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SUMMARY

Human endometrium is characterized by an exclusively intensive and cyclic
regeneration in the course of the menstrual cycle. During the female
reproductive period, the endometrium undergoes hormone-driven dynamic
changes including self-renewal, proliferation, differentiation, and shedding off.
These changes are due to cell proliferation and differentiation, which are under
strict hormonal control. Adhesion of the blastocyst results in the differentiation
of the endometrial stromal cells (ESC) into functionally distinct cells, termed
decidual stromal cells (DSC), which are the main cellular component of the
decidua, the maternal tissue which is in close contact with the fetal trophoblast.
DSC are an important component of the implantation process. During normal
pregnancy, DSC differentiate (decidualize) by the effect of progesterone and
other hormones which induce an increase in intracellular cAMP levels.
Decidualized DSC change their morphology to a rounder shape and secrete
prolactin. Decidualization of the endometrium is essential for successful
implantation and pregnancy. The decidualization reaction is initiated in the
stroma of the late luteal phase and spreads throughout the decidua in pregnant

woman.

During normal pregnancy, DSC result in apoptosis, and this process is thought to
limit the lifespan of these cells, allowing placental expansion and development.
Differentiation and apoptosis of DSC during the decidualization of the receptive
decidua are crucial for the controlled invasion of trophoblasts. The majority of
DSC regress in a time-dependent manner, and their removal is important
because they provide space for the growth of the embryo. However, the

molecular mechanisms controlling DSC death are poorly understood.

In the present work, we have analyzed the similarities and differences between
ESC and DSC: two different functional cell states of uterine stromal cells. ESC
and DSC lines were isolated and maintained in cell culture. By flow cytometry,
we observed that both cell types were similar in their antigenic phenotype: they

expressed CD10, CD29, CD73, CD54 and BAFF.
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Moreover, ESC and DSC decreased the spontaneous apoptosis of lymphocytes
when these lymphocytes were co-cultured with either type of cells. By flow
cytometry analysis, we determined the percentage of apoptotic cells in decidual
lymphocyte cultures either incubated alone or co-incubated with DSC. We
found that established DSC lines protected purified decidual NK cells and
decidual T cells from spontaneous apoptosis and increased their proliferation.
Moreover, DSC improved survival of peripheral NK lymphocytes, which show
phenotypic differences with decidual NK cells. Our results suggest that DSC may
play a role in the maintenance of lymphocyte survival at the materno-fetal
interface. A similar effect was observed with ESC lines, which increased the
viability of purified T cells from menstrual blood. This activity was due to soluble
factors, since culture supernatants of the cell lines exhibited similar protective

effects on the spontaneous apoptosis of lymphocytes.

We have studied by flow cytometry the effects of decidualization on the antigen
phenotype and functions of DSC and ESC. Decidualization was confirmed by the
detection of prolactin in the culture medium. When ESC or DSC lines were
treated with progesterone and cAMP, we detected production of prolactin in
both cases, although DSC significantly secreted more prolactin than ESC.
Likewise, the secretion of IL-15 by DSC was significantly higher than by ESC,
when treated with progesterone and cAMP. We have also observed that
decidualization decreased the expression of CD54, CD29 and BAFF by DSC, but it
did not change the expression of CD73, CD10, CD21, CD106 and CD14 on these

cells. Decidualized ESC, however, only decreased the expression of CD29.

We observed that decidualization induced apoptosis in DSC and ESC, although
this process was much more significant in the former cells. We also
demonstrated that DSC were paradoxically resistant to most of apoptosis-

inducer substances.

By western-blot, we have studied molecular changes in the level of pro- and

anti-apoptotic proteins during decidualization. In decidualized DSC, we observed
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a decrease in the anti-apoptotic proteins Bclx,, cFLIP and XIAP as well as in the
pro-apoptotic proteins Bax, Bid and Apaf-1. In addition, we found an increase in

the pro-apoptotic protein Bim. This latter result was confirmed by PCR array.

We tested the effect of culture supernatants from decidualized DSC on
undifferentiated DSC and we found that they increased the apoptosis of these
cells, although paradoxically, and as it was said before, they decreased the

spontaneous apoptosis of decidual lymphocytes.

In summary, our results showed that DSC and ESC exhibited a similar antigen
phenotype and equivalent capacity to protect lymphocytes from spontaneous
apoptosis. Moreover, treatment with progesterone and cAMP induced
decidualization, together with apoptosis, of DSC and ESC. However, ESC were
less sensitive to the effects of decidualization by progesterone an cAMP: the
amount of prolactin and IL-15 secreted and the proportion of apoptotic cells
were significantly lower in decidualized ESC than in decidualized DSC. The
changes in the antigen phenotype were also less intense in the former than in
the latter cells. Finally, we found that decidualization provoked an imbalance

between pro and anti-apoptotic proteins.

Our results suggest that DSC and ESC release soluble factors to the supernatant
that are responsible for the observed protective effect on lymphocytes and that
decidualization provokes the production of soluble factors which induce

apoptosis on DSC.






RESUMEN






RESUMEN

El endometrio humano se caracteriza por su regeneracién ciclica e intensa
durante el periodo reproductivo femenino, que es regulado por las variaciones
en los niveles hormonales durante el ciclo menstrual. Estos cambios conllevan a
la proliferacion y diferenciacion de las células endometriales. En el embarazo, la
adhesion del blastocisto al endometrio lleva consigo la diferenciacion de células
endometriales estromales (ESC) a células funcionalmente distintas, llamadas
células deciduales estromales (DSC), las cuales son el principal componente de
la decidua, el tejido materno en intimo contacto con el trofoblasto fetal. Las DSC
son esenciales para la implantacion. Durante el embarazo, las DSC se
diferencian (decidualizan) por la progesterona y otras hormonas que producen

un aumento en los niveles intracelulares de cAMP.

En el embarazo, las DSC van muriendo por apoptosis, al mismo tiempo que se
desarrollan otras estructuras de la placenta. La diferenciacion y apoptosis de las
DSC durante la decidualizacién en la decidua es crucial para que se produzca
una invasion controlada del trofoblasto. Ademas, la apoptosis de las células
deciduales permite el crecimiento del embridn. A pesar de la importancia de la
apoptosis en la decidua, no se conocen con exactitud los mecanismos por los

cuales se produce la muerte celular.

En nuestro trabajo de tesis hemos comparado las células ESC y DSC: dos tipos
celulares de células estromales uterinas que, como hemos mencionado, difieren
en su estado funcional. Las lineas celulares DSC y ESC, mantenidas en cultivo
presentaron el mismo fenotipo antigénico, expresando CD10, CD29, CD73, CD54
y BAFF.

Ademas, tanto DSC como ESC protegieron de la apoptosis espontanea a los
linfocitos. El porcentaje de linfocitos apoptdticos se determind por citometria
de flujo y detectamos que las DSC protegen de la apoptosis a linfocitos NK
deciduales, y a linfocitos T y NK periféricos, los cuales presentan diferencias
fenotipicas con respecto a los linfocitos NK deciduales. Nuestros resultados

sugieren que las DSC pueden jugar un papel importante en el mantenimiento de
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la supervivencia de los linfocitos en la interfase materno-fetal. Las ESC
presentaron un efecto similar en la proteccion de la apoptosis espontanea de
linfocitos T procedentes de sangre menstrual. El efecto protector de las DSC
sobre los linfocitos estd mediado por factores solubles secretados por dichas
DSC, ya que la proteccion observada al cultivar los linfocitos con sobrenadantes

de cultivo de DSC fue similar a la detectada en el co-cultivo con estas células.

