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RESUMEN  

 

El endometrio se somete a períodos críticos de remodelación, reparación y regeneración a 

lo largo de la vida reproductiva de la hembra. Las células madre se postulan como 

responsables de la renovación celular en tejidos alta y continuamente regenerativos como 

el endometrio. Las células madre mesenquimales de endometrio han sido las más 

estudiadas y son consideradas como una atractiva fuente celular, accesible y renovable 

para terapias regenerativas. Los avances en la identificación y caracterización de estas 

células han sido realizados principalmente en humanos y modelos murinos, siendo pocos 

los estudios existentes en otras especies de importancia agrícola como el ganado bovino. 

El objetivo de esta investigación fue identificar y caracterizar células madre mesenquimales 

en endometrio bovino a través del ciclo estral y en el postparto de vacas sanas y con 

endometritis. 

Se tomaron muestras de endometrio a partir de tractos reproductivos post-morten, durante 

el ciclo estral en las fase folicular (desde el día 18 hasta la ovulación o día 0) (n=4), luteal 

temprana (día 1-4) (n=4) y luteal tardía (día 11-14) (n=4), y biopsias endometriales durante 

el postparto (20-60 días) de vacas sanas (n=5), con endometritis subclínica (n=5) y clínica 

(n=3). Se aislaron, cultivaron y expandieron células de cultivo primario de endometrio, y se 

realizaron los ensayos de funcionalidad como clonogenicidad, proliferación y diferenciación 

a linaje condrogénio, osteogénico y adipogénico durante 7 y 14 días. Junto con ello se 

determinó la presencia de marcadores moleculares específicos para cada estirpe a nivel de 

ARNm y/o proteínas como AGGRECAN y SOX9 en diferenciación condrogénica, SPARC y 

RUNX2 en osteogénica y PAPF1 y Pparɣ en adipogénica. Además, se evaluó en tejido y 

células por RT-qPCR la expresión de OCT4, SOX2, NANOG (marcadores de pluripotencia), 

CD44 y CD117 (marcadores de multipotencia) y las proteínas codificadas Oct4, Sox2 y 

Cd44 por western blot o inmunohistoquímica. 

Todas las células aisladas desde endometrio bovino mostraron características típicas de 

células madre mesenquimales, como morfología fibroblástica, adherencia al plástico y 

fueron capaces de proliferar, autorenovarse y formar colonias. Durante las fases del ciclo 

estral se obtuvieron similares resultados para el número de colonias y eficiencia 

clonogénica, pero el tiempo de doblaje celular fue significativamente mayor en células de la 

fase luteal temprana (40,6 ± 5,8 horas) en comparación con fase folicular (33,2 ± 4,5 horas) 

y luteal tardía (34,5 ± 5,6 horas), con un valor de p<0,05. Estas mismas células no mostraron 

habilidad para diferenciarse a alguna estirpe mesodérmica, como si se observó en el resto 
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de las células de las fases del ciclo estral que se diferenciaron a linaje condrogénico, 

osteogénico y adipogénico, con presencia de marcadores específicos de cada linaje a partir 

de los 7 días de inducidas las células. Por su parte, las células de postparto bovino con 

endometritis clínica mostraron diferencias significativas respecto a endometrio sano, con un 

menor número de colonias (0,8 ± 0,8) y eficiencia clonogénica (0,1 ± 0,1); a su vez un mayor 

tiempo de doblaje celular (42 ± 1,4), todas las células de endometrio de postparto fueron 

capaces de diferenciarse a linaje condrogénico y osteogénico, y en el caso de linaje 

adipogénico, sólo las células de endometritis clínica no mostraron diferenciación. Cada 

diferenciación celular fue observada a partir de los 7 días de inducción, con presencia de la 

mayoría de los marcadores específicos para cada linaje.  

El patrón de expresión génica en tejido y células derivadas de endometrio bovino fue 

esencialmente el mismo para todas las muestras, ya que expresaron OCT4, SOX2, CD44 

y CD117, no así NANOG. En cuanto a las proteínas, se observó en la mayoría de las 

muestras de tejido y células la presencia de Oct4 y Sox2, a excepción de la expresión de 

Oct4 en células durante las fases del ciclo estral. Cd44 fue observado en células y tejido 

del ciclo estral, excepto en células en la fase folicular.  

Por lo tanto, se plantea que el endometrio bovino presenta poblaciones de células madre 

mesenquimales y células progenitoras estromales que expresan marcadores de 

pluripotencia/multipotencia que varían en función del transcurso del ciclo estral y de la 

inflamación inherente a procesos patológicos puerperales. Este estudio permitió establecer 

un modelo animal para la obtención y caracterización de células madre mesenquimales en 

endometrio, lo que puede ser de gran utilidad en la obtención, identificación y 

caracterización de estas células en otras especies y/o su potencial uso en medicina 

regenerativa. 

 

Palabras clave: células madre, células madre mesenquimales, endometrio, bovino, ciclo 

estral, postparto, endometritis. 

 

 

 

 

 



 

xvi 
 

ABSTRACT 

 

The endometrium undergoes critical periods of remodeling, repair and regeneration 

throughout the entire female reproductive life. Stem cells are postulated as responsible of 

cell renewal in highly regenerative tissues such as endometrium. Mesenchymal endometrial 

stem cells, one of the most studied kind, are considered an attractive, renovable and 

accessible cell source for regenerative therapies. Advances in their characterization and 

identification have been mainly done in humans and murine models, being scarce in other 

relevant agricultural species, such as cattle. The objective of this research was to identify 

and characterize endometrial mesenchymal stem cells throughout the estrous cycle and 

postpartum of healthy cows and with endometritis. 

For this study endometrium samples were taken post-mortem from reproductive tracts (n=4; 

in each phase), throughout the estrous cycle, in the folicular phase (from day 18 till ovulation 

or day 0), early luteal phase (days 1 - 4) and late luteal phase (days 11 - 14), and endometrial 

biopsies during postpartum (days 20 - 60) in healthy cows (n=5) and those with subclinical 

(n=5) and clinical (n=3) endometritis. Cell cultures taken from endometrial cell primary 

cultures were isolated, seeded and expanded to finally undergo functionality assays such 

as clonogenicity, proliferation and mesodermic differentiation to condrogenic, osteogenic 

and adipogenic lineages during 7 and 14 days. Along with this, the presence of specific 

molecular markers for each lineage were determined at ARNm and/or protein level, such as 

AGGRECAN and SOX9 for condrogenic differentiation, SPARC and RUNX2 for osteogenic 

and PAPF1 and Pparɣ for adipogenic. Moreover, in tissue and cells the expression of OCT4, 

SOX2, NANOG (pluripotency markers), CD44 and CD117 (multipotency markers) by RT-

Qpcr and the Oct4, Sox2 and Cd44 coded proteins were evaluated by Western Blot or 

Immunohistochemistry. 

All the isolated cells from bovine endometrium showed typical mesenchymal stem cell 

characteristics such as fibroblastic morphology, adherence to plastic and were able to 

proliferate, self-renew and form colonies. Throughout the oestrus cycle stages, similar 

results were obtained for number of colonies and clonogenic efficiency, neverthless, the cell 

doubling time was significatively higher in the early luteal phase (40.6 ± 5.8 hours) in 

comparison to the follicular (33.2 ± 4.5 hours) and late luteal phase (34.5 ± 5.6 hours), with 

a p value <0,05. These same cells did not show ability to differentiate into mesodermic 

lineage, as observed for the other cells of the stages of the oestrus cycle which differentiated 
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into condrogenic, osteogenic and adipogenic lineages with the presence of specific markers 

for each starting at day seven of induction. On the other hand, postpartum cells from 

endometritis cows showed significative differences with healthy puerperal endometrium with 

a lower number of colonies (0.8 ± 0.8) and clonogenic efficiency (0.1 ± 0.1), and in turn 

higher cell doubling time (42± 1.4). Moreover, all postpartum endometrial cells were able to 

differentiate to condrogenic and osteogenic lineages; and in the case of adipogenic lineage, 

only cells from clinical endometritis did not show differentiation. Celular differentiation was 

observed at the 7th day of induction, with the presence of most of the specific markers of 

each lineage.  

The genetic expression pattern was essentially the same for all samples both in cells and 

tissue from bovine endometrium, these expressed OCT4, SOX2, CD44 and CD117 but not 

NANOG. Regarding proteins, most of the tissue and cell samples showed the presence of 

Oct4 and Sox2, but Oct4 was not expressed during the stages of the oestrous cycle and 

Cd44 was observed in cells and tissue of oestrous cycle, except in cells in the follicular 

phase. 

Therefore, it is proposed that the bovine endometrium harbors mesenchymal stem cells and 

stromal progenitor cell populations which express pluripotency/multipotency markers the 

expression of that vary through the course of the oestrous cycle and due the inherent 

inflammatory pathological puerperal events. This study allowed the settlement of an animal 

model for isolation and characterization of endometrial mesenchymal stem cells, which 

might be of great usefulness in the collection, identification and characterization of these 

cells in other species and/or for their potential usage in regenerative medicine. 

 

Keywords: stem cells, mesenchymal stem cells, endometrium, bovine, oestrous cycle, 

postpartum, endometritis. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La importancia del útero recae en su rol crucial en la reproducción y supervivencia de las 

especies, siendo el principal responsable de la implantación del embrión y mantención del 

normal desarrollo del feto hasta el final de la gestación (Spencer y cols., 2005). El útero se 

somete a grandes cambios a lo largo de las distintas etapas de la vida reproductiva de la 

hembra (Teixeira y cols., 2008). Los cambios ocurren principalmente a nivel de endometrio, 

el cual presenta una capacidad regenerativa y remodeladora excepcional (Maruyama y 

cols., 2010). El constante suministro de células diferenciadas ha llevado a postular la idea 

de la participación de un componente de origen celular, como las células madre, las cuales 

son capaces de proveer continuamente las células necesarias para la regeneración de los 

tejidos adultos (Gargett y Ye, 2012). 

Las células madre están presentes en la mayoría de los tejidos adultos en forma escasa y 

con un potencial limitado de proliferación (Maruyama y cols., 2010). Poseen un rol clave en 

la homeostasis e integridad del tejido, siendo capaces de mantener, generar y reemplazar 

células diferenciadas terminalmente como consecuencia de la renovación celular fisiológica 

o algún daño tisular ocasionado (Li y Xie, 2005).  

La existencia de células madre en endometrio se postuló a mediados del siglo XX, pero no 

fue hasta un buen tiempo después en que se publicó la primera evidencia funcional en 

endometrio humano (Chan y cols., 2004). A partir de ello, se han logrado una serie de 

avances en la identificación y caracterización de las poblaciones de células madre 

existentes en el endometrio, particularmente en la de MSCs (Gargett y Masuda, 2010). Las 

MSCs promueven la angiogénesis, previenen la fibrosis y apoptosis, y además poseen 

propiedades inmunosupresoras y anti-inflamatorias (Caplan y Hariri, 2015). Además, las 

MSCs de endometrio pueden aislarse fácilmente del tejido de biopsia endometrial, el cual 

se obtiene de manera no invasiva y sin la necesidad de anestesia (Darzi y cols., 2016). 

Todas estas características, hacen que las MSCs de endometrio sean consideradas como 

una atractiva fuente celular, accesible y renovable para terapias regenerativas, tanto a nivel 

del tracto reproductivo, como en otros tejidos (Gargett y cols., 2012; Cervelló y cols., 2013).  

La identificación de MSCs ha sido dificultada por la falta de conocimiento acerca de su 

ubicación de origen y marcadores de superficie celular (Beyer y da Silva, 2006). Se ha 

propuesto que las MSC cumplen con tres características fundamentales: 1) adherencia a 

plástico, 2) capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro, y 3) 

fenotipo característico de marcadores de superficie tales como CD105, CD73 y CD90, y 

pérdida de marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14 (CD11b), CD19 
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(CD79α) y HLA-DR (Dominici y cols., 2006). Sin embargo, la identificación de marcadores 

moleculares de células madre es muy poco específica y están consensuados sólo para la 

especie humana (Gargett y Masuda, 2010). Es por ello que para la identificación de MSCs 

se realizan prinicipalmente estudios que evalúan propiedades físicas, fenotípicas y 

funcionales típicas de células madre (Eckfeldt y cols., 2005). Asimismo, en los ensayos in 

vitro se examinan funciones de clonogenicidad, potencial proliferativo, auto-renovación y 

diferenciación, mientras que en los ensayos in vivo se evalúan funciones tales como la auto-

renovación y la reconstitución del tejido (Gargett, 2007). 

La mayoría de la información existente acerca de la identificación de MSCs en endometrio 

proviene de humanos y roedores, mientras que en el ámbito de medicina veterinaria se han 

estudiado algunas especies como caninos, porcinos, ovinos y bovinos. El bovino es una 

especie que ha sido utilizada frecuentemente en investigación biomédica y biotecnológica, 

ya que es un animal de importancia agrícola con un valor comercial significativo y que podría 

utilizarse como modelo para la aplicación de medicina regenerativa (Rossi y cols., 2014). 

Los estudios registrados acerca de la presencia de células madre en endometrio bovino 

son muy escasos y omiten períodos de la vida reproductiva de la hembra y del estado 

inflamatorio del tejido por los que transita el tejido endometrial y que son críticos en la 

remodelación, reparación y regeneración del endometrio bovino. Por lo anterior, el objetivo 

de esta investigación fue identificar y caracterizar células madre mesenquimales en 

endometrio bovino, a través del ciclo estral y en el postparto de vacas sanas y con 

endometritis. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

Características y funcionalidad del endometrio uterino. 

 

El endometrio es un tejido activo y dinámico que posee componentes celulares como 

epitelio luminal y glandular, estroma, endotelio y algunas células del sistema inmune 

(Gargett, 2007). En bovinos el endometrio presenta una estructura uniforme, en donde el 

epitelio luminal rodea al tejido conectivo o estroma, el cual posee una gran vasculatura 

(Spencer y cols., 2012). El epitelio de la mucosa endometrial está formado por células 

secretoras provistas de microvellosidades y algunas de cilios en su borde apical (Mitko y 

cols., 2008). La submucosa está formada predominantemente por tejido conectivo y de 

sostén, junto con estructuras glandulares de tipo tubular, simple o ramificada (Ross y cols., 

2007). Además, en la superficie del endometrio se presentan engrosamientos circunscritos 

ricos en fibroblastos y con una gran irrigación sanguínea, los cuales corresponden al área 

caruncular aglandular, que adquiere gran importancia durante la preñez en el intercambio 

de gases y micronutrientes entre la hembra gestante y su feto (Bazer y cols., 2012). 

En el estroma se puede identificar matriz extracelular y fibroblastos, pero también 

macrófagos, linfocitos y otros tipos de células residentes y migratorias (Uduwela y cols. 

2000). Las células estromales tienen una estrecha relación con el epitelio subyacente, lo 

que influye en su desarrollo, crecimiento, diferenciación y función, de acuerdo a los 

estímulos hormonales presentes (Spencer y cols., 2012). Además se presentan células de 

tipo endotelial, junto con fibras de músculo liso que forman parte de los vasos sanguíneos 

que irrigan el tejido (Girling y Rogers 2005). En cuanto a las células del sistema inmune 

residentes en el endometrio, se pueden encontrar principalmente macrófagos, linfocitos T 

y células NK, que son las encargadas de regular la respuesta inmune local para la 

protección del tracto genital frente a alguna infección y para evitar el rechazo inmunológico 

durante la implantación embrionaria (Salamonsen y cols., 2003). 

En hembras bovinas jóvenes el endometrio presenta poco espesor y contenido de 

glándulas, estas características cambian una vez que la hembra alcanza la madurez sexual, 

ya que el útero comienza a presentar cambios estructurales y fisiológicos, en función del 

perfil hormonal predominante (Madoz y cols., 2016). 
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Cambios uterinos y regeneración endometrial. 

 

El endometrio es un tejido altamente regenerativo que durante las diversas etapas del 

período reproductivo de la hembra, se somete a una gran cantidad de ciclos de proliferación, 

crecimiento, diferenciación, apoptosis y/o pérdida celular (Szotek y cols., 2007; Gargett y 

cols., 2008). En las especies que presentan un ciclo estral, el endometrio presenta períodos 

de crecimiento y apoptosis celular, con baja pérdida de tejido endometrial y sin exhibir un 

sangramiento (Gargett, 2007). A su vez, estos cambios están regulados por las hormonas 

sexuales que son factores claves en la regeneración del tejido, mediante efectos 

mitogénicos y/o de diferenciación en células estromales y epiteliales del endometrio, 

durante el ciclo estral y también en la preñez (Spencer, 2004). 

El ciclo estral representa un patrón cíclico de actividad ovárica, en la cual los dos ovarios 

actúan como una sola unidad frente a señales hormonales sistémicas, e influyendo en la 

dinámica folicular (Henriet y cols., 2012). Las estructuras presentes en el ovario varían 

dependiendo de la fase del ciclo estral en la que se encuentren y se relacionan, además, 

con concentraciones de P4 y E2 en plasma sanguíneo (Singh y cols., 2003). En bovinos, el 

ciclo se repite cada 17 y 23 días durante todo el año y en el se contemplan las fases folicular 

(proestro y estro) y luteal (metaestro y diestro) (Stevenson, 2007) (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1. Fases del ciclo estral en la hembra bovina y su regulación hormonal. Fuente: 

Modificado de Stevenson (2007) en Current Therapy in Large Animal Theriogenology. 
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Cada ciclo estral comienza con el estro o cuando la hembra presenta receptibilidad sexual, 

debido a un aumento en los niveles de E2 circulantes por presencia del folículo pre-

ovulatorio (>5pg/mL) (Noseir, 2003). Además, los niveles de progesterona son bajos y se 

presenta engrosamiento del tejido mediante la proliferación del epitelio luminal y glandular, 

y/o de células del estroma y endotelio (Zhu y Pollard, 2007). Durante la etapa folicular los 

estrógenos regulan la supervivencia, viabilidad y los efectos mitogénicos en las células 

endometriales, mediante la interacción con el receptor ERα, el cual es el principal receptor 

presente en el tejido endometrial adulto (Wada-Hiraike y cols., 2006). 

Por su parte el CL es la principal fuente de progesterona, en donde después del día 14 del 

ciclo estral las concentraciones de P4 son menores a 1 ng/mL, con una lenta regresión del 

CL ya no funcional (Rivadeneira, 2013). Después de la ovulación, el CL se desarrolla y las 

concentraciones plasmáticas de progesterona comienzan a aumentar progresivamente 

hasta >4 ng/mL entre los días 10 y 12 días del ciclo para permanecer constante hasta la 

luteólisis, que comienza entre los días 16 a 19 del ciclo (Kastelic y cols., 1990). 

Concentraciones bajas y variadas de E2 plasmático han sido relacionadas durante la fase 

de crecimiento y regresión folicular (< 5pg/mL) (Noseir, 2003). En el diestro la superficie de 

células epiteliales es dispersa y hay una alta y activa proliferación de glándulas uterinas y 

secreción de histótrofo (Mitko y cols., 2008). En bovinos se ha observado durante el 

metaestro y diestro, altos niveles de leucocitos en el lumen uterino, en comparación con 

otras fases del ciclo estral (Dhaliwal y cols., 2001). 

Todos estos cambios tienen como finalidad establecer una receptividad del endometrio al 

embrión, ya sea por medio de secreciones de las glándulas uterinas, producción de 

hormonas, citoquinas y factores de crecimiento, que ayudan a mantener la homeostasis del 

tejido previo a la implantación (Gebhardt y cols., 2012; Henriet y cols., 2012). Si el embrión 

no está presente, los pulsos luteolíticos de PGF2α llevan a la regresión del CL después del 

día 18, resultando en una fuerte disminución en las concentraciones de P4 durante el 

proestro, que estimulan la apoptosis celular y extensa infiltración al epitelio luminal de 

granulocitos y macrófagos (Rivadeneira, 2013).  

Los leucocitos desempeñan un papel importante en la remodelación del endometrio, 

generando una adecuada reparación, regeneración y remoción fagocitaria de los restos de 

tejido endometrial, para restablecer la integridad del endometrio (Salamonsen, 2003). La 

reparación temprana se produce mientras que los niveles circulantes de estrógeno son muy 

bajos y se requiere de la migración de las células epiteliales desde el tronco de las glándulas 
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basales hacia la superficie descubierta; evidenciándose a las 48 horas una superficie 

nuevamente epitelizada (Gargett y cols., 2012). 

Los marcados cambios morfológicos y funcionales que se producen en el endometrio 

bovino durante el ciclo estral se ven reflejados en los estudios de análisis transcriptómico, 

en donde se han identificado 269 genes que mostraron cambios significativos en los niveles 

de transcripción a lo largo del ciclo, siendo mayor este cambio durante la fase estral y luteal 

(Mitko y cols., 2008). Otro estudio reveló un total de 133 genes que cambiaron su expresión 

en endometrio durante el ciclo estral, teniendo 65 de ellos una expresión mayor durante el 

estro y 68 en el diestro (Bauersachs y cols., 2008). Estos cambios en la expresión génica 

han sido relacionados con diversos procesos metabólicos, como por ejemplo, en el estro 

con la formación de adhesión focal, motilidad celular, citoesqueleto, matriz extracelular, 

remodelación de matrix extracelular y crecimiento celular, y durante la fase luteal, con la 

regulación negativa del crecimiento invasivo y procesos como la angiogénesis, 

remodelación vascular y regulación del flujo sanguíneo, que también podrían desempeñar 

un papel importante en la remodelación endometrial durante el ciclo estral (Bauersachs y 

Wolf, 2012). Estos cambios progestacionales en la morfología y funcionalidad del 

endometrio persisten y se intensifican en presencia de un embrión (Bauersachs y cols, 

2008).  

Durante la preñez y el parto, el endometrio se somete a una robusta destrucción y 

remodelación celular con cambios dramáticos en la morfológia y funcionalidad del tejido, 

que en el postparto involucran procesos de reparación tisular con apoptosis, proliferación, 

degradación y reorganización de la matriz extracelular (Fazleabas y Strakova, 2002; 

Salamonsen, 2003). Es así como la preñez y el período postparto, han sido considerados 

como los períodos de mayor remodelación, reparación y regeneración endometrial (Cao y 

cols., 2015).  

