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INTRODUCCION

l.- INTRODUCCION

1.- CELULAS MADRE

En los ultimos afos la Medicina y la Biologia han experimentado
grandes avances. Uno de los mas recientes se ha denominado Medicina
Regenerativa (Robey, 2000) y esta basado principalmente en el conocimiento y
uso terapéutico de las células madre con la finalidad de regenerar tejidos u
organos danados y, de este modo, poder tratar enfermedades cronico-

degenerativas.
1.1 Definicién de célula madre.

Segun Alberts y cols. 1994 “una célula madre es toda aquella que no
esta totalmente diferenciada, tiene capacidad de division ilimitada y cuando se
divide, cada célula puede permanecer como célula madre o puede iniciar una

via que conduce de forma irreversible a su diferenciacion terminal”.
1.2 Tipos de células madre y clasificacion.

A lo largo del desarrollo ontogénico, podemos identificar y aislar distintos
tipos de células madre. Atendiendo a su origen, las células madre pueden

dividirse en cuatro grupos, tal y como se muestra en la figura 1:

®-0-9; 1)

Figura 1. Desarrollo ontogénico
y tipos de células madre,

ESC=células madre 5 A
embrionarias, PGC=células Blastocisto g, Adulto
madre primordiales, + + ECC
ECC=células madre de *
teratocarcinomas, SSC=células 3 2 = )

madre somaticas. ESC PGC 880
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1.2.1 Células madre embrionarias.

Las células madre embrionarias humanas, aisladas por primera vez en

1998 (Thomson y Marshall, 1998) proceden de la masa celular interna del

embrion en estado de blastocisto, y poseen una elevada capacidad de auto-

renovacion e indiferenciacion. Sin embargo, tienen problemas legales y éticos

derivados de su origen. Debido a su procedencia, estas células se

denominaron células madre embrionarias 6 ESC, del inglés “Embryonic stem

cells”.

Segun Marshall y cols. (2001) y Smith (2001) las caracteristicas que

definen las ESC son las siguientes:

Proceder de la masa celular interna de embriones en estado de
blastocisto o mérula.

Tener capacidad de division asimétrica ilimitada, y mantenerse
indiferenciadas en las condiciones de cultivo in vitro adecuadas.
Presentar cariotipo normal y que este permanezca estable.

Ser capaces de diferenciarse a derivados de las tres hojas embrionarias:
ectodermo, mesodermo, endodermo y también células germinales
(gametos). Por lo tanto tener capacidad pluripotente, lo que las convierte
en un tipo celular unico.

Cuando se transplantan durante el desarrollo embrionario murino,
poseen la capacidad de integrarse en todos los tejidos fetales dando
lugar a quimeras.

Tener la capacidad para colonizar la linea germinal dando lugar a
ovocitos y espermatozoides.

Presentar expresiéon de marcadores de indiferenciaciéon, entre ellos el
factor de trascripcion Oct-4, que regula gran numero de genes y
mantiene las células embrionarias en estado de proliferacion e
indiferenciacion.

Poder inducir su proliferacion o diferenciacion bajo condiciones in vitro.
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1.2.2 Células madre germinales.

Se obtienen de la cresta gonadal de embriones humanos de 5-9
semanas de gestacion y son las precursoras de los gametos. Las células
madre germinales o ‘primordial germ cells” (PGC) tienen propiedades
bioquimicas, morfologicas, inmunologicas y de desarrollo comunes a las
células madre embrionarias ya que son pluripotentes y contribuyen a la
formacion de la linea germinal cuando se inyectan en blastocistos dando lugar
a animales quiméricos (Matsui y cols., 1992; Stewart y cols., 1994). Asimismo,
pueden diferenciarse a cuerpos embrioides y formar teratomas in vivo. No
obstante, existen diferencias a nivel del patron de metilacion de estos tipos
celulares ya que la secuencia de ADN se mantiene inalterada pero su
capacidad de expresidén se ve modificada. Dichas diferencias podrian reflejar
los cambios en el programa de desarrollo de las PGC versus las ESC. A pesar
de ello, la existencia de este patron de metilacion génica no parece afectar a la
capacidad de estas células para contribuir al desarrollo de la linea germinal en

quimeras (Sato y cols., 2003).

Existe una gran variabilidad en la expresion de los genes sujetos a
imprinting o mecanismo de regulacion génica donde los genes pueden
modificar su funcionamiento sin necesidad de un cambio en la secuencia del
ADN en las lineas de células germinales primordiales, ya que en algunos de los
descendientes de ratones quiméricos resultantes de la inyeccion de estas
células, se puede ver que los genes de las PGC se transmiten de forma
normal, mientras que en otros casos, los animales descendientes presentan

anomalias a nivel de crecimiento y de la estructura ésea.

Aunque la mayor parte de los estudios se han realizado en ratén (Matsui
y cols., 1992), cada vez existe un mayor interés en la obtencion de PGC
humanas (Shamblott y cols., 1998; 2001).
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1.2.3 Células madre de teratocarcinomas.

Los teratocarcinomas son tumores que aparecen en las gonadas de
algunas cepas de ratones consanguineos o tras depositar derivados celulares
del embrién bajo la capsula suprarrenal de ratones inmunodeficientes
(Anderson y cols., 1996). Estos tumores estan constituidos por una amalgama
de tejidos somaticos yuxtapuestos de manera desorganizada. Derivan de
células germinales, son pluripotentes y por ello pueden dar lugar a los multiples

tipos celulares encontrados (Kleinsmith y Pierce, 1964; Stevens, 1984).

Las primeras lineas de células madre aisladas a partir de
teratocarcinomas se obtuvieron en los afos setenta (Kahan y Ephrussi., 1970;
Jakob y cols., 1973; Gearhart y Mintz, 1974; Nicolas y cols., 1976).

Las células madre de los teratocarcinomas conservan su capacidad de
diferenciacion, produciendo derivados de las tres hojas embrionarias:
ectodermo, mesodermo y endodermo (Nicolas y cols., 1976). Sus

caracteristicas se recogen en la Tabla I.

CARACTERISTICAS BIBLIOGRAFIA

Capacidad de participar en el

desarrollo embrionario dando lugar a Mintz y llimensee, 1975.

quimeras.
Pérdida de la capacidad de Bernstine y cols., 1973.
diferenciacion en cultivo.
Apariciéon de aberraciones Papaioannou y cols., 1975.
cromosémicas.
Diferenciacion in vitro solo en McBurney y cols., 1982; Nicolas y
condiciones especiales o empleando cols., 1975.

inductores quimicos.

Para mantener el estado
indiferenciado necesitan del cultivo
sobre feeders.

Martin y Evans., 1974.

Tabla |I. Propiedades de las células madre de teratocarcinomas embrionarios.

10
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Ademas estas células madre conservan su capacidad de contribucion al
desarrollo embrionario y tras microinyectarlas en la masa celular interna de
blastocistos de raton, dan lugar a animales quiméricos viables y fértiles (Mintz y
llimensee, 1975). Sin embargo, las células madre de teratocarcinomas
embrionarios no conservan la misma capacidad pluripotente de las células
embrionarias tempranas y sufren cambios durante su transicion in vivo al

estado tumoral (Andrews, 2002).

1.2.4 Células madre somaticas.

En la mayoria de los tejidos de individuos adultos, existen pequefias
poblaciones de células indiferenciadas que poseen la capacidad de
diferenciarse a tipos celulares maduros, dividiéndose a su vez para mantener el
balance necesario de células progenitoras indiferenciadas (Fuchs y Segre,
2000). Dichas poblaciones de células madre se mantienen a lo largo de la vida

del individuo y reciben el nombre de células madre somaticas.

La identificacién y caracterizacion de estas células madre es uno de los
mayores retos cientificos que existen hoy en dia debido al bajo numero de
células candidatas existentes en los tejidos residentes y a la falta de
marcadores de superficie definitorios que permitan su aislamiento para su

posterior estudio.

Las células madre somaticas, desempefian un papel esencial en el
organismo, no soélo por su contribucion en la formacion de érganos vy tejidos,
sino sobre todo, por encargarse del mantenimiento y renovacion de los mismos
durante todo el proceso del desarrollo ontogénico (Firulli y Olson, 1997; Orkin,
1998; Edlund y Jessell, 1999).

Estas células ya han sido descritas en multitud de tejidos. Aunque se
pensaba que sélo generaban células caracteristicas del tejido en el que residen
o de otros con el mismo origen embrionario, algunos autores han descrito el
fendmeno de transdiferenciacién (Jiang y cols., 2002; Poulsom y cols., 2001;

Mezey y cols., 2003). Dicho fenémeno consiste en que determinadas

11



INTRODUCCION

poblaciones de células madre somaticas son capaces de dar lugar a células de
otro tipo de tejido distinto del que proceden, en funcidén del micro ambiente que
las rodea, es decir, poseen una plasticidad mayor de la esperada (Reyes y
Verfaillie, 2001).

Definiciones y conceptos.

Las células madre somaticas son células indiferenciadas que se
encuentran presentes en muchos érganos y tejidos adultos. Su singularidad,
escasez y la falta tanto de caracteristicas morfolégicas distintivas como
marcadores especificos hacen que su identificacion y localizacion sean muy
complejas en la mayoria de los tejidos estudiados. Gran parte de las células
madre somaticas son definidas por sus propiedades funcionales, entre las
cuales se incluye el alto potencial de proliferacién, la importante capacidad
reparadora y la capacidad para diferenciarse hacia las estirpes celulares de las
que provienen e incluso hacia otras distintas (Weissman, 2002; Potten vy
Loeffler, 1990; Eckfeldt y cols., 2005).

La propiedad de auto-renovacion de estas células madre o la capacidad
de producir células hijas idénticas a si mismas es esencial para mantener la
reserva de células madre en los tejidos adultos. La divisién celular asimétrica
es el mecanismo llevado a cabo por estas células somaticas para producir por
un lado una célula hija idéntica a si mismas y, por otro lado una célula hija
diferenciada (figura 2). Al mismo tiempo las células madre también sufren
divisiones simétricas desde las llamadas progenitoras, produciendo dos células
hijas o dos células progenitoras de amplificacion transitoria (transit amplifying
cells, TA) (Gargett, 2006). A continuacion vendria la diferenciacion, que se
define como el cambio en el fenotipo celular debido a la expresion de diferentes
genes asociados normalmente con la funcién de la célula a partir de la cual se

dividieron.

Las células madre exhiben un amplio rango de potencial de
diferenciaciéon. Las células madre embrionarias son pluripotenciales y tienen

capacidad de diferenciacion a todos los tipos celulares provenientes de las tres

12
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hojas embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo). La capacidad de

diferenciacion de estas células se ve disminuida a medida que aumenta el

desarrollo embrionario. Finalmente, entre la descendencia se encontraran

células madre multipotentes o células madre somaticas que se diferencian en

un gran numero de linajes celulares y producen los tipos celulares de los tejidos

en los que se encuentran. Las células madre hematopoyéticas de médula 6sea

(encargadas de la formacion de la sangre) son uno de los ejemplos mas

conocidos de este tipo celular somatico y ademas son empleadas en

aplicaciones clinicas desde hace tiempo.

Aumenta la Diferenciacion celular

<

Célula
Auto - Madre

renovacion \

@ Célula Progenitora

<

4
@ @ Células TA

¥ v ¥4
Células TA
g2 27
23303
Células Diferenciadas

Figura 2. Esquema de la jerarquia de la
diferenciacion de las células madre. Las células
madre son capaces de auto-renovarse y de
diferenciarse a células progenitoras
comprometidas. Estas proliferan y dan lugar a
células de amplificacion transitoria, las cuales
daran lugar finalmente a células diferenciadas y
funcionales sin capacidad de proliferacion.

&

Decrece el Potencial Proliferativo

Los estudios mas recientes sugieren que el dogma de la diferenciacion

jerarquica de las células madre y de sus progenitoras sea cada dia mas flexible

de lo que se ha expuesto anteriormente. Como ocurre en el caso del tejido
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epidérmico; las células madre somaticas epidérmicas, las células TA de este
tejido y las células diferenciadas de este tejido, los queratinocitos, tienen todos
la capacidad de regenerar completamente la epidermis estratificada junto con
la apropiada expresion de marcadores de diferenciacién en el espacio y en el
tiempo (Li y cols., 2004). Otro caso es el de las células madre
hematopoyéticas, cuyas células madre somaticas y su progenie tienen
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion continua dependiendo de la fase
del ciclo celular en la que se encuentren y del micro ambiente que les rodee

(Quesenberry y cols., 2005).

Concepto de nicho.

En 1978 Schofield fue el primero en proponer que las células madre eran
reguladas en funcion del micro ambiente fisioldgico en él que se encontraban, a
este lugar tan excepcional lo llamé nicho (Schofield, 1978). La mayoria de los
trabajos actuales sobre los nichos de células madre somaticas han sido
obtenidos a través de estudios en modelos animales, como en el caso de los
testiculos de Caenorhabditas elegans y de los ovarios de Drosophila
melanogaster, donde la localizacion de cada célula ha sido minuciosamente
estudiada (Ohlstein y cols., 2004). Lejos esta la localizacidén tan precisa en el
caso de los mamiferos ya que se trata de organismos mucho mas complejos.
Aun asi existen caracteristicas comunes entre las particularidades del nicho de
células madre en Drosophila y en los mamiferos adultos, entre las que se
incluye la localizacion exacta de las células madre en estrecha relacion con una
0 mas células diferenciadas que se encuentran circundando la regidn
candidata; y que junto a la matriz extracelular y a varias moléculas secretadas
dan lugar a un micro ambiente adecuado para regular las funciones claves de
las células madre somaticas. Las caracteristicas moleculares existentes en
este nicho micro ambiental afectan a las propiedades intrinsecas de las células
madre somaticas residentes que regulan la proliferacion y el destino celular
(Eckfeldt y cols., 2005).

Los nichos tienen diferentes caracteristicas en funcion de la composicion

celular, la estructura y la localizacion de las células madre en los diferentes
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tejidos adultos. En la actualidad, se ha identificado y caracterizado el nicho de
las células madre epidérmicas en la regién bulbar del foliculo piloso (Fuchs y
cols., 2004), también se ha descrito este nicho en el intestino delgado
situandose en este caso en las células epiteliales de las criptas glandulares
(Booth y Potten, 2000). Las moléculas de adhesion junto con las células del
nicho anclan a las células madre somaticas a sus alrededor durante los
periodos de inactividad de estas células y, dirigen la divisidén asimétrica de las
células madre somaticas seguida de la proliferacion y diferenciacion de estas
en el momento y lugar que se precise. Entre las moléculas de adhesion
descritas que juegan un papel esencial en el nicho de las células madre se
encuentran las cadherinas que median en las interacciones adhesivas entre el
nicho y las células madre (figura 3), y las integrinas, las cuales interactuan con

la matriz extracelular (Wilson y Trumpp, 2006).

Células Célula
Figura 3. Representacion del nicho \, Célula progenitora
nicho de células madre madre
somaticas. Las células nicho
dirigen via sefializacion celular el ~ Moléculas
futuro de las células madre  9eadhesion
somaticas a través del inicio y/o
blogueo de la diferenciaciéon > @
celular y de la regulacion de los _
ciclos celulares. Membrana @

basal —

Los nichos celulares mantienen a las células madre somaticas en un
estado quiescente (en la fase de reposo del ciclo celular conocida como Gp) a
través de micro ambientes moleculares de sefializacién inhibitorios frente a la
divisibn y a la diferenciacion celular, entre los cuales a menudo estan
implicados el factor de crecimiento transformante-g (TGFB) y miembros de la

familia de la proteina morfogenética del hueso BMP (Li y Xie, 2005).

Uno de los papeles mas importante del nicho celular es detectar la

necesidad del re-emplazamiento celular, y transmitir las sefiales hacia las
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células residentes para que estas puedan alcanzar el destino celular final

mediante la proliferacién celular.

Plasticidad de las células madre somaticas.

Se define la plasticidad celular como la capacidad de una célula madre
somatica de un tejido especifico para generar un tipo celular especializado
diferente al de su origen embrionario. Por lo tanto, para evaluar la plasticidad
en condiciones experimentales deben cumplirse criterios basicos que incluyen:
la capacidad de auto-renovacion, la diferenciacion morfoldgica y funcional hacia
tipos celulares de su origen embrionario y por lo menos a un tipo celular de
diferente linaje. La mayoria de los estudios sobre plasticidad de las células

madre se han realizado en ratones y en minoria en células humanas.

Uno de los trabajos que demuestra la plasticidad de las células madre
somaticas fue publicado en 2002 (Jiang y cols., 2002) donde a través de
experimentos con poblaciones clonales de células madre mesenquimales
derivadas de médula ésea de ratéon y rata, se identificé una subpoblacion
denominada células progenitoras multipotentes adultas (Multipotent Adult
Progenitor Cells, MAPCs), que no solo se diferenciaron a células
mesenquimales, sino también a células con caracteristicas morfoldgicas y
marcadores celulares tipicos de células neuronales, endoteliales y
endodérmicas. También en humanos se han identificado MAPCs que poseen la
capacidad de diferenciarse a células hepaticas (Reyes y Verfaillie, 2001). El

problema de estos trabajos es que son dificiimente repetibles por otros autores.

La transdiferenciacion es la conversidon de células de un tejido o linaje a
células de otro linaje diferente, con consecuente pérdida de los marcadores de
ese tejido especifico y de su funcién celular, y por otro lado también adquisicion
de funciones y marcadores del nuevo tipo celular, sin que en este caso
intervenga la division celular (Horwitz, 2002). Esto implica reprogramacion de la
maquinaria de transcripcion nuclear de la célula y representa una forma de
metaplasia o de alteracién de los genes claves en el desarrollo (Reynolds y

Rietze, 2005). La transdiferenciacion puede ocurrir con o sin la intervencién de
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divisién celular (Tosh y cols., 2002). Se ha propuesto que esta conversion
celular que implica de-diferenciacién y re-diferenciacion de las células pueda
suceder gracias a la reprogramacion nuclear tanto a nivel genético como

epigenético.

Diferentes experimentos demostraron inicialmente que células
procedentes de la médula 6sea pueden incorporarse en el tejido dafado a
través del torrente sanguineo y dar lugar a células del musculo esquelético,
neuronas y glia, hepatocitos, células endoteliales, células del miocardio, células
epiteliales del intestino, piel y pulmdn; mientras que por otro lado también se ha
demostrado que células neuronales producen células de la sangre y células

musculares esqueléticas (Blau y cols., 2001).