También estudiamos por citometria de flujo el efecto de la decidualizacién
sobre el fenotipo antigénico y funciones de DSC y ESC. La decidualizacion se
confirmé mediante la deteccidn de prolactina en el medio de cultivo. Tanto DSC
como ESC decidualizadas con progesterona y cAMP produjeron prolactina,
aunque las DSC secretaron cantidades mayores que las ESC. Del mismo modo,
las DSC decidualizadas produjeron mds IL-15 que las ESC decidualizadas. En la
diferenciacion de DSC también se detecté un cambio en la expresidon de
marcadores fenotipicos, ya que disminuyd la expresiéon de CD54, CD29 y BAFF,
aunque no cambid la expresiéon de otros marcadores estudiados como CD73,
CD10, CD106 y CD14. Sin embargo, al decidualizar las ESC solo se observaron

cambios en la expresion de CD29.

La decidualizacion de DSC y ESC indujo apoptosis en las propias DSC y ESC,
aunque la muerte celular fue mayor en las DSC. Paraddjicamente, las DSC

fueron resistentes a diferentes inductores de apoptosis.

Mediante western-blot, se analizaron los niveles de factores pro- y anti-
apoptoticos durante la decidualizacidn. En las células DSC decidualizadas se
observd una disminucion de las proteinas pro-apoptoéticas Bclx,, cFLIP y XIAP, asi
como en las proteinas pro-apoptdticas Bax, Bid y Apaf-1. Ademas encontramos
un aumento de Bim, una proteina pro-apoptdtica. Estos resultados fueron

confirmados por PCR-array.

Por otro lado, analizamos el efecto que tenian los sobrenadantes procedentes

de DSC decidualizadas sobre células DSC indiferenciadas, y sobre otros tipos
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celulares relacionados como ESC y FDC, encontrando que dichos sobrenadantes
inducian apoptosis en todas ellas, sorprendentemente, los mismos
sobrenadantes que protegieron de la apoptosis espontanea a los linfocitos

deciduales.

En resumen, nuestros resultados demostraron que DSC y ESC tienen un fenotipo
antigénico similar y capacidad para proteger a los linfocitos de la apoptosis
espontanea. Ademads, encontramos que el tratamiento con progesterona vy
cAMP induce decidualizacion, junto con apoptosis, en DSC y ESC. Sin embargo,
las ESC parecen menos sensibles a la decidualizacion que las DSC, como
demostré la menor secrecion de prolactina y de IL-15, al igual que la menor
inducciéon de apoptosis observada en ESC; ademds, se encontraron menos
cambios en el fenotipo antigénico de las ESC al decidualizar. Finalmente,
demostramos que la decidualizacion en DSC produce un desequilibrio en los

niveles de proteinas pro- y anti-apoptdticas.

Nuestros resultados sugieren que DSC y ESC liberan al sobrenadante factores
solubles que son responsables del efecto protector de la supervivencia de
linfocitos y que la decidualizacién promueve la produccién de factores solubles

con capacidad de inducir apoptosis en DSC.






ABREVIATURAS

Abreviaturas

APC: Célula presentadora de antigeno (antigen presenting cell)

cAMP: Adenosin Monofosfato-3",5 ciclico (3"-5"cyclic Adenosine
Monophosphate)

CRH: Hormona Liberadora de Corticotropina (Corticotropin Releasing Hormone)
dNK: NK deciduales (decidual Natural Killer)

DSC: Células Deciduales Estromales (Decidual Stromal cells)

E: Estradiol

ESC: Células Endometriales Estromales (Endometrial Stromal Cells)

FDC: Células Foliculares Dendriticas (Follicular Dendritic Cells)

hCG: Gonadotropina coriénica humana (human Chorionic Gonadotrophin)
IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa

IFN: Interferdn

IL: Interleuquina

LH: Hormona Luteinizante (Luteinizing Hormone)

LIF: Factor inhibidor de la leucemia (Leukaemia Inhibitor Factor)

OPG: Osteoprotegerina

P4: Progesterona

PBL: Linfocitos Periféricos (Peripheral Blood Lymphocytes)

PG: Prostaglandina

PR: Receptor de Progesterona (Progesterone Receptor)

PRL: Prolactina

RLX: Relaxina

SD: Desviacién estandar (Standard Deviation)

TGF: Factor de Crecimiento Transformante (Transforming Growth Factor)

TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor)
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1. ENDOMETRIO

El endometrio humano esta dividido en dos capas, la capa funcional que
comprende de 2 a 3 partes del endometrio y la capa basal que permanece
durante la menstruacion y es la responsable de producir una nueva capa
funcional en el siguiente ciclo menstrual. La proliferacién celular vy
diferenciacion que se produce en la capa funcional, esta regulada por cambios
secuenciales en las hormonas ovaricas, mientras la basal es relativamente
insensible a los cambios hormonales (Figura 1). El endometrio esta formado por
células epiteliales, glandulares, luminales, fibroblastos estromales, células
endometriales estromales (ESC), células del musculo liso y células endoteliales;
ademas contiene varias poblaciones de células inmunitarias, entre las cuales

podemos encontrar células NK, macrdéfagos, células T, células B y neutréfilos.

En el ciclo menstrual se pueden diferenciar dos fases. En la fase proliferativa se
elevan progresivamente los niveles de estradiol (E), los cuales inducen un
aumento en la expresion de los receptores de progesterona (PR) y de
estréogenos en el epitelio y en el estroma. En esta fase se produce un rdpido
crecimiento y una extensa proliferacién de las células glandulares, epiteliales y
de ESC. Sin embargo, en la fase secretoria, que comienza después de la
ovulacion, caen los niveles de estrégenos, la proliferacion cesa gradualmente y
la capa funcional que se ha ido formando comienza a diferenciarse bajo la
influencia de la progesterona (P4), preparando el endometrio para la
implantacion del blastocisto (Figura 1). Si el embarazo no tiene lugar, se
produce una caida de los niveles hormonales y se desprende la capa funcional

del endometrio durante la menstruacion.

15
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Figura 1. Ciclo menstrual humano. La figura representa el crecimiento, diferenciacion y
desprendimiento de la capa funcional del endometrio, regulado por hormonas esteroideas, en
mujeres no gestantes y la continuacién de la diferenciacién del endometrio en el embarazo. La
capa basal no sufre cambios, siendo relativamente insensible a cambios hormonales. El ciclo
menstrual esta divido dos fases, la fase proliferativa donde se van elevando los niveles de Ey la
fase secretoria con un predominio de P4.

