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SUM M ARY 

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 BclxL, 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. 
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El endometrio humano se caracteriza por su regeneración cíclica 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 proliferación y diferenciación de las células endometriales. En el embarazo, la 

adhesión del blastocisto al endometrio lleva consigo la diferenciación 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 íntimo contacto con el trofoblasto fetal. Las DSC 

son esenciales para la implantación. 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 diferenciación y apoptosis de las 

DSC durante la decidualización en la decidua es crucial para que se produzca 

una invasión controlada del trofoblasto. Además, la apoptosis de las células 

deciduales permite el crecimiento del embrión. 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 líneas celulares DSC y ESC, mantenidas en cultivo 

presentaron el mismo fenotipo antigénico, expresando CD10, CD29, CD73, CD54 

y BAFF. 

 

Además, tanto DSC como ESC protegieron de la apoptosis espontánea a los 

linfocitos. El porcentaje de linfocitos apoptóticos se determinó por citometría 

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 

fenotípicas 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 protección de la apoptosis espontánea de 

linfocitos T procedentes de sangre menstrual. El efecto protector de las DSC 

sobre los linfocitos está mediado por factores solubles secretados por dichas 

DSC, ya que la protección 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 citometría de flujo el efecto de la decidualización 

sobre el fenotipo antigénico y funciones de DSC y ESC. La decidualización se 

confirmó mediante la detección 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 más IL-15 que las ESC decidualizadas. En la 

diferenciación de DSC también se detectó un cambio en la expresión de 

marcadores fenotípicos, ya que disminuyó la expresión de CD54, CD29 y BAFF, 

aunque no cambió la expresión de otros marcadores estudiados como CD73, 

CD10, CD106 y CD14. Sin embargo, al decidualizar las ESC solo se observaron 

cambios en la expresión de CD29. 

 

La decidualización de DSC y ESC indujo apoptosis en las propias DSC y ESC, 

aunque la muerte celular fue mayor en las DSC. Paradójicamente, las DSC 

fueron resistentes a diferentes inductores de apoptosis. 

 

Mediante western-blot, se analizaron los niveles de factores pro- y anti-

apoptóticos durante la decidualización. En las células DSC decidualizadas se 

observó una disminución de las proteínas pro-apoptóticas BclxL, cFLIP y XIAP, así 

como en las proteínas pro-apoptóticas Bax, Bid y Apaf-1. Además encontramos 

un aumento de Bim, una proteína pro-apoptótica. Estos resultados fueron 

confirmados por PCR-array. 

 

Por otro lado, analizamos el efecto que tenían 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 

inducían apoptosis en todas ellas, sorprendentemente, los mismos 

sobrenadantes que protegieron de la apoptosis espontánea 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 

espontánea. Además, encontramos que el tratamiento con progesterona y 

cAMP induce decidualización, junto con apoptosis, en DSC y ESC. Sin embargo, 

las ESC parecen menos sensibles a la decidualización que las DSC, como 

demostró la menor secreción de prolactina y de IL-15, al igual que la menor 

inducción de apoptosis observada en ESC; además, se encontraron menos 

cambios en el fenotipo antigénico de las ESC al decidualizar. Finalmente, 

demostramos que la decidualización en DSC produce un desequilibrio en los 

niveles de proteínas pro- y anti-apoptóticas. 

 

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 decidualización promueve la producción de factores solubles 

con capacidad de inducir apoptosis en DSC. 
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Abreviaturas 

 

APC: Célula presentadora de antígeno (antigen presenting cell) 

cAMP: Adenosín Monofosfato-3´,5´cíclico (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 Dendríticas (Follicular Dendritic Cells) 

hCG: Gonadotropina coriónica humana (human Chorionic Gonadotrophin) 

IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa 

IFN: Interferón  

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: Desviación estándar (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 está dividido en dos capas, la capa funcional que 

comprende de 2 a 3 partes del endometrio y la capa basal que permanece 

durante la menstruación y es la responsable de producir una nueva capa 

funcional en el siguiente ciclo menstrual. La proliferación celular y 

diferenciación que se produce en la capa funcional, está regulada por cambios 

secuenciales en las hormonas ováricas, mientras la basal es relativamente 

insensible a los cambios hormonales (Figura 1). El endometrio está formado por 

células epiteliales, glandulares, luminales, fibroblastos estromales, células 

endometriales estromales (ESC), células del músculo liso y células endoteliales; 

además contiene varias poblaciones de células inmunitarias, entre las cuales 

podemos encontrar células NK, macrófagos, células T, células B y neutrófilos. 

 

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 expresión de los receptores de progesterona (PR) y de 

estrógenos en el epitelio y en el estroma. En esta fase se produce un rápido 

crecimiento y una extensa proliferación de las células glandulares, epiteliales y 

de ESC. Sin embargo, en la fase secretoria, que comienza después de la 

ovulación, caen los niveles de estrógenos, la proliferación 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 

implantación del blastocisto (Figura 1). Si el embarazo no tiene lugar, se 

produce una caída de los niveles hormonales y se desprende la capa funcional 

del endometrio durante la menstruación. 
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Figura 1. Ciclo menstrual humano. La figura representa el crecimiento, diferenciación y 

desprendimiento de la capa funcional del endometrio, regulado por hormonas esteroideas, en 

mujeres no gestantes y la continuación de la diferenciación del endometrio en el embarazo. La 

capa basal no sufre cambios, siendo relativamente insensible a cambios hormonales. El ciclo 

menstrual está divido dos fases, la fase proliferativa donde se van elevando los niveles de E y 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. Está compuesto fundamentalmente por células 

deciduales estromales (DSC), que representan el 50% del total de células en la 

decidua, así 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 apoyarían el desarrollo del 

embrión, controlar la proliferación, diferenciación e invasión del trofoblasto, 

además de tener un papel inmunorregulador durante el embarazo (Ramathal et 

al. 2010). 

 

P4
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2.1. Implantación y formación de la interfase materno-fetal 

 

La implantación se produce cinco o seis días después de la fertilización, cuando 

tiene lugar la fijación del blastocisto en el endometrio materno. En respuesta a 

la fijación del blastocisto y a la presencia de P4, las células del endometrio 

materno aumentan de tamaño y se incrementa el número de arterias espirales. 

A los cambios celulares y a la vascularización del endometrio se le llama 

reacción decidual. Pocos días después de la implantación, 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 gestación, el embrión va creciendo y 

la decidua capsular se mezcla con la decidua parietal, así 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 íntimo contacto con el sistema 

inmunológico 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. Regulación inmunológica de la interfase materno-fetal 

 

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

antígenos paternos que pueden ser reconocidos como extraños por el sistema 
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inmunológico materno. En el embarazo, células semialogénicas del trofoblasto 

invaden la decidua materna, pero permanecen a salvo del ataque del sistema 

inmunológico materno, lo que sigue siendo una paradoja sin resolver en el área 

de la Inmunología. Muchos mecanismos han sido propuestos para explicar la 

tolerancia inmunológica y la aceptación del embrión durante el embarazo 

temprano. El trofoblasto fetal juega un papel esencial para evitar un ataque 

inmunológico materno, mostrando un perfil alterado en la expresión de HLA y 

expresión de proteínas inhibitorias como la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y 

Fas ligando (FasL). Además, en la decidua se encuentran linfocitos maternos con 

capacidad de generar una respuesta aloinmunológica que coexisten con otras 

subclases de linfocitos que regulan dicha respuesta. 

 

2.3 Evasión inmunológica del trofoblasto 

 

Expresión de moléculas HLA. Para evitar el ataque del sistema inmunológico 

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 clásicas 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 

función de HLA-F no es todavía 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 T y NK (Hunt et al. 2005, LeMaoult et al. 2004, Tilburgs et al. 2010). 

 

Además de la expresión de moléculas HLA, el trofoblasto también contiene 

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

Describiremos en el próximo párrafo los más relevantes, aunque muchos 
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estudios funcionales han sido realizados en el modelo de ratón 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 señales coestimulatorias, las cuales, en 

combinación 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 producción 

de interleuquina (IL)-10. B7-H1 y B7-DC son críticas para la inducción 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). Además, en el 

modelo de ratón con aborto de repetición, la ausencia de señal B7-H1 mejora la 

viabilidad de los fetos singénicos pero pierden los alogénicos. Por tanto, parece 

que las moléculas B7 son críticamente importantes en el mantenimiento de la 

tolerancia inmunológica materno-fetal (Guleria et al. 2005, Petroff and 

Perchellet 2010). 

 

IDO. Es una enzima que cataboliza el triptófano, inhibiendo así la proliferación 

de los linfocitos T por depleción del triptófano o por producción de metabolitos 

tóxicos (Mellor and Munn 2004). IDO es expresada por células del trofoblasto, 

pero también por células presentadoras de antígeno (APC) cuando son 

estimuladas con interferon (IFN)-γ. La inhibición química de IDO determina el 

fracaso de la gestación en ratones alogénicos; sin embargo, la eliminación 

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-apoptótica 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 macrófagos. FasL es expresado 

también por linfocitos activados, así como en células del trofoblasto, células 

deciduales y gránulos intracelulares de células T y NK. Aunque la principal 

función de la interacción Fas-FasL es la inducción de apoptosis, su papel en el 

embarazo aún no está claro. A pesar de que el trofoblasto expresa Fas y FasL, es 

resistente a la muerte celular mediada por la interacción de ambas moléculas 

(Makrigiannakis et al. 2008). Ratonas preñadas con pérdida de FasL se 

caracterizan por una extensa infiltración 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 infiltración de leucocitos maternos que expresen Fas a través de la 

inducción 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, macrófagos, células T, neutrófilos y una población casi inexistente de 

células B. Siendo los linfocitos NK los más abundantes, estas células poseen la 

capacidad de regular el crecimiento de la placenta, la invasión del trofoblasto y 

el remodelado vascular. 

 

Células NK deciduales (dNK). Las células NK uterinas aumentan su número 

después de la ovulación, volviéndose la clase mayoritaria de linfocitos en el 

endometrio. Si el embarazo tiene lugar, las células NK continúan acumulándose 

hasta alcanzar el 70% de la población linfocitaria, al final del primer trimestre de 

gestación. A partir de este periodo, su número va disminuyendo, aunque se 

encuentran presentes en el embarazo hasta que se produce el parto, en una 

proporción del 3% (Abadia-Molina et al. 1996, Sindram-Trujillo 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 características con cada una de ellas. Al igual que las pNK 
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CD56dim CD16+, las dNK tienen gránulos citolíticos, (Cooper et al. 2001) y 

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 citotóxica reducida y 

producen un elevado número de moléculas inmunorreguladoras (Keskin et al. 

2007), recordando en este sentido a las pNK CD56bright CD16-. Cabe destacar la 

producción 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 

migración y la formación 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)-β e IL-10, lo que puede sugerir un papel en 

la inducción de tolerancia. Sin embargo, en el aborto espontáneo, dNK aumenta 

la producción de IFN-γ, 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 invasión del trofoblasto, ya que se ha visto 

que los linfocitos dNK pueden producir apoptosis sobre estas células 

controlando la invasión excesiva de este tejido (Olivares et al. 2002); el 

remodelado vascular uterino, en el cual parece tener una gran importancia el 

IFN-γ 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 aún controvertido. Diversos autores han propuesto, dado su 

fenotipo CD16- CD56bright, que puedan provenir de pNK CD16- CD56bright. Estas 

células migrarían al útero desde la sangre periférica, adquiriendo características 

específicas de dNK, debido al microambiente decidual en el que se 

encontrarían: presencia de citoquinas y hormonas específicas de este tejido, y el 

contacto con células de la decidua (Moffett-King 2002). Sin embargo, las células 

CD16- CD56bright son minoritarias en sangre periférica (5% de todas las pNK). El 

grupo de Strominger observó que TGF-β promovía la conversión de linfocitos 
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pNK CD16+ CD9-, que son los mayoritarios en sangre periférica, a células CD16- 

CD9+, marcadores característicos de dNK. Por otro lado, demostraron que la 

decidua contiene una población 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 hipótesis 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 

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

periférica. 

 

Macrófagos deciduales. Son la clase más abundante de APC en la interfase 

materno-fetal, constituyendo alrededor del 15% de los linfocitos deciduales. 

Están presentes a lo largo del embarazo, aumentando significativamente su 

número en el parto. Los macrófagos deciduales son CD14+, CD68+ y tienen una 

alta expresión de marcadores activadores, HLA-DR y CD86, aunque la expresión 

de CD80 es reducida. Tienen múltiples funciones, muchas de ellas relacionadas 

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

 

Células dendríticas (DC). Son células presentadoras de antígeno, con capacidad 

de iniciar una activación específica o tolerancia inmunológica. Las células 

dendríticas 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 podrían tener un 

papel regulador en la tolerancia del embarazo, pero estos estudios son difíciles 

de realizar dado el bajo números de células y las similitudes fenotípicas con los 

macrófagos 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 composición 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 

TCRαβ son CD4+ y CD8+, siendo los más abundantes estos últimos. Las células 

más estudiadas son las T reguladoras CD4+ CD25+ FOXP3+ (Treg). Además, hay 

poblaciones de células TCRαβ CD4-CD8- , TCRγδ+, y NKT. 

 

Las Treg aumentan su concentración 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 (Tilburgs et al. 2008) a 

consecuencia de un mecanismo que probablemente implica estrógenos y 

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 están asociados con abortos 

recurrentes (Sasaki et al. 2004). En ratón, la deficiencia de Treg conlleva a fallos 

en la gestación de fetos alogénicos, pero no de singénicos (Aluvihare et al. 

2004). 

 

Las células NKT son un 0,48% de las células deciduales CD3+, proporción 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 Th1 y Th2. Reconocen glicopéptidos presentados por 

CD1d (MHC class I-like molecule), molécula que es expresada por el trofoblasto 

(Boyson et al. 2002). La activación de NKT pueden jugar un papel 

inmunorregulador en la interfase materno-fetal, regulando los linfocitos dNK, 

aunque también podría 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 condición natural única, en la cual en la madre se produce 

tolerancia a un tejido genéticamente distinto como es el feto. Alteraciones en el 

delicado balance inmunológico en la interfase materno-fetal tienen como 

resultado la pérdida del embrión o complicaciones gestacionales. Varias 

citoquinas, que pueden ser producidas por células inmunitarias maternas, se 

han relacionado con el equilibrio inmunológico. Los linfocitos T deciduales 

producen tanto citoquinas Th1 como Th2 (Wegmann et al. 1993). Las citoquinas 

de tipo Th1: IFN-γ, TNF e IL-2, favorecen el aborto, por impedir la invasión del 

trofoblasto en la decidua materna. TNF aumenta la apoptosis en células del 

trofoblasto, IFN-γ 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 decidualización e incrementa la contractilidad 

de células DSC (Kimatrai et al. 2003). A su vez, IL-2 e IFN-γ activan a dNK, lo que 

puede inducir daños en el trofoblasto. Sin embargo, las citoquinas Th2: IL-4, IL-

5, IL-6, IL-10 e IL-13, estimulan el desarrollo e invasión 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 disminución de IL-10 está asociada a patologías 

gestacionales. Como posibles funciones de la IL-10, se encuentra la inhibición de 

la síntesis de citoquinas Th1, supresión de la actividad de células NK y regulación 

de la expresión de antígenos por el trofoblasto como HLA-G, en detrimento de 

otras MHC de clase I y II (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 Th1 (IFN-γ y TNF-α) promueven la expresión 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 proteína anti-apoptótica que 

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

 

El balance Th1/Th2, por tanto, es crítico 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 progresión del embarazo (Piccinni et al. 2001). 

 

La P4, hormona predominante en el embarazo, contribuye a la inmunosupresión 

de la inmunidad celular que acompaña al embarazo, favoreciendo un estado 

Th2 (Piccinni et al. 2000, Saito 2000), ya que suprime la activación y 

citotoxicidad de linfocitos T (Kyurkchiev et al. 2010, Szekeres-Bartho et al. 

1989). La P4 promueve la producción de IL-4 y IL-5. A su vez, IL-4 y P4 regulan 

positivamente la producción 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 inducción de una proteína 

específica 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 Th1 hacia Th2 y de la supresión de la actividad citotóxica 

de NK, fenómenos necesarios para el progreso del embarazo. Las células DSC 

expresan constitutivamente PIFB intracelular. Se ha observado que en presencia 

de P4 hay una disminución de su expresión, probablemente debido a su 

secreción, que induciría una respuesta Th2 (Kyurkchiev et al. 2010). Este podría 

ser un mecanismo de control paracrino en la interfase materno-fetal, en el que 

las DSC contribuirían al mantenimiento de la tolerancia inmunológica durante el 

embarazo. 

 

A pesar de la importancia del predominio de citoquinas Th2 sobre Th1, las 

citoquinas inflamatorias son también esenciales en el desarrollo del embarazo. 

Cabe destacar el papel que desempeña el IFN-γ en el establecimiento y 

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 desempeña un amplio 

papel en la activación de la inmunidad innata y adaptativa en respuesta a virus y 

tumores. Por otro lado, se ha observado que IFN-γ aumenta la transcripción de 

genes involucrados en la regulación del ciclo celular, apoptosis y procesamiento 

y presentación de antígenos. A pesar de todo, complicaciones gestacionales que 

pueden terminar con pérdida del embrión están asociadas con elevaciones 

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

 

3. CÉLULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES 

 

3.1. Células endometriales estromales como células troncales 

 

El endometrio humano está sometido a procesos cíclicos de regeneración, 

proliferación, diferenciación 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 menstruación. La elevada 

capacidad de regeneración del endometrio, ha sugerido que pueda residir en 

éste una población de células troncales o progenitoras. Puesto que no hay 

evidencias suficientes para distinguir si la población de células encontradas 

correspondería a células troncales o progenitoras, en nuestro estudio 

designaremos a todas ellas como troncales. 

 

Diversos grupos de investigación, han estudiado la capacidad que tienen las ESC 

de ser consideradas como células troncales. Sin embargo, la detección de este 

tipo de células en diversos tejidos plantea dificultades, debido a que son una 

población minoritaria dentro ellos, y no existen todavía marcadores concretos 

para su identificación y caracterización. 

 

Entre los marcadores que pueden ser usados para identificar las células 

troncales, con frecuencia se ha usado el marcaje fluorescente Hoechst 33342. La 

subpoblación 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 típicos 

marcadores de MSC procedentes de médula ósea 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 obtención 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 más linajes o tipos de células 

especializadas y tener potencial de renovar y poblar tejidos (Gargett 2007). A 

continuación describiremos estas propiedades en ESC. 

 

La capacidad de diferenciación a otros linajes es una de las características más 

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 característica de pluripotencialidad, se 

han obtenido clones de ESC, indicando que una sola célula puede formar 

colonias y promover un número consecutivo de clones y demostrando así las 

propiedades auto-renovadoras que son fundamentales para la identificación de 
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estas células como troncales. El fenotipo antigénico de superficie de estas 

células clonadas se corresponde con el fenotipo característico en ESC, al igual 

que su capacidad de diferenciación 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 

características 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 citológicos y morfológicos que se han realizado. Algunos estudios 

indican que el endometrio contiene dos tipos de células, unas derivadas de 

médula ósea, y otras células estromales que residirían en el endometrio. Las 

glándulas endometriales derivarían de células infiltradas procedentes de la 

médula ósea, mientras que las células endometriales estromales surgirían a 

partir de células estromales residentes en el endometrio (Bell 1990). Sin 

embargo, otros autores han encontrado evidencias en el endometrio de ratón 

de que ambos tipos celulares procederían de células derivadas de médula ósea 

(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 implantación del blastocisto, 

aunque su función, linaje celular y origen no son del todo conocidos. Parece que 

proceden de la proliferación y diferenciación 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 están relacionadas con las ESC, se ha estudiado también la 

capacidad de estas células de ser consideradas células troncales. La expresión 
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en las DSC de STRO-1, un antígeno que identifica a MSC de médula ósea 

(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). 

 

Además, se ha detectado que las DSC obtenidas a partir de la decidua de primer 

trimestre de embarazo forman colonias. Estas células tenían una morfología 

fibroblástica 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, podrían ser consideradas como células troncales, ya que expresan los 

marcadores fenotípicos de este linaje, tienen potencial de diferenciación y 

capacidad para formar colonias, características propias de células troncales. 

 

En cuanto el origen de estas células, algunos estudios realizados en modelo de 

ratón proponen que DSC aparecerían en el embarazo originadas a partir de ESC 

residentes en el endometrio. A su vez, el precursor de estas células se originaría 

de células troncales, procedentes de médula ósea (Kearns and Lala 1982). En un 

estudio posterior, se comprobó que estás células procedían del saco vitelino de 

embriones, que migrarían desde su origen (saco vitelino y/o médula ósea) hasta 

el útero en algún momento entre la etapa embrionaria y el comienzo de la vida 

reproductiva, y a partir de este periodo se auto-replicarían a nivel local (Lysiak 

and Lala 1992). No obstante, este tipo de estudios han sido realizados hasta el 

momento únicamente en roedores. 

 

4.2. La célula decidual estromal como una forma de miofibroblasto 

 

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

forma especializada de fibroblasto con actividad contráctil que participa en la 
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retracción de las cicatrices. De forma semejante a DSC, el miofibroblasto también 

presenta funciones inmunológicas. La detección a nivel de mRNA y de proteína de 

-SM-actina (un marcador de mifibroblasto) en DSC, confirma la relación 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 están relacionados con distintos tipos celulares, cada uno de 

ellos con una localización tisular y función diferente: pericitos, células estrelladas 

del hígado, osteoblastos y probablemente también las DSC. La actividad contráctil 

(propia de los miofibroblastos) de las DSC, demostrada por nuestro grupo, nos 

confirmó que estas células no solo tienen una morfología y fenotipo antigénico 

semejante a los miofibroblastos, sino que tienen la capacidad de contraerse como 

ellos. El hecho de que esta actividad contráctil fuera estimulada por IL-2 (citoquina 

Th1 que se incrementa en el aborto espontáneo), nos hizo proponer que las DSC, 

mediante su actividad contráctil, podrían contribuir a la expulsión 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 fisiológico del embarazo (Kimatrai et al. 

2005). 

 

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

dendríticas 

 

Las células foliculares dendríticas (FDC) se localizan en los folículos de los 

órganos linfoides secundarios, dentro de los centros germinales. Estas células 

retienen durante meses antígenos 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 diferenciación de células B memoria y células productoras 

de anticuerpos (Park et al. 2004). 

 

La relación entre DSC y FDC es estrecha, ya que las DSC expresan antígenos 

específicos de FDC (DCR-1, CNA.42, HJ2) y carecen como las FDC de CD45 
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(Montes et al. 1996, Muñoz-Fernandez et al. 2006). Ambos tipos celulares 

muestran una morfología fibroblástica y capacidad proliferativa. Las FDC 

expresan STRO-1, por tanto, al igual que las DSC están relacionadas con las MSC. 

Además, las FDC expresan α-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 (Muñoz-Fernandez et al. 2006). 

 

Por último, experimentos realizados en nuestro grupo de investigación, han 

demostrado que ambos tipos de células comparten un fenotipo antigénico 

similar, resultando positivas para CD29, CD73 y CD10, y expresando una 

proporción de ellas CD14, CD21, CD23, CD54 y BAFF. Además, ambas son 

capaces de rescatar de la apoptosis espontánea 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 decidualización) aunque, naturalmente, la 

cantidad producida por FDC es mucho menor que por DSC (Muñoz-Fernandez et 

al., sometido). 