Sin embargo, este concepto de transdiferenciacion ha sido ampliamente
discutido y rechazado en muchos estudios por considerarse que se trata de un
fendomeno de fusién celular (Alvarez-Dolado y cols., 2003). Se ha demostrado
la fusion de células transplantadas con las células del huésped receptor (Liu y
Rao, 2003). Se trata de un fendmeno infrecuente y puede ocurrir entre células y
tejidos donde la poliploidia es un fendbmeno biolégico normal, como en los
osteoclastos, miotubulos, hepatocitos y placenta. No obstante, la fusion celular
puede ser mal interpretada como transdiferenciacion (Goodell, 2003; Cossu,
2004).

Finalmente la transdiferenciacion como mecanismo de plasticidad debe
de seguir siendo analizada a través de las herramientas y pruebas
experimentales realizadas con rigor cientifico incluyendo un adecuado disefio

experimental y la exclusion de la posibilidad de fusion celular en estos ensayos.

Papel en la homeostasis, reparacion y regeneracion.

Las células madre procedentes de 6rganos y tejidos adultos juegan un
papel clave en la homeostasis celular ya que promueven por un lado el re-
emplazamiento celular en los tejidos altamente regenerativos y por otro lado la

pérdida celular por apoptosis (Li y Xie, 2005; Snyder y Loring, 2005). La funcién
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de las células madre somaticas esta finamente regulada para asegurar el
equilibrio adecuado entre el re-emplazamiento celular y la provision de un
numero suficiente de células maduras diferenciadas para el mantenimiento de
la funcién de tejidos y 6rganos, sin dar lugar a la formacion de tumores. El
balance entre la auto-renovacion y la diferenciacion es necesario

encontrandose regulado por las células madre del nicho.

Es indiscutible que las células madre no so6lo residen y tienen funcién en
tejidos con excepcional capacidad regenerativa como la médula ésea, el
intestino y la epidermis, con una constante produccion de células diferenciadas
para su adecuado mantenimiento; sino también se ha demostrado su existencia
en tejidos de bajo remplazamiento celular como el tejido neural, el pancreas, la
prostata o el higado. En estos tejidos, la funcion de las células madre
somaticas es mantener la homeostasis celular a través de la reorganizacion del
tejido debido a pérdida de células por apoptosis (Clarke y Smith, 2005). Tras un
dafio o desgaste, normalmente las células madre somaticas quiescentes entran
nuevamente en el ciclo celular produciendo células denominadas células TA,
las cuales sufren ciclos de proliferacién y expansion rapidos que permiten
reparar la pérdida de tejido con reposicion de células funcionales y totalmente
diferenciadas. En algunos casos, como el higado y el pancreas, células
totalmente diferenciadas tienen la capacidad de revertir y posteriormente
proliferar hacia un fenotipo celular que pueda tener el mismo efecto de

renovacion en su tejido de origen (Dor y Melton, 2004).

2. CELULAS MADRE SOMATICAS EN EL ENDOMETRIO HUMANO

2.1 El endometrio humano.

El endometrio humano es un tejido muy dinamico que sufre cambios
ciclicos especificos en respuesta a las hormonas ovaricas circulantes. Desde el
punto de vista histoldgico, el endometrio se divide en dos capas: la basal y la
funcional. La funcional responde a la progesterona y el estradiol descamandose

durante la menstruacion. La basal no responde a las hormonas esteroideas y
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no sufre descamacion, regenerando el endometrio a partir de ella. De manera
global, el endometrio esta compuesto por distintos tipos celulares, que incluyen
epitelio luminal y glandular, estroma, endotelio y de forma transitoria, células

del sistema inmune.

- Epitelio: esta constituido por una capa de células secretoras, ciliadas y
cilindricas simples. Este epitelio es continuo y contiene aberturas glandulares
que se extienden a través del estroma subyacente hasta el borde miometrial. El
epitelio endometrial se conecta en posicidon distal con el epitelio secretor del
endocervix y, en posicion proximal, con el epitelio tubarico. De esta monocapa
depende la implantacién embrionaria, controlando el impacto del embridén sobre
el estroma y los vasos endometriales y actuando como primer contacto entre el
blastocisto y su lecho endometrial. Se descama durante la menstruacion, salvo
la parte basal, pudiendo regenerarse de nuevo en el siguiente ciclo menstrual

y, asi volver a actuar de lecho endometrial.

- Estroma: las células predominantes en el estroma son los fibroblastos,
pero también se pueden identificar macrofagos, linfocitos y otros tipos de
células residentes y migratorias. Parte de este estroma también se desprende
durante la menstruacion y del mismo modo es regenerado en el siguiente ciclo
proporcionando de nuevo las condiciones adecuadas para la implantacion

embrionaria.

- Endotelio y musculo liso vascular: estas células también estan
expuestas a los estimulos ciclicos que sufre el endometrio. Una respuesta
apropiada de este sistema vascular es necesaria para dar lugar a un

endometrio receptivo que soporte el desarrollo embrionario.

- Células del sistema inmune: son células relevantes para la funcion
reproductora, puesto que durante la implantacion embrionaria existe una
regulacion de la respuesta inmune local. La poblacion de células leucocitarias
encontrada en un endometrio normal suele representar un 10-15% del estroma,

incrementandose hasta un 20-25% en la fase secretora tardia y premenstrual
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(Bulmer y Johnson, 1985). La mayor parte de la poblacion la componen las

células NK (Natural Killer cells) y los macrofagos.

2.2 El ciclo menstrual.

Durante el ciclo menstrual, el endometrio sufre una serie de cambios en
respuesta a fluctuaciones en los niveles de las hormonas esteroideas
procedentes del ovario. Estas hormonas ejercen su accion a través de
mediadores locales producidos en las células del endometrio que a su vez
actuan de manera paracrina sobre las células vecinas o sobre las propias
células de manera autocrina (Giudice, 1994). Estos mediadores se pueden
clasificar de manera general en factores de crecimiento, citoquinas y moléculas

de adhesion.

Teleologicamente, el objetivo del ciclo menstrual es preparar el
endometrio para conseguir un embarazo con éxito. En él se pueden distinguir
dos fases: la fase proliferativa y la fase secretora, separadas ambas por la

ovulacion.

Fase proliferativa: también llamada folicular, ya que es durante esta
fase donde se desarrolla el foliculo que contiene el ovocito. Se extiende desde
el final de la menstruacion hasta la ovulacion, y en ella existe una secrecion
elevada de estrégenos. En esta fase todos los componentes del endometrio
sufren una intensa proliferacién; se hacen visibles muchas mitosis y aumenta el
grosor endometrial desde 0,5 mm hasta unos 7 mm (McLennan y Rydell, 1965).
Se produce una induccién de los receptores de progesterona, que permitiran a
las células responder a esta hormona durante la segunda mitad del ciclo.
Varios factores de crecimiento y citoquinas como el factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento de
fibroblastos y el factor de crecimiento de células vasculares endoteliales entre

otros, favorecen esta rapida proliferacion.

Fase secretora: comprendida desde el momento de la ovulacion hasta

la menstruacion. También es conocida como fase lutea, puesto que se
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desarrolla el cuerpo luteo en el ovario. La concentracion de progesterona
aumenta debido a la secrecién del cuerpo luteo, y los estrégenos permanecen
altos. La progesterona limita el efecto proliferativo de los estrogenos en el
endometrio y favorece la diferenciacion de los distintos componentes celulares,
que incluye la secrecion glandular de glucogeno, glicoproteinas y la
decidualizacion del estroma. Ademas los vasos sanguineos endometriales
continian su crecimiento, adquiriendo una apariencia tortuosa. Todos estos
cambios estan enfocados a la preparacion del endometrio para la implantacion

del embrioén.

En ausencia de fecundacién, el cuerpo luteo regresa y, por tanto, los
niveles de hormonas ovaricas (estrogenos y progesterona) caen bruscamente,
produciéndose la involucion y descamacién del endometrio, generando el flujo

menstrual (figura 4).

Flujo
Capa “Menstrual
Basal { by

Funcional | é{“‘“ § }s

Capa
Dias | 5 10 15 20
del ciclo Fase ‘ Fase l
Proliferativa Secretora

Ciclo Uterino

Figura 4. Cambios ocurridos en el endometrio
humano durante las distintas fases del ciclo
menstrual.

2.3 Evidencias indirectas sobre la existencia de células madre somaticas

en el endometrio humano.

El concepto de que la regeneracion endometrial debe estar mediada por

células madre somaticas localizadas en la capa basal del tejido endometrial fue
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ya propuesto por primera vez hace 35 anos (Prianishnikov, 1978). Estudios
clasicos ya sugerian la posible existencia de células madre somaticas en el

endometrio humano de manera indirecta.

Estudios cinéticos sobre proliferacion celular endometrial muestran
diferencias en esta proliferacion entre las distintas zonas, que predicen un re-
emplazamiento ordenado de la células estromales y epiteliales en la capa
funcional desde posibles células madre residentes en la capa basal cerca del
limite miometrio-endometrio, y cuya progenie serian las células TA que
proliferarian rapidamente y que podrian ser observadas en la capa funcional

(Ferenczy y cols., 1979; Padykula y cols., 1989).

Recientemente, y basandose en las evidencias anteriormente citadas se
usaron histonas fosforiladas (H3) como marcadores de proliferacion celular en
macacos sometidos a ciclos hormonales artificiales, se apreciaron diferencias
entre el indice de proliferacion de las glandulas endometriales situadas en la
capa basal y las situadas en la capa funcional en las distintas etapas del ciclo

menstrual (Brenner y cols., 2003).

Patrones de metilacién en glandulas endometriales.

La cinética de las células epiteliales endometriales también ha sido
estudiada a través del analisis de errores epigenéticos codificados en los
patrones de metilacién de glandulas individuales del endometrio humano (Kim y
cols., 2005).

En un tejido de remodelacion y recambio ciclico como es el caso del
endometrio, un remplazamiento tan continuo indica variantes epigéneticas
heredables en las células madre que se producen en el ADN de la célula sin
afectar a los genes, tales variantes (entre ellas las metilaciones) o mutaciones
son perdidas durante el desprendimiento de esa capa. Por lo tanto, el numero
de divisiones de las células madre puede deducirse del numero de errores
somaticos acumulados dentro de las glandulas individuales. Los lugares de

metilacion del gen CSX (cardiac-specific homeobox), un gen silenciado del
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endometrio humano, fueron examinados para asegurarse de que cualquier
cambio en los patrones de metilacion era debido a consecuencias no
funcionales y por lo tanto podia asociarse a procesos aleatorios relacionados
con la edad. El alcance de las metilaciones de las glandulas endometriales
incrementa con la edad hasta la menopausia, después de la cual se mantienen
practicamente constantes, indicando que el numero de errores epigéneticos es
un reflejo de la actividad mitética que pueden tener las células madre
somaticas dentro de ese tejido. Los modelos matematicos de los datos son
mas consistentes con el concepto de que una glandula individual contiene un
nicho de células madre somaticas. Un nicho con numero desconocido de
células madre pero con larga vida mas que una célula madre inmortal que se
divide siempre de forma asimétrica. Pareceria que las divisiones celulares
simétricas y asimétricas ocurren de manera estocastica para mantener un
numero constante de células madre en el nicho de la glandula endometrial.
Mas evidencias indicaron que un reservorio de células madre somaticas
permanece en el endometrio atrofico, ya que no hay reduccion de la diversidad
de glandulas endometriales después de la menopausia. Estos errores de
replicacién aleatorios que se acumulan a lo largo del tiempo proporcionan un
registro en la historia de la replicacion de las células madre endometriales, él
cual podria ser usado para la investigacion del posible papel de las células

madre o progenitoras en desordenes proliferativos del endometrio.

Evidencias desde observaciones clinicas.

Otras evidencias indirectas sobre la existencia de células madre
somaticas en el endometrio humano derivan del estudio con primates y de la
practica clinica, donde se ha demostrado que el endometrio se regenera por
completo y se puede llevar a cabo un embarazo tras la eliminacién quirurgica

de casi todo el tejido endometrial (Hartman, 1944; Wood y Rogers, 1993).

En otras situaciones clinicas, fracciones pequefas de tejido endometrial
son capaces de regenerar el endometrio completo tras ablacion electro-
quirurgica por menorragias, y ademas el embarazo en estas pacientes ha sido
probado (Tressera y cols., 1999; Abbot y Garry, 2002).
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En otros estudios clinicos las evidencias de la presencia de células
madre somaticas en el endometrio vienen asociadas a la propension de este
tejido a sufrir calcificacion/osificacion (frecuentemente tras el embarazo) lo que
se asocia frecuentemente con dolor e inflamacién crénica, estas condiciones
especiales en otros tejidos regenerativos son conocidas por ser originadas por
células madre mesenquimales (Van Os y cols., 2004). En el endometrio
encontramos células del musculo liso, hueso y cartilago. Las células madre
mesenquimales tienen la capacidad de diferenciarse en células del musculo
liso, hueso, grasa, y cartilago en condiciones in vivo e in vitro (Gronthos y cols.,
2003). El conjunto de todas estas observaciones sugiere la hipotesis de que
bajo determinadas circunstancias las células residentes en el endometrio o
células mesenquimales multipotentes derivadas de la médula 6sea puedan

llevar a cabo una inapropiada diferenciacion.

Monoclonalidad de las glandulas endometriales

Las glandulas endometriales parecen tener un origen monoclonal, es
decir se han formado desde una unica célula progenitora o célula madre. En
mas de la mitad de los cortes histoldégicos estudiados pertenecientes a
muestras endometriales normales en fase proliferativa muy pocas glandulas
presentaban la ausencia de la proteina PTEN debido a una mutacién y/o
delecion en el gen PTEN (Mutter, 2000). Un factor clave en el desarrollo de la
hiperplasia y del cancer endometrial es la inactivacion del gen supresor de
tumores PTEN (Phosphatase and tensin homolog) por medio de delecién o
inactivacion. Los estrogenos aumentan la produccion glandular de la proteina
PTEN, que se expresa constantemente durante la fase proliferativa pero que
estd ausente durante la fase secretora. En ausencia de PTEN, las células
endometriales se vuelven mas sensibles a la estimulacion por estrogenos
imprescindible para el desarrollo de hiperplasias y cancer posterior. De hecho
se ha comprobado que los clones de glandulas mutantes en PTEN (mujeres
con glandulas nulas en este gen) en las muestras estudiadas persistian en la
capa basal durante los ciclos menstruales y regeneraban sus respectivas

glandulas con ausencia del gen PTEN en la capa funcional en los siguientes
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ciclos. Las glandulas que no presentaban PTEN aumentaban concretamente

en hiperplasias endometriales, un desorden de la proliferacion epitelial.

En otro estudio diferente, la monoclonalidad de las glandulas fue
también probada por la técnica de PCR (Tanaka y cols., 2003a). Estudios
demostraron que glandulas adyacentes compartian clonalidad indicando que
determinadas regiones bien delimitadas del endometrio derivaban de un mismo
precursor celular, sugiriendo que determinadas glandulas comparten el origen
desde una misma célula madre. Todo esto da lugar a cuestiones sobre la

localizacion precisa de las candidatas a células madre somaticas epiteliales.
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HIPOTESIS

Il.- HIPOTESIS
La hipétesis de partida para este trabajo de investigacion ha sido que en

el endometrio murino y humano debe existir una poblaciéon de células madre

somaticas responsables de su alta capacidad regenerativa.
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OBJETIVOS

lll.- OBJETIVOS

El objetivo general planteado en esta tesis doctoral es la identificacion,

localizacion y caracterizacién de la poblacion de células madre somaticas

presentes en el endometrio murino y humano.

Para ello, los objetivos especificos seguidos han sido los siguientes:

Elaborar un modelo animal para la identificacion de las células
madre somaticas del endometrio.

Caracterizar la poblacién celular obtenida mediante marcadores
de indiferenciacion tanto a nivel proteico como a nivel de ARN
mensajero.

Demostrar la presencia de células madre somaticas en el
endometrio humano por citometria de flujo.

Aislar las poblaciones de células madre somaticas identificadas y
estudiar el grado de indiferenciacion mediante el estudio a nivel
de ARN mensajero y su actividad telomerasa.

Identificar el origen de las células madre somaticas aisladas

desde el endometrio humano.
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MATERIALES y METODOS

IV.- MATERIALES Y METODOS

1. -DISENO EXPERIMENTAL

1.1 Modelo animal.

El uso del modelo murino pretende poder desarrollar un método que
consiste en la deteccion de células endometriales que retienen el marcaje de 5-
Bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) para asi poder identificar candidatas a células

madre somatica.

Tres dias después del nacimiento de las crias se les administré 5-
bromo-2’-desoxiuridina a las hembras (dos veces al dia) y asi durante tres dias
hasta el dia 6 de vida de los animales. Las crias, salvo las sacrificadas en los
periodos prematuros, siguieron con sus madres hasta el momento del destete
(dia 14) y se procedio a los sacrificios correspondientes en cada uno de los
puntos establecidos a lo largo de la vida del animal. Los uteros extirpados
fueron estudiados mediante:

- Localizacion de las células candidatas por inmunohistoquimica doble y
simple.

- Analisis de la presencia de marcadores de indiferenciacion por PCR y
nested-PCR.

- Andlisis estadistico de los resultados obtenidos.

1.2 Modelo Humano.

El método utilizado para este modelo consiste en el uso de la técnica del
colorante vital Hoechst 33342. Este colorante vital permite identificar en una
suspension de células vivas a la poblacion denominada Side Population (SP)
mediante la citometria de flujo. Las células identificadas como SP son aquellas
capaces de expulsar el colorante Hoechst al espacio extracelular. Diversos
estudios han mostrado que se trata de células madre presentes en la mayoria
de los tejidos estudiados y que se caracterizan por su gran plasticidad y un

elevado potencial de regeneracion. Actualmente, no se conocen marcadores
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especificos para estas células y sélo pueden ser detectadas y aisladas

mediante ensayos funcionales basados en citometria de flujo.

Tras la disgregacion del tejido endomentrial para obtener células
aisladas de los dos principales tipos celulares presentes en el endometrio,
epitelio y estroma, se procedié a la elaboracion de diferentes técnicas de
analisis:

- Analisis y separacion celular por citometria de flujo.

- Analisis de marcadores moleculares por PCR y nested-PCR.

- Inmunofenotipado de las suspensiones celulares.
- Analisis estadistico.

- Deteccion de la actividad telomerasa.