2. DECIDUA

LA DEDIDUA puede ser considerada como un tejido constituido a partir de
células procedentes del endometrio, siendo el componente materno de la
interfase materno-fetal. Estda compuesto fundamentalmente por células
deciduales estromales (DSC), que representan el 50% del total de células en la
decidua, asi como por células glandulares, epiteliales y leucocitos. Una variedad
de funciones han sido atribuidas a la decidua, como la de proporcionar una
fuente de factores de crecimiento y citoquinas que apoyarian el desarrollo del
embridn, controlar la proliferacidon, diferenciacion e invasion del trofoblasto,
ademas de tener un papel inmunorregulador durante el embarazo (Ramathal et

al. 2010).
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2.1. Implantacion y formacidn de la interfase materno-fetal

La implantacién se produce cinco o seis dias después de la fertilizacién, cuando
tiene lugar la fijacidn del blastocisto en el endometrio materno. En respuesta a
la fijacion del blastocisto y a la presencia de P4, las células del endometrio
materno aumentan de tamaino y se incrementa el nimero de arterias espirales.
A los cambios celulares y a la vascularizacion del endometrio se le llama
reaccion decidual. Pocos dias después de la implantacion, el endometrio es
transformado en decidua. En el primer estadio del embarazo, se pueden
identificar tres compartimentos: decidua basal, decidua capsular y decidua
parietal. La decidua basal es la parte materna de la placenta que contacta
directamente con el trofoblasto invasivo, la decidua capsular contacta con el
corion y la decidua parietal es la que se encuentra entre el miometrio y la luz de
la cavidad uterina. A medida que avanza la gestacion, el embridn va creciendo y
la decidua capsular se mezcla con la decidua parietal, asi en el embarazo a
término solo pueden ser identificadas la decidua basal y parietal. Todos los
tejidos deciduales son de origen materno, mientras que las células
extraembrionarias dan lugar a la parte fetal de la placenta y a las membranas

fetales amnios y corion.

El trofoblasto, es el tejido primario fetal en intimo contacto con el sistema
inmunoldgico materno. Las capas del trofoblasto que contactan con tejido
materno son: el sincitiotrofoblasto, con la sangre materna en el espacio
intervelloso, el trofoblasto extravelloso, que migra dentro de la decidua y el
trofoblasto endovascular que invade la decidua materna y remplaza el endotelio
de las arterias espirales. El trofoblasto intravellositario, sin embargo, no

contacta con los tejidos maternos (Makrigiannakis et al. 2008).

2.2. Regulacion inmunoloégica de la interfase materno-fetal

El feto puede ser considerado como un injerto semialogénico, ya que expresa

antigenos paternos que pueden ser reconocidos como extrainos por el sistema
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inmunolégico materno. En el embarazo, células semialogénicas del trofoblasto
invaden la decidua materna, pero permanecen a salvo del ataque del sistema
inmunolégico materno, lo que sigue siendo una paradoja sin resolver en el area
de la Inmunologia. Muchos mecanismos han sido propuestos para explicar la
tolerancia inmunolégica y la aceptacion del embrién durante el embarazo
temprano. El trofoblasto fetal juega un papel esencial para evitar un ataque
inmunolégico materno, mostrando un perfil alterado en la expresion de HLA y
expresion de proteinas inhibitorias como la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y
Fas ligando (FasL). Ademas, en la decidua se encuentran linfocitos maternos con
capacidad de generar una respuesta aloinmunolégica que coexisten con otras

subclases de linfocitos que regulan dicha respuesta.

2.3 Evasion inmunologica del trofoblasto

Expresion de moléculas HLA. Para evitar el ataque del sistema inmunolégico
materno, el trofoblasto fetal no expresa las moléculas HLA-A, HLA-B, HLA-DR,
HLA-DQ y HLA-DP, que son las principales dianas para las células T aloreactivas
en trasplantes. Sin embargo, subclases de trofoblasto, como el trofoblasto
extravelloso y membranas fetales, expresan HLA-C y moléculas no clasicas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase I, como HLA-E, HLA-F
y HLA-G. HLA-C y HLA-E, pueden evitar la citotoxicidad de células NK uniéndose
a sus receptores inhibidores (Tilburgs et al. 2010), aunque HLA-C también puede
inducir repuestas alogénicas en linfocitos T maternos (Moffett-King 2002). La
funcién de HLA-F no es todavia conocida. Con respecto a HLA-G, se conoce que
tiene un bajo polimorfismo, contando con 7 isoformas, y presenta importantes
funciones inmunomoduladoras, como la capacidad de inhibir la citotoxicidad de

células Ty NK (Hunt et al. 2005, LeMaoult et al. 2004, Tilburgs et al. 2010).
Ademas de la expresion de moléculas HLA, el trofoblasto también contiene

otros factores, que pueden jugar un importante papel en la evasidn inmunitaria.

Describiremos en el proximo parrafo los mas relevantes, aunque muchos

18



INTRODUCCION

estudios funcionales han sido realizados en el modelo de ratén y su importancia

en humano no ha sido totalmente esclarecida.

Miembros de la familia B7. Moléculas como CD80 (B7-1)/CD86 (B7-2) se unen a
las moléculas CD28 y proporcionan sefiales coestimulatorias, las cuales, en
combinacidon con TCR-MHC, activan a las células T. Recientemente, se han
identificado nuevos subtipos de moléculas B7 que se expresan en el trofoblasto
velloso (B7-H1, B7-H2, B7-H3) y células del sincitiotrofoblasto (B7-H1, B7-DC).
B7-H2 estimula la respuesta Th2, uniéndose al coestimulador inducible de
células T (ICOS; inducible costimulator of T cells), el cual aumenta la produccién
de interleuquina (IL)-10. B7-H1 y B7-DC son criticas para la induccién de la
tolerancia, ya que se ha demostrado que se unen a PD (programmed death)-1,
un miembro de la familia CD28 expresado por linfocitos T activados. Se ha
observado que ratones que no expresan PD-1 desarrollan enfermedades
autoinmunes (Petroff et al. 2005, Petroff and Perchellet 2010). Ademads, en el
modelo de ratdn con aborto de repeticidn, la ausencia de sefial B7-H1 mejora la
viabilidad de los fetos singénicos pero pierden los alogénicos. Por tanto, parece
que las moléculas B7 son criticamente importantes en el mantenimiento de la
tolerancia inmunolégica materno-fetal (Guleria et al. 2005, Petroff and

Perchellet 2010).

IDO. Es una enzima que cataboliza el triptéfano, inhibiendo asi la proliferacion
de los linfocitos T por deplecion del triptdfano o por produccién de metabolitos
toéxicos (Mellor and Munn 2004). IDO es expresada por células del trofoblasto,
pero también por células presentadoras de antigeno (APC) cuando son
estimuladas con interferon (IFN)-y. La inhibicién quimica de IDO determina el
fracaso de la gestacion en ratones alogénicos; sin embargo, la eliminacion
genética de IDO no evita el embarazo alogénico (Baban et al. 2004, Munn et al.

1998).

FasL. También llamado APO-1 o CD95L, es una molécula pro-apoptdtica que

puede inducir apoptosis en células que expresen Fas, como los linfocitos T
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activados CD4" y CD8", linfocitos B, monocitos y macréfagos. FasL es expresado
también por linfocitos activados, asi como en células del trofoblasto, células
deciduales y granulos intracelulares de células T y NK. Aunque la principal
funcion de la interaccion Fas-FasL es la induccion de apoptosis, su papel en el
embarazo aun no esta claro. A pesar de que el trofoblasto expresa Fas y FasL, es
resistente a la muerte celular mediada por la interacciéon de ambas moléculas
(Makrigiannakis et al. 2008). Ratonas prefiadas con pérdida de FasL se
caracterizan por una extensa infiltracion de linfocitos y necrosis en la interfase
materno fetal (Hunt et al. 1997, Makrigiannakis et al. 2008). Por otra parte, se
ha observado que las células deciduales humanas que expresan FasL pueden
limitar la infiltracion de leucocitos maternos que expresen Fas a través de la

induccion de apoptosis por este sistema Fas/FasL (Qiu et al. 2005).

