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RESUMEN

ANZALDUA TORRES NYDIA CAROLINA. Identificacion inmunohistoquimica de un
marcador de pluripotencialidad (Sox-2) propio de células troncales/progenitoras
endometriales en el Utero de la perra (Canis familiaris) de diferentes edades (bajo
la direccion de MVZ, DR. Santiago René Anzaldia Arce y MVZ, Dipl. Héctor

Villasefior Gaona).

Con la finalidad de identificar y caracterizar morfologicamente las células
iInmunopositivas a Sox-2 (Sox-2+), en el endometrio de la perra, se formaron dos
grupos (n=6): animales adultos de 2 a 7 afios y un grupo de hembras gerontes de 7
afnos en adelante. Las muestras se obtuvieron por histerectomia y se procesaron
los cuernos por el procedimiento de inclusion en parafina y por inmunohistoquimica.
Se cuantificaron las células mediante una reticula ocular micrométrica en un
microscopio fotdénico y un aumento total de 400X, el numero de células se
correlaciono con la intensidad de la marca mediante el puntaje inmunohistoquimico
(HSCORE). Ademas, se determinoé la forma de las células (alargadas o redondas),
su ubicacion (lamina propia superficial, media y profunda) o en el miometrio y
cercania a los vasos sanguineos (VS). Se utilizaron muestras de cordon umbilical
de perro y humano como controles positivos. No se observaron diferencias
significativas en el HSCORE de ambos grupos (adultas: 0.72 +/-0.055 vy

gerontes:0.73+/-0.0), el cordon de perro tuvo ocho veces mas células



inmunopositivas (5.92 +/-0.695) que el endometrio. El 61% y el 58% se localizaron
en la parte profunda de la lamina propia en animales adultos y gerontes
respectivamente, mientras que el 11% y el 7% de las células se localizaron en el
miometrio de animales adultos y gerontes respectivamente. La mayor parte de las
células Sox-2+ (76 y 70%) se localizaron lejos de los vasos sanguineos en perras
adultas y gerontes respectivamente. El 59% (adultas) y el 68% (gerontes) fueron
células alargadas. Podemos concluir que las células Sox-2+ en el utero de perras
adultas y gerontes presentan caracteristicas histomorfol6gicas que las hacen

candidatas a considerarse como Células Troncales/Progenitoras Pluripotenciales.



INTRODUCCION

Las células troncales del adulto o somaticas son las células indiferenciadas
observadas en varios tejidos después del nacimiento. Tienen la capacidad de
autorrenovarse Yy diferenciarse en uno o mas linajes celulares distintos, poseen un
potencial proliferativo ilimitado (a lo largo de toda la vida) (Eckfeldt et al., 2005), en
el caso de las células troncales hematopoyéticas, tienen la propiedad de formar
colonias celulares a partir de una célula, por lo que se llaman también Unidades
formadoras de colonias (CFU). Las células troncales participan en la reconstitucion
0 regeneracion tisular durante el envejecimiento y en caso de lesiones tisulares
(Cabezas et al., 2014; Hosseinkhani et al., 2014) manteniendo la homeostasis al

proporcionar células de reemplazo para la reparacion de los tejidos dafiados.

Uno de los grandes descubrimientos en el estudio de las células troncales y la
medicina regenerativa se llevé a cabo cuando Sinya Yamanaka y Takahashi (2006)
lograron la reprogramacion de células somaticas (fibroblastos de piel) en células
troncales pluripotentes inducidas (iPS), mediante la expresion forzada de factores
de transcripcién propios de células troncales embrionarias (ESC): Oct4, Sox-2, c-
MYC y KIf4. Desde entonces la expresion de estos genes se han considerado como
marcadores de pluripotencia Los marcadores de pluripotencia, como Sox2, Nanog
y Oct-4 se expresan en células troncales adultas y embrionarias (ESC) (Chaparro y

Beltran, 2009).

El endometrio uterino es uno de los tejidos mas dinamicos en hembras de

mamiferos, consiste en un epitelio de revestimiento, epitelio glandular y lamina



propia que son completamente renovados en cada ciclo estral (0 menstrual en el

caso de las mujeres).

Importancia funcional de Sox-2 como proteina fundamental para determinar y
mantener la pluripotencia

Sox2 es miembro de la familia Sox (SRY-related HMG-box), que actian como factor
de trascripcion que se expresa en ESC, en células germinales y algunas SC adultas,
especificamente células nerviosas. La ausencia de Sox2 en embriones causa la
muerte debido al desarrollo inadecuado del epiblasto. Tal como Oct4, Sox2 es

indispensable para mantener la pluripotencialidad de ESC. (Pelayo et al., 2011.).

Oct3 / 4, Sox2, y Nanog son importantes factores de transcripcion expresados por
ESC y regula procesos como la auto-renovacion y evita la diferenciacion (Go et al.,
2008). Estos factores de transcripcion interactdan entre si para supervisar una vasta
red reguladora que mantiene la pluripotencia constituyendo un circuito de

pluripotencia.

Los factores Oct4, Sox2 y Nanog regulan grupos de genes por medio de la union
con secuencias reguladoras como promotores y amplificadores (enhancers) para
dichos genes. En células diferenciadas, los genes de pluripotencia no se expresan,

(Pelayo et al., 2011).

Como se ha mencionado, Shinya Yamanaka y su colaborador Takahashi de la
Universidad de Kioto (Japén) fueron los primeros en lograr reactivar la expresion de
los genes de pluripotencialidad y autorrenovacion en células diferenciadas

(fibroblastos). Para este experimento utilizaron fibroblastos de raton extraidos de



fetos y de la cola de animales adultos a estas células reprogramadas se les

denomind células pluripotenciales inducidas (iPS). (Takahashi y Yamanaka, 2006).

Afios después se aislaron células de los tejidos endometriales humanos y
reprogramaron los fibroblastos endometriales (EMF) en EMF-iPSs. Los resultados
cuantitativos de la PCR mostraron que EMF-iPSCs preservé las caracteristicas
genéticas de una etapa primitiva del embrion evidenciado por la expresion de genes
como Oct-4, Sox2, Nanog y KIf4. Los EMF-iPSCs pueden diferenciarse
eficientemente en células adipogénicas, osteogénicas y neuronales (Chen et al.,
2012) que son algunas caracteristicas propias de las Células Troncales

Mesenquimales (MSC).

Una prueba de la pluripotencia de las células iPS es la formacién de cuerpos
embriodes, que se obtienen cuando las células se ponen en un medio de cultivo
liquido en lugar de sdlido; los cuerpos embrioides de las iPSCs derivadas de las
células endometriales expresaron altos niveles de los marcadores para el
endodermo (por ejemplo, AFP y GATA4), mesodermo (por ejemplo, RUNX1 y

braquianuria) y ectodermo (por ejemplo, nestin y NCAM1). (Sajini et al., 2012).

Una de las mayores ventajas y atractivo terapéutico de las iPS es que pueden
obtenerse de las células somaticas del paciente, evitando asi el potencial de
rechazo inmune, y que evitan las implicaciones éticas asociadas con las células
troncales embrionarias (ESC) ya que cuando se utilizan como fuente de células

pluripotentes debe destruirse el embrién (Yi-Jen et al., 2012).



Otra prueba de la pluripotencialidad de las iPS es la capacidad de producir
teratomas cuando se injertan por debajo de la piel o en la superficie renal de ratones
atimicos, esta caracteristica puede representar un riesgo para su utilizacion clinica
directa, en parte se debe a que estas células expresan ciertos oncogenes como es
el caso de c-MYC, por esta razdn la sustitucion de c-Myc por L-Myc en combinacién
con Oct-4, Sox2 y Klf4 promueve la generacion de iPSC sin formacién de teratomas
(Tsuji et al 2011). Tsuji et al (2011) demostraron que el trasplante de células
troncales neurales indiferenciadas que forman in vitro neuroesferas derivadas de
clones iPS una vez injertados en las médulas espinales lesionadas promovieron una
recuperaciéon funcional sin ninguna formacion de teratomas. Esta evidencia
molecular, histolégica y de diferenciacion demuestra que las iIPSC sin c-Myc,
pueden ser una fuente celular mas factible para la terapia de reemplazo basada en

IPSCs y su estudio in vitro. (Yi-Jen et al., 2012).