2. - MODELO ANIMAL

2.1 Elaboracién de un modelo animal.

El modelo animal propuesto es el murino (Mus musculus),
concretamente se trabajo con la descendencia de ratonas embarazadas de la
cepa no consanguinea ICR [CD-1] (Harlan, Barcelona, Espafa). Este modelo
animal ha sido utilizado en numerosos ensayos biologicos y en experimentos
en los que las consideraciones especificas de genotipo son de poca
importancia. Los animales fueron mantenidos, tratados y sacrificados de
acuerdo con el protocolo establecido por el Comité Etico de Experimentacion
con Animales (CEEA). La tomas de muestras se realizé segun la directiva
86/609/CEE del 14 de noviembre de 1986 y el RD 223/1988 del 14 de marzo,
sobre proteccidn de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. Los controles y el mantenimiento de los ratones se llevaron a cabo
en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia en

condiciones adecuadas de estabulacion, con alimentacion y agua ad libitum.
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Una vez seleccionada la cepa animal mas acorde con el estudio se
diseni6 el modelo y el procedimiento experimental (ver figura 5). Esto se realiz6
gracias a la administracién de una sustancia marcadora que se detecta a largo
plazo y que permite la identificaciéon de células que entran pocas veces en el
ciclo de division celular. Al mismo tiempo se realizé la doble inmunoco-
localizacion con anticuerpos ya ampliamente descritos y que son
caracteristicos de células indiferenciadas (tanto de células madre embrionarias

como del sistema hematopoyético).

0 4 5 6 7 14 2125 30 49 64 77 83 90 98 106 112
T U

. SACRIFICIO )

Inyeccién de BrdU

Figura 5. Disefo experimental del modelo animal
usado. Tras el parto de las ratonas en los dias 4,
5 y 6 de edad se suministr6 a los ratones
neonatos BrdU a la dosis indicada. Finalmente los
ratones fueron sacrificados en los diferentes
puntos de estudio indicados entre los que
corresponden el destete, madurez sexual y edad
adulta.

Para ello se utilizo la técnica del marcaje con BrdU que se basa en la
deteccion de células que retienen el 5-bromo-2°-deoxiuridina (BrdU, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) (Taylor y cols., 2000) tras su inyeccion en ratones
neonatos. El BrdU, es un analogo de la timidina que se incorpora al material
genético durante la fase S del ciclo mitdético actuando como sustancia
marcadora de nuevas células (figura 6), por lo tanto si se mantienen
quiescentes podran ser detectadas por la presencia de BrdU a lo largo de la
vida del animal (Bickenbach , 1981; Cotsarelis y col., 1989; Braun y col., 2003).

Al administrar BrdU a ratones neonatos, dénde todas sus células se estan
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dividiendo, se facilita que la molécula se incorpore correctamente en todas sus
células. Podremos seguir el marcaje de estas células a lo largo del tiempo ya
que este se ira perdiendo con las sucesivas divisiones celulares y quedaran

marcadas aquellas que menos se hayan dividido.

El método del BrdU ha sido ampliamente utilizado en muchos trabajos
relacionados con la identificacion de células madre somaticas. Esta molécula
permite la deteccidon de células que han tenido pocos ciclos de divisién siendo
esta una de las principales caracteristicas de las células madre en tejidos vy
organos adultos. Se denominaran células con ciclos de division lenta a aquellas
células que hayan retenido el marcaje después de 8-10 semanas tras la ultima
dosis. Lo que revelara que pasado un periodo de tiempo tras la administraciéon
de la molécula estas células siguen teniendo la tincion caracteristica del BrdU y
esto es indicativo de que no han ocurrido las divisiones celulares propias en

estos tejidos.
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Figura 6. Incorporacion del BrdU en la doble
cadena de ADN.

Se suministré una dosis de 50 ug de BrdU /g de peso corporal a ratones
neonatos hembras de 3 dias de edad mediante inyecciones intraperitoneales
durante tres dias (a las 8 AM y 5 PM). Un grupo de animales control (n=13) fue
sacrificado 24 horas después de la ultima inyeccion de BrdU para asi poder
testar la correcta incorporacion de la sustancia suministrada. El numero de
animales del estudio fue de 48, al menos 3 6 4 animales fueron sacrificados en

cada momento temporal elegido y este experimento se realizdé por duplicado.
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Se realizaron por lo tanto sacrificios sucesivos mediante la técnica de
dislocacion cervical a los 7 dias de vida (para comprobar la incorporacién del
BrdU), 14 dias, 21 dias (momento del destete), 35 dias (madurez sexual), 49
dias (adultos) y durante los dias 64, 77, 83, 90, 98, 106 y 112 para poder asi
localizar la poblaciéon de células quiescentes que retienen el BrdU en el

endometrio a lo largo de la edad adulta (ver figura 7).

1. Ovario

2. Oviducto

3. Utero

4. Vejiga urinaria

5. Uretra

8. Vagina

7. Glandulas clitoriales
8. Vulva

Figura 7. Inyeccion intraperitoneal a ratones
neonatos de tres dias de edad (A y B). Extraccién
de utero (C) y sacrificio de los ratones tras periodo
de 64 dias post-inyecciéon de BrdU y apariencia
del 6rgano tras la extraccion (D). Anatomia del
utero bicorne de ratones adultos (E).

2.2 Caracterizacion inmunohistoquimica.
Se utiliza esta técnica para visualizar el lugar donde se produce la

reaccion antigeno—anticuerpo y asi poder localizar la posicidn exacta en el

tejido dénde se encuentra la molécula a detectar.
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2.2.1 Deteccion de las células que retienen BrdU en los tejidos candidatos

por inmunohistoquimica.

Tras el sacrificio de los animales los érganos extraidos fueron fijados en
formol al 4% (v/v) durante 6-18 horas y posteriormente incluidos en parafina
segun protocolos ya establecidos. Se tomaron para este estudio los uteros
extraidos de las ratonas tratadas con la sustancia marcadora procedentes de
todos los dias de sacrificio mencionados en el apartado anterior asi como de
ratonas no tratadas, higado y colonias de células madre embrionarias como
controles necesarios de esta técnica. De las muestras parafinadas se hicieron
secciones de entre 3 y 5 ym en microtomo, se montaron en porta-objetos
cubiertos con poli-Lys (poli-lisina) y se incubaron toda la noche a 37°C para
facilitar su adhesién al portaobjetos. El desparafinado se realizé calentando los
cortes a 60°C durante 1 hora y posteriormente con 3 banos de xileno de 5
minutos cada uno, 3 bafios de etanol absoluto de 3 minutos y una posterior
rehidratacién en alcoholes de concentracion decreciente (95%, 85% y 70%
(v/v), 3 minutos en cada uno de ellos) y agua para poder conformar la
inmunohistoquimica. Los cortes fueron sometidos a un bano en tampén Citrato
pH 6 a 95°C durante 20 minutos, para romper las redes de formol que se
forman durante el proceso de fijado y que dificultan el reconocimiento posterior

del antigeno por el anticuerpo.

Ademas se procedio a la desnaturalizacién del ADN ya que para poder
detectar el BrdU es necesario tener el material genético en forma de cadena
simple, de esta manera el anticuerpo reconocera perfectamente el BrdU (pero
no la timidina) en el ADN de simple cadena. Para ello se trataron los cortes con
Formamida al 60% (v/v) en SSC 2X a 54°C y posteriormente con HCI 2N en
PBS (phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) a 37°C
durante 30 minutos. Después, se sometio a los tejidos a diversos lavados con
PBS para posteriormente tratarlos con solucibn de bloqueo con leche
desnatada al 5% (p/v) en PBS durante 30 minutos para evitar la adhesion

inespecifica del anticuerpo al tejido.
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Finalmente la reaccion antigeno-anticuerpo se realiz6 usando el
anticuerpo anti-BrdU conjugado con fluoresceina-5-isotiocianato, FITC (anti-
BrdU con FITC, Becton-Dickinson). La solucion de incubacién del anticuerpo se
llevd a concentracion 5 ug/ ml de anticuerpo disuelto en PBS-leche 3% (p/v) en
oscuridad (para evitar la pérdida de fluorescencia), en camara humeda a 37°C
y durante toda la noche. Al dia siguiente los cortes fueron lavados con PBS y
las secciones se montaron con la contratincion de DAPI (diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol). EI DAPI es un colorante fluorescente que pertenece al
grupo de los colorantes del indol y se usa para tincién nuclear, dando lugar a

fluorescencia azul en los nucleos.

La localizacién en el tejido endometrial de las células que retuvieron el
marcaje BrdU se visualizé y fotografié usando un microscopio de fluorescencia
unido a una camara Olympus de 35mm (Olympus Provis AX70, Olympus,
Optical Espaiia S.A.).

2.2.2 Doble inmunofluorescencia de los tejidos candidatos.

Las dobles inmunohistoquimicas son técnicas que permiten la
determinacién de forma simultdnea de dos antigenos diferentes. Para ello se
incuba el tejido con una mezcla de anticuerpos especificos frente a los
antigenos que se quieren examinar, los anticuerpos iran marcados con
fluorocromos distintos para poder detectarse la doble localizacion. La
combinacion de marcadores fluorescentes seleccionada consistio en el uso de
FITC que absorbe Iluz azul y emite fluorescencia verde manzana
(correspondiente al BrdU conjugado con FITC); e isotiocianato de tetrametil-
rodamina que absorbe luz verde y emite fluorescencia roja anaranjada
(anticuerpos secundarios conjugados con TRITC que reconocen los primarios
frente a c-KIT y OCT-4). Para la localizacion de las proteinas c-KIT y OCT-4 se
utilizé la inmunohistoquimica indirecta, que consiste en afadir un anticuerpo
secundario que reconozca nuestro primario tras el marcaje con este de cada
una de las secciones. Los secundarios escogidos iban combinados con
marcadores fluorescentes apropiados para las técnicas de inmunofluorescencia
siendo finalmente el marcaje obtenido: c-KIT+TRITC y OCT-4+TRITC.
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El protocolo a seguir es tal y como se describe con detalle en el apartado
2.2.1, solo que a la hora de la incubacion con el anticuerpo anti-BrdU
conjugado con FITC se anade a la mezcla de incubacion un segundo
anticuerpo, ambos se dejan incubar conjuntamente durante toda la noche. Para
ello se us6 en las muestras la combinacion de anti-BrdU con un segundo
anticuerpo. En un caso usamos anti c-KIT hecho en cabra a concentracién 0,2
pg/mL (Santa Cruz Biotechnology, anticuerpo policlonal) y en otro caso
POU5SF1 (OCT-4) a concentraciéon 0,2 pg/mL (Chemicon Internacional,
anticuerpo monoclonal). En el protocolo de incubacién con OCT-4, al tratarse
de un marcaje nuclear, a la solucion de bloqueo se le afadio triton X-100 al
0,1% (v/v) para permeabilizar las membranas y asi facilitar el paso del
anticuerpo y la unién al antigeno; esto no se realizé en el caso de c-KIT ya que
se detecta presencia de proteina a nivel de membrana. Transcurridos los
periodos de incubacién y una vez ya se han unido los antigenos a los
anticuerpos correspondientes, las secciones fueron tratadas durante 30
minutos con un anticuerpo secundario combinado con rodamina-TRITC
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) que se une de forma covalente a los
anticuerpos c-KIT y OCT-4; esto nos permitira la doble localizacion de las

células en nuestras muestras.

La doble inmunolocalizacion, BrdU/c-KIT y BrdU/OCT-4, se visualizé y
fotografi6 usando un microscopio de fluorescencia unido a una camara

Olympus de 35mm (Olympus Provis AX70, Olympus, Optical Espafia S.A.).

2.2.3 Controles.

En las técnicas de localizacién inmunohistoquimicas es necesario la
existencia de controles tanto positivos como negativos. Estos nos permitiran
reconocer que la reaccién antigeno-anticuerpo ha tenido lugar y que no es fruto

de reacciones de union inespecifica ni de ruido de fondo debido a la parafina.

- Control negativo de la técnica: Uteros de ratonas sin tratar con BrdU.

Nos sirve para comprobar que la elaboracion del modelo animal haya sido
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la correcta y que la administracion e incorporaciéon del BrdU se haya llevado
a cabo tal y como se esperaba. Por lo tanto esperamos que en estas
muestras no se identifiquen células que hayan retenido el BrdU y que
consecuentemente no haya tincién inmunohistoquimica en las secciones

analizadas.

- Control positivo: Higado murino. Debido a que ya se han descrito
células madre somaticas en este tejido, la localizacion de las células
candidatas estara cercana a las regiones porta del higado. Ademas este
organo sera también el control positivo del marcaje con el anticuerpo c-KIT
(Wang y cols., 2003; Fang y cols., 2003).

- Control positivo del marcador de indiferenciacion POU5F1 (OCT-4):
colonias de células madre embrionarias (Simén y cols., 2005). Se usaran
para determinar la presencia de células que expresan este marcador en las
colonias de células madre embrionarias ya que ha sido ampliamente

descrita.

Los tejidos problema a analizar fueron todos los uteros extraidos a las

ratonas tratadas con BrdU en los diferentes puntos examinados:

- Dias 7, 14, 21, 35, 49, 64, 77, 83, 90, 98, 106 y 112 de edad del raton.

2.2.4 Andlisis de imagen.

El analisis de los datos procedentes de la inmunohistoquimica se realizo

mediante un programa de analisis de imagen, pudiendo asi obtener los

porcentajes exactos de las células positivas y por lo tanto marcadas con BrdU

y/o con los diferentes anticuerpos en cada uno de los cortes analizados.

Las secciones analizadas fueron contratefnidas tal y como se ha indicado

en el apartado anterior con tincion nuclear de DAPI con el fin de visualizar

todas las células presentes en los tejidos y poder asi extrapolar los resultados
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de las células positivas para cualquiera de los marcadores anteriormente
citados. El contaje de las células se realiz6 usando el programa de imagen
Imaged. Se trata de un programa informatico de procesamiento de imagenes
basado en Java y que permite la cuantificacion del marcaje de las células en

los cortes histolégicos analizados en cada una de las muestras.

Al menos 2000 células fueron contadas en cada una de las secciones a
estudiar. Finalmente, la evaluacion de la de tincion y por lo tanto los
porcentajes correspondientes en cada uno de los puntos y tejidos a analizar se
obtuvieron mediante el coeficiente entre las células positivas para el anticuerpo
especifico y el total de células visualizadas. Los datos se expresaron como

medias con su desviacion estandar.

2.3 Caracterizacion a nivel de 4cidos nucleicos.

El analisis de expresidon de acidos nucleicos se realizé mediante PCR

semi-cuantitativa y nested-PCR.

2.3.1 Aislamiento de ARN.

Las muestras que fueron destinadas a la extraccion de ARN fueron

ITM

resuspendidas en Trizol ™ (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante

(protocolo de Chomczynski y Sacchi, 1987). Después del Trizol™

|TM

se afiadi6 0,2
volumenes de cloroformo por cada volumen de Trizol ™ utilizado en origen. Se
agité vigorosamente durante 15 segundos. Tras una centrifugacion a 13.000
rom durante 25 minutos y a 4°C se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se le
adiciono 0,5 volumenes de isopropanol por cada volumen de Trizol™ utilizado
al principio. Se dejo precipitar a -20°C durante toda la noche y tras otra
centrifugacion a 13.000 rpm durante 25 minutos a 4°C se lavé el precipitado
con etanol al 70% (v/v) en agua DEPC. Se volvié a centrifugar por ultima vez
en las mismas condiciones y se resuspendié en 15 pyL de agua-DEPC (agua
tratada con dietilpirocarbonato para prevenir la contaminacion de las muestras

con ADNasas y ARNasas).
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Terminada la fase de extraccion de ARN de cada una de las muestras,
se procedid a la cuantificacion en un SmartSpect 3000 spectrophotometer

(Biorad, Barcelona, Espania)

2.3.2 Controles y tejidos problema.

Del mismo modo que en los ensayos de deteccion de proteinas los
controles en estas técnicas son fundamentales ya que nos permiten conocer si
la amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa es fruto de la
presencia del ARN amplificado de la muestra problema o de artefactos
derivados de la amplificacion, los cebadores o contaminacion por agentes

externos. Los controles usados en esta técnica fueron los siguientes:

- Higados de ratén, como ya se ha indicado en el apartado 2.2.3 se usaron

como control positivo de la presencia de células que expresan c-Kit .

- Musculo humano, se usé como control negativo de la presencia de c-Kit.
ya que los cebadores (Lassalle y cols.,, 1999) se han disefiado
exclusivamente para el tejido de ratdbn y no deben identificar humano,
ademas no hay descrita presencia de c-Kit en el musculo en ninguno de los

Casos.

- Testiculo de ratén, se us6 como control positivo del marcador de

indiferenciacion Poubf1, tal como ha sido descrito (Goto y cols., 1999).

- Fibroblastos de prepucio humano (foreskin, (FSK)), fueron usadas

como control negativo de Poubf1.

Los tejidos problema que se analizaron mediante esta técnica fueron los

mismos que se han citado anteriormente.
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2.3.3 Retrotranscripcion.

Para evitar pérdidas de material genético de las muestras detalladas en
el apartado anterior se procedid a retro-transcribir el ARN obtenido a ADN
complementario (ADNc) para poder analizarlo por PCR. Para ello, se tomd 1 ug
de ARN, y se utilizé el Kit de retrotranscripcion Advantage RT-for-PCR Kit
(Clontech, Palo Alto, CA, EEUU). A cada muestra se le afadié 1 yL de oligo-
18-dT y agua-DEPC hasta un volumen final de 13,5 pL y se calenté a 70°C
durante 2 minutos para desnaturalizar las cadenas de ARN y evitar la
formacion de estructuras secundarias de las mismas. Después de esos 2
minutos se afadio a cada tubo 6,5 uL de la mezcla de reaccion que contenia: 4
ML de tampdn de reaccidon 5X, 1 yL de dNTP mix (10mM cada uno), 0,5 uL de
inhibidor recombinante de ARNasa, 1 pyL de la transcriptasa reversa MMLV
(Moloney- Murine Leucemia Virus). Completados los 20 uL de volumen final se
procedié a llevar a cabo la reaccion de retro-transcripcion. Las muestras se
incubaron durante 1 hora a 42°C y al final 5 minutos a 94°C para detener la
reaccion y destruir la actividad ADNasa. El producto final fue diluido hasta un
volumen total de 100 pyL con agua-DEPC y almacenado a 4°C hasta su analisis
por PCR.

2.3.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa.

La Reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia
molecular descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran
numero de copias de un fragmento de ADN concreto, partiendo de un minimo;

en teoria basta partir de una unica copia de ese fragmento.

PCR semi-cuantitativa.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN diana. Esta
técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos a altas y bajas temperaturas

alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada
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fase de replicacion y, a continuacién, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas

para que vuelvan a duplicarlas.