La gestación de la vaca dura 280-285 días, en donde el útero aumenta 15 veces su peso 

(Dyze y cols., 2015). Luego en el período postparto ocurre la involución uterina, la cual 

asegura que el útero recupere su estructura y función, haciéndose receptivo y apoyando un 

nuevo concepto (Chapwanya y cols., 2012). Este período en bovinos es relativamente 

rápido e involucra una reducción de al menos el 50% del tamaño uterino en 10-14 días, con 

culminación de la involución uterina a los 40 días postparto, aproximadamente (Okano y 

Tomizuka, 1996). Los más grandes cambios en el útero ocurren a los pocos días después 

del parto, e incluyen eventos macroscópicos, microscópicos y moleculares, como 

contracción y encogimiento físico, atrofia glandular y muscular, y posteriormente necrosis, 
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desprendimiento de carúnculas y regeneración del nuevo endometrio (Foley y cols., 2012). 

Inmediatamente después del parto, comienza la reparación endometrial experimentando 

cambios como maduración y colagenización de los placentomas, aplanamiento del epitelio 

de la cripta materna y aumento en la infiltración de leucocitos, con la consiguiente 

remodelación de carúnculas, regeneración del tejido endometrial y reduccción en la 

vascularidad endometial (Slama y cols., 1996). La regeneración del epitelio endometrial 

comienza rápidamente en el área intercaruncular dentro de los 8 días postparto y en el caso 

de zonas que fueron seriamente dañadas como carúnculas, el proceso es más lento 

(Noakes y cols., 1991). A pesar que a los 18 días postparto el epitelio glandular está 

presente en la zona basal del endometrio, no es hasta los días 46 a 54 en donde se recupera 

el diámetro externo e interno de las glándulas y su distribución en el tejido endometrial 

(Okano y Tomizuka, 1996). La reepitelización de las carúnculas se realiza en al menos 25 

días, pero continúa su disminución en tamaño hasta los 40 a 60 días, esto debido a que el 

regreso del útero a un estado histológico normal después del parto requiere 20 días más 

que la involución anatómica (Dobson-Hill, 2009).  

 

Endometritis postparto y alteración de la regeneración endometrial. 

 

El endometrio puede verse afectado a lo largo de la vida reproductiva de la hembra bovina 

por la presentación de patologías uterinas, las cuales alteran la integridad del tejido y 

pueden afectar la normal regeneración endometrial (Sheldon y Dobson, 2004). Es durante 

el período del parto cuando existe un alto riesgo para el útero de adquirir infecciones, debido 

a la presencia de patógenos que pueden invadir el canal pélvico y cavidad uterina, 

generando con ello una inflamación del tejido durante el postparto y retrasando la involución 

uterina (Chapwanya y cols., 2012). Si bien durante esta etapa el útero se somete a una 

inflamación asociada con daño tisular e infección de la mucosa del endometrio, ésta es 

controlada eficazmente mediante la activación de mecanismos fisiológicos de defensa de 

la mucosa uterina como cambios de pH, alteraciones de la composición de las secreciones, 

cambios del nivel de anticuerpos, entre otros (Guzmán, 2013). En bovinos la involución 

uterina se ve seriamente afectada por las infecciones bacterianas, observándose que el 

40% del ganado lechero presenta endometritis postparto. Este riesgo se incrementa al 

presentarse traumatismo de tejidos, retención de placenta, distocia, presencia de fetos 

muertos y/o parto gemelar (Healy y cols., 2014).  
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La endometritis es una inflamación del endometrio, provocada usualmente por la 

persistencia de una infección moderada, o al retraso en la involución uterina y que puede 

tener implicaciones en la aptitud reproductora futura de la hembra (Sheldon y cols., 2006). 

La endometritis puede causar enormes pérdidas económicas debido a un incrementado 

riesgo de descarte por fallas reproductivas posparto (anestro anovulatorio y fases luteínicas 

prolongadas) y aumento de los servicios por concepción (tasas de concepción más bajas, 

intervalos concepción-parto más prolongado) (Sheldon y cols., 2008).  

A su vez, la endometritis puede ser clínica o suclínica, la primera se caracteriza por un flujo 

uterino purulento presente en la vagina a los 21 ó más días postparto, o de tipo muco-

purulento detectable después de 26 días postparto (LeBlanc y cols., 2002). Por su parte, en 

la endometritis subclínica existe inflamación del endometrio en ausencia de secreción 

purulenta (Dubuc y cols., 2010). Durante la endometritis el tejido se ve afectado en 

diferentes grados. Por ejemplo, en las de tipo sublcínica puede observarse desde infiltración 

de células mononucleares en el estroma, congestión de vasos sanguíneos, hemorragia y 

edema, hasta descamación celular y/o fibrosis y agregación periglandular. Por su parte, en 

la endometritis clínica existe una marcada infiltración de células mononucleares, fibroplasia, 

dilatación y/o reemplazo de glándulas endometriales (Singh y col., 2008). 

La realización del diagnóstico de endometritis se realiza en base a anamnesis y palpación 

transrectal, lo que puede generar un número considerable de diagnósticos falsos positivos 

y que se reduce significativamente con el uso de vaginoscopía (LeBlanc y cols., 2002). 

Además, en el trabajo de terreno se utiliza ecografía para apoyar el diagnóstico de 

endometritis, pero ésta por si misma, no es lo suficientemente específica y por ello 

actualmente se utiliza el cytobrush como la prueba diagnóstica más confiable, además de 

su sencillez y bajo costo (Kasimanickam y cols., 2004). El cytobrush es el método más 

consistente y fiable de recolección de células inflamatorias, en donde los PMN predominan 

en la acumulación de líquido intrauterino y han demostrado ser un parámetro certero en el 

diagnóstico de endometritis (Dubuc y cols., 2010). Por lo tanto, es necesario combinar las 

pruebas diagnósticas de rutina con el método de cytobrush y así obtener una evaluación 

precisa del estado de endometritis (Barlund y cols., 2008). Es así, como Sheldon y cols. 

(2006) propusieron que una vaca con endometritis subclínica se define por >18% de 

neutrófilos en muestras citológicas uterinas recogidas a los 21-33 días después del parto, 

o >10% de neutrófilos a los 34-47 días en ausencia de endometritis clínica. Otro método de 

evaluación como la histología ha sido también utilizado para confirmar el diagnóstico de la 
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endometritis, de modo de apreciar directamente y en detalle la integridad de los tejidos, a 

partir de una biopsia endometrial (Meira y cols., 2012). 

La infección uterina postparto produce cambios degenerativos del endometrio con lesiones 

histológicas como disrupción del epitelio, edema estromal, congestión vascular, migración 

e infiltración de células inflamatorias con pérdida parcial o total del tejido (Sheldon y Dobson, 

2004). Estos eventos implican modificaciones en las propiedades físicas de las membranas 

celulares generando un severo daño tisular y/o necrosis celular, afectando así la capacidad 

regenerativa propia del tejido durante el postparto (Carneiro y cols., 2016). Se cree que la 

infección e inflamación pueden inhibir la regeneración del endometrio traumatizado 

mediante moléculas efectoras, que generan un daño sobre células residentes necesarias 

para la reparación y regeneración del tejido (Gargett y Ye, 2012).  

 

Células madre en la regeneración endometrial 

 

Células madre adultas 

 

Las células madre se definen como células indiferenciadas, capaces de originar distintos 

tipos celulares específicos, de acuerdo a su potencia o capacidad de diferenciación 

(Weissman, 2000). Desde la formación del cigoto y durante las primeras divisiones celulares 

se presentan células madre totipotentes que son capaces de dar origen a todas las líneas 

celulares, necesarias para formar un organismo completamente funcional (Sterneckert y 

cols., 2012). Luego, en el desarrollo temprano del embrión, continúa la división celular 

produciéndose una disminución progresiva de la totipotencia, debido a la diferenciación a 

blastocisto (Eridani y Cova, 2003). Las células madre embrionarias o del macizo celular 

interno, se consideran como pluripotentes al conservar un amplio potencial de desarrollo 

para formar los tres linajes propios del embrión (ectodermo, mesodermo y endodermo) 

(Chagastelles y Nardi, 2011). Posterior a la gastrulación, las células embrionarias presentes 

son de tipo multipotentes y poseen la capacidad de desarrollarse a uno de los tres estirpes 

celulares de destino (Sterneckert y cols., 2012). Estas células persisten luego del 

nacimiento en la mayoría de los tejidos adultos en forma escasa, con un potencial limitado 

de proliferación y son denominadas células madre adultas, somáticas o específicas de 

tejido (Maruyama y cols., 2010). 

Las células madre adultas poseen un rol clave en la homeostasis e integridad del tejido, ya 

que son capaces de mantener, generar y reemplazar células diferenciadas terminalmente, 
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como consecuencia de la renovación celular fisiológica o algún daño tisular ocasionado (Li 

y Xie, 2005). Se han identificado y caracterizado células madre en una amplia variedad de 

tejidos y órganos adultos durante los últimos años, como lo son la médula ósea, hígado, 

páncreas, intestino, epidermis, sangre periférica, entre otros (Kørbling y Strove, 2003; 

Gargett y Masuda, 2010). En el caso de tejidos altamente regenerativos, existe un 

suministro constante de células diferenciadas (Gargett, 2007). La mantención de una fuente 

de células madre disponible en los tejidos adultos se logra mediante la auto-renovación de 

estas células, las cuales experimentan una división asimétrica que da originen a una célula 

hija idéntica y una más diferenciada y comprometida a un tipo celular, llamada progenitora. 

Asimismo, la célula madre se somete al proceso de proliferación mediante una división 

simétrica, en donde genera células hijas progenitoras que originan a su vez células más 

diferenciadas denominadas de amplificación transitoria (Gargett, 2006) (Figura 2). 

Las células madre adultas presentan características funcionales propias, en donde se 

destaca un alto potencial proliferativo, una gran habilidad de auto-renovación y gran 

capacidad de diferenciación en al menos un tipo celular de la progenie funcional madura 

(Eckfeldt y cols., 2005). Además, se presentan en un estado quiesciente o de inactividad 

celular (Fase G0 del ciclo celular) y poseen clonogenicidad o capacidad de formar colonias 

in vitro (Gargett, 2007). 

 

 

Figura 2. Organización de la diferenciación de células madre. Fuente: Adaptado de Chan 

y cols., 2004. 
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En la práctica, no todos los criterios de funcionalidad se pueden cumplir para todas las 

clases y tipos de células madre adultas (Maruyama y cols., 2010). Lo que es debido a la 

presencia de células más diferenciadas y la dificultad que se tiene para obtener poblaciones 

altamente puras de células madre (Ohlstein y cols., 2004). Es así como en la mayoría de 

los estudios se describe la presencia de varios subconjuntos de células madre en el tejido, 

que limitan la capacidad de autorenovación celular, potencial de diferenciación y 

vulneración a la senescencia, debido a la presencia de una progenie más madura 

(Weissman, 2000; Sethe y cols., 2006). Existe otra tendencia que define a las células madre 

aisladas como putativas, ya que se cree que la presencia de características funcionales in 

vitro, como por ejemplo una amplia autorenovación, no es concluyente para probar que la 

célula en cuestión es verdaderamente una célula madre in vivo, que produce descendencia 

de forma indefinida (Grompe, 2012). En el tejido las células madre residentes a menudo 

permanecen inactivas y se dividen con poca frecuencia. Sin embargo, una vez que las 

células madre son cultivadas con éxito in vitro es posible expandirlas hasta 40 

generaciones, período en el que si bien mantenien su plasticidad, se reduce la tasa de 

crecimiento y presentan una vida útil finita (Deans y Moseley, 2000). 

Las células madre que más han sido estudiadas en la mayoría de los tejidos son las MSCs, 

las cuales son conocidas como células madre mesenquimales o también como estromales 

mesenquimales y si bien el término mesenquimal abarca tejidos de origen mesodérmico o 

células estromales, en la práctica se considera que MSCs son derivadas de tejido conectivo 

y excluye células de la misma procedencia perteneciente al sistema músculo-esquelético, 

sanguíneo y urinogenital, como por ejemplo células madre hematopoyéticas (Sethe y cols., 

2006). Las MSCs poseen características funcionales propias como adherencia en plástico 

y diferenciación al menos a condrocitos, osteocitos y adipocitos in vitro, además de la 

expresión de marcadores de superficie específicos (Dominici y cols., 2006). La capacidad 

de adherencia a el plástico que pueden tener estas células en condiciones estándar de 

cultivo in vitro, es una característica variable e inespecífica y por si sola no es suficiente 

para purificar y caracterizar MSCs (Riaño y cols., 2007). Es conocido que el estroma 

endometrial comprende una población heterogénea de células que pueden estar presentes 

e influir en las características de los cultivos celulares, por lo que es necesario realizar 

algunos manejos que permitan obtener una población más homogénea in vitro (Gargett y 

cols., 2009). Las condiciones estándar de cultivo excluyen subpoblaciones celulares 

hematopoyéticas derivadas de médula ósea y otros tipos celulares más diferenciados que 

pueden encontrarse en cultivos primarios de MSCs, ya que son incapaces de expandirse in 
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vitro durante varios pases, resultando en un predominio de células madre al final del cultivo 

(Stewart y Stewart, 2011). Se ha observado in vitro en células endometriales, que al inicio 

del cultivo se presentan tanto células epiteliales como estromales y que luego experimentan 

un cambio en la morfología, adquiriendo un aspecto similar a fibroblastos y existiendo 

pérdida de células epiteliales alrededor de los días 7-8 de cultivo (Dimitrov y cols., 2008). 

Además, el cambio de medio a las 18 horas de iniciado el cultivo primario, permite obtener 

una población más homogénea de células con forma fibroblastoide y elimina posibles 

contaminantes como células muertas, epiteliales y eritrocitos (Fortier y cols., 1988).  

 

Nicho de células madre 

 

Las células madre residen durante un tiempo indefinido en un microambiente fisiológico 

específico del tejido llamado “nicho celular”, el cual varía en su naturaleza y ubicación 

dependiendo del tipo de tejido en el que se encuentren (Li y Xie, 2005). Se cree que el nicho 

celular es el que regula la participación de las células madre en la generación, 

mantenimiento y reparación de tejidos, de modo de conservar un adecuado equilibrio entre 

la sustitución de células madre y la provisión de suficientes células diferenciadas para el 

tejido y la consecuente funcionalidad del órgano  (Lin, 2002; Scadden, 2006). De este modo, 

se evita una producción excesiva de células madre que podrían conducir a cáncer (Moore 

y cols., 2006). El nicho celular proporciona un entorno protector para la célula madre 

residente de forma de conservar su fidelidad genética a lo largo de su vida útil y mantener 

su capacidad de responder rápidamente a las necesidades del tejido para el reemplazo 

celular (Gargett y Masuda, 2010). 

En el nicho, las células madre se encuentran en estrecha relación con una o más células 

circundantes diferenciadas, que junto con la matriz extracelular y diversas moléculas 

secretadas, proporcionan un microambiente clave para regular su funcionalidad (Moore y 

cols., 2006). Las interacciones adhesivas entre las células madre y la matriz extracelular se 

realizan mediante moléculas de adhesión, que agrupan a las integrinas y cadherinas 

(Scadden, 2006). Esta estrecha relación es la que mantiene a la célula madre en su lugar 

y la posiciona para recibir una o más señales intercelulares críticas (Ohlstein y cols., 2004). 

El nicho es capaz de mantener a las células madre en un estado latente y prevenir su 

diferenciación (Lin, 2002; Szotek y cols., 2007). Las vías de señalización involucradas son 

de tipo inhibitorias para el crecimiento y diferenciación, con la participación, a menudo, de 

los miembros de la familia de TGFβ y BMP (Li y Xie, 2005). También se han implicado vías 
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de señalización en la regulación o mantención de la auto-renovación de las células madre 

como Wnt/β-catenina, Notch, Hedgehog, BMP y otras (Eckfeldt y cols., 2005). Además, se 

ha observado en ciertos nichos la participación de VEGF, FGF-2 e IGF-1 (Gargett, 2007). 

En general, se describe que existen diversas vías de señalización que pueden controlar y 

regular la auto-renovación y proliferación de un tipo de célula madre, mientras que un sólo 

factor de crecimiento es capaz de controlar diferentes nichos celulares; y a pesar de la gran 

cantidad de moléculas que se han relacionado con la regulación del comportamiento de 

células madre, las vías de señalización BMP y Wnt han surgido como vías comunes para 

el control de la auto-renovación y destino del linaje celular en las diferentes especies (Li y 

Xie, 2005). 

La localización e identificación de nichos de células madre ha sido difícil, debido a la 

compleja estructura anatómica. A pesar de esto se han descrito varios nichos celulares 

como el de células epiteliales localizado en el área de abultamiento de los folículos pilosos, 

el de células intestinales identificado cerca de la base de la cripta y el de las células 

hematopoyéticas en la médula ósea, entre otros (Li y Xie, 2005; Moore y cols., 2006). 

Además, han sido observados nichos celulares en tejido gonadal y epitelial, teniendo todos 

en común un nivel estructural de organización simple y mecanismos de señalización 

conocidos (Ohlstein y cols., 2004).   

 

Rol de las células madre en la regeneración endometrial. 

 

La naturaleza cíclica continua del endometrio a través de la vida reproductiva de la hembra 

implica una serie de cambios como la remodelación y regeneración del epitelio luminal y 

glandular, proliferación de células estromales, angiogénesis y el posterior retorno a un 

estado basal luego de cada ciclo reproductivo (Maruyama y cols., 2010). La gran capacidad 

de renovación celular presente en el tejido endometrial es similar a lo que ocurre en tejidos 

altamente regenerativos como la médula ósea hematopoyética, la epidermis y el epitelio 

intestinal, en donde las células madre son las responsables de la producción y regeneración 

celular continua (Gargett, 2007). Esto sugiere que la remodelación endometrial puede estar 

mediada por la acción de células especializadas, como las células madre que residan en 

los compartimentos del útero (Gargett y Masuda, 2010).  

Se describe que la existencia de células madre endometriales humanas se propuso por 

primera vez a mediados del siglo XX (Cervelló y cols., 2013). Con posterioridad, se propuso 

la posible existencia de células germinales en la región basal del endometrio de primates y 
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que podrían ser las responsables de regenerar la capa funcional eliminada durante la 

menstruación (Prianishnikov, 1978; Padykula y cols., 1984; 1989). Su alto nivel de 

regeneración celular ha sido evidenciado en un estudio en primates, en que luego de una 

resección parcial del endometrio, se produjo una completa regeneración del tejido e incluso 

la hembra fue capaz de mantener una gestación hasta las 28 semanas de preñez (Wood y 

Rogers, 1993). Además, algunos autores proponen que la actividad mitótica de las células 

endometriales varía en función de las hormonas ováricas presentes a lo largo del ciclo 

menstrual (Cervelló y cols., 2013). La importancia de los estrógenos en la regeneración 

endometrial ha quedado demostrada en un estudio en mujeres postmenopáusicas con 

endometrio atrófico, que durante la terapia de reemplazo de estrógenos presentaron una 

regeneración del tejido. Esto sugiere que un grupo de posibles células madre permanecen 

preservadas y son responsables de la reconstrucción del endometrio en presencia de E2 

(Schwab y cols., 2005). 

Se describe que la reconstitución de tejidos in vivo por xenoinjertos de poblaciones de 

posibles células madre, es la prueba más rigurosa de la presencia y actividad de las células 

madre adultas en endometrio (Gargett y cols., 2012). A menudo se trasplantan células en 

sitios ectópicos tales como la cápsula del riñón o el tejido subcutáneo y aunque estos sitios 

no asemejan el microambiente del tejido del nicho celular, ellos proporcionan un rico 

suministro vascular y contienen a las células trasplantadas en una región confinada 

(Gargett, 2007). Se ha observado que el trasplante de suspensiones de células epiteliales 

y estromales de endometrio humano bajo la cápsula renal de ratones inmunodeficientes 

NOG ovariectomizados, indujo la formación de capas endometriales y miometriales bien 

organizadas, que comprendieron glándulas que proliferaron en respuesta a estrógeno, 

estroma que se diferenció a células deciduales con la administración de P4 y formación de 

grandes quistes sanguinolentos después del retiro de las hormonas, traduciéndose en un 

evento parecido a la menstruación en el tejido endometrial reconstituido (Masuda y cols., 

2007). Se describe que posibles células madre presentes en estos injertos fueron capaces 

de generar vasculatura y migración de células endoteliales que a su vez expresaron ERβ 

(80%), componentes estromales (13%) y de tipo glandular (8%) en el nuevo tejido generado 

(Masuda y cols., 2010).  

Los cambios cíclicos del endometrio y las evidencias recopiladas que indican que células 

residentes del endometrio son probablemente responsables de la reparación y 

regeneración del tejido, señalan a las células madre como las encargados de cumplir este 



 

15 
 

rol el cual es crítico en la dinámica de la fisiología celular normal del endometrio (Gargett y 

cols., 2012).  

 

Células madre en endometrio 

  

Existen diversos estudios relacionados con la identificación de células madre en el       

endometrio y si bien son principalmente de humanos y/o modelos murinos, han entregado 

gran información para comprender y concluir los posibles mecanismos relacionados con las 

células madre en la regeneración endometrial en mamíferos (Gargett y cols., 2016). Pero 

actualmente no se puede definir si existe una célula madre en el endometrio que posea la 

capacidad de reemplazar a todas las células endometriales, o si bien se presentan varias 

células madre que colaboren en conjunto a la rápida regeneración del endometrio.  Además, 

si bien la hipótesis acerca de la existencia de células madre en el endometrio uterino ha 

sido propuesta, su carácter, origen y ubicación anatómica exacta, ha sido difícil de 

determinar (Gargett, 2006).  

 

Origen de células madre en endometrio 

 

Se ha propuesto que las células madre endometriales pueden derivar de las células madre 

fetales residuales, que son capaces de persistir hasta el período postmenopáusico y tener 

una ubicación preferencial en el estroma de la capa basal del tejido (Cho y cols., 2004). Se 

cree también que las células madre hematopoyéticas podrían colonizar la capa del estroma 

durante la vida fetal y residir allí desde el nacimiento en adelante, de forma de poder migrar 

al tejido epitelial frente a alguna demanda celular (Bratincsák y cols., 2007). 