2.4. Leucocitos maternos en la interfase materno-fetal

La decidua alberga varias poblaciones de células inmunitarias, incluyendo
células NK, macréfagos, células T, neutrdéfilos y una poblacidn casi inexistente de
células B. Siendo los linfocitos NK los mas abundantes, estas células poseen la
capacidad de regular el crecimiento de la placenta, la invasion del trofoblasto y

el remodelado vascular.

Células NK deciduales (dNK). Las células NK uterinas aumentan su numero
después de la ovulacion, volviéndose la clase mayoritaria de linfocitos en el
endometrio. Si el embarazo tiene lugar, las células NK contindan acumulandose
hasta alcanzar el 70% de la poblacidn linfocitaria, al final del primer trimestre de
gestacion. A partir de este periodo, su numero va disminuyendo, aunque se
encuentran presentes en el embarazo hasta que se produce el parto, en una

proporcion del 3% (Abadia-Molina et al. 1996, Sindram-Truijillo et al. 2003).

Las células dNK, pueden ser consideradas como una subclase de linfocitos
diferentes a las dos clases de linfocitos NK existentes en sangre periférica (pNK),

aunque comparte caracteristicas con cada una de ellas. Al igual que las pNK
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CD56"™ CD16%, las dNK tienen granulos citoliticos, (Cooper et al. 2001) vy
expresan receptores tipo KIR. Sin embargo, dNK no presentan CD16 y expresan
intensamente CD56, CD94/NKG2A, y receptores activadores, como NKp30,
NKp44, NKp46 y NKG2D, aunque tienen una actividad citotéxica reducida y
producen un elevado nimero de moléculas inmunorreguladoras (Keskin et al.
2007), recordando en este sentido a las pNK CD56°"8" CD16". Cabe destacar la
produccién de factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial
(VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PLGF), por parte de células dNK,
no siendo producidos por las células periféricas. Dichos factores inducen

migracion y la formacién de una red de células endoteliales (Hanna et al. 2006).

En el embarazo normal, dNK expresan como citoquinas predominantes el factor
de crecimiento transformante (TGF)-B e IL-10, lo que puede sugerir un papel en
la induccion de tolerancia. Sin embargo, en el aborto espontaneo, dNK aumenta
la produccién de IFN-y, lo que contribuye a la muerte del trofoblasto
extravellositario (Gomez-Lopez et al. 2010). Otras funciones posibles de
linfocitos dNK son el control de la invasién del trofoblasto, ya que se ha visto
que los linfocitos dNK pueden producir apoptosis sobre estas células
controlando la invasién excesiva de este tejido (Olivares et al. 2002); el
remodelado vascular uterino, en el cual parece tener una gran importancia el
IFN-y producido por las células dNK (Murphy et al. 2009); y la actividad antiviral.
Por todo ello, se ha propuesto que las células dNK pueden ser la clave que

regule el equilibrio en la interfase materno-fetal.

El origen de dNK es aun controvertido. Diversos autores han propuesto, dado su
fenotipo CD16™ CD56""™ que puedan provenir de pNK CD16 CD56°"8™. Estas
células migrarian al utero desde la sangre periférica, adquiriendo caracteristicas
especificas de dNK, debido al microambiente decidual en el que se
encontrarian: presencia de citoquinas y hormonas especificas de este tejido, y el
contacto con células de la decidua (Moffett-King 2002). Sin embargo, las células
CD16 CD56"8" son minoritarias en sangre periférica (5% de todas las pNK). El

grupo de Strominger observé que TGF-B promovia la conversion de linfocitos
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pNK CD16" CD9, que son los mayoritarios en sangre periférica, a células CD16
CD9", marcadores caracteristicos de dNK. Por otro lado, demostraron que la
decidua contiene una poblacién de células CD34", CD45" con un fenotipo de
células progenitoras hematopoyéticas (HPC) (Keskin et al. 2007). Recientemente
se ha sugerido que dNK pueden derivar directamente de precursores CD34"
presentes en la decidua, bajo interacciones con componentes del
microambiente decidual (Vacca et al. 2011). Las diferentes hipdtesis que han
sido propuestas sobre el origen de células dNK no son excluyentes, pudiendo
originarse de precursores celulares que residen en el tejido uterino y de la

diferenciacion de pNK que migran a la decidua procedentes de la sangre

periférica.

Macréfagos deciduales. Son la clase mds abundante de APC en la interfase
materno-fetal, constituyendo alrededor del 15% de los linfocitos deciduales.
Estdn presentes a lo largo del embarazo, aumentando significativamente su
nimero en el parto. Los macréfagos deciduales son CD14", CD68" y tienen una
alta expresion de marcadores activadores, HLA-DR y CD86, aunque la expresion
de CD80 es reducida. Tienen multiples funciones, muchas de ellas relacionadas

con la produccién de IL-1, IL-6 y CXCL8 (Gomez-Lopez et al. 2010).

Células dendriticas (DC). Son células presentadoras de antigeno, con capacidad
de iniciar una activacion especifica o tolerancia inmunolégica. Las células
dendriticas DC-SIGN" tienen un bajo potencial para activar a las células T y se
han identificado en la decidua de embarazo temprano (Gardner and Moffett
2003, Kammerer et al. 2003), mientras que las DC CD83" presentan gran
potencial para estimular a los linfocitos T, pero su cantidad en decidua es muy
baja en los primeros estadios del embarazo (Kammerer et al. 2000, Miyazaki et
al. 2003). Con frecuencia, se ha sugerido que estas células podrian tener un
papel regulador en la tolerancia del embarazo, pero estos estudios son dificiles
de realizar dado el bajo numeros de células y las similitudes fenotipicas con los

macrofagos deciduales (Tirado-Gonzalez et al. 2010).
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Células T deciduales. Comprende una subclase de células, diferentes a las
células T periféricas, constituyendo el 10% de linfocitos deciduales en el
embarazo temprano. La composicion de linfocitos es altamente variable entre
individuos, aunque el porcentaje de células T se incrementa conforme progresa
el embarazo, llegando a constituir entre un 40 y un 90% de los linfocitos en el
embarazo a término (Abadia-Molina et al. 1996). Los linfocitos T deciduales
TCRap son CD4" y CD8’, siendo los mas abundantes estos ultimos. Las células
mas estudiadas son las T reguladoras CD4" CD25" FOXP3" (Treg). Ademas, hay
poblaciones de células TCRap CD4CD8 , TCRyS", y NKT.