Existen multiples correlaciones funcionales entre estos factores de transcripcion, asi
Sox2 no es necesario para iniciar la trascripcion tanto de Oct4 o Nanog durante la
embriogénesis y como también Oct4 no es necesario para iniciar la expresion del
zigoto de Sox2 o Nanog. Estos hallazgos fueron sorpresivos para los investigadores
ya que Sox2 y Oct4 habian sido considerados como factores que trabajaban juntos
para impulsar la trascripcion de sus propios genes, asi como la trascripcion de
Nanog en ESC. Mientras Sox2 puede ser necesario para impulsar la transcripcion

Oct4 en ESC (Rizzino y Wuebben, 2016).

Sox2 existe en grandes complejos de proteinas en ESC (Rizzino y Wuebben, 2016).

Es importante destacar que Sox2 no soélo forma complejos con los otros nueve



factores de trascripcion en ESC, sino que estos 10 factores de transcripcion se
asocian con muchas otras proteinas en comun. Asi SOX2 y OCT4 se asocian con
proteinas (por ejemplo, RPA1l, RPA2 y RPA3) involucradas en la replicacion y

reparacion (Rizzino y Wuebben, 2016).

En 2005 Boyer et al. Determinaron que SOX2 y OCT4 se unen a aproximadamente
1271 y 623 genes respectivamente, mucho mas revelador fue el hallazgo de que
SOX2 y OCT4 co-ocupaban aproximadamente 400 de estos genes (més del 30%
de los genes unidos por SOX2 y mas del 60% de los genes unidos por OCT4).
(Rizzino y Wuebben, 2016). Ademés, Nanog se une a 1687 genes. Es notable que

los tres factores coincidan en la ocupacion de 353 promotores. (Pelayo et al., 2011).

Se destacan dos facetas de la funcion de SOX2, que son la diferenciacion y la
proliferacion de células troncales mesenquimales humanas (hMSCs). El mecanismo
molecular por el cual la pérdida de SOX2 induce la diferenciacion se ha explorado
y se demostr6é que DKK1 (Dickkopf-1) es un objetivo transcripcional directo de SOX2
en hMSC, La expresiébn de SOX2 en hMSCs también es importante para la
proliferacion y multipotencia de hMSCs, en gran medida a través de la regulacion
de la expresion de DKK1 y c-MYC. Este mecanismo puede observarse en otras
células troncales del adulto (ASC) que exhibieron niveles similares de expresion de
SOX2. Estos resultados proporcionan una nueva funcion y mecanismo de

regulacion de SOX2 en la diferenciacion de ASC (Park et al., 2012).

La expresion de SOX2 se ha detectado en ESC y en varios tejidos derivados de
hMSCs, incluyendo el tejido adiposo, dermis, corazén y el tejido neural. (Park et al.,

2012).



La expresion de Sox-2 varia dependiendo del 6rgano que se trate, asi cuando se
determina la expresion de esta proteina mediante qRT-PCR tiende a ser mayor en
las células troncales mesenquimales (MSCs) de médula ésea que en MSCs de
tejido adiposo mientras que la expresion de Nanog en este ultimo tejido fue 2,5

veces mas alto que en médula 6sea. (P <0,01) (Park et al., 2012).

Los estudios sobre la biologia de células troncales adultas en el tejido uterino estan
muy por detrds de otras areas de la investigacion con células tumorales a pesar de
que el utero experimenta los cambios proliferativos mas extensos y la remodelacion

en mamiferos adultos.

Diversos investigadores consideran que en la mujer y el ratén el reemplazo de
células endometriales después de la menstruacion y durante el estro,
respectivamente, asi como el crecimiento uterino durante la gestacion en ambas
especies, depende de la activacion, proliferacion y diferenciacion de las células
troncales/progenitoras presentes en el tejido uterino (Gargett y Masuda, 2010; Ono

et al., 2007; Teixeira et al., 2008).

Las células troncales Mesenquimales (MSCs) estan presentes en varios érganos y
tejidos, incluyendo el endometrio de mujeres, bovinos, ratones y cerdos (Chan et
al., 2004; Gargett, 2007; Miernik and Karasinski, 2012) de donde pueden ser
aislados y cultivados in vitro autorrenovandose de manera constante y manteniendo
un fenotipo indiferenciado. Las células troncales mesenquimales pueden ser
inducidas a diferenciarse en diversos linajes mesodérmicos in vitro e in vivo, cuando
son sometidas a los estimulos apropiados (C. Hoffmann et al., 2009; Kocaefe et al.,

2010; Vater et al., 2011; Violini et al., 2009).



Aunque las MSCs pueden obtenerse de diferentes fuentes como células derivadas
de médula 6sea y cordén umbilical; las MSCs constituyen solamente un 0.0001-
0.01% de todas las células de médula 6sea (Pittenger et al., 1999) y tienen una
esperanza de vida limitada; sin embargo el tejido adiposo contiene centenares de
miles de MSCs en cada gramo de grasa (Sen et al., 2001) el cual puede obtenerse
mediante procedimientos de lipoaspiracion de manera sencilla, ademas tiene la
ventaja de tener un potencial igual o similar de diferenciacion de otras fuentes de
MSCs; por estas razones, son usadas de manera extensa. En el caso del Gtero es
una fuente de gran cantidad de células troncales ya que puede extirparse todo el
organo, pues no se trata de un érgano vital, en hembras que no sean destinadas a
la reproducciéon o que su periodo reproductivo haya finalizado, algo que no es
posible con otras fuentes de células troncales del adulto. Recientemente se ha
demostrado que las MSCs obtenidas del endometrio humano o de la sangre
menstrual tienen la capacidad para diferenciarse in vitro en células del linaje
mesodérmico, del mismo modo han pasado diversas pruebas clinicas en seres
humanos al evaluar la seguridad y eficacia en pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva y en pacientes que han sufrido infarto del miocardio al observar una
mayor recuperacion y reduccion de la fibrosis (Bockeria et al., 2013), por lo que

desafia el papel del tejido adiposo como la mejor fuente de MSCs.

Las MSC poseen caracteristicas tales como la clonogenicidad y la
multipotencialidad, ya que pueden diferenciarse in vitro en linajes adipogénicos,
condrogénicos y osteogénicos. Estas células pueden inducirse a diferenciar in vitro

no solo los linajes mesodérmicos sino también endodérmicos y ectodérmicos. Asi
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gque muestran una gran capacidad regenerativa para varios O0rganos y tejidos

incluyendo el endometrio.

La capacidad de inmunomodulacién de las MSC puede facilitar su uso clinico
alogénico en medicina regenerativa y puede tener importantes implicaciones en el
crecimiento tumoral. El endometrio es una fuente alternativa y accesible para MSCs
en seres humanos, ratones, vacas, cerdos y ovejas, sin embargo, dicha capacidad

debe ser determinada en estas células

Existen algunas evidencias basadas en estudios de clonacion celular en seres
humanos en los que se han demostrado la existencia de MSCs en la lamina propia
del endometrio en mujeres (Cervello et al., 2007; Gargett, 2004; Schwab et al., 2005;
Tanaka et al., 2003). Estas células se han propagado clonalmente in vitro y logrado
la expresion de diversas proteinas que constituyen marcadores moleculares de
células troncales mesoteliales como son: Oct4, CD14, CD34, CD45 y Stro-1 (Meng
et al., 2007). In vitro se ha podido inducir su diferenciacién en cardiomiocitos, células
epiteliales respiratorias, células nerviosas, miocitos estriados esqueléticos, células
endoteliales, linajes pancreaticos, hepaticos, adiposos y osteogénicos y se han
propuesto como una alternativa ética autologa para la regeneraciéon endometrial en
mujeres (Meng et al., 2007) a pesar de que el endometrio cuenta con sus propias
células troncales que pueden llevar a cabo esta funcion sin requerir adicion de
MSCs provenientes de otra fuente. Se ha aprobado el uso de células MSCs en
ensayos pre-clinicos en animales y en pruebas clinicas en humanos desde 2008 sin

mostrar efectos negativos en pacientes (Bockeria et al., 2013). La mayoria de la
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investigaciéon sobre MSCs endometriales se ha realizado en seres humanos, sin
embargo, en ratones también se han descrito poblaciones de células troncales
endometriales en el tejido epitelial y el conjuntivo del endometrio (Gargett, 2007;
Schwab et al., 2005) asi como en el oviducto cerca del ampula (Y. Wang et al.,
2012). En los animales domésticos se han aislado células troncales/progenitoras en
el endometrio uterino de la vaca (Donofrio et al., 2008). Estas células se podrian
diferenciar al linaje osteogénico in vitro y exhibir propiedades relacionadas
principalmente con células derivadas de la médula ésea. Mas recientemente
también se ha demostrado la presencia de MSCs endometriales en cerdas jévenes
y cerdas adultas, sin embargo no se menciona que el numero de células sea similar
en éstos grupos de animales; éstas células exhibieron diferentes marcadores de
superficie comparadas con el ser humano, los ratones y las células
troncales/progenitoras endometriales (CTPE) del bovino ya que fueron positivas a:
CD29, CD44, CD105, CD140b y CD144, mientras que fueron negativas a CD34,
CD45 y el factor de transcripcidon nuclear Oct4 (Miernik and Karasinski, 2012). No
se ha estudiado la presencia de células MSCs endometriales en otras especies
domeésticas como la perra a pesar de tener gran interés clinico ya que padecen de
ciertas afecciones como la hiperplasia endometrial quistica y diversos tumores

uterinos.