 

4.4. Las células deciduales estromales como células fagocíticas 

 

La actividad fagocítica en la decidua es debida fundamentalmente a la presencia 

de macrófagos. Las DSC, además, son capaces de fagocitar partículas y podrían 

internalizar los antígenos 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 inmunológica-endocrina que involucra a las DSC, y según la cual, la IL-1 

y el TNF-α aumentarían las funciones inmunológicas de las mismas para la 

defensa contra una posible infección ó incluso la eliminación del trofoblasto en 

situaciones patológicas, mientras que la P4 favorecería el crecimiento fetal y el 

estado gestacional por inhibición de las funciones mencionadas (Ruiz et al. 

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

 

Las DSC humanas expresan CD80, CD86 y HLA de clase II, tres moléculas 

expresadas por APC, sugiriendo que DSC pueden desempeñar esta función. 

Además, su capacidad de estimular células T alogénicas (Olivares et al. 1997) y 

la actividad fagocítica demostrada (Ruiz et al. 1997) favorecería esta posibilidad. 

Por otro lado, se ha demostrado que las células deciduales APC son capaces de 

estimular eficientemente la proliferación de linfocitos T, estímulo que es 

inhibido si tratamos con un anticuerpo anti-HLA de clase II (Oksenberg et al. 

1986). Además, estudios realizados en ratón han demostrado que las células 

estromales uterinas son capaces de procesar antígenos administrados por vía 

intravenosa y presentarlos de forma que es reconocible para los linfocitos T in 

vivo, habilidad que se reduce cuando se administra TGF-β o E (Wira and Rossoll 

2003), por lo que parece posible que las DSC en ratón y humano también tengan 

esta propiedad. 

 

5. DECIDUALIZACIÓN 

 

El inicio del embarazo simboliza el éxito de dos procesos independientes: el 

desarrollo del embrión y la decidualización del endometrio, transformándose en 

decidua. Este último proceso está estrechamente regulado por hormonas 

esteroideas, E y P4. 

 

La decidualización comienza en las ESC que rodean las arterias espirales, en la 

capa funcional del endometrio. Se produce en la fase secretoria, alrededor del 

día 23 del ciclo menstrual, coincidiendo con la ventana de implantación, periodo 

en el cual el endometrio es receptivo a la implantación del blastocisto. En esta 

fase tiene lugar una extensa remodelación de la capa funcional del endometrio, 

en respuesta a las elevadas concentraciones de P4, lo que implica un cambio en 

la secreción de las glándulas del endometrio, seguido de la diferenciación de las 

ESC. 
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Si el embarazo tiene lugar, la decidua es sometida por un lado a la regulación de 

hormonas esteroideas que continúan estando elevadas, y por otro a factores 

producidos por el blastocisto, como la hormona gonadotropina coriónica 

humana (hCG). Todo ello proporciona el ambiente hormonal necesario para 

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

 

5.1. Decidualización en células deciduales y endometriales estromales 

 

La decidualización es esencial para la implantación del blastocisto y participa en 

el control de la invasión del trofoblasto y formación de la placenta. La 

decidualización de ESC y DSC implica cambios morfológicos, fenotípicos y 

secretorios, adquiriendo diversas funciones. Puesto que ESC y DSC parecen ser 

la misma célula en distinta situación funcional, sospechamos que los procesos 

de decidualización, 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 decidualización, estas células 

aumentan de tamaño, cambiando su forma a una morfología poligonal, se 

produce una expansión del retículo endoplasmático y el aparato de Golgi, y se 

acumulan en el citoplasma gotas de glucógeno y lípidos, por lo que clásicamente 

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

 

Ambos tipos de células decidualizadas, adquieren una función secretoria, ya que 

comienzan a secretar factores, como PRL y proteína de unión al factor de 

crecimiento similar a la insulina 1 (IGFBP-1). Estas dos proteínas han sido usadas 

como marcadores fenotípicos de células decidualizadas (Gellersen and Brosens 

2003). Además, estas células decidualizadas tienen una función inmunológica, 

puesto que producen una variedad de citoquinas, como por ejemplo IL-11 e IL-

15, que proporcionan señales quimiotácticas, proliferativas y de diferenciación 

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 unión a la heparina (HB-EGF), activina A y neuropéptidos como 

somatostatina y grelina, los cuales podrían servir para amplificar y propagar los 

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

 

La transformación decidual de ESC, también envuelve cambios en receptores 

hormonales y de citoquinas, remodelado de la matriz extracelular y 

citoesqueleto, expresión de enzimas intracelulares e inducción de moduladores 

de la apoptosis (Popovici et al. 2000). 

 

El proceso de decidualización es inducido por la P4 y un conjunto de hormonas 

que incrementan los niveles de cAMP, que se describirán en los siguientes 

apartados. 

 

5.2. Progesterona en la decidualización 

 

La P4, como otras hormonas esteroideas, puede desencadenar rápidos eventos 

citoplasmáticos que son independientes de sus acciones genómicas 

(Boonyaratanakornkit et al. 2001, Cato et al. 2002). No obstante, regula cientos 

de genes durante varias fases del ciclo menstrual. 

 

Las acciones genómicas de la P4 están mediadas por la unión y activación del 

PR, un miembro de la llamada superfamilia de receptores nucleares, que son 

factores de transcripción 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 

aminoácidos. (Kastner et al. 1990). PR-A es transcripcionalmente menos activa y 

funciona como un inhibidor dominante de la trascripción de PR-B y otros 

receptores esteroides (Christian et al. 2002). 

 

Cada isoforma puede tener distintas respuestas a la acción de la P4, aunque la 

función exacta de PR-A y PR-B no se conoce con exactitud. Se ha demostrado 

que en la decidualización se produce una disminución en la expresión 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 la 

diferenciación de ESC. La activación de PR-B en el útero de KO para PR-A, 

conlleva una inducción de la proliferación celular, por lo que parece que PR-A es 

importante para limitar la proliferación de las células e inducir su 

decidualización (Mulac-Jericevic and Conneely 2004). Sin embargo, otros 

autores han demostrado que la decidualización requiere una disminución de los 

niveles de PR (Brosens et al. 1999). 

 

A pesar de que la P4 es un factor clave en la decidualización, y es necesaria para 

el mantenimiento del fenotipo decidual en los cultivos prolongados, los 

mecanismos por los cuales ejerce su acción en la decidualización no están 

todavía aclarados. Se piensa que el efecto pueda estar mediado por 

coactivadores y diversos factores de transcripción que requieren la activación 

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

 

5.3. cAMP en la decidualización 

 

Es ampliamente asumido que la P4 inicia la decidualización, sin embargo las 

células indiferenciadas en cultivos celulares son muy resistentes a las señales de 

P4 y es necesario añadir cAMP para que tenga lugar el proceso decidual. Esto 

puede ser debido a que las células deciduales están sometidas a elevados 

niveles de P4 durante la decidualización, pero además, después de la ovulación 

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) E2, relaxina (RLX), hormona liberadora de corticotropina (CRH) y hCG. 

Todas estas hormonas incrementan la producción de cAMP por parte de ESC o 

DSC, lo que explicaría la necesidad de añadir cAMP en los cultivos celulares para 

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

 

El cAMP es un segundo mensajero ubicuo que se produce tras la activación de 

un receptor de la superfamilia de receptores acoplados a proteína G (GPCR). 

Cuando el ligando se une a este receptor, se produce la liberación de la 

subunidad α del complejo de proteína G formado por tres subunidades, Gαβγ. 

La subunidad α 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 

proteína quinasa A (PKA), dependiente de cAMP, una enzima citoplasmática que 

en su estado basal está compuesta por dos subunidades reguladoras y dos 

subunidades catalíticas. Tras la unión de dos moléculas de cAMP a cada una de 

las subunidades reguladoras, se produce un cambio conformacional y se liberan 

y activan las subunidades catalíticas, las cuales pueden fosforilar a sus dianas 

citoplasmáticas o bien difundir dentro del núcleo y modular por fosforilación la 

actividad de factores de transcripción. 

 

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 región CRE (elemento de respuesta a cAMP) y reclutan al coactivador CBP 

(proteína de unión a CREB; CREB-binding protein). CBP tiene actividad histona 

acetiltransferasa, facilitando la trascripción de genes (Gellersen and Brosens 

2003). El coactivador transcripcional CBP interacciona y aumenta la actividad de 

C/EBPβ (CCAAT/enhancer-binding protein β), el cual es un importante mediador 

de las señales de cAMP (Gellersen and Brosens 2003). La expresión de C/EBPβ 

aumenta durante la decidualización, indicando que es un factor crítico en este 

proceso; de hecho, cuando se atenúa su expresión usando un mutante 

dominante negativo, el proceso de decidualización es inhibido (Ramathal et al. 

2010). C/EBPβ interacciona con una variedad de proteínas nucleares, como la 

FOXO1a que controla la expresión de genes esenciales para la respuesta 

metabólica, la regulación 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 acción de la P4 es objeto de 

debate. Además de C/EBPβ, el cAMP induce la expresión o activación de varios 

factores de transcripción 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 

podría formar complejos multiméricos transcripcionales con FOXO1a, STAT5 y 

C/EBPβ que regularían la expresión de genes deciduales específicos (Gellersen 

and Brosens 2003). 

 

5.3.2 Control de la vía de activación de cAMP 

 

La señal de cAMP es controlada por diversos mecanismos, como a nivel de su 

receptor, mediante regulación de su síntesis o catabolismo, modificación de la 

composición de la holoenzima PKA, expresión de isoformas para CREB y CREM 

con una alterada actividad transcripcional y cambios en la expresión de 

coactivadores o correpresores (Gellersen and Brosens 2003). 

 

A los receptores acoplados a proteína G se unen hormonas peptídicas y 

prostanoides, como la hormona luteinizante (LH), hCG, CRH, RLX y PGE2. Todas 

ellas, al unirse a sus receptores, aumentan el cAMP. En ESC en cultivo se han 

detectado receptores para hCG (Han et al. 1997) así como dos subtipos de los 

receptores para la PGE2, denominados EP2 y EP4. También se ha observado 

mRNA para el receptor R1 de CRH durante el ciclo menstrual (Di Blasio et al. 

1997, Milne et al. 2001), y recientemente se han encontrado dos receptores 

huérfanos, LGR7 y LGR8, a los que se puede unir la RLX (Hsu et al. 2002, Sudo et 

al. 2003).  

 

No solo la síntesis determina los niveles intracelulares de cAMP, sino también su 

degradación. Fosfodiesterasas convierten cAMP en AMP, incapaz de estimular 

PKA (Mehats et al. 2002). Parece que el aumento de cAMP en la decidualización 

es debido en parte a la inhibición de fosfodiesterasas. La RLX es una de las 

hormonas a la que se le atribuye esta función en la decidua (Bartsch et al. 2001). 
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Por otro lado, se ha estudiado que CREB y CREM, dianas de PKA, pueden ser 

expresados en multitud de isoformas, pudiendo ser represores o activadores de 

la transcripción, regulando por tanto la transcripción de proteínas relacionadas 

con la decidualización (Gellersen and Brosens 2003). 

 

Además, la actividad y abundancia de muchos factores de transcripción, 

incluyendo PR, están reguladas por diversas modificaciones postraduccionales 

como acetilación, ubiquitinación y otros mecanismos regulados por proteínas de 

la familia SUMO (Gellersen and Brosens 2003). 

 

EL concepto de que la diferenciación del endometrio requiere, además de P4, 

altos niveles de cAMP está empezando a ser explotado en la práctica clínica. Por 

ejemplo, la gonadotropina menopáusica humana (hMG) y hCG han sido usadas 

para tratar a mujeres con abortos espontáneos recurrentes, aunque deben ser 

realizados ensayos más controlados para confirmar la eficacia de este enfoque 

(Li et al. 2002). 

 

5.4. Otros factores que regulan la decidualización 

 

Además de todos los factores comentados anteriormente que inducen 

decidualización, se ha visto que determinadas citoquinas juegan un papel 

importante ayudando a la implantación, siendo necesarias para la fertilidad 

(Salamonsen et al. 2000). Cabe destacar la función de la IL-11, la cual tiene 

acciones pleiotrópicas en diferentes tejidos. Para que se pueda llevar a cabo la 

implantación en ratón, la IL-11 debe estar presente. Los ratones que no 

expresan la cadena α del receptor de IL-11 (IL-11R) son infértiles, debido a 

defectos en la decidualización (Robb et al. 1998). En el endometrio humano se 

han observado altos niveles de IL-11 en la fase secretoria del ciclo menstrual, 

momento en el que comienza la decidualización de ESC, siendo bajos o ausentes 

en la fase proliferativa (Dimitriadis et al. 2000). Además, las células ESC 

decidualizadas en cultivo producen IL-11 y expresan mRNA para IL-11 e IL-11R. 

Así mismo, la neutralización de IL-11 reduce la producción de PRL e IGFBP-1. 
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Todo ello sugiere que esta citoquina promueve o induce la decidualización. 

(Dimitriadis et al. 2002). Además se ha demostrado que RLX, cAMP y PGE2 están 

relacionadas con la IL-11, incrementando su secreción (Dimitriadis et al. 2005a). 

 

La diferenciación del endometrio también está controlada por señales 

inhibitorias. Se sabe que el endometrio expresa varios factores capaces de 

inhibir la expresión de PRL in vitro, como anexina-1, ácido retinoico, TGF-β, 

endotelinas y citoquinas proinflamatorias como IL-1, TNF-α e IFN-γ (Gellersen 

and Brosens 2003). Con respecto a la IL-1, cabe señalar que puede tener efectos 

contradictorios en la decidualización: por un lado, previene la producción de 

PRL y los cambios morfológicos de las células deciduales, ya que inhibe la 

decidualización inducida por cAMP; por otra parte, la IL-1 puede inducir 

decidualización posiblemente por inducir la síntesis de PGE. (Dunn et al. 2003). 

 

6. APOPTOSIS 

 

La apoptosis es un proceso genéticamente controlado por el cual la célula 

induce su propia muerte en respuesta a determinados estímulos (Kerr et al. 

1972). Está presente tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, 

caracterizado por un conjunto de cambios bioquímicos y morfológicos como son 

la reducción del volumen celular y nuclear debido a la condensación del 

citoplasma y a la compactación de la cromatina, generando densos agregados 

que posteriormente serán degradados por endonucleasas en fragmentos 

oligonucleosomales de 180 pares de bases o múltiplos de éstos (Wyllie et al. 

1980). De forma paralela se producen alteraciones del citoesqueleto y dilatación 

del retículo endoplasmático, formando vesículas que le confieren a la célula el 

fenotipo característico en forma de “burbuja”. Por último, la célula se fragmenta 

en los denominados cuerpos apoptóticos que son fagocitados por macrófagos y 

otras células circundantes, evitando así la liberación del material intracelular y 

su exposición al sistema inmunitario que conllevaría al desarrollo de una 

respuesta inflamatoria. La regulación de la apoptosis es compleja y está 
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mediada por diversas familias de proteínas que pueden promover o inhibir este 

proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Cambios morfológicos de la célula durante el proceso de muerte celular por 

apoptosis. 

 

6.1. Caspasas 

 

Las Caspasas (Cysteine ASPartyl-specific proteASES) son una familia de cisteín-

proteasas que tienen especificidad de corte en residuos de aspártico. Estas 

enzimas se encuentran expresadas de manera constitutiva en forma de 

proenzimas o zimógenos inactivos que requieren proteólisis para activarse 

(Thornberry and Lazebnik 1998). Son un componente esencial de la maquinaria 

de inducción de apoptosis al ser las principales enzimas responsables de los 

cambios morfológicos y bioquímicos que ocurren durante el proceso de muerte 

celular. 

 

Según su función en el proceso de muerte por apoptosis, las caspasas pueden 

clasificarse en iniciadoras o efectoras. 
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Las caspasas iniciadoras: son las primeras en activarse tras un estímulo 

apoptótico gracias a la presencia en su prodominio de motivos de interacción 

proteína-proteína que les permiten asociarse a proteínas adaptadoras con 

dominios homólogos. Existen dos tipos de motivos de interacción con proteínas: 

dominios efectores de muerte (DED), presentes en las caspasas-8 y -10, y 

dominios de activación y reclutamiento de caspasas (CARD), en las caspasas-2 y 

-9. El reclutamiento de las caspasas iniciadoras a proteínas adaptadoras 

determinó la aparición de la teoría de activación por un mecanismo de 

autocatálisis por proximidad (Salvesen and Dixit 1999). Estudios más recientes 

han demostrado que la activación de caspasas iniciadoras requiere la formación 

de homodímeros, a partir de las formas proenzimáticas monoméricas, en los 

cuales dichas formas proenzimáticas adoptan una conformación activa 

(Boatright et al. 2003). 

 

Las caspasas efectoras o ejecutoras: carecen de dominios DED o CARD y son 

activadas tras ser procesadas por las caspasas iniciadoras. Entre las caspasas 

efectoras se encuentran las caspasas-3, -6 y -7 y son las encargadas de degradar 

los distintos sustratos celulares que provocan los cambios morfológicos y 

bioquímicos característicos de la muerte por apoptosis. 

 

Además de las caspasas implicadas en apoptosis existen otros miembros de esta 

familia como la caspasa-1, -4, -5, -11 y -13, que participan en la respuesta 

inflamatoria. 

 

6.2. Rutas de inducción de apoptosis 

 

Existen dos vías principales de inducción de muerte celular por apoptosis: 

 

- La vía de receptores de muerte o vía extrínseca. 

- La vía mitocondrial o intrínseca. 
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6.2.1. Vía de los receptores de muerte o vía extrínseca de inducción de 

apoptosis 

 

La célula puede entrar en apoptosis en respuesta al estímulo desencadenado 

por la unión de los denominados ligandos de muerte a sus correspondientes 

receptores de muerte, tanto en situaciones fisiológicas como en patológicas. Los 

ligandos de muerte son proteínas transmembrana tipo II pertenecientes a la 

superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF). Entre ellos se encuentran el 

propio TNF, FasL/CD95L y TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand). 

 

Los receptores pro-apoptóticos a los que se unen estos ligandos son proteínas 

transmembrana tipo I de la superfamilia del receptor de TNF y reciben el 

nombre de receptores muerte. Se caracterizan por presentar en su región 

intracelular los denominados dominios de muerte (DD) a través de los cuales se 

transmite la señal apoptótica. Existen además receptores anti-apoptóticos o 

“decoy”, que carecen de estos dominios DD y por ello no transmiten la señal de 

apoptosis tras la unión al ligando, y receptores solubles (Gruss and Dower 

1995). Todos los receptores presentan en su región extracelular unos dominios 

ricos en cisteína (CRDs) que se asocian los denominados dominios de homología 

a TNF (THD) de los ligandos de muerte por medio de puentes disulfuro, 

formando multímeros funcionales (Banner et al. 1993). 

 

La unión del ligando de muerte a su receptor pro-apoptótico provoca la 

trimerización del mismo y el reclutamiento de proteínas adaptadoras, como 

FADD o TRADD, con dominios DD homólogos al del receptor. Además, estas 

proteínas presentan dominios efectores de muerte (DED) que permiten a su vez 

el reclutamiento de las caspasas iniciadoras -8 y -10 formando el llamado 

complejo inductor de señales de muerte (DISC), donde se produce la activación 

de dichas caspasas (Kischkel et al. 2000). Una vez activas, las caspasas 

iniciadoras pueden procesar directamente a las caspasas efectoras -3 y -7, y/o 

cortar a la proteína “BH3-only” Bid para activar la ruta mitocondrial (Sprick et al. 

2000). 
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Figura 3. Diferentes rutas de inducción de apoptosis: vía extrínseca e intrínseca. 

 

6.2.2. Ruta mitocondrial o intrínseca 

 

La mitocondria juega un papel fundamental en esta ruta intrínseca de inducción 

de apoptosis al actuar como reservorio de proteínas que se localizan en el 

espacio intermembrana de la mitocondria y cuya salida al citoplasma, como 

consecuencia de la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 

(PMME), constituye el inicio de una serie de reacciones que traen como 

consecuencia la apoptosis de la célula. Esta ruta se activa en respuesta a 

diversos estímulos como daño al DNA, estrés oxidativo o privación de factores 

de crecimiento. 

 

El mecanismo por el cual se produce la PMME es todavía un tema discutido. Dos 

mecanismos han sido propuestos para explicarlo: 

- La formación de un poro de permeabilidad transitoria (PPT), que permite 

el paso de agua y moléculas de hasta aproximadamente 1.5kDa. Este 

 Vía extrínseca Vía intrínseca
FasL/TRAIL
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poro estaría formado por un transportador de nucleótidos de adenina en 

la membrana interna y del canal de aniones voltaje dependiente (VDAC) 

en la membrana externa (Mattson and Kroemer 2003). 

- La formación de canales proteicos constituidos por la dimerización de 

distintos componentes pro-apoptóticos de la familia de Bcl-2 que 

actuarían sobre la membrana mitocondrial externa. 

 

La permeabilización de la membrana mitocondrial externa precipita a la célula a 

la muerte a través de tres mecanismos: desorganización de la cadena de 

transporte de electrones, lo que conlleva una caída en la producción de ATP; 

alteración del potencial de oxidación-reducción (redox) generándose especies 

reactivas de oxígeno (ROS); y liberación de proteínas al citoplasma desde el 

espacio intermembranal de la mitocondria, las cuales inducen apoptosis por 

activación de caspasas o por neutralización de inhibidores citolíticos de este 

proceso. 

 

Una de las proteínas que se libera de la mitocondria y que contribuye de forma 

importante al proceso de muerte por apoptosis es el citocromo c. Una vez 

liberado al citosol, el citocromo c se une a la proteína Apaf-1 permitiendo la 

unión del nucleótido dATP o ATP. La interacción de estas proteínas da lugar a la 

formación de un complejo llamado apoptosoma, donde se recluta y se activa la 

procaspasa-9. La caspasa-9 activada es capaz de cortar y activar caspasas 

efectoras, como la caspasa-3. 

 

Otras proteínas que se liberan son AIF (Apoptosis Inducing Factor) que tiene 

capacidad de translocación al núcleo en respuesta a estímulos apoptogénicos 

produciendo la fragmentación del DNA y la compactación de la cromatina 

(Wang et al. 2000) y endonucleasa G que actúa de forma similar a AIF 

originando la fragmentación del DNA nuclear. En ambos casos, esta 

fragmentación es independiente de la actividad caspasa (Li et al. 2001). 
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6.3. Proteínas reguladoras de la apoptosis 

 

Debido al elevado número de señales que pueden inducir apoptosis en la célula, 

es necesaria la existencia de mecanismos que regulen la entrada en este 

proceso. Entre estos mecanismos podemos señalar el balance de receptores 

pro- y anti-apoptóticos (Zhang et al. 2000) y los niveles intracelulares de 

proteínas anti-apoptóticas como cFLIP y los miembros de las familias IAPs y Bcl-

2. 

 

IAPs: son una familia de proteínas inhibidoras de caspasas, que impiden 

principalmente la activación de las caspasas -3, -7 y-9 (Deveraux et al. 1997, 

Shiozaki and Shi 2004). Entre ellas se encuentran XIAP, c-IAP1, c-IAP2, IAP 

asociado a melanoma (ML-IAP), proteína inhibidora de la apoptosis neuronal 

(NAIP), BRUCE y survivina. (Wright and Duckett 2005) La capacidad de unión e 

inhibición de caspasas reside en los llamados dominios BIR (Baculoviral IAP 

Repeat). También contienen dominios RING, que actúan como ubiquitín-ligasa 

induciendo la autodegradación de la propia proteína (Yang and Li 2000) y 

posiblemente también la degradación de la caspasa unida a ella. 