Las Treg aumentan su concentracion en sangre periférica y en decidua durante
el embarazo (Hori and Sakaguchi 2004). Se ha demostrado que las células Treg
son reclutadas a la decidua desde la periferia (Tilourgs et al. 2008) a
consecuencia de un mecanismo que probablemente implica estrégenos vy
citoquinas producidas por el trofoblasto (Makrigiannakis et al. 2008). Las células
Treg son importantes para el mantenimiento de la tolerancia materno-fetal. Se
ha observado que bajos niveles de Treg en mujeres estan asociados con abortos
recurrentes (Sasaki et al. 2004). En ratdn, la deficiencia de Treg conlleva a fallos
en la gestacion de fetos alogénicos, pero no de singénicos (Aluvihare et al.
2004).

Las células NKT son un 0,48% de las células deciduales CD3", proporcién 10
veces mayor que lo encontrado en sangre periférica. Las NKT son una subclase
inusual de células T que expresan marcadores de células NK y T, siendo capaces
de producir citoquinas Thl y Th2. Reconocen glicopéptidos presentados por
CD1d (MHC class I-like molecule), molécula que es expresada por el trofoblasto
(Boyson et al. 2002). La activacién de NKT pueden jugar un papel
inmunorregulador en la interfase materno-fetal, regulando los linfocitos dNK,
aunque también podria mediar la respuesta inflamatoria en determinadas

condiciones (Boyson et al. 2008).
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2.5. El paradigma Th1/Th2

El embarazo es una condicién natural Unica, en la cual en la madre se produce
tolerancia a un tejido genéticamente distinto como es el feto. Alteraciones en el
delicado balance inmunoldgico en la interfase materno-fetal tienen como
resultado la pérdida del embrion o complicaciones gestacionales. Varias
citoquinas, que pueden ser producidas por células inmunitarias maternas, se
han relacionado con el equilibrio inmunoldgico. Los linfocitos T deciduales
producen tanto citoquinas Thl como Th2 (Wegmann et al. 1993). Las citoquinas
de tipo Thl: IFN-y, TNF e IL-2, favorecen el aborto, por impedir la invasion del
trofoblasto en la decidua materna. TNF aumenta la apoptosis en células del
trofoblasto, IFN-y incrementa la muerte mediada por el TNF y activa la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Hill et al. 1995, Murphy et al. 2009,
Yui et al. 1994). La IL-2 inhibe la decidualizacion e incrementa la contractilidad
de células DSC (Kimatrai et al. 2003). A su vez, IL-2 e IFN-y activan a dNK, lo que
puede inducir dafios en el trofoblasto. Sin embargo, las citoquinas Th2: IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10 e IL-13, estimulan el desarrollo e invasion del trofoblasto. Entre
estas citoquinas, hay que destacar el papel de IL-10, que ha sido extensamente
estudiada. Se ha observado que esta citoquina es decisiva para el éxito del
embarazo, ya que la disminucion de IL-10 esta asociada a patologias
gestacionales. Como posibles funciones de la IL-10, se encuentra la inhibicion de
la sintesis de citoquinas Th1, supresion de la actividad de células NK y regulacion
de la expresion de antigenos por el trofoblasto como HLA-G, en detrimento de
otras MHC de clase | y Il (Vigano et al. 2002). Se ha visto que tanto en decidua
como en sangre periférica de mujeres embarazadas existe un predominio de

citoquinas Th2 (Piccinni et al. 2000, Saito et al. 1999, Wilczynski 2005).

Las citoquinas Th1/Th2 también afectan al sistema Fas/FasL, ya que se ha
observado que las citoquinas Th1l (IFN-y y TNF-a) promueven la expresion y
sensibilidad a Fas en el trofoblasto, que como hemos mencionado
anteriormente expresa Fas y FasL; mientras que las citoquinas Th2 (IL-6 e IL-10)

incrementan la resistencia del trofoblasto a la apoptosis mediada por Fas, por
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inducir cFLIP (FLICE-like inhibitory protein), una proteina anti-apoptética que

inhibe la activacién de la caspasa-8 (Makrigiannakis et al. 2008).

El balance Th1/Th2, por tanto, es critico en el embarazo, ya que un
desplazamiento hacia Th1 genera una respuesta inmunitaria que desemboca en
aborto, mientras que la prevalencia de un ambiente Th2 supone la

supervivencia del feto y la progresion del embarazo (Piccinni et al. 2001).

La P4, hormona predominante en el embarazo, contribuye a la inmunosupresién
de la inmunidad celular que acompafna al embarazo, favoreciendo un estado
Th2 (Piccinni et al. 2000, Saito 2000), ya que suprime la activaciéon y
citotoxicidad de linfocitos T (Kyurkchiev et al. 2010, Szekeres-Bartho et al.
1989). La P4 promueve la produccion de IL-4 y IL-5. A su vez, IL-4 y P4 regulan
positivamente la produccién de LIF (leukaemia inhibitor factor), esencial en el
desarrollo embrionario (Piccinni et al. 2001). Algunas de las propiedades
inmunomoduladoras de la P4 son mediadas por la induccién de una proteina
especifica llamada PIBF (progesterone-induced blocking factor), la cual ha sido
estudiada en detalle por Polgar y Szekerer-Bartho (Polgar et al. 2003, Szekeres-
Bartho et al. 2001), demostrando que PIBF es el principal responsable del
cambio de la respuesta Thl hacia Th2 y de la supresion de la actividad citotéxica
de NK, fendmenos necesarios para el progreso del embarazo. Las células DSC
expresan constitutivamente PIFB intracelular. Se ha observado que en presencia
de P4 hay una disminucién de su expresion, probablemente debido a su
secrecioén, que induciria una respuesta Th2 (Kyurkchiev et al. 2010). Este podria
ser un mecanismo de control paracrino en la interfase materno-fetal, en el que
las DSC contribuirian al mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica durante el

embarazo.

A pesar de la importancia del predominio de citoquinas Th2 sobre Thi, las
citoquinas inflamatorias son también esenciales en el desarrollo del embarazo.
Cabe destacar el papel que desempefia el IFN-y en el establecimiento vy

mantenimiento de la interfase materno-fetal en roedores, ya que se ha
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demostrado que es el responsable de iniciar el remodelado vascular
endometrial y de promover la angiogénesis. También desempefia un amplio
papel en la activacidn de la inmunidad innata y adaptativa en respuesta a virus y
tumores. Por otro lado, se ha observado que IFN-y aumenta la transcripcion de
genes involucrados en la regulacién del ciclo celular, apoptosis y procesamiento
y presentacion de antigenos. A pesar de todo, complicaciones gestacionales que
pueden terminar con pérdida del embridn estan asociadas con elevaciones

intensas de IFN-y (Murphy et al. 2009).

3. CELULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES

3.1. Células endometriales estromales como células troncales

El endometrio humano estd sometido a procesos ciclicos de regeneracion,
proliferaciéon, diferenciacién y desprendimiento, en el transcurso del ciclo
menstrual. Al final de cada ciclo, el estroma de la capa funcional se regenera a
partir de la capa basal que perdura después de la menstruacion. La elevada
capacidad de regeneracion del endometrio, ha sugerido que pueda residir en
éste una poblacion de células troncales o progenitoras. Puesto que no hay
evidencias suficientes para distinguir si la poblacion de células encontradas
corresponderia a células troncales o progenitoras, en nuestro estudio

designaremos a todas ellas como troncales.