El estudio de las MSC endometriales en animales domésticos es un campo nuevo
y prometedor, ya que a través de la comprension de la fisiologia y biologia de estas
células, la fisiopatologia de las enfermedades reproductivas, como la hiperplasia del

endometrio quistico en los perros y la endometriosis equina, podria ser mejor
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comprendida para proponer nuevos tratamiento, dicho estudio también puede
ayudar a entender y tratar los problemas de infertilidad debido a la hipoplasia o la
atrofia endometrial.
En los bovinos se han realizado estudios inmunohistoquimicos en los que CTPE
fueron positivas fundamentalmente a: Oct4, SOX-2 y CD44, considerados como los
principales marcadores moleculares de estas células in situ (Cabezas et al., 2014).
Oct4 y SOX-2 son factores de transcripcion donde reside en parte la
pluripotencialidad (Park et al., 2011; Schwab et al., 2008) y CD44 es un marcador

de células troncales del adulto (Taylor, 2004).

Bajo la influencia de hormonas esteroides, tales como el incremento ciclico en la
concentracion plasmatica del estradiol, las CTPE migran y producen un incremento
de células progenitoras que a su vez se diferencian en células diferenciadas
especializadas, como son epiteliales, estromales y vasculares dentro de un
determinado microambiente. Se desconoce si estas células se encuentran en
cantidades similares sin la influencia de estas hormonas esteroides en animales en
anestro y si existen diferencias en el numero de células que expresan a Sox-2 en

perras adultas y gerontes
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HIPOTESIS

Se han identificado células inmunopositivas al marcador de pluripotencia Sox-2 en

el utero de diversas especies de mamiferos, por lo que es posible que se observen

en el Gtero de perras tanto adultas como gerontes en cantidades y localizacion

histolégica similares.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por procedimientos inmunohistoquimicos la presencia y localizacién de

células troncales/progenitoras inmunopositivas al marcador de pluripotencialidad

Sox-2 en el endometrio y miometrio de perras adultas y gerontes en anestro, para

conocer las posibles modificaciones en la cuantificacion de estas células.

1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar por inmunohistoquimica y cuantificar las células Sox-2 positivas en
el endometrio y miometrio de perras adultas y gerontes en anestro.
Caracterizar la morfologia, localizacién histoldgica y cercania a los vasos
sanguineos de células inmunopositivas a Sox-2 del endometrio y miometrio
de perras adultas y gerontes en anestro.

Comparar el numero, localizacion y morfologia de las células
inmunopositivas a Sox-2 de los dos grupos estudiados: perras adultas y

gerontes en anestro.
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MATERIAL Y METODOS

1.Animales

Se utilizaron 12 perras en diferentes edades que se dividieron en los siguientes
grupos (n=6):

Grupo I: Perras adultas en edad reproductiva (de 2 a 6 afos).

Grupo IlI: Perras gerontes (7 afios en adelante).

Grupo llI: 3 cordones umbilicales de perro que se consideraron como testigo.
Ademas de los dos grupos anteriores se recolectaron 3 cordones umbilicales de
perro para ser utilizado como grupo testigo. Se procesaron también muestras de
cordén umbilical humano con la finalidad de corroborar la presencia de células
inmunopositivas, ya que el anticuerpo primario esta dirigido a proteinas de estas
células. Este material fue donado por la Facultad de Medicina de la UNAM.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

a) Hembras de diferentes razas y edades de acuerdo a los grupos mencionados
(adultas y gerontes).

b) Todas las hembras consideradas no presentaron alteraciones funcionales en
el tracto reproductor.

c) Para ambos grupos se escogieron aquellas que de acuerdo con las
caracteristicas morfolégicas del Gtero y de los ovarios de los animales
estuvieran en anestro. Durante el anestro, el endometrio es delgado y esta
revestido por epitelio cubico simple. Las glandulas uterinas se esparcen, y

tienen forma tubular ramificada o simple. Durante el anestro los ovarios estan



15

en reposo. El cuerpo Idteo continda su involucion y el desarrollo folicular se

detiene. (Banks et al., 1996).
2. Obtencion de muestras

Todos los animales incluidos en el estudio se sometieron quirdrgicamente a ovario-
salpingo histerectomia (OSH), con todos los procedimientos protocolarios y
precauciones de una cirugia convencional.

Los uteros se lavaron intraluminalmente dos veces con SSF estéril y el tercio medio
de cada cuerno se introdujo en una solucion de Paraformaldehido al 4% en PBS pH
7.4 (solucién de PAF), por un maximo de 24 horas.

Se determiné la edad de los animales de acuerdo a la historia clinica y por su

morfologia ovarica se clasificaron en la etapa de anestro.

3. Procedimiento Inmunohistoquimico

Posteriormente las muestras se procesaron rutinariamente mediante un procesador
automatico de tejidos (American Optical p 800®) para su inclusion en parafina y se
cortaron mediante un micrétomo (Spenser 820®) a 4-5 upm de grosor,
posteriormente se colocaron en laminillas previamente tratadas con Poly-L-lisina
(Sigma®).

Las muestras se desparafinaron a 37°C durante toda la noche y rehidrataron a
través de concentraciones decrecientes de alcohol a PBS. Para la recuperacion
antigénica se llevd a cabo mediante la colocacion de las muestras en frascos de

Koplin con una solucion de Citrato de sodio 0.1 mM a un pH de 6 en autoclave a
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90°C durante 10 min. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 10 min y
después de este procedimiento, las laminillas se colocaron en solucién PBS (pH
7.4) durante 5 min. y se incubaron sucesivamente en peréxido de hidrégeno al 3%
en PBS por 10 min. a temperatura ambiente con la finalidad de inactivar las
peroxidasas endogenas; para inactivar los sitios inespecificos se les colocaron
gotas de suero de caballo (2.5%) por 10 min.; después para su permeabilizacion se
hicieron tres lavados con una solucién PBS-Triton X-100 al 0.05% en PB, finalmente
se hicieron nuevamente 3 lavados con solucion de PBS-Triton X-100.
Posteriormente las secciones se incubaron con el anticuerpo primario (diluido
1:200); se emplearon como anticuerpo primario contra la proteina SOX2 (anticuerpo
monoclonal desarrollado en el conejo Santa Cruz, clona H-65), se coloc6 en una
camara humeda a una temperatura de 2-4°C durante toda la noche.

Para evidenciar la reaccion antigeno-anticuerpo, se utilizé un segundo anticuerpo
del kit ImmPRESS™ HRP Universal Antibody (Vector Laboratories) que consiste en
un polimero desarrollado en caballo que contiene ademas del segundo anticuerpo
(Anti-Mouse 1gG/Anti-Rabbit IgG) la enzima peroxidasa. Las muestras se colocaron

en una camara humeda durante 2 hrs. Con gotas de este Kit.
Posteriormente las muestras se lavaron en PBS durante 5 min.

La actividad de la peroxidasa fue revelada usando 3,3'-diaminobenzidina (DAB) y
como substrato H202 al 0.015% en una solucion proporcionada por el fabricante (Kit
de revelado de Vector Laboratories) durante un lapso de 30s a 3 min. Monitoreando
la reaccion al microscopio fotonico. Una vez que la reaccién fue evidenciada las

muestras se colocaron en agua destilada.
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Después las secciones se contrastaron con Hematoxilina de Mayer, se
deshidrataron y montaron con medio de montaje (Permount). Se utilizaron cortes
como testigo en los cuales el primer anticuerpo se sustituyo por suero normal de
caballo (ImMmPRESS™ HRP Universal Antibody Kit, Vector Laboratories) (Garcia del

Moral, 1993; Goulding et al., 1995).