Por otro lado, varios estudios se han centrado en la existencia de una fuente extrauterina 

de células madre adultas que presumiblemente son reclutadas hacia el tejido endometrial 

en cada ciclo. La ubicación vascular de poblaciones específicas de células madre 

endometriales y la localización perivascular de células madre mesenquimales, sugieren 

que el nicho de células madre de endometrio puede estar asociado con los vasos 

sanguíneos, siendo un posible portal de entrada para otras células como las derivadas de 

médula ósea (Du y Taylor, 2010; Gargett y Ye, 2012). También se ha postulado la 

existencia de un antepasado de las células madre mesenquimales que está asociado de 

forma nativa con la pared del vaso sanguíneo y que pertenece a un subconjunto de células 

perivasculares, siendo por si sólo o asociado a otros subgrupos celulares, una reserva de 
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células progenitoras y una posible fuente de células madre mesenquimales (Crisan y cols., 

2008; da Silva Meirelles y cols., 2008).  

Sin embargo, la mayoría de las líneas de investigación en humanos y roedores proponen 

a la médula ósea como el candidato más probable de fuente de células madre epiteliales 

y estromales del endometrio. Así, en un estudio realizado en mujeres sometidas a 

trasplante de médula ósea, se determinó tras una biopsia endometrial que existía la 

presencia de células provenientes desde el donante, observándose un quimerismo de 0,2 

a 48% en células epiteliales y un 0,3 a 52% en las células del estroma (Taylor, 2004). Más 

tarde se determinó la presencia de células derivadas del donante masculino en un 1,7-

2,6% del recuento total de células endometriales del paciente trasplantado, teniendo a su 

vez una menor contribución en el compartimento epitelial (0,45-0,85%) que a nivel de 

estroma (1-1,83%) (Cervelló y cols., 2011). Además se ha observado que células derivadas 

de médula ósea contribuyen a la formación de nuevos vasos sanguíneos en el endometrio 

humano y de ratón, identificándose un 14,2% de células endoteliales XY en el endometrio 

de mujeres a los dos años posteriores al trasplante de médula ósea, que disminuyó a un 

9,6% al año siguiente. En el endometrio de ratones se evidenció un 6,2% de células 

endoteliales XY a los 40 días posteriores al trasplante de médula ósea (Mints y cols., 2008). 

Asimismo, se ha observado en ratones la presencia de células progenitoras 

hematopoyéticas del donante marcadas con GFP, en células del epitelio luminal del 

endometrio, llegando a colonizar un 82% del total de estas células en el caso de preñez y 

que a largo plazo se presentaron a nivel del endotelio vascular (Bratincsák y cols, 2007). 

Por otra parte, cuando se administró MSCs derivadas de tejido adiposo directamente en el 

útero de yeguas con endometriosis, se observó a los 7 y 21 días posteriores que estas 

células fueron capaces de incorporarse y proliferar en el tejido periglandular y glandular 

endometrial (Mambelli y cols., 2013). Si bien estos estudios evidencian la presencia de 

células derivadas de médula ósea en el endometrio luego de ser trasplantadas, es 

importante considerar que se trata de un pequeño número de células y que han sido 

observadas también en otros órganos como pulmón, hígado y tracto gastrointestinal, de 

modo de contribuir a la angiogénesis y/o diferenciación celular del nuevo tejido en el que 

residen (Du y Taylor, 2010).  

Estos estudios sugieren que las células derivadas de la médula ósea pueden ser el origen 

de las células madre endometriales, pero no se puede asegurar que sean la fuente de 

células madre responsables de la regeneración endometrial durante cada ciclo (Cervelló y 

cols., 2011). Incluso se piensa que las células madre fetales residuales, podrían tener un 
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rol fundamental en la sustitución de este tejido (Gargett, 2007). Aunque aún no se ha podido 

llegar a definir el origen y fuente de estas células, se ha postulado que existen tres posibles 

candidatos de células madre endometriales, las células progenitoras epiteliales, células 

madre mesenquimales y células progenitoras endoteliales (Gargett y Masuda, 2010).  

 

Identificación de células madre en endometrio 

 

En general la presencia de células madre es poco frecuente en tejidos y órganos adultos, 

ya que carecen de características morfológicas distintivas, lo que hace que sean muy 

difíciles de localizar en los tejidos, y por lo tanto su identificación se basa principalmente en 

el estudio de sus propiedades funcionales (Eckfeldt y cols., 2005). En los ensayos in vitro 

generalmente se examinan funciones de clonogenicidad, potencial proliferativo, auto-

renovación y diferenciación, mientras que en los ensayos in vivo se evalúan la auto-

renovación y la reconstitución del tejido (Gargett, 2007). 

 

Clonogenicidad y proliferación. Chan y cols. (2004), proporcionaron la primera evidencia de 

la existencia de células madre en endometrio humano, mediante la purificación de 

suspensiones de células epiteliales y estromales que cultivaron in vitro a una densidad de 

300-500 células/cm2, observando la formación de colonias dentro de 15 días, mostrando 

que células estromales poseen una capacidad clonogénica más pronunciada (1,25%) que 

células epiteliales endometriales (0,22%). La evaluación de clonogenicidad de células 

epiteliales y estromales en endometrio humano durante diferentes etapas del ciclo 

menstrual y actividad endometrial, no ha mostrado una variación significativa entre las fases 

proliferativa y secretora, ni en endometrio atrófico. Sin embargo, las células epiteliales y 

estromales mostraron una tendencia a un mayor número de células clonogénicas, en 

endometrio secretor y proliferativo, respectivamente (Schwab y cols., 2005). La capacidad 

clonogenica de células de endometrio humano se ha confirmado junto con su potencial de 

proliferación, en donde las UFC grandes, tanto para células epiteliales como estromales, 

fue mayor a 30 doblajes de la población y de 12 en el caso de UFC pequeñas (Gargett y 

cols., 2009). Se propone que una población escasa de células del estroma del endometrio 

con propiedades y fenotipo similar a MSCs de médula ósea o tejido adiposo, pueden 

encontrarse cerca de los vasos sanguíneos tanto en la capa basal como en la funcional 

(Gargett y Masuda, 2010). Se ha observado también que células estromales endometriales 

humanas cultivadas in vitro por más de 15 pasajes, poseen una eficacia promedio de 
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clonación de 15,4%, 11,6%, 2,1%, 0.2% y 1.3%, respecto al total de las células cultivadas 

a una densidad de 10, 20, 200, y 400 células/cm2, respectivamente, y expresando 

características propias de MSCs (Dimitrov y cols., 2008). 

En los ensayos de clonogenicidad, las MSCs generalmente se siembran in vitro a 

densidades bajas (10-1000 células/cm2) y/o extremadamente bajas (0,5-6 células/cm2) esto 

influye en en la características de la colonias, ya que se ha observado que la pérdida de 

contacto célula a célula, permite que presenten una mayor tasa de proliferación, menor 

cantidad de células senescentes y mejor potencial tri-linaje en el cultivo durante la 

expansión (Balint y cols., 2015). MSCs se expandieron más rápidamente cuando se 

sembraron a densidades muy bajas (1,5-3 células/cm2) y al aumentar el número de células 

sembradas por cm2 disminuyeron los porcentajes de eficiencia clonal, debido 

probablemente a que un número elevado de algunas colonias se vuelven confluentes y es 

difícil discriminar entre colonias individuales (Dimitrov y cols., 2008). 

 

Diferenciación celular. En la mayoría de los tejidos adultos las células madre permanecen 

en forma escasa y con un potencial limitado de proliferación para generar células del tejido 

en el que residen (Maruyama y cols., 2010). Sin embargo, las células madre no son sólo 

unidades de organización biológica responsable del desarrollo y de la regeneración de los 

sistemas de órganos y tejidos, sino que también unidades de la evolución por selección 

natural (Weissman, 2000). Se ha observado que bajo ciertas condiciones microambientales 

estas células pueden cambiar su destino a otros tipos celulares distintos a los de su tejido, 

presentando una asombrosa capacidad de diferenciación o plasticidad celular 

(Lakshmipathy y Verfaillie, 2005). También se ha evidenciado que las células madre pueden 

convertirse a células de un linaje diferente al que pertenece, perdiendo marcadores y 

funcionalidad de su tejido de origen, y adquiriendo marcadores y función del nuevo tipo 

celular, sin someterse a una división celular, conociéndose este proceso como 

transdiferenciación (Tosh y Slack, 2002; Wagers y Weissman, 2004) 

La plasticidad de las MSC endometriales ha sido analizada en diversos estudios, en donde 

ha quedado de manifiesto la capacidad de estas células de diferenciarse principalmente en 

linajes de tipo mesodérmico. Células estromales de endometrio humano fueron aisladas y 

cultivadas in vitro, observándose tiempo después una diferenciaron a células adipogénicas, 

con presencia de típicas vacuolas ricas en lípidos (Dimitrov y cols., 2008). También se ha 

observado que estas células se diferencian a condrocitos con la expresión de 

glicosaminglicanos sulfatados y colágeno tipo II, típico de cartílago articular humano (Wolff 
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y cols., 2007). Las células endometriales tipo MSCs pueden presentar, a la vez, capacidad 

de diferenciación a linaje mesodérmico, osteogénico, condrogénico y adipogénico 

(Schüring y cols., 2011). Se ha observado también que poblaciones específicas de células 

madre endometriales se diferenciaron en adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos y 

células endoteliales (Masuda y cols., 2012). Estas características de multipotencia también 

fueron observadas en células individuales clonogénicas de endometrio humano (Gargett y 

cols., 2009). Otros autores han demostrado que estas células endometriales han sido 

capaces de diferenciarse a 9 linajes celulares como, adipogénico, osteogénico, neural, 

endotelial, pancreático, hepático, células epiteliales respiratorias, cardiomiocitos y miocitos 

(Meng y cols, 2007). Incluso, células madre endometriales humana fueron diferenciadas in 

vitro en neuronas dopaminérgicas (Wolff y cols., 2010) y en ratona a células pancreáticas 

(Santamaría y cols., 2011). Poblaciones específicas de células epiteliales y estromales 

también pueden diferenciarse in vitro a linaje adipogénico y osteogénico (Cervelló y cols., 

2010; 2011). Células endometriales cultivadas a partir de sangre menstrual, han mostrado 

una amplia capacidad de diferenciación a linajes condrogénico, adipogénico, osteogénico, 

neurogénico y cardiogénico (Patel y cols., 2008).  

Las características de plasticidad demostradas en células endometriales MSC son similares 

a las de MSC de médula ósea y tejido adiposo, las cuales han sido utilizadas en diversos 

estudios de reconstrucción de tejido y se han sugerido como una alternativa a terapias 

regenerativas de tejidos (Schwab y Gargett, 2007). En general, los criterios utilizados para 

establecer la plasticidad en la mayoría de los estudios se han basado en la morfología y 

marcadores, y rara vez en la funcionalidad de las células diferenciadas (Lakshmipathy y 

Verfaillie, 2005).  

 

Marcadores moleculares de células madre en endometrio 

 

Las investigaciones en curso acerca de la presencia de células madre en el endometrio se 

han centrado en la identificación de marcadores moleculares y debido a que poseen muy 

poca especificidad, se ha hecho necesario realizar estos ensayos en conjunto con estudios 

de funcionalidad de células madre (Gargett y Masuda. 2010). Actualmente el foco principal 

de atención es la identificación de marcadores moleculares de células madre estromales 

mesenquimales o MSCs endometriales (Gargett y Ye, 2012). 

Se ha observado en humanos que UFC de células estromales obtenidas in vitro, expresaron 

marcadores típicos de células madre mesenquimales como CD29, CD44, CD73, CD90, 
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CD105, CD146 y PDGFRβ (CD140b), pero no así para marcadores endoteliales y 

hematopoyéticos como CD31, CD34, CD45, HLA-DR y STRO-1 (Dimitrov y cols., 2008; 

Gargett y cols., 2009). Se ha demostrado que el útero de cerdas también contiene MSCs, 

en donde se expresaron marcadores como CD29, CD44, CD144, CD105 y PDGFRβ, siendo 

negativas para CD34 y CD45 en células aisladas desde endometrio y miometrio, las cuales 

a su vez fueron capaces de diferenciarse in vitro en linajes adipogénicos y osteogénicos. 

Además, algunas células cultivadas a baja densidad formaron grandes colonias con una 

eficiencia de 0.035% (Miernik y Karasinski, 2012).  

Se ha postulado que MSCs de endometrio humano pueden purificarse en base a la co-

expresión de dos marcadores perivasculares, PDGFRβ y CD146, observándose que en 

células CD146+PDGFRβ+ se expresaron marcadores de superficie típicos de MSCs, como 

CD29, CD44, CD73, CD90 y CD105, y carecieron de marcadores hematopoyéticos y 

endoteliales (Schwab y Gargett, 2007). Además, correspondieron al 1,5% de la población 

de células estromales obtenidas y demostraron poseer una mayor clonogenicidad que 

células CD146-PDGFRβ- (7.7+1.7% y 0.7+0.2%, respectivamente), siendo también 

capaces de diferenciarse a linajes osteogénico, adipogénico, miogénico y condrogénico. 

Estas células residieron cerca de la vasculatura, tanto en la capa funcional y basal del 

endometrio humano, constituyendo un posible nicho perivascular de MSCs.  

Al clasificar células estromales de endometrio humano en poblaciones de 

CD146+PDGFRβ+ (MSC), CD146-PDGFRB+ (fibroblastos) y CD146+PDGFRB- 

(endoteliales), se observó que MSCs fueron clonogénicas y se diferenciaron en adipocitos, 

expresaron marcadores de pericitos y fueron inmunolocalizadas en el espacio perivascular 

de pequeños vasos endometriales. Además, expresaron genes implicados en la 

angiogénesis, vasculogénesis, inflamación, inmunomodulación, comunicación celular, 

proteólisis, inhibición, respuesta a hormonas esteroidales e hipoxia. También presentan un 

aumento en las vías de señalización Notch, TGFβ, IGF, Hedgehog y del receptor acoplado 

a proteína G, lo cual es característico de los procesos de auto-renovación y multipotencia 

presentados en tejidos adultos de MSCs (Spitzer y cols., 2012). El uso de esta combinación 

de marcadores para la identificación de MSCs en endometrio, ha sido confirmado en 

múltiples órganos, donde se ha detectado la expresión de marcadores de MSCs en la 

superficie de células perivasculares nativas no cultivadas. Por lo tanto, se sugiere que la 

pared de los vasos sanguíneos albergan una reserva de células progenitoras que puede 

ser integral con el origen de la MSCs y otras células madre adultas, y que pueden estar 

asociadas con una subpoblación de pericitos (Crisan y cols., 2008). Si bien estos estudios 
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arrojan importante información acerca de las características y posible ubicación de las 

células madre endometriales, en la práctica se requiere de procedimientos complejos, en el 

que las células se ven expuestas más de una vez a un sistema de clasificación o 

purificación, que puede causar efectos perjudiciales sobre la viabilidad celular (Masuda y 

cols., 2012).  

Así es como un nuevo marcador W5C5 ha sido propuesto para la identificación de MSCs 

de endometrio humano, el cual permite obtener células in vitro con propiedades similares a 

células CD146+PDGFRβ+ y que al trasplantar células estromales W5C5+ bajo la cápsula 

renal de ratones inmunodeprimidos NOD/Scid/g, se produce una reconstrucción del tejido 

estromal endometrial humano. Se observó que el 4,2% de las células estromales aisladas 

correspondieron a células W5C5+, las cuales presentaron una clonogenicidad 

significativamente más alta que células W5C5- y fueron capaces de diferenciarse a 

adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos y células endoteliales. Además, se determinó 

que gran parte de ellas residen en la periferia de los vasos sanguíneos en la capa basal y 

funcional del endometrio (Masuda y cols., 2012) 

Se ha evaluado también la presencia de otros marcadores moleculares en el endometrio 

de ratón y humanos, como OCT4 que es un marcador nuclear de pluripotencia presente en 

células madre embrionarias y algunas células madre adultas (Gargett y Masuda, 2010). 

Mediante inmuhostoquímica se ha observado que el 42% de las muestras obtenidas desde 

endometrio humano y equivalentes al 44% de los pacientes, fueron positivas para OCT4, y 

que a nivel de ARNm todas las muestras fueron positivas para este gen (Matthai y cols., 

2006). En ratonas se demostró que el 10% de una población específica de células madre 

estromales endometriales, fue positiva a marcadores de indiferenciación celular como 

OCT4, lo que sugiere un posible rol de esta molécula en las células madre de endometrio 

(Cervelló y cols., 2007). Asimismo, se ha evidenciado OCT4 en varias líneas de células 

sanguíneas menstruales (Patel y cols., 2008) y en algunas células madre del miometrio 

uterino humano, a través de ARNm de OCT4 y proteína que mostró una ubicación limitada 

al núcleo celular (Ono y cols., 2010). Si bien aún no está clara la función que desempeña 

OCT4 en los tejidos adultos, se ha relacionado con la reprogramación de células somáticas 

asignándole un posible doble rol, ya sea en la mantención de la pluripotencia de células 

madre adultas y en la diferenciación celular, en donde es capaz de dirigir el destino de las 

células madre somáticas de acuerdo a un efecto de dosis génica (Stefanovic y Pucéat, 

2010). Además, se ha visto la presencia de OCT4 junto a otro marcador de pluripotencia 

NANOG en endometrio humano y se ha considerado una fuente propicia de células para 
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inducir pluripotencia (Park y cols., 2011). Se ha visto que Musashi-1, un marcador de células 

progenitoras epiteliales que regula las vías de señalización de auto-renovación, se localizó 

en células individuales epiteliales de las glándulas endometriales y en pequeños grupos de 

células del estroma, demostrando en el endometrio proliferativo un aumento significativo de 

estas células en la capa basal, en comparación con la capa funcional (Götte y cols., 2008).  

Es importante considerar que la expresión de un marcador de células madre no 

necesariamente implica actividad de estas células, ya que es conocido que marcadores de 

células madre adultas también se expresan en células maduras (por ejemplo, CD34 es un 

marcador de células madre hematopoyéticas y de células endoteliales maduras), por lo que 

la identificación y caracterización de células madre en base a marcadores moleculares, 

debe estar acompañado por al menos un ensayo funcional de células madre (Gargett, 

2007).  

 

Células madre de endometrio bovino 

 

Existen diversos estudios realizados para la identificación de células madre en endometrio 

principalmente en la especie humana o modelos murinos, siendo muy poca la información 

publicada en animales de granja. Sin embargo, estas células han podido ser aisladas en 

las especies porcina, ovina, caprina y bovina (Tabla 1).  

La gran capacidad de regeneración del endometrio bovino durante las diferentes etapas de 

la vida reproductiva de la hembra, permitió postular, al igual que en humanos, la existencia 

de células madre residentes en el tejido. Es así como hace menos de una década se realizó 

el primer reporte de células madre en endometrio bovino, en donde se aislaron y cultivaron 

células estromales que a los 18 días de cultivo presentaron un cambio morfológico 

espontáneo, similar al fenotipo de células estromales de médula ósea bovina. Además 

mostraron capacidad de diferenciación a linaje osteogénico (Donofrio y cols., 2008). 

Posteriormente varios autores se enfocaron en el aislamiento e identificación de MSCs, que 

han sido establecidas como atractivos candidatos para la terapia celular (Darzi y cos., 

2016). Las MSCs de endometrio bovino crecen adheridas al plástico, forman colonias, 

poseen una alta proliferación, así como capacidad de diferenciarse a linajes mesodérmicos 

como condrogénico y osteogénico (Cabezas y cols., 2014). Se ha observado también que 

el endometrio de vaquillas contiene MSCs con capacidad de diferenciarse a linaje 

adipogénico, una alta cinética de crecimiento debido al corto tiempo que se requirió para 

que las células duplicaran su población (Mehrabani y cols., 2015). Poblaciones celulares 
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homogéneas de MSCs de endometrio bovino han mostrado una gran eficiencia de 

clonogenicidad, las cuales expresan altos niveles de marcadores moleculares como CD29, 

CD44 y vimentina, y bajos niveles de expresión para CD34 y sin MHC-II (de Moraes y cols., 

2016). 

 

Tabla 1. Resumen de estudios que han identificado posibles candidatos de células madre 

endometriales en animales de granja. 

 

Especie 

 

Candidatos de células madre endometriales 
Referencia  

Tipo 

                 

Características 
    

    

 

Porcina 

 
 

 

MSCs 

 

Expresión de marcadores de MSCs. 

Diferenciación osteogénica y adipogénica. 

 

Miernik y Karasinki 

(2012) 

Porcina SD Expresión de marcadores embrionarios y 

mesenquimales. 

Diferenciación condrogénica y osteogénica. 

Bodek y cols. 

(2015) 

 

Ovina 
 

MSCs 
 

Población CD271+ CD49f- con alta eficiencia 

clonogénica, capacidad clonogénica seriada y 

diferenciación linaje adipogénico, muscular, 

condrogénico y osteogénico 

 

Letouzey y cols.  

(2015) 

 

Caprina 
 

MSCs 
 

Alto potencial de proliferación y diferenciación a 

linaje adipogénico, condrogénico y osteogénico 

 

Tamadon y cols. 

(2017) 
 

Bovina 
 

Estromal 
 

Fenotipo similar a células mesenquimales 

derivadas de médula ósea. 

Capacidad de diferenciación a linaje 

osteogénico. 

 

Donofrio y cols. 

(2008) 

 

Bovina 
 

MSCs 
 

Expresión de marcadores de pluripotencia y 

multipotencia. 

Capacidad de diferenciación a multilinaje. 

Clonogenicidad y alta proliferación. 

 

Cabezas y cols. 

(2014) 

 

Bovina 
 

MSCs 
 

Expresión de marcador CD73+. 

Alta capacidad proliferativa. 

Diferenciación a linaje adipogénico. 

 

Mehrabani y cols.  

(2015) 

 

Bovina 
 

Pluripotente 
 

Expresión de marcadores de pluripotencia. 

Diferenciación a multilinaje. 

 

Łupicka y cols.  

(2015a) 
    

Bovina MSCs Expresión de marcadores mesenquimales. 

Clonogenicidad. 