Diversos grupos de investigacion, han estudiado la capacidad que tienen las ESC
de ser consideradas como células troncales. Sin embargo, la deteccion de este
tipo de células en diversos tejidos plantea dificultades, debido a que son una
poblacidon minoritaria dentro ellos, y no existen todavia marcadores concretos

para su identificacidon y caracterizacion.

Entre los marcadores que pueden ser usados para identificar las células
troncales, con frecuencia se ha usado el marcaje fluorescente Hoechst 33342. La

subpoblacion celular que expulsa el fluorocromo después del marcaje es
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denominada SP (side-population) (Goodell et al. 1996). Al igual que en otros
tejidos, se han detectado estas poblaciones en el endometrio humano en las

diferentes fases del ciclo menstrual (Kato et al. 2007).

En cuanto al fenotipo antigénico que presentan las ESC, se han aislado células
endometriales de la capa basal del endometrio que expresan los tipicos
marcadores de MSC procedentes de médula ésea y tejido adiposo como CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, siendo negativas para marcadores
hematopoyéticos (CD45, CD34, CD14, CD3, CD13, CD19, CD16/56 y HLA-DR)
(Dimitrov et al. 2008, Schwab and Gargett 2007). Otra fuente de obtencidn de
estas células ha sido la sangre menstrual, la cual solo tiene componentes de la
capa funcional del endometrio. Estas células fueron cultivadas y tuvieron un

fenotipo similar al anteriormente descrito (Meng et al. 2007).

Para que una célula pueda ser definida como célula troncal debe cumplir tres
propiedades fundamentales: capacidad de renovarse y reemplazarse a ellas
mismas, capacidad para diferenciarse a uno o mas linajes o tipos de células
especializadas y tener potencial de renovar y poblar tejidos (Gargett 2007). A

continuacion describiremos estas propiedades en ESC.

La capacidad de diferenciacion a otros linajes es una de las caracteristicas mas
importantes de una célula troncal. Tanto las ESC obtenidas de la capa basal del
endometrio, como las procedentes de sangre menstrual pudieron ser
diferenciadas a diferentes linajes como osteocitos, adipocitos y condrocitos,
entre otros (Dimitrov et al. 2008, Meng et al. 2007, Schwab and Gargett 2007),
por lo que parece posible que existan células troncales tanto en la capa basal,

como en la capa funcional del endometrio.

Con respecto a la clonogenicidad, una caracteristica de pluripotencialidad, se
han obtenido clones de ESC, indicando que una sola célula puede formar
colonias y promover un numero consecutivo de clones y demostrando asi las

propiedades auto-renovadoras que son fundamentales para la identificacion de
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estas células como troncales. El fenotipo antigénico de superficie de estas
células clonadas se corresponde con el fenotipo caracteristico en ESC, al igual
que su capacidad de diferenciacidn a otros linajes (Chan et al. 2004, Dimitrov et
al. 2008, Gargett et al. 2009).

Estos resultados demostraron que el endometrio humano contiene ESC con
caracteristicas de células troncales, las cuales parecen estar relacionadas con la

familia de MSC.

El origen de ESC continua siendo controvertido, a pesar de los numerosos
estudios citoldgicos y morfoldgicos que se han realizado. Algunos estudios
indican que el endometrio contiene dos tipos de células, unas derivadas de
médula dsea, y otras células estromales que residirian en el endometrio. Las
gldndulas endometriales derivarian de células infiltradas procedentes de la
médula dsea, mientras que las células endometriales estromales surgirian a
partir de células estromales residentes en el endometrio (Bell 1990). Sin
embargo, otros autores han encontrado evidencias en el endometrio de ratdn
de que ambos tipos celulares procederian de células derivadas de médula désea

(Gambel et al. 1985).

4. CELULAS DECIDUALES ESTROMALES

Las DSC constituyen un tipo particular de células que aparecen en el endometrio
uterino durante el embarazo, después de la implantacion del blastocisto,
aungue su funcion, linaje celular y origen no son del todo conocidos. Parece que
proceden de la proliferacién y diferenciacidon de un precursor estromal, preDSC,

localizado en el endometrio no gestante y relacionado con las ESC.

4.1. Células deciduales estromales como células troncales

Dado que las DSC estan relacionadas con las ESC, se ha estudiado también la

capacidad de estas células de ser consideradas células troncales. La expresion
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en las DSC de STRO-1, un antigeno que identifica a MSC de médula dsea
(Simmons and Torok-Storb 1991), y el hecho de que DSC expresen marcadores
del linaje mesenquimal (CD29, CD73, CD90, CD105, CD10, CD13) y sean
negativos para marcadores del linaje hematopoyético (CD45, CD19, CD56/16 y
CD3) relaciona estos dos tipos de células. (Garcia-Pacheco et al. 2001,

Kyurkchiev et al. 2010).

Ademas, se ha detectado que las DSC obtenidas a partir de la decidua de primer
trimestre de embarazo forman colonias. Estas células tenian una morfologia
fibroblastica y capacidad proliferativa y han podido ser diferenciadas a

adipocitos, osteocitos, condrocitos y células endoteliales. (Dimitrov et al. 2008).

Todo ello aporta evidencias de que en la decidua residen DSC que, al igual que
las ESC, podrian ser consideradas como células troncales, ya que expresan los
marcadores fenotipicos de este linaje, tienen potencial de diferenciacion y

capacidad para formar colonias, caracteristicas propias de células troncales.

En cuanto el origen de estas células, algunos estudios realizados en modelo de
ratén proponen que DSC aparecerian en el embarazo originadas a partir de ESC
residentes en el endometrio. A su vez, el precursor de estas células se originaria
de células troncales, procedentes de médula ésea (Kearns and Lala 1982). En un
estudio posterior, se comprobd que estas células procedian del saco vitelino de
embriones, que migrarian desde su origen (saco vitelino y/o médula dsea) hasta
el utero en algun momento entre la etapa embrionaria y el comienzo de la vida
reproductiva, y a partir de este periodo se auto-replicarian a nivel local (Lysiak
and Lala 1992). No obstante, este tipo de estudios han sido realizados hasta el

momento Unicamente en roedores.

4.2. La célula decidual estromal como una forma de miofibroblasto

La morfologia que presentan las DSC es similar a la de los miofibroblastos, una

forma especializada de fibroblasto con actividad contractil que participa en Ila
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retraccion de las cicatrices. De forma semejante a DSC, el miofibroblasto también
presenta funciones inmunoldgicas. La deteccion a nivel de mRNA y de proteina de
a-SM-actina (un marcador de mifibroblasto) en DSC, confirma la relacidon entre
estos dos tipos de células. Otros filamentos intermedios como son la vimentina y
la desmina también son expresados en miofibroblastos y DSC (Oliver et al. 1999).
Los miofibroblastos estan relacionados con distintos tipos celulares, cada uno de
ellos con una localizacién tisular y funcién diferente: pericitos, células estrelladas
del higado, osteoblastos y probablemente también las DSC. La actividad contractil
(propia de los miofibroblastos) de las DSC, demostrada por nuestro grupo, nos
confirmd que estas células no solo tienen una morfologia y fenotipo antigénico
semejante a los miofibroblastos, sino que tienen la capacidad de contraerse como
ellos. El hecho de que esta actividad contractil fuera estimulada por IL-2 (citoquina
Th1 que se incrementa en el aborto espontaneo), nos hizo proponer que las DSC,
mediante su actividad contrdctil, podrian contribuir a la expulsién del trofoblasto
durante el aborto (Kimatrai et al. 2003). Por otra parte, hemos observado que la
IL-10, una citoquina asociada al embarazo normal, relaja las DSC, lo que
probablemente favorece el desarrollo fisiolégico del embarazo (Kimatrai et al.
2005).