Las observaciones y las imagenes fueron hechas usando un microscopio optico
(Carl Ziess) unidos a una cadmara de video unido a una computadora y un software

de digitalizacién de imagenes (Image proplus) para su analisis y almacenamiento.

La inmunotincién se visualizé en un microscopio Carl Zeiss adaptado con una
camara digital (Leica DMLS). El nimero de células inmunopositivas en el epitelio y
en el estroma se determind utilizando una reticula micrométrica (Carl Zeiss) con el
objetivo de 40X, teniendo un aumento total de 400X. La intensidad de la
inmunodeteccion se cuantifico y clasificd por grados de intensidad como se describe

mas adelante.

4. Cuantificacion celular

La totalidad de las células inmunopositivas a Sox2 presentes en el epitelio, estroma
y musculo liso del utero, para lo cual se realiz6 la cuantificacién en un total de 50
campos microscépicos (de 40 000 um? cada uno), lo que representa un area total
de 2mm?. Se analizaron todos los nucleos de cada seccion. Se determiné la
intensidad de la marca de los nucleos asignando los siguientes valores: 0, ausente;
1, ligera; 2, moderada y 3, intensa. Se calcul6 el puntaje histologico (HSCORE) de

la siguiente manera: HSCORE = X Pi (i + 1), donde i= 1, 2 0 3, Pi corresponde al



18

porcentaje de cada intensidad, determinado en el rango de 0 a 100% (Lessey et al.,

1988).
5. Analisis histomorfologicos
a) Localizacion histologica de células inmunopositivas en el Utero:

Se determind inicialmente el porcentaje de células inmunopositivas presentes en el

endometrio y miometrio.

Posteriormente se determind la localizacion de las células inmunopositivas dentro
del endometrio en tres regiones de la lamina propia: superficial, intermedia y
profunda; estas regiones se determinaron dividiendo en tercios proporcionales la
longitud existente desde el limite inferior del epitelio de revestimiento superficial

hasta el inicio del miometrio.

b) Presencia de células inmunopositivas a Sox-2 en relacion con su proximidad

a los vasos sanguineos de la lamina propia del endometrio

Se determiné la presencia de células inmunopositivas a Sox-2 en relacién con su
proximidad a los vasos sanguineos de la lamina propia del endometrio para lo cual
se tomo el siguiente criterio: se considerd una ubicacién cercana si la distancia entre
el vaso sanguineo y la célula inmunopositiva era igual o menor a 40 um y lejana si

esta distancia era mayor a 40 pm.
c) Morfologia general de las células inmunopositivas

Se determiné el porcentaje de células inmunopositivas de acuerdo a la morfologia

general de los diferentes grupos, para lo cual se clasificaron en dos tipos: células
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redondas y alargadas. Las células redondas fueron aquellas en las que existié una
proporcion entre ancho y largo (largo no mayor a 2 um en relacion con el ancho) y
alargadas aquellas donde claramente predominaba el largo (mas de 2 um de
longitud sobre el ancho). Se determin6 también el porcentaje de la forma de células
inmunopositivas en el cordon umbilical del perro utilizando el mismo criterio que

para las células del endometrio.

6. Analisis de los datos

Se realiz6 un Analisis de Varianza de una sola via (ANOVA), seguida de una prueba
de Tukey para determinar diferencias significativas de los datos obtenidos por la
cuantificacion celular, ademas se utilizé el Programa Prism 5.02 (Graph Pad, CA,

USA) para calcular los valores de probabilidad.
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RESULTADOS

Para el procedimiento inmunohistoquimico se seleccionaron solamente aquellos
animales que presentaron caracteristicas ovaricas y en el Gtero compatibles con
hembras en anestro (Fig.1 y Fig.2) siguiendo los criterios sefialados en la seccion

de Materiales y Métodos (Criterios de inclusion).

Una vez realizado el procedimiento inmunohistoquimico en el cordén de perro y
humano se identificaron células inmunopositivas en el tejido conjuntivo laxo mucoso
gue se conoce como la Gelatina de Wharton. Las células inmunopositivas mostraron

una marca intranuclear (Fig.3 Ay B).

En el endometrio de las perras del grupo | y Il se observaron células inmunopositivas
a Sox-2 con una marca claramente intranuclear en la mayoria de las células y de

manera excepcional en el citoplasma (Fig.4 Ay B).

Se observaron también células inmunopositivas en el miometrio de las perras

adultas como gerontes (Fig. 5y Fig. 6 Ay B).

El ndmero de células inmunopositivas a Sox-2 por campo microscoépico fue muy
escaso en el endometrio uterino en las hembras adultas que tuvo un promedio de
0.7333 +- 0.05513 y gerontes con un promedio de 0.7500 +- 0.06596 en
comparacion con el promedio de células inmunopositivas por campo presentes en
la Gelatina de Wharton del cordon umbilical del perro del grupo Il (tejido testigo)
con promedio de 5.920 +- 0.6954, éste incremento es aproximadamente mas de 8

veces la cantidad presente en los dos primeros grupos (Fig. 7).
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Cuando se compararon los valores de las medias del HSCORE por la prueba de
Tukey y ANOVA, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales (adultas y gerontes) mientras que en el grupo testigo (cordones
umbilicales) se observo un incremento significativo en sus valores (p<0.0001) (Fig.

8).

Las células inmunopositivas a Sox-2 se localizaron en su mayor parte en el
endometrio de los animales adultos (89% del total) y gerontes (93% del total), y en

el miometrio el porcentaje restante (11% y 7% respectivamente) (Fig. 9A).

En cuanto a la localizacion histolégica de células inmunopositivas a Sox2 en el
endometrio: en los animales adultos y gerontes el mayor porcentaje de células
inmunopositivas se observo en la region profunda (62% y 57% respectivamente)
cercana al miometrio, después siguid la porcion intermedia (25% y 29%
respectivamente) y el menor porcentaje se observo en la porcidén superficial (4% vy

5% respectivamente) (Fig. 9B)

En relacion con la presencia de células inmunopositivas a Sox-2 en relacién con su
proximidad a los vasos sanguineos de la lamina propia del endometrio, se observé
que el 76% de las células de las hembras adultas se tuvieron ubicacion lejana
mientras que el 24% ubicacion cercana. En las hembras gerontes la ubicacion de

las células inmunopositivas fue similar (lejanas 70%, cercanas 30%) (Fig.10).

En cuanto a la morfologia general de las células inmunopositivas, tanto en los
animales adultos como gerontes predominaron las células alargadas (59% y 68%

respectivamente) en relacibn con las células redondas (41% y 32%
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respectivamente), estos datos muestran que el porcentaje de células alargadas se
incrementd en mas del doble en los animales gerontes en relacion con los adultos.
Cuando se determind el porcentaje de la forma de células inmunopositivas en el
cordon umbilical del perro se observo un 67% de células alargadas y el restante

células redondas (Fig.11)
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DISCUSION

A) Gelatina de Wharton como control positivo para células que expresan
Sox-2.

En las células troncales embrionarias se expresan en altos niveles tres factores de
transcripcion: Sox-2, Oct-%2 y Nanog (Avilion et al., 2003; Boyer et al., 2005), estos
mismos factores fueron identificados en el cordon umbilical de varias especies, entre
ellas el cerdo (Carlin et al., 2006). En otros tejidos embrionarios o fetales como la
placenta del perro (Saulnier et al., 2016) y el cordon umbilical humano (Beeravolu
et al., 2016) se han descrito células que expresan baja ARNm de Sox-2, pero no asi
OCT4 y Nanog (Carlin et al., 2006), también se obtuvieron tejidos neonatales como
el amnios y el conjuntivo del cordén umbilical (llamada gelatina de Wharton) a partir
de los cuales se aislaron células troncales mesenquimales (MSC) en las que se
evaluaron sus propiedades de diferenciacion e inmunomoduladoras, las cuales
resultaron ser similares al de las MSC de los animales adultos tomados de la
médula 6sea (Saulnier et al., 2016) las MSC tienen la capacidad de diferenciarse en

los tres linajes mesodérmicos: adipogénico, condrogénico y osteogénico.