Diferenciación a linaje osteogénico y 

adipogénico. 

de Moraes y cols. 

(2016) 

    

 

 

SD: Población lateral; MSC: Células madre mesenquimales. Fuente: Elaboración propia 
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En endometrio bovino se han investigado diversos marcadores que no necesariamente son 

los postulados en humanos para MSCs, ya que en general la identificación de marcadores 

moleculares de células madre es muy poco específico (Gargett y Masuda. 2010). Además, 

la limitada disponibilidad de anticuerpos especie-específico permite probar sólo algunos 

marcadores moleculares que están reportados previamente en literatura para la 

identificación de células madre en endometriou otro tejido bovino. Es así como en el 

endometrio de vacas se ha evaluado la presencia de marcadores de pluripotencia Oct3/4, 

Sox2 y Nanog, postulando al endometrio como el principal sitio de células que expresan 

marcadores de pluripotencia en el útero bovino, las cuales se cree son más abundantes en 

el útero de los animales más jóvenes, debido a los altos niveles observados en la expresión 

de estos marcadores (Łupicka y cols., 2015a). Estos mismos autores indican que la 

expresión de los marcadores fue más alta en el cuerno ipsilateral en comparación con el 

contralateral al CL, sugiriendo que la actividad de las células madre uterinas es influenciada 

por las hormonas ováricas presentes a nivel local. Los marcadores de pluripotencia también 

han sido observados en útero bovino con adenomiosis, pero con cambios significativos en 

comparación con el útero normal. Esto sugiere que las alteraciones en las variaciones de 

esteroides ováricos puede afectar directamente el funcionamiento y proliferación de células 

madre endometriales, con el consecuente desarrollo de patologías uterinas (Łupicka y cols., 

2015b). 

La especie bovina ha sido utilizada frecuentemente en investigación biomédica y 

biotecnológica, ya que es un animal de importancia agrícola con un valor comercial 

significativo y que podría utilizarse como modelo en humanos o grandes animales para la 

aplicación de terapia celular regenerativa (Rossi y cols., 2014). En bovinos las infecciones 

uterinas como la endometritis son muy comunes durante el postparto, principalmente en el 

ganado lechero, en donde se ha relacionado con importantes pérdidas reproductivas (Hill y 

Gilbert, 2008). Además, se considera una fuente accequible para la obtención de muestras, 

debido a la gran disponibilidad de tejidos postmortem en mataderos locales y presentación 

de casos clínicos de endometritis. La gran capacidad regenerativa del endometrio bovino 

sugiere la participación de células madre presentes en el tejido y si bien existen registros 

en la literatura acerca de su identificación; estos son escasos y entregan una infomación 

limitada. Las variaciones hormonales durante el ciclo estral influyen y modifican el 

comportamiento de las células endometriales, lo que podría afectar también la presencia 

y/o características de las células madre residentes en las diferentes fases. Asimismo, la 

gran regeneración y remodelación del tejido durante el postparto bovino puede verse 
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alterada por la presencia de patologías inflamatorias como endometritis subclínica y clínica, 

que en diferente grado afectan la integridad y posterior regeneración del endometrio. Estos 

cambios pueden afectar directamente la presencia de células madre en endometrio, o 

quizás de algún modo modificar las características funcionales de ellas para reestablecer 

la homesotasis tisular y llevar a cabo la regeneración del tejido durante el postparto bovino. 

Es por ello que en el siguiente estudio se consideraron estos períodos críticos en la 

regeneración endometrial para identificar MSCs, las cuales han sido de elección en el uso 

de terapias regenerativas. La evaluación de la funcionalidad e identificación de marcadores 

moleculares permitirá caracterizar las MSCs en diferentes etapas, lo que es de gran 

importancia al considerarse el endometrio bovino como una posible fuente celular accesible 

y renovable. 
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HIPÓTESIS 

 

La funcionalidad y presencia de marcadores de células madre mesenquimales en el 

endometrio bovino cambian a lo largo del ciclo estral y difieren en el endometrio postparto 

entre vacas sanas y con endometritis. 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Identificar y caracterizar células madre mesenquimales en endometrio bovino a través del 

ciclo estral y en el postparto de vacas sanas y con endometritis. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Establecer un modelo experimental ex vivo a partir de tejido endometrial bovino, para la 

identificación de células madre mesenquimales y sus marcadores a lo largo del ciclo estral, 

y postparto bovino. 

2. Evaluar marcadores de multipotencia y pluripotencia a nivel proteico y de ARN mensajero 

en tejido de endometrio durante la fase folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral y 

en el postparto de vacas sanas y con endometritis clínica y subclínica. 

3. Identificar células madre mesenquimales a partir de cultivos primarios de endometrio 

durante las fases folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral y en el postparto de vacas 

sana y con endometritis clínica y subclínica. 

4. Evaluar marcadores de multipotencia y pluripotencia a nivel proteico y de ARN mensajero 

en las células madre mesenquimales de endometrio durante las fases folicular, luteal 

temprana y tardía del ciclo estral y en el postparto de vacas sana y con endometritis clínica 

y subclínica. 

5. Evaluar la funcionalidad de las células madre identificadas mediante ensayos biológicos 

de clonogenicidad, proliferación y diferenciación in vitro a estirpes mesodérmicas 

condrogénica, osteogénica y adipogénica. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Diseño Experimental 

 

El estudio fue dividido en dos grandes experimentos de forma de identificar y caracterizar 

las MSCs y sus marcadores moleculares en endometrio bovino, tanto en el ciclo estral, 

como durante el postparto de vacas sanas y con endometritis (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Diseño experimental del estudio de Células madre mesénquimales en endometrio 

bovino. Fuente: Elaboración propia. 
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En el Experimento 1 se seleccionaron 4 tractos reproductivos postmortem para cada una 

de las etapas del ciclo estral: fase folicular, luteal temprana y luteal tardía, los cuales fueron 

clasificados en base a la identificación visual de las estructuras de ambos ovarios, tonicidad, 

secreción presente en el genital, y se realizó la medición de las concentraciones 

plasmáticas de progesterona y estradiol desde sangre periférica. A partir de estos tractos 

reproductivos se obtuvo la muestra de endometrio para cada una de las fases del ciclo 

estral. 

Para el Experimento 2, se seleccionaron 5 biopsias endometriales para cada uno de los 

estados clínicos del endometrio durante el postparto: sano, endometritis subclínica y clínica. 

La clasificación de las muestras fue en base a un exámen clínico veterinario y evaluación 

citológica del endometrio.  

En ambos experimentos se derivaron cultivos primarios de endometrio bovino y se 

evaluaron características funcionales y presencia de marcadores moleculares de modo de 

identificar in vitro la presencia de células madre mesenquimales. Las características propias 

de estas células que fueron evaluadas son apariencia fibroblastoide, capacidad de crecer 

en plástico y de formar colonias, proliferar y diferenciarse a linaje condrogénico, 

osteogénico y adipogénico. Se analizó la presencia de marcadores de multipotencia y 

pluripotencia en tejido y células de cultivo primario, a nivel de ARNm y proteínas. 

 

Obtención y selección de muestras. 

 

Experimento 1. Los tractos reproductivos bovinos fueron obtenidos en la planta faenadora 

local Frigosur, a partir de hembras bovinas adultas de entre 1 a 2 años de edad, no 

preñadas, sanas y con apariencia normal del útero. Los tractos genitales se colectaron 

después del sacrificio de los animales e inmediatamente después se tomó una muestra de 

sangre en tubo limpio con heparina sódica 1% (Laboratorio Sanderson, Chile), desde la 

arteria carótida una vez realizada la decapitación de la hembra. Los tractos reproductivos y 

las muestras de sangre fueron mantenidos y transportados en un recipiente con hielo para 

su posterior procesamiento. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 185 g x 5 

minutos a temperatura ambiente (Heraeus Megafuge 16, Thermo Scientific, Alemania), de 

modo de obtener el plasma sanguíneo.  

Los tractos reproductivos fueron clasificados en cada fase del ciclo estral considerando la 

ovulación como día 0. De este modo, la fase folicular fue establecida a partir del día 18 

hasta el día 0, la fase luteal temprana entre los días 1 y 4, y la fase luteal tardía entre los 
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días 11 y 14 del ciclo. La clasificación de los tractos genitales en base a la identificación 

visual de las estructuras de ambos ovarios, tonicidad y secreción del genital, y medición de 

las concentraciones plasmáticas de progesterona y estradiol circulante, fue realizada de 

acuerdo a los criterios descritos en literatura por varios autores (Ireland y cols., 1980; 

Kastelic y cols, 1990; Fernández, 2008). 

De este modo, para la fase folicular se seleccionaron tractos genitales que presentaron 

ovarios con un CL no destacable, menor a 2 cm de diámetro, consistencia dura y con un 

folículo prominente mayor a 10 mm, genital con gran tonicidad, alta vascularización y 

abundante presencia de mucus cristalino y filante y concentración plasmática de estradiol 

mayor a 8 pg/mL y progesterona menor a 1 ng/mL. Para la fase luteal temprana se 

seleccionaron tractos reproductivos que presentaon un CL no destacable, con tamaño de 

1-2 cm de diámetro, de consistencia blanda y varios folículos de diferentes tamaños menor 

a 5 mm, o folículos apenas perceptibles, con superficie ovárica lisa o con pequeñas 

depresiones, tonicidad, vascularización y secreción del genital fue moderada y se presentó 

una secreción mucosa e incluso sanguinolenta en baja cantidad. Las concentraciones de 

estradiol fluctuaron entre 1,8-7,5 pg/mL y la progesterona fue mayor a 1 ng/mL. Por su 

parte, en la fase luteal tardía se contempló un CL destacable mayor a 2 cm de diámetro, de 

consistencia dura, y folículos apenas perceptibles o destacables con presencia de variados 

tamaños y que llegaron hasta los 10 mm, tonicidad e irrigación baja del genital y con muy 

poca secreción y de tipo mucosa color amarillento, progesterona en altas concentraciones 

mayor a 3 ng/mL y estradiol con una concentración máxima fue de 2,5 pg/mL. 

Los tractos reproductivos seleccionados fueron lavados tres veces con una solución salina 

estéril (NaCl 0,9%) y se procedió a abrirlos longitudinalmente con tijeras desde el oviducto 

hacia el cérvix, a través del cuerno uterino ipsilateral a la estructura predominante en el 

ovario, según la fase del ciclo estral. Las muestras de endometrio fueron obtenidas 

mediante un corte de 2 cm2 aproximadamente, abarcando tanto la región caruncular como 

la intercaruncular. 

Experimento 2.  Las muestras de tejido endometrial fueron obtenidas desde hembras 

bovinas adultas de raza Holstein, de 3 a 6 años de edad, con un período postparto de entre 

20 a 60 días. Cada animal fue sometido a un examen clínico veterinario madiante palpación 

transrectal, vaginoscopía y ecografía transrectal (HS-2100V, Honda, Japón), de forma de 

evaluar aspecto de la mucosa vaginal y pared uterina, presencia y tipo de secreción a nivel 

vaginal, útero y/o cuernos, y morfología ovárica. En base al diagnóstico del estado clínico 

del endometrio realizado en terreno, se tomaron muestras para vacas sanas, con 
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endometritis subclínica y clínica. Sin embargo, la clasificación definitiva de las muestras fue 

en base al análisis citológico y bacteriológico realizado en laboratorio. Para ello se tomó 

muestra de citología endometrial mediante la técnica de CytobrushTM, la cual emplea un 

pequeño cepillo protegido por una camisa de insemincación, que es insertado a través del 

cérvix y vagina hasta el útero, colectándose por rotación parte de la superficie del 

endometrio. El cepillo fue extendido directamente sobre un portaobjeto para el posterior 

recuento de PMN y el resto de la muestra fue suspendida en un tubo estéril de 15 mL de 

caldo triptona de soya (Merck Millipore®) para el cultivo microbiológico y evaluación de la 

presencia de algunos agentes patógenos como Streptococcus bovis y pyogenes, 

Escherichia coli y Bacterias difteroides. La clasificación de las muestras en base a la 

citología endometrial fue realizada según criterios descritos por Sheldon y cols. (2006) y Le 

Blanc y cols. (2002). La toma de muestra de endometrio se realizó mediante dos biopsias 

extraídas con una pinza de biopsia tipo tischler, obteniéndose un trozo de 1 x 0,4 cm 

aproximadamente para cada una de ellas.  

En ambos experimentos las muestras obtenidas fueron procesadas en el Laboratorio de 

Biotecnología Animal del Departamento de Ciencia Animal, siendo divididas y separadas 

en tubos estériles de 15 mL con una solución PBS y AAM (HyClone®, Thermo Scientific) 

para cultivo celular primario, o con formalina tamponada al 10% por 48 horas para su fijación 

y posterior análisis de inmunohistoquímica. Las muestras de tejido fueron transferidas a un 

tubo estéril y se congelaron por inmersión en nitrógeno líquido, siendo almacenadas 

posteriormente a -80ºC para la extracción de ARNm y proteínas. 

 

Cultivo celular primario. 

 

Las muestras obtenidas de endometrio de ambos experimentos fueron procesadas en base 

a una disrupción mecánica para facilitar la digestión enzimática, mediante fragmentación 

con pinzas y tijeras del tejido en trozos pequeños, los cuales fueron lavados 5 veces con 

solución de PBS y AAM. Estos fragmentos se depositaron en tubos de 15 mL con 3,5 mL 

de medio DMEM-F12 (GibcoTM®) y 3,5 mg de colagenasa tipo I (Gibco®), y fueron 

incubados a 37ºC en baño maría con agitación constante durante 2 horas, para lisar el tejido 

y aislar las células. Cada muestra fue homogenizada mediante pipeteo intenso y luego se 

dejó decantar durante 10 minutos los fragmentos de tejido que no fueron digeridos por la 

colagenasa. Finalmente, el lisado se centrifugó a 416 g por 10 minutos a temperatura 

ambiente y el precipitado resultante se depositó en placas de cultivo de 100 mm de 
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diámetro, con medio estándar DMEM-F12, suplementado con 10% SFB (HyClone®, 

Thermo Scientific), 1 mM de piruvato (Sigma-Aldrich®), 2 mM de L-glutamina (Sigma-

Aldrich®) y AAM. Las células fueron incubadas en condiciones estándar a 39ºC con una 

atmósfera de 5% CO2 y humedad relativa de 95% (MCO-18AC, Panasonic, Japón), con 

cambio de medio de cultivo a las 18 horas posteriores, para eliminar las células epiteliales 

que tienen un pegaje más tardío y luego cada dos días, siendo observadas diariamente en 

microscopio invertido (CKX41, Olympus, Japón), de forma de evaluar su morfología y 

adherencia, hasta alcanzar un 80 a 90% de confluencia. Luego las células fueron 

congeladas, retirando primero el medio desde las placas de cultivo celular y realizando tres 

lavados con PBS, para luego agregar 1 mL de tripsina (Gibco®) y desprender las células 

desde la placa durante 4 minutos a 39ºC. La adición de medio de cultivo DMEM-F12 

suplementado detuvo el efecto de la tripsina, por lo que se homogenizó y colectó todo el 

medio con células y se centrifugó a 416 g por 10 minutos a temperatura ambiente. El 

precipitado obtenido fue resuspendido en medio de criopreservación con dimetilsulfóxido 

10% (Sigma-Aldrich®), SFB al 20% y medio de cultivo DMEM-F12 suplementado, 

considerando al menos 2 millones de células en cada vial de congelación de 1 mL (Thermo 

Scientific), los cuales en primera instancia, fueron puestos en un recipiente de congelación 

Frosty (Thermo Scientific) durante 3 días a -80ºC, para ir disminuyendo la temperatura en 

forma gradual y luego se trasladaron a nitrógeno líquido para su almacenamiento final.  

 

Evaluación de propiedades funcionales de MSCs. 

 

Para la identificación de MSCs se evaluó en cultivo in vitro la morfología, adherencia al 

plástico y propiedades funcionales, mediante ensayos de clonogenicidad, proliferación y 

diferenciación celular. Todos estos ensayos fueron realizados en triplicado con células de 

cultivo primario en pase 3. Para ello las células almacenadas en viales fueron 

descongeladas y cultivadas en condiciones estándar, con cambio de medio cada dos días, 

hasta alcanzar un 80 a 90% de confluencia, ser tripsinizada y nuevamente cultivadas hasta 

el pase de interés. El recuento celular se realizó mediante cámara de Neubauer (Precicolor, 

Hamburgo, Alemania), considerando al menos 5 cuadrados en ambos lados de la cámara 

sin diferir en más del 10%. El cálculo de la cantidad total de células presentes en la 

suspensión celular se realizó en base a la cantidad de células contadas sobre el volumen 

de la cuadrícula y el factor de dilución utilizado. 
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Clonogenicidad. 

Las células de cada muestra fueron sembradas en pase 3 en placas de cultivo de 60 mm a 

una baja densidad de 30 células/cm2 y cultivadas durante un mes en las mismas 

condiciones estándar que para células de cultivo primario, con cambio de medio cada 15 

días. Cada placa fue examinada dos veces por semana para verificar que cada colonia fue 

originada de una única célula. Pasado el tiempo en cultivo, se eliminó el medio y las células 

fueron fijadas mediante paraformaldehído 2% y teñidas con giemsa para visualizar las 

colonias, las cuales fueron consideradas como tales conteniendo más de 20 células. La 

habilidad de las células para formar colonias fue calculada mediante la fórmula descrita por 

Chan y cols. (2004): 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑙𝑜𝑛𝑜𝑔é𝑛𝑖𝑐𝑎 (%) =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠
 𝑥 100 

 

Se evaluó, además, la funcionalidad de las colonias mediante tinción para fosfatasa alcalina 

(Vector® Red substrate; Vector Laboratories, Burligame, CA, USA), en donde las colonias 

positivas a la tinción mostraron una coloración roja, observada mediante microscopio digital 

invertido fluorescente EVOS FL (Life Technologies, Carslbad, CA, USA). Este es un atributo 

de células madre mesenquimales y permite descartar que las colonias sean de origen 

fibroblástico. 

 

Proliferación celular. 

Las células fueron sembradas en pase 3 en placas de 60 mm a una densidad de 2.000 

células/cm2, y cultivadas en las mismas condiciones estándar que para células de cultivo 

primario, con cambio de medio cada dos días hasta que alcanzaron un 100% de 

confluencia. El tiempo de doblaje celular fue calculado usando según la fórmula decrita por 

Vidal y cols. (2006):  

 

𝑇𝐷𝐶 =
𝑇𝐶

𝐷𝐶
 

 

TDC = Tiempo de doblaje celular 

DC   = Número de doblaje celular 

TC   = Tiempo en cultivo 
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𝐶𝐷 =
𝑙𝑛 (

Nf
Ni

)

𝑙𝑛2
 

 

Nf = Número final de células  

Ni = Número inicial de células sembradas 

 

Diferenciación celular. 

Se utilizaron dos líneas de cultivo primario al azar de cada fase del ciclo estral (FFol2 y 

FFol3, FLTemp1 y FLTemp2, FLTard3 y FLTard4) y del estado patológico del endometrio 

bovino (PPESano1 y PPESano4, PPESubcl3 y PPESubcl4, PPEClin2 y PPEClin3). Estas 

células fueron sembradas en pase 3 en placas de 6 pocillos a una densidad de 4x104 por 

pocillo en triplicado y se cultivaron en las mismas condiciones estándar que para células de 

cultivo primario, con cambio de medio cada dos días, hasta que alcanzaron un 90% de 

confluencia. Luego, el medio de cultivo estándar se remplazó por medio de diferenciación, 

ya sea condrogénico, osteogénico o adipogénico, con cambio cada tres días. En cada 

ensayo de diferenciación se mantuvieron células controles sin inducir, que fueron 

mantenidas en DMEM low glucose (HyClone®, Thermo Scientific), 10% SFB, 1 mM de N-

Piruvato, 2 mM de L-glutamina, AAM, sin suplemento o inductores. La determinación de la 

capacidad de diferenciación celular se realizó a los 7 y 14 días de iniciado el cambio de 

medio condicionado, mediante tinción y evaluación de la presencia de genes y proteínas 

específica en células control e inducidas. 

Diferenciación condrogénica: 

El medio de cultivo consistió en DMEM low glucose, 10% SFB, 1 mM de N-Piruvato, 2 mM 

de L-glutamina, AAM y sumplementado con 100 nM de Dexametasona (Sigma-Aldrich®), 

35 ug/mL Ácido Ascórbico (Sigma-Aldrich®) y 1x Insulina-transferrina-selenio (Gibco®). La 

evaluación de la diferenciación condrogénica se realizó mediante tinción con azul de Alcian 

(Sigma-Aldrich®), en donde primeramente las células fueron fijadas en etanol al 100% 

(Sigma-Aldrich®) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, se añadió a cada 

pocillo 1 mL de azul de Alcián al 0,02% con pH 1, dejándolos por 3 horas en agitación (VRN-

360, Gemmy, Taiwan). Luego se realizó tres lavados con 1 mL de etanol al 100% durante 

5 minutos, en agitación y se retiró el exceso de etanol con glicerol al 80% (Sigma-Aldrich®). 

El azul de Alcián permitió teñir los hidratos de carbono asociados a grupos sulfato o 

carboxilos permitiendo detectar la presencia de glicosaminoglicanos, glicoproteínas 
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sulfatadas o carboxiladas, que son muy comunes en la matriz extracelular y abundante en 

los tejidos de cartílago. 

Diferenciación osteogénica: 

El medio constó de DMEM low glucose, 10% SFB, 1 mM de N-Piruvato, 2 mM de L-

glutamina, AAM y suplementado con 50,9 µM de Dexametasona, 10 mM de β-Glicerol 

Fosfato (Sigma-Aldrich®) y 0,1 mM de Ácido Ascórbico. Por su parte, la evaluación de la 

diferenciación condrogénica se realizó mediante tinción con rojo de alizarina (Sigma-

Aldrich®), previa fijación de las células con formaldehido al 10% (Sigma-Aldrich®) por 15 

minutos a temperatura ambiente. Luego se añadió a cada pocillo 1 mL de rojo de alizarina 

al 2% con pH 4,1-4,3, siendo incubados durante 20 minutos en agitación y posteriormente 

las células fueron lavadas 4 veces con PBS al 1% por 5 minutos en agitación. El rojo de 

alizarina se une al calcio y otros cationes, permitiendo teñir los cristales de hidroxiapatita 

de calcio y otros cristales de fosfato, que son abundantes a nivel de tejido óseo. 