 

La proteína XIAP se une y secuestra a la caspasa-3 activa, así como a la caspasa-

9 en el apoptosoma inhibiendo su activación y bloqueando la cascada 

proteolítica (Bratton et al. 2001). Uno de los antagonistas de XIAP y de otros 

miembros de la familia de los IAPs es la proteína mitocondrial Smac/DIABLO, 

que es liberada junto al citocromo c tras la permeabilización de la membrana 

mitocondrial externa y es capaz de unirse e inactivar a dichos IAPs (Du et al. 

2000). 

 

c-FLIP: Existen dos isoformas de esta proteína, larga ó c FLIPL y corta ó c-FLIPs 

(Scaffidi et al. 1997). Es una proteína inhibidora de la activación de las caspasas -

8 y -10 (Bertin et al. 1997). Ambas isoformas contienen dominios DED iguales a 

los de dichas caspasas, a través de los cuales puede unirse a FADD en el 
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complejo DISC, compitiendo con la unión de las caspasas e impidiendo su 

activación. 

 

Familia Bcl-2: Constituida por un grupo de proteínas que se caracterizan por 

presentar entre uno y cuatro dominios de homología a Bcl-2 o dominios BH 

(BH1-BH4) (Ottilie et al. 1997). Incluye una veintena de miembros, algunos de 

los cuales inhiben (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, A1, Mcl-1) mientras que otros activan 

(Bad, Bik, Blk, Hrk, Bid, Bim) la muerte por apoptosis. 

 

Los miembros pro-apoptóticos de la familia de Bcl-2 se dividen en dos clases: 

 

- Proteínas tipo Bax. En este grupo se encuentran Bax, Bak y Bok, que 

presentan dominios BH1-BH3. Estas proteínas forman canales de 

permeabilización en la membrana mitocondrial o interaccionan con las 

proteínas formadoras de canales provocando la PMME. 

 

- Proteínas “BH3-only”. A este grupo pertenecen Bad, Bim, Bid, Bik, Blk, 

Hrk y Noxa, entre otras. Presentan solo el dominio BH3 y actúan como 

mediadores de la apoptosis permitiendo la transmisión de señales de 

muerte por unión y neutralización de miembros anti-apoptóticos de la 

familia Bcl-2 (Cory and Adams 2002) o por activación directa de Bax y Bak 

(Wei et al. 2000), aunque son incapaces de inducir apoptosis por ellas 

mismas (Zong et al. 2001). Cabe destacar el papel de Bid que presenta un 

papel fundamental en la inducción de apoptosis al conectar las dos rutas 

de inducción, intrínseca y extrínseca (Luo et al. 1998), ya que puede ser 

cortado por la caspasa-8 activada formándose tBid (Bid truncado) que se 

translocará a la membrana mitocondrial facilitando su permeabilización y 

la liberación de factores apoptogénicos al citoplasma (Li et al. 1998, 

Lutter et al. 2001, Van Gurp et al. 2003). 

 

Los miembros anti-apoptóticos presentan cuatro dominios BH (BH1-BH4). Entre 

ellos se encuentran Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1, proteínas que inhiben la apoptosis 
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mediante la formación de heterodímeros con Bax y Bak que impiden su función 

y evitan así la salida de citocromo c y otros factores apoptogénicos de la 

mitocondria (Yang et al. 1997). Por otro lado, Bcl-2 también forma complejos 

con la proteína Apaf-1, formando un heterotrímero Bcl-2-Apaf-1-caspasa-9 que 

bloquea la unión del citocromo c a Apaf-1 en respuesta al estímulo apoptótico. 

El estudio de esta proteína ha tenido gran relevancia en la interfase materno-

fetal, ya que varios investigadores han encontrado un aumento de expresión de 

Bcl-2 en la decidua de ratas y ratones en los primeros estadios de gestación, 

pero esta expresión no se mantiene a medida que progresa el embarazo (Dai et 

al. 2000, Joswig et al. 2003). De hecho, la expresión de Bcl-2 disminuye en la 

deciuda cuando estas células son tratadas con diferentes hormonas (Dai et al. 

2000). 
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Aunque en el embarazo las células deciduales estromales (DSC) proceden de las 

endometriales estromales (ESC) del endometrio no gestante y, por tanto, son el 

mismo tipo de célula en distinta etapa funcional, ambas tipos de células podrían 

presentar diferencias fenotípicas y funcionales, al encontrarse en distintos 

ambientes hormonales y citoquínicos. Por ello, el primer objetivo de esta tesis 

doctoral es comparar ESC y DSC en cuanto a sus características fenotípicas y 

funcionales.  

 

Para el éxito del embarazo es necesaria la decidualización de las células 

estromales, la cual comienza a producirse en la fase secretoria del ciclo 

menstrual y continúa durante el embarazo. La decidualización de DSC y ESC 

implica cambios morfológicos, fenotípicos y secretorios, adquiriendo nuevas 

funciones. El segundo objetivo es el estudio de los efectos de la decidualización 

sobre las características fenotípicas y funcionales de las ESC y DSC. 

 

Puesto que durante el embarazo normal se ha observado una muerte 

progresiva por apoptosis de las DSC y este fenómeno juega un papel esencial en 

procesos tan relevantes como la implantación y la invasión del trofoblasto. El 

tercer objetivo de este trabajo es el estudio de la apoptosis en las DSC y ESC.  
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1. OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

 

Las muestras de decidua se obtuvieron de interrupciones voluntarias de 

embarazo en primer trimestre (6-10 semanas) de mujeres sanas entre 20 y 30 

años, previo consentimiento informado de las mismas. Dichas muestras fueron 

proporcionadas por las clínica EL Sur (Málaga) y Ginegranada (Granada). 

Ninguno de los abortos fue farmacológicamente inducido. La extracción del 

material se realizó mediante legrado o aspiración más legrado. 

 

Las muestras de sangre menstrual se obtuvieron de donantes sanas entre 20-30 

años. Se recogieron aproximadamente 5 ml de sangre, de los primeros días de 

menstruación. 

 

Las muestras de sangre periférica utilizadas procedían de donantes voluntarios 

sanos de entre 20 y 35 años y fueron recogidas en tubos con citrato. 

 

En la recogida de ambos tipos de muestras fueron excluidos donantes que 

estuvieran recibiendo medicación o presentaran alguna infección, enfermedad 

autoinmune u otra enfermedad local o sistémica. 

 

Las muestras de amígdala fueron obtenidas de pacientes con amigdalitis del 

Hospital Universitario de San Cecilio (Granada, España). Los pacientes (de 3 a 10 

años de edad) estaban en remisión completa antes de la intervención. Los 

padres o tutores de los pacientes fueron convenientemente informados 

concediendo el correspondiente permiso para la utilización de las muestras. 

 

Este estudio fue aprobado por el Comité Ético y de Investigación del Hospital 

Universitario San Cecilio, Granada. 
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2. OBTENCIÓN DE CÉLULAS 

 

Obtención de DSC y linfocitos deciduales. Las muestras de decidua fueron 

examinadas visualmente para excluir la presencia de patologías que pudieran 

alterar los resultados. Las muestras fueron lavadas con tampón salino (PBS, 

phosphate buffered saline) (Gibco, California, USA) y la decidua fue 

desmenuzada con un bisturí, a la vez que se iba separando del trofoblasto en un 

volumen pequeño de PBS. A continuación, el tejido se incubó en una solución de 

colagenasa V (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), a una concentración de 5 

mg/ml, durante 30 minutos a 37 ºC en agitación. Cuando la muestra estuvo 

digerida, se añadió PBS, se filtró la suspensión a través de una gasa estéril y se 

centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos. El botón de células se resuspendió en 

PBS y las células mononucleares fueron separadas centrifugando la suspensión 

sobre un gradiente de Ficoll-Hisotpaque (Sigma-Aldrich), a 2200 rpm y 20ºC 

durante 20 minutos. Las células de la interfase resultante fueron recogidas y se 

lavaron añadiendo PBS y centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm. 

Finalmente fueron resuspendidas en medio de cultivo Opti-MEM (Invitrogen, 

Grand Island, NY) suplementado con suero fetal bobino (FBS) al 3%, 100 IU/ml 

de penicilina, 100 IU/ml de estreptomicina y 0,25 µg/ml de anfotericina (Sigma-

Aldrich). Después de la incubación de las células durante la noche, las DSC 

quedaron adheridas al plástico y de este modo se separaron de los linfocitos 

deciduales que permanecieron en suspensión en el medio de cultivo. 

 

La pureza de las líneas de DSC obtenidas fue confirmada por citometría de flujo 

detectando la coexpresión de CD10 y CD29, y la pérdida de CD45 (que identifica 

a los linfocitos). Los cultivos presentaron entre un 95% y un 100% de pureza de 

DSC. Las células proliferaron en Opti-MEM hasta 12 semanas en cultivo 

manteniendo un fenotipo constante. El medio de cultivo fue cambiado cada 3-4 

días. 

 

Obtención de ESC y linfocitos menstruales Para la obtención y cultivo de ESC, la 

sangre menstrual fue diluida con PBS y centrifugada en gradiente Ficoll-
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Histopaque, realizando el mismo procedimiento que con DSC. Al final del 

procedimiento se obtuvieron ESC adheridas al plástico y linfocitos procedentes 

de sangre menstrual, suspendidos en el medio de cultivo. 

 

Obtención de FDC. Para establecer las líneas de FDC, las muestras de amígdalas 

fueron minuciosamente lavadas con PBS y desmenuzadas con el bisturí, en un 

volumen pequeño de PBS. La suspensión se mezcló con una solución de 

colagenasa tipo V y se procedió a realizar el mismo método descrito para DSC. 

 

Obtención de linfocitos periféricos (PBL). La sangre periférica fue diluida en PBS 

en una proporción 1:2. Las células mononucleares se obtuvieron por 

centrifugación en gradiente de Ficoll-Histopaque, los monocitos del cultivo se 

eliminaron por adhesión al plástico durante 1 hora a 37ºC y los PBL se cultivaron 

en OPTI-MEM. 

 

3. PURIFICACIÓN DE LINFOCITOS 

 

Los linfocitos NK deciduales fueron purificados a partir de linfocitos deciduales 

por selección positiva marcando las células con un anticuerpo anti-CD56 (mouse 

IgG, Invitrogen), seguido de un marcaje con bolitas magnéticas (goat anti-mouse 

IgG MicroBecads) y separación por columnas (Miltenyi Biotec, GmbH). 

 

Los linfocitos T procedentes de sangre periférica o menstrual fueron aislados 

por selección negativa mediante un sistema de unión indirecta a partículas 

magnéticas compuesto por anticuerpos frente a CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, 

CD123 y CD235a asociados a biotina (Human Pan T Cells Isolation Kit II, Miltenyi 

Bistec, GmbH). 

 

La pureza de los linfocitos NK y T fue superior al 90%, establecida mediante 

análisis por citometría de flujo de la expresión de CD56 y CD3, respectivamente. 

Los linfocitos purificados fueron resuspendidos en Opti-MEM al 3% de FBS y 

cultivados. 
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4. REACTIVOS Y ANTICUERPOS 

 

4.1. Anticuerpos usados en citometría de flujo 

 

Los anticuerpos monoclonales CD10-PE, CD14-FITC, CD21-PE, CD29-FITC, CD54-

FITC y CD73-PE fueron obtenidos de Caltag Laboratories (Burlingame, CA). Los 

anticuerpos monoclonales BAFF-FITC, CD106 (VCAM-1)-FITC y el anticuerpo 

bloqueante de los receptores de PRL se obtuvieron R&D Systems (Minneapolis, 

MN). Los controles de isotipos usados fueron IgG1-FITC, IgG1-PE (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO), IgG2-FITC e IgG2-PE (Caltag Laboratories). El anticuerpo 

monoclonal anti-Bak (Ab-1), se obtuvo de Calbiochem (Darmstadt, Germany). 

 

4.2. Anticuerpos usados en Western blot 

 

El anticuerpo monoclonal anti-caspasa-8 se obtuvo de Cell Diagnostica 

(Munster, Germany). Los anticuerpos monoclonales anti-caspasa-9 y anti-Apaf-1 

se obtuvieron de R&D Systems (Minneapolis, MN) y el anticuerpo policlonal 

anti-caspasa-3 de Stressgen (Ann Arbor, MI). Los anticuerpos monoclonales anti-

XIAP y anti-Bax se obtuvieron de BD Biosciences (San Jose, CA). El anticuerpo 

monoclonal anti-Bid fue de Cell signaling Technology (Boston, USA). El 

anticuerpo monoclonal anti-cFLIP NF6 se obtuvo de Alexis Biochemicals (San 

Diego, CA). El anticuerpo monoclonal anti-Bcl-2 fue obtenido de Dako (Glostrup, 

Denmark). E anticuerpo monoclonal anti-Bcl-xL se obtuvo de Santa Cruz 

Biotechnology Inc (Santa Cruz, CA). El anticuerpo anti-β-actina se obtuvo de 

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO). 

 

4.3. Reactivos inductores de apoptosis 

 

El inhibidor de las DNA metiltransferasas (DNMT) decitabine, el inhibidor LY 

294002 y los compuestos nocodazol, ácido valproico (VPA), doxorrubicina, 

cicloheximida y etopósido se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO). El 

inhibidor del proteosoma Velcade (bortezomib) de Janssen-Cilag SA (Madrid, 
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España). El inhibidor de DNMT zebularine y los compuestos PD 98059 (inhibidor 

de MEK), SP 600125 (inhibidor de JNK), SKF 86002 (inhibidor de p38 MAPK) y 

bisindolilmaleimida (inhibidor de PKC) fueron obtenidos de Calbiochem 

(Darmstadt, Germany). El ligando de muerte TRAIL recombinante fue cedido por 

el Dr. Abelardo López Rivas (CABIMER, Sevilla). El anticuerpo anti-CD95 CH11 

(IgM) fue obtenido de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). 

 

4.4 Citoquinas, hormonas y otros reactivos 

 

La IL-10 humana, IFN-γ, TNF-α, P4, 8-bromo-cAMP, PRL y β-estradiol fueron 

adquiridos de Sigma-Aldrich. La IL-2 recombinante humana fue generosamente 

obtenida a través del AIDS Research and Reference Reagent Program (National 

Institute of Health, Rockville, MD, USA). La IL-6 fue obtenida de Roche 

Diagnostics (Mannheim, Germany). La hCG fue adquirida de los laboratorios 

Angelini-Farma-Lepori (Barcelona). 

 

5. DECIDUALIZACION DE CÉLULAS 

 

Para inducir decidualización, DSC, ESC y FDC fueron tratadas con 300 nM P4 y 

500 µM cAMP. Además, en algunos tratamientos se añadió β-estradiol a 30 nM. 

La decidualización fue confirmada por cambios en la morfología celular y 

secreción de PRL. 

 

6. ANÁLISIS DEL FENOTIPO ANTIGÉNICO POR CITOMETRÍA DE FLUJO  

 

Las células DSC o ESC cultivadas, fueron lavadas con abundante PBS, a 

continuación se despegaron del frasco de cultivo con Tripsina-EDTA (Sigma-

Aldrich). Las células despegadas fueron recogidas y centrifugadas a 1500 rpm 

durante 5 minutos, el sobrenadante se desechó y el botón celular se 

resuspendió en PBS a una concentración de 106 células/ml. Para el marcaje 

directo, 100 µl de la suspensión celular fueron incubados con 10 µl del mAb 

correspondiente en la oscuridad durante 30 minutos a 4º C. Después las células 
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fueron lavadas con PBS y se resuspendieron en un volumen de 200 µl para ser 

inmediatamente analizadas en el citómetro de flujo (Ortho-Cytoron, Ortho 

Diagnostic System, Raritan, NJ, USA). 

 

Para el análisis intracitoplasmático de BAFF, las DSC fueron fijadas con 

paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a 4ºC y lavadas con PBS-saponina 

(Merck, Darmstadtm, Germany) al 0,05%. A continuación se resuspendieron en 

100 µl de PBS-saponina, se añadió 10 µl del anticuerpo anti-BAFF y tras 30 

minutos de incubación, las células fueron lavadas con PBS-saponina y 

resuspendidas en 200 µl de PBS-saponina para el análisis por citometría de flujo. 

 

7. DETERMINACIÓN DE IL-15 Y PROLACTINA SECRETADAS EN 

SOBRENADANTES DE CULTIVO 

 

En los sobrenadantes de cultivo se determinó la presencia de PRL mediante 

ensayos de electro quimioluminiscencia (Roche, Basel, Switzerland). La 

presencia de IL-15 también fue determinada en sobrenadantes mediante la 

técnica de ELISA (R&D, Minneapolis, MN). Los ensayos fueron realizados de 

acuerdo a las instrucciones de los Kits correspondientes. 

 

8. DETECCIÓN DE CÉLULAS APOPTÓTICAS 

 

Las células apoptóticas hipodiploides fueron detectadas por citometría de flujo 

de acuerdo con el protocolo publicado (Gong et al. 1994). Brevemente, las 

células se lavaron con PBS, se resuspendieron en 100µl del mismo y se fijaron 

con 900µl de etanol al 70% durante 5 minutos a 4ºC. Después de lavar las 

células con PBS centrifugando a 3500 rpm durante 2 min, se resuspendieron en 

250 µl de PBS añadiendo otros 250 µl de una solución de extracción de DNA (0,2 

M NaHPO4, 0,1 M ácido cítrico pH 7.8) y se incubaron 10 minutos a 37ºC. Por 

último se tiñó el DNA incubando las células en 200 µl de una mezcla de PBS, 

RNAsa (100 µg/ml) y ioduro de propidio (Sigma-Aldrich) (40 µg/ml) durante 30 

minutos a 37ºC en oscuridad. El análisis cuantitativo de la región sub-G1 del 
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ciclo celular se realizó midiendo la fluorescencia del DNA en el detector FL-2 con 

el citómetro de flujo (FACScan, Becton Dickinson) utilizando el programa Cell 

Quest (BD Biosciences). 

 

9. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

 

Para la determinación de la proliferación las células se incubaron con CFDA-SE 

(Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) a una concentración de 2,5 

µM, durante 5 minutos a 37ºC en oscuridad. A continuación se realizaron 3 

lavados con 20 ml de PBS suplementado al 20% de FBS, centrifugando a 1500 

rpm durante 5 minutos. Entre el segundo y tercer lavado las células se dejaron 

en PBS, otros 10 minutos adicionales a 37ºC en oscuridad. La proliferación 

celular se determinó detectando la fluorescencia en la región de emisión 

correspondiente a FL1 del citómetro de flujo. 

 

10. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO DE LA ACTIVACIÓN DE BAK 

 

Para detectar la activación de Bak, 250.000 células se lavaron con PBS y a 

continuación se fijaron en paraformaldehido al 0,25%, durante 5 minutos a 4 ºC. 

Las células se lavaron con PBS tres veces a 1500 rpm durante 5 minutos y se 

incubaron con el anticuerpo anti-Bak en 100 µl de una solución de PBS con 1% 

de FBS y 100 µg/ml de digitonina, durante 30 minutos a temperatura ambiente 

y en oscuridad. A continuación las células fueron lavadas e incubadas con un 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con Alexa Fluor-488 

(Molecular Probes, Invitrogen), durante 30 minutos a 4 ºC y en oscuridad. Por 

último las células se lavaron, se resuspendieron en PBS y se analizaron en un 

citómetro de flujo FACScan con el programa Cell Quest software. 

 

11. INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

 

Las células control y las tratadas fueron lavadas con PBS. La detección de 

proteínas se llevó a cabo a partir de extractos celulares totales. Para ello, se 
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lisaron las membranas celulares mediante congelación y descongelación de las 

células previamente resuspendidas en PBS, se añadió tampón de carga y se 

procedió a la sonicación de la muestra. 

 

En todos los casos, las proteínas se cuantificaron por el método Bradford 

(Sigma) antes de añadir en tampón de carga. 

 

Las proteínas se separaron en geles de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad) al 7,5%, 

10% ó 12%, en función del tamaño de la proteína a detectar, en el sistema Mini 

Protean (Bio-Rad) durante 80 minutos a 140 voltios. Una vez separadas las 

proteínas por tamaño, se transfirieron desde el gel a una membrana de PVDF 

(Millipore) por transferencia semiseca empleando el sistema Trans-Blot SD (Bio-

Rad) durante 50 minutos a 50 mA. 

 

La membrana se bloqueó con una solución de PBS al 0.1% de Tween (PBSt) y 5% 

de leche en polvo durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación se 

lavó con PBSt antes de incubar durante 1 hora a temperatura ambiente o toda 

la noche a 4 ºC con el anticuerpo frente a la proteína a detectar, diluido 

previamente en PBSt con leche en polvo al 1%. Tras la incubación se hicieron 

tres lavados a la membrana con PBSt durante 5 minutos cada uno, y finalmente 

se incubó durante otra hora a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario (anti-IgG de ratón o de conejo según el anticuerpo primario 

empleado) marcado con peroxidasa de rábano (HRP), preparado en solución de 

bloqueo. Tras otros tres lavados de 5 minutos con PBSt, la membrana se reveló 

por quimioluminiscencia empleando el reactivo ECL (Amersham Biosciences), 

quedando la señal recogida en placas fotográficas (AGFA). 

 

12. PCR ARRAY 

 

El RNA total se purificó utilizando el reactivo RNeasy Mini Kit (Qiagen) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células (5 x 106) se lavaron dos 

veces con PBS y se lisaron con un buffer con β-mercaptoetanol y tiocianato de 
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guanidina. Las muestras se homogenizaron en columnas proporcionadas por el 

kit, y se les añadió etanol al 70%. Posteriormente se realizó una digestión con 

DNAsa para degradar el DNA y se lavó la columna. Finalmente, se añadió agua 

libre de RNAsa para recoger el eluido. 

 

Para eliminar cualquier posible contaminación con DNA genómico (gDNA) en la 

muestra, y evitar así falsos positivos, al RNA total purificado se le agregó un 

buffer de eliminación de gDNA conteniendo DNAsa, proporcionado por el 

reactivo RT2 First Strand Kit (SABiosciences). Se incubó durante 5 minutos a 42ºC 

y tras este tiempo se enfrió inmediatamente en hielo. 

 

Una vez obtenido el RNA purificado se cuantificó en un espectrofotómetro.Para 

llevar a cabo la síntesis del DNA complementario (cDNA), se preparó una mezcla 

con buffer de retrotranscripción, primer poliA, enzima retrotranscriptasa y agua 

libre de RNAsa, todo ello proporcionado por el RT2 First Strand Kit. Esta mezcla 

se añadió a la muestra de RNA total y el proceso de retrotranscripción se llevó a 

cabo en un termociclador 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems mediante 

incubación a 42ºC durante 15 minutos, seguido de 5minutos a 95 ºC. La PCR a 

tiempo real se realizó mezclando el cDNA, producto de la retrotranscripción, 

con el reactivo RT2 SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (SABiosciences), de 

acuerdo con las instrucciones facilitadas por el fabricante. A continuación se 

agregó 25 µl de la mezcla a cada pocillo de la placa de RT2 Profiler PCR Array 

System y se llevó a cabo la PCR en el sistema ABI 7500 de Applied Biosystem, 

mediante los siguientes pasos: 10 minutos a 95 ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 

95 ºC y 1 minuto a 60 ºC. 