Por lo anterior, nosotros utilizamos como un control positivo tejidos con células
inmunopositivas a Sox-2, como es el caso del cordon umbilical de humano y de
perro, ya que se ha reportado que las células presentes en la gelatina de Wharton
expresan marcadores de células troncales embrionarias como son Oct3/4 y Sox-2
(Banitalebi Dehkordi et al., 2016; Higuchi et al., 2015; Lee, 2012). Otros tejidos en
los que se ha reportado la presencia de células positivas a Sox-2 en el perro es la

placenta (Saulnier et al., 2016) y estructuras que se pueden observar en cultivos
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celulares llamadas neuroesferas producidas a partir de células troncales
mesenquimales de la médula espinal (Chung et al.,, 2013). En los estudios
inmunohistoquimicos del cordon umbilical las células inmunopositivas a Sox-2 se
han observado de manera intranuclear en la mayor parte de los casos (Gotte et al.,

2011a; Pitynski et al., 2015).

De manera interesante, las MSC del cordon mostraron una apariencia fibroblastica
en todos los tejidos neonatales (Saulnier et al., 2016), de manera similar a las
células Sox-2 positivas que nosotros observamos en cortes de cordén umbilical de
perro (Figura 3). En nuestro estudio la localizacion de las células inmunopositivas a
Sox-2 se observo en la gelatina de Wharton del cordén umbilical, tal como se ha
descrito previamente por otros autores (Higuchi et al., 2012; Lee, 2012). El tejido
conjuntivo mucoso del corddn umbilical (gelatina de Wharton) se ha considerado
como una fuente muy importante de células troncales mesenquimales, las cuales
se ha demostrado que tienen una gran potencialidad en la medicina regenerativa,
por su gran capacidad de diferenciacion, su capacidad inmunomoduladora, ademas
de poderse aislar grandes cantidades de ellas en estas células y su facil obtencion

(Banitalebi Dehkordi et al., 2016).

Las células que observamos en el cordon mostraron apariencia fibroblastoide o
alargada en un 81% del total (figura 3a'y 11), lo cual concuerda con otros estudios
(Beeravolu et al.,, 2016) de células troncales del corddén umbilical de humano
aisladas que también mostraron morfologia fibroblastoide y expresaron CD29,
CD44, CD73, CD90 y CD105, ademas de la evidencia de diferenciacion en linajes

multiples in vitro, en estas células se expresaron niveles bajos de genes de
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pluripotencia, como son OCT4, NANOG, KLF4, ademas de Sox2. (Beeravolu et al.,

2016).

Como fuente de células troncales, se ha estimado la produccion de MSC (Sox-2
positivas) en el cordon umbilical de humanos en 6 a 10 millones de células después
de 8 a 10 dias en el cultivo primario, después de su identificacién y aislamiento, y
de 1x 108 en 28 a 30 dias (Banitalebi Dehkordi et al., 2016). Esta gran capacidad de
obtencioén de células inmunopositivas concuerda con la mayor densidad celular que
observamos en los cortes de cordén umbilical de humanos y del perro (figuras 3a'y
11).En la médula 6sea las células troncales mesenquimales constituyen el 0.0001-
0.01% del total de células, por lo que el cordén umbilical y particularmente la gelatina
de Wharton resulta ser una fuente rica en células troncales, en comparaciéon con
otras como lo es la médula 6sea, ademas de que su obtencién después del parto
es sencilla y no implica mayor invasividad como en el caso de la médula 6sea. Sin
embargo, tiene el inconveniente de que no puede obtenerse en cualquier momento

de la vida del paciente.
B) Cuantificacion de células positivas a Sox-2 en el utero

En el Utero de las perras el promedio del nimero de células inmunopositivas en Sox-
2 fue muy escaso tanto en las hembras adultas (0.7333 £0.055) como gerontes
(0.7500+0.065) en comparacion con las células que cuantificamos en el cordon
umbilical de la perra (5.920+0.69), es decir aproximadamente 8 veces mas que en
el uUtero (Figuras 3a, 4a y 7). En otros tejidos como el colon de humano se han
identificado células en escaso numero (0.01%), mientras que en la epidermis,

prostata y glandula mamaria llega hasta el 5% aproximadamente (Chan et al., 2004).
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En general las células que poseen caracteristicas indiferenciadas son reguladas de
manera estricta, ya que un incremento desordenado de estas podria originar serios
problemas en la homeostasis tisular, como es el caso de tumores, como se

menciona mas adelante.

Si comparamos las cuantificaciones de células de ambos grupos (adultas y
gerontes) observamos que no existieron diferencias significativas entre ellas (Figura
7), lo cual implica que a pesar de la edad de las perras gerontes el nimero promedio
de células positivas a Sox-2 permanece sin cambios; sin embargo se sabe que los
procesos de regeneracion tisular disminuyen con la edad del animal, y que el Utero
no conserva su misma capacidad funcional y de regeneracién en individuos seniles
en comparacion con los animales mas jovenes. Existen algunas evidencias que
indican que a pesar de contar con un numero de células indiferenciadas la
capacidad de diferenciacion celular va disminuyendo conforme se incrementa la
edad del animal, ya que el nicho parece modificarse (envejecer) de acuerdo a la
edad y hace que el proceso de regeneracion sea menos efectivo (Carlson and

Conboy, 2007)
C) Caracteristicas morfolégicas de las células inmunopositivas a Sox-2

Sox-2 es un factor de transcripcién especifico que regula la determinacion,
diferenciacion y proliferacion de células troncales tanto del embrion como del adulto.
Sox-2 se acumula en el citoplasma de los ovocitos en crecimiento y persiste en
todas las células al menos hasta la fase de blastocisto, cuando se exporta desde
los nucleos al citoplasma de las células del trofoblasto (Avilion et al., 2003). Se ha

descrito la presencia de células que expresan Sox-2 en células de la retina del pollo



27

durante los primeros dias del desarrollo embrionario (Le Rouédec et al., 2002)
ademas de otros tejidos embrionarios. En organismos adultos también se han
identificado en poblaciones de células troncales/precursoras dentro del SNC, el

papel que juegan estas diferencias aiin no se conoce (Avilion et al., 2003).

Se ha observado que la proteina Sox-2 se puede transportar entre el citoplasma y
el ndcleo de células del raton durante la embriogénesis temprana. (Sarkar and
Hochedlinger, 2013), mientras que la marca en las células del trofoblasto es
exclusivamente citoplasmatica. En el endometrio de la mujer, estudios con
microscopia de inmunofluorescencia revel6 la presencia de marca inmunopositiva
tanto en el nucleo (coloracién perinuclear), como también en el citoplasma de
células de la lamina propia que colocalizaba con la marca para la telomerasa. (Gotte
et al.,, 2011a). En nuestro estudio observamos la presencia de la marca
inmunopositiva a Sox-2 de manera intranuclear practicamente en todas las células
analizadas y so0lo de manera excepcional en el citoplasma, esto concuerda con el
hecho de que Sox-2 es un factor de transcripcion de una gran cantidad de genes
(1279 genes) que la célula requiere para mantener su pluripotencia. Los factores de
transcripcion son proteinas intranucleares que interactdan directamente con el DNA
para poder realizar su funcién. La marca citoplasmatica observada de manera
ocasional puede deberse al hecho de que todas las proteinas de uso intracelular
son sintetizadas en el citoplasma (en particular en los polisomas), incluso las que
cumplen funciones en el nucleo (como son los factores de transcripcion) y

posteriormente seran importadas por este (Alberts et al., 2013).
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Ademas de la localizacion intracelular funcional de Sox-2 (nucleo o citoplasma)
recientemente se ha encontrado una sefial de exportacién nuclear dentro del HMG
box de varias proteinas de la familia SOX, por ejemplo, SOX10 que requiere
activamente el desplazamiento nucleo-citoplasmico para la transactivacion de
genes diana in vitro, mientras que la inversiéon del sexo puede inducirse en gbnadas
XX cultivadas utilizando un inhibidor que da como resultado el secuestro nuclear de
SOX9. En el caso particular de Sox-2 contiene una sefial de exportacion putativa
similar, aunque se requiere de mas experimentos para dilucidar su funcién. (Sarkar

and Hochedlinger, 2013).