Para la realizacién de esta técnica es necesario el disefio de cebadores
para la PCR, también denominados primers, que son oligonucleétidos
sintéticos que hibridan con la region que se desea amplificar y propician el
inicio de la reaccién de elongacién por la Taqg pol (ADN polimerasa). Los
cebadores suelen ser secuencias cortas, de entre seis y cuarenta nucleétidos,
normalmente de 18 a 22, que son reconocidos por la polimerasa permitiendo
iniciar la reaccion. Deben estar situados enfrentados y a no mucha distancia

entre ellos (no mas de 4 kb). Delimitan la zona de ADN a amplificar.

La PCR semi-cuantitativa proceso tiene tres fases (figura 8):

1. Desnaturalizacion. En primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan
las dos hebras de las cuales esta constituido). Este paso puede realizarse
de diferentes modos, siendo el calentamiento (94-95°C) de la muestra la
forma mas habitual. La temperatura a la cual se decide realizar la
desnaturalizacion depende, entre otras cosas, de la proporcién de G+C
(guanina-citosina) que tenga la hebra, como también del largo de la misma.
Otros métodos, raramente empleados en la técnica de la PCR, serian la
adicion de sales o agentes quimicos capaces de realizar la

desnaturalizacion.

2. Union del cebador. A continuacion se producira la hibridacion del
cebador, es decir, el cebador se unira a su secuencia complementaria en el
ADN molde. Para esto es necesario que la temperatura descienda
(generalmente, a 55 °C, aunque se puede variar segun sea el caso entre
45°C y 65°C). Estos cebadores actuaran como limites de la region de la

molécula que va a ser amplificada.
3. Extension de la cadena. Por ultimo actia la ADN polimerasa, tomando

el ADN molde para sintetizar la cadena complementaria y partiendo del

cebador como soporte inicial necesario para la sintesis de nuevo ADN. Se
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aumenta la temperatura hasta 72 °C (para la ADN Polimerasa), temperatura
a la cual la Taq pol presenta su maximo de actividad, aumentando
geométricamente la cantidad de fragmentos de ADN amplificados en la

reaccion.

Desnaturalizacién (95°C):
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Figura 8. Fases de la PCR-semicuantitativa

Una vez completados todos los ciclos, se finaliza con dos pasos, uno de
extensién de la cadena a la temperatura 6ptima de esta ADN polimerasa,
normalmente 72°C, para finalizar enfriando la muestra a 4°C para su

mantenimiento.

La técnica de PCR semi-cuantitativa se usa para determinar la presencia
0 ausencia de las secuencias buscadas. La PCR semi-cuantitativa fue
conformada con 4ulL del producto del paso de la retrotranscripcion. A ese
volumen de ADNCc le fue anadido la mezcla de reaccidén que contenia 2,5 uL de
tampdn de reaccidon 10X (Bioline, Londres, Inglaterra), 1,25 uL de MgCI2 50mM
(Bioline), 15,5 pyL de agua DEPC, 0,5 yL de mezcla de dNTPs (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espana), 0,5 uL de cebadores 5" y 3" a 20mM, 0,25 pyL de Taq pol
(Bioline) hasta llegar a un volumen final de 25 L. Las reacciones de PCR
fueron llevadas a cabo en un termociclador Unoll (Biometra, Gottingen,

Alemania). Como control negativo de la técnica en cada PCR se sustituyo el
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ADNc por agua bidestilada comprobando en estos casos que no existia

amplificado alguno.

Las secuencias de los cebadores utilizados se diseid6 mediante
programas informaticos y los tamafios del fragmento que amplifica se muestran

en la siguiente tabla.

Transcrito Secuencia de primers 5°-3° (pl-ra;:bzrzzs)

B-ACTINA | Extremo 5" | ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG 331 pb
Extremo 3° | CGGTGAGGATCTTCATGAGGTA

c-Kit Extremo 5 | CTGGTGGTTCAGAGTTCCATAGAC 389pb
Extremo 3" | TCAACGACCTTCCCGAAGGCACCA

Tabla Il. Cebadores usados para la PCR semi-cuantitativa en el modelo animal.

Para cada reaccion de PCR se estandariz6 94°C 5 minutos para
desnaturalizacion de ADN; 40 ciclos de 94°C 45 segundos, 61°C 45 segundos,
72°C 45 segundos y una extensién final a 72°C 5 minutos, para posteriormente
ira 4°C.

Los fragmentos de ADNc amplificados fueron separados mediante
electroforesis durante 1 hora a 90 V en gel de agarosa al 2% (p/v), con 0,5
Mg/mL de bromuro de etidio y finalmente fueron observados bajo luz
ultravioleta. Las bandas visualizadas fueron recortadas del gel y purificadas con
el kit Pharmacia Elution Band Kit (Amershan, Barcelona, Espafia) para poder
secuenciarlas y comprobar la correlacion de dicho amplificado con la secuencia
estudiada. La secuenciacion se llevo a cabo por el servicio de secuenciacion de
la Universidad de Valencia, y en todos los casos se comprob6é que los

amplificados eran correctos.
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Nested-PCR.

Esta técnica consta de dos reacciones de PCR sucesivas, con dos pares
de cebadores distintos, de tal modo que los cebadores utilizados en la segunda
ronda de PCR (interna o nested-PCR) flanqueen una regién genémica dentro
de la secuencia amplificada en la primera reacciéon en cadena (externa). El
método de la nested-PCR (PCR interna o anidada) se utiliza sobre todo cuando
se tienen pequenas cantidades del ADN de interés o cuando se quieren evitar
las amplificaciones inespecificas que a veces se observan con la PCR clasica.
Ademas, si el producto de la primera PCR es el resultado de una amplificacion
inespecifica, los segundos cebadores internos no reconoceran la secuencia

complementaria, y por consiguiente no habra amplificacion.

La nested-PCR se realiz6 siguiendo el siguiente protocolo. Para cada
muestra de la primera ronda de PCR fue conformada con 4 yL del producto del
paso de la retrotranscripcion anterior. A ese volumen de ADNc le fue afadido la
mezcla de reaccion tal y como se indica en el apartado de la PCR semi-

cuantitativa.

Para la segunda ronda de PCR se utilizaron 5 pL del producto de la
primera PCR y el volumen correspondiente de la mezcla de PCR para llevar a
cabo la reaccion. La segunda PCR se estandarizé a 94°C 5 minutos para la
desnaturalizacion del ADN; 20 ciclos de 94°C 45 segundos, 62°C 45 segundos,
72°C 45 segundos y una extension final a 72°C 5 minutos, para posteriormente
ira 4°C.

Las reacciones de nested-PCR fueron llevadas a cabo en un
termociclador Unoll (Biometra, Gottingen, Alemania). Como control negativo de

la técnica en cada nested-PCR se sustituyé el ADNc por agua bidestilada.

La secuencia de los cebadores utilizados y los tamafos de los

amplificados se muestra en la siguiente tabla.
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Transcrito Secuencia de primers 5-3° Tamafo
(paresbases)

Pou5f1 Extremo 5 Externo AGGAAGCCGACAACAAT

OCT-4 419 pb
Extremo 3 Externo CCCTCAGGAAAAGGGACTGA

Pou5f1 Extremo 5’Interno GGAAGAGAAAGCGAACTAGCA

OCT+4 321 pb
Extremo 3’Interno GGACTGAGTAGAGTGTGGTGA

Tabla lll. Cebadores usados para la nested-PCR en el modelo animal.

Los fragmentos de ADNc amplificados fueron separados mediante
electroforesis durante aproximadamente 1 hora a 90 V en un gel de agarosa al
2% (p/v), con 0,5 yg/mL de bromuro de etidio y fueron observados bajo luz
ultravioleta. Las bandas visualizadas fueron recortadas del gel y purificadas con
el kit Pharmacia Elution Band Kit (Amershan, Barcelona, Espafia) para poder
secuenciarlas y comprobar la correlacion de dicho amplificado con lo esperado.
La secuenciacion se llevdo a cabo por el servicio de secuenciacion de la
Universidad de Valencia. En todos los casos se confirmd la secuencia

esperada en los amplificados.

3.- MODELO HUMANO.

El modelo humano se llevé a cabo tras la aprobacién del proyecto por
parte del Comité Etico del Instituto Valenciano de Infertilidad, de la Facultad de
Medicina de Valencia y del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia. Acorde
con los objetivos del presente trabajo de investigacion las muestras fueron
obtenidas tras la explicacion del proyecto y firma del consentimiento escrito por

parte de las pacientes.

3.1 Pacientes y Tejidos.

Desde el comienzo del estudio se han recogieron tanto biopsias

endometriales de mujeres voluntarias, sanas y con fertilidad probada, con
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ciclos menstruales normales de 27-30 dias y con un indice de masa corporal
entre 19-25 kg/m2 en cualquier dia del ciclo, asi como uteros completos

procedentes de histerectomias.

Se tuvo en cuenta el tiempo desde el ultimo dia de regla que se
consider6 dia 1 para calcular en el dia del ciclo en que se encontraba. Las
biopsias se procesaron tal y como se explica en los apartados sucesivos para
llevar a cabo la disgregacion tisular y obtener una suspension celular tomando
una porcion para anatomia patoldgica. La recoleccién del tejido se llevd a cabo
inmediatamente tras la extraccion del tejido u 6rgano y se procesaron las

muestras en los siguientes 30 minutos.

Tras esto se procedi®6 a la separacion de las dos fracciones
endometriales, epitelio y estroma, para analizar cada una de ellas por

separado.

Viabilidad y pureza celular

FRACCION
ESTROMAL Aislamiento de la

Side Population

Andlisis Moleculares
PCR Y Nested-PCR

" Deteccidn Actividad
FRACCION - Tolorirasn
EPITELIAL

Inmunofenotipo celular

Obtencion vy
disgregacion
del endometrio
por medios mecdnicos y enzimdticos

Andlisis estadistico

Figura 9. Disefio experimental del modelo
humano usado en este apartado. Tras la
disgregaciéon enzimatica de las muestras
obtenidas, las fracciones celulares epiteliales y
estromales fueron sometidas a diferentes técnicas
moleculares y celulares para su analisis.
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3.2 Aislamiento de la Side Population (SP).

3.2.1 Obtencion de células epiteliales y estromales aisladas del

endometrio humano.

Todo el procedimiento celular se llevd a cabo en condiciones de
esterilidad para evitar cualquier tipo de contaminacion por agentes externos.
Por lo tanto se procedié a la recogida y procesamiento de la muestra con
material adecuadamente esterilizado y en campana de flujo laminar con los
pertinentes medios estériles (guantes, calzas, mascarilla, gorro) y en zonas de

cultivo celular asépticas.

La disgregacion mecanica se realizé con bisturis, limpiando de moco y
sangre la muestra, y troceandola cuidadosamente hasta alcanzar fragmentos
menores a Tmm. Tras la disgregacion mecanica se llevo a cabo la disgregacion
enzimatica con la enzima colagenasa tipo |IA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana)
diluida en solucion tamponadora de Hanks (Hanks balanced salt solution,
HBSS (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana)) a concentracion 2 mg/mL, y a
continuacion se dejo la muestra a 4°C durante 6-12 horas. La colagenasa
hidroliza el colageno en su conformacion de triple hélice liberando fragmentos
pequefos de tejidos y células aisladas. Transcurrido este tiempo y tras verificar
visualmente que la muestra se habia disgregado, no observando grandes
fragmentos de tejido, se separaron las dos fracciones celulares en base a su

coeficiente de sedimentacion.

Las células disgregadas tras este primer paso y disueltas en un tubo de
14 mL se colocaron en posicion vertical durante 10 minutos, tras esto se retird
el sobrenadante y se pasoé este a un nuevo tubo, este procedimiento se realiza
dos veces mas. Las células de mayor tamafio sedimentan mas rapido al fondo
del tubo y se corresponden con glandulas y fragmentos epiteliales, fragmentos
de glandulas, glandulas sin disgregar... Sin embargo las células estromales se

encuentran en la fraccion superior, el sobrenadante.
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Las suspensiones celulares correspondientes al estroma se filtraron a
través de filtros de 30 ym de poro (Partec, Celltrics) y se resuspendieron en
medio de cultivo DMEM ( Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa)) suplementado con suero bovino fetal (FBS (Gibco, Barcelona,
Espana)) y con 10mM de HEPES (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) para evitar
cambios bruscos de pH que pudieran afectar a la viabilidad de las muestras
(medio SP, Sales-Pardo y col., 2006). Por otro lado, las células de la fraccion
inferior fueron sometidas a una nueva disgregacion con tripsina (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) durante 5 minutos y con agitacion para disgregar al maximo
los agregados y asi poder llegar a célula unica. Tras esto se realizaron 2
incubaciones de 15 minutos en flasks de 25 cm? (Falcon, Becton-Dickinson) y
se retird el sobrenadante. Finalmente las células fueron filtradas a través de
filtros de 50 uym de poro (Partec, Celltrics) y se resuspendieron en medio de
cultivo SP, DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia)) suplementado con suero bovino fetal (FBS (Gibco, Barcelona,
Espafia)) y con 10mM de HEPES (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

3.2.2 Citometria de flujo.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica de analisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de
particulas (generalmente células) alineadas por delante de un haz de laser
focalizado. Es una tecnologia que permite la medida simultanea de multiples
caracteristicas fisicas de una sola célula. Estas medidas son realizadas
mientras las células pasan en fila, a una velocidad de 500 a 4000 células por
segundo, a través del aparato de medida en flujo laminar. Es esencial disponer
de una suspension de células o particulas individuales, de modo que la
dificultad para obtenerla es un factor limitante para el empleo de la técnica. Y
esto va en aumento si se desea trabajar con células vivas. Las células o
particulas son marcadas por colorantes fluorescentes que son capaces de

excitarse con una fuente luminosa de alta energia.

La citometria de flujo se utiliz6 para conocer la viabilidad celular

(apartado 3.2.3), aislar las células de la side population (SP, ver apartado
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3.2.5), conocer la pureza de la muestra (apartado 3.2.3), y fenotipar con
diferentes marcadores tanto las suspensiones celulares de epitelio y estroma
como las células SP aisladas desde estas fracciones celulares (apartados 3.5.1
y 3.5.2).

La suspension celular convenientemente procesada y tefiida, se inyecta
en la camara de flujo del citometro que esta hidrodinamicamente enfocada para
que las células pasen individualmente, una detras de otra, a través de un punto
en que estas interaccionan fisicamente con un haz de luz monocromatica, la
luz al incidir sobre las células produce una dispersion en todas las direcciones.
La luz dispersada hacia adelante (llamada forward scatter, FS a 0 grados) esta
relacionada con el tamafo celular. La luz dispersada a 90 grados del eje del
haz luminico (side scatter, SS a 90 grados) esta relacionada con la estructura

interna y la complejidad citoplasmatica.

La excitacidén de los fluorocromos ocurre en el punto de interaccién de la
célula y el haz luminico, dando como resultado la emision de una luz de
longitud de onda superior a la incidente. Esta luz es recogida a 90 grados,
siendo dirigidas las longitudes de onda seleccionadas mediante espejos
(dicroicos) y filtros de banda que fotomultiplican la sefial. Si se dispone de
multiples fluorocromos, excitables con la fuente de luz Unica, pueden unirse a
las células permitiendo, de este modo, medidas fluorescentes simultaneas de
varios parametros de una sola célula. Las sefiales eléctricas analdgicas son
convertidas en senales digitales y son procesadas por un ordenador, con el fin
de generar histogramas correlacionados con los parametros deseados y

efectuar el analisis de los mismos.

Fluorescencia.

El citdmetro de flujo necesita un sistema combinado de:

e Fluidos, para introducir y restringir las células para analisis.

o Optica, una fuente de excitacién y un sistema coleccién para generar
y recoger las senales luminosas. El sistema de excitacion consiste en un

laser, lentes y prismas para dirigir el rayo. El sistema de coleccién
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consiste en espejos Opticos y filtros para encaminar determinadas
longitudes de onda hacia detectores Opticos determinados.
e Electréonica, para convertir las sefales Opticas en senales

electronicas proporcionales y digitalizarlas para analisis computacional.

Un fluorocromo es una molécula quimica que absorbe la luz a una

determinada longitud de onda (energia) de excitacién y emite a una longitud

superior (menor energia). Interacciona con la luz de excitaciéon procedente del

laser. Se utiliza unido a anticuerpos especificos para antigenos de la célula. La

cantidad de fluorescencia que emite una célula es proporcional a la cantidad de

sitios de unién.

Reactivos fluorescentes.

Disponemos en la actualidad de diferentes marcadores de fluorescencia

dependiendo de su unién a la célula.
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e Marcadores fluorescentes de unidon covalente: son fluorocromos que
reaccionan y se usan para marcar proteinas, lipidos, o bien otras
moléculas bioldgicas. Deben ser suficientemente selectivos y reactivos.
Se emplean cromoforos con grupos isotiocianato, clorotrirzinil, y ésteres
de succinimida, por su capacidad de uniéon. El fluorocromo mas
empleado es la fluoresceina. Otros que se han descrito y empleado son:
rodamina, Texas red, cianinas (laseres diodos), etc., pero el mas famoso
es la ficoeritrina (ficobiliproteina) por su gran absorcion, rendimiento y
fotoestabilidad; ademas se puede excitar a 488 nm pero emite mas alla
del espectro de la fluoresceina permitiendo el doble analisis con un solo
laser. Actualmente se ha generalizado el estudio multiparamétrico de
antigenos celulares con el empleo simultaneo de 3 y 4 anticuerpos
conjugados cada uno con fluorocromos con diferente longitud de emision
(FITC; R-PE, PerCP, AFC, tandems de fluorocromos, etc).

e Marcadores fluorescentes de unién no covalente: son fluorocromos
que debido e su especial composicion molecular se unen a

determinados componentes celulares. Entre ellos:
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- Marcadores del contenido en ADN y ARN: Segun el tipo son mas o
menos especificos para el ADN, ARN, o determinadas bases. Se
emplean el Hoechst 33342 (Unién a A-T, vital), DAPI (A-T), DIPI (A-T),
cromomicina A3 (Unidén a G-C), olivomicina (G-C), mitramicina (G-C). El
naranja de acridina se une al ADN y ARN pero tiene la particularidad de
emitir en diferente longitud segun al tipo de acido nucleico al que esta
unido. De uso comun es el Yoduro de Propidio (PI, union intercalante)
que se excita con un laser de 488 nm.

- Marcadores del potencial de membrana: son las cianinas y la rodamina
123. También marcan mitocondrias debido a la alta diferencia de
potencial entre su membrana.

- Marcadores de membrana y lipidos, marcadores que diferencian

compartimentos con distinto pH: poco usados en citometria de flujo.