 

El agente intercalante SYBR Green se une al DNA de doble cadena 

inmediatamente después de su síntesis emitiendo fluorescencia tras su 

estimulación (absorción a 497 nm y emisión a 520 nm). La emisión es recogida 

por el sistema detector del equipo en cada uno de los ciclos de PCR, siendo la 

fluorescencia proporcional a la cantidad de DNA formado. El ciclo de la PCR en 

el cual comienza a detectarse el incremento de la señal se denomina ciclo 



Ester Leno Durán 
 
 

64 
 

umbral o Ct (threshold cycle) y es inversamente proporcional a la concentración 

inicial de DNA de la muestra. Los valores de Ct de cada muestra se normalizaron 

con respecto a cinco genes de referencia de expresión estable (“housekeeping”) 

que incluye el propio kit de PCR Array. La cuantificación relativa de la expresión 

génica se determinó usando un método comparativo donde el número de veces 

de inducción es igual a 2-ΔΔCt, siendo ΔΔCt la diferencia entre el ΔCt de la 

muestra tratada y el ΔCt de la muestra control (normalizados según la expresión 

del los genes de referencia) (Qian et al. 2005). 

 

13. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos fueron analizados mediante el test de la t de Student, no pareado. Los 

valores de p<0,05 se consideraron significativos; p<0,05-0,01 *, p 0,01-0,001 **, 

p<0,001*** 
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1. RELACIÓN ENTRE CÉLULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES Y CÉLULAS 

DECIDUALES ESTROMALES 

 

1.1. Comparación del fenotipo antigénico de células endometriales 

estromales y células deciduales estromales  

 

Con el objeto de conocer la equivalencia entre ESC procedentes de sangre 

menstrual y DSC obtenidas de decidua de primer trimestre de embarazo, se 

realizó mediante citometría de flujo un análisis comparativo del fenotipo 

antigénico que presentaban dichas células en cultivo. Tanto DSC como ESC 

presentaron una morfología alargada, similar a fibroblastos. Ambos tipos 

celulares tuvieron un porcentaje de expresión cercano al 100% de marcadores 

característicos de células mesenquimales, como CD29, CD10 y CD73, resultando 

una proporción de ellas positivas para otros antígenos estudiados, CD21, CD54 y 

BAFF citoplasmático (cBAFF), y negativas para CD14 (Figura 1A). En cuanto al 

análisis de la intensidad de fluorescencia que presentaban estas células para los 

antígenos determinados, tampoco se obtuvieron diferencias entre ambos tipos 

celulares, a excepción del antígeno CD29 que presentó una disminución en la 

intensidad de fluorescencia en ESC con respecto a DSC, aunque la diferencia no 

fue significativa (Figura 1B). 
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Figura 1. Fenotipo antigénico de DSC y ESC. Se analizaron por citometría de flujo diferentes 

antígenos expresados por DSC y ESC en cultivo, determinando su porcentaje de expresión (A) o 

su intensidad de fluorescencia (B). Las barras de error corresponden a la desviación estándar 

(SD) de al menos tres experimentos independientes con diferentes líneas celulares. 

 

1.2. Modulación del fenotipo antigénico en células deciduales estromales 

decidualizadas 

 

Para aproximarnos a las condiciones fisiológicas que presentan las DSC en la 

decidua, se estudió el fenotipo antigénico expresado por las DSC decidualizadas, 

por ser el estado de diferenciación en el cual se encuentran durante el 

embarazo, y se comparó con el fenotipo que presentaban las DSC en cultivo no 
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decidualizadas. Para ello, las DSC fueron diferenciadas con P4 y cAMP durante 

12 días, que es el tratamiento más frecuentemente utilizado para inducir 

decidualización. Tras este periodo, se observó un cambio de forma, desde un 

aspecto fibroblástico a una morfología poligonal (Figura 2). Como se puede 

observar en la figura 3, DSC decidualizadas mantuvieron constante el porcentaje 

de expresión de CD10 y CD73, alrededor del 100%, y de otros antígenos 

estudiados como CD14, CD106, CD21 y BAFF en membrana citoplasmática 

(mBAFF). Sin embargo, se observó una disminución, tanto en porcentaje de 

expresión como en intensidad de fluorescencia de cBAFF, cuando las DSC fueron 

decidualizadas. Por otro lado, también encontramos una reducción 

estadísticamente significativa en el porcentaje de expresión de CD54, aunque 

no lo fue con respecto a la variación en la intensidad de fluorescencia. Cabe 

destacar la disminución observada en la intensidad de fluorescencia de CD29 en 

las células diferenciadas, del mismo modo que en su porcentaje de expresión, 

aunque una población superior al 90% continuó expresando dicho marcador. 

 

Hay que señalar la variación producida en la intensidad de fluorescencia en las 

células decidualizadas, en las cuales se observó una disminución en la 

intensidad de CD73, aunque no fue estadísticamente significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Decidualización de DSC en cultivo. Células DSC indiferenciadas con morfología 

fibroblástica (izquierda) fueron decidualizadas con P4 y cAMP durante 12 días adquiriendo una 

morfología redondeada (derecha).  
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Figura 3. Variación del fenotipo antigénico de DSC decidualizadas. DSC fueron decidualizadas 

o no (control) durante  12 días con P4 y cAMP. Mediante citometría de flujo se analizó la 

variación del fenotipo antigénico que presentaron las células decidualizadas, determinando 

porcentaje de expresión (A) e intensidad de fluorescencia (B). Las barras de error 

corresponden a la SD de al menos cinco experimentos independientes con diferentes líneas 

celulares,*p<0,05. 
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1.3. Expresión de receptores de prolactina en células deciduales 

estromales y en células deciduales estromales decidualizadas 

 

Para conocer si la decidualización ejercía algún efecto sobre el nivel de 

expresión de PR, las DSC fueron tratadas durante 8 días con P4 y cAMP y se 

analizó mediante citometría de flujo en células no decidualizadas y 

decidualizadas. Como se observa en la figura 4, DSC no decidualizadas 

presentaron una baja expresión de este receptor, sin embargo cuando las 

células se decidualizaron se produjo un leve aumento en su expresión. Este 

incremento se observó tanto en el porcentaje de expresión del receptor, como 

en la intensidad de fluorescencia, siendo estadísticamente significativo en 

ambos casos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Expresión de PR por DSC. Las células fueron cultivadas en ausencia (no 

decidualizadas) o en presencia de P4 y cAMP (decidualizadas) durante 8 días. La expresión de 

PR se determinó por citometría de flujo, analizando su porcentaje de expresión (A) y su 

intensidad de fluorescencia (B). Las barras de error corresponden a la SD de tres experimentos 

independientes realizados con diferentes líneas celulares, *p<0,05. 
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1.4. Modulación del fenotipo antigénico de células endometriales 

estromales decidualizadas 

 

Del mismo modo que procedimos con DSC, ESC fueron decidualizadas durante 

12 días. Estas células también cambiaron su morfología desde un aspecto 

fibroblástico a redondeado (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Decidualización de ESC en cultivo. Células ESC indiferenciadas con morfología 

fibroblástica (izquierda) fueron decidualizadas durante 12 días con P4 y cAMP, adquiriendo 

una morfología redondeada (derecha).  

 

 

A continuación, se analizó el fenotipo antigénico que presentaban tanto las 

células indiferenciadas como las decidualizadas. A diferencia de los resultados 

obtenidos con DSC, durante la diferenciación de ESC no se observaron 

variaciones significativas ni en la intensidad de fluorescencia ni en el porcentaje 

de expresión de los marcadores estudiados, con la excepción de CD29 que 

presentó una reducción leve, pero estadísticamente significativa, en el 

porcentaje de expresión, aunque no se correspondió con una disminución en la 

intensidad de fluorescencia (Figura 6). 
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Figura 6. Variación del fenotipo antigénico de ESC decidualizadas. Células ESC fueron 

decidualizadas o no (control) durante 12 días con P4 y cAMP. Mediante citometría de flujo se 

analizó la variación del fenotipo antigénico que presentaron las ESC en cuanto a porcentaje de 

expresión (A) e intensidad de fluorescencia (B). Las barras de error corresponden a la SD de 

tres experimentos independientes realizados con diferentes líneas celulares, *p<0,05. 
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1.5. Producción de prolactina por células endometriales estromales y 

células deciduales estromales decidualizadas 

 

Como hemos comentado anteriormente, la PRL es uno de los factores que 

identifica a las células decidualizadas, mientras que no es producida por las 

células en cultivo no diferenciadas. 

 

Comparamos la producción de PRL por ESC y DSC decidualizadas en presencia 

de P4 y cAMP. Además se añadió E a este tratamiento para comprobar si se 

producía una modificación en la decidualización, ya que esta hormona está 

presente durante el ciclo menstrual y en el embarazo. Por lo tanto, DSC y ESC 

fueron tratadas con P4 y cAMP, o con E, P4 y cAMP durante 28 días, recogiendo 

el sobrenadante de las células para la determinación de PRL cada 7 días. Como 

se observa en la figura 7, ambos tipos celulares secretaron PRL en cada uno de 

los tiempos determinados y con cada tratamiento utilizado, a diferencia de sus 

respectivos controles que son las células ESC y DSC sin tratar a día cero de 

cultivo que no producen nada de PRL, por lo que en cada tratamiento y a cada 

tiempo de determinación la producción de PRL fue estadísticamente 

significativa, tanto para DSC como para ESC, con respecto a su control.  

 

En DSC, se observó un aumento gradual en la producción de PRL a lo largo del 

tiempo, al tratar las células con P4 y cAMP. Cuando además se añadió E, 

aumentó la producción de PRL en cada uno de los tiempos determinados, 

aunque dichos incrementos no fueron significativos. 

 

Con respecto a ESC, el tratamiento con P4 y cAMP produjo una cantidad menor 

de PRL que la secretada por DSC, siendo la diferencia estadísticamente 

significativa en cada tiempo de determinación. Al igual que ocurrió con DSC, la 

secreción de PRL incrementó, aunque levemente, con el tiempo de cultivo hasta 

el día 21. Sin embargo, al contrario que lo observado en DSC, la producción de 

PRL no incrementó al añadir E al tratamiento de decidualización.  
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Figura 7. Producción de PRL por DSC y ESC. Ambos tipos celulares fueron tratadas, con P4 y 

cAMP o P4, cAMP y E, durante 28 días. Las determinaciones de PRL se realizaron cada 7 días, 

mediante ELISA. Las barras de error corresponden a la SD de al menos tres experimentos 

independientes con diferentes líneas celulares. La significación estadística se refiere a la 

producción de PRL por DSC con respecto a ESC, *p<0,05. 

 

1.6. Proliferación de células deciduales estromales y células 

endometriales estromales durante la decidualización 

 

Para continuar el estudio sobre la decidualización de DSC y ESC en cultivo, 

medimos la proliferación celular que mostraban durante la diferenciación. Para 

ello, marcamos ambos tipos celulares a tiempo cero con la sonda fluorescente 

CFDA-SE. A continuación, DSC y ESC fueron tratadas con E, P4 y cAMP por 

separado o en una combinación de P4 y cAMP, o E, P4 y cAMP, durante 6 días. 

Como se observa en la figura 8, ambos tipos celulares cultivados con P4 o E, 

presentaron la misma intensidad de fluorescencia que las células control. Sin 

embargo, tanto DSC como ESC tratadas con cAMP, con P4 y cAMP, o con E, P4 y 

cAMP, presentaron una intensidad de fluorescencia mayor que sus respectivos 

controles, lo que indica un menor índice de división celular, o dicho de otro 

modo, una menor proliferación.  
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Figura 8. Inhibición de la proliferación de DSC y ESC decidualizadas. Las DSC (A) y ESC (B) 

fueron teñidas con CFDA-SE a tiempo cero, siguiendo el protocolo descrito en Materiales y 

Métodos. Las células fueron tratadas o no (control), durante 6 días con P4, E o cAMP, por 

separado, o combinando P4 y cAMP o E, P4 y cAMP. La proliferación celular se midió por 

citometría de flujo, determinando la intensidad de fluorescencia a día 6 de cultivo. La figura 

muestra un experimento representativo de los tres realizados con diferentes líneas celulares. 

 

La disminución de la proliferación comenzó a observarse a los tres días de 

tratamiento (datos no mostrados) haciéndose más evidente cuando se 

cultivaron durante 6 días. Estos resultados demuestran que la parada o 

disminución de la proliferación es debida al cAMP. 

 

2. EFECTOS DE LAS CÉLULAS DECIDUALES ESTROMALES Y CÉLULAS 

ENDOMETRIALES ESTROMALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA Y 

PROLIFERACIÓN LINFOCITOS 

 

2.1 Las células deciduales estromales mejoran la supervivencia de los 

linfocitos primarios 

 

La decidua está integrada por células epiteliales, glandulares, DSC y una 

proporción inusualmente elevada de células inmunitarias (aproximadamente el 

43-45%). Es conocido que DSC producen citoquinas, hormonas y otros 

productos biológicamente activos (Engert et al. 2007) que podrían mediar en la 

supervivencia de los linfocitos deciduales. Por ello, analizamos en primer lugar, 

el efecto que podrían tener las DSC sobre los linfocitos periféricos (PBL). Estos 

linfocitos fueron cultivados 6 días en ausencia de estímulo, para permitir que un 

porcentaje de ellos entrara en apoptosis. Tras este tiempo, PBL fueron 

mantenidos solos o co-cultivados con DSC a baja proporción (DSC/PBL, 1:2). 

Encontramos que la co-incubación de PBL con DSC durante 24 horas reduce 

significativamente el porcentaje de apoptosis de los linfocitos en cultivo (Figura 

9A). Además, resultados similares de protección se encontraron cuando co-

cultivamos linfocitos con DSC separados por cámara Transwell. Estos resultados 

descartan la posibilidad de que el efecto pueda ser debido a reacciones 

alogénicas, y apuntan a que la protección sobre la apoptosis espontánea es 
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mediada por factores solubles, secretados por las DSC (Figura 9B). También 

confirmamos el efecto protector de DSC sobre la viabilidad de linfocitos 

deciduales, analizando el porcentaje de dichos linfocitos en apoptosis tras ser 

cultivados solos, co-cultivados con DSC en cámara Transwell o con 

sobrenadantes procedentes de DSC, durante 24 horas (Figura 9C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. DSC protegen a los linfocitos primarios de la apoptosis espontánea. PBL fueron 

cultivados durante 6 días en ausencia de estímulo para permitir la apoptosis espontánea y tras 

este tiempo fueron cocultivados solos o con DSC en placas normales (A) o en cámaras 

Transwell (B), durante 24 horas. (C) Linfocitos deciduales fueron cultivados solos, co-incubados 

con DSC en cámara Transwell, o bien con sobrenadantes (SN) procedentes de DSC 

indiferenciadas durante 24 horas. El porcentaje de linfocitos apoptóticos fue determinado por 

citometría de flujo, analizando la fase Sub-G1 del ciclo celular. Las barras de error nos 

muestran la SD de tres experimentos independientes con diferentes líneas de DSC y linfocitos 

de diferentes donadores. La significación estadística se refiere a la apoptosis de linfocitos co-

cultivados con DSC con respecto a los cultivados solos, *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Las células T representan la población más abundante de linfocitos periféricos, 

mientras en el primer trimestre de embarazo las células NK constituyen 
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alrededor del 75% de leucocitos (Bulmer et al. 1991). Para analizar si el efecto 

de protección era más específico hacia una clase particular de linfocitos, 

purificamos los linfocitos NK y T procedentes de PBL y células NK provenientes 

de la decidua. Cada una de las poblaciones fue cultivada sola, o co-cultivada con 

DSC durante varios días. La protección se observó con todas las poblaciones, 

aunque fue más importante en células NK, tanto periféricas como deciduales, 

que en linfocitos T (Figura 10). Hay que señalar que los experimentos realizados 

con linfocitos NK deciduales purificados se llevaron a cabo co-cultivando DSC 

frescas y NK procedentes del mismo donante, y que los experimentos con 

linfocitos T y NK purificados de PBL se realizaron en cámara Transwell. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. DSC protegen a poblaciones purificadas de linfocitos T y NK primarios de la 

apoptosis espontánea. (A) Linfocitos NK y T purificados de sangre periférica fueron incubados 

en presencia o ausencia de DSC en cámara Transwell durante 7 días. (B) Linfocitos NK aislados 

a  partir de muestras de decidua, fueron incubados solos o con DSC frescas del mismo donador 

durante 4 días. El porcentaje de linfocitos apoptóticos fue determinado por citometría de flujo, 

analizando la fase Sub-G1 del ciclo celular. Las barras de error nos muestran la SD de tres 

experimentos independientes con diferentes líneas de DSC y linfocitos de diferentes 

donadores. La significación estadística se refiere a la apoptosis de linfocitos co-cultivados con 

DSC con respecto a los cultivados solos. *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Para conocer si las células DSC decidualizadas, que es el estado de 

diferenciación en el cual se encuentran en la decidua debido a la influencia de 

P4 y otras hormonas presenten en el embarazo, también tenían un efecto 

protector sobre los linfocitos deciduales, incubamos dichos linfocitos con medio 

de cultivo (control) o con sobrenadantes procedentes de células DSC no 

decidualizadas y decidualizadas, durante 4 días. Utilizamos los sobrenadantes 
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procedentes de estas células debido a que, como hemos demostrado 

anteriormente, el efecto protector no es dependiente del contacto celular y de 

este modo evitamos la posibilidad de reacciones alogénicas. Como se puede 

observar en la figura 11, el cultivo con sobrenadantes de DSC decidualizadas 

proporcionó una reducción de la apoptosis espontánea en los linfocitos 

deciduales similar a la del cultivo con sobrenadantes de DSC no decidualizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Sobrenadantes procedentes de DSC decidualizadas o no decidualizadas protegen a 

los linfocitos deciduales de la apoptosis espontánea. Linfocitos deciduales fueron cultivados 

durante 4 días en ausencia (control) o presencia de sobrenadantes (SN) procedentes de DSC no 

decidualizadas o decidualizadas. El porcentaje de células apoptóticas fue determinado por 

citometría de flujo mediante el análisis de la región sub-G1. La figura nos muestra un 

experimento representativo de dos realizados con sobrenadantes procedentes de diferentes 

líneas celulares y linfocitos de diferentes donadores. 

 

2.2. Proliferación de linfocitos T y NK deciduales cultivados con células 

deciduales estromales 

 

Con objeto de profundizar en el estudio de la relación entre linfocitos 

deciduales y DSC, analizamos el efecto en la proliferación de linfocitos al 

cultivarlos con DSC. Para medir la proliferación celular, los linfocitos NK y T 

deciduales purificados fueron marcados con la sonda fluorescente CFDA-SE a 

tiempo cero y se cultivaron en presencia o ausencia de DSC frescas del mismo 

donador durante 3 días. Como se observa en la figura 12, tanto los linfocitos NK 

como los T deciduales cultivados con DSC tuvieron una menor intensidad de 
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fluorescencia, y por tanto una mayor proliferación, que los linfocitos NK y T 

deciduales cultivados solos (control). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. DSC producen un aumento en la proliferación de linfocitos T y NK deciduales. 

Ambos tipos de linfocitos purificados, fueron teñidos con CFDA-SE a tiempo cero, siguiendo el 

protocolo descrito en Materiales y Métodos. A continuación, las células fueron cultivadas 

durante 3 días en ausencia o presencia de DSC frescas procedentes del mismo donador. La 

proliferación se midió determinando la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo. La 

figura muestra un experimento representativo de dos realizados con diferentes muestras de 

DSC y linfocitos. 

 

2.3. Las células endometriales estromales favorecen la supervivencia de 

linfocitos T menstruales 

 

Comprobada la capacidad de DSC para proteger de la apoptosis espontánea a 

los linfocitos periféricos y deciduales, decidimos estudiar si esta propiedad 

también la presentaban las ESC puesto que, como demostramos anteriormente, 

ambos tipos celulares son similares en muchas de las características estudiadas, 

como las relacionadas con su fenotipo antigénico y la parada o reducción de la 

proliferación en la decidualización, además de la capacidad para secretar PRL. 

 

Para ello, co-cultivamos ESC con linfocitos T purificados procedentes de sangre 

menstrual, durante 4 días. Ambos tipos de células procedieron del mismo 

donante, para descartar posibles reacciones alogénicas. Las células ESC tuvieron 
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un efecto de protección sobre la apoptosis espontánea de linfocitos T 

menstruales, similar al anteriormente observado en DSC (Figura 13). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. ESC protegen de la apoptosis espontánea a los linfocitos T. Linfocitos T 
procedentes de sangre menstrual fueron co-cultivados con ESC del mismo donante, durante 4 
días, o fueron cultivados solos (control). El porcentaje de linfocitos apoptóticos fue 
determinado por citometría de flujo analizando la fase sub-G1 del ciclo celular. La figura 
muestra un experimento representativo de tres realizados con muestras de diferentes 
donantes. 

 

2.4. Proliferación de linfocitos T menstruales cultivados con células 

endometriales estromales 

 

Para continuar el estudio de la relación entre linfocitos y ESC, al igual que 

habíamos determinado con DSC, analizamos el efecto de ESC sobre la 

proliferación de linfocitos T procedentes de sangre menstrual del mismo 

donante para descartar la posibilidad de reacciones alogénicas. Los linfocitos T 

menstruales purificados fueron marcados con la sonda fluorescente CFDA-SE a 

tiempo cero, y se cultivaron en presencia o ausencia de ESC durante 3 días. 

Como se observa en la figura 14, los linfocitos T cultivados con ESC tuvieron una 

menor intensidad de fluorescencia y por tanto mayor proliferación que los 

linfocitos T cultivados solos (control). 
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Figura 14. ESC producen un aumento en la proliferación de Linfocitos T menstruales. 

Linfocitos T purificados, fueron teñidos con CFDA-SE a tiempo cero, siguiendo el protocolo 

descrito en Materiales y Métodos. A continuación, las células fueron cultivadas durante 3 días, 

en ausencia o presencia de ESC procedentes del mismo donador. La proliferación se midió 

determinando la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo. La figura muestra un 

experimento representativo de dos realizados con muestras de diferentes donantes.  