La inmunotincion con Oct3/4 y Sox2 en MSCs. tanto en células troncales de médula
0sea (BM) como en tejido adiposo (AT-MSC), Oct3/4 se detectd en la fraccion
nuclear, mientras que Sox2 se detecto6 en la fraccion citoplasmatica en caninos. Se
sabe que varios factores de transcripcion estan localizados en la fraccion
citoplasmica, como las familias Tead y FOXO. Estos estudios mostraron actividad
inhibitoria de los factores de transcripcion. Por lo tanto, es posible que inactiven
Sox2. Ademas, Sox2 se localizé en el nucleo en ESC caninos. Existen muchas
diferencias funcionales entre los ESC y los MSC. Por ejemplo, los ESC forman
teratomas en los testiculos, pero los MSC no. Por lo tanto, se ha sugerido que la
localizacion restringida de la proteina Sox2 puede conducir a la falta de proliferacion
de MSC in vivo, asi como el mantenimiento de la pluripotencia de MSC in vitro.

(Takemitsu et al., 2012).

D) Células inmunopositivas a Sox-2 como candidatas para MSC en el
endometrio de la perra
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Las EnSCs son MSCs capaces de propiedades de diferenciacion de linajes
mesodérmicos, endodérmicos y ectodérmicos tales como hepatocitos, células
neurales, osteoblastos, musculo liso, cartilago, masculos cardiacos, adipocitos,
megacariocitos y tejidos pancreaticos que proporcionan el potencial para su

aplicacion clinica. (Ghobadi et al., 2015).

La deteccion de SOX2 esta de acuerdo con la expresion endometrial de factores de
transcripcion asociados a la pluripotencia, tales como OCT4 y NANOG, sugiriendo
posiblemente la existencia de diferentes células troncales endometriales
caracterizadas por marcadores de células troncales de adultos (CD146, MSI1,
NOTCH1) o mediante una forma embrionaria similar a células troncales (SOX2,

OCT4, NANOG), respectivamente. (Schiring et al., 2011).

Se investigaron los efectos del cultivo de baja densidad comparado con el cultivo de
alta densidad en MSCs de médula 6sea (BM) y marcadores de pluripotencia de
multipotencialidad. La supresién de Sox2 inhibi6 de manera significativa la

multipotencialidad celular, asi como su proliferacion (Yoon et al., 2011).

Ademas, las células de animales knock-out a Sox2 no podian formar colonias, y su
crecimiento poblacional fue detenido con un fenotipo senescente. En otro estudio,
la mayoria de las MSC sobreexpresaron Sox2 eran pequefias y presentaban altas
capacidades proliferativas y osteogénicas de MSC humanas derivadas de la médula
Osea (BM). Dichos resultados sugieren que Sox2 es un esencial para la proliferacién
y diferenciacion osteogénica de MSC y sin que pierdan su funcion de células

troncales. (Yoon et al., 2011).
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Las células troncales derivadas de biopsias endometriales presentaban
propiedades tales como clonogenicidad, capacidad de cultivo a largo plazo,
potencial de diferenciaciéon multilinaje, expresién de CD146, CD90, CD73, CD105,
MS11, NOTCH1 y SOX2; Y la falta de expresién de CD34 y CD14. Las EnSCs son
MSCs capaces de diferenciarse linajes endodérmicos, mesodérmicos Yy
ectodérmicos tales como hepatocitos, células neurales, osteoblastos, musculo liso,
cartilago, musculos cardiacos, adipocitos, megacariocitos y tejidos pancreaticos

gue proporcionan el potencial para su aplicacion clinica (Ghobadi et al., 2015).

En el caso de la mujer es probable que las células progenitoras endometriales se
encuentren en el estrato basal. Sin embargo, es perfectamente posible que también
estén presentes en el funcional. Las células ABCG2+ humanas se pueden encontrar
en el endotelio tanto de las capas funcionales como basales del endometrio.
Ademas, se ha demostrado que la regeneracion epitelial de la superficie endometrial
se logra a través de la diferenciacion celular de las células del estroma y no la
proliferacion de las glandulas epiteliales basales, por lo que es posible que las
células hijas de las células troncales endometriales sufran transicion mesenquimal
a epitelial y por lo tanto contribuyen a la regeneracion endometrial durante el ciclo

menstrual humano. (Maruyama, 2014).

Células Sox-2 positivas son mas numerosas de manera significativa en muestras
de endometrios de mujeres en fase proliferativa en comparaciéon con una fase
secretora y menos frecuentes en un endometrio en fase secretora en comparacion
a un tejido endometrial. (Gotte et al., 2011), lo cual aparentemente indicaria que en

la mujer pueda existir un posible control a partir de hormonas esteroides de origen
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ovarico, sin embargo, en nuestro estudio dichas influencias trataron de minimizarse
al utilizar animales en anestro. Se desconoce si puedan existir variaciones ciclicas

de estas células a lo largo del ciclo estral de la perra.

Se ha informado (Cabezas et al, 2014) la existencia de células
troncales/progenitoras mesenquimales en el endometrio de la vaca en diversas
etapas del ciclo estral que expresan marcadores genéticos embrionarios como son
Oct3/4 y Sox-2, ademas de otros marcadores mesenquimales (STAT, CD44 y c-kit),
ademas se determind la presencia de las proteinas codificadas Oct3/4, CD44 y Sox-
2. De manera similar, en nuestro estudio nosotros demostramos por primera vez
(hasta donde tenemos conocimiento, con base a la literatura consultada) la
presencia de células que expresan la proteina Sox-2 en perras adultas y gerontes.
Otros autores han identificado transcritos de Oct3/4 pero no Sox-2 en el endometrio
de humanos (Matthai et al., 2006; Miernik and Karasinski, 2012; Ono et al., 2007) y
en endometrio y tubas uterinas (oviductos) del raton (Y. Wang et al., 2012). En el
estudio de Cabezas se identifico por inmunohistoquimica las células positivas a Sox-
2 en el epitelio glandular y en el conjuntivo de la lamina propia; mientras que en
nuestro estudio nosotros Unicamente localizamos las células en el conjuntivo y en
el miometrio, no en las células epiteliales ni de revestimiento, ni glandular, la razén
de esta discrepancia no se conoce, sin embargo ademas de las diferencias propias
de especie y las edades de los animales del estudio de Cabezas y col. (2014) y el
nuestro, las perras que analizamos eran animales en anestro, mientras que las

vacas estudiadas por Cabezas et al. (2014) eran animales en dos etapas del ciclo
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estral bien definidas: fase latea temprana (dial al 5 post-ovulacién) y fase lutea

tardia (entre el dia 13 y 18 del ciclo) (Cabezas et al., 2014).

En estudios previos, las células SOX-2 positivas se encontraron con frecuencia en
una localizacion descrita como perivascular, aunque en cantidades menores
comparadas con los marcadores de células troncales adultas CD145, STRO1 y
CD90 que muestran un patron de tincion perivascular mas extendido. Estos
hallazgos coinciden con la identificacion de células troncales derivadas de médula
Osea y el concepto de metastasis linfovascular como via patogénica para la
endometriosis (Goétte et al., 2011). En nuestro estudio observamos que la ubicacion
de la mayoria de las células Sox-2 positivas no fue perivascular, pues se localizaron
a una distancia mayor de 40 um de didmetro en los dos grupos estudiados (figura
10). El significado funcional de esta localizacion preferencial no perivascular en la

perra en comparacion con otras especies, esta aun por ser aclarado.

E) Células positivas a Sox-2 y cancer

Las células troncales se han involucrado en el desarrollo del cancer debido a que
presentan varios atributos comunes a las células cancerosas como son el estado
indiferenciado y la expresion de la telomerasa. A pesar de que las células troncales
hematopoyéticas (ademas de otros tipos de células troncales) producen telomerasa,
se ha demostrado que los telomeros de las células troncales se acortan
progresivamente durante el envejecimiento y a continuacion en estrés de las células
hematopoyéticas, especialmente después del trasplante de éstas células (Zant and
Liang, 2003). Esta paradoja entre la expresion de la telomerasa en las células

troncales y el acortamiento de los telédmeros durante el estrés hematopoyético, es
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muy probable que se deba a la expresion en cantidades insuficiente de la
telomerasa para prevenir el acortamiento del teldbmero, pero quizas lo suficiente para
retrasarla. La importancia de los telomeros, la telomerasa y la estabilidad
cromosémica en la tumorogénesis sugiere que tal enlace se encontrard. La
conversién neoplasica de células a un fenotipo cancerigeno (oncogénesis o
carcinogénesis) implica a menudo el descarrilamiento y la subordinacion de un

mecanismo de control normal (Zant and Liang, 2003).