Realizaciéon de citometria de flujo.

Se hace en 3 etapas independientes:

* Fase pre-citometria: preparacion de los reactivos, preparacion de las
células, disefio del protocolo y coloracién de las células con los reactivos
fluorescentes.

» Fase de citometria de flujo: involucra el procesamiento de las células
marcadas y la recoleccion de los datos para cada una de las medidas
(parametros) realizados en cada célula individual.

* Fase de analisis: analisis de los datos recolectados. La mezcla de
células tenidas con diferentes fluorocromos es forzada a pasar a través
de una aguja creando una delgada fila de liquido que contiene las
células. A medida que cada célula pasa en frente del laser, desvia el
rayo incidente y las moléculas tenidas unidas a la célula van a ser
excitadas y emiten luz fluorescente. Tubos fotomultiplicadores detectan
tanto la luz desviada y las emisiones fluorescentes, la informacién es
digitalizada y procesada por el ordenador. Los resultados son

presentados a manera de histogramas o "dot-plots”.
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Ventajas de la citometria de flujo.

Las ventajas de esta técnica son las siguientes:

* Analisis y cuantificacién de un numero estadisticamente significativo de
células (desde 1.000 a mas de 100.000 células).

» Mdultiples marcajes de una sola célula.

* Andlisis de alto numero de particulas en corto tiempo (5.000 eventos
/seq).

* Alta sensibilidad y objetividad.

* Medidas separadas de cada célula (no s6lo el promedio).

* Medidas cuantitativas: discriminacion de las células segun la cantidad
de marcador.

» Mdultiples parametros: define subpoblaciones complejas.

* Miles de células por segundo.

3.2.3 Viabilidad y pureza celular.

Antes de llevar a cabo el protocolo de tincion con el colorante vital
Hoechst y para obtener una buena caracterizacion celular, se realizé una lisis
de eritrocitos con el fin de eliminar este tipo celular de las muestras. Las
suspensiones celulares fueron tratadas con tampén de lisis de eritrocitos que
contiene cloruro de amonio a pH 7,4 (1,5 M de NH4CI, 100 mM NAHCOs3, TmM
EDTA) durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. Rapidamente
desaparece el color rojo intenso debido a la presencia de eritrocitos y la

muestra toma un tono mas rosado.

Se evalud la viabilidad celular afiadiendo a la muestra Yoduro de
Propidio a concentracion 5 ug/mL (PI, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). El Pl es
un fluorocromo que se intercala en los acidos nucleicos incrementando
sensiblemente su fluorescencia. La membrana de las células vivas no permite
su paso al interior del citoplasma, de manera que unicamente tefira las células
que tengan dafnada su membrana (muertas) y los nucleos aislados. En el

analisis de citometria de las muestras tefidas con Pl se deben seleccionar las
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células que no emitan fluorescencia debida al Pl y que posean las
caracteristicas adecuadas de FS y SS. Asi pues en el analisis por citometria las
células muertas quedaran excluidas debido a la presencia del yoduro de

propidio.

La pureza de la suspension celular obtenida se llevé a cabo mediante el
uso de anticuerpos especificos frente a los componentes celulares mayoritarios
en el endometrio humano. La presencia de células epiteliales y estromales se
demostré mediante el uso de los anticuerpos CD9-FITC (identifica células
epiteliales) y CD13-PE (identifica células estromales), y con la técnica de
citometria de flujo (Cytomics FC500, Beckman-Coulter, CA, USA). La reaccion
antigénica se realiza con las células en suspension. Tras el centrifugado a
580g, y tras el contaje celular en camara de neubauer (camara de contaje
celular adaptada al microscopio), se resuspenden las células en tampoén de
bloqueo (10° células en 100 pL) PBS-BSA 5% (p/v) durante 30 minutos para
bloquear los sitios de union inespecifica, se vuelven a centrifugar las células y
después se anaden los anticuerpos conjugados con los fluorocromos arriba
indicados correspondientes a ambas fracciones. Para la fraccion epitelial se
afiaden 10 uL CD9-FITC (Chemicon) por test (1.10° células) durante 1 hora a
4°C y para la fraccion estromal se afiade 10 yL CD13-PE (Chemicon) por test
(1.10° células) durante 1 hora a 4°C y en PBS-BSA 3% (p/v). Tras esto se
centrifugan de nuevo las células y se resuspenden en PBS y se mantienen a

4°C hasta proceder al analisis inmunocitoquimico en el citometro de flujo.

El analisis de las células tefidas con los correspondientes anticuerpos
se realizd con filtros de banda de paso de 530/40 nm para el anticuerpo
conjugado con FITC y de 580/30 nm para los conjugados con PE. Estas
sefales se recolectaron en escala logaritmica. Para discriminar las células
muertas en este analisis se usé la presencia de yoduro de propidio para las
tefidas con FITC y la 7-aminoactinomicina D (7-AAD) para las tenidas con
anticuerpos conjugados con PE. Este ultimo funciona del mismo modo que el
yoduro identificando las células muertas salvo que es detectado a través de
filtros de banda de paso de 630/30 nm.
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3.2.4 Tincién con Hoechst.

Después de la lisis de eritrocitos y tras comprobar la procedencia de las
células disgregadas desde el tejido endometrial se procedi6é al contaje celular
en una camara de neubauer, las células se resuspendieron en medio SP
(DMEM, FBS y HEPES) a densidad de 10° células/mL. A continuacién se
procedié a la tincion celular anadiendo a las muestras Hoechst 33342 (Ho-
33342 (Sigma- Aldrich, Madrid, Espafia)) a concentracion 5 ug/ml e incubando
en bafo a 37°C en oscuridad durante 90-120 minutos y con agitacion periddica.
Una alicuota de cada una de las muestras correspondientes a ambas
fracciones celulares y conteniendo al menos 5 mL fue tefida con Ho-33342 en
combinacion con Verapamil 100 uyM (Vp (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa));
siendo este el control negativo de la técnica ya que este ultimo reactivo bloquea
los canales transportadores de membranas responsables de la expulsién del
Ho-33342.

Tras el periodo de incubacién y antes de analizar las muestras por el
citometro de flujo con capacidad de separacion celular, las células se
centrifugaron a 580g durante 8 minutos y se retiré el sobrenadante; el pellet se
resuspendié en medio frio compuesto de HBSS/ 2% FBS/ 10mM HEPES hasta
densidad celular de 10’ células/mL de medio frio y se mantuvo la suspension a
4°C hasta el analisis. Finalmente se afiadié Yoduro de Propidio a concentracion
5 pg/mL para excluir las células muertas del analisis y se filtraron las muestras
por los filtros anteriormente citados con tamano de poro correspondiente a 30
pm y 50 um (células estromales y epiteliales) para evitar agregados a la hora

del analisis.
3.2.5 Aislamiento de las células SP.

Finalmente las células fueron analizadas y separadas en un MoFlo ®
(Modular Flow cytometer) con capacidad de separacion celular. La excitacion
se llevo a cabo con el laser Coherent Enterprise Il con dos picos de emision,
488 nm y 351 nm, trabajando a 30mW. Las fluorescencias rojas y azules del

Hoechst 33342 fueron detectadas a través de un filtro con paso de banda de
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405/30 nm y 670/20 nm respectivamente, midiendo las senales en escala
lineal. La fluorescencia del Pl fue detectada en filtro con banda de paso de
613/20nm en escala logaritmica. Se cred un histograma biparamétrico donde
se visualizan las fluorescencias azul y roja del Hoechst, y otro donde se
representa la fluorescencia roja del IP frente al FSC (dispersion frontal), para

descartar las células muertas del analisis (ver figura 10).

Las células seleccionadas para la separacion celular se definieron en
base a los histogramas anteriormente citados. Por un lado, las células vivas y
baja fluorescencia del Hoechst (células de la Side Population, SP); y células

vivas y fluorescencia alta del Hoechst (células de la Non SP, NSP).

Suspension celular
» * »

Tubo fotomultiplicador

Ordena-

Nueva gota —» o

|
Corriente eléctric:
Carga + e Océiula tefiida verde

Sin Carga Ogota vacia
Carga - -@célula tefiida roja

Sin Carga @ célula sin tefiir

Figura 10. Esquema de un citbmetro con
capacidad de separaciéon celular. Las células se
tinen con los fluorocromos correspondientes y en
base a esto se separan en tubos independientes.
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3.3 Caracterizacion de acidos nucleicos de la SP.
3.3.1 Aislamiento de ARN.

Tras obtener las suspensiones celulares correspondientes a las regiones
SP y NSP aisladas en el citometro de flujo con capacidad de separacion celular
se centrifugaron las muestras a 580g durante 8 minutos y el pellet conteniendo
estas células se resuspendié en Trizol™ (Invitrogen). Tras el Trizol™ se afiadid
0,2 volumenes de cloroformo por cada volumen de Trizol utilizado en origen. Se
agité vigorosamente durante 15 segundos. Tras una centrifugacion a 13.000
rpom durante 25 minutos y a 4°C se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se le
adicion6 0,5 volumenes de isopropanol por cada volumen de Trizol utilizado en
el paso previo. Se dejo precipitar a -20°C durante toda la noche y a tras otra
centrifugacion a 13.000 rpm durante 25 minutos a 4°C se lavo el precipitado en
etanol al 70% (v/v) en agua DEPC. Se volvi6 a centrifugar por ultima vez en las
mismas condiciones y se resuspendio en 15 pyL de agua DEPC. Terminada la
fase de extraccion de ARN de cada una de las muestras, se procedid a la
cuantificacion en un SmartSpect 3000 spectrophotometer (Biorad, Barcelona,

Espafia).
3.3.2 Retrotranscripcion.

Se tomé 1 pg de ARN, y se utilizé el Advantage RT-for-PCR Kit
(Clontech, Palo Alto, CA, EEUU) para realizar la retrotranscripcion. A cada
muestra se le afadié 1 yL de oligo-18-dT y agua-DEPC hasta un volumen final
de 13,5 pyL y se calenté a 70°C durante 2 minutos para desnaturalizar las
cadenas de ARN vy evitar la formacién de estructuras secundarias de las
mismas. Después de esos 2 minutos se anadié a cada tubo 6,5 L de la mezcla
de reaccion que contenia: 4 pL de tampoén de reaccidon 5X, 1 uL de dNTP mix
(10mM cada uno), 0,5 uL de inhibidor recombinante de ARNasa, 1 pL de la
transcriptasa reversa MMLV (Moloney- Murine Leucemia Virus). Completados
los 20 yL de volumen final se procedié a llevar a cabo la reaccién de retro-
transcripcion. Las muestras se incubaron durante 1 hora a 42°C y al final 5

minutos a 94°C para detener la reaccion y destruir la actividad ADNasa. El
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producto final fue diluido hasta un volumen total de 100 uL con agua-DEPC y

almacenado a 4°C hasta su analisis por PCR.

3.3.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa.

PCR semi-cuantitativa.

Esta técnica se realiza del mismo modo que se ha explicado en el
apartado 2.3.4. Tras una primera etapa de desnaturalizacion, se lleva a cabo la
unién de los cebadores y finalmente la extension-amplificacion de los
fragmentos deseados. Como control negativo de la técnica en cada PCR se

sustituyé el ADNc por agua bidestilada.

Los cebadores utilizados y el tamafo de los amplificados se muestran en

la siguiente tabla.

Tamario

Transcrito Secuencia de primers 5-3°
(pareshases)

B-ACTINA | Exremo 57 | ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG 331 pb

Extremo 3° CGGTGAGGATCTTCATGAGGTA

Tabla IV. Cebadores usados para la PCR semi-cuantitativa en el modelo humano.

Los fragmentos de ADNc amplificados fueron separados mediante
electroforesis durante aproximadamente 1 hora a 90 V en un gel de agarosa al
2% (p/v), con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio fueron observados bajo luz
ultravioleta. Las bandas visualizadas fueron recortadas del gel y purificadas con
el kit Pharmacia Elution Band Kit (Amershan, Barcelona, Espafia) para poder
secuenciarlas y comprobar la correlacion de dicho amplificado con lo esperado.
La secuenciacion se llevdo a cabo por el servicio de secuenciacion de la

Universidad de Valencia.
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Nested-PCR.

La nested-PCR o PCR anidada es una variante de la PCR convencional
que comprende dos rondas de amplificacion con distintos pares de iniciadores
o cebadores en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad de
deteccidon. Primero se realiza una reaccion con los iniciadores externos para
amplificar una region de ADN mas extensa, que contiene el segmento diana.
Después, con este producto de amplificacion, se ejecuta una segunda PCR con
los iniciadores internos para amplificar la region especifica (ver tabla V). La
técnica de nested-PCR se lleva a cabo del mismo modo que se ha explicado en
el apartado anterior, en este caso es necesaria esta técnica para poder
amplificar el fragmento deseado ya que partimos de un numero bastante
pequeno de células. Las células aisladas correspondientes a la SP son entre

2000-5000 células dependiendo de la muestra analizada.

Transcrito Secuencia de primers 5°-37 Tamaria
(pareshases)
Pousfi Extremo &° Externo AGAAAGCGAACCAGTATCGA
OCT-4 302 pb
Extremo 3'Externo AGTACAGTGCAGTGAAGTGA
Pousf Extremo 5'Internao AGTGAGAGGCAACCTGGAGA
OCT-4 200 pb
Extremo 3 Interno CTGAGALAAGGAGACCCAGCA
c-KIT Extremo 57 Externo AAGCAGGAAGATCATGCAGA
315 pb
Extremo 3'Externo AGGATATTTCTGGCTGCCAA P
c-KIT Extremo &'Intermo TTCAAAGGAGTCTTCCTGCA S
p
Extremo 3'Interno CTGGTAAGAAAAGCTCAGCA
BCRP1 Extremo 57 Externo CAAGCAGGATAAGCCACTCA
310 pb
Extremo 3'Externo CAGCTCTGTTCTGGATTCCA, P
BCRP1 Extremo 5Interno CATCAACTTTCCGGGGGTGA 172 pb
p
Extremo 3Interno GTCCCAGTACGACTGTGACA

Tabla V. Cebadores usados para la nested-PCR en el modelo humano.

Los fragmentos de ADNc amplificados como producto de la nested-PCR
fueron separados mediante electroforesis como se ha indicado anteriormente y
observados bajo luz ultravioleta. Las bandas visualizadas fueron secuenciadas

y se comprobs6 la correlacion de dicho amplificado con lo esperado. La
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secuenciacion se llevd a cabo por el servicio de secuenciacion de la

Universidad de Valencia.

3.4 Deteccion de la Actividad Telomerasa.

La actividad telomerasa se analiz6 utilizando el TRAPEZE® Telomerase
Detection Kit (Chemicon, Australia) y con tincion posterior con SYBR® Green |
(Molecular probes, USA).

Se recogen mediante centrifugacion de 1.200 rpm durante 5 minutos las
células SP y NSP obtenidas a partir de la separacién celular en el citometro de
flujo. Ademas se usa la linea de células madre embrionarias VAL-4 como
control positivo de la actividad telomerasa. Para la obtencién del extracto
celular las muestras celulares se resuspenden inmediatamente en 20 uL del
tampdén comercial de lisis CHAPS y se incuba la suspension en hielo durante
30 min. A continuacién se centrifugan las muestras en microcentrifuga a 12.000
rom durante 20 min a 4 °C y obtenemos el sobrenadante que es donde

tenemos el extracto celular.

Para continuar con la deteccidén de la actividad telomerasa, preparamos
una mezcla de reaccion de PCR que se compone de 5 uL 10X TRAP de
tampodn de reaccion, 1 uL 50X de mezclas de dNTP, 1 uL de cebador TS, 1 uL
mezcla de cebadores TRAP, 0,4 uL Taq polimerasa (5 U/ulL), 29,5 uL H,O
bidestilada y 2 uL de extracto celular (correspondiente a cada muestra). Y
sometemos al extracto celular a reaccion de PCR que consiste en 1 ciclo 30°C
30 min para la extension de la telomerasa. Posteriormente se llevo a cabo la
PCR clasica tal que 94°C/3’; 30-33 ciclos de 94°C/30”-59°C/30”-72°C/1’ y un
ciclo de 72°C 5'.

Tras esto se analizan las muestras en gel de acrilamida 15% (p/v) en

condiciones no desnaturalizantes y en TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA, pH entre
7-8,5) durante 90 minutos a 400 V.
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La tincion del gel se realiza en un contenedor o bandeja de polipropileno
y se afnade suficiente solucion de tincion (SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain
diluido 10.000 veces en tampdn TBE) para cubrir el gel completamente (50 ml-
80 ml). Proteger la solucién de tincion de la luz cubriéndolo con papel de
aluminio o en oscuridad e incubar en la solucion de 10-40 min a temperatura

ambiente. En este protocolo de tincidn los prelavados no son necesarios.

Finalmente se visualiza el gel en un transiluminador de UV a 300 nm y
se fotografia con un lector de CCD (a la misma longitud de onda que el

bromuro de etidio).

Como control negativo para cada muestra se trata con calor una alicuota
incubando a 85 °C durante 10 min antes de realizar el ensayo de TRAP para
inactivar la telomerasa. La telomerasa es una enzima sensible al calor por lo
que puede ser evaluada por su resistencia al calor. En el siguiente esquema se

muestra el protocolo de la deteccion de la actividad de la telomerasa:

Extracto de Telomerasa
Preparar el Mix de Reaccion
Extension de la Telomerasa (30 min, 30°C)
Amplificacion por PCR (30-33 ciclos)
PAGE 10%-12.5%
!
Tincion del gel

Fotografia del gel

Analisis de los datos
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En resumen, se cuantificé la concentracion de proteina de cada extracto
mediante el método Bradford usando el reactivo de BIORAD vy tras realizar una
PCR segun las instrucciones del manual, con los productos de reaccion se
realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no

desnaturalizantes y tras ello se tifd durante 30 minutos con bromuro de Etidio.
3.5 Caracterizacién fenotipica del endometrio humano.

Para la realizacion de la caracterizacion fenotipica del endometrio
humano tanto de la SP obtenida asi como del endometrio humano completo se
llevd acabo una reaccion antigeno-anticuerpo con las células vivas en
suspension. Los anticuerpos utilizados a lo largo de este apartado identifican
marcadores de superficie celular. Y para llevar a cabo el inmunofenotipaje de
las células usaremos técnicas de citometria de flujo ya descritas en el apartado
3.2.2.