Diferenciación adipogénica 

El medio constó de DMEM low glucose 10% SFB, 1 mM de N-Piruvato, 2 mM de L-

glutamina, AAM, y suplementado con 1 µM de Dexametasona, 1x insulina-transferrina-

selenio, 0,25 mM 3-isobutyl-1methylxanthine (3-IBM) y 100 mM indometacina. La 

evaluación de la diferenciación adipogénica se realizó mediante tinción con aceite rojo 

(Sigma-Aldrich®), previa fijación primero de las células con paramormaldehído 10% durante 

20 minutos a temperatura ambiente. Luego las células se tiñeron con aceite rojo por 20 

minutos en agitación. La tinción se eliminó mediante lavados de PBS y se aclaró con glicerol 

al 80%. La tinción permitió teñir y observar acumulación intracelular de lípidos y/o vacuolas 

lipídicas. 

Además de la evaluación visual mediante tinción celular en las diferenciaciones, se 

determinó paralelamente la presencia de genes y proteínas propias de cada linaje celular, 

para lo cual las células fueron cultivadas en triplicado y procesadas por separado para el 

análisis de ARNm y en conjunto para el caso de proteínas. Los genes y proteínas evaluados 

son detallados en la siguiente sección. 

 

Evaluación de marcadores moleculares de MSCs.  

 

Para caracterizar las MSCs de endometrio bovino, se determinó la expresión de 

marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) y multipotencia (CD44 y CD117), a 

nivel de genes y algunos también de proteínas, tanto en tejido como en células derivadas 
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de cultivo primario, para todas las muestras del estudio. En el caso de evaluar la 

diferenciación celular a multilinaje, se determinó la expresión de los genes AGGRECAN y 

SOX9 y la proteína Aggrecan para la inducción condrogénica. En el caso de osteogénesis 

los genes fueron SPARC y RUNX2, y la proteína Sparc. Finalmente se evaluó el gen PPAF1 

y la proteína Pparɣ en la diferenciación adipogénica. La expresión de ARN de los genes 

mencionados fue analizada mediante RT-qPCR y las proteínas mediante 

inmunohistoquímica en tejido y western blot en tejido y células. 

En las células en cultivo en pase 3 el medio fue retirado, con posteriores lavados con PBS 

y las células fueron desprendidas mediante raspado de la placa. Luego las muestras 

obtenidas se centrifugaron a 416 g x 10 minutos a 4ºC (CT15RE, Hitachi, Japón), de modo 

de obtener un precipitado de células que fue utilizado posteriormente en la extracción de 

ARN y proteínas. 

 

Extracción de ARN. 

El ARN de tejido y de células se obtuvo siguiendo las instrucciones del kit de extracción 

Trireagent (Sigma-Aldrich®). Las muestras fueron resuspendidas en 1 mL de solución 

Trireagent por cada 50-100 mg de tejido y 5x106 de células, siendo el tejido fragmentado 

completamente con un homogeneizador de rotor (Pro200, Proscientific, EEUU) y las células 

homogeneizadas por pipeteo intenso. Para completar la disociación de los complejos de 

nucleoproteínas, se dejaron las muestras a temperatura ambiente por 5 minutos y se agregó 

0,2 mL de cloroformo por cada mL de trireagent utilizado originalmente. Se agitó en vórtex, 

se dejó reposar 2-15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 g durante 15 

minutos a 2-8ºC. Tras la centrifugación se evidenciaron tres fases, una superior que 

correspondió a la fase acuosa que contiene el ARN, una fase intermedia de ADN y una fase 

orgánica inferior con proteínas. La fase acuosa fue apartada y procesada según las 

instrucciones del kit para la extracción de ARN, resuspendiendo en un volumen final de 20 

uL, que se almacenó a -80ºC hasta su evaluación.  

 

Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real. 

Para la evaluación de los genes a nivel de ARN, se realizó previamente una transcripción 

reversa de modo de obtener ADNc, el que luego fue analizado y cuantificado por qPCR. 

Primeramente, se tomaron 2 µL de cada muestra para cuantificar el ARN presente y se 

depositó en un pocillo de microplaca para ser leído mediante espectrofotometría (Epoch ™, 

BioTek, EE.UU.). En cada procedimiento de transcripción reversa se consideró un control 
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negativo y positivo, tanto para el gen como para la enzima. De esta forma 500 ng de ARN 

fueron sometidos a un tratamiento con ADNasa para eliminar el posible ADN genómico 

presente en la muestra, siguiendo los pasos del kit Revertaid H. Minus first strand ADNc 

synthesis (Thermo Scientific). A cada muestra obtenida se le añadió 1 μL de random primer 

y se llevó a un volumen final de 12 μL con agua DEPC (Mo Bio Laboratories, Inc). Luego 

se agregó a cada muestra 8 μL de la mezcla de reacción que contuvo: 4μL de buffer de 

reacción 5X, 2 μL de dNTP mix (10mM cada uno), 1 μL de inhibidor ARNsa riboblock y 1 

μL de la enzima transcriptasa reversa H Minus M-MuLV (Moloney- Murine Leucemia Virus). 

Se generó un volumen final de 20 μL que se incubó en un termociclador (MG-96, Ronbio 

Scientific, China) durante 5 minutos a 25ºC, 60 minutos a 42ºC y finalmente 5 minutos a 

70ºC para detener la reacción y detener la actividad enzimática. El producto final fue 

almacenado a -20ºC hasta su análisis. 

El qPCR o reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real, permitió obtener múltiples 

copias desde un fragmento de ADNc y cuantificar los niveles de expresión de los 

marcadores de interés, mediante el método de curva estándar. Para ello se tomó una 

muestra del control positivo de cada gen y se sometió a la reacción de PCR, la cual se 

realizó con el kit SensiMixTM SYBR Hi-ROX (Bioline, Berlin, Alemania), en un volumen final 

de 10 μL (mezcla: 5µL de Sensimix 5x, 2,5 µL de agua ésteril DEPC, 10 pmoles de cada 

partidor y 2 μL de ADNc).  

Los partidores fueron diseñados utilizando el programa PrimerQuestSM (IDT, EEUU), a 

partir de las secuencias publicadas en GenBank (NCBI secuencia de referencia) y se 

sintetizaron en IDT (Integrated ADN Technologies, Inc) (Tabla 2). Se diseñaron partidores 

considerando sólo exones o regiones que flanqueaban e incluían a los mismos y al menos 

un 50% de uniones GC. Además, se utilizaron sólo aquellos partidores que mostraron una 

eficiencia de amplificación de entre 90-110%. 

Las reacciones fueron corridas en PCR a tiempo real (Stratagene-Mx3000P, Stratagene, 

Grand Island, NY, NY, EEUU) y el producto final fue de 10 uL, el cual se sometió a una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 60 minutos a 80V, comprobando por luz 

ultravioleta la presencia y talla de la banda de cada gen. Este procedimiento fue utilizado 

además para evaluar la presencia o ausencia de genes específicos de los ensayos de 

diferenciación celular. Cada banda fue extraída desde el gel de acuerdo a las instrucciones 

del Kit E.Z.N.A.® Gel Extraction (Omega Bio-Tek) y posteriormente se determinó la 

concentración de ADNc extraído. 
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Tabla 2. Secuencia de partidores y temperaturas de alineamiento para la amplificación de 

los genes mediante PCR tiempo real. 

 

Gen Secuencia de partidores 
TA 

(°C) 

Tamaño 

(pb) 

Identificador 

NCBI 

OCT4 

 

F: 5´GGAGAGCATGTTCCTGCAGTGC3´ 
58 95 NM_174580 

R: 5´ACACTCGGACCACGTCCTTCTC3´ 

SOX2 
F: 5´CGAGTGGAAACTTTTGTCCG3´ 

55 101 NM_001105463 
R: 5´GGTATTTATAATCCGGGTGTT3´ 

NANOG 
F: 5´TTCCCTCCTCCATGGATCTG3´ 

58 219 NM_001025344 
R: 5´ATTTGCTGGAGACTGAGGTA3´   

CD44 
F: 5´GACTGTACATCGGTCACGGACC3´ 

58 84 S63418.1 
R: 5´GGTATAACGGGTGCCATCACGG3´  

CD117 
F: 5´TCCAAAACTCATCTGTCTCACC3´ 

58 112 AF263827.1 
R: 5´CCCACATCGTTATAAGCCCTG3´ 

AGGRECAN 
F: 5´CGCATTTCCAAGGAGAAGGAG3´ 

62 146 XM_018251445 
R: 5´GAGCGCATGTTCTGGATTTC3´  

SOX9 
F: 5´AAGTTCCCCGTGTGCATC3´ 

63 109 AF278703.1 
R: 5´TGCGGCTTGTTCTTGCTC3´ 

SPARC 
F: 5´ATCCACGAGAATGAGAAGCG3´ 

62 100 NM_174464 
R: 5´GCACAGGGAAGATGTACATGT3´ 

RUNX2 
F: 5´TGTGGTTACTGTCATGGCG3´ 

62 129 XM_010799141 
R: 5´TCGTTGAACCTGGCTACTTG3´ 

PPAF1 
F: 5´ACCAGTGCGTGACCTTTC3´ 

62 75 AB009278.1 
R: 5´AGCCGTCCTTGCAGATG3´ 

ACTB 
F: 5´GGCCAACCGTGAGAAGATGACC3´ 

58 96 BT030480.1 

R: 5´GAGGCATACAGGGACAGCACAG3´ 

TA: temperatura de alineamiento. Fuente: Elaboración propia. 

La curva estándar se realizó con al menos 8 diluciones seriadas (1:10) que fueron cargadas 

en duplicado al igual que las muestras y control negativo, de modo que fueron consideradas 

como réplicas técnicas. El CP fue calculado por el software apropiado incorporado en el 
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equipo y se utilizó β-actina como gen de referencia para normalizar los CP y determinar las 

diferencias en los niveles de expresión entre las muestras estudiadas. La normalización se 

realizó utilizando los niveles de expresión de β-actina obtenidos por curva estándar, como 

cociente de los valores obtenidos para cada gen. 

 

Extracción de proteínas. 

Las proteínas de células y tejido fueron extraídas mediante buffer de lisis RIPA (Sigma-

Aldrich®). Las células en suspensión (2x106) fueron lavadas con PBS enfriado en hielo y 

centrifugadas a 2000 g durante 5-7 minutos a 4ºC, luego se agregó el buffer de lisis, se 

agitó en vórtex durante 30 min a 4° C, se centrifugó a 14000 g durante 20 minutos a 4°C y 

se recuperó el sobrenadante que contuvo a las proteínas extraídas. En el caso del tejido, a 

5 mg se añadieron 300 μL de tampón de lisis enfriado con hielo y la mezcla se homogeneizó 

con vórtex, añadiendo 300-600 μL más de buffer de lisis, para luego dejar agitándo por 2 h 

a 4°C y centrifugar a 14000 g durante 20 minutos a 4°C, para recoger el sobrenadante con 

las proteínas contenidas. Posteriormente, las proteínas extraídas en ambas muestras 

fueron cuantificadas mediante espectofotometría en microplacas (Epoch™, BioTek, 

EE.UU.) y almacenadas a -20°C. 

 

SDS-PAGE y Western blot. 

Las muestras de proteína total fueron analizadas para determinar la presencia de 

marcadores específicos, mediante la técnica de Western blot. Se tomaron 20-40 ug de 

proteína total y se mezclaron con buffer de carga 6x, para ser cargadas en cada pocillo del 

gel. El gel utilizado fue de poliacrilamida y la concentración utilizada fue de 10%, de modo 

de separar las bandas proteicas de entre 21-200 kDa, que es donde se ubican las proteínas 

de interés. Las muestras fueron corridas mediante SDS-PAGE durante 2 horas a 100V 

(Mini-Protean®, Biorad, EE.UU.). Luego se realizó la transferencia de las proteínas desde 

el gel a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific 0,45 μm), mediante un equipo 

de transferencia semiseco (TE70X, Hoefer, Alemania) a 15V durante 40 minutos. Se realizó 

un bloqueo de los sitios no específicos de las proteínas, incubando la membrana con leche 

descremada al 5% en TBS-T, en agitación durante 1 hora a temperatura ambiente. Después 

de tres lavados con TBS-T, se incubó la membrana con el anticuerpo primario durante toda 

la noche, en una dilución que se estandarizó en función de la proteína evaluada, 

considerando una concentración inicial de 1:100 (Tabla 3). Se realizaron tres lavados de 

TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, durante 1 
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hora a temperatura ambiente en agitación. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron 

obtenidos desde Santa Cruz Biotechnologies (Dallas, TX, USA) y se detallan en Tabla 4. 

Luego de tres lavados con TBS-T se agregó el sustrato de quimioluminiscencia 

(SuperSignal West Pico, Thermo Scietific), que se unió al anticuerpo secundario emitiendo 

una señal, la cual fue captada por una película radiográfica y visible luego del revelado del 

film. La presencia de la proteína en cada muestra se determinó mediante la señal de las 

bandas observadas a una misma altura de peso molecular. A su vez, la membrana fue 

reutilizada mediante la técnica de stripping (Abcam®), desprendiendo los anticuerpos 

primarios y secundarios desde la membrana para evaluar la presencia de la proteína 

constitutiva β-actina en las mismas muestras, actuando como control interno de la técnica.  

 

Tabla 3. Descripción y dilución de anticuerpos primarios utlizados en Western blot (WB). 

 

Proteína Anticuerpo Tipo de anticuerpo Peso molecular Dilución en WB 

Oct4 PA1-16943, Thermo Policlonal (conejo) 40 kDa 1:200 

Sox2 PA5-17282, Thermo Policlonal (conejo) 35 kDa 1:200 

Cd44 sc-31043, Santa Cruz Policlonal (cabra) 90-95 kDa 1:200 

Aggrecan sc-25674, Santa Cruz Policlonal (conejo) 200 kDa 1:200 

Sparc sc-33645, Santa Cruz Monoclonal (ratón) 43 kDa 1:100 

Pparɣ sc-1981, Santa Cruz Policlonal (cabra) 54/57 kDa 1:100 

Β-actina sc-47778, Santa Cruz Monoclonal (ratón) 43 kDa 1:1000 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Tabla 4. Descripción y dilución de anticuerpos secundarios utlizados en Western blot (WB). 

 

Anticuerpo Tipo de anticuerpo Dilución en WB 

sc-2030, Santa Cruz Cabra anti-conejo IgG-HRP 1:10000 

sc-2033, Santa Cruz Burro anti-cabra IgG-HRP 1:10000 

sc-2318, Santa Cruz Burro anti-ratón IgG-HRP 1:20000 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Inmunohistoquímica. 

Las muestras de tejido fueron almacenadas y fijadas en formalina tamponada al 10% 

durante 48 horas, y procesadas según protocolo para inmunohistoquímica (Abcam®). Se 

lavaron con alcohol 70% y fueron embebidas en parafina en un procesador automático 
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(Shandon citadel 1000, Thermo Fisher Scientific, Santiago de Chile, Chile), donde las 

muestras fueron sometidas a una deshidratación en baños sucesivos de soluciones en 

concentración crecientes de etanol. Luego se aclararon mediante xilol y se pusieron en 

parafina en un centro de inclusión (AP280, Microm, Berlín, Alemania), de forma de generar 

un bloque homogéneo en dureza y consistencia. Posteriormente se realizaron cortes de 4 

μm del tejido, los cuales se sometieron a los procesos de desparafinación e hidratación con 

varios lavados con xilol y etanol, bloqueo de peroxidasa endógena, recuperación y 

exposición de antígenos por medio de citrato de sodio pH 6 o EDTA pH 8 y se realizaron 

lavados con PBS, bloqueo proteico con suero normal de cabra al 10% e incubación a 4ºC 

durante toda la noche, en una dilución que se estandarizó en función de la proteína de 

interés, pero que considerará una concentración inicial de 1:100. Una vez incubadas las 

muestras fueron secadas a temperatura ambiente, lavadas e incubadas con un polímero 

conjugado con peroxidasa (ImmPRESS Reagent kit peroxidase, Vector Laboratories), 

emitiéndose una señal la cual fue captada por el cromógeno DAB (ImmPACTtm DAB 

peroxidase sustate kit, Vector Laboratories, Bethesda, MA, Estados Unidos); siendo 

después contrateñidas, deshidratadas, aclaradas y montadas para ser observadas por 

microscopía óptica (Axioskop 40, Carl Zeiss, Zeiss, Alemania). 

Las proteínas que fueron evaluadas en tejido mediante inmunohistoquímica fueron, Oct4, 

Sox2 y Cd44. A su vez, la inmunoreactvidad de las muestras fue demostrada mediante la 

evaluación de citoqueratina y vimentina, en donde las muestras fueron incubadas con los 

respectivos anticuerpos en una concentración de 1:200 a 37ºC por una hora. 

 

Análisis estadístico 

 

Cada ensayo para evaluar las propiedades funcionales y marcadores moleculares de 

MSCs, fueron realizados en triplicado, de forma de observar la variabilidad técnica en los 

procedimientos. Los parámetros evaluados como n° de colonias, eficiencia clonogénica y 

tiempo de doblaje celular, fueron expresados como promedio ± desviación estándar. Por su 

parte, la actividad de fosfatasa alcalina de las colonias y capacidad de diferenciación a 

linajes mesodérmicos, fue evaluada visualmente según la presencia o ausencia de 

coloración y/o estructuras y genes específicos de cada diferenciación. En el caso de los 

ensayos de marcadores moleculares, la expresión génica obtenida por qPCR fue expresada 

como promedio ± desviación estándar. Para proteínas se determinó la presencia o ausencia 

de señal o coloración para western blot e inmunohistoquímica, respectivamente. 
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El análisis estadístico de los parámetros cuantitativos evaluados fue realizado mediante 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en el programa estadístico Infostat (Córdoba, 

Argentina, 2016), considerando diferencias significativas con un valor de p<0,05. Los 

grupos de cada experimento fueron comparados entre si, de modo de evaluar las 

diferencias entre las fases folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral y entre 

endometrio sano, con endometritis subclínica y clínica durante el postparto bovino. 
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3. RESULTADOS 

 

Experimento 1: Identificación y caracterización de MSCs y sus marcadores 

moleculares en endometrio durante el ciclo estral bovino. 

 

Muestras seleccionadas 

 

Se seleccionaron 4 tractos reproductivos obtenidos en matadero, para cada una de las 

fases del ciclo estral: folicular, luteal temprana y luteal tardía (Figura 4).  

 

 

 

Figura 4. Tractos reproductivos, morfología ovárica y concentraciones plasmáticas 

sanguíneas de estradiol y progesterona de hembras bovinas seleccionadas para fase 

folicular (FFol), luteal temprana (FLTemp) y tardía (FLTard) del ciclo estral. po: posterior a 

la ovulación. Fuente: Elaboración propia. 

 

Experimento 1.1 Evaluación de propiedades funcionales de MSCs. 

 

Cultivo primario de células in vitro 

 

Los cultivos primarios de endometrio bovino durante la fase folicular, luteal temprana y luteal 

tardía, fueron mantenidos in vitro en condiciones estándar de medio de cultivo y se observó 

que todas las células tuvieron la capacidad de adherirse a plástico y mostrar una morfología 
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de aspecto fibroblastoide (Figura 5). Además, dentro de los 5-7 días de iniciado el cultivo 

las células alcazaron una confluencia total.  

 

 

 

Figura 5. Imágenes representativas de la morfología in vitro de células de cultivo primario 

derivadas de endometrio bovino en fase folicular (a), fase luteal temprana (b) y tardía (c) 

del ciclo estral con aumento de 40x. Fuente: Elaboración propia. 

 

Clonogenicidad y proliferación celular 

 

Cuando las células fueron sembradas a baja confluencia (30 células/cm2) todas las líneas 

celulares fueron capaces de proliferar y formar colonias, las cuales presentaron actividad 

de fosfatasa alcalina positiva (Figura 6). En cada línea celular las colonias mostraron una 

variedad en tamaño y número de células, pero la mayoría de las colonias fueron grandes 

conteniendo más de 50 células.  

Se realizó un seguimiento de cada cultivo in vitro de forma de asegurarse que cada colonia 

fue formada a partir de una única célula. El recuento total de colonias fue similar entre líneas 

celulares independiente de la fase del ciclo estral, con un rango de entre 3 a 6 colonias 

observadas por pocillo sembrado. De este modo, entre el 0,5 ± 0,1 y 0,6 ± 0,1% de las 

células cultivadas mostraron habilidad para dividirse y formar colonias. El tiempo en cultivo 

que se demoraron las células en duplicar la cantidad inicial de siembra fue similar entre la 

fase folicular y luteal tardía con un promedio de 33,2 ± 4,5 y 34,5 ± 5,6 horas, 

respectivamente; tiempos que fueron significativamente menores al tiempo de doblaje 

observado para células de la fase luteal temprana con 40,6 ± 5,8 horas (Tabla 5). 
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Figura 6. Imágenes representativas de la fomación de colonias in vitro de cultivos primarios 

de endometrio bovino. Panel superior: Tinción giemsa de núcleos celulares con aumento 

40x; panel inferior: Actividad fosfatasa alcalina positiva con aumento 100x, en fase folicular 

(a), luteal temprana (b) y luteal tardía (c) del ciclo estral. Fuente: Elaboración propia. 

 

Tabla 5. Eficiencia clonogénica (EC) y tiempo de doblaje celular (TDC) de células de cultivo 

primario in vitro de endometrio durante el ciclo estral bovino. Cada ensayo fue realizado en 

triplicado para todas las líneas celulares de cada fase. 

 

Línea celular N° Colonias ( ) EC (%) TDC (hrs) 

FFol ( ± D.E.) 4,2±1,3a 0,5±0,1a 33,2±4,5a 

FLTemp (  ± D.E) 5,1±0,7a 0,6±0,1a 40,6±5,8b 

FLTard (  ± D.E.) 4,6±1,1a 0,5±0,1a 34,5±5,6a 
 

FFol: Fase folicular, FLTemp: Fase luteal temprana, FLTard: Fase luteal tardía. (a,b)Letras 

distintas en cada columna indican diferencias significativas entre grupos con p<0,05. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Diferenciación celular a linajes medodérmicos 

 

Las células de cada fase del ciclo estral fueron cultivadas y diferenciadas a linaje 

condrogénico, osteogénico y adipogénico (Figura 7). 