 

2.5. Producción de IL-15 por células deciduales estromales y células 

endometriales estromales 

 

La IL-15 es una citoquina con funciones similares a IL-2, como estimular la 

proliferación y activación de los linfocitos NK, aumentar su citotoxicidad e 

inducir la producción de citoquinas (Grabstein et al. 1994, Verma et al. 2000). A 

diferencia de la IL-2, IL-15 está presente en el endometrio y decidua normales, 

jugando un importante papel durante el embarazo y el ciclo menstrual (Okada 

et al. 2000) La IL-15 podría ser la responsable del incremento en la 

supervivencia y proliferación observados en los linfocitos co-cultivados con DSC 

o ESC Para determinar si esta citoquina era expresada por DSC y ESC y su posible 

regulación durante la decidualización, se estudió la capacidad de producir IL-15 

en ambos tipos celulares y en diferentes condiciones de cultivo. Para ello, se 

cultivaron ESC y DSC durante 8 días en ausencia (control) o presencia de P4 y 

cAMP. Además, añadimos a este tratamiento E puesto que, como hemos 

demostrado anteriormente, la combinación de los tres factores aumentaba 

levemente la producción de PRL en las DSC.  
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Como se puede observar en la figura 15, las células DSC no decidualizadas 

secretaron bajos niveles de IL-15, a diferencia de las ESC, en las cuales no se 

observó ninguna producción. Ambos tipos celulares aumentaron la producción 

de IL-15 al decidualizarlas con P4 y cAMP, aunque niveles significativamente 

mayores fueron encontrados en DSC decidualizadas al compararlas con ESC 

decidualizadas. Además, cuando añadimos E al tratamiento, las DSC aumentó 

significativamente la producción de IL-15 con respecto al tratamiento con P4 y 

cAMP, mientras que las ESC mantuvieron el mismo nivel de secreción que el 

observado en ausencia de E.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Producción de IL-15 por DSC y ESC. Ambos tipos de células fueron cultivadas en 

ausencia (control) o presencia de una combinación de P4 y cAMP o E, P4 y cAMP durante 8 

días. La secreción de PRL se determinó mediante ELISA. Las barras de error corresponden a la 

SD de tres líneas independientes. La significación estadística se refiere a la comparación de 

DSC y ESC en iguales condiciones de cultivo, y a la comparación entre DSC con distintos 

tratamientos, **p<0,01-0,001, ***p<0,001. 
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3. INDUCCIÓN Y REGULACIÓN DE APOPTOSIS EN CÉLULAS DECIDUALES 

ESTROMALES 

 

3.1 Efecto sobre células deciduales estromales de diferentes agentes 

inductores de muerte celular por apoptosis  

 

La decidua, cuya población más importante son las DSC, va disminuyendo su 

tamaño a medida que avanza el embarazo. La forma fisiológica de eliminación 

de células no funcionales es la muerte por apoptosis y, por esta razón, nos 

planteamos estudiar este fenómeno en las DSC. Comenzamos analizando su 

respuesta, de modo general, a diversos inductores de apoptosis. Para ello se 

incubaron las DSC en cultivo, durante 48 horas, con diferentes agentes 

inductores o reguladores de este proceso de muerte celular, como los 

compuestos PD 098059 (inhibidor de MEK), SP 699125 (inhibidor de JNK), SKF 

86002 (inhibidor de p38MAPK), LY 294002 (inhibidor de PI3K), 

bisindolilmaleimida (inhibidor de PKC) y agonistas de ligandos de muerte como 

el anticuerpo anti-CD95, CH11. También analizamos el efecto de agentes 

genotóxicos, como doxorrubicina y etopósido (inhibidores de la topoisomerasa 

II) y de nocodazol (inhibidor de la polimerización de microtúbulos), así como el 

de las drogas epigenéticas decitabine y zebularine, que inhiben a las DNA 

metiltransferasas, y ácido valproico, inhibidor de histona deacetilasas. Por 

último, analizamos el efecto de un inhibidor del proteosoma, bortezomib, y un 

inhibidor de la síntesis proteica, cicloheximida. Las concentraciones usadas de 

cada agente se eligieron en base a publicaciones previas y a su capacidad para 

sensibilizar a diferentes líneas tumorales. La apoptosis se determinó mediante 

citometría de flujo, analizando la fase sub-G1 del ciclo celular tras tinción con 

ioduro de propidio. Como se puede observar en la figura 16, las DSC fueron 

resistentes a todos los tratamientos estudiados, a excepción del bortezomib que 

provocó la inducción de apoptosis en aproximadamente un 15% de la población 

celular.  
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Figura 16. Apoptosis de DSC en respuesta al tratamiento con diferentes inductores. Células 

DSC fueron tratadas durante 48 horas con diferentes inductores de apoptosis: PD 098059 (50 

µM), SKF 86002 (10 µM), SP 699125 (10 µM), LY 294002 (10 µM), bisindolilmaleimida (BIM) (6 

µM), bortezomid (BZ) (50 µM), zebularine (ZEB) (100 µM), decitabine (DAC) (5 µM), ácido 

valproico (VPA) (1 mM), nocodazol (NOC) (400 ng/ml), etopósido (Etop) (10 µM), doxorrubicina 

(Doxo) (200 ng/ml), cicloheximida (CHX) (1 µg/ml) y CH11 (100 ng/ml). La proporción de 

células en sub-G1 se determinó mediante citometría de flujo. Las barras de error corresponden 

a la SD de tres experimentos independientes, la significación estadística se refiere a las células 

tratadas con respecto al control sin tratamiento,*p<0,05. 

 

3.2. El proceso de decidualización induce apoptosis en células deciduales 

estromales 

 

Una vez conocida la respuesta de DSC a diferentes inductores de apoptosis 

analizamos el efecto de la decidualización sobre la viabilidad de estas células. 

Para ello, DSC se mantuvieron en cultivo en presencia de P4 y cAMP durante un 

tiempo prolongado, 28 días. La apoptosis celular se determinó cada 7 días por 

citometría de flujo, analizando la fase sub-G1 del ciclo celular tras tinción con 

ioduro de propidio. Se pudo comprobar que las DSC iban muriendo 
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gradualmente por apoptosis, a medida que progresaba el tiempo de 

decidualización (Figura 17). 

 

Para determinar si la muerte por apoptosis que habíamos detectado era debida 

a un efecto específico de la decidualización, o por el contrario se trataba de un 

efecto tóxico  inespecífico de los agentes decidualizantes empleados, P4 y 

cAMP, analizamos el efecto de dichos agentes sobre otros modelos celulares. En 

concreto utilizamos una línea tumoral de cáncer de mama, SKBR3, y líneas 

celulares de FDC procedentes de cultivos primarios, células que, como se explicó 

en la introducción, tienen una estrecha relación con las DSC siendo capaces de 

producir PRL en presencia de P4 y cAMP aunque en cantidad mucho menor que 

la secretada por DSC. Estos dos tipos celulares se mantuvieron en cultivo en las 

mismas condiciones que las DSC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la decidualización sobre la apoptosis de DSC, FDC y SKBR3. Células DSC, 

FDC y SKBR3 fueron tratadas con P4 y cAMP durante 28 días. La proporción de células 

apoptóticas en la fase sub-G1 del ciclo celular se determinó a los tiempos indicados mediante 

citometría de flujo. Las barras de error corresponden a la SD de tres experimentos 

independientes de diferentes líneas celulares, la significación estadística se refiere a las DSC 

decidualizadas con respecto a su control sin decidualizar a cada uno de los tiempos de 

determinación, *p<0,05, ***p<0,001. 
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Como se puede observar en la figura 17, el tratamiento con P4 y cAMP no 

indujo apoptosis en FDC y SKBR3 a ninguno de los tiempos analizados, al 

contrario de lo que ocurría en DSC, indicando que la apoptosis podría ser un 

efecto específico, que acompaña al proceso de decidualización en DSC. 

 

Con el objeto de estudiar qué factores usados en la decidualización de DSC 

podrían ser responsables de la inducción de la apoptosis observada, decidimos 

determinar la muerte celular inducida en estas células cuando se incuban solo 

con P4 o cAMP. Además, analizamos el efecto del E, solo y en combinación con 

P4 y cAMP. Por ello, las DSC fueron tratadas con P4, cAMP o E por separado, o 

con una combinación de P4 y cAMP o de E, P4 y cAMP durante 28 días. El 

análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo, realizado cada 7 días, 

demostró que ni P4 ni E por separado (Figura 18A) o en tratamiento simultáneo 

(datos no mostrados), eran capaces de inducir apoptosis en las células a 

ninguno de los tiempos en los cuales se determinó la muerte celular. Sin 

embargo, el cAMP por sí solo provocó apoptosis significativa a los 14, 21 y 28 

días de tratamiento (Figura 18A). Además, la muerte celular fue aumentando 

gradualmente a medida que avanzaba el tiempo de cultivo, aunque este 

incremento solo fue estadísticamente significativo entre los 7 y 14 días de 

tratamiento (Figura 18B). 

 

Como ya habíamos demostrado en el experimento anterior (Figura 18), cuando 

cultivamos las células en presencia de P4 y cAMP pudimos observar una 

inducción de apoptosis desde el día 7 de cultivo (Figura 18A) que fue 

incrementando significativamente con el tiempo de tratamiento hasta los 21 

días de cultivo (Figura 18B). Sin embargo, a ninguno de los tiempos analizados 

encontramos que la apoptosis inducida por dicha combinación fuese 

significativamente más elevada que la inducida solo con cAMP, lo que sugiere 

que este factor es el responsable de la muerte por apoptosis de las DSC durante 

la decidualización, además de, como demostramos anteriormente, ser el 

responsable de la parada en la proliferación que observamos durante este 

proceso de diferenciación. 
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Figura 18. Apoptosis de DSC tratadas con factores que inducen decidualización. Células DSC 

fueron tratadas durante 28 días con P4, cAMP y E por separado, o de forma combinada. La 

proporción de células en sub-G1 se determinó mediante citometría de flujo, cada 7 días de 

tratamiento. En A se muestra la comparación estadística entre los diferentes tratamientos para 

cada tiempo de determinación. En B se representa la comparación estadística entre los 

diferentes tiempos de determinación para cada tratamiento. Las barras de error corresponden 

a la SD de tres experimentos independientes para diferentes líneas celulares,*p<0,05-0,01, 

**p<0,01-0,001, ***p<0,001. 
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Curiosamente, a pesar de que el E por sí solo no tiene ningún efecto, la 

inducción de apoptosis alcanzó niveles máximos en cada uno de los tiempos de 

determinación cuando decidualizamos las células combinando E, P4 y cAMP, 

produciéndose un incremento significativo con respecto al tratamiento con 

cAMP solo y con P4 y cAMP a los 14 y 21 días de cultivo (Figura 18A). Al igual 

que sucedió con P4 y cAMP, al añadir E al tratamiento la inducción de apoptosis 

fue aumentando significativamente con el tiempo de tratamiento hasta los 21 

días de cultivo (Figura 18B).  

 

3.3. Inducción de apoptosis en células endometriales estromales durante 

la decidualización 

 

Como hemos descrito anteriormente, se encontraron similitudes entre DSC y 

ESC durante la diferenciación, especialmente en lo que se refiere a las 

variaciones en la morfología y la parada de proliferación. Del mismo modo que 

en objetivos anteriores comparamos las características morfológicas y 

fenotípicas de DSC y ESC o su efecto sobre linfocitos, quisimos también 

determinar y comparar la sensibilidad a la apoptosis que presentaban las ESC 

durante la decidualización, en relación con las DSC. 

 

Para ello, las ESC fueron decidualizadas en las mismas condiciones que las DSC, 

con P4 y cAMP durante 28 días, determinando la muerte celular por apoptosis 

cada 7 días de tratamiento mediante citometría de flujo. Como se puede 

observar en la figura 19, la incubación con P4 y cAMP indujo apoptosis de forma 

significativa en las ESC a los 21 y 28 días de cultivo, pero no a tiempos más 

cortos, como sí ocurre en DSC. Además, los valores de inducción de apoptosis 

fueron significativamente mayores en DSC que en ESC  a los días 21 y 28 lo que 

sugiere que la sensibilidad de estas últimas a la muerte celular durante la 

decidualización es mucho menor.  
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Figura 19. Efecto de la decidualización sobre la apoptosis de DSC y ESC. Células DSC y ESC 

fueron cultivadas en ausencia (control) o presencia de P4 y cAMP durante 28 días. La 

proporción de células apoptóticas se determinó mediante citometría de  flujo cada 7 días de 

tratamiento. Las barras de error corresponden a la SD de al menos tres experimentos 

independientes realizados con diferentes líneas celulares, la significación estadística se refiere 

a las DSC o ESC tratadas con respecto a su control sin tratar, *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Además, se estudió el efecto del E sobre las ESC, al igual que se había 

determinado en DSC. Para ello cultivamos ESC con E solo, o bien combinado con 

P4 o con P4 y cAMP. Las células cultivadas en ausencia de cAMP, es decir, con E 

o con P4 y E, no presentaron un aumento de muerte celular con respecto al 

control (Figura 20), al igual que ocurría con las DSC (Figura 18). Sin embargo, la 

presencia de E junto con P4 y cAMP produjo un incremento importante de la 

muerte celular en ESC desde los 14 días de tratamiento, aunque solo 

estadísticamente significativo con respecto a las células control, sin tratamiento, 

a los días 21 y 28. Al comparar estos resultados con los obtenidos en ESC 

cultivadas solo con P4 y cAMP, se observó un incremento significativo en la 

inducción de apoptosis a los 21 días de cultivo derivado de la presencia de E 

(Figura 20).  
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Figura 20. Apoptosis de ESC tratadas con factores que inducen decidualización. Células ESC 

fueron tratadas durante 28 días con E, P4 y E, P4 y cAMP o E, P4 y cAMP. La proporción de 

células en sub-G1 se determinó mediante citometría de flujo, cada 7 días de tratamiento. Las 

barras de error corresponden a la SD de tres experimentos independientes con diferentes 

líneas celulares, la significación estadística nos muestra la comparación entre los diferentes 

tratamientos para cada tiempo de determinación, *p<0,05, **p<0,01-0,001. 

 

3.4. Estudio de la expresión y activación de factores implicados en la 

inducción de apoptosis en células deciduales estromales 

 

A fin de comprender el mecanismo implicado en la muerte celular por apoptosis 

en DSC durante el proceso de decidualización, estudiamos la expresión y 

activación de caspasas y diferentes proteínas pro- y anti-apoptóticas en DSC y 

en DSC decidualizadas. Para ello, tratamos las DSC en cultivo con P4 y cAMP 

durante 28 días, determinando el nivel de expresión de dichas proteínas cada 7 

días, mediante Western-blot.  

 

3.4.1. Activación de caspasas 

 

Para determinar que caspasas se activaban durante la decidualización de DSC y 

orientarnos de este modo sobre la posible ruta de inducción de apoptosis, 
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analizamos la expresión de estas proteínas, concretamente de las caspasas-3, -8 

y -9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Determinación de caspasas-3, -8 y -9 en DSC. Células DSC fueron tratadas en 

presencia de P4 y cAMP (decidualizadas, D) o en ausencia (no decidualizadas, N) durante 28 

días. Los niveles de expresión de las distintas caspasas se determinaron cada 7 días de 

tratamiento, mediante western-blot y utilizando los anticuerpos apropiados. Células Jurkat (J) 

se utilizaron como control de expresión de caspasas. La cantidad de proteína cargada en cada 

muestra se comparó determinando los niveles de β-actina. La figura nos muestra un 

experimento representativo de tres realizados con diferentes líneas celulares. 

 

Como se puede observar en la figura 21A, el nivel de expresión de caspasa-3 

permaneció sin cambios en los primeros 14 días, tanto en células DSC controles 

(no decidualizadas) como en las tratadas con P4 y cAMP. Sin embargo, se 

produjo una disminución de la expresión en las células decidualizadas, con 

respecto a las controles, a los 21 y 28 días, pudiendo detectarse además la 

forma cortada y por tanto la activación de esta caspasa. Como control de la 

expresión de caspasas usamos células Jurkat (Figura 21). 
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Con respecto a la caspasa-8, la cual se activa en la ruta extrínseca de apoptosis, 

encontramos en las células decidualizadas una disminución, en comparación 

con los niveles de expresión de DSC indiferenciadas. Dicho detrimento se 

observó desde los 14 días hasta el final del tratamiento, y suponemos que se 

debe a la fragmentación y activación de la misma, aunque la forma cortada no 

fue detectada en las DSC decidualizadas (Figura 21B). 

 

En cuanto a la caspasa-9, implicada en la ruta intrínseca de inducción de 

apoptosis, no se encontraron cambios en la proteína intacta, al comparar los 

niveles de expresión que presentaron las células tratadas y las DSC controles. 

Además, tampoco se detectó el corte de la caspasa-9 en ninguno de los tiempos 

de determinación (Figura 21C). 

 

3.4.2. Proteínas anti-apoptóticas 

 

Como proteínas que inhiben la apoptosis estudiamos los posibles cambios en los 

niveles de expresión de c-FLIP, XIAP y Bcl-xL. 

 

c-FLIPL interfiere en la activación de las caspasas-8 y-10, inhibiendo así la 

apoptosis. Como se puede observar en la figura 22A, las células decidualizadas 

mostraron una pérdida de c-FLIPL con respecto a sus respectivos controles. Esta 

disminución se observó desde la primera determinación, a los 7 días de 

tratamiento, hasta la última, a los 28 días. 

 

Con respecto a XIAP, el cual lleva a cabo su función anti-apoptótica evitando la 

actividad de las caspasas -3, -7 y -9, al decidualizar las DSC pudimos observar 

una pérdida de esta proteína en comparación con los niveles de expresión en 

células indiferenciadas, al igual que ocurrió con c-FLIPL, aunque su detrimento 

se detectó a partir de los 14 días de tratamiento hasta el final del mismo (Figura 

22B). 

 



RESULTADOS 
 
 

97 
 

Por último, el estudio de Bcl-xL, que inhibe la apoptosis gracias a su capacidad 

para formar heterodímeros con Bax y Bak, nos mostró una leve disminución de 

esta proteína en DSC diferenciadas a partir de los 7 días de tratamiento, aunque 

su cambio más notable se detectó a los 28 días de decidualización (Figura 22C). 

 

Además estudiamos otras proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2 y cIAP-2, 

aunque no detectamos su expresión ni en DSC controles ni en DSC 

decidualizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Determinación de proteínas anti-apoptóticas en DSC. Células DSC fueron 

decidualizadas con P4 y cAMP (D) o no tratadas (N) durante 28 días. Los niveles de expresión 

de las distintas proteínas indicadas se determinaron, mediante western-blot, cada 7 días de 

tratamiento. Células Jurkat (J) se utilizaron como control de expresión de dichas proteínas. La 

cantidad de proteína cargada en cada muestra se comparó determinando los niveles de β-

actina. La figura nos muestra un experimento representativo de tres realizados con diferentes 

líneas celulares. 
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3.4.3. Proteínas pro-apoptóticas 

 

Entre las proteínas que inducen apoptosis se determinaron los niveles de 

expresión tanto en DSC no decidualizadas como en DSC decidualizadas de Bim, 

Bid, Apaf-1 y Bax. 

 

Al analizar Bim, proteína pro-apoptótica “BH3-only” de la familia de Bcl-2, 

encontramos que en DSC decidualizadas se producía un aumento de esta 

proteína con respecto a las células DSC no tratadas, en las cuales se detectó un 

nivel bajo de expresión. Como se observa en la Figura 23A, el incremento de 

Bim ocurrió desde la primera determinación, realizada a los 7 días de 

tratamiento, hasta la última, a los 28 días. 

 

En el caso de Bid, también proteína ”BH3-only”, observamos una disminución 

en los niveles de expresión de esta proteína en DSC decidualizadas, al 

compararlas con las células no diferenciadas, en cada uno de los tiempos 

determinados (Figura 23B). Esta pérdida podría deberse a una regulación 

negativa de su expresión, pero también a que la proteína se esté cortando y 

activando, como consecuencia de la activación de caspasa-8, aunque no se 

detectó la forma fragmentada. 

 

Los niveles de las otras dos proteínas pro-apoptóticas estudiadas, Bax y Apaf-1, 

que participan en la ruta intrínseca o mitocondrial, también disminuyeron en las 

células decidualizadas. En el caso de Bax, proteína implicada en la 

permeabilización de la membrana mitocondrial, la disminución en los niveles de 

expresión en DSC decidualizadas con respecto a las células no decidualizadas se 

observó a partir del día 21, (Figura 23C) mientras que en el de Apaf-1, uno de 

los componentes del apoptosoma, se apreció un ligero detrimento en células 

diferenciadas a los 14 días, que continúo a medida que avanzaba el tratamiento, 

haciéndose más evidente a los 21 y 28 días de cultivo (Figura 23D). 
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Figura 23. Determinación de proteínas pro-apoptóticas en DSC. Células DSC fueron 

decidualizadas con de P4 y cAMP (D) o no tratadas (N) durante 28 días. Los niveles de 

expresión de las distintas proteínas se determinaron cada 7 días de tratamiento mediante 

Western-blot. Células Jurkat (J) se utilizaron como control de expresión. La cantidad de 

proteína cargada en cada muestra, se comparó determinando los niveles de β-actina. La figura 

nos muestra un experimento representativo de ltres realizados con diferentes líneas celulares. 

 

Además de los niveles de expresión de todas las proteínas pro-apoptóticas 

mencionadas, analizamos la activación de Bak mediante citometría de flujo, 

utilizando un anticuerpo específico que detecta la forma activada de la proteína. 

Las DSC se trataron con P4 y cAMP durante 14 días, y se determinó la activación 

de Bak a los 7 y 14 de tratamiento. Como se observa en la figura 24 no se 

produjeron variaciones en el porcentaje de expresión de BAK, ni por tanto en la 

activación de esta proteína en células decidualizadas, con respecto a las células 

indiferenciadas. 
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Figura 24. La decidualización de DSC no induce la activación de BAK. Células DSC fueron 

decidualizadas (DSC Dec.) con P4 y cAMP, durante 7 y 14 días, o no recibieron ningún 

tratamiento (DSC). La activación de Bak se determinó mediante citometría de flujo, siguiendo 

el protocolo descrito en el apartado de Materiales y Métodos. La intensidad de fluorescencia 

con el anticuerpo anti-Bak de células tratadas y sin tratar se analizó en cada caso con respecto 

al basal de fluorescencia del anticuerpo secundario (línea punteada, control). La figura nos 

muestra un experimento representativo de los tres que se realizaron con diferentes líneas 

celulares. 

 

3.4.4. Expresión de genes implicados en la inducción de apoptosis 

 

Para ampliar el estudio sobre los posibles genes relacionados con la apoptosis 

en células DSC decidualizadas y comprender mejor el mecanismo implicado en 

la inducción de apoptosis durante la decidualización, realizamos un array de PCR 

utilizando un Kit que permite determinar la expresión de 84 genes diferentes 

que están implicados en el proceso de muerte celular. Dicho array lo llevamos a 

cabo sobre células DSC tratadas con P4 y cAMP durante 18 días, en comparación 

con DSC no tratadas Se eligió este tiempo de determinación ya que, como 

hemos demostrado anteriormente, entre los 14 y 21 días se producía el mayor 

incremento de apoptosis. 

 

El resultado de la expresión de los genes analizados se representa en la tabla 1 y 

en la figura 25 en forma de barras. Este resultado es la media de dos 

experimentos independientes. De los 84 genes que se analizaron, encontramos 

un incremento en la expresión en ABL1, BAG1, Bcl-2, BCL2A1, BCL2L11 (Bim), 
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BIRC3 (cIAP-2), caspasa-5, CD40, CFLAR (cFILP), GADD45A, NOL3 (ARC), 

TNFRSF10A (DR4), TNFRS11B (osteoprotegerina, OPG), TNFRSF25 (APO-3), 

TNFSF10 (TRAIL) y TRADD, en respuesta al tratamiento con P4 y cAMP. También 

observamos una disminución en la expresión de Apaf-1, BCL10, BCLAF1, 

caspasa-1, caspasa-3, HRK (Harakiri), LTBR, PYCARD (ASC), TNFRSF21 (DR6) y 

TP53. Los cambios en la expresión de estos genes, tanto incrementos como 

detrimentos, fueron de más de dos veces con respecto a la expresión del gen en 

las células control. 

 

Tabla 1. Expresión de genes involucrados en la ruta de apoptosis. El array incluye los ligandos 

de la familia de TNF y sus respectivos receptores, miembros de la familia de Bcl-2, caspasas, 

IAPs, TRAF, CARD, proteínas con dominio de muerte, proteínas con dominio efector de muerte 

y de la familia CIDE, así como genes involucrados en las rutas de p53 y ATM. 