4.3. Relacion de las células deciduales estromales y las células foliculares

dendriticas

Las células foliculares dendriticas (FDC) se localizan en los foliculos de los
6rganos linfoides secundarios, dentro de los centros germinales. Estas células
retienen durante meses antigenos en su forma nativa, formando
inmunocomplejos unidos a receptores de membrana y se los presentan a las
células B durante la respuesta secundaria. Las FDC rescatan de la apoptosis a las
células B e inducen la diferenciaciéon de células B memoria y células productoras

de anticuerpos (Park et al. 2004).

La relacion entre DSC y FDC es estrecha, ya que las DSC expresan antigenos

especificos de FDC (DCR-1, CNA.42, HJ2) y carecen como las FDC de CD45
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(Montes et al. 1996, Munoz-Fernandez et al. 2006). Ambos tipos celulares
muestran una morfologia fibroblastica y capacidad proliferativa. Las FDC
expresan STRO-1, por tanto, al igual que las DSC estan relacionadas con las MSC.
Ademas, las FDC expresan a-SM-actina, por lo que presentan la capacidad de
contraerse y relajarse cuando son tratadas en cultivo con diferentes citoquinas y
también pueden ser consideradas, al igual que las DSC, una forma de

miofibroblasto derivada de las MSC (Munoz-Fernandez et al. 2006).

Por ultimo, experimentos realizados en nuestro grupo de investigacion, han
demostrado que ambos tipos de células comparten un fenotipo antigénico
similar, resultando positivas para CD29, CD73 y CD10, y expresando una
proporcion de ellas CD14, CD21, CD23, CD54 y BAFF. Ademdas, ambas son
capaces de rescatar de la apoptosis espontdnea a linfocitos B. Se ha observado
que FDC al igual que DSC, en presencia de P4 y cAMP son capaces de secretar
prolactina (PRL) (marcador de decidualizaciéon) aunque, naturalmente, la
cantidad producida por FDC es mucho menor que por DSC (Muioz-Fernandez et

al., sometido).

4.4. Las células deciduales estromales como células fagociticas

La actividad fagocitica en la decidua es debida fundamentalmente a la presencia
de macréfagos. Las DSC, ademas, son capaces de fagocitar particulas y podrian
internalizar los antigenos para posteriormente mostrarlos en superficie (Ruiz et
al. 1997). La IL-1, citoquina pro-inflamatoria, activa la fagocitosis de las DSC,
mientras que la P4 la reduce. Existen resultados que sugieren la existencia de
una red inmunolégica-endocrina que involucra a las DSC, y segun la cual, la IL-1
y el TNF-a aumentarian las funciones inmunoldgicas de las mismas para la
defensa contra una posible infeccidn 6 incluso la eliminacion del trofoblasto en
situaciones patoldgicas, mientras que la P4 favoreceria el crecimiento fetal y el
estado gestacional por inhibicién de las funciones mencionadas (Ruiz et al.

1997).
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4.5. Las células deciduales estromales como presentadoras de antigeno

Las DSC humanas expresan CD80, CD86 y HLA de clase Il, tres moléculas
expresadas por APC, sugiriendo que DSC pueden desempefiar esta funcion.
Ademas, su capacidad de estimular células T alogénicas (Olivares et al. 1997) y
la actividad fagocitica demostrada (Ruiz et al. 1997) favoreceria esta posibilidad.
Por otro lado, se ha demostrado que las células deciduales APC son capaces de
estimular eficientemente la proliferacion de linfocitos T, estimulo que es
inhibido si tratamos con un anticuerpo anti-HLA de clase Il (Oksenberg et al.
1986). Ademas, estudios realizados en ratén han demostrado que las células
estromales uterinas son capaces de procesar antigenos administrados por via
intravenosa y presentarlos de forma que es reconocible para los linfocitos T in
vivo, habilidad que se reduce cuando se administra TGF-B o E (Wira and Rossoll
2003), por lo que parece posible que las DSC en ratédn y humano también tengan

esta propiedad.

5. DECIDUALIZACION

El inicio del embarazo simboliza el éxito de dos procesos independientes: el
desarrollo del embridn y la decidualizacidn del endometrio, transformandose en
decidua. Este ultimo proceso estda estrechamente regulado por hormonas

esteroideas, E y P4.

La decidualizacion comienza en las ESC que rodean las arterias espirales, en la
capa funcional del endometrio. Se produce en la fase secretoria, alrededor del
dia 23 del ciclo menstrual, coincidiendo con la ventana de implantacion, periodo
en el cual el endometrio es receptivo a la implantacién del blastocisto. En esta
fase tiene lugar una extensa remodelacién de la capa funcional del endometrio,
en respuesta a las elevadas concentraciones de P4, lo que implica un cambio en
la secrecion de las glandulas del endometrio, seguido de la diferenciacion de las

ESC.
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Si el embarazo tiene lugar, la decidua es sometida por un lado a la regulacion de
hormonas esteroideas que continlan estando elevadas, y por otro a factores
producidos por el blastocisto, como la hormona gonadotropina coridnica
humana (hCG). Todo ello proporciona el ambiente hormonal necesario para

completar la decidualizacidn, que es esencial para el éxito del embarazo.

5.1. Decidualizacion en células deciduales y endometriales estromales

La decidualizacién es esencial para la implantacién del blastocisto y participa en
el control de la invasion del trofoblasto y formacion de la placenta. La
decidualizacion de ESC y DSC implica cambios morfoldgicos, fenotipicos y
secretorios, adquiriendo diversas funciones. Puesto que ESC y DSC parecen ser
la misma célula en distinta situacion funcional, sospechamos que los procesos
de decidualizacién, uno de los objetivos de estudio de esta tesis doctoral, van a

ser semejantes en ambos tipos celulares.

En ausencia de P4, tanto DSC como ESC cultivadas in vitro presentan un aspecto
alargado similar a los fibroblastos. Durante la decidualizacién, estas células
aumentan de tamafio, cambiando su forma a una morfologia poligonal, se
produce una expansion del reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, y se
acumulan en el citoplasma gotas de glucégeno y lipidos, por lo que clasicamente

se les ha atribuido una funcion nutricional (Gellersen and Brosens 2003).

Ambos tipos de células decidualizadas, adquieren una funcion secretoria, ya que
comienzan a secretar factores, como PRL y proteina de unidon al factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGFBP-1). Estas dos proteinas han sido usadas
como marcadores fenotipicos de células decidualizadas (Gellersen and Brosens
2003). Ademas, estas células decidualizadas tienen una funcion inmunoldgica,
puesto que producen una variedad de citoquinas, como por ejemplo IL-11 e IL-
15, que proporcionan senales quimiotacticas, proliferativas y de diferenciacion
en las células inmunitarias especializadas (Dimitriadis et al. 2005b). También

producen factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico
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(EGF), EGF de unidén a la heparina (HB-EGF), activina A y neuropéptidos como
somatostatina y grelina, los cuales podrian servir para amplificar y propagar los

procesos deciduales de manera autocrina o paracrina (Gellersen et al. 2007).