3.5.1 Fenotipado del endometrio con marcadores de células madre

hematopoyéticas y mesenquimales

Es el proceso para determinar marcadores expresados en la superficie
celular. Esta deteccion se hace empleando anticuerpos monoclonales
antigeno-especificos marcados con un fluorocromo dirigidos al marcador que
queremos evaluar. Para esto, es necesario aislar previamente las células a
analizar. Tras la separacidon de la fraccion epitelial y estromal del endometrio
humano después de la digestion mecanica y enzimatica, tal y como se ha
indicado en el apartado 3.2.1, las células son mantenidas en tampon de
bloqueo (10° células en 100 pL) PBS-BSA 5% (p/v) durante 30 minutos para
bloquear los sitios de union inespecifica, y se vuelven a centrifugar las células.
Tras esto se resuspende la suspension celular en solucién de incubacién de
anticuerpo que se compone de PBS-BSA al 3% (p/v) y del anticuerpo
correspondiente en cada uno de los casos a las concentraciones de trabajo

establecidas tras la titulacion de estos.
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El analisis citométrico se llevo a cabo con una bateria de anticuerpos ya
ampliamente descritos en el area de las células madre hematopoyéticas vy
mesenquimales (ver figura 11). Se usaron CD34-PE y CD45-FITC para
identificar el posible origen hematopoyético; CD90-PE y CD105-FITC para
identificar el posible origen mesenquimal de las células analizadas. Ademas se
analizé la presencia de BCRP-1, marcador caracteristico de las células

capaces de expulsar el colorante vital Hoechst (SP).

a. Marcaje celular

D45

Célula Epitelial Célula Estromal

A &

b. Citometria de Flujo

Luz
fluorescente

c. Contaje celilar
y Analisis

Figura 11. Representacion grafica del analisis
citbmico que se realiza para determinar el
inmunofenotipo de las células epiteliales y
estromales procedentes del endometrio humano.

Las concentraciones de trabajo determinadas tras la titulacién de los
anticuerpos correspondientes por cada test de analisis a cada uno de ellos son
BCRP1-FITC (Chemicon MAB4155F, 15uL), CD90-PE (Chemicon CBL415P,
10uL), CD45-FITC (Chemicon MAB4205F, 15uL), CD34-PE (Chemicon
CBL496P, 10uL) y CD105-FITC (Chemicon CBL418F, 10uL). Tras la
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incubacion de 60 minutos a 4°C, se centrifugd la muestra a 2.000 rpm durante
8 minutos y se resuspendio en PBS para llevarse a cabo el analisis en el

citometro de flujo.

El analisis del inmunofenotipo se llevé a cabo en un citobmetro de flujo
Cytomics FC500 MCL (Beckman-Coulter, Brea, CA) equipado con un laser de
Argon (488 nm, 15 mW). Este instrumento esta equipado con dos detectores de
dispersion de luz, donde la dispersion frontal (FSC) es una medida proporcional
al tamano celular, y la lateral (SSC) es un indicador de la complejidad celular.
De los 5 detectores de fluorescencia, se utilizaron el de 525 nm para los
anticuerpos conjugados con FITC y el de 575 nm para los conjugados con PE.
Con el fin de excluir las células muertas del analisis, las células se tifieron con
yoduro de propidio (Pl) en el caso de los anticuerpos conjugados con FITC, o
con 7-aminoactinomicina D (7-AAD) en los conjugados con PE. Para el Pl se
utilizo el detector de 625 nm y para el 7-AAD el de 675 nm. Las sefiales de FS
y SS se recolectaron en escala lineal y para las de fluorescencia se utilizé la

amplificacion logaritmica.

3.5.2 Fenotipado de la SP con marcadores de células madre

hematopoyéticas y mesenquimales.

Tal y como se ha indicado en el apartado anterior el fenotipado es el
proceso para determinar marcadores expresados en la superficie celular. En
este caso también usamos las células epiteliales y estromales disgregadas
desde el endometrio humano pero el inmunofenotipaje se realiza tras la
incubacion con Hoechst tal y como se ha indicado en el apartado 3.2.4.
Transcurrido el periodo de incubacién con Hoechst las células son tratadas del
mismo modo que se indica en el apartado 3.5.1 e incubadas con los mismos
anticuerpos. Tras esto las células son llevadas al citdmetro de flujo para su

analisis.
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3.6 Analisis estadistico de los datos obtenidos.

Las estadisticas descriptivas se obtuvieron a partir del analisis de los
datos de los diferentes experimentos. Se calcularon, entre ellos la media y la

desviacion tipica de la SP de las fracciones epiteliales y estromales.

Por otro lado, el porcentaje de SP presente en las fracciones estromales
y epiteliales y la edad de la paciente se analizaron para comprobar si existia
correlacion lineal entre ambos. Este analisis se realizé mediante el coeficiente

de correlacion de Pearson.

Todos estos andlisis fueron llevados a cabo mediante el uso de los
programas informaticos siguientes: Statistical Package for the Social Sciences
for Windows, version 12.0 (SPSS, Chicago, EEUU) y el programa de
estadistica MedCalc Software (Ghent, Mariakerke, Bélgica). El nivel de

significancia elegido a priori fue el de p-valor < 0,05.
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V.- RESULTADOS

1. Identificacion, caracterizacion y co-localizacion de las células madre

somaticas en el endometrio murino.

1.1 Localizacion de células que retienen BrdU en el endometrio murino.

En el dia 7 de vida de estos ratones, todas las células presentaban
tincion de BrdU (figura 12). Asi pues en los primeros dias tras el marcaje todas
las células aparecen de color verde, indicando que se han dividido y que han
incorporado correctamente la sustancia marcadora. Apreciamos sefial tanto en
el epitelio como en el estroma del endometrio. EI numero de células que
retenian el marcaje (LRC del inglés label retaining cells) disminuyé rapidamente
en el endometrio murino durante el periodo pre-puber de estos animales (dias
21 a 49). En el dia 21 de vida, la zona epitelial perdia completamente la sefial
del BrdU y el numero de células que retenian el BrdU decrecia notablemente
en la regién estromal (figura 10). A partir del dia 21 post-tratamiento las células
epiteliales perdieron totalmente la sefial quedando exclusivamente marcadas
las células estromales. Conforme crece el animal la sefial va disminuyendo en
todo el tejido analizado pero sigue presente en el estroma endometrial. El
numero de células marcadas decrece a lo largo de las siguientes semanas
llegando finalmente a quedar marcadas solo aquellas que se hayan dividido
muy poco o nada desde el inicio de la vida del animal y por lo tanto las
candidatas a ser células progenitoras. En la edad adulta, desde el dia 49 en
adelante (dias 54-64-68-77-84-90-98-106-112 y 118), s6lo unas pocas células
de la fraccidon estromal presentaban marcaje y estaban localizadas en la parte
mas profunda del endometrio. De este modo se pudieron identificar las células
con ciclo de division lento en la edad adulta del animal, quedando estas

restringidas a la parte estromal del endometrio murino.
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Figura 12. Células del endometrio murino que
retienen el marcaje de BrdU a lo largo de la vida
del animal. Imagenes correspondientes a los dias
7, 21 y 49 post-inyeccion. EL: Epitelio Luminal,
ES: Estroma y EG: Epitelio Glandular.

El higado murino fue usado como control positivo para la tincion del
BrdU, ya que las células madre somaticas en este érgano ya han sido descritas
y correspondian con las células ovales de este tejido (Wang y col., 2003).
Mientras tanto no se aprecié sefial en las secciones de tejido endometrial

procedentes de ratonas sin tratar con BrdU (control negativo) (figura 13).

C-: Utero sin BrdU C+: Higado

Figura 13. Controles usados en la deteccién de
células que retuvieron el BrdU. C-: Es el control
negativo de la técnica y se usaron uteros de
ratonas sin tratar con BrdU. C+: Higados de
ratones tratados con BrdU donde se identifica la
sefial en las células ovales de esos tejidos
(flechas). Fotografias tomadas a 400X.
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A lo largo de la vida del animal se puede observar una fuerte caida de la
sefal en las células que va desde 34,0+9,6% en la edad pre-puberal a un
8,615,3% en la edad adulta. El epitelio pierde completamente la tincién sobre la
semana 3 de vida del animal; las células que retienen el marcaje en la zona
estromal disminuyen bruscamente desde 8,6+5,3 a 1,2+0,8% entre el dia 49 al

dia 112 (grafico a).

Células BrdU+ en el endometrio murino
100 -
80 -
60 -

1,2%

40 1 BrdU +

20 A

0 T T T L \ .| ’ T : T | 3 e : "
7 14 21 25 30 35 49 64 77 83 90 98 112
Edad (dias post-inyeccidn)

Porcentaje de células BrdU+

Gréfico a. Descenso del porcentaje de células
marcadas con BrdU con respecto a la edad del
animal. En los dultimos dias analizados el
porcentaje corresponde con 1,2% de células
BrdU.

1.2 Co-localizaciéon de células BrdU+ con el marcador de indiferenciaciéon

c-KIT a nivel de proteinay de ARNm.

El receptor del stem cell factor c-KIT ha sido descrito en poblaciones de
células madre hematopoyéticas en tejidos adultos y se expresa también en
células multipotentes (Jackson y col., 2001). Las células BrdU positivas fueron
identificadas por la presencia de tincion fluorescente verde en el nucleo y las
células que expresaban c-KIT fueron identificadas por la presencia de sefal
roja fluorescente debida al TRITC en el citoplasma de estas. La co-localizacién
de la senal de c-KIT/CD117 con BrdU demostré que este marcador de
indiferenciacion estaba presente en algunas de las células BrdU positivas

situadas en la region basal del estroma endometrial (figura 14).
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BrdU+/c-Kit+

Figura 14. Células del estroma endometrial
murino que retienen el marcaje de BrdU y que co-
localizan con el marcador ¢c-KIT en dia 21 de vida
del animal. La fluorescencia verde nuclear
corresponde con BrdU y la roja citoplasméatica con
c-KIT. Fotografias tomadas a 400X.

El higado fue también usado en este caso como control positivo de la
sefal de c-KIT, y el anticuerpo primario para este marcador fue omitido en el

endometrio murino como control negativo (figura 15).

OF JLEY

_ > C-: Utero sin
C-:Sin Ac 1 BrdU C+:Higado C+:Higado

Figura 15. Controles usados en la deteccion de
células que retuvieron el marcaje de BrdU y que
co-localizaban con c-KIT. C-: Es el control
negativo de la técnica y se usaron uteros de
ratonas sin tratar con BrdU y omisién del
anticuerpo primario en las secciones. C+: Higados
de ratones tratados con BrdU donde se identifica
la sefal en las células ovales de esos tejidos
(circulos) y co-localizacion con c-KIT. Fotografias
tomadas a 400X.
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Los porcentajes correspondientes a las células doblemente positivas
(BrdU+/c-KIT+) se expres6 como medias y error estandar en el grafico b. Se
aprecio una disminucion continua en las células doblemente positivas a lo largo
de la vida del animal, llegando a 0,3 + 0,4% del total de las células BrdU

positivas en los ultimos dias analizados (dia 112).

BrdU+/c-kit+ en el endometrio murino

26,4%
a5 4 BrdU+/c-kit+

0,32%
BrdU+/c-kit+

Porcentaje de células BrdU+/c-Kit+

14 21 25 49 B4 77 83 a0 08 112
Edad (dias post-inyeccion)

Grafico b. Porcentaje de células marcadas con
BrdU y de las células positivas al marcador c-KIT
con respecto a la edad del animal. Los
porcentajes de co-localizacion para ambos
marcadores disminuyeron notablemente a lo largo
de la vida del animal llegando a representar el
0,32% de células BrdU+ y co-localizadas con c-
KIT.

Finalmente los datos brutos correspondientes a las células marcadas
con BrdU y co-localizadas con el marcador c-KIT son expresados como
porcentajes a lo largo de estos ensayos de co-localizaciéon y se muestran en la
tabla VI.
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Edad en BrdU+ BrdU+/

dias c-Kit+
14 34+9,6% 26,4+7,9%
21 22,9+42% | 14,4+23%
25 17 £1,8% 14,6+3,5%
49 8,6+ 5,3% 7,3+5,7%
64 5,3+3,7% 4,0+0,9%
77 3,0+2,0% 2,5+0,1%
83 1,7£0,6% 1,0£0,4%
90 2,2+1,5% 0,8+0,9%
98 3,4+2,3% 0,5+0,1%
112 1,7£0,8% 0,3+0,4%

Los uteros fueron analizados por PCR en dos momentos de la vida del
animal, correspondiendo con la pubertad (dia 21) y la edad adulta (dia 50).
Antes de tratar las muestras con el marcador a analizar se realiz6 PCR del gen
constitutivo B-actina para comprobar la presencia de ARNm en cada una de las
muestras problema. Usando los cebadores que se indican en el apartado de
Material y Métodos, la expresion de c-Kit fue detectada durante los periodos
analizados en los endometrios murinos. El higado se usé como control positivo
de este marcador mientras que las controles negativos fueron musculo

esquelético humano y agua bidestilada (figura 16). La identidad de los

Tabla VI. Porcentaje de las células marcadas con
BrdU y de las células positivas al marcador c-KIT
y al BrdU con respecto a la edad del animal. Los

porcentajes

co-localizacion

para ambos

marcadores disminuyeron notablemente a lo largo
de la vida del animal.

productos de la PCR se llevd a cabo por secuenciacion.
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B-Actina

[ — c-Kit

Figura 16. Reaccion en cadena de la polimerasa
para los marcadores c-Kit y B-actina para las
muestras  correspondientes a  endometrios
murinos de los dias 21 y 50. Ud 21: Uteros de
ratén de dia 21 de edad, Ud50: Uteros de ratén de
dia 50 de edad, Hig: Higado de raton, Musc:
Mdusculo esquelético humano y H,0: Agua
bidestilada.

1.3 Co-localizacion de células BrdU+ con el marcador de indiferenciaciéon
POUS5F1 a nivel de proteinay de ARNm.

El POUSF1 es un factor de transcripcion nuclear tipico de células
indiferenciadas. Las células BrdU positivas fueron identificadas por la presencia
de tincioén fluorescente verde correspondiéndose con el FITC en el nucleo. Y
las células positivas para POU5F1/OCT-4 fueron identificadas por presencia de
sefal roja fluorescente a nivel nuclear. La doble localizacion con BrdU se
aprecia por la sefal anaranjada debida a la superposicion de los dos

marcadores fluorescentes (figura 17).
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BrdU+/Oct-4+

Figura 17. Células del estroma endometrial
murino que retienen el marcaje de BrdU y que co-
localizan con el marcador OCT-4 en dia 49 de
vida del animal. La fluorescencia verde nuclear
corresponde con BrdU y la roja nuclear con OCT-
4. Fotografias tomadas a 400X.

La linea de células madre embrionarias VAL-4 fue usada como control
positivo y el endometrio murino en ausencia del anticuerpo primario fue usado

como control negativo (figura 18).

C-: Utero sin

C-:Sin Ac 1° BrdU C+:Células madre C+:Higado

embrionarias

Figura 18. Controles usados en la deteccion de
células que retuvieron el marcaje de BrdU y que
co-localizaban con OCT-4. C-: control negativo de
la técnica, se usaron uteros de ratonas sin tratar
con BrdU y omisién del anticuerpo primario en las
secciones. C+ de OCT-4: Linea de células madre
embrionarias. C+ de BrdU: Higados de ratones
tratados con BrdU donde se identifica la sefial en
las células ovales de esos tejidos (circulos).
Fotografias tomadas a 400X.
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Este marcador de indiferenciacion fue localizado en la region basal del
estroma endometrial durante los diferentes dias analizados, pero con
porcentajes mucho menores en comparacion con los obtenidos de las células
c-KIT+/Brdu+. En el dia 112 apreciamos un pequeno porcentaje de células

positivas para OCT-4+/BrdU+ correspondiéndose con 0,2+0,1%.

o BrdU+/oct-4+ en el endometrio murino

25 4

\3.3%
BrdU+/oct -4+
: 0,19%

I X BrdU+ Joct -4+

Porcentaje de células BrdU+/Oct-4+

21 30 35 49 64 7 83 112

Edad (dias post-inyeccién)

Grafico c. Porcentaje de células marcadas con
BrdU y de las células positivas para el marcador
OCT-4 con respecto a la edad del animal. Los
porcentajes de co-localizacibn para ambos
marcadores disminuyeron notablemente a lo largo
de la vida del animal llegando a representar el
0,19% de células BrdU+ y co-localizadas con
OCT-4.

Finalmente los datos brutos correspondientes al porcentaje de células
marcadas con BrdU y co-localizadas con el marcador OCT-4 son expresados
como porcentajes a lo largo de estos ensayos de co-localizacion y se muestran

en la tabla VII.
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Edad en BrdU+ BrdU+/
dias Oct-4
21 22,9+4.2% 3,312,4%
30 6,0£0,9% 0,410,3%
35 5,7£0,5% 0,910,3%
49 8,615,3% 0,7£0,5%
64 5,313,7% 0,5£0,1%
77 3,0£2,0% 0,240,2%
83 1,7+£0,6% 0,310,1%
90 2,2+1,5% 0%
112 1,7+£0,8% 0,240,1%

La nested-PCR revel6 la presencia de Pou5f1 a nivel de ARNm en los
uteros murinos en los dias 21 y 50. Antes de tratar las muestras con el
marcador a analizar se realiz6 PCR del gen constitutivo B-actina para
comprobar la presencia de ARNm en cada una de las muestras problema.
Usando los cebadores que se indican en el apartado de Material y Métodos, la
expresion de Oct-4 fue detectada durante los periodos analizados en el
endometrio murino. El testiculo de ratén se us6 como control positivo de este
marcador mientras que no hubo expresion en células fibroblasticas
procedentes del prepucio humano (FSK) o agua bidestilada (figura 19). Los

productos de la PCR se secuenciaron para comprobar que realmente se

Tabla VII. Porcentaje de las células marcadas con
BrdU y de las células positivas al marcador OCT-4
y al BrdU con respecto a la edad del animal. Los

porcentajes

co-localizacion

para ambos

marcadores disminuyeron notablemente a lo largo
de la vida del animal.

correspondian con el amplificado deseado.
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Ud21 Ud50 FSK H,0

B-Actina

~~ Tes Ud21 Ud50 FSK H,0 .0 Tes Ud21 Ud50 FSK H,O

——e
—

——
- = Oct-4

Figura 19. PCR vy nested-PCR para los
marcadores f-actina y Oct-4 para las muestras
correspondientes a endometrios murinos de los
dias 21 y 50. Ud 21: Uteros de ratén de dia 21 de
edad, Ud50: Uteros de raton de dia 50 de edad,
FSK: células fibroblasticas procedentes del
prepucio humano, Tes: Testiculo de ratén y H0:
Agua bidestilada.