 

Fase folicular y luteal tardía:  

Las líneas de cultivo primario de fase folicular y luteal tardía mostraron una respuesta 

temprana a los medios de inducción, ya que a los 7 días de diferenciación se observó la 

presencia de células teñidas y/o estructuras específicas en cada uno de los linajes 

inducidos, variando aparentemente en base a los días de inducción y tipo celular utilizado. 

En general, subjetivamente la intensidad de marcaje fue mayor a los 14 días que a los 7 

días de iniciada cada diferenciacón celular. Los cultivos de células pertenecientes a la fase 

luteal tardía mostraron una mayor cantidad de células teñidas y se observaron estructuras 

más definidas en comparación con los de fase folicular, para todos los linajes mesodérmicos 

evaluados. Además, las células diferenciadas a linaje adipogénico mostraron gran 

desprendimiento de células a partir de los primeros días de haberse realizado el cambio a 

medio de inducción; observándose a simple vista una menor cantidad de células teñidas 

respecto a células de linaje condrogénico y osteogénico. No se observó marcaje en los 

controles de células que no fueron inducidas durante el cultivo.  

 

Fase luteal temprana 

Las células pertenecientes a la fase luteal temprana se mantuvieron hasta el final del cultivo, 

pero no mostraron tinción para los linajes evaluados, tampoco se observó un cambio 

evidente en la morfología de las células y se asemejó a lo encontrado en células al inicio 

del cultivo y en controles de células no inducidas.  

 

En las células que mostraron diferenciación mediante tinción, como en fase folicular y luteal 

tardía, se evaluó la presencia de genes y proteínas específicas para cada linaje al que las 

células fueron inducidas. Así, se pudo detectar la expresión de los genes AGGRECAN y 

SOX9 en las muestras de células diferenciadas a linaje condrogénico a los 7 y 14 días; 

SPARC y RUNX2 en inducción a linaje osteogénico y PAPF-1 para linaje adipogénico, 

siendo las respectivas células controles negativas para la presencia de estos genes. 
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Figura 7. Imágenes representativas de la diferenciación in vitro condrogénica (b,d;f,h), 

osteogénica (j,l;n,p) y adipogénica (r,t;v,x) a los 7 y 14 días, de células endometriales 

bovinas de fase folicular y luteal tardía durante el ciclo estral. Controles de células no 

inducidas (a,c,e,g,i,k,m,o,q,s,u,w). Fuente: Elaboración propia. 
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Además, mediante western blot se estableció la presencia de bandas de Aggrecan y Sparc 

en las muestras de fase folicular y luteal tardía, así como en sus respectivos controles 

positivos. En el caso de células de fase folicular, Aggrecan mostró una doble banda para 

los días 7 y 14 de diferenciación celular. Sin embargo, en células de la fase luteal tardía y 

en los controles positivos para la proteína en cuestión se observó una única banda. Por su 

parte Pparɣ fue identificado sólo el día 7 de diferenciación en células de fase folicular, no 

así en fase luteal tardía y en los controles positivos para ambas líneas de células de cultivo 

primario. Cuando el símbolo del marcador se encuentra en mayúsculas se refiere a la 

detección de transcriptos por qPCR, el mismo símbolo en letra minúscula se refiere a la 

proteína detectada por Western blot. Esta nomenclatura es consecuente a lo largo de todo 

el documento (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8. Imágenes representativas de la presencia o ausencia de banda de genes y 

proteínas para diferenciación condrogénica, osteogénica y adipogénica en células 

endometriales bovinas de fase folicular y luteal tardía del ciclo estral, inducidas in vitro 

durante 7 y 14 días. C+: Control positivo del gen o proteína; Cd7: Células control día 7; 

Cd14: Células control día 14; Dd7: Células diferenciadas al día 7; Dd14: Células 

diferenciadas al día 14. Fuente: Elaboración propia. 
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Experimento 1.2. Evaluación de marcadores moleculares de MSCs 

 

A continuación, se presenta la expresión de marcadores moleculares de pluripotencia 

(OCT4, SOX2 Y NANOG) y multipotencia (CD44 Y CD117) a nivel de genes y proteínas, 

tanto en tejido, como en células derivadas de cultivo primario de endometrio bovino en las 

fases folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral. 

 

Expresión de marcadores moleculares a nivel de ARN  

 

Los niveles de ARN de cada gen fueron evaluados mediante PCR en tiempo real, con 

método de curva estándar y normalizados con el gen constitutivo β-ACTINA. Cada resultado 

representado como promedio ± desviación estándar, contempla el total de muestras 

obtenidas en cada fase (n=4) en triplicado. Si bien se relizó estadísticas de los resultados 

arrojando algunas diferencias significativas, estas no fueron consideradas debido a la gran 

dispersión de los datos representada por la desviación estándar (Figura 9). De este modo, 

se determinó que hubo expresión de los genes OCT4, SOX2, CD44 y CD117, no así 

NANOG, en células y tejido de las fase folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral. 
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Figura 9. Análisis de la expresión de marcadores OCT4, SOX2, CD44 y CD117 a través de 

PCR a tiempo real, en tejido y células derivadas de cultivos primarios de endometrio bovino 

durante la fase folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral. Resultados se muestran 

como promedio ± desviación estándar. Fuente: Elaboración propia. 



 

50 
 

Expresión de marcadores moleculares a nivel de proteínas  

 

La expresión de proteínas de cada marcador en células y tejido fue evaluada mediante 

western blot, y además por inmunohistoquímica en tejido. Los ensayos de western blot 

fueron normalizados con la proteína constitutiva β-actina y los de inmunohistoquímica 

mediante anticuerpos de citoqueratina y vimentina. En ambas técnicas se utilizaron los 

mismos anticuerpos primarios para detectar la presencia de las proteínas de interés. 

Las proteínas Sox2 y Oct4 fueron observadas en tejido endometrial a través del ciclo estral, 

durante la fase luteal temprana y tardía, encontrándose con una localización nuclear en 

células estromales y glandulares. En el caso de la fase folicular, estas proteínas se 

localizaron además del núcleo, en el área perinuclear y de transmembrana de las células 

estromales y glandulares. La proteína Cd44 tuvo una localización difusa en el epitelio 

glandular y una marcada expresión en el tejido estromal, durante las fases luteal temprana 

y tardía. Para el caso de la fase folicular, no se detectó la presencia de Cd44 mediante 

inmunohistoquímica (Figura 10). A pesar de ello, los ensayos de western blot arrojaron 

positividad a todas las proteínas evaluadas (Sox2, Oct4 y Cd44) en tejido durante las tres 

fases del ciclo estral. Por su parte, la expresión de proteínas en las células derivadas de los 

tejidos anteriormente estudiados, demostró presencia de Sox2 en todas las fases 

evaluadas, pero no así Oct4, y en el caso de Cd44 fue detectado solamente en las fases 

luteal temprana y tardía (Figura 11).  

La evaluación de las proteínas tanto en tejido como en células, tuvieron el mismo patrón de 

peso molecular esperado para cada una de ellas. Oct4 y Sox2: 34 kDa y Cd44:38-40 kDa. 

Una de las líneas celulares y su respectivo tejido perteneciente a fase luteal temprana, 

fueron descartados para el ensayo de western blot, debido a pérdida de integridad de las 

muestras, por error técnico. 
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Figura 10. Imágenes representativas de inmunohistoquímica de biopsias de tejido 

endometrial en fase folicular y luteal temprana y tardía para la deteción de Oct4 (a,b,c), 

Sox2 (d,e,f), y Cd44 (g,h,i). Normalización de reacciones con citoqueratina (j,k,l) y vimentina 

(m,n,o). Flechas indican ubicación de cada proteína evaluada. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 11. Expresión de proteínas Oct4, Sox2 y Cd44 mediante western blot en tejido 

endometrial (Tej) y células derivadas de cultivo primario (Cel) durante las fases del ciclo 

estral bovino. Fuente: Elaboración propia. 

 

Experimento 2: Identificación y caracterización de MSCs y sus marcadores 

moleculares en endometrio durante el postparto de vacas sanas y con endometritis. 

 

Muestras seleccionadas 

 

Para este experimento se seleccionaron 5 biopsias de endometrio de vacas sanas y con 

endometritis subclínica, y 3 para endometritis clínica durante el postparto bovino (Tabla 6). 
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En las vacas sanas no se observó presencia de loquias y la citología endometrial arrojó un 

recuento de PMN menor al 10% y ausencia de agentes patógenos en cultivo microbiológico.  

En el caso de las hembras con endometritis subclínica, al exámen clínico hubo presencia 

de inflamación uterina con y sin secreción uterina o descarga vaginal, que en laboratorio 

presentaron un recuento de PMN mayor al 18% en los días 21-33 posterior al parto o mayor 

al 10% en los días 34-47, con existencia o no de patógenos en el cultivo microbiológico. 

Finalmente para endometritis clínica, la inflamación uterina al exámen clínico fue evidente 

con presentación de secreción vaginal purulenta y en donde el recuento de PMN fue mayor 

a 48% y patógenos estuvieron presentes en todas las muestras. 

 

 

Tabla 6. Muestras seleccionadas durante el postparto bovino en endometrio sano 

(PPESano) y con endometritis subclínica (PPESubcl) y clínica (PPEClin). PMN: 

Polimorfonucleares. Fuente: Elaboración propia. 

 

Además, se realizó corte histológico y tinción de hematoxilina y eosina de las muestras de 

endometrio destinadas para el análisis de inmunohistoquímica, de modo de evaluar 

directamente y en detalle la integridad de los tejidos. En el endometrio sano postparto, se 

observó que el tejido poseía una adecuada organización del epitelio y estroma, con 

estructuras glándulares definidas. En el caso de endometritis subclínica, el tejido mostró 

una desorganización incipiente de su estructura a nivel de epitelio, estroma y glándulas. 

Estos hallazgos fueron más evidentes en el caso de endometritis clínica, en donde también 

se presentó infiltración celular (Figura 12).  
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Figura 12. Corte histológico y tinción hematoxicilina y eosina de biopsias de endometrio 

postparto en vacas sanas (a y d), con endometritis subclínica (b y e) y clínica (c y f) a 100x 

y 200x, respectivamente. Flechas indican infiltración de polimorfonucleares. Fuente: 

Elaboración propia. 

 

Experimento 2.1 Evaluación de propiedades funcionales de MSCs 
 

Al igual que en el Experimento 1, de las muestras seleccionadas de endometrio bovino 

postparto se derivaron cultivos primarios de células en pase 3, en donde fueron evaluadas 

propiedades funcionales típicas de MSCs, mediante ensayos in vitro de clonogenicidad, 

proliferación y diferenciación. 

 

Cultivo primario de células in vitro 

Las células de cultivo primario in vitro derivadas de endometrio sano, endometritis 

subclínica y clínica, se mantuvieron en condiciones estándar de medio de cultivo siendo 

capaces de adherirse a plástico y mostrar un aspecto fibroblastoide (Figura 13). 
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Figura 13. Imágenes representativas de la morfología in vitro de células de cultivo primario 

derivadas de biopsia endometrial en el postparto en vacas sanas (a), con endometritis 

subclínica (b) y clínica (c), con aumento de 40x. Fuente: Elaboración propia. 

 

Clonogenicidad y proliferación celular 

Al sembrar las células en baja densidad (30 células/cm2) se observó que todas las líneas 

de cultivo primario in vitro fueron capaces de proliferar y formar colonias a partir de una 

única célula, variando en tamaño y número de células, presentándose mayoritariamente en 

el caso de las muestras de endometritis, colonias pequeñas con menos de 50 células 

(Figura 14). En general las células procedentes de animales con endometritis, 

particularmente de endometritis clínica, tendían a separarse de las placas de cultivo, siendo 

células más difíciles de cultivar in vitro. 

Dentro de los 5-7 días de iniciado el cultivo las células de endometrio sano alcanzaron la 

confluencia total, mientras las de endometritis subclínica lo lograron entre los 8-10 días y 

las de endometritis clínica a los 10-12 días. 

El recuento total de colonias fue significativamente mayor en células de endometrio de 

vacas sanas que en la de endometritis clínica, con un promedio total de 5,4±0,7 colonias 

observadas por pocillo sembrado y un 0,6±0,1% de estas células mostraron habilidad para 

dividirse y formar colonias, en contraste con un 0.1±0,1% en endometritis clínica. El tiempo 

en cultivo que se demoraron las células en duplicar la cantidad inicial de siembra fue 

significativamente menor en endometrio sano postparto que en endometritis clínica, con un 

valor de 30±0,4 versus 42±1,4 horas. Si bien, no hubo diferencias significativas en los 

parámetros evaluados entre endometrio sano y con endometritis subclínica, los valores 

obtenidos siempre fueron más bajos para esta última estado patológico del endometrio 

(Tabla 7). 
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Figura 14. Imágenes representativas de la fomación de colonias in vitro de cultivos 

primarios de endometrio bovino sano (a), endometritis subclínica (b) y clínica (c) en el 

postparto bovino. Panel superior: Tinción giemsa de núcleos celulares con aumento 40x; 

panel inferior: Actividad fosfatasa alcalina positiva con aumento 100x. Fuente: Elaboración 

propia. 

 

Tabla 7. Eficiencia clonogénica (EC) y tiempo de doblaje celular (TDC) de células de cultivo 

primario in vitro de endometrio de postparto de vacas sanas, con endometritis subclínica y 

clínica. Los ensayos fueron realizados en triplicado para cada línea celular según el estado 

patológico del endometrio. 

 

Línea celular N° Colonias( ) EC (%) TDC (hrs) 

PPESano (  ± D.E.) 5,4±0,7a 0,6±0,1a 30±0,4a 

PPESubcl (  ± D.E) 4,1±0,3ab 0,5±0,1ab 34,7±0,7ab 

PPEClin (  ± D.E.) 0,8±0,8b 0,1±0,1b 42±1,4b 
 

PPESano: Postparto endometrio sano, PPESubcl: Postparto endometritis subclínica, 

PPEClin: Postparto endometritis clínica. (a,b)Letras distintas en cada columna indican 

diferencias significativas con p<0,05. Fuente: Elaboración propia. 
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Diferenciación celular a linajes mesodérmicos 

 

Las células de cada estado patológico del endometrio bovino postparto fueron cultivadas y 

diferenciadas a linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico (Figura 15).  

 

Diferenciación condrogénica y osteogénica:  

Las líneas de células de cultivo primario de endometrio postparto bovino sano, con 

endometritis subclínica y clínica, mostraron un notorio marcaje y/o formación de estructuras 

específicas a partir de los 7 días de inducción de diferenciación condrogénica y 

osteogénica, mediante tinción de azul de alcian y rojo de alizarina, respectivamente. 

Subjetivamente se observó que la intensidad de marcaje fue similar a los 7 y 14 días de 

diferenciación celular. 

 

Diferenciación adipogénica:  

Se pudo observar que sólo las células de endometrio sano y con endometritis subclínica 

mostraron una tinción positiva muy leve para esta diferenciación, con gran desprendimiento 

de células durante los primeros días de haberse realizado el cambio a medio de inducción. 

Los controles para cada célula y día de diferenciación no mostraron marcaje alguno. Las 

células de endometritis clínica no fueron capaces de mostrar tinción para dicho linaje y el 

desprendimiento de células fue mucho mayor que en las otras líneas de cultivo primario, 

por lo que en el momento de la tinción y evaluación las células presentes en la placa eran 

casi inexistentes. Los respectivos controles también mostraron desprendimiento de células, 

pero en menor grado. Pese a ello fueron capaces de mantenerse hasta el final del cultivo, 

sin mostrar tinción adipogénica. 
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Figura 15. Imágenes representativas de la diferenciación in vitro de células de endometrio 

sano (PPESano) y con endometritis subclínica (PPESubcl) y clínica (PPEClin) durante el 

postparto bovino a los 7 y 14 días. Diferenciación condrogénica (2,4,6,8,10,12), osteogénica 

(14,16,18,20,22,24) y adipogénica (26,28,30,32) en células inducidas; y controles de células 

no inducidas (1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23,25,27,29,31). Fuente: Elaboración propia. 
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Para confirmar la diferenciación observada en las líneas de cultivo primario de endometrio, 

se evaluó la presencia de genes y proteínas específicas para cada linaje al que las células 

fueron inducidas. Se observó la expresión de los genes AGGRECAN y SOX9 en las 

muestras de células diferenciadas a linaje condrogénico a los 7 y 14 días, y SPARC y 

RUNX2 en inducción a linaje osteogénico en células de endometrio sano, con endometritis 

subclínica y clínica. El gen PPAF1 fue expresado a los 7 y 14 días en células de endometrio 

sano y endometritis subclínica, no así en endometritis clínica, donde el gen no fue obervado 

en ningún día. Los controles celulares para cada diferenciación fueron negativos al gen y el 

control positivo permitió identificar y ratificar la presencia del gen de interés para cada linaje 

(Figura 16).  

 

 

 

Figura 16. Imágenes representativas de la presencia o ausencia de banda de genes y 

proteínas para diferenciación condrogénica, osteogénica y adipogénica en células de 

endometrio postparto bovino en vacas sanas, con endometritis suclínica y clínica, inducidas 

in vitro durante 7 y 14 días. PPESano: Postparto endometrio sano, PPESubcl: Postparto 

endometritis subclínica, PPEClin: Postparto endometritis clínica, C+: Control positivo del 

gen o proteína; Cd7: Células control día 7; Cd14: Células control día 14; Dd7: Células 

diferenciadas al día 7; Dd14: Células diferenciadas al día 14. Fuente: Elaboración propia. 
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Por su parte, la expresión de proteínas mediante western blot arrojó la presencia de bandas 

a los 7 y 14 días de diferenciación condrogénica para Aggrecan e inducción osteogénica 

para Sparc, en endometrio sano y con endometritis subclínica. En células de endometritis 

clínica, no se observó expresión de proteínas como Agreccan, Sparc y Pparɣ y al utilizar el 

anticuerpo de β-actina tampoco se observó presencia de la proteína en todas las células 

pertenecientes a este estado patológico del endometrio postparto. Pparɣ no estuvo 

presente en las muestras de células diferenciadas a linaje adipogénico, sólo en el control 

positivo. 

 

Experimento 2.2. Evaluación de marcadores moleculares de MSCs 

 

Se evaluó la expresión de marcadores moleculares OCT4, SOX2, NANOG, CD44 y CD117, 

en genes y proteínas en tejido y células derivadas de cultivo primario de endometrio sano, 

con endometritis subclínica y clínica en el postparto bovino. 

 

Expresión de marcadores moleculares a nivel de ARN  

 

Los niveles de ARN fueron evaluados por PCR a tiempo real con método de curva estándar 

y fueron normalizados mediante el gen constitutivo β-ACTINA. Cada resultado 

representado como promedio ± desviación estándar, contempla el total de muestras 

obtenidas en cada condición patológica del endometrio postparto en triplicado (Figura 17).  

Si bien se relizó estadísticas de los resultados arrojando algunas diferencias significativas, 

estas no fueron consideradas debido a la gran dispersión de los datos representada por la 

desviación estándar. Por lo tanto, se determinó la expresión de los genes OCT4, SOX2, 

CD44 y CD117, no así NANOG, en células y tejido de endometrio sano, con endometritis 

subclínica y clínica durante el postparto bovino. 
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Figura 17. Expresión relativa (promedio ± desviación estándar) de genes OCT4, SOX2, 

CD44 y CD117 a través de PCR a tiempo real, en tejido y células derivadas de cultivos 

primarios durante el postparto bovino en endometrio sano, con endometritis subclínica y 

clínica. Fuente: Elaboración propia. 
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En el caso de la expresión de proteínas, fueron evaluadas Sox2, Oct4 y Cd44 en tejido por 

inmunohistoquímica, y además en células derivadas de cultivo primario mediante western 

blot. Las proteínas Oct4 y Sox2 se presentaron en tejido en endometrio sano, con 

endometritis subclínica y clínica, con una localización nuclear en células estromales y 

algunas glandulares. No se detectó la presencia de Cd44 en endometrio durante el 

postparto bovino y todas las tinciones de inmunohistoquímica fueron normalizadas con los 

anticuerpos citoqueratina y vimentina (Figura 18). 

 

 

 

Figura 18. Imágenes representativas de inmunohistoquímica de biopsias de endometrio 

sano, endometritis subclínica y clínica para la deteción de Oct4 (a-c) y Sox2 (d-f) a 20x. 

Normalización de reacciones con citoqueratina (g-i) y vimentina (j-l) a 20x. ). Flechas indican 

ubicación de cada proteína evaluada. Fuente: Elaboración propia. 
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En western blot se observó la presencia de proteínas Oct4 y Sox2 en la mayoría de las 

líneas celulares perteneciente a endometrio sano, con endometritis subclínica y clínica 

(Figura 19). Las bandas presentes en western blot para cada proteína evaluada fueron 

encontradas a un mismo peso molecular para todas las muestras y fue similar entre Oct4 y 

Sox2: 34 kDa. Cd44 no mostró expresión en ninguna de las muestras de endometrio 

postparto. 

 

 

Figura 19. Expresión de las proteínas Oct4 y Sox2 mediante western blot en células 

derivadas de cultivo primario de endometrio postparto bovino. Fuente: Elaboración propia. 

 

A continuación, se resumen los resultados encontrados en la evaluación de las propiedades 

funcionales e identificación de marcadores moleculares de MSCs en endometrio bovino a 

través de la fase folicular, luteal temprana y tardía del ciclo estral y durante el postparto en 

endometrio sano y con endometritis subclínica y clínica (Tabla 8). 
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Tabla 8. Resumen de resultados de ensayos funcionales e identificación de marcadores de 

células madre mesenquimales en endometrio bovino durante el ciclo estral y postparto.   