 

GEN 
ND D 

D/ND P 
MEDIA Ct SD MEDIA Ct SD 

ABL1 27,90 0,00 24,92 0,01 6,68 0,0086 
AKT1 26,91 0,00 26,42 0,70 1,18 0,4313 
APAF1 26,90 0,00 27,91 0,01 -2,39 0,0402 
BAD 29,42 0,70 28,43 0,71 1,68 0,3073 
BAG1 31,90 0,01 30,40 0,71 2,38 0,0382 
BAG3 25,40 0,71 25,40 0,70 -1,18 0,7091 
BAG4 27,92 0,01 27,91 0,00 -1,18 0,4443 
BAK1 28,90 0,00 29,41 0,71 -1,69 0,0950 
BAX 24,90 0,01 25,40 0,71 -1,68 0,0963 
BCL10 26,90 0,00 27,90 0,01 -2,38 0,0388 
BCL2 33,41 0,70 28,41 6,36 26,98 0,4240 
BCL2A1 33,95 1,49 31,41 0,71 4,89 0,1674 
BCL2L1 (BclxL) 27,90 0,00 27,90 1,42 -1,19 0,7744 
BCL2L10 32,41 0,72 32,40 0,70 -1,18 0,7120 
BCL2L11 (Bim) 30,93 0,03 26,94 0,00 13,42 0,0044 
BCL2L2 28,90 0,00 27,89 0,00 1,69 0,0934 
BCLAF1 27,90 0,01 28,91 0,00 -2,38 0,0380 
BFAR 26,90 0,00 26,91 0,01 -1,19 0,4014 
BID 28,90 0,02 29,40 0,71 -1,67 0,0988 
BIK 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
NAIP 28,91 0,00 28,90 0,00 -1,18 0,4341 
BIRC2 26,37 0,76 26,90 0,01 -1,72 0,3239 
BIRC3 (cIAP-2) 32,95 2,89 31,40 0,71 2,47 0,6105 
XIAP 27,91 0,02 27,41 0,71 1,19 0,4209 
BIRC6 27,93 0,02 28,44 0,73 -1,69 0,1039 
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GEN 
ND D 

D/ND P 
MEDIA Ct SD MEDIA Ct SD 

BIRC8 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
BNIP1 29,92 0,01 29,40 0,71 1,20 0,4001 
BNIP2 25,93 0,00 25,94 0,03 -1,19 0,4526 
BNIP3 25,91 0,00 24,92 0,00 1,67 0,0966 
BNIP3L 24,91 0,00 24,41 0,71 1,19 0,7716 
BRAF 31,93 0,01 31,42 0,71 1,20 0,4073 
NOD1 32,41 0,71 32,40 0,70 -1,19 0,7072 
CARD6 30,91 0,02 29,92 0,00 1,67 0,0979 
CARD8 32,40 0,71 32,41 0,71 -1,19 0,7025 
CASP1 25,91 0,02 26,92 0,00 -2,38 0,0376 
CASP10 32,39 0,70 32,39 0,70 -1,18 0,7029 
CASP14 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
CASP2 28,91 0,00 29,41 0,71 -1,68 0,0961 
CASP3 26,92 0,01 28,41 0,71 -3,34 0,0206 
CASP4 26,91 0,00 26,90 0,00 -1,19 0,4310 
CASP5 34,95 0,07 31,90 0,00 6,97 0,0083 
CASP6 27,93 0,01 29,43 0,72 -3,37 0,0207 
CASP7 28,90 0,00 28,40 0,70 1,19 0,4078 
CASP8 33,92 0,01 33,92 0,01 -1,19 0,4314 
CASP9 29,39 0,71 28,40 0,70 1,68 0,3143 
CD40 33,40 2,11 30,91 1,42 4,74 0,3130 
CD40LG 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
CFLAR (cFlip) 27,90 0,01 26,41 0,71 2,37 0,0388 
CIDEA 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
CIDEB 30,93 0,02 31,44 0,71 -1,69 0,0957 
CRADD 27,90 0,01 26,91 0,01 1,68 0,0924 
DAPK1 32,40 0,71 32,91 2,81 -1,70 0,7151 
DFFA 28,90 0,01 28,91 0,00 -1,19 0,4204 
FADD 28,90 0,00 27,90 0,02 1,68 0,0880 
FAS 24,93 0,01 25,43 0,71 -1,68 0,0996 
FASLG 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
GADD45A 29,92 0,00 27,93 0,02 3,35 0,0181 
HRK 28,39 0,71 32,90 0,00 -27,10 0,0133 
IGF1R 26,41 0,71 25,91 0,01 1,19 0,6970 
LTA 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
LTBR 24,93 0,02 26,94 4,25 -4,78 0,4985 
MCL1 23,91 0,00 23,91 0,01 -1,19 0,4236 
NOL3 (ARC) 27,91 0,01 26,42 0,71 2,37 0,0380 
PYCARD (ASC) 26,41 0,71 27,91 0,00 -3,37 0,0915 
RIPK2 27,40 0,70 26,90 0,01 1,19 0,6929 
TNF 34,96 0,06 35,00 0,00 -1,22 0,3748 
TNFRSF10A 
(DR4) 31,91 0,00 29,41 0,71 4,77 0,0125 

TNFRSF10B 25,91 0,00 25,41 0,71 1,19 0,4201 
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GEN 
ND D 

D/ND P 
MEDIA Ct SD MEDIA Ct SD 

TNFRSF11B 
(OPG) 26,40 0,71 20,91 0,00 38,00 0,0116 

TNFRSF1A 32,93 0,00 31,92 1,40 1,70 0,4096 
TNFRSF21 
(DR6) 25,41 0,69 26,91 0,01 -3,35 0,0879 

TNFRSF25 
(APO-3) 33,90 0,00 32,41 0,72 2,37 0,0405 

CD27 34,40 0,71 34,45 0,78 -1,23 0,6680 
TNFRSF9 34,95 0,07 34,95 0,07 -1,19 0,3540 
TNFSF10 
(TRAIL) 34,91 0,00 29,91 0,01 26,94 0,0029 

CD70 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
TNFSF8 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
TP53 26,40 0,71 27,90 0,00 -3,36 0,0913 
TP53BP2 28,90 0,01 28,91 0,00 -1,19 0,4255 
TP73 35,00 0,00 35,00 0,00 -1,19 0,4276 
TRADD 28,40 0,71 26,91 0,01 2,38 0,1580 
TRAF2 29,40 0,69 29,40 0,71 -1,18 0,7076 
TRAF3 27,41 0,71 27,41 0,71 -1,19 0,7027 
TRAF4 25,91 0,01 26,41 0,71 -1,68 0,0971 
 

Los valores mostrados en las cuatro primeras columnas corresponden a la media de Ct y la 

desviación estándar (SD) de las dos líneas analizadas, tanto de células no decidualizadas (ND) 

como de decidualizadas con P4 y cAMP durante 18 días (D). La columna D/ND representa la 

relación entre la expresión de los genes en DSC decidualizadas (D) y no decidualizadas (ND), 

calculada mediante la fórmula 2
-ΔCt

, y la columna P la significación estadística de dicha 

relación. . En gris claro se marcan aquellos genes para los que la relación D/ND es ˃2 pero no 

es estadísticamente significativa. En gris oscuro se resaltan los genes cuya variación en la 

expresión es ˃2  presentando significación estadística (p<0,05). 
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Figura 25. Array de genes en DSC en respuesta a la decidualización. La figura muestra una 

representación gráfica de los valores mostrados en la tabla 1. Los resultados, expresados como 

la relación entre la expresión de los genes en las células tratadas (D) y en las células control 

(ND) se representan en forma de barras. Se indican los genes cuyas variaciones son más 

destacables.  

 

3.5. Efecto sobre células deciduales estromales decidualizadas de 

diferentes agentes inductores de apoptosis  

 

Del mismo modo que estudiamos la sensibilidad a la apoptosis que presentan 

las DSC no decidualizadas frente a diferentes inductores de apoptosis e 

inhibidores de las rutas de MAPKs, decidimos estudiar la respuesta de las DSC 

decidualizadas a estos mismos tratamientos dado que, como demostramos 

anteriormente, están sufriendo apoptosis a medida que aumenta el tiempo de 

decidualización y se están produciendo cambios en los niveles de expresión de 

sus proteínas pro- y anti-apoptóticas, lo que podría modificar su sensibilidad a la 

muerte celular inducida por dichos estímulos. Con este fin, las DSC fueron 

diferenciadas previamente con P4 y cAMP, durante 18 días. A continuación, se 

Bim

HRK

OPG
TRAIL



RESULTADOS 
 
 

105 
 

trataron otras 48 horas solamente con medio de decidualización (control) o 

adicionando además los agentes anteriormente mencionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Apoptosis de DSC decidualizadas en respuesta al tratamiento con diferentes 

agentes inductores. Células DSC fueron tratadas durante 18 días con P4 y cAMP. Tras este 

tiempo se incubaron de nuevo durante 48 horas con P4 y cAMP en ausencia (control) o en 

presencia de diferentes inductores de apoptosis: PD 098059 (50 µM), SKF 86002 (10 µM), SP 

699125 (10 µM), LY 294002 (10 µM), bisindolilmaleimida (BIM) (6 µM), bortezomid (BZ) (50 

nM), zebularine (ZEB) (100 µM), decitabine (DAC) (5 µM), ácido valproico (VPA) (1 mM), 

nocodazol (NOC) (400 ng/ml), etopósido (Etop) (10 µM), doxorrubicina (Doxo) (200 ng/ml), 

cicloheximida (CHX) (1 µg/ml) y CH11 (100 ng/ml). La proporción de células en sub-G1 se 

determinó mediante citometría de flujo. Las barras de error corresponden a la SD de al menos 

tres experimentos independientes con diferentes líneas celulares. La significación estadística 

se refiere a cada tratamiento con respecto al control de células decidualizadas. *p<0,05, 

**p<0,01-0,001, ***p<0,001. 

 

Como se puede observar en la figura 26, al igual las que DSC no diferenciadas 

(Figura 16), las células decidualizadas fueron susceptibles al tratamiento con 

bortezomid, inhibidor del proteosoma. Además, se observó un incremento 

significativo en la proporción de células en apoptosis tras el tratamiento con el 

anticuerpo anti-CD95, CH11, y con algunos inhibidores de MAPKs, en concreto 

con el PD 098059 (inhibidor de MEK) y el SKF 86002 (inhibidor de p38MAPK). Sin 

embargo, observamos una disminución de la apoptosis con respecto al control 
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al tratar las DSC decidualizadas con cicloheximida, un inhibidor de la síntesis 

proteica. Detectamos también una reducción significativa del porcentaje de 

células en apoptosis tras el tratamiento con doxorrubicina, agente intercalante 

que inhibe la acción de la topoisomerasa II y detiene de este modo el proceso 

de replicación. Valores similares en la inhibición de apoptosis se observaron con 

el inhibidor de la polimerización de microtúbulos, nocodazol. Los demás 

inductores de apoptosis estudiados no tuvieron ningún efecto sobre la 

apoptosis basal de las células decidualizadas.  

 

3.5.1. Expresión de CD95 (Fas) en DSC  

 

Con objeto de determinar si las diferencias encontradas en la sensibilidad al 

anticuerpo agonista CH11 entre las células decidualizadas y no decidualizadas se 

debían a diferencias en los niveles de expresión del receptor CD95, analizamos 

la expresión de dicho receptor en células no diferenciadas y en DSC 

decidualizadas durante 20 días.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Expresión de CD95 en DSC y DSC decidualizadas. DSC fueron cultivadas solas (no 

decidualizadas) o en presencia de P4 y cAMP (decidualizadas) durante 20 días. La expresión de 

CD95 se determinó por citometría de flujo. Se muestran los datos de porcentaje de expresión 

(A) y de intensidad de fluorescencia (B). Las barras de error corresponden a la SD de tres 

experimentos independientes con diferentes líneas celulares. La significación estadística se 

refiere a las células tratadas con respecto al control, *p<0,05. 
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Como se puede observar en la figura 27, las células no decidualizadas 

presentaron una expresión superior al 75% de CD95, que se vio reducida de 

forma muy significativa tanto en porcentaje como en intensidad cuando las 

células fueron decidualizadas. Paralelamente, las células fueron tratadas con 

CH11 durante 4 días, para demostrar que las células decidualizadas, pero no las 

indiferenciadas, se estaban muriendo por apoptosis (datos no mostrados). 

 

3.6. Inducción de apoptosis por sobrenadantes de cultivo de células 

deciduales estromales decidualizadas 

 

Para profundizar en la causa de la inducción de apoptosis nos planteamos si las 

DSC, al decidualizarse, secretaban algún factor al medio que fuera responsable o 

pudiera contribuir a la apoptosis de dichas células durante este proceso de 

diferenciación. 

 

A fin de comprobar esta hipótesis, se recogió el sobrenadante procedente de 

células DSC decidualizadas con P4 y cAMP durante 18 días, tiempo en el cual las 

células ya han entrado en apoptosis. El sobrenadante se incubó durante 4 días 

con células no decidualizadas. A continuación, se determinó el porcentaje de 

células apoptóticas por citometría de flujo. Como se puede observar en la figura 

28, encontramos alrededor de un 30% de células no decidualizadas apoptóticas 

en el cultivo con sobrenadantes. Para comprobar que la muerte celular no se 

debía al remanente de P4 y cAMP que pudieran contener los sobrenadantes, 

tratamos DSC no decidualizadas con dichos factores durante 4 días, observando 

que no inducían apoptosis (datos no mostrados). Por otro lado, para descartar 

que la apoptosis pudiera ser debida a un agotamiento de los factores de 

crecimiento en el sobrenadante, al proceder de un cultivo de 4 días de DSC en 

proceso de decidualización, tomamos como células controles DSC no 

decidualizadas incubadas con sobrenadantes procedentes del cultivo de 4 días 

de DSC no decidualizadas, los cuales habrían tenido un similar consumo de 

factores de crecimiento o incluso superior puesto que, como demostramos 

anteriormente, las células al decidualizarse presentaron una parada o 
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disminución de la proliferación, siendo el crecimiento mayor en las células 

indiferenciadas (Figura 8). Como demuestra la figura 28, las células controles no 

presentaron apoptosis, lo que sugiere que algún factor secretado por las células 

DSC decidualizadas debe ser el responsable o al menos contribuir a la apoptosis 

observada en la diferenciación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Apoptosis de DSC indiferenciadas cultivadas con sobrenadantes procedentes de 

DSC decidualizadas. DSC no decidualizadas fueron cultivadas con sobrenadantes procedentes 

de cultivo de 4 días de células indiferenciadas (control) o sobrenadantes procedentes de 

cultivo de 4 días de células decidualizadas con P4 y cAMP durante 18 días (SN). Tras 4 días de 

cultivo con dichos sobrenadantes se determinó la apoptosis de las células no decidualizadas 

por citometría de flujo midiendo la fase sub-G1 del ciclo celular. Las barras de error 

corresponden a la SD de seis experimentos independientes con diferentes líneas celulares, la 

significación estadística se refiere a las DSC tratadas con respecto a su control, ***p<0,001. 

 

Con la finalidad de conocer si la apoptosis observada en las DSC no 

decidualizadas incubadas con sobrenadantes procedentes de DSC 

decidualizadas, era un fenómeno específico de DSC o por el contrario dichos 

sobrenadantes pueden inducir apoptosis en otras células, se trataron varios 

tipos celulares en iguales condiciones que las DSC y se determinó la apoptosis a 

los 4 días de cultivo. En concreto, se utilizaron líneas celulares de cultivos 

primarios ESC y FDC, dada su similitud con DSC. 

 

Al igual que se ha descrito anteriormente, las DSC se decidualizaron durante 18 

días. A continuación, se recogió el sobrenadante y se cultivó con ESC, FDC y DSC. 

0

10

20

30

40

50

60

Control SN
***

%
 C

él
u

la
s 

A
p

o
p

tó
ti

ca
s



RESULTADOS 
 
 

109 
 

Como controles, se incubaron las mismas células con sobrenadantes 

procedentes de DSC no decidualizadas. La muerte celular se determinó a los 4 

días de cultivo por citometría de flujo y comprobamos que estos sobrenadantes 

indujeron apoptosis de forma muy similar en los tres tipos celulares estudiados, 

(Figura 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Apoptosis de FDC, ESC y DSC indiferenciadas cultivadas con sobrenadantes 

procedentes de DSC decidualizadas. Las células FDC, ESC y DSC indiferenciadas, fueron 

cultivadas con sobrenadantes procedentes de células DSC no decidualizadas (control) o 

sobrenadantes procedentes de células decidualizadas con P4 y cAMP durante 18 días (SN). A 

los 4 días de cultivo con dichos sobrenadantes, se determinó la apoptosis por citometría flujo, 

midiendo la fase sub-G1 del ciclo celular. Las barras de error corresponden a la SD de al menos 

tres experimentos independientes realizados con diferentes líneas celulares. La significación 

estadística se determinó para cada tipo celular con respecto a su control, *p<0,05,  

***p<0,001. 

 

3.6.1. Estudio del efecto de la prolactina en la inducción de apoptosis 

durante la decidualización 

 

Como acabamos de demostrar, los sobrenadantes procedentes de DSC 

decidualizadas son capaces de inducir apoptosis sobre las células 

indiferenciadas. Dado que uno de los principales factores producidos por las 

DSC al diferenciarse es la PRL, nos planteamos analizar la implicación de la 

misma en la muerte celular inducida durante la diferenciación. 
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Nuestros resultados anteriores demostraban que el cAMP es el factor de 

diferenciación principal responsable de la inducción de apoptosis en DSC 

decidualizadas. Por ello, en primer lugar, estudiamos la capacidad de este factor 

para inducir la secreción de PRL. Las células fueron cultivadas con P4 o cAMP 

por separado, o con una combinación de ambos, durante 28 días. Además, se 

estudió el posible efecto del E en la producción de PRL puesto que, como ya 

hemos demostrado, combinado con P4 y cAMP aumentaba la apoptosis en DSC. 

El sobrenadante procedente del cultivo de DSC en las diferentes condiciones de 

incubación fue recogido cada 7 días hasta el final del tratamiento, para la 

determinación por ELISA de la PRL secretada en cada caso. 

 

La secreción de PRL fue muy baja cuando las células fueron tratadas con E o con 

P4, observándose solo un aumento significativo a los 21 y 28 días de cultivo 

(Figura 30A). Sin embargo, aumentó considerablemente al cultivarlas con cAMP 

(Figura 30B). Esta producción se incrementó aún más cuando se combinó P4 y 

cAMP, y se alcanzaron los niveles más elevados cuando además se añadió E 

(Figura 30B), aunque el incremento en este caso, con respecto a la secreción 

inducida por P4 y cAMP, no fue estadísticamente significativo. La producción de 

PRL fue incrementando con el tiempo de cultivo en todos los casos, aunque solo 

encontramos valores significativos de incremento de PRL con respecto al tiempo 

en el cultivo con P4 y cAMP entre los 7 y 14 días. En general, el perfil de 

producción de PRL en respuesta a los diferentes factores de diferenciación, 

solos o combinados, es muy similar al de inducción de apoptosis por dichos 

factores (Figura 18), lo que sugiere un posible papel para la PRL en este proceso 

de muerte celular. 
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Figura 30. Producción de PRL por DSC tratadas con diferentes factores de decidualización. Las 

células fueron cultivadas solas (control) o en presencia de E, P4 y cAMP, solos o combinados. 

(A) Producción de PRL en presencia de E o P4 en una escala de 0 a 8. (B) Secreción de PRL por 

DSC tratadas con cAMP solo o combinado con P4 o con E y P4, en una escala de 0 a 350. Las 

determinaciones de PRL se realizaron cada 7 días mediante ELISA. Las barras de error 

corresponden a la SD de al menos 3 experimentos independientes realizados con diferentes 

líneas celulares, la significación estadística se refiere a diferentes tratamientos con respecto al 

control para un mismo tiempo de determinación (A), o para el mismo tratamiento a diferentes 

tiempos de determinación (B), *p<0,05, **p<0,01-0,001. 
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Para comprobar esta hipótesis incubamos las DSC no decidualizadas durante 4 

días con sobrenadantes procedentes de células decidualizadas 18 días, 

adicionando un anticuerpo que bloquea la actividad del receptor de PRL. Como 

se observa en la figura 31, estas DSC incubadas con sobrenadante en presencia 

del bloqueante (bPRLR+SN) presentaron un porcentaje significativo de células 

apoptóticas, en comparación con el control de células incubadas únicamente 

con el bloqueante (bPRLR). Sin embargo, dicho porcentaje fue 

considerablemente menor que el encontrado en la población de DSC cultivadas 

únicamente con el sobrenadante (SN).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 31. El bloqueo de los receptores de PRL reduce la apoptosis en DSC. Las células no 

decidualizadas fueron cultivadas con sobrenadantes (SN) procedentes de células 

decidualizadas con P4 y cAMP durante 18 días, en presencia o no de un bloqueante de los 

receptores de PRL (bPRLR). Como control se incubaron células solo con el bloqueante. A los 4 

días de cultivo en dichas condiciones, se determinó la apoptosis de las células no 

decidualizadas por citometría flujo midiendo la fase sub-G1 del ciclo celular. La figura muestra 

los datos de un experimento representativo de los tres que se realizaron con diferentes líneas 

celulares y distintos sobrenadantes. 

 

Estos resultados sugerían que la PRL podría estar induciendo apoptosis sobre 

DSC no decidualizadas. Por ello, decidimos tratar dichas células con PRL. Se 

eligió la concentración de 200 ng/ml por ser una cantidad ligeramente superior 

a la producida por las DSC durante la decidualización. Las DSC indiferenciadas se 

incubaron con PRL durante 4 días, y se determinó la muerte celular que 

presentaron en respuesta a dicho tratamiento. Como se puede observar en la 

figura 32A, la PRL, por sí sola, no produjo apoptosis en DSC no decidualizadas. 
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Figura 32. Efecto de la PRL en DSC. DSC no decidualizadas (DSC ND) fueron incubadas durante 

4 días en ausencia (izquierda) o presencia de con PRL (200 ng/ml) (derecha) durante 4 días (A). 

DSC decidualizadas durante 16 días (DSC D), se incubaron en ausencia (izquierda) o en 

presencia de PRL (derecha) durante otros 4 días (B). DSC no decidualizadas se cultivaron 

durante 4 días con sobrenadantes (SN) procedentes de DSC decidualizadas durante 16 días y 

en ausencia (izquierda) o presencia de PRL (derecha). 

 

Para comprender el posible papel de la PRL en la inducción de apoptosis 

repetimos el ensayo anterior, esta vez añadiendo PRL durante 4 días al medio 

de cultivo de DSC decidualizadas. De este modo se observó un leve aumento en 

la apoptosis, lo que sugiere que la PRL podría contribuir a la inducción de 

apoptosis que se observa en la decidualización, aunque no es suficiente para 

iniciar este proceso de muerte (Figura 32B). 
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Para confirmar estos resultados, incubamos las células indiferenciadas con PRL y 

el sobrenadante procedente de DSC decidualizadas durante 16 días que, como 

demostramos anteriormente, inducía apoptosis sobre DSC indiferenciadas. 

Como se puede observar en la figura 32C, los sobrenadantes indujeron 

apoptosis en células indiferenciadas y el porcentaje de células apoptóticas fue 

superior cuando incubamos al mismo tiempo con sobrenadante y PRL. 

 

3.6.2. Inducción de apoptosis en células deciduales estromales no 

decidualizadas por diferentes factores presentes en la decidua 

 

Puesto que los sobrenadantes de cultivo de DSC decidualizadas inducían 

apoptosis sobre las DSC y la PRL parecía no ser el único factor responsable de la 

muerte celular, continuamos el estudio analizando la posible implicación de 

otros factores. Se ha comprobado que las ESC al decidualizarse aumentan la 

expresión de IL-6, IL-10 y TRAIL (Popovici et al. 2000). Además se ha observado 

que tanto en endometrio durante la fase secretora del ciclo menstrual, como en 

la decidua, está aumentada la expresión de IL-15 y que ésta puede ser 

producida por DSC y ESC decidualizadas (Okada et al. 2000, Verma et al. 2000). 

Dada la similitud de ESC con DSC pensamos que las DSC decidualizadas podrían 

producir los mismos factores. 

 

Por ello, estudiamos el efecto sobre las células no decidualizadas de IL-6, IL10, 

IL-15 y TRAIL, que puede ser producido por las células decidualizadas y 

contribuir a la apoptosis inducida por los sobrenadantes. 