Se ha demostrado que SOX2 funciona como un oncogén en las células de cancer
de ovario epitelial con diversas caracteristicas incluyendo la formacion de
esferoides, la proliferacién celular, la migracion celular, la resistencia a los
medicamentos, y el potencial tumorigénico. El bloqueo de la funcién SOX2 en el
cancer de ovario puede considerarse una base para desarrollar nuevas y eficaces
estrategias terapéuticas dirigidas a CSCs (células troncales de cancer) (Wen et al.,

2017).

Se ha observado la coexpresion de Sox-2 y Oct 4 en tumores sélidos y en algunos
casos se ha demostrado la correlacion en la sobreexpresion de ambos en el cancer
escamoso de eséfago (Wang et al., 2009); en el caso del carcinoma escamoso
cervical la sobreexpresion de Sox-2 pero no Oct3/4 se ha correlacionado
positivamente con el grado de avance del tumor (Ji et al., 2014). Por lo que la
expresion de Sox—2 puede ser considerado un marcador del comportamiento de

ciertos tumores.

Durante mucho tiempo, el perro ha servido como un modelo valioso para las

enfermedades humanas; Por lo tanto, aproximadamente 58% de las enfermedades
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genéticas de los perros se asemejan a trastornos humanos especificos causados
por mutaciones en el mismo gen (Luo et al.,, 2011) y - mas practicamente - la
longevidad de los perros es considerablemente mas larga que la de los roedores,
Por esta razén los modelos de perros proporcionan ventajas en estudios a largo
plazo en los procesos de la enfermedad y en la terapéutica utilizada en comparacion
con los modelos de roedores (Gongalves et al., 2012; Whitworth et al., 2012). Tal es

el caso de las afecciones tumorales o cancerigenas del Gtero.

F) Perspectivas del estudio de células Sox-2+ en el utero

a) Muchas alteraciones reproductivas estan asociadas con una proliferacion
endometrial anormal, por lo que se ha propuesto que las células troncales
endometriales podrian desempefiar un papel importante en la fisiopatologia de
enfermedades como la endometriosis en humanos, la adenomiosis, problemas de
infertilidad por hipoplasia o atrofia endometrial (Deane et al., 2013), y probablemente
en algunas enfermedades de importancia en la Medicina Veterinaria, como la
hiperplasia endometrial quistica en perras, la endometriosis equina y el cancer

endometrial.

b) En el caso de que las células troncales endometriales sean las responsables de
la regeneracion endometrial durante cada ciclo estral, entonces su disminucion en
namero o en su funcidén podria resultar en un endometrio delgado e incapaz de
soportar la implantacion embrionaria (Gargett y Healy, 2011) como ocurre en las
mujeres que se encuentran en la menopausia. Sin embargo, se ha reportado que si
estas mujeres son sometidas a una terapia hormonal, las células del epitelio,

estroma y los vasos capilares del endometrio proliferan y se diferencian (Ettinger et
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al., 1997). Incluso se ha demostrado que es posible que la regeneracion resulte en
la formacién de una gruesa capa de endometrio capaz de soportar la gestacion aln
en mujeres mayores de sesenta afios que lograron tener hijos por medio de la

técnica de fecundacion in vitro (Paulson et al., 2002).

c) El endometrio en edad reproductiva es un tejido muy dinamico y con enorme
capacidad de renovarse, como sucede en cada ciclo menstrual de la mujer, esta
capacidad es atribuible a la presencia de células progenitoras y/o troncales, estas
células han podido aislarse y cultivarse in vitro, una vez aisladas se han podido
diferenciar en diversos linajes celulares provenientes de las tres hojas
blastodérmicas como son: endodermo, células B de los islotes pancreaticos
(Santamaria et al., 2011), mesodermo, células musculares lisas, adipocitos,
condrocitos , osteoblastos (Gargett et al., 2009) y megacariocitos (J. Wang et al.,
2012) y finalmente del ectodermo, neuronas (Wolff et al., 2011). Esta plasticidad o
versatilidad mostrada in vitro por las células progenitoras/troncales endometriales
tiene gran relevancia en la medicina regenerativa, pues plantea la posibilidad de
obtener todos estos tipos celulares de manera personalizada, del mismo paciente,
sin los riesgos inherentes al rechazo inmunoldégico, y en grandes cantidades, como
es el caso de ciertas afecciones sanguineas en las que se requieren muchos
donadores de plaquetas, si estas células pueden diferenciarse en magacariocitos,
sus células precursoras, no habra necesidad de acudir a estas donaciones (J. Wang
et al.,, 2012). De manera similar podrian tratarse (tedricamente) la diabetes

(Santamaria et al., 2011) y la enfermedad de Parkinson (Wolff et al., 2011).
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d) En humanos, se ha explorado la posibilidad de utilizar a las células troncales
endometriales como tratamiento en el sindrome de Asherman, el cual es
caracterizado por una atrofia uterina debida a un traumatismo y la generacién de
adherencias en el mismo, lo que provoca infertilidad (Deane et al., 2013). En
equinos la endometriosis es una enfermedad cronica degenerativa que causa
infertilidad en yeguas debido a fibrosis endometrial y alteraciones en las glandulas
del atero (Christine Hoffmann et al., 2009). Actualmente no existen tratamientos
efectivos para esta enfermedad, aunque se ha probado que la administracion de
células troncales de tejido adiposo ha logrado evitar la progresion de la enfermedad
(Mambelli et al., 2013). Por lo que el tratamiento de este trastorno con células
troncales endometriales propias del animal o alogénicas podria generar mejores

resultados.

e) En la mujer la endometriosis es un padecimiento cronico que se caracteriza por
la presencia de glandulas y de estroma endometriales fuera de la cavidad uterina
(Seli et al., 2014). Se ha hipotetizado que las células troncales endometriales
podrian desempefiar un papel clave en la fisiopatologia de este padecimiento

(Deane et al., 2013).

La expresién ectopica aberrante de células troncales pueden contribuir a diferentes
patologias a través de metastasis linfovascular, porgue su alto potencial proliferativo
promueve su rapida expansion clonal; el origen monoclonal de algunas lesiones en
el endometrio, se ha corroborado porgue tienen propiedades de cultivo a largo plazo
de clones de células establecidos en las lesiones del endometrio, y el aislamiento

de células progenitoras con alto potencial proliferativo de la sangre menstrual
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apoyan la hipotesis de que las células troncales tienen una participacion muy

relevante en la en la endometriosis (Gotte et al., 2011), por ejemplo.

f) El complejo hiperplasia endometrial quistica/piometra es un trastorno poli-
sistémico que puede ser de curso agudo o crénico que se presenta en perras
adultas y se caracteriza por una hiperplasia del endometrio asociada a una alta
produccion de progesterona y estrégenos y que generalmente se complica con una
infeccion ascendente (Arora et al., 2006). La patogenia de este complejo podria
estar relacionada con la interaccion estrégenos-células troncales endometriales.
Esta interaccidn se ha observado en ratonas, donde se ha sugerido la presencia de
células troncales endometriales (Gargett y Chan, 2006) y donde se han realizado
estudios, retirando quirdrgicamente los ovarios, produciendo una atrofia endometrial
en un plazo de 10 a 14 dias (Chan et al., 2012) y luego induciendo una importante
regeneracion del mismo por medio de la administracion de estrogenos exogenos
(Finn and Martin, 1976; Gargett and Chan, 2006; Gargett et al., 2016). Aunque no
existen reportes de la existencia de células troncales endometriales en perras, es

una hipotesis interesante que deberia estudiarse.

g) En el caso de las afecciones cardiacas las células troncales endometriales
muestran una mayor capacidad de migracién celular, la formacién de nuevos vasos
sanguineos, se demostré que tienen el potencial de ser reactivos clinicos para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca, los mecanismos inmunosupresores por el
cual EnSCs reducen la neuroinflamacién, la capacidad de EnSCs para diferenciarse
en neuronas productoras de dopamina, la diferenciacibn de estas células en

neuronas colinérgicas eficientes, se demostré6 que las EnSCs proporcionan un
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beneficio terapéutico en el modelo de primates de la enfermedad de Parkinson.