 

Estado del endometrio bovino 
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7

 

Ciclo estral 

FFol + + + + +  +/- +/+ - +/- + 

FLTemp + + - - -  +/- +/+ - +/+ + 

FLTard + + + + + 
 

+/- +/+ - +/+ + 

Posparto 

PPESano + + + + +  +/+ +/+ - +/- + 

PPESubcl + + + + + 
 

+/+ +/+ - +/- + 

PPEClin + + + + - 
 

+/+ +/+ - +/- + 
 

FFol: Fase folicular, FLTemp: Fase luteal temprana, FLTard: Fase luteal tardía, PPESano: 

Postparto endometrio sano, PPESubcl: Postparto endometritis subclínica, PPEClin: 

Postparto endometritis clínica. Fuente: Elaboración propia. 
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4. DISCUSIÓN 

 

Se ha postulado que células madre residentes en epitelio y estroma del endometrio son 

responsables de la regeneración celular cíclica del tejido (Chan y cols., 2004). A partir de 

ello se abrió una nueva ventana de investigación científica y actualmente se han publicado 

más de un centenar de artículos científicos enfocados en el uso de estas células en terapias 

regenerativas de diversas enfermedades. La mayoría de los estudios que han identificado 

y caracterizado MSCs desde endometrio han sido realizados en humanos y roedores, 

siendo en el área de medicina veterinaria poca la información registrada y ha incluido 

especies como caninos, porcinos, ovinos, caprinos y bovinos (Miernik y Karasinski, 2012; 

Mehrabani y cols., 2014; Letouzey y cols., 2015; de Moraes y cols., 2016, De Cesaris y 

cols., 2017, Tamadon y cols., 2017). 

El presente estudio permitió identificar la presencia de MSCs en endometrio bovino, 

mediante la evaluación de sus propiedades funcionales y caracterización de sus 

marcadores moleculares en tejido endometrial y células de cultivo primario in vitro, durante 

el ciclo estral y en el postparto. Con anterioridad, sólo Donofrio y cols. en el año 2008, 

reportaron la presencia de células endometriales bovinas, con capacidad de diferenciarse 

a osteoblastos in vitro, pero no ensayaron su potencialidad de diferenciaión a las tres líneas 

canónicamente usadas: osteoblasto, condrocitos y adipocitos. Es por ello que este estudio 

es novedoso ya que por primera vez se describió la presencia de células tipo 

mesenquimales en endometrio bovino. Además, se abarcaron etapas claves en la 

regeneración endometrial, como las fases del ciclo estral y el postparto de vacas con 

endometrio sano y endometritis subclínica y clínica (Cabezas y cols., 2014; Lara y cols., 

2017). Actualmente existen tres trabajos adicionales que describen la presencia de células 

madre en el tejido endometrial bovino, y si bien se detalla la etapa cíclica a la que 

corresponden sus muestras, ninguno abarca una nueva fase del ciclo estral u otras etapas 

de la vida reproductiva de la hembra, de éstos en 2 se aislan y caracterizan MSCs 

(Mehrabani y cols., 2015; de Moraes y cols., 2016), mientras que el tercero describe la 

presencia de células madre pluripotentes en endometrio (Łupicka y cols., 2015a). 

Para la identificación de MSCs en endometrio bovino se evaluaron características 

funcionales propias de estas células, mediante ensayos in vitro como clonogenicidad, 

proliferación y diferenciación a linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico, en células 

a partir del pase 3. En todos los cultivos primarios de células aisladas desde muestras de 

endometrio de ambos experimentos, se observó una población celular homogénea con 
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capacidad de adherirse al plástico, mostrar un aspecto fibroblastoide, alta proliferación, 

formar colonias y diferenciarse a linajes mesodérmicos. En nuestros experimentos no se 

purificaron las poblaciones de MSC por ningún método de separación (cell sorting, 

magnética u otro), por lo que no se puede descartar la existencia de alguna contaminación 

celular con fibroblastos. No obstante, de existir, la misma no influyó en la potencia de 

diferenciación a tri-linaje de las células mesenquimales aisladas, ni en la capacidad de 

formar colonias positivas a fosfatasa alcalina. No hay dudas de que bajo ciertas 

circunstancias los fibroblastos pueden formar colonias pequeñas, las cuales son negativas 

a la actividad fosfatasa alcalina (Halfon y cols., 2011; Martins y cols., 2014).  

Uno de los ensayos de funcionalidad para la identificación inicial de células madre en tejido 

adulto, es la clonogenicidad que ha sido ampliamente utilizado para identificar y caracterizar 

células madre en tejido y se basa en sus características como formación de clones de sí 

misma y/o autorenovación, las cuales son propias y se mantienen en las células hijas 

(Cervelló y cols., 2013). En el presente estudio las células de ambos experimentos fueron 

sembradas a baja densidad (30 células/cm2) y todas formaron colonias, las cuales fueron 

definidas como un grupo de más de 20 células visibles macroscópicamente mediante 

tinción nuclear. En todas las muestras las colonias variaron en tamaño y número de células, 

observándose mayoritariamente colonias grandes con más de 50 células; a excepción de 

endometritis subclínica y clínica, en donde las colonias fueron pequeñas y las células se 

mostraron mas separdas entre si, como en el caso de endometrio sano. Esto ha sido 

relacionado al tipo de célula madre presente en el cultivo y se ha definido que 

probablemente colonias grandes son iniciadas por células madre o progenitora putativas 

que poseen un alto potencial proliferativo y a su vez colonias pequeñas son generadas por 

células más diferenciadas como las de amplificación transitoria, que tienen una limitada 

capacidad proliferativa y de autorenovación (Chan y cols., 2004). 

A partir del recuento de colonias, se determinó la eficiencia clonogénica, siendo esta similar 

en las células de endometrio entre las fases del ciclo estral (0,5-0,6%). Se ha descrito en 

varios estudios que la actividad clonogénica de células de endometrio humano y porcino no 

varía entre las fases del ciclo reproductivo, sugiriendo que es independiente de las 

hormonas ováricas presentes (Schwab y cols., 2005; Miernik y Karasinski, 2012). En el caso 

del postparto bovino el rango de células que fueron capaces de formar colonia varió entre 

0,1-0,6%; siendo significativamente menor en endometritis clínica respecto a endometrio 

sano. En ambos experimentos los valores de eficiencia clonogénica fueron inferiores a los 

reportados para células madre y progenitoras estromales de endometrio humano, las cuales 
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han mostrado una eficiencia clonogénica de entre 1,23-2,1%, pero en este estudio se 

comenzó con una densidad mucho mayor de siembra de 300-500 células/cm2, lo que pudo 

haber influido en la mayor cantidad de colonias presentes considerando que son originadas 

a partir de una sola célula (Chan y cols., 2004; Dimitrov y cols., 2008). Pero debido a  que 

las poblaciones de células clonogénicas son muy raras de encontrar, se ha reportado en 

células estromales de endometrio humano, valores bajos de eficiencia clonogénica de 

0,02% para colonias grandes (Schwab y cols., 2005; Gargett, 2006). Incluso, en MSCs de 

endometrio porcino se ha registrado una eficiciencia clonogénica de hasta un 0.035% 

(Miernik y Karasinski, 2012). A pesar que exista una baja eficiencia clonogénica de células 

de endometritis clínica, se demostró que todas las células en ambos experimentos fueron 

capaces de formar colonias, lo que soporta la idea de un posible nicho de MSCs presente 

en el endometrio (Chan y cols., 2004). 

Adicionalmente, para evaluar la funcionalidad de las colonias presentes en el cultivo in vitro, 

se realizó tinción para la enzima FA, en donde todas las células de ambos experimentos 

mostraron actividad positiva. La presencia de colonias pequeñas con menos de 50 células 

en endometritis subclínica y clínica, puede ser debido a que contienen células que no son 

viables y por lo tanto, no presentan actividad enzimática (Franken y cols., 2006). La 

evaluación de la actividad de FA ha sido frecuentemente utilizada para verificar las 

características de células madre pluripotentes en embriones y en la identificación de células 

germinales primordiales (de Souza y cols., 2016). Varias MSCs han mostrado una alta 

expresión de FA, junto con el marcador MSCA-1 a nivel perivascular y que ha sido 

relacionado con la identificación de MSC de endometrio humano (Gargett y Masuda, 2010). 

Se cree que FA influye en el comportamiento celular, como la proliferación o migración, 

participando a través de la síntesis de GABA, el cual es producido por las células para la 

regulación de su proliferación y autorenovación, además del efecto mitogénico de la 

adenosina generada por FA a través de la hidrolización de nucleósidos trifosfatos y 

difosfatos (Štefková y cols., 2015).  

La capacidad de proliferación de las células también fue evaluada mediante el TDC en 

donde fueron sembradas a una densidad de 2000 células/cm2. En ambos experimentos los 

valores estuvieron entre el rango promedio de 30-42 horas, así como en el tiempo de 

demora en el cual las células de cultivos primarios llegaron a ser completamente 

confluentes entre 5-12 días. El TDC fue significativamente mayor en la fase luteal temprana 

en comparación con la fase folicular y luteal tardía. Asimismo, en el caso de células de 

endometritis clínica en comparación con endometrio sano. Se ha observado en MSCs 
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aisladas de decidua basal humana que forman colonias en cultivo in vitro, un tiempo de 

duplicación de 2,21 ± 0,21 días y se han clasificado como células con alto potencial 

proliferativo (Lu y cols., 2011). Por otro lado, una pequeña población de células estromales 

CD271+ CD49f- de dos líneas celulares de endometrio ovino, presentaron una rápida 

proliferación con un tiempo de duplicación de población celular de 18,7 horas, pero se 

desconoce la cantidad inicial de células que fueron sembradas en este estudio (Letouzey y 

cols., 2015). En el caso de MSCs de endometrio de novillas, se observó un corto tiempo de 

duplicación de la población con 37 horas, al sembrarse en una densidad de 20.000 

células/cm2 (Mehrabani y cols., 2015). Dicho resultado es similar a lo encontrado en este 

estudio, pero los autores consideran una densidad de siembra 10 veces mayor de células 

iniciales, por lo que el tiempo requerido para que las células lleguen a confluencia total 

presuntamente debería ser mucho menor, debido a la menor superficie inicial que deben 

repletar las células. Por lo tanto, independiente de las diferencias significativas encontradas 

en el experimento 1 y 2, todas las células del presente estudio fueron capaces de proliferar 

en un rango de tiempo corto. 

Otro estudio de propiedades funcionales que se realiza para identificar la presencia de 

células madre en los tejidos es la diferenciación a tri-linaje, en donde se ha visto que sólo 

algunas de las células del estroma endometrial parecen diferenciarse (Gargett y cols., 

2009). Las células madre poseen una facilidad de respuesta al medio ambiente tanto por la 

interacción entre células como con la matriz extracelular, quien tiene un papel potencial en 

la diferenciación directa de las células madre en linajes específicos, y que in vitro esta dado 

por las condiciones del medio de cultivo celular (Navaei-Nigjeh y cols., 2014). 

En el presente estudio se observó que las células eran capaces de diferenciarse in vitro a 

condrocitos, osteoblastos y adipocitos, siendo positivas a la tinción y expresión de genes 

específicos según linaje, a partir de los 7 días bajo condiciones específicas de cultivo. Esto 

es indicativo de que las células poseen una respuesta temprana a los medios de inducción 

y por lo tanto el período utilizado en este estudio, es un tiempo razonable para poder 

determinar la capacidad de diferenciación y de algún modo también optimizar recursos. Se 

ha descrito incluso que estímulos breves de 15 minutos con moléculas y condiciones de 

cultivo específícas, es suficiente para inducir diferenciación y generar un cambio en el 

fenotipo de las células madre (Overman y cols., 2013). Otros grupos han presentado 

resultados similares, usando otras especies, ya que como se ha comentado existen pocos 

reportes de MSC de endometrio bovino. Por ejemplo, MSCs de endometrio humano fueron 

diferenciadas a linaje condrogénico a los 3, 14 y 21 días y la proporción de células con 
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características de condrocitos aumentó con el tiempo, alcanzando aproximadamente el 3% 

a los 14 días de cultivo. Sin embargo, no se observó ningún aumento adicional en el número 

de condrocitos después de 21 días (Wolff y cols., 2007). La diferenciación osteogénica de 

células madre de médula ósea de cerdos mostró que a los diez días de cultivo comienzan 

a hacerse más evidente los cambios de forma en las células, y esto aumentó a medida que 

avanzó el tiempo en cultivo (Carretero y cols., 2009). Por otra parte, se ha observado en 

una población de células de endometrio derivadas de sangre menstrual, la presencia de 

vacuolas lipídicas a los 10 días de cultivo en medio de diferenciación adipogénico (Meng y 

cols., 2007). 

Con respecto a la capacidad de diferenciación de las MSCs de nuestro estudio, en función 

de la etapa del ciclo o del estado patológico del endometrio postparto, las células 

pertenecientes a la fase folicular y luteal tardía del ciclo estral mostraron diferenciación 

condrogénica, osteogénica y adipogénica, evaluadas mediante tinción celular y presencia 

de marcadores específicos para cada linaje, no así las células derivadas de la fase luteal 

temprana. En cuanto a los marcadores de diferenciación, la señal de la proteína Aggrecan 

en el día 7 y 14 de diferenciación condrogénica se apreció mediante western blot una doble 

banda en células de la fase folicular (~200 kDa), la cual no apareció en fase luteal tardía y 

en el control positivo de cartílago articular bovino para este marcador. Aggrecan posee un 

gran polimorfismo con variaciones de tamaño, patrón de sulfatación y densidad de carga 

de las cadenas laterales de glicosaminoglicanos (BuzÁs y cols., 1996). El anticuerpo 

utilizado en este estudio para detectar Aggrecan fue de tipo policlonal y existe sólo un 

registro en la literatura de su uso en western blot reportando una banda única de 200 kDa 

(Guo y cols., 2013). Sin embargo, mediante el uso de otros anticuerpos anti Aggrecan se 

ha observado la presencia de doble banda por western blot, como lo es en tejido después 

de una injuria, ya que esta proteína de gran tamaño fue fragmentada por proteasas y se 

generaron nuevos epítopes que fueron reconocidos por el anticuerpo (Lemons y cols., 

2001). Asimismo, en bovinos la digestión con condroitinasa del tejido articular generó un 

doblete de proteínas para un proteogliclano de condroitina-sulfato similar a Aggrecan (Vogel 

y cols., 1994). Puede ser posible que en la diferenciación condrogénica de células de fase 

folicular del ciclo, existe una mayor cantidad de proteasas en las células enndometriales 

que fragmentan e inactivan a Aggrecan afectando el proceso de condrogénesis.  

En el caso de la proteína Ppar-γ se pudo detectar en este estudio solamente el día 7 de la 

diferenciación adipogénica de células de fase folicular. En general todas las células 

presentaron gran desprendimiento desde la placa los primeros días de cultivo con medio 
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de inducción y luego a los 7 y 14 días muy pocas células mostraron tinción positiva con Oil 

Red indicativa de diferenciación adipogénica. Esto conllevó a que la concentración total de 

proteínas obtenidas desde los cultivos celulares fuera muy baja e insuficiente para incluso 

detectar la presencia de β-actina en casi todas las muestras. Se han descrito cambios 

desfavorables a nivel de la monocapa de cultivo a partir del segundo día con medio de 

diferenciación adipogénico como, desprendimiento, plegamiento, alteraciones en la 

uniformidad y pérdida severa de la adherencia de las células a la placa de cultivo, lo que 

puede alterar la interpretación de los resultados en ensayos posteriores (Domínguez, 2011). 

La ausencia de proteína Pparγ en este estudio no implica necesariamente que las células 

no sean capaces de diferenciarse a linaje adipogénico, ya que hay que considerar que se 

observó la presencia del gen PAPF-1 en todas las células positivas a tinción, el cual ha sido 

observado previo al inicio del proceso de adipogénesis (Karagianni y cols., 2013).  

Las células endometriales de postparto bovino pertenecientes al Experimento 2 también se 

diferenciaron a linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico. En general, todas las 

células diferenciadas mostraron marcaje a la tinción para los respectivos linajes y fue similar 

entre los 7 y 14 días de diferenciación. En el caso de la diferenciación adipogénica, las 

células de endometritis clínica no mostraron tinción. Se ha descrito que células provenientes 

de tejidos inflamados puedan ver afectada su plasticidad en el proceso de diferenciación in 

vitro (Alongi y cols., 2010). A pesar de ello no se puede afirmar que las células de 

endometritis clínica sean incapaces de diferenciarse a linaje adipogénico, ya que durante 

el cultivo las células se desprendieron y en el momento de la tinción las células presentes 

eran muy escasas. Esto puede deberse al fenómeno al que se someten las células durante 

la diferenciación adipogénica descrito previamente, y que se ve potenciado por las 

características propias del tejido del cual son derivadas estas células, afectando la 

viabilildad de las células en cultivo. El daño a nivel nuclear de células de endometrio durante 

la endometritis, genera restricciones en la capacidad de proliferar y/o en la viabilidad de las 

células madre adultas en cultivo in vitro (Alongi y cols., 2010). Esto pudo haber afectado 

también la respuesta a la presencia de marcadores moleculares, ya que a pesar que en 

células de endometritis clínica que presentaron diferenciación mediante tinción, no fue 

posible observar las proteínas Aggrecan, Sparc y Ppar-γ, ni β-actina en las muestras de 

interés a los 7 y 14 días. La recuperación y cuantificación de proteínas totales desde células 

diferenciadas fue baja e insuficiente para poder visualizar bandas proteicas específicas 

mediante western blot. Según los datos obtenidos en el Experimento 2, se puede plantear 

que el estado patológico del endometrio puede afectar las características funcionales de 
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células de cultivo primario, disminuyendo su potencial proliferativo, clonogénico y de 

diferenciación celular. 

En general, los resultados aquí mostrados permiten afirmar que las características 

funcionales de las células endometriales son similares, pero no idénticas. Las variaciones 

observadas pueden deberse a la presencia de tipos celulares del tejido que poseen 

diferentes grados de diferenciación y que en cultivo in vitro se someten a senescencia, 

perdiendo la capacidad de replicarse sin descartarse que este proceso también ocurra in 

vivo (Snyder y Loring, 2005). Es así que en el caso de células de la fase luteal temprana 

del ciclo estral que si bien mostraron una gran capacidad de proliferación y de formar 

colonias, al poseer tienen un potencial de diferenciación limitado y no pueden ser definidas 

como MSCs ya que pueden representar una población de células más diferenciadas 

presentes en el endometrio (Dimitrov y cols., 2008). Además, las diferencias encontradas 

en el tiempo de doblaje y diferenciación celular durante la fase luteal temprana, hace 

suponer que las células endometriales poseen cierta respuesta a las variaciones 

hormonales propias de esta etapa. Por ello, la correcta denominación para las céluals de 

esa etapa del ciclo estral bovino sería de células progenitoras endometriales estromales, 

mientras que durante las fases folicular y luteal tardía, las características biológicas de las 

mismas, permiten asignarlas a la categoría de células madre mesenquimales 

endometriales. 

De manera similar, en el Experimento 2 el comportamiento en cultivo in vitro de las células 

procedentes de vacas con endometritis podría estar relacionado con la inflamación, ya que 

no se encontró contaminación alguna con bacterias, hongos o levaduras en estas u otras 

células. La endometritis clínica fuerza una tasa de crecimiento más lenta y una eficiencia 

de clonación menor, lo que puede ser indicativo de una viabilidad reducida de las células o 

debido a la presencia de células más diferenciadas de la progenie. Por lo que se sugiere 

que durante el postparto bovino el endometrio sano y con endometritis subclínica posee 

MSCs y que en el caso de endometrtitis clínica debido a su diferenciación a algunos linajes 

mesodérmicos puedan ser llamadas como células progenitoras estromales. 

La caracterización funcional de las células presentes en el endometrio es una de las 

principales variables que se evalúan, ya que algunas de las inconsistencias que rodean la 

identificación de MSCs surgen del hecho de que todavía no se han acordado marcadores 

moleculares específicos de tejido (Sethe y cols., 2006). Es importante considerar que la 

expresión de un marcador de células madre no necesariamente implican actividad de estas 

células, por lo que la identificación y caracterización de células madre en base a marcadores 
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de superficie celular, debe estar acompañado por al menos un ensayo funcional de células 

madre (Gargett, 2007). Es así como la identificación de algunos marcadores propuestos se 

ha determinado necesaria para demostrar la ubicación de células madre en tejidos y una 

potencial herramienta para aislar poblaciones puras de estas células, para luego 

caracterizar sus propiedades funcionales y eventual uso en aplicaciones médicas en terapia 

celular (Gurung y cols., 2015).  

Si bien en humanos se ha descrito un fenotipo característico de MSCs, se han utilizado 

otros marcadores que han permitido aislar de igual forma MSCs de diferentes tejidos 

(Cervelló y cols., 2007; 2010). En el endometrio humano se ha propuesto una amplia gama 

de marcadores, ya sea de tipo mesenquimal, hematopoyético, perivascular, pluripotencia, 

de adhesión molecular y progenitor endotelial (Indumathi y cols., 2013). Debido a ello, en 

este trabajo se seleccionaron marcadores previamente descritos en la literatura para la 

identificación de MSCs de endometrio y/o de tejido bovino, como marcadores de 

pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG, de adhesión molecular CD44 y hematopoyético C-

KIT, o también descritos como marcadores de multipotencia (Matthai y cols., 2006; Ono y 

cols., 2010; Pacchiarotti y cols., 2011; Götte y cols., 2011; Miernik y Karasinski, 2012; Rossi 

y cols., 2014; Bodek y cols., 2015; Letouzey y cols., 2015). 