2. ldentificacion, aislamiento y caracterizacion de candidatas a células

madre somaticas en el endometrio humano.

2.1 Viabilidad y pureza celular.

Tras la disgregacion mecanica y enzimatica de las muestras
endometriales se procedié al analisis mediante citometria de flujo para conocer
tanto la viabilidad celular asi como la pureza de las muestras. La adicion de
yoduro de propidio a las suspensiones celulares permitio determinar el
porcentaje de células vivas, que fue entre un 60-85%. La variabilidad en los
resultados obtenidos es un dato que se correlaciona mas con la
heterogeneidad de las muestras (variabilidad inter-pacientes) que con los
protocolos desarrollados. Al mismo tiempo se aprecid que la viabilidad celular
disminuia en torno a un 5-10% tras la incubacién con el colorante vital Hoechst
a 37°C lo que no ocurria tras la incubacion con los diferentes anticuerpos a 4°C
(figura 20). No obstante la viabilidad obtenida en todos lo casos era lo

suficientemente alta para realizar los estudios basados en la capacidad de
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expulsion de un colorante vital descritos en el apartado de materiales y

meétodos.
A EMEMISIALI Lagra LI WX B Wegated) FLILea¥s Lin - ADC
.r A
B "
4 <A
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»
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Region Cells/pl  Number %Gated X-Mean HEPX-CV [Region Celle/uyl Number %Gated X-Mean HPX-CV
ALL ERROR 10192 10000 521 347 AII  ERROR 16247 ]00Q0 184 265
B ERROR 7458 @ 0311 337 3 ERROR 10072 @ 028 273

Figura 20. Diagramas de viabilidad obtenidos por citometria
de flujo que se basan en la fluorescencia roja emitida por las
células que han incorporado el yoduro de propidio frente al
tamafo de estas células. Se aprecian dos regiones en cada
grafica, la de la derecha correspondiente a fluorescencia alta y
por lo tanto a incorporacion de yoduro de propidio (células
muertas). Y la region de la izquierda en cada gréfica, sefialada
mediante poligonos y que corresponde a las células que no
emiten fluorescencia, que no capturan yoduro de propidio y
que son las células vivas. En la grafica A observamos la
viabilidad de una muestra fresca tras la disgregacion tisular,
73,18%, y en la grafica B observamos la viabilidad de esa
misma muestra tras la incubacion de 90 minutos a 37°C del
colorante vital Hoechst, siendo en este caso un 10% menor,
61,99%.

El analisis de la pureza de las suspensiones celulares, se llevé a cabo
con el uso de anticuerpos especificos para cada una de las fracciones celulares
descritas. Los marcadores CD9 y CD13 fueron usados como marcadores de
superficie para identificar por separado las poblaciones de células epiteliales y
estromales respectivamente en el endometrio humano (figura 21). EI marcador
CD9 es una glicoproteina de 24-27 kD expresada en la superficie celular del
epitelio glandular a lo largo de todo el ciclo menstrual. Por otro lado el marcador
CD13, conocido como aminopeptidasa N, se expresa en el estroma

endometrial durante el ciclo menstrual (Kato y cols., 2007).
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- CD13-PE CDO-FITC
5 5
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Tokal 10000 47.73 290.49 55,65 Total 100-60 8.12 1420.45 87.65
RS 38.03 359.78 64.60 RS 6.16 1863.25 59,73

Figura 21. Marcaje de las células epiteliales y
estromales provenientes del endometrio humano
con sus respectivos anticuerpos especificos. Los
datos obtenidos se sefalan en la figura mediante
circulos y corresponden a un 79,68% de células
estromales positivas para el marcador CD13 y un
75,89% de células epiteliales positivas para el
marcador CD9.

Diferenciaremos asi las dos principales poblaciones celulares del
endometrio humano. Los resultados obtenidos indicaron que las células de la
fraccion epitelial eran CD9 positivas en un porcentaje superior al 70%. Del
mismo modo, las células del estroma humano eran CD13 positivas con un

porcentaje mayor al 75% (figura 21 y tabla VIII).

Estos resultados avalan por un lado que las técnicas mecanicas y
enzimaticas llevadas a cabo para la disgregacion celular a partir de muestras
endometriales humanas permiten realizar ensayos celulares de tipo vital ya que
la viabilidad es suficientemente alta y por otro lado que las células a analizar y
los métodos de separacion celular son los propios para obtener células
estromales y epiteliales desde el endometrio humano ya que la caracterizacion

mediante inmunocitoquimica asi lo ha demostrado.
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2.2 Presenciay aislamiento de células SP en el endometrio humano.

Esta metodologia se basa en la capacidad de expulsién del colorante
vital que tienen determinadas poblaciones celulares, descrita en otros tejidos
adultos para identificar la poblacion de células madre somaticas. Se postula
que las células indiferenciadas estan enriquecidas en transportadores
transmembrana del tipo ABC transporters y que son estos los responsables de
la extrusion del Hoechst. En el diagrama digitalizado obtenido gracias al
citometro de flujo esta poblacién se situa en una region lateral de ahi su
nombre Side Population. El control negativo de la técnica se realiza mediante el
uso de un bloqueador de los canales de membrana anteriormente citado
denominado Verapamil (figura 22). Cuando la suspension celular es incubada
con Hoechst y Verapamil, la region lateral desaparece indicando esto que las
células son incapaces de expulsar el colorante. Asi pues se separaron desde
suspensiones endometriales las poblaciones celulares correspondientes a la

SP y a la Non-SP (NSP) para la realizacion de los analisis posteriores.

256 r'/G; ) 256 /GEM\
J 4 N\
| Hoechst T Ho+Vp 4 b
i ¢ /d 2 /

192 S-phase . 192 S-phase
| ' 4 | {7

@12& | SPcels g /i/d;\}\_/ o 128 (/;!3}\./
//) \\\_‘__// J \_._../K
y | o |

64 - / / \Apo [ 64 \Apo (

0 ; , T
0 64 128 192 256 0 64 128 192 256

Figura 22. El verapamil inhibe los transportadores
responsables de la expulsion del Hoechst
desapareciendo la poblacién capaz de expulsarlo
(SP).

En un total de 53 muestras analizadas, la media de la SP de estroma fue
de 0,33% con un rango entre 0,01%-1,36%. Por otro lado la media de SP de
epitelio fue de un 1,00% con rango entre 0,35%-3,3% en un total de 14

muestras analizadas.
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2.3 Andlisis de Correlacion entre SP y la edad de la paciente.

Una vez demostrada la presencia de células de la SP en las fracciones

epiteliales y estromales del endometrio humano, tratamos de correlacionar los

datos obtenidos con la edad de las pacientes (ver graficas d y e).
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Gréfico d. Estudio de la correlacion lineal entre la
edad de la paciente y el porcentaje de células que
pertenecen a la Side Population en la fraccién
estromal del endometrio humano.

Relacion Edad y % SP EPITELIO

y=-0018x+ 1,415
r=0.272

25 30 35 40 45 50
Edad de |a paciente

Gréfico e. Estudio de la correlacion lineal entre la
edad de la paciente y el porcentaje de células que
pertenecen a la Side Population en la fraccién
epitelial del endometrio humano.
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Los resultados permitieron concluir que no existe una correlacion
estadisticamente significativa entre el porcentaje de células SP del endometrio

humano durante la vida reproductiva de la mujer.

2.4 Presencia de células indiferenciadas en la region SP en el endometrio

humano.

Las suspensiones celulares obtenidas en los apartados anteriores
referentes a la SP de las fracciones epiteliales y estromales se sometieron a
PCR y nested-PCR para comprobar la existencia de marcadores tipicos de

indiferenciacion.

Para ello se evalu6 en las fracciones epiteliales y estromales la
presencia de dos marcadores caracteristicos de células madre como son c-KIT
y OCT-4. c-KIT es un marcador tipico de células madre hematopoyéticas y ha
sido ampliamente descrito a lo largo de la literatura como marcador de
indiferenciacion del sistema hematopoyético. OCT-4 es uno de los marcadores
mas destacados en las células madre embrionarias y pluripotentes. Ademas se
comprobé la presencia de BCRP-1 que seria el marcador responsable de la
expulsion de Hoechst en las células aisladas. Antes de realizar este tipo de
analisis se comprobd la integridad del ARNm por el uso de genes constitutivos
en este caso S-ACTINA y GAPDH.

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de c-KIT, OCT-4 y
BCRP-1 en las suspensiones celulares aisladas asi como en los diferentes
controles positivos utilizados en esta técnica (figura 23). Tanto en las muestras
correspondientes a estroma como a epitelio las técnicas semi-cuantitativas

permitieron identificar la expresion de estos marcadores a nivel de ARNm.
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Células Estromales
1°PCR 29PCR
MW VAL SP H,;0

Células Epiteliales
19PCR 2°PCR

MW VAL SP H0

MW VAL SP H,0

R

MW VAL SP H0

M VAL SP H.0

— —

Figura 23. PCR y nested-PCR de las células
estromales y epiteliales del endometrio humano
aisladas por citometria de fluo y que
corresponden con la SP. Analisis de los
marcadores BCRP-1, c-Kit y OCT-4; asi como de
los genes constitutivos GAPDH y b-ACTINA. MW:
marcador de pesos moleculares, VAL-4: Linea de
células madre embrionarias, SP: Células
estromales de la Side Population y H,0: agua
bidestilada.

En el control positivo (linea de células madre embrionaria VAL-4)
(Valbuena y cols., 2006) se detectd la presencia de estos marcadores. Del
mismo modo, en los controles negativos asi como cuando usamos agua

bidestilada la expresién de estos marcadores fue nula.

2.5 Deteccion de la actividad telomerasa en células SP del endometrio

humano.

La actividad telomerasa de la SP aislada se detecté tal y como se indica
anteriormente. En este caso se trataron también las células de la region NSP y
que por lo tanto no eran capaces de expulsar el Hoechst para conocer la

relacion comparativa entre ambas poblaciones celulares. Se utilizé la linea de
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células madre embrionarias VAL-4 como control positivo de la actividad

telomerasa.

s
2%

Células Epifélialgs

Figura 24. Deteccion de la Actividad Telomerasa
en las células SP y NSP del epitelio y estroma del
endometrio humano. VAL-4: Linea de células
madre embrionarias, SP: Células de la Side
Population y NSP: Células de la Non Side
Population.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la actividad
telomerasa de las células de la regién SP tenian un perfil intermedio en las
longitud de sus telomeros (indicativo de la cantidad de veces que se han
dividido) entre células madre embrionarias y células adultas diferenciadas
(region NSP). Demostrando este bandeo resultante que las células de la region
SP se encontraban en un estado de indiferenciacion mas préximo a las células

madre embrionarias que a las diferenciadas (NSP).
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2.6 Origen de las células indiferenciadas del endometrio humano.

Para determinar el origen de las células madre somaticas aisladas
mediante el método de Hoechst se procedié al fenotipado con marcadores de
indiferenciacién del linaje hematopoyético y mesenquimal, y también con el
marcador caracteristico del fenotipo de la SP (BCRP1) (figura 25).

Epitelio CD108| Epitelio CDS0 Epitslio CD34 Epitelio CD45 Epitelio BCRP

" 7497% ||| |+ "
""" 26.12%

9,3%
1.84%

| [o—— — | F—r—— [T
. ! . Cs g | : A ——r—— : =E
Estroma CD105 Estrorma CD90 stroma CD34 Estromna CD45, EstromaBCRP

e | - | “88,4010 | nd s |
: 11919 || [ 15.17%

. 1,02% 0,27%

Figura 25. Diagramas y resultados obtenidos
mediante citometria de flujo de los diferentes
marcadores usados en este apartado.

Para ello las muestras celulares fueron analizadas con los anticuerpos
CD34, CD45, CD90 y CD105, asi como BCRP1 tal y como se muestra en los
resultados de la tabla VIII.

Epitelio SP Estroma SP

Epitelio Estroma | Tapla ViIl. Fenotipado de las células
CcD9 +++ - SP del epitelio y estroma con
diferentes marcadores y mediante
CD13 - ik técnicas de citometria de flujo. Los
CD34 } ; i} ; porcentajes obtenidos corresponden
a medias tras diferentes andlisis; los
CD45 - = + , datos obtenidos tal que <10% se
consideraron negativos; los
CD30 +++ ++ ++++ +++ obtenidos entre 10-25% fueron
considerados positivos (+), entre 25-
CD105 = . = . 50% se indican como ++, los
porcentajes >50% se indican como

BRRF * * * * +++ y finalmente los >75% ++++.
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Los resultados indicaron que el origen de las células indiferenciadas
estromales y epiteliales del endometrio humano era mesenquimal ya que las
poblaciones totales asi como las correspondientes a la SP expresaban el

marcaje de CD90, siendo este caracteristico de la linea mesenquimal.
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VI.- DISCUSION

El reconocimiento de las células madre somaticas en tejidos y érganos
adultos es una tarea compleja pero relevante en el area de la Medicina
Regenerativa. Diferentes estudios procedentes de diversos paises estan
centrados en la busqueda de estas células somaticas en casi todos los tejidos
adultos existentes. En el area de la Medicina Reproductiva, la hipotesis de la
existencia de células madre somaticas en el tejido endometrial ha sido
planteada desde hace décadas y es en estos ultimos afos cuando mas

avances ha experimentado.

Evidencias sobre la existencia de células madre somaticas en el

endometrio humano a partir de estudios funcionales.

La clonogenicidad es la capacidad de una unica célula para dar lugar a
un crecimiento clonal cuando son cultivadas a densidades extremadamente
bajas o en diluciones limite. Estos ensayos de formacion de colonias han sido
ampliamente utilizados para caracterizar células madre hematopoyéticas, y
proporcionan un buen método para asegurar el potencial de formar clones de
células adultas cuando son caracterizadas por primera vez como candidatas a

células madre en cualquier tejido u 6rgano.

Estos ensayos se basan en la capacidad que tiene una célula para
formar clones de si misma (CFU, colony-forming cell/unit) y/o para auto-
renovarse a través de divisiones durante la formacion de colonias o en un
transplante. Ademas las células hijas tienen la misma capacidad de iniciar
colonias a partir de diluciones limite. Las células madre somaticas deberian
auto-renovarse multiples veces y por lo tanto sufrir multiples series de
clonaciones. Estas técnicas identifican células madre somaticas, la diferencia

esta en la cantidad de veces que ellas pueden renovarse.

Los primeros estudios relativamente recientes demostrando que la

capacidad regenerativa del endometrio humano esta mediada por células
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madre somaticas se basaron en ensayos funcionales (Chan y col., 2004;
Schwab y col.,, 2005; Gargett 2004). Usando suspensiones celulares
purificadas procedentes de histerectomias se demostré que solo el 0,22+0,07%
de las células epiteliales endometriales formaban colonias individuales tras ser
cultivadas 15 dias a densidad clonal; mientras que el 1,25+0,18% de las células
estromales endometriales formaban colonias individuales (Chan y cols., 2004).
Ademas estas células formaban dos tipos de colonias tanto en las fracciones
epiteliales como estromales. Las colonias grandes con mas de 4.000 células
eran escasas, contenian células pequefias que estaban densamente
empaquetadas y presentaban alta contenido en nucleo-citoplasma indicando
que probablemente eran candidatas a células madre somaticas. Las colonias
mas comunes eran las pequefas y contenian células grandes con bajo
contenido nucleo-citoplasma indicando que probablemente eran iniciadas por

células mas maduras, probablemente células TA.

Estudios de diferenciacion a partir de células endometriales.

Wolff y cols. (2007) demostraron la existencia de células madre
multipotentes en el endometrio humano gracias a la diferenciacion in vitro a
condrocitos. Por definicion, las células madre son capaces de diferenciarse en
multiples tipos celulares asi como auto-replicarse. Aunque evidentemente los
tejidos endometriales parecen poseer células madre somaticas, el potencial de
multipotencia de estas células aun no habia sido demostrado. Para ello se
aislaron células de la parte estromal del endometrio y se cultivaron hasta
alcanzar un 70-90% de confluencia, se tripsinizaron las células y se
transfirieron a tubos conicos. Tras centrifugacion el pellet obtenido fue cultivado
en placas con medio de cultivo de condrocitos, en presencia de dexametasona,
acido ascorbico y TGFp2-3. Se mantuvieron en cultivo durante 3-21 dias y
finalmente se procedio a la identificacidn de los tipos celulares obtenidos. A
través de inmunohistoquimica se detectd la presencia de marcadores
expresados unicamente en el cartilago articular como el colageno tipo Il.

Un estudio publicado paralelamente aislé células del estroma humano que
expresaban marcadores de células perivasculares y que tenian caracteristicas

de células madre mesenquimales, entre ellas la diferenciaciéon a diferentes
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tipos celulares (Schwab y col., 2007). Diferentes marcadores fueron utilizados
individualmente o en combinacién para aislar células madre mesenquimales de
diferentes tejidos entre ellos CD146 y PDGF-Rp (cadena beta del receptor del
platelet-derived growth factor). En este trabajo se hipotetiza que en el estroma
endometrial humano podrian existir células madre mesenquimales
responsables mensualmente de la regeneracion del estroma y de la
vasculatura endometrial. Para ello las células estromales que expresaban los
marcadores CD146 y PDGF-Rp son aisladas por citometria de flujo y son
sembradas en cultivo a densidad de 100 células/cm?. Los clones formados son
seleccionados y re-sembrados para incrementar el numero de células, bajo
estas condiciones las células son mantenidas en medios de cultivo de
induccién a diferenciacién osteogénica, adipogénica y miogénica. Ademas las
células estromales del endometrio que expresaban los citados marcadores
fueron analizadas por citometria de flujo para conocer su fenotipo. Finalmente
en este estudio se demostr6 que las células aisladas presentaban
caracteristicas de células madre mesenquimales ya que se diferenciaron a
células procedentes del musculo, hueso y cartilago; y ademas presentaban
marcadores tipicos de mesenquimales como son CD29, CD73, CD44, CD90 y
CD105.

Estudios con marcadores de indiferenciacion.