(Ghobadi et al., 2015).

Una ventaja de las CTPE es la facilidad para obtenerlas mediante la OSH en perras
y la cantidad de muestra que podemos colectar (todo el érgano). Otra ventaja es su
efecto inmunomodulador que facilita su uso clinico de manera alogénica en la

medicina regenerativa.

Se ha reportado que las CTPE pueden diferenciarse in vitro, ademas de en los
linajes mesodérmicos comunes, en musculo cardiaco y esquelético, en células
provenientes de otras hojas blastodérmicas, tal es el caso de linajes endodérmicos
como células pancreéticas productoras de insulina, epitelio urinario y en linajes
ectodérmicos como neurilemocitos y neuronas dopaminérgicas, por lo que podrian
ser utilizadas para tratar enfermedades como afecciones cardiacas, degeneracion

muscular, diabetes tipo 1 y enfermedades neurodegenerativas.

Ademaés del alcance reproductivo, las MSC endometriales podrian usarse en otros
campos de la medicina veterinaria para el tratamiento de un gran numero de
enfermedades, tales como (a) enfermedades autoinmunes (por ejemplo, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico y diabetes tipo 1), (b) afecciones cardiacas
(por ejemplo, insuficiencia cardiaca), (c) lesiones del aparato musculoesquelético
(por ejemplo, degeneracion muscular), alteraciones del cartilago articular, que son
particularmente importantes en la osteoartritis equina, y displasia de cadera en
perros, (d) enfermedades del tracto urinario (por ejemplo, insuficiencia renal), (e)
procesos neurodegenerativos y lesiones de la médula espinal, (f) tratamiento

tumoral mediante inhibicién del crecimiento y la reduccion del tamafio del tumor, (g)
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el desarrollo de farmacos para el estudio de la toxicidad de los medicamentos o la
eficacia in vitro de los mismos, y finalmente (h) la generacion de modelos animales
para el estudio de enfermedades humanas y enfermedades de origen veterinario de
interés. Ademas, las MSC endometriales pueden convertirse en una herramienta
importante para la ingenieria de tejidos y medicina veterinaria regenerativa (Serrato

Lépez et al., 2017).

A pesar de que el endometrio parece ser una fuente buena y prometedora para las
células troncales/progenitoras, antes de empezar a pensar en sus posibles
aplicaciones clinicas -para las que todavia hay que realizar mucha investigacién
basica previa-, se deben realizar varios ensayos para comparar los aspectos
bioldgicos y fisioldgicos de estas células con otras fuentes de MSC, especificamente

con médula 6sea.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se describe por primera vez (hasta donde tenemos noticia con base
en la literatura consultada) la presencia de células inmunopositivas a Sox-2 en la

lamina propia y el miometrio del Gtero de perras en anestro adultas y gerontes.

La cantidad de células que expresan Sox-2 en ambas regiones histologicas (lamina
propia y miometrio) permanece constante, aunque muy escaso (0.14% en adultas y
0.15% en gerontes), en ambos rangos de edad estudiados, lo que indica que la edad

aparentemente no es un factor que influya en la disminucion de estas células.

No se observaron células inmunopositivas a Sox-2 en el epitelio de revestimiento ni
en el glandular, que es una caracteristica prevaleciente en las células

troncales/progenitoras mesenquimales descritas en otras especies.

La mayor parte de las células se observaron en la lamina propia en relacién con el

miometrio de ambos grupos.

La localizacién de las células dentro de la ldmina propia de ambos grupos, fue en
su mayor parte profunda, lo que sugiere que el nicho de estas células se localiza en
esta region histolégica del endometrio que corresponde al sitio donde se han
descrito células troncales/progenitoras mesenquimales endometriales en otras

especies.

La mayoria de las células positivas a Sox-2 se ubicaron lejanas (mas de 40 um) a
los vasos sanguineos lo cual no concuerda con la ubicacion establecida para el
nicho de las células troncales/progenitoras mesenquimales endometriales

presentes en otras especies, incluyendo el humano cuya localizacién es
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perivascular, esta podria tener implicaciones funcionales o posibles caracteristicas

especificas del nicho de la perra en relacidon con otras especies.

La morfologia predominante de las células Sox-2 positivas es alargada o
fibroblastoide y en menor proporcién con morfologia redondeada, lo que coincide
con la morfologia observada en las CTPE del Utero de otras especies. Sin embargo,
cabe sefalar que el niumero de células alargadas/fibroblastoides de los animales
gerontes se incrementd casi al doble, se desconoce si estas modificaciones

morfolégicas pudieran conllevar también modificaciones fisiologicas.

La mayor parte de las células inmunopositivas a Sox-2 mostraron una marca
intranuclear, lo cual coincide con el hecho de que la funcién principal de Sox-2 es
actuar como un factor de transcripcion que contribuye a mantener la pluripotencia
de las células que lo expresan, sin embargo, una pequefia proporcion de células
mostraron marca citoplasmatica, que indicaria quizas el momento de la sintesis de

la proteina.

De acuerdo con nuestros resultados globales, las células inmunopositivas a Sox-2
del Utero de la perra en funcion de las caracteristicas histomorfologicas estudiadas,
pueden considerarse como posibles candidatos a células troncales/progenitoras

mesenquimales del Gtero de la perra.

El Utero puede ser una fuente factible de obtencion de células Sox-2 positivas con
posibles caracteristicas pluripotentes y de células troncales/progenitoras
mesenquimales, ya que la OSH es una cirugia comdn en perras (y muchas

ocasiones el érgano es desechado); la obtencion de estas células podria tener en
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un futuro multiples aplicaciones clinicas en la Ingenieria Tisular y en Medicina

Veterinaria Regenerativa de pequefas especies.
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FIGURAS

Figura 2. Corte histol6gico de Utero de perra en anestro, aumento total 40X.
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Figura 3. A) Corte histolégico de cordon umbilical de perro con células inmunopositivas
(flechas) B) Corte histologico de corddén umbilical de perro como control negativo,
aumento total 400X.
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Figura 4. A) Corte histolégico de Utero (endometrio) de perra con células inmunopositivas
(flechas), B) Control negativo de corte histoldgico de utero (endometrio), aumento total
400X.



Figura 5. Corte histologico de miometrio de perra con células inmunopositivas a Sox-2
(flechas), aumento total 400X.



53

Figura 6. A) Corte histolégico de miometrio de perra estrato subseroso con células
inmunopositivas a Sox-2 (flechas). B) Corte histolégico de la parte profunda del
endometrio y miometrio de perra, control negativo, aumento total 400X.
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Figura 7. Promedio de células inmunopositivas por area (40 000 um?) presentes en el
endometrio de perras adultas y gerontes, asi como en la gelatina de Wharton de cordon
umbilical de perro *p<0.0001

Adultas Gerontes Cordén

umbilical

Numero de campos 300 300 100
Promedio (H SCORE) 100,3 100,2 102,8*
Desviacién estandar 0,3847 0,4094 3,649
Error estandar 0,02221 0,02363 0,3649
Suma 30082 30074 10280

Figura 8. Promedio, desviacion estandar y error estandar del H SCORE de células
inmunopositivas a Sox-2 en el endometrio de hembras adultas y gerontes, ademas del H
SCORE determinado en células inmunopositivas de la Gelatina de Wharton del cordén
umbilical de perro. *p<0.0001
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A Porcentaje de células
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a su localizacion
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Figura 9. A) Porcentaje de células inmunopositivas presentes en el endometrio en
comparacion con el miometrio de perras adultas y gerontes. B) Porcentaje de células
inmunopositivas a Sox-2 en tres regiones de la lamina propia del endometrio uterino de
animales adultos y gerontes: superficial, intermedia y profunda, asi como del miometrio.
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Localizacion respecto a vasos

sanguineos
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Figura 10. Porcentaje de la ubicacion de células inmunopositivas a Sox-2 en relacion con
los vasos sanguineos de la lamina propia del endometrio: ubicacién cercana (menor o
igual a 40 um de distancia) y lejana (mayor a 40 um de distancia).
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Figura 11. Porcentaje de la forma (redondas y alargadas) de las células inmunopositivas a
Sox-2 presentes en el Gtero de hembras adultas y gerontes asi como de células presentes
en la gelatina de Wharton del cordon umbilical del perro.
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