 

Además, estudiamos otros factores que no son producidos por ESC ni por DSC, 

pero que están presentes en la decidua y por tanto podrían inducir apoptosis en 

DSC in vivo. Por este motivo tratamos las células con la hormona hCG, cuyos 

niveles están aumentados en el embarazo y es producida por el blastocito, 

(Lopata and Oliva 1993). Además, como hemos comentado anteriormente, la 

población linfocitaria más abundante de la decidua son las dNK, por ello 

tratamos las DSC con dos citoquinas con función citotóxica que son producidas 
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por dichas células: TNF-α e IFN-γ. También estudiamos la IL-2 ya que, a pesar de 

que se encuentra en cantidad muy baja o no está presente en la decidua en 

condiciones normales (Jokhi et al. 1994, King et al. 1995), su aumento se ha 

relacionado con aborto espontáneo (Raghupathy 1997) y además comparte 

características estructurales y funcionales con la IL-15. Por todo ello, nos 

interesó conocer su comportamiento frente a la inducción de apoptosis en DSC.  

 

Por tanto, DSC no decidualizadas fueron incubadas con IL-2, IL-6, IL-10, IL-15, 

TRAIL, hCG, TNF-α, IFN-γ, o con una combinación de TNF-α e IFN-γ, durante 4 

días.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Apoptosis en DSC indiferenciadas en respuesta a diferentes factores de la decidua. 

Células DSC fueron tratadas durante 4 días con diferentes factores que pueden producir las 

DSC decidualizadas como IL-6 (2 µg/ml), IL-10 (10 ng/ml), IL-15 (20 ng/ml) y TRAIL (250 ng/ml) 

(izquierda) o con factores que pueden estar presentes en la decidua como IL-2 (100UI/ml), hCG 

(500 UI/ml), IFN-γ (50 ng/ml) y TNF-α (25 ng/ml) (derecha). La proporción de células en sub-G1 

se determinó mediante citometría de flujo. Las barras de error corresponden a la SD de tres 

experimentos independientes realizados con diferentes líneas celulares. La significación 

estadística se refiere a cada tratamiento con respecto a las células  no tratadas, *p<0,05. 

 

Como se puede observar en la figura 33, ninguno de los factores estudiados 

indujo apoptosis en células indiferenciadas, a excepción de la combinación de 

TNF-α e IFN-γ, que produjo un leve incremento estadísticamente significativo en 

el porcentaje de células en apoptosis.  
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Se ha descrito que IFN-γ y TNF-α sensibilizan a ESC a la apoptosis mediada por 

CD95, debido a que producen un aumento en la expresión de este receptor 

(Fluhr et al. 2007). Para comprobar si esto también ocurría en DSC, y habiendo 

demostrado previamente que las DSC indiferenciadas son resistentes a la 

apoptosis mediada por el anticuerpo anti-CD95 CH11 (Figura 16), tratamos las 

células durante 24 horas con IFN-γ y TNF-α. Tras este tiempo incubamos otras 

24 horas con CH11 a diferentes concentraciones y se determinó la apoptosis. 

Como ya habíamos demostrado previamente, el tratamiento con IFN-γ y TNF-α 

produjo una leve inducción de apoptosis, mientras que el CH11, por sí solo, no 

tuvo efecto sobre las DSC (Figura 34). Curiosamente, de cuatro líneas analizadas, 

el tratamiento con IFN-γ y TNF-α sensibilizó a la apoptosis inducida por CH11 en 

dos de las líneas, observándose un mayor porcentaje de células apoptóticas 

conforme aumentamos la concentración de CH11 (Figura 34A). Sin embargo, en 

las otras dos líneas estudiadas no encontramos sensibilización a la apoptosis 

mediada por CH11 (Figura 34B).  
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Figura 34. Sensibilización de DSC por IFN-γ y TNF-α a la apoptosis inducida por CH11. DSC 

fueron incubadas con IFN-γ (50 ng/ml) y TNF-α (25 ng/ml) durante 24 horas y a continuación se 

incubaron en ausencia o presencia de CH11 a las concentraciones indicadas otras 24 horas. 

Tras este tiempo se determinó la apoptosis mediante citometría de flujo analizando la fase 

sub-G1 del ciclo celular. (A) Representa la media de dos experimentos en los cuales IFN-γ y 

TNF-α sensibilizaron a las DSC a la inducción de apoptosis por CH11. (B) Representa la media 

de dos experimentos en los cuales no se observó sensibilización. 
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3.7. Efecto de la decidualización sobre células deciduales estromales 

recién obtenidas 

 

Con el fin de estudiar las DSC en un contexto más próximo a las condiciones 

fisiológicas, decidimos analizar las células inmediatamente tras su obtención, sin 

mantenerlas previamente en cultivo. Los resultados obtenidos los comparamos 

con los anteriormente descritos en líneas de DSC procedentes de cultivos 

celulares. Concretamente, nos centramos en el estudio de la producción de PRL 

y la muerte celular por apoptosis que presentaban las células frescas durante la 

decidualización.  

 

3.7.1. Producción de prolactina por células deciduales estromales frescas 

 

Para determinar el nivel de decidualización que presentan las DSC tras su 

obtención, las células recién obtenidas se cultivaron durante una noche y se 

determinó la producción de PRL, considerando dicha medida como día cero de 

tratamiento. Tras esta determinación, las células se cultivaron en presencia y 

ausencia de P4 y cAMP, y se midió la PRL producida a los 4 y 7 días de cultivo. 

Como se puede observar en la figura 35, las células DSC recién obtenidas, a 

diferencia de las líneas celulares de DSC establecidas mediante cultivo, fueron 

capaces de producir PRL a tiempo cero y a medida que aumentaba el tiempo de 

incubación, en ausencia de tratamiento, la capacidad de secreción de PRL fue 

disminuyendo aunque seguimos detectando una cierta producción hasta el día 7 

de cultivo. No obstante, las células DSC frescas tratadas con P4 y cAMP durante 

7 días, no solo produjeron PRL sino que la secretaron en niveles superiores a los 

producidos por las DSC decidualizadas procedentes de líneas de cultivo. 
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Figura 35. Producción de PRL por DSC frescas. DSC recién obtenidas se incubaron en presencia 

o en ausencia de P4 y cAMP durante 7 días. La cantidad de PRL producida se determinó 

mediante ELISA a día 0 de cultivo (tras adhesión al frasco de cultivo durante una noche) y a los 

días 4 y 7 de cultivo. Como control, se analizó la producción de PRL por parte de líneas de DSC 

establecidas en cultivo, tratadas durante 7 días en las mismas condiciones. Las barras de error 

corresponden a la SD de tres experimentos independientes realizados con diferentes líneas 

celulares, la significación estadística se refiere a las DSC (frescas o líneas establecidas) tratadas 

respecto a sus correspondientes controles sin tratar; también analizamos estadísticamente las 

células decidualizadas frescas con respecto a las procedentes de líneas de cultivo, *p<0,05, 

***p<0,001. 

 

A la vista de los resultados obtenidos prolongamos el tiempo de cultivo de las 

DSC frescas y se estudió la producción de PRL que presentan al decidualizarse a 

tiempos superiores. Para ello, se cultivaron con P4 y cAMP durante 17 días y se 

midió la producción de PRL a los 4, 7, 10, 14 y 17 días de tratamiento. Como se 

observa en la figura 36, las células incrementaron la producción de PRL hasta el 

día 10 de cultivo, tiempo tras el cual, la secreción disminuyó y tendió a 

estabilizarse hasta la última determinación que se realizó a día 17 de 

tratamiento. 
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Figura 36. Producción de PRL por DSC frescas a tiempo largos de tratamiento. DSC recién 

obtenidas se incubaron en presencia o en ausencia de P4 y cAMP durante 17 días. La cantidad 

de PRL producida se determinó mediante ELISA a los días 4, 7, 10, 14 y 17 de tratamiento. 

 

3.7.2. Apoptosis en células deciduales estromales recién obtenidas 

 

Para estudiar el comportamiento de las células frescas en relación con la 

inducción de apoptosis en cultivo, determinamos por citometría de flujo el 

porcentaje de DSC frescas en apoptosis tras incubación en presencia o no de P4 

y cAMP, a los días 0, 4, 7, 10, 14, 17, 21 y 28 de cultivo. Como se puede observar 

en la figura 37A, el porcentaje de células frescas decidualizadas en apoptosis fue 

estadísticamente significativo desde la primera determinación a los 4 días de 

tratamiento y se incrementó de forma progresiva hasta aproximadamente el día 

14, momento a partir del cual empezamos a observar una reducción en dicho 

porcentaje. Si comparamos la apoptosis de DSC frescas con la de DSC 

procedentes de líneas de cultivo, podemos observar como las células recién 

obtenidas resultaron más susceptibles a la apoptosis en los primeros 14 días de 

tratamiento, disminuyendo tras este tiempo la muerte celular hasta alcanzar 

niveles similares a los de las líneas de cultivo (Figura 37B). En base a estos 

resultados, decidimos aumentar el tiempo de cultivo para estudiar el 

comportamiento de las líneas establecidas de DSC a un tiempo más prolongado. 

Así, tratamos las líneas de DSC con P4 y cAMP durante 49 días determinando la 

apoptosis cada 7 días. Como se muestra en la figura 37C, al aumentar el tiempo 
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de decidualización se produjo una disminución de la apoptosis a partir del día 28 

de tratamiento, observándose una cierta estabilización del porcentaje de células 

en apoptosis en las dos últimas semanas de incubación. Estos resultados son 

similares a los obtenidos con DSC frescas, aunque éstas muestran una cinética 

de muerte más rápida que la de las líneas celulares de DSC. 
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Figura 37. Apoptosis de DSC frescas tratadas con factores que inducen decidualización. (A) 

DSC recién obtenidas se incubaron durante los tiempos indicados en ausencia (control) o 

presencia de P4 y cAMP (decidualizadas) durante 28 días. El porcentaje de células apoptóticas 

se determinó a los tiempos indicados mediante el análisis del pico sub-G1 del ciclo celular por 

citometría de flujo. (B) Se analizó de forma simultánea el porcentaje de células en apoptosis en 

líneas de DSC cultivadas en las mismas condiciones. (C) Se decidualizaron líneas de DSC en 

cultivo con P4 y cAMP hasta 49 días, determinando el porcentaje de células apoptóticas cada 7 

días. Las barras de error corresponden a la SD de tres experimentos independientes. La 

significación estadística en A y C, se refiere al análisis en cada punto de determinación de las 

células tratadas con P4 y cAMP respecto a su control, en  B se muestra la significación de las 

células DSC decidualizadas procedentes de líneas respecto a las DSC decidualizadas frescas. 

*p<0,05, ***p<0,001. 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

DSC no decidualizdas

DSC decidualizadas

%
 C

é
lu

la
s 

A
p

o
p

tó
ti

ca
s

Tiempo (días)

7 21 28 35 42 4914

*
*

****

**

*

*

C



 
 
 

 
 

  



 
 
 

 
 

  



 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DISCUSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 
 

 



DISCUSIÓN 
 
 

127 
 

La decidualización de las DSC en la decidua, es un proceso fundamental para el 

éxito del embarazo, se considera esencial para la implantación del blastocisto. 

Comienza a producirse en la fase secretora del ciclo menstrual con la 

decidualización de ESC, y si el embarazo se produce, las ESC continúan 

diferenciándose hacia DSC decidualizadas. 

 

Dada la importancia de la diferenciación de las DSC en el embarazo, en nuestro 

trabajo, hemos estudiado las características de este proceso usando como 

modelo líneas de DSC. Uno de los elementos básicos que determinamos son los 

niveles de PRL, ya que su presencia se considera como un marcador de 

decidualización. El cultivo de DSC con E, P4, o cAMP por separado o con una 

combinación de estos factores, indicó que el cAMP es el principal responsable 

de la decidualización puesto que fue el único factor capaz de inducir la 

producción de PRL por si mismo, mientras que el cultivo con P4 o E, indujeron 

niveles muy bajos de PRL. Aunque los tratamientos con P4 y cAMP o E, P4 y 

cAMP aumentaron la capacidad de producción PRL por las DSC, en comparación 

con el efecto del cAMP solo, el incremento no fue estadísticamente significativo 

(Figura 30). El cAMP es utilizado in vitro en la decidualización, porque en la 

decidualización in vivo, las concentraciones de este factor se elevan en las DSC 

como consecuencia de la acción de distintas hormonas presentes en el 

endometrio y/o decidua, como la RLX, CRH, PGE2 y hCG. cAMP refleja, por tanto, 

el efecto de todas estas hormonas. 

 

La decidualización de DSC con P4 y cAMP aumentó significativamente la 

secreción de PRL con el tiempo de cultivo hasta el día 14 y a partir de este 

momento, aunque las células siguieron aumentado la producción de PRL, el 

incremento fue menos intenso que en los primeros 14 días (Figura 30). 

 

Al cultivar DSC frescas (recién obtenidas), se observó que los controles 

cultivados en ausencia de factores de decidualización secretaban PRL, aunque 

esta capacidad fue disminuyendo progresivamente (Figura 35). En el caso de las 

células cultivadas con los factores decidualizantes, P4 y cAMP, incrementaron la 
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secreción de PRL a niveles superiores a los de las líneas celulares, pero fue 

disminuyendo esta capacidad a medida que avanzaba el tiempo de 

decidualización (Figura 35 y 36). Estos resultados se explican por la presencia 

probable de DSC decidualizadas en la preparación de DSC frescas, capaces de 

producir PRL en ausencia de factores decidualizantes, pero que pierden esta 

propiedad o mueren con el tiempo. Si estas DSC frescas se cultivan con P4 y 

cAMP, las DSC frescas decidualizadas probablemente contribuyen a la precoz y 

elevada producción de PRL en el día 7. La muerte de DSC frescas decidualizadas 

podría explicar la caída en le producción de PRL detectada en el día 14. 

 

El E es una hormona que está elevada en la fase proliferativa del ciclo 

menstrual, importante para la regeneración y remodelado del endometrio. Se 

ha descrito que el E podría ser responsable de la regeneración de las células 

endometriales al estimular la proliferación de las células progenitoras, debido a 

sus efectos mitogénicos (Razandi et al. 2003). 

 

En nuestros trabajo hemos estudiado el efecto del E, P4 y cAMP sobre la 

proliferación en las DSC, observando que P4 o E por sí solos no tenían ningún 

efecto sobre la proliferación, mientras que los tratamientos que llevaban cAMP 

pararon la proliferación de las DSC (Figura 8 A), por lo que el cAMP, además de 

ser el principal responsable de inducir la producción PRL, produce una parada 

de la proliferación en estas células. El cAMP tuvo los mismos efectos en la 

proliferación de ESC (Figura 8B). 

 

Puesto que las DSC proceden de las ESC y ambas células son el mismo tipo 

celular en dos situaciones funcionales diferentes, hemos comparado ambos 

tipos celulares. Tanto DSC como ESC presentaron una morfología alargada, 

similar a fibroblastos. En nuestro trabajo hemos demostrado que ambos tipos 

celulares presentaron un fenotipo semejante, con una expresión cercana al 

100% de CD10, CD73 y CD29, marcadores de células mesenquimales (Figura 1). 

Estos resultados han sido confirmados en trabajos llevados a cabo por otros 

grupos de investigación, en los cuales las DSC se obtuvieron de decidua de 
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primer trimestre de embarazo y las ESC procedieron de endometrio o sangre 

menstrual. Ambos tipos celulares tuvieron un fenotipo equivalente al 

encontrado en nuestras células (Dimitrov et al. 2008, Dimitrov et al. 2010, Meng 

et al. 2007). 

 

Sin embargo, encontramos diferencias entre DSC y ESC en la decidualización. En 

el estudio del fenotipo antigénico que presentaron las células al decidualizarse, 

se observó que las DSC diferenciadas disminuyeron la expresión de CD29, CD54 

y BAFF (Figura 3), mientras que en las ESC solo se produjo una leve disminución 

de CD29 (Figura 6), integrina (β1 integrina) implicada en adhesión celular, al 

igual que CD54/ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1). La disminución de 

estas dos moléculas podría contribuir a que estas células al decidualizarse 

pierdan adhesión celular y se vuelvan redondeadas. 

 

Además del cambio de fenotipo, hay que destacar la producción de PRL por 

parte de las ESC. Aunque estas células también se decidualizaron, como 

demuestra su capacidad para secretar PRL, su producción fue mucho menor que 

la producida por DSC, en las mismas condiciones de tratamiento y tiempo de 

decidualización (Figura 7). Además, ambos tipos celulares secretaron IL-15 al 

tratarlas con P4 y cAMP o E, P4 y cAMP aunque, una vez más, la secreción fue 

mayor por parte de las DSC, y, mientras que el E aumentó la secreción de IL-15 

en las DSC, no tuvo el mismo efecto en ESC, ya que la producción en presencia o 

ausencia de E fue similar (Figura 15). Por otra parte, observamos que la 

decidualización de estas células iba acompañada de un incremento en la 

apoptosis pero, al comparar este fenómeno en DSC y ESC, encontramos que las 

ESC mostraban menor sensibilidad a la inducción de apoptosis que las DSC 

(Figura 19). Todo ello apoya que las ESC son menos sensibles a la 

decidualización que las DSC. Aunque ambos tipos celulares están relacionados, 

las diferencias que hemos observado en la decidualización podrían residir en 

que las DSC han estado previamente in vivo, en una ambiente hormonal y de 

citoquinas entre 10 y 14 semanas; mientras que las ESC han estado menos de 4 

semanas. Los cambios hormonales que se producen en el embarazo y que 
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afectan por tanto a las DSC, podrían modular la capacidad de estas células para 

decidualizarse. 

 

Tanto DSC como ESC están en contacto con linfocitos en los tejidos y se cree que 

estas células participan en la regulación de las funciones inmunológicas de los 

mismos, especialmente de las células NK que son la clase mayoritaria de 

linfocitos en el endometrio y en la decidua. El número de linfocitos NK uterinos 

va aumentando progresivamente durante el ciclo menstrual, sobre todo en la 

fase secretora. Este incremento es más evidente durante el primer trimestre de 

embarazo, llegando a alcanzar los linfocitos dNK el 70% del total de la población 

linfocitaria. Las funciones de dNK están reguladas por hormonas, citoquinas y 

componentes celulares (Yagel 2009). 

 

Nuestros resultados han demostrado que las DSC protegen de la apoptosis 

espontánea a linfocitos NK y T procedentes de sangre periférica y a dNK (Figura 

10) y que dicha protección no es dependiente del contacto celular. También 

observamos que el co-cultivo de DSC con dNK y T deciduales inducía un 

incremento en la proliferación (Figura 12). Al co-cultivar ESC con linfocitos T 

procedentes de sangre menstrual se encontraron resultados similares, tanto en 

la protección frente a la apoptosis como en la inducción de proliferación (Figura 

13 y 14). 

 

Estos resultados indican que ESC y DSC deben secretar factores solubles, 

involucrados en la regulación de la apoptosis espontánea de linfocitos y en la 

proliferación. Se ha demostrado que las DSC y ESC producen citoquinas y otras 

moléculas biológicamente activas que podrían mediar en la supervivencia de 

linfocitos (Engert et al. 2007, Popovici et al. 2000). Entre todos los factores 

producidos por estas células, la IL-15 podría ser un posible candidato. 

 

Se ha descrito que la IL-15 estimula la proliferación de linfocitos NK, así como su 

capacidad para producir citoquinas (Carson et al. 1994, Verma et al. 2000). La IL-

15 está presente en el endometrio y en la decidua, y es producida por DSC y ESC 
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(Okada et al. 2000, Popovici et al. 2000, Verma et al. 2000). Esta citoquina 

aumenta durante el ciclo menstrual; los niveles mayores de mRNA de IL-15 se 

detectan en mitad de la fase secretora, (Okada et al. 2000) coincidiendo con el 

aumento de linfocitos NK que se observa en esta fase. Nuestros resultados han 

demostrado que las ESC y DSC producen IL-15 con la decidualización (Figura 15), 

su producción por estas células in vivo podría ser la causa de la proliferación 

observada de linfocitos NK durante la fase secretora del ciclo menstrual y en la 

decidua en el embarazo. Sin embargo, las DSC sin decidualizar producen niveles 

de IL-15 mucho menores que las decidualizadas, y las ESC indiferenciadas no 

secretan IL-15. Puesto que ambas, DSC y ESC no decidualizadas, también 

protegen a los linfocitos de la apoptosis espontánea e inducen proliferación, 

otros factores solubles deben estar implicados en dichos fenómenos, no siendo 

la IL-15 el único responsable. 

 

Por otra parte, hemos comprobado que los sobrenadantes procedentes de DSC 

decidualizadas inducían apoptosis en las propias DSC y en otras células 

relacionadas como las ESC y FDC (Figura 29), a pesar de que este sobrenadante 

protege de la apoptosis espontánea a los linfocitos deciduales (Figura 11). Este 

efecto protector puede deberse a la elevada cantidad de factores anti-

apoptóticos, como la IL-15, presentes en los sobrenadantes de las DSC 

decidualizadas, que podrían compensar el efecto de los factores pro-

apoptóticos que contienen los sobrenadantes. Otra posibilidad, a investigar, es 

que los linfocitos carezcan de receptores para los factores pro-apoptóticos. 

 

El endometrio humano es una capa celular muy dinámica que es sometida 

mensualmente a un remodelado y renovación del tejido. La apoptosis juega un 

papel esencial, ayudando a mantener la homeostasis celular durante el ciclo 

menstrual. Este proceso de muerte celular ha sido detectado en el endometrio 

de mujeres no embarazadas, durante la decidualización que empieza a 

producirse en la fase secretora del ciclo menstrual, así como en la 

menstruación. La apoptosis también está presente en la formación de la 

decidua, ya que la constitución de este tejido implica no solo proliferación y 
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diferenciación de DSC sino también una extensa regresión y reorganización del 

tejido decidual que va acompañada de muerte por apoptosis (Gu et al. 1994). 

 

Así, la apoptosis juega un papel fundamental regulando el remodelado de la 

decidua durante procesos tan primordiales como la implantación, la controlada 

invasión del trofoblasto y la decidualización. A pesar de la importancia de la 

apoptosis decidual para el éxito del embarazo, su causa no es aún conocida, la 

regresión del tejido decidual ocurre de igual modo con la implantación del 

blastocisto o con estímulos artificiales que impliquen decidualización del útero 

de ratón, lo que sugiere que las señales de muerte celular podrían ser un 

mecanismo regulado por las hormonas maternas que puedan proceder incluso 

de la misma decidua (Welsh 1993), ya que este tejido expresa un gran número 

de hormonas y citoquinas que podrían ser candidatos responsables de la 

muerte celular. 

 

Los resultados obtenidos de decidualización de DSC nos muestran como las 

células, a medida que van diferenciándose, van muriendo progresivamente por 

apoptosis conforme avanza el tiempo de decidualización (Figura 18). El cAMP 

parece ser el principal responsable en la apoptosis detectada, ya que su 

presencia indujo apoptosis sobre DSC, mientras que ni P4 ni E por separado 

fueron capaces de inducir muerte celular, lo que sugiere que una posible causa 

de la apoptosis observada en la decidua durante el embarazo podría ser la 

propia diferenciación de las DSC por la P4 y otras hormonas que elevan las 

concentraciones de cAMP, como la RLX, CRH, PGE2 y hCG cuya fuente es 

principalmente materna, aunque también podrían proceder del trofoblasto, 

como en el caso de hCG. 