En la actualidad no existen marcadores fenotipicos especificos de
células madre somaticas, lo que supone un requisito para la identificacion in
situ de poblaciones de células madre en el tejido endometrial, aislar estas
poblaciones puras de células madre para su caracterizacion y eventual uso en
aplicaciones médicas basadas en terapia celular. Es importante destacar que la
expresion de un marcador de célula madre somatica no esta necesariamente
implicado en la actividad de estas células, es mas, marcadores actuales
conocidos de células madre somaticas son también expresados en células
maduras (como por ejemplo el CD34 para hematopoyéticas y este mismo

marcador para células maduras de endotelio).
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En el endometrio humano, Cho y cols. (2004) estudiaron la expresion de
diferentes marcadores de indiferenciacion como c-KIT y CD34. El protooncogen
c-KIT /CD117 codifica un receptor transmembrana tirosina kinasa cuyo ligando
es el stem cell factor. Este puede tener un amplio rango de efectos sobre
células germinales, melanocitos y células hematopoyéticas primitivas y se
considera un marcador de células madre. Por su parte, CD34 esta
generalmente co-expresado con CD117 en células madre hematopoyéticas. En
este estudio se demostré la presencia continuada de células madre somaticas
en el endometrio humano desde el periodo fetal debido a la presencia de estos
marcadores. Las células estaban localizadas principalmente en la region basal
del estroma evitandose asi la pérdida de estos tipos celulares durante la

descamacion ciclica que sufre este tejido debido a cambios hormonales.

En 2006, Matthai demostro la existencia de células OCT-4 positivas en
el endometrio humano. El factor de trascripcion OCT-4 es crucial para el
mantenimiento de pluripotencialidad de las células y se conoce por su
expresion en células madre embrionarias, germinales y en el embrion en
diferentes estados. Este estudio fue el primero en demostrar la presencia de
OCT-4 en el endometrio humano principalmente en la region estromal a través

de inmunohistoquimica y ARNm.

Estudios funcionales en ratones inmunodeprimidos.

Los ratones inmunodeficientes tienen la capacidad de recibir
transplantes de células o tejidos de otras especies sin que se produzcan
rechazos; posibilitando asi el estudio in vivo de esos implantes. Los estudios
funcionales consisten en la inyeccion de células humanas o fragmentos de
tejidos lo que permite los estudios de caracterizacidn necesarios de esos

transplantes.

El trabajo mas reciente que demuestra la reconstruccion de tejido
funcional procedente de endometrio humano en un modelo animal fue

elaborado por Masuda y cols (2007). Estos autores demostraron la
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regeneracion del endometrio humano desde suspensiones de células
endometriales inyectadas en la capsula renal de ratones inmunodeprimidos
(cepa NOD/SCID/yc™"). Ademéas las estructuras endometriales formadas
sufrian cambios hormono-dependientes, incluyendo proliferacion del tejido
endometrial, diferenciacién y rotura del tejido endometrial como consecuencia
de la menstruacion. Estos resultados indican que las suspensiones celulares
endometriales tienen importantes implicaciones en la reconstruccion del tejido
endometrial funcional, la angiogénesis, y la formacion de vasos quiméricos
humano-ratén. El potencial de células disociadas endometriales para
reconstituir el tejido endometrial conduce a la posibilidad de que células madre
somaticas endometriales presentes en todo el tejido endometrial puedan

participar en la regeneracion fisiolégica del endometrio.
Nuestro trabajo.

La tarea de buscar las células madre somaticas candidatas relacionadas
con la proliferacion y regeneracion tisular no es nada sencilla. Esto se debe a
que no existen marcadores especificos que puedan identificarlas. Por ello el
analisis y la identificacion de estas en un modelo murino constituyen la

herramienta ideal para poder iniciar el estudio en el modelo humano.

El modelo animal ha permitido por un lado identificar la existencia de
células madre somaticas en el endometrio murino, asi como conocer su
localizacion. Siendo ademas caracterizadas estas a nivel molecular mediante el
uso de marcadores de indiferenciacién. EI modelo para la identificacion de
células madre somaticas se basa en el hecho de son células con ciclo de
divisién lento, y que por lo tanto bajo la accion de una sustancia marcadora de
ADN (BrdU) en el momento del nacimiento se pueden detectar aquellas que se
dividen poco en momentos mas tardios de la vida del animal. A lo largo de
nuestro estudio identificamos una poblacién de células que retenian el marcaje
en el endometrio murino y que estaba localizada en la capa basal del
compartimento endometrial. Ademas estas mismas células, que ya contenian el
marcaje en dias tardios de la vida del animal, expresaban marcadores de

indiferenciacién. Los porcentajes correspondientes a las células que retenian el
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marcaje durante la vida adulta del ratén decrecian desde el dia 49 hasta el dia
112, siendo estos 8,6+5,3% a 1,7+0,8%, ademas las células estaban
localizadas unicamente en el compartimento estromal. El epitelio perdia
totalmente el marcaje de BrdU alrededor de la semana 3 de vida (Cervell6 y
cols 2007).

Ademas, los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron
publicados simultaneamente con los de otro grupo australiano y siendo ambos
consistentes con las publicaciones recientes sobre el tema tratado (Chan y
cols., 2006).

Otro de los resultados importantes que nos facilitaron nuestros estudios
es que el porcentaje de las células madre somaticas decrece con la edad. Este
fendmeno ya ha sido demostrado en la piel (Yano y cols., 2005) e indica la
extenuacion de esta poblacién durante la vida del animal, sugiriendo asi que la
division asimétrica estda presente en las células madre somaticas
endometriales. Como ya se ha observado en el apartado de resultados, las
células que retenian el marcaje de BrdU también expresaban marcadores

tipicos de indiferenciacion.

c-KIT (CD117) es un receptor de membrana del factor de células madre
SCF (stem cell factor), se ha demostrado que la activacion del c-KIT juega un
papel critico en diferentes funciones celulares, incluidas la proliferacion, la
diferenciacion, y la adhesion. CD117 se identifico originalmente como un
antigeno asociado a la leucemia mieloide aguda, identificandose también como
un marcador de los mastocitos tisulares, células madre hematopoyéticas y
células progenitoras en médula 6sea humana normal. La mayoria de las
células de médula 6sea CD117-positivas (50-70%) coexpresan el CD34; entre
ellas se incluyen las células progenitoras y sus precursoras de todos los linajes
hematopoyéticos. Este marcador fue también descrito como marcador de
indiferenciacion en el endometrio humano (Cho y cols., 2004). La expresion de
este marcador estuvo presente en las células que retenian el marcaje de BrdU.
La expresion de c-KIT fue localizada en las células de la regidén basal del

estroma y representaron un 0,32% de células doblemente marcadas en la edad
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adulta. La expresion de este marcador fue también demostrada mediante

técnicas moleculares.

El factor de transcripcion POU5F1 (OCT-4) tiene un papel clave en las
células madre embrionarias, ya que actua como regulador de los genes que las
mantienen en estado indiferenciado. No obstante, dicha proteina también se ha
localizado en células madre somaticas. Asi, han comprobado que OCT-4 es
esencial para mantener la pluripotencialidad de las células embrionarias. Por lo
tanto se le ha relacionado con el mantenimiento de pluripotencia en las células
embrionarias y germinales y existe una estrecha relacion entre la expresion del
gen OCT-4 y el grado de indiferenciacion de las células. En este estudio se han
co-localizado células OCT-4 positivas con células que retenian el marcaje de
BrdU, indicandonos el alto grado de indiferenciacion que tenian estas células
en los tejidos endometriales murinos estudiados. La expresiéon de OCT-4 fue
localizada unicamente en la capa basal del estroma y representaba un 0,12%

de las células doblemente marcadas en dia 112.

En el endometrio humano la forma de buscar esta poblacion celular fue
mediante la técnica de la Side Population (SP). Esta se detecta por la
capacidad de las células para expulsar de su interior el fluorocromo Hoechst-
33342, colorante permeable a la membrana plasmatica que se utiliza para
determinar el contenido de ADN de las células vivas. Es un colorante especifico
de ADN vy tiene una union preferente por las bases A-T. Las células madre
somaticas presentan una expresion elevada de unos transportadores de
membrana que protegen a las células de agentes citotoxicos (transportadores
ABC: ATP-binding cassette) como el ABCG2/BCRP1 (breast cancer-resistant
protein 1). Gracias a ello, al usar el fluorocromo Hoechst 33342 se identifica la
poblacion SP de baja fluorescencia, enriquecida en células madre. Para
confirmar que la poblacion de baja fluorescencia se corresponde con la SP,
estas células se incuban con verapamil, inhibidor de algunos transportadores

ABC, por lo que la poblacion SP desaparece en presencia de verapamil.

Las muestras obtenidas desde el modelo humano fueron tratadas para

su analisis por citometria de flujo. Se comprobé en este estudio por primera vez
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la existencia de una poblacion SP en el endometrio humano tanto en la fraccién
epitelial como en la fraccion estromal. Las células correspondientes con la Side
Population fueron aisladas en el citdmetro de flujo tras comprobar tanto una
adecuada pureza (estdbamos estudiando células epiteliales y células
estromales provenientes del endometrio humano) como una alta viabilidad de
la suspension celular. Los resultados de correlacion entre los porcentajes de la
SP de las fracciones epitelial/estromal y la edad de la mujer permitieron
conocer que no existe correlacion lineal entre ambas variables. Sin embargo en
ambas fracciones se intuia una disminucion no estadisticamente significativa.
Todo esto nos sugiere que estamos identificando una poblacion que

permanece estable a lo largo de la edad reproductiva de la mujer.

Las muestras de SP obtenidas fueron analizadas mediante marcadores
moleculares tipicos de indiferenciacion. Los diferentes analisis permitieron
concluir que las células de la SP presentaban marcadores de indiferenciacién
como c-KIT y OCT-4. Los analisis de la telomerasa identificaron un patron de
actividad telomerasa intermedio para las células de la SP. Las células madre
embrionarias analizadas presentaban un patron de actividad telomerasa tipico
de ceélulas indiferenciadas sin embargo las células diferenciadas y que se
correspondian con la NSP no presentaban ese patrén caracteristico;
deduciéndose el diferente grado de indiferenciacion entre ambas poblaciones.
Las células provenientes de la SP presentaban un patrén de actividad
telomerasa intermedio al de ambas poblaciones descritas, esto indicaba el

grado de indiferenciacion intermedio de esta poblacién.

Finalmente uno de los objetivos pendientes era la identificacion mediante
el inmunofenotipado del origen de estas células endometriales. Para ello se
realizaron analisis con marcadores tipicos de células madre hematopoyéticas y
de células madre mesenquimales. La expresion de CD45 y CD34 indica un
origen hematopoyético, sin embargo la expresién de CD90 y/o CD105 junto con
la baja 0 nula expresion de CD34 y CD45 indica un origen mesenquimal. Tras
el analisis citométrico, los resultados permitieron concluir que la mayoria de las
células analizadas y que correspondian con la SP tenian el marcador de

superficie CD90, indicando que estas tenian un origen mesenquimal.
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Perspectivas clinicas.

La proliferacion de tejido endometrial de forma anémala esta asociada a
un gran numero de alteraciones ginecoldgicas. Es posible que las células
madre somaticas endometriales jueguen un papel en la fisiopatologia de
determinadas enfermedades ginecolégicas como la endometriosis y/o la
adenomiosis (Gargett, 2004). Las variaciones en el numero, funcion, regulacion
y localizacion de estas células madre somaticas epiteliales y/o estromales

podrian ser las responsables de algunos de estos trastornos uterinos.

La endometriosis se define como el crecimiento ectépico del endometrio
fuera de la cavidad uterina, se trata de una enfermedad ginecolégica comun y
afecta al 10% de las mujeres. A pesar de que es una enfermedad comun poco
se sabe acerca de su patogénesis. La teoria sobre la etiologia de la
endometriosis proviene de que células endometriales viables son vertidas a la
cavidad peritoneal a través de la menstruacion retrograda que ocurre en el 90%
de las mujeres (Giudice y Kao, 2004), sugiriendo que en algunas de ellas parte
de este fluido es capaz de establecer implantes endometrioticos. Es bastante
probable que en las mujeres que padecen endometriosis, las células madre
somaticas endometriales jueguen un papel importante dando lugar a implantes
endometrioticos (Gargett 2004). Esta hipotesis del posible origen de la
enfermedad en las células madre somaticas endometriales se ve reforzada con
los estudios que establecen la monoclonalidad de algunas lesiones
endometrioticas y las evidencias de que la endometriosis puede derivar en
carcinomas endometriales (Van Gorp y col.,, 2004). Ademas también se ha
demostrado la presencia de células clonogénicas cultivadas a largo plazo

procedentes de tejidos afectados con endometriosis (Tanaka y col., 2003b).

La adenomiosis es una patologia en la que la capa basal endometrial
invade el tejido miometrial, y afecta a un 1% de las mujeres. Normalmente se
suele asociar con hiperplasia del musculo liso. Es posible que células madre
somaticas endometriales o las células de su nicho se comporten de manera
anémala en este tipo de patologia. Estas células madre potenciales podrian

tener el nicho orientado errbneamente lo que produciria que la progenie que
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derive de él y que se vaya diferenciando a lo largo del tiempo se desplace
hacia la capa miometrial en vez de hacia la capa endometrial funcional,
produciéndose asi zonas ricas en tejido endometrial situadas en regiones muy

localizadas y profundas del miometrio.

Todo esto da lugar a un interés cada vez mas creciente en
investigadores, ginecdlogos y oncologos ya que sostiene el concepto de que
los canceres contengan un numero de células con propiedades de células
madre y que estas sean las responsables tanto del crecimiento como de la
diseminacion celular en este tipo de patologias. Existen ademas un gran
numero de similitudes entre las células madre somaticas en tejidos normales y
las células madre cancerosas. Las células madre cancerosas tienen periodos
de vida largos, enorme potencial proliferativo y capacidad de auto-renovacién
sugiriendo que sean capaces de expandir la poblacion de células del cancer, si
bien también podrian permanecer en estado quiescente y proliferar en
determinadas condiciones. Estas similitudes en la capacidad proliferativa
también darian lugar a una progenie de células cancerosas con limitado
potencial proliferativo como las que forman parte de la masa celular del cancer
(Reya y col., 2001). Algunas de las caracteristicas de los carcinomas pueden
ser explicadas a través de las células madre, entre ellas estaria el origen clonal
y la heterogeneidad de los tumores, ya que muchos de ellos pueden estar
asociados a células TA o a la progenie de las somaticas; otras caracteristicas
serian la posible influencia mesenquimal en el comportamiento del cancer, la
formacion localizada de lesiones precancerosas y la plasticidad de las células
tumorales (Miller y col., 2005). Sélo una pequefia proporcion de los tumores
contiene células madre cancerosas, los valores se situan entre un 0,02% y un
1% de estas células en los tumores. Las células madre cancerosas actuan
como precursores celulares que producen gran proliferacion, las células
cancerosas mas diferenciadas son eliminadas a través de la radio vy
quimioterapia. Las células madre cancerosas difieren de las somaticas de
tejidos normales en que su proliferacion no esta controlada por las células
vecinas que forman parte del nicho (Pardal y col., 2003). Es probable que las
células madre cancerosas tengan su origen en células madre somaticas que

han mutado a lo largo del tiempo permitiendo asi que mantengan su alto
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potencial proliferativo y su capacidad clonal. Por lo tanto las células madre
cancerosas serian las células clave en los tumores implicadas en la iniciacion,
progresion, metastasis y recurrencia de tumores después del tratamiento. Este
papel clave de las células madre cancerosas ha sido perfectamente descrito en
la leucemia mieloide, el cancer de mama y los glioblastomas (Pardal y col.,
2003). Los genes implicados en los patrones de auto-renovacion que regulan
las células madre somaticas como Whnt/fcatenin, sonic hedgehog y PTEN (gen
supresor de tumores) han sido asociados con un amplio numero de canceres.
La inestabilidad de los microsatélites o las mutaciones en los genes PTEN son
bien conocidas por estar implicadas en la hiperplasia endometrial y el
carcinoma endometrial pero si las células madre endometriales cancerosas
también estan implicadas es algo que aun sigue sin saberse. Aun asi hoy en
dia se sabe que los patrones de sefalizacion de la Wnt/Bcatenina estan
implicados en el carcinoma endometrial y en el sarcoma estromal endometrial
(Latta y col., 2002; Moreno-Bueno 2002). El carcinoma endometrial es la
enfermedad mas comun del tracto genital femenino. En la actualidad no
conocemos si las células madre cancerosas tiene un papel en los canceres
endometriales o en la hiperplasia endometrial pero esto sigue siendo una

pagina abierta al futuro.

Ingenieria de tejidos.

Existe un gran interés en la posible aplicacion tanto de células madre
embrionarias como somaticas en la ingenieria tisular para restaurar las
funciones de érganos vy tejidos producidos por la edad o las enfermedades. Los
avances médicos proporcionan un aumento en la longevidad de la poblacion y
esto necesita de una gran reparacién de tejidos (Vats y col., 2005). El fracaso
de implantes artificiales en los 10-15 anos tras el transplante y los problemas
asociados con el uso de materiales sintéticos no degradables hacen que la
terapia celular sea una de las herramientas mas atractivas que existen hoy en
dia (Rahaman y col., 2005). Todo esto abre una nueva via para el uso de
materiales biolégicos temporales como moldes que darian lugar a un soporte

inicial y, células madre encargadas de promover la regeneracion del tejido.
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Esto es particularmente importante en la posibilidad de proveer tejido
sostén en determinadas situaciones y, podria ser adaptado para la
regeneracion tisular del tracto reproductivo femenino. Como ejemplo claro
tendriamos el caso del prolapso del suelo pélvico, que es frecuente en un 10%
de las mujeres y que requiere intervencidon quirurgica e incluso repeticién de
esta en un 30% de los casos (Delancey, 2005). El uso de moldes artificiales
confeccionados con materiales biologicos es una de las alternativas a estas

intervenciones quirurgicas.
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VII. - CONCLUSIONES

Las conclusiones que hemos extraido de este trabajo han sido:

- Existe una poblacion de células madre somaticas endometriales en el

modelo murino.

- [Esta poblacion ha sido detectada por su baja capacidad de division
(desde el momento del nacimiento del ratén hasta la edad adulta) y por
ser positiva para marcadores de indiferenciacion como c-KIT y OCT-4 a

nivel de ARNm y proteina inmunoreactiva.

- [Esta poblacion se encuentra localizada en la capa basalis del estroma

endometrial del raton.

- En el modelo humano la identificacion de estas células endometriales se
ha realizado mediante la deteccién de la Side Population o células

enriquecidas en transportadores ABC transmembrana.

- Estas células poseen marcadores de indiferenciacion, c-KIT y OCT-4, y

actividad telomerasa intermedia.

- Su fenotipado demostré un origen mesenquimal de las mismas, células

CD90 positivas, en el endometrio humano.

En conclusion, hemos aislado y caracterizado las células madre
somaticas presentes en el tejido endometrial murino y humano que podrian ser
las responsables de su alta capacidad regenerativa. Ofrecemos asi un nuevo

punto de vista para el estudio de la endometriosis y el cancer de endometrio.
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