Para llevar a cabo, la evaluación de estos marcadores se realizó un estudio mediante RT-

PCR y proteínas tanto en tejido como en células de cultivo primario de las muestras de 

ambos experimentos, evidenciándose la expresión de OCT4, SOX2, CD44 y C-KIT, no así 

NANOG. Se priorizó la detección de mensajeros de ARN en lugar de proteínas debido a la 

baja (casi nula) disponibilidad de anticuerpos específicos contra marcadores de superficie 

para bovinos en el mercado. Además, en experimentos propios por citometría de flujo se 

pudo constatar la ausencia de reactividad cruzada de anticuerpos comerciales contra 

marcadores de superficie de MSCs humanas, en las células bovinas del experimento (datos 

no mostrados). En el experimento 1, los niveles de OCT4 durante las tres fases del ciclo 

estral fueron significativamente mayores en tejido que en células y la expresión de SOX2 

fue mayor en fase folicular que en fase luteal temprana y tardía. Asimismo, la expresión de 

las proteínas Oct4 y Sox2 fue observado en tejido con una localización nuclear en estroma 

y epitelio glandular durante la fase luteal temprana y tardía y además Oct4 se ubicó en el 

área perinuclear y de trans-membrana en estroma y epitelio glandular para el caso de la 

fase folicular. Solamente la proteína Sox2 fue observada en cultivo primario de células 

mediante western blot. Oct4 y Sox2 son factores de transcripción y OCT4 es un gen maestro 

en la regulación de la diferenciación embrionaria, por lo que la ubicación de ambos se ha 
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descrito principalmente a nivel nuclear (Zangrossi y cols., 2007). Sin embargo, similar a lo 

observado en fase folicular del ciclo estral se ha reportado en MSCs de mamíferos, la 

expresión de Oct4 no sólo en el núcleo sino también en una localización perinuclear y en 

un amplio rango de conexiones intercelulares. Esto puede ser indicativo de una posible 

expansión de un nicho de células madre residente, mediante la inducción de pluripotencia 

en nicho de células circundantes, con transferencia de factores de transcripción a través de 

conexiones intercelulares (Rolf y cols., 2012).  

En el Experimento 2, de forma general todos los genes mostraron niveles significativamente 

mayores en tejido que en células para los tres estados patológicos del endometrio 

postparto. En el caso de SOX2, su expresión fue mayor en endometrio sano que en 

endometritis clínica, las proteínas fueron observadas en tejido con una localización nuclear 

en estroma y epitelio glandular, presentándose en células de cultivo primario en la mayoría 

de las muestras. Se ha observado la presencia de células madre que expresan marcadores 

de pluripotencia en varios tejidos adultos, pero inmediatamente surge la duda sobre la real 

pluripotencia de estas células y lo más probable es que los marcadores, aunque presentes, 

jueguen otro rol biológico que aún no se ha determinado. Se cree que la expresión de Oct4, 

Sox2 y Nanog es específica de las células pluripotentes y su regulación es clave para la 

capacidad de las células madre embrionarias de auto-renovarse y mantenerse en un estado 

indiferenciado (Young, 2011). Asimismo, la transcripción de Nanog es necesaria para la 

inducción de pluripotencia, pero puede ser regulada a través de una interacción entre Oct4 

y Sox2 ó un nuevo factor pluripotente de unión a elementos Sox y que es prominente en 

células madre embrionarias (Kuroda y cols., 2005; Sumer y cols., 2011). La pérdida de 

expresión de NANOG en este estudio puede ser debido a que no existe una interacción de 

Oct4 y Sox2, generando posiblemente un mayor control sobre el mantenimiento y auto-

renovación de las células pluripotentes presentes en el endometrio. Existen mecanismos 

fisiológicos implicados en mantener estas células quiescentes en el tejido, impidiendo su 

"proliferación desencadenada" para evitar el riesgo de formación de teratomas y además, 

desempeñar un papel en el rejuvenecimiento del grupo de células madre comprometidas 

con los tejidos más diferenciados y participando en la regeneración de órganos (Ratajczak 

y cols., 2011). Pese a ello, se ha observado la expresión conjunta de Oct4, Sox2 y Nanog 

en endometrio y miometrio en mujeres y en cultivo in vitro de células estromales de 

endometrio porcino (Götte y cols., 2011; Bodek y cols., 2015). Se ha observado una mayor 

expresión de OCT4 y NANOG en útero con adenomiosis que en tejido sano y en el cultivo 

in vitro células estromales endometriales la expresión de SOX2 y NANOG fue menor en 
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adenomiosis, sugiriendo que su potencial de diferenciación en el endometrio puede estar 

reducido (Łupicka y cols., 2015b). Además, las células madres encontradas en endometrio 

bovino, expresaron marcadores de pluripotencia, lo que las hace ser un posible candidato 

para la reprogramación a células madre pluripotentes inducidas, ya que se ha observado 

que la expresión endógena de factores de pluripotencia genera una fácil, eficente y 

acelerada producción de estas células (Park y cols., 2011). 

La presencia de marcadores de superficie varió en el ciclo estral con una expresión mayor 

de CD44 y menor de CD117 en fase folicular en comparación con la fase luteal temprana y 

luteal tardía. A su vez en el postparto bovino, la expresión de CD44 fue menor en tejido y 

células de endometrio sano en comparación con las de endometritis. En cuanto a la proteína 

Cd44 se observó, mediante western blot, que fue expresada en tejido durante el ciclo estral 

y en células de las fases luteal temprana y tardía. En el experimento 2 queda la 

incertidumbre si realmente la proteína de Cd44 está presente en tejido a pesar de no ser 

detectada en inmunohistoquímica y células, ya que el mismo caso se observó en tejido de 

fase folicular en donde sólo mediante western blot se evidenció la presencia de Cd44 en 

tejido. La baja disponibilidad de tejido de biopsia endometrial postparto no permitió realizar 

ambos ensayos, lo cual hubiese sido oportuno, debido a las variaciones en la respuesta 

que se presentan en algunas ocasiones en ambas técnicas y que está relacionada con la 

integridad del sitio de unión al anticuerpo, el cual puede ser alterado durante los procesos 

técnicos de fijación, cambios de pH o preparación del gel de electroforesis (Calderón, 2007). 

Es por ello que las muestras descritas como positivas a Cd44 en tejido fueron determinadas 

en base a la presencia de señal en western blot, a pesar de no obtenerse información 

acerca de su localización in situ mediante inmunohistoquímica. 

CD44 ha sido utilizado como marcador de superficie de MSCs pero también se ha 

expresado en cultivos in vitro contaminados con otros tipos de células maduras, incluyendo 

fibroblastos; sin embargo estos no son capaces de formar colonias y tener un potencial de 

diferenciación como MSCs (Alt y cols., 2011; Halfon y cols., 2011). Asimismo, CD117 se ha 

utilizado como marcador de células madre y junto con varios factores de crecimiento 

hematopoyético juegan un papel importante en la migración celular, proliferación y 

supervivencia en el estroma decidual del endometrio humano durante el embarazo 

temprano (Kauma y cols., 1996). En bovinos, CD117 ha sido expresado en células 

epiteliales y estromales de endometrio y en células uterinas de miometrio, donde se le ha 

descrito como un marcador de células madre multipotentes que migran desde la médula 

ósea hacia el útero a lo largo de toda la vida de la hembra, independiente de la edad y del 
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estado hormonal ovárico (Łupicka y cols., 2015a). Algo similar se ha descrito en humanos, 

donde se propone a Cd117 como uno de los marcadores de células madre con localización 

en estroma de la capa basal de endometrio, estando presentes continuamente desde el 

período fetal e independientes de la regulación hormonal durante el ciclo menstrual (Cho y 

cols., 2004). 

En general, algunos marcadores en células de cultivo in vitro mostraron expresión a nivel 

de ARNm, pero no así en proteínas, como es el caso de OCT4 durante el ciclo estral y 

CD44 en fase folicular. La expresión relativa de estos genes fue posible detectarla mediante 

PCR a tiempo real, pero en bajas cantidades, lo que se puede traducir a una menor 

concentración de las proteínas codificadas, presentes en el cultivo que puedan ser 

detectadas para un marcador en específico. Además puede ser que el ARNm sea afectado 

por mecanismos reguladores que modifican y/o inhiben la iniciación de la traducción a 

proteínas (Altmann y Trachsel, 1993). Alternativamente, puede haber modificaciones 

postraducionales de las proteínas, que dan lugar a diferentes patrones de expresión cuando 

se compara con ARNm (Łupicka y cols., 2015b). La diferencia en la expresión de la mayoría 

de los marcadores en células, comparado con tejido, ha sido relacionado con un posible 

cambio en las características de la célula en cultivo in vitro que generan una pérdida de 

algunos marcadores, o debido a que algunas células tales como células epiteliales y 

endoteliales se excluyen selectivamente durante el cultivo en placas plásticas (Yoshimura 

y cols., 2006). En este estudio se pudo demostrar la presencia in situ de Oct4 y Sox2 en 

células epiteliales glandulares y estromales del tejido, además de Cd44 que fue expresado 

principalmente en estroma. Varios estudios han observado la presencia in situ de 

marcadores de células madre en endometrio, los cuales han sido localizados en epitelio 

luminar y glandular, y en estroma en células endoteliales y perivasculares (Cervelló y cols., 

2007; Schwab y cols., 2008; Wang y cols., 2012; Łupicka y cols., 2015a).  

El endometrio bovino presenta marcadores de pluripotencia y multipotencia que se ven 

afectados por las variaciones de las hormonas ováricas durante el ciclo estral y el estado 

patológico del endometrio postparto. Además, la identificación de marcadores moleculares 

planteó la duda acerca del posible origen de estas poblaciones celulares de endometrio 

bovino. Todos los marcadores identificados han sido expresados en médula ósea 

(Indumathi y cols., 2013), lo que puede indicar que las células madre endometriales deriven 

directamente de este tejido y posean un potencial rol en la regeneración o reparación del 

tejido después de la lesión (Du y Taylor, 2007). Algunos marcadores como CD44 han sido 

relacionados con células perivasculares y se sugiere que MSCs tienen un posible origen 
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perivascular, las cuales provendrían predominantemente de pericitos liberados desde 

vasos sanguíneos dañados e inflamados (Crisan y cols., 2008; Caplan y Hariri, 2015). 

Además, la presencia de marcadores de indiferenciación puede indicar que las células 

derivan de células madre fetales residuales que se depositan en diversos órganos y se 

mantienen durante la vida de los mamíferos (Cho y cols., 2004; Ratajczak y cols., 2011). 

Quizás también, puedan derivarse desde células madre presentes a nivel de oviducto que 

expresan marcadores de pluripotencia y poseen propiedades similares a la de células 

madre de endometrio, pudiendo diferenciarse a distintos linajes celulares y experimentar 

cambios cíclicos como el crecimiento y regeneración celular (Wang y cols., 2012; Indumathi 

y cols., 2013). Todas estas teorías pueden ser aplicables, ya que debido a los marcadores 

encontrados en este estudio hace presumir la existencia de varias poblaciones de células 

madre en el endometrio bovino. 

 

Hacia un modelo integrativo de la presencia y función de MSCs en endometrio bovino. 

 

La presencia de células madre más diferenciadas sugerida durante la etapa luteal 

temprana, puede ser debido a un estímulo de E2 y P4 para la proliferación de células 

estromales. La regulación hormonal puede ser mediada a través de señales paracrinas 

resultantes de la interacción de P4 y E2 con el nicho de células progenitoras (Janzen y 

cols., 2013). Las células perdidas durante el ciclo estral son reemplazadas por nuevas 

células generadas a partir de células madre, que aún permanecen en los mismos 

compartimentos celulares de modo de mantener la homesotasis del tejido (Huang y cols., 

2012). Por su parte, la presencia de células MSCs fue determinada en fase folicular y luteal 

tardía y que puede ser debido a la intensa mitosis de células estromales frente al aumento 

en las concentraciones de P4 o de E2, estimule una división asimétrica en el nicho celular 

y con ello la auto-renovación de células madre y generación de células progenitoras que 

entreguen células diferenciadas terminalmente. En bovinos se cree que la proliferación de 

células endometriales está mediada por factores de crecimiento estimulados por E2 (Arai y 

cols., 2013). La P4 actúa a través de receptores estromales y epiteliales para inhibir la 

proliferación epitelial inducida por E2 e inducir la proliferación del estroma subyacente, lo 

cual es mediado por numerosos genes diana (Zhang y cols., 2013). Es así como en bovinos 

se ha observado un aumento drástico en la expresión génica de TNFα en células del CL, 

desde la etapa luteal media hasta la tardía, la que disminuye luego de este período 

(Sakumoto y cols., 2000). 
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Se ha establecido que P4 y no E2, es capaz de regular in vitro la expresión de agrecanasas 

en células estromales de endometrio humano, lo que puede jugar un papel importante 

durante la decidualización del endometrio humano (Wen y cols., 2013). Quizás la mayor 

concentración de E2 ó la baja concentración de P4 presente en la fase folicular no es capaz 

de controlar la expresión de las agrecanasas en las células estromales, generando una 

alteración en la formación de condrocitos y con ella una posible proteólisis y/o 

fragmentación de la proteína Aggrecan. Se ha asociado que alteraciones en las variaciones 

de esteroides ováricos durante el ciclo estral bovino pueden afectar directamente el 

funcionamiento y proliferación de células madre uterinas, desarrollando patologías como la 

adenomiosis (Łupicka y cols., 2015b). Todas estas evidencias respaldan que las células 

madre presentes en el endometrio responden en función de las hormonas ováricas y que 

durante el ciclo estral bovino existen poblaciones de células madre estromales que exhiben 

marcadores de pluripotencia y multipotencia y en donde algunas de estas células mostraron 

características propias de MSCs.  

Por su parte, durante el postparto bovino, el tejido endometrial experimenta marcados 

cambios morfológicos y funcionales que involucran un cierto grado de daño en el tejido 

endometrial. Sin embargo, la presentación de patologías como endometritis afecta la 

capacidad regenerativa celular, con un severo daño tisular y necrosis celular (Sheldon y 

Dobson, 2004). La inflamación postparto del útero involucra una respuesta inmune e 

inflamatoria local con la participación de una serie de moléculas, en donde el equilibrio 

inapropiado entre citoquinas pro y antiinflamatorias determina su continuidad, duración y 

aparición de la enfermedad inflamatoria (Sheldon y cols., 2008). La PGE2 desempeña un 

papel crítico en la guía y el gobierno de diversos aspectos de la respuesta inflamatoria, 

regulando la producción de varias ILs y TNF-α y provocando potentes efectos 

inmunosupresores que contribuyen a la fase de resolución de la inflamación aguda, 

facilitando la regeneración tisular y el retorno a la homeostasis (Nakanishi y Rosenberg, 

2013). Se ha observado que vacas con endometritis clínica tienen mayores cantidades de 

ARNm para los genes IL1A, IL6, IL17A, TNFα, PGES y PGHS2 en comparación con vacas 

sanas (Johnson y cols., 2015).  

Se describe que la matriz extracelular puede interacturar con el nicho de células madre a 

nivel local y/o sistémico, mediante factores de crecimiento, quimiocinas y otras moléculas 

reguladoras que deciden el estado de quiescencia o proliferación, auto-renovación o 

diferenciación, migración o retención y muerte o supervivencia celular (Wagers, 2012). Las 

células durante la inflamación pueden responder al daño tisular, detectando factores 
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endógenos liberados al líquido extracelular por células moribundas o necróticas, o 

componentes de la matriz extracelular, produciendo moléculas específicas, reclutamiento 

de neutrófilos y células mononucleares de sangre periférica para eliminar los desechos 

celulares y que a su vez varía según el grado de inflamación del tejido (Healy y cols., 2014). 

Por lo que el efecto de la inflamación sobre los tejidos y la respuesta de las células madre 

residentes, está estrechamente relacionada con la forma en que se inicia, mantiene y 

resuelve la inflamación (Kizil y cols., 2015).  

El daño del tejido presente en endometritis subclínica y clínica, el cual es mayor en esta 

última, se vió reflejada en una capacidad más limitada de las características funcionales de 

estas células en comparación con el tejido sano. Al parecer, las señales emitidas de 

acuerdo al grado de daño tisular afectan la presencia de poblaciones de células inmaduras, 

aumentando la proliferación de células progenitoras para restituir las células perdidas en el 

tejido mediante diferenciación o quizás también por transdiferenciación de algunas células 

madre residentes estromales (Huang y cols., 2012). Se ha descrito que frente a una lesión 

las células madre estromales modifican su fenotipo y que en condiciones in vitro, algunas 

citoquinas como IL-lβ, TNFα, y IFN-ɣ, han demostrado ejercer una menor actividad 

estimulatoria para que estas células formen colonias (Gronthos y Simmons, 1995). 

Asimismo, la inflamación puede afectar a células madre/progenitora directamente en el 

número total de divisiones celulares y causar senecencia prematuramente, evidenciándose 

un crecimiento más lento y afectando el resultado de la diferenciación celular (Alongi y cols., 

2010). La renovación limitada de células madre puede significar una capacidad regenerativa 

restringida de un tejido, particularmente en el contexto de una lesión crónica o 

envejecimiento (Grompe, 2012). 

Además, puede ser que la lesión tisular genere migración de MSCs desde otros tejidos y 

que sean reclutadas por el endometrio, pudiendo fácilmente repoblar el tejido y contribuir a 

la regeneración del tejido (Kørbling y Estrov, 2003). Como se ha observado en MSCs 

derivadas de tejido adiposo administradas vía intrauterina y que han sido incorporadas al 

epitelio endometrial en yeguas con endometrosis (Mambelli y cols., 2013). Por otro lado, se 

ha visto en ratones y humanos que la PGE2 mejora la anidación in vivo en médula ósea, la 

sobrevida y proliferación de células madre adultas hematopoyéticas (Hoggatt y cols., 2015). 

Y existe evidencia in vivo que la PGE2 producida localmente en respuesta al daño tisular, 

es necesaria para poder potenciar los efectos proliferativos de las células madre, mediante 

la interacción con Wnt y así fomentar la reparación de órganos (Goessling y cols., 2009). 
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Cada tejido adulto posee sus propias células madre y casi todos ellos tienen un potencial 

regenerativo que está relacionado con su dinámica de rotación celular innata (Caplan y 

Hariri, 2015). Por su parte, el endometrio es un tejido altamente dinámico que se somete a 

una constante regeneración celular a lo largo de la vida reproductiva de la hembra, siendo 

una fuente propicia para la sostenida obtención de MSCs (Gargett, 2007). En este estudio 

se ha dejado en manifiesto que el endometrio bovino posee poblaciones de células madre 

estromales y MSCs que varian durante el ciclo estral y en el estado patológico del 

endometrio durante el postparto bovino. Si bien mucho se ha aprendido acerca de las 

células madre de endometrio en los 10 años desde su descubrimiento, varias interrogantes 

no han sido resueltas, por lo que el desarrollo de modelos animales es crucial para 

investigar el papel de las células madre en el endometrio y en el trastorno de enfermedades 

uterinas (Gargett y cols, 2016). Es por ello que el establecimiento de un modelo animal 

como el bovino para la obtención y caracterización de MSCs en el endometrio, puede ser 

de gran utilidad en la obtención, identificación y caracterización de estas células en otras 

especies y/o su potencial uso en medicina regenerativa. 

Las MSCs de endometrio bovino han sido propuestas como una buena elección para el uso 

en terapia celular, ya que pueden obtenerse y administrarse con facilidad y seguridad en la 

regeneración de tejidos bovinos (Mehrabani y cols., 2015). Incluso, se ha propuesto su 

aplicación directa en el tratamiento de patologías reproductivas bovinas que requieren una 

remodelación endometrial como fibrosis e incluso endometritis (de Moraes y cols., 2016). 

Para ello es necesario seguir estudiando estas células ya sea mediante ensayos in vitro en 

donde se caracterize y evalue por ejemplo su efecto inmunomodulador frente a moléculas 

específicas y/o patógenos, además de ensayos in vivo en donde se pueda evaluar su 

potencial de migración y anidación en el tejido, ya sea para el tratamiento de enfermedades 

degenerativas del endometrio como de otros tejidos y abarcando quizás aplicaciones 

autólogas y/o heterólogas. También estas células pueden ser utilizadas para evaluar su 

capacidad de formar iPS y con ello la producción de células específicas para la 

regeneración de un determinado tejido. Otro punto de gran importancia para la realización 

de futuros estudios, es la caracterización y evaluación in vitro de la secretómica de las 

diferentes células de endometrio bovino encontradas en este estudio. Conjuntamente la 

secretómica puede utilizarse como medio condicionado en el cultivo in vitro de 

determinadas células, generando un microambiente extracelular específico que puede 

modificar el comportamiento de las células y que sería de interés evaluar. 
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El uso de MSCs o medio condicionado han sido considerados como potenciales 

herramientas en la terapia regenerativa, ya que pueden ejercer un efecto terapeútico 

mediante la aceleración de la regeneración y/o reparación tisular. Así es como este estudio 

generó información valiosa y novedosa, que da incampie al completo estudio de estas 

células y abre una nueva ventana de investigación para el desarrollo de terapias 

regenerativas, en la que aún queda mucho por desarrollar. 
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5. CONCLUSIONES 

 

1. Se estableció un modelo experimental ex vivo a partir de tejido endometrial bovino para 

la identificación de MSCs durante el ciclo estral y postparto bovino. 

 

2. Se identificó la expresión de marcadores de pluripotencia OCT4 y SOX2, pero no 

NANOG, y de multipotencia CD44 y CD117 a nivel de ARNm y proteínas en tejido 

endometrial durante el ciclo estral y postparto bovino. 

 

3. Se identificó la presencia de células madre mesenquimales y células progenitoras 

estromales a partir de cultivos primarios de endometrio en la fase folicular y luteal tardía 

del ciclo estral, y durante el postparto en vacas sanas y con endometritis subclínica; y 

células madre estromales en fase luteal temprana y endometritis clínica. 

 

4. Las células madre mesenquimales y células progenitoras estromales obtenidas durante 

el ciclo estral y postparto bovino, presentaron características funcionales de 

clonogenicidad, proliferación y diferenciación in vitro a estirpes mesodérmicas y 

expresaron marcadores de pluripotencia OCT4 y SOX2, pero no NANOG, y de 

multipotencia CD44 y CD117 a nivel de ARNm y proteínas. 

 

5. La funcionalidad de MSCs cambió a lo largo del ciclo estral, mientras que la presencia 

de marcadores fue similar entre la fase folicular, luteal temprana y tardía. 

 

6. La funcionalidad y presencia de marcadores de MSCs en el endometrio de vacas 

postparto fue observada diferencialmente en endometritis subclínica y clínica en 

comparación con endometrio sano. 

 

7. Se propone como modelo general integrativo que el endometrio bovino presenta una 

dinámica de presencia y funcionalidad de células madre, que varía en función del 

transcurso del ciclo estral y de la inflamación inherente a procesos patológicos 

puerperales. 
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