La transformacion decidual de ESC, también envuelve cambios en receptores
hormonales y de citoquinas, remodelado de la matriz extracelular y
citoesqueleto, expresién de enzimas intracelulares e induccién de moduladores

de la apoptosis (Popovici et al. 2000).

El proceso de decidualizacién es inducido por la P4 y un conjunto de hormonas
que incrementan los niveles de cAMP, que se describirdn en los siguientes

apartados.

5.2. Progesterona en la decidualizacion

La P4, como otras hormonas esteroideas, puede desencadenar rapidos eventos
citoplasmdticos que son independientes de sus acciones gendmicas
(Boonyaratanakornkit et al. 2001, Cato et al. 2002). No obstante, regula cientos

de genes durante varias fases del ciclo menstrual.

Las acciones gendmicas de la P4 estan mediadas por la union y activacion del
PR, un miembro de la llamada superfamilia de receptores nucleares, que son
factores de transcripcion dependientes de ligando. Dos isoformas de PR,
denominadas PR-A y PR-B, son co-expresadas en todos los tejidos diana de P4,
incluyendo el endometrio. PR-A difiere de la isoforma PR-B en la pérdida de 164
aminoacidos. (Kastner et al. 1990). PR-A es transcripcionalmente menos activa y
funciona como un inhibidor dominante de la trascripcion de PR-B y otros

receptores esteroides (Christian et al. 2002).

Cada isoforma puede tener distintas respuestas a la accion de la P4, aunque la
funcién exacta de PR-A y PR-B no se conoce con exactitud. Se ha demostrado

que en la decidualizacién se produce una disminucion en la expresion de PR-B,
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siendo PR-A la isoforma dominante (Gellersen and Brosens 2003). En ratones
knock-out (KO) para PR-A, a diferencia de los KO para PR-B, se inhibe Ia
diferenciacién de ESC. La activacion de PR-B en el utero de KO para PR-A,
conlleva una induccién de la proliferacion celular, por lo que parece que PR-A es
importante para limitar la proliferacion de las células e inducir su
decidualizacién (Mulac-Jericevic and Conneely 2004). Sin embargo, otros
autores han demostrado que la decidualizacion requiere una disminucion de los

niveles de PR (Brosens et al. 1999).

A pesar de que la P4 es un factor clave en la decidualizacién, y es necesaria para
el mantenimiento del fenotipo decidual en los cultivos prolongados, los
mecanismos por los cuales ejerce su accién en la decidualizacién no estan
todavia aclarados. Se piensa que el efecto pueda estar mediado por
coactivadores y diversos factores de transcripcién que requieren la activacion

de la via del cAMP (Brosens and Gellersen 2006, Christian et al. 2002).

5.3. cAMP en la decidualizacion

Es ampliamente asumido que la P4 inicia la decidualizacién, sin embargo las
células indiferenciadas en cultivos celulares son muy resistentes a las sefiales de
P4 y es necesario anadir cAMP para que tenga lugar el proceso decidual. Esto
puede ser debido a que las células deciduales estan sometidas a elevados
niveles de P4 durante la decidualizacion, pero ademas, después de la ovulacidn
y durante el embarazo, el endometrio o decidua se encuentra bajo la influencia
de una variedad de factores locales y endocrinos, tales como Prostaglandina
(PG) E,, relaxina (RLX), hormona liberadora de corticotropina (CRH) y hCG.
Todas estas hormonas incrementan la producciéon de cAMP por parte de ESC o
DSC, lo que explicaria la necesidad de afiadir cAMP en los cultivos celulares para

llevar a cabo la decidualizacion (Gellersen and Brosens 2003).
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5.3.1. Mecanismo de accion de cAMP en la decidualizacion

El cAMP es un segundo mensajero ubicuo que se produce tras la activacion de
un receptor de la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR).
Cuando el ligando se une a este receptor, se produce la liberacion de la
subunidad a del complejo de proteina G formado por tres subunidades, Gopy.
La subunidad a liberada y activa, regula la enzima adenilato ciclasa, la cual
produce cAMP a partir de ATP. Una vez ciclado, el cAMP va a activar a la
proteina quinasa A (PKA), dependiente de cAMP, una enzima citoplasmatica que
en su estado basal estd compuesta por dos subunidades reguladoras y dos
subunidades cataliticas. Tras la unidon de dos moléculas de cAMP a cada una de
las subunidades reguladoras, se produce un cambio conformacional y se liberan
y activan las subunidades cataliticas, las cuales pueden fosforilar a sus dianas
citoplasmaticas o bien difundir dentro del nucleo y modular por fosforilacion la

actividad de factores de transcripcion.

Las principales dianas de PKA son CREB (cAMP response element binding) y
CREM (cAMP response element modulator). CREB y CREM activados se unen a
una region CRE (elemento de respuesta a cAMP) y reclutan al coactivador CBP
(proteina de unién a CREB; CREB-binding protein). CBP tiene actividad histona
acetiltransferasa, facilitando la trascripcion de genes (Gellersen and Brosens
2003). El coactivador transcripcional CBP interacciona y aumenta la actividad de
C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein B), el cual es un importante mediador
de las sefiales de cAMP (Gellersen and Brosens 2003). La expresion de C/EBPB
aumenta durante la decidualizacidn, indicando que es un factor critico en este
proceso; de hecho, cuando se atenua su expresiéon usando un mutante
dominante negativo, el proceso de decidualizacién es inhibido (Ramathal et al.
2010). C/EBPP interacciona con una variedad de proteinas nucleares, como la
FOXO1la que controla la expresiéon de genes esenciales para la respuesta
metabdlica, la regulacién del ciclo celular y apoptosis y confiere resistencia al

estrés oxidativo (Gellersen and Brosens 2003).
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El mecanismo por el cual el cAMP sensibiliza a la accidén de la P4 es objeto de
debate. Ademas de C/EBP, el cAMP induce la expresion o activacién de varios
factores de transcripcion como SP1, FOXO1, STAT (signal transducers and
activators of transcription)-3 y -5. Todos ellos son capaces de interaccionar
directamente con PR. Por lo cual se especula que, en ESC, la isoforma PR-A
podria formar complejos multiméricos transcripcionales con FOXO1a, STAT5 y
C/EBPB que regularian la expresién de genes deciduales especificos (Gellersen

and Brosens 2003).

5.3.2 Control de la via de activacion de cAMP

La sefial de cAMP es controlada por diversos mecanismos, como a nivel de su
receptor, mediante regulacién de su sintesis o catabolismo, modificacién de la
composicion de la holoenzima PKA, expresion de isoformas para CREB y CREM
con una alterada actividad transcripcional y cambios en la expresiéon de

coactivadores o correpresores (Gellersen and Brosens 2003).

A los receptores acoplados a proteina G se unen hormonas peptidicas vy
prostanoides, como la hormona luteinizante (LH), hCG, CRH, RLX y PGE,. Todas
ellas, al unirse a sus receptores, aumentan el cAMP. En ESC en cultivo se han
detectado receptores para hCG (Han et al. 1997) asi com