 

Curiosamente, al añadir E al tratamiento con P4 y cAMP aumentó la muerte 

celular con respecto a la inducción de apoptosis por el cAMP. Se ha descrito que 

el E aumenta la expresión de PR (Bulun et al. 2010). En la endometriosis, 

patología asociada con una menor sensibilidad de las células a la apoptosis, se 

sabe que la expresión de PR es menor (Attia et al. 2000, Bulun et al. 2010), por 
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lo que el incremento de apoptosis observado en nuestras células al tratarlas con 

E, podría ser debido a la regulación de los PR. De hecho, nosotros hemos 

observado el aumento en la expresión de PR en respuesta a la decidualización 

con P4 y cAMP. Sin embargo, otros autores han descrito que la decidualización 

requiere una disminución de los niveles de PR (Brosens et al. 1999). 

 

La apoptosis observada iba aumentando hasta alcanzar el mayor porcentaje de 

muerte celular alrededor del día 28 de tratamiento, tiempo tras el cual se 

estabilizaba en las líneas de DSC o incluso disminuía, lo que sugiere que en 

nuestras líneas, con el tiempo, aparecen DSC resistentes a la apoptosis. 

Resultados similares fueron obtenidos cuando decidualizamos las DSC frescas, 

aunque el pico de apoptosis fue más precoz, de modo que la apoptosis fue 

incrementando hasta los 14 días de tratamiento y a partir de este tiempo 

disminuyó y se estabilizó (Figura 37). Esta precocidad en la apoptosis de DSC 

frescas fue probablemente debida a la presencia de células ya decidualizadas en 

los cultivos de células frescas, pero tanto en líneas DSC como en cultivos de DSC 

frescas nuestros resultados demuestran una relación entre el proceso de 

decidualización y la apoptosis. 

 

Otros grupos de investigación han publicado que en el embarazo el porcentaje 

de DSC que expresa mRNA para PRL aumenta progresivamente desde 9,8%, en 

el embarazo temprano, hasta 57,8% en el embarazo a término, lo que nos lleva 

a pensar que a lo largo de la gestación una subpoblación de células DSC 

indiferenciadas persiste en la decidua hasta el final del embarazo (Christian et 

al. 2002). Algo equivalente podría ocurrir en nuestras líneas celulares, en 

nuestros cultivos celulares existirían diferentes poblaciones de DSC en 

diferentes estados de diferenciación, incluida una población más indiferenciada 

y tal vez más susceptible a la apoptosis, puesto que, como hemos demostrado, 

las células DSC no decidualizadas son sensibles al sobrenadante de cultivo de las 

decidualizadas (Figura 28). Las células que permanecen sin sufrir apoptosis a 

tiempos largos de cultivo serían entonces las más diferenciadas, o por el 

contrario, células que a lo largo del proceso de decidualización se hacen 
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resistentes a la inducción de muerte celular independientemente de su estadio 

de diferenciación. Sería interesante llevar a cabo nuevos experimentos de 

inducción de apoptosis y producción de PRL a tiempos más largos para 

corroborar estas hipótesis. 

 

Para conocer la vía de inducción de apoptosis que podría estar activándose en la 

decidualización de DSC, se analizaron diversas proteínas pro- y anti-apoptóticas 

que intervienen tanto en la ruta extrínseca como intrínseca de apoptosis, así 

como la activación de caspasas. Observamos una disminución de proteínas anti-

apoptóticas como BclxL, cFlip y XIAP en células DSC decidualizadas (Figura 22), lo 

que podría explicar que en estas células se estuviera induciendo apoptosis. Sin 

embargo, en el ensayo de PCR-array no encontramos regulación de los genes 

BclxL y XIAP, y encontramos un incremento de cFLIP (Tabla 1), lo que nos podría 

indicar que las reducciones observadas a nivel de proteína pudieran ser debidas 

a que éstas se estuvieran cortando, degradando o sufriendo algún tipo de 

regulación postraduccional. En cuanto a las proteínas pro-apoptóticas 

estudiadas, encontramos un aumento en la expresión de Bim (Figura 23 A), 

desde la primera determinación a los 7 días de tratamiento, regulación que fue 

confirmada por el ensayo de PCR-array lo que nos puede indicar que es una 

proteína importante para la inducción de apoptosis observada en DSC 

decidualizadas. Además, otros autores han descrito que esta proteína aumenta 

su expresión en ESC cuando se tratan con P4 y cAMP, aunque en sus resultados 

observan una mayor apoptosis e incremento de Bim cuando cultivan las células 

con P4 y cAMP durante 3 días y a continuación retiran la P4 durante 24 horas 

(Labied et al. 2006). Apaf-1 fue otra proteína pro-apoptótica para la cual se 

observó, en este caso, una disminución en la expresión en DSC decidualizadas, 

tanto a nivel de proteína como en el ensayo de PCR-array (Figura 23, Tabla 1). 

Las otras proteínas pro-apoptóticas estudiadas, Bax y Bid presentaron una 

disminución de su expresión a nivel de proteína (Figura 23), pero no se 

correlacionó con una regulación a nivel de mRNA sugiriendo, como en el caso de 

las anti-apoptóticas antes mencionadas, posibles procesamientos de la proteína 

o cambios postraduccionales. 
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Uno de los genes pro-apoptóticos cuya expresión disminuyó muy 

significativamente a nivel de mRNA en las células decidualizadas, aunque no se 

determinó a nivel de proteína, fue HRK (Tabla 1). EL gen HRK codifica la proteína 

Harakiri o PD5 que pertenece a la familia de Bcl-2. Es un miembro de los 

denominados “solo-BH3“ y se ha descrito que induce apoptosis interaccionando 

con miembros anti-apoptóticos como Bcl-2 y BclxL, facilitando así la activación 

mitocondrial. La disminución de proteínas pro-apoptóticas en células 

decidualizadas que se encuentran en apoptosis, que en un principio podría 

resultar contradictorio, podría ser explicada si tenemos en cuenta que en las 

líneas celulares que tenemos en cultivo parecen co-existir diferentes 

poblaciones de células con distinta sensibilidad a la decidualización y también a 

la apoptosis. Como hemos comentado anteriormente, las células que 

permanecen en el cultivo a lo largo del tiempo, que podrían ser la más 

diferenciadas, serían más resistentes a la muerte celular debido a una menor 

expresión de proteínas pro-apoptóticas. 

 

En cuanto al análisis de las caspasas implicadas en la muerte celular, se observó 

la activación de la caspasa-3, puesto que se detectó una disminución en los 

niveles de la forma intacta inactiva, al mismo tiempo que la aparición del 

fragmento correspondiente a la caspasa-3 activada (Figura 21). Curiosamente, 

en el estudio de la expresión génica encontramos también una disminución en 

los niveles de mRNA de caspasa-3 (Tabla 1). En lo que se refiere a la caspasa-9, 

no encontramos cambios en la expresión ni a nivel de proteína ni de mRNA. Sin 

embargo, aunque no hubo regulación a nivel de mRNA, se observó una 

disminución de la caspasa-8 intacta a nivel de proteína (Figura 21, Tabla 1), lo 

que podría indicar que se estuviera cortando y el fragmento se hubiera 

degradado, ya que en el diseño de nuestros experimentos hemos detectado las 

proteínas cada 7 días de tratamiento y en el transcurso de este tiempo se 

pueden perder por degradación los productos de activación de las caspasas. La 

disminución de la caspasa-8 y de cFlip, junto con la activación caspasa-3, sugiere 

que en el mecanismo de apoptosis podría estar implicada la vía extrínseca 

aunque, por otro lado, el aumento de la expresión de Bim sugiere la activación 
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de la vía intrínseca de apoptosis. En realidad, ambas vías podrían estar 

implicadas en la inducción de apoptosis ya que una proteína que conecta dichas 

vías es Bid y nosotros hemos observado un detrimento de Bid en DSC 

decidualizadas que podría deberse a que esta proteína se ha cortado generando 

así su forma truncada activa. Sin embargo, es necesario un estudio más 

profundo para concluir sobre el mecanismo de muerte celular que presentan las 

DSC decidualizadas. 

 

En nuestro trabajo hemos observado como los sobrenadantes que producen las 

DSC decidualizadas son capaces de inducir apoptosis sobre DSC, ESC y FDC 

indiferenciadas (Figura 29), lo que indica que factores secretados en la 

decidualización de DSC podrían ser los responsables de la inducción de 

apoptosis. La decidualización de ESC y DSC implica un cambio en el patrón de 

enzimas intracelulares, factores de crecimiento, citoquinas y sus receptores e 

inducción de moduladores de apoptosis y factores de transcripción específicos 

de la decidualización (Engert et al. 2007, Popovici et al. 2000). En nuestro 

estudio nos hemos centrado en el posible efecto apoptótico que podrían tener 

FasL, IL-6, IL-10, IL-15, TNF-, IFN-, TRAIL y PRL. 

 

El sistema Fas/FasL representa una de las principales vías para la inducción de 

apoptosis (Nagata 1994). La expresión de estas moléculas ha sido demostrada 

en el endometrio humano, receptor y ligando están presentes a lo largo del ciclo 

menstrual (Yamashita et al. 1999). Fas es expresado por ESC humanas y FasL es 

secretado por el embrión en la interfase materno-fetal. Este sistema es uno de 

los principales efectores en células T citotóxicas y NK y parece que juega un 

importante papel en el mantenimiento del privilegio inmunitario en la interfase 

materno-fetal. 

 

Las DSC indiferenciadas fueron muy resistentes a diferentes inductores de 

apoptosis, entre ellos el anticuerpo agonista anti-Fas, CH11 (Figura 16). A pesar 

de la función clásica de inducir apoptosis del sistema Fas/FasL, recientemente se 

ha demostrado que FasL puede inducir la producción de citoquinas en ESC 
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indiferenciadas y decidualizadas (Fluhr et al. 2011), por lo que el papel de 

Fas/FasL en las células DSC podría ser modular el ambiente endometrial y 

decidual, favoreciendo la implantación de embrión. Sin embargo, en nuestros 

resultados encontramos que las células DSC decidualizadas fueron sensibles a la 

apoptosis por CH11 (Figura 26). Estos resultados son contrarios a otros 

previamente publicados en los cuales, las ESC resultaron resistentes a FasL 

independientemente de su estado de diferenciación (Fluhr et al. 2007). Las 

diferencias observadas pueden radicar en que sus experimentos se realizaron 

con ESC que, como hemos demostrado, parecen más resistentes a la 

decidualización y apoptosis. Además, las ESC se trataron con P4 y E durante 9 

días, a diferencia de nuestros experimentos, en los cuales las DSC se 

decidualizaron con P4 y cAMP durante 18 días y, como hemos demostrado, el 

cAMP ejerce un papel fundamental durante el proceso de decidualización (Fluhr 

et al. 2007). La diferente sensibilidad a la apoptosis inducida por CH11 que 

presentan las DSC no decidualizadas y decidualizadas podría deberse a la 

disminución en la expresión de cFLIP en las DSC diferenciadas. cFLIP es una 

proteína anti-apoptótica inhibidora de la activación de caspasa-8 por lo que la 

alta expresión de esta proteína en las células no decidualizadas puede ser 

responsable de la resistencia a la apoptosis al impedir la activación de la vía 

extrínseca  implicada en la inducción de muerte celular por CH11. 

 

Al estudiar los receptores para Fas, encontramos que las células indiferenciadas 

expresaban altos niveles del receptor en su superficie, sin embargo las DSC 

decidualizadas presentaron una disminución en la expresión de este receptor 

(Figura 27), lo que podría responder a un mecanismo de autorregulación, para 

contrarrestar la posible inducción de apoptosis debida a FasL. Sin embargo, en 

el estudio de PCR-array no se encontró una regulación de Fas por lo que la 

disminución observada a nivel de proteína podría ser debida a que el receptor 

se estuviera internalizando en endosomas al unirse a su ligando. Por otra parte, 

resultados previos de nuestro grupo demostraron que sólo un 40% de las líneas 

de DSC expresan FasL y en la mayor parte de ellas la expresión es muy baja (de 

alrededor de un 10%) (Blanco et al. 2009). En el ensayo de PCR-array no hemos 
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detectado variaciones en la expresión de FasL, encontrando una Ct muy elevada 

de alrededor de 37, lo que nos podría indicar que DSC decidualizadas tampoco 

producen FasL. Sin embargo, otros grupos de investigación han publicado que 

ESC no solo expresan Fas y FasL, sino que aumenta la expresión de FasL al 

tratarlas con P4 y E (Selam et al. 2001), por lo que sería interesante analizar este 

ligando a nivel de proteína y en un número más elevado de muestras de DSC 

decidualizadas para confirmar nuestros resultados. 

 

En el estudio sobre la posible inducción de apoptosis por las citoquinas 

producidas por DSC, como IL-6, IL-15 e IL-10, no se observó ningún efecto 

(Figura 33). Cabe destacar el efecto apoptótico de TNF-α e IFN-γ sobre DSC 

indiferenciadas. Estas citoquinas son producidas por dNK, la clase más 

abundante de linfocitos en la decidua. Además hemos comprobado que, al 

menos en la mitad de las líneas estudiadas, la combinación de dichas citoquinas 

sensibiliza a la apoptosis mediada por CH11 (Figura 34), por lo que dNK podrían 

contribuir a la apoptosis observada en la decidua. La diferencia encontrada en la 

sensibilidad a la apoptosis de las distintas líneas puede deberse a la variabilidad 

entre líneas de DSC, ya que son células procedentes de cultivos primarios, y su 

distinta sensibilidad a CH11 podría deberse a diferencias de expresión de cFLIP. 

 

Otro posible candidato de inducir apoptosis en DSC podría ser TRAIL o APO-2L, 

ligando de muerte miembro de la superfamilia de TNF que induce apoptosis 

uniéndose a sus receptores de muerte, TRAIL-R1 (DR4) y TRAIL-R2 (DR5). El 

papel del sistema TRAIL/TRAIL-R en el embarazo no ha sido todavía totalmente 

esclarecido, se sabe que puede inducir muerte celular en linfocitos activados y 

por tanto contribuir a establecer un privilegio inmunológico durante el 

embarazo (Nagata 1997, Van Parijs and Abbas 1998). Por ello TRAIL, al igual que 

FasL, secretado por el trofoblasto, protegería a este del ataque inmunológico 

(Bai et al. 2009). Además se ha descrito que TRAIL puede ser expresado por el 

trofoblasto y al igual que FasL puede tener un papel no apoptótico sobre ESC, ya 

que puede regular diferentes citoquinas secretadas por ESC modulando el 

microambiente en la interfase materno-fetal (Fluhr et al. 2009). Nuestros 
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resultados de PCR-array nos muestran una regulación de TRAIL, de manera que 

aumenta en las DSC decidualizadas (Tabla 1), lo que nos sugirió que TRAIL 

liberado al sobrenadante podría contribuir a la inducción de apoptosis en dichas 

células y en las células indiferenciadas. Sin embargo, cuando las DSC se 

cultivaron en presencia de TRAIL, no observamos inducción de apoptosis sobre 

DSC indiferenciadas (Figura 33). Nuestros datos se corresponden con los de 

otros autores que tampoco han visto inducción de apoptosis con TRAIL en ESC 

(Fluhr et al. 2009). Por otro lado, se han detectado en el ensayo de PCR-array 

altos niveles de OPG, la cual se ha descrito como un factor de supervivencia en 

varios tipos celulares (Holen et al. 2002, Malyankar et al. 2000, Shipman and 

Croucher 2003). La OPG es un receptor soluble de TRAIL que antagoniza el 

efecto apoptótico de este ligando, al bloquear su unión a los receptores de 

muerte. Por tanto, los elevados niveles de OPG en las DSC indiferenciadas y 

decidualizadas podrían explicar el mecanismo por el cual dichas células serían 

resistentes a TRAIL liberado al sobrenadante. Además, se ha observado que en 

la endometriosis, patología asociada a una pérdida en la sensibilidad a la 

apoptosis de las células endometriales, la expresión de OPG está aumentada 

(Harada et al. 2004). También se han observado cantidades elevadas de OPG en 

las membranas gestacionales, lo que podría proteger a las células contra los 

efectos apoptóticos de TRAIL (Lonergan et al. 2003). 

 

En mayor detalle hemos analizado el posible efecto apoptótico de la PRL. Esta 

hormona es considerada una hormona multifuncional ya que tiene funciones 

reproductivas, metabólicas y también puede estar implicada en tumorogénesis 

(Ben-Jonathan et al. 2008). La PRL se eleva durante el embarazo, tanto en el 

suero materno como en la circulación fetal. Una fuente importante de 

producción de PRL en el embarazo es la decidua, de hecho es la principal 

proteína sintetizada y secretada durante la decidualización de las DSC y su 

expresión es detectable en el endometrio desde la fase secretora del ciclo 

menstrual, persistiendo en la implantación hasta el final del embarazo. La PRL 

que produce la decidua se acumula en el fluido amniótico, alcanzando el 

máximo nivel (4000-5000ng/ml) entre la semana 16 y 22 de gestación, y 
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reduciéndose progresivamente hasta el final del embarazo (Ben-Jonathan et al. 

2008). A pesar de la presencia de PRL en el embarazo, se conoce poco sobre sus 

funciones en la decidua. Parece que la PRL puede regular la invasión del 

trofoblasto ya que se ha visto que el sincitiotrofoblasto expresa receptores para 

PRL y que ésta puede tener efectos mitogénicos sobre él (Jabbour and Critchley 

2001). Además de facilitar la adhesión, invasión y crecimiento del trofoblasto, 

regula la angiogénesis, modula la supervivencia de linfocitos NK, inhibe la 

contractilidad del miometrio y previene el rechazo del feto (Ben-Jonathan et al. 

2008). En relación con estas funciones, es posible que la PRL secretada por las 

DSC decidualizadas esté implicada en el efecto protector o de supervivencia que 

ejercen los sobrenadantes procedentes de dichas células sobre los linfocitos 

deciduales. Aunque, por supuesto, otros factores producidos en general por 

DSC, de forma independiente de su estado de diferenciación, deben estar 

implicados en dicho efecto puesto que también lo ejercen las DSC 

indiferenciadas. 

 

Aunque a la PRL se le atribuyan funciones proliferativas sobre distintas células, 

también se ha relacionado con inducción de apoptosis en algunos modelos. Se 

ha descrito que la PRL induce apoptosis en la línea celular humana LNCaP de 

adenocarcinoma de próstata que responde a andrógenos (Giuffrida et al. 2010). 

También induce apoptosis en el cuerpo lúteo de ratas, apoptosis que se 

incrementa aún más al añadir P4 (Gaytan et al. 2000). Además, se ha 

comprobado que la PRL fosforilada induce apoptosis en células endoteliales 

(Ueda et al. 2006). 

 

De forma general, el patrón de producción de PRL en las líneas celulares de DSC 

decidualizadas se puede co-relacionar con el incremento de apoptosis. Como 

hemos demostrado, el tratamiento con P4 y cAMP induce un incremento en la 

producción de PRL a medida que avanza el tiempo de cultivo, siendo 

estadísticamente significativo dicho aumento entre los 7 y 14 días (Figura 30) lo 

que coincide con el incremento significativo de la apoptosis inducida en estas 

mismas células, aunque en este caso el aumento con el tiempo de cultivo fue 
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significativo hasta los 21 días de tratamiento (Figura 18). Además, se detectó un 

leve aumento en los niveles de PRL al añadir E al tratamiento de decidualización 

con P4 y cAMP, que de nuevo coincidió con un aumento estadísticamente 

significativo de apoptosis hasta los 21 días de decidualización. Por otra parte, los 

resultados de producción de PRL de DSC frescas, recién obtenidas, nos indican 

que éstas producen PRL en respuesta a la decidualización con una cinética más 

rápida que las líneas celulares establecidas (Figuras 30, 35 y 36), y también 

fueron más susceptibles a la inducción de apoptosis en los primeros días de 

tratamiento con P4 y cAMP (Figura 37), es decir, que también en DSC frescas se 

observó una correlación entre los tiempos de mayor producción de PRL y mayor 

inducción de muerte celular. 

 

Esta relación entre el aumento de PRL y la apoptosis detectada, junto con el 

hecho de que los sobrenadantes de las células decidualizadas, que contenían 

PRL, indujeran apoptosis en células no decidualizadas, nos llevaron a plantear si 

la PRL pudiera tener algún papel relevante en la inducción de apoptosis que se 

produce durante la decidualización. Además, cuando se decidualizaron las ESC 

presentaron una menor producción de PRL (Figura 7), que también se 

correlacionó con una menor inducción de apoptosis (Figura 19). A pesar de 

estos indicios, la PRL por sí sola no fue suficiente para inducir apoptosis sobre 

DSC indiferenciadas (Figura 32A). Sin embargo, el hecho de que la muerte 

celular inducida por los sobrenadantes de DSC decidualizadas disminuya, 

aunque no se inhiba completamente, al bloquear los receptores de PRL, y que 

se produzca un aumento de la apoptosis al añadir PRL a células decidualizadas, 

así como a DSC indiferenciadas incubadas con los sobrenadantes de DSC 

decidualizadas (Figuras 31 y 32), sugiere que la PRL podría estar contribuyendo 

a la apoptosis observada en las DSC durante la decidualización, aunque no es 

suficiente para iniciar por sí sola este proceso de muerte celular. Por tanto, debe 

haber otros factores secretados por las DSC decidualizadas al sobrenadante que 

podrían contribuir a la inducción de apoptosis.  
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En general, los factores anteriormente comentados que son producidos, o 

podrían serlo, por las DSC decidualizadas, como IL-6, IL-15, IL-10, FasL, TRAIL y 

PRL, podrían liberarse al sobrenadante y estar contribuyendo a la apoptosis en 

la decidualización de las DSC, además de ser los responsables de la muerte 

celular inducida por los sobrenadantes de DSC decidualizadas sobre DSC, ESC o 

FDC indiferenciadas. Sin embargo, hemos visto que el tratamiento con dichos 

factores por separado no induce apoptosis en células DSC indiferenciadas, por lo 

que nosotros especulamos que son diversos factores producidos por DSC 

decidualizadas y acumulados en el medio, los responsables de la muerte celular 

inducida sobre ellas mismas o sobre otras células indiferenciadas. 
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1. ESC and DSC are phenotypic and functionally equivalent, although ESC are 

less sensitive to the effects of decidualization. 

 

2. ESC and DSC protects lymphocytes from spontaneous apoptosis by the 

secretion of soluble factors. 

 

3. In DSC, decidualization regulates the antigenic phenotype, inhibits cell 

proliferation and induces apoptosis. cAMP is a key factor in the two latter 

changes.  

 

4. Decidualization changes the balance between pro- and anti-apoptotic 

proteins. 

 

5. The factors responsible for the apoptosis are soluble factors, prolactin among 

them, that are secreted by decidualized DSC. 
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Human decidual stromal cells (DSC) have been shown to be involved in different immune functions that
may be relevant for the relationship between the mother and fetus and hence for successful pregnancy.
The expression of death ligands by fetal trophoblast and maternal decidual cells has been proposed as
a mechanism for the establishment of materno-fetal immunotolerance. This study intended to elucidate
the interrelations between DSC and lymphocytes. We analyzed the expression and function of death
receptors and ligands in DSC maintained in culture. These DSC lines expressed CD95 and TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor-2 (TRAIL-R2), although they were resistant to death receptor-medi-
ated apoptosis. Regarding the expression of CD95L and TRAIL, it was variable among DSC lines although
none of them induced apoptosis in death ligand-sensitive Jurkat T cells. Interestingly, most of the DSC
lines, as well as fresh DSC, reduced apoptosis in Jurkat cells induced by anti-CD95 antibody and
recombinant TRAIL. The protective effect of DSC was observed when they were co-cultured with Jurkat
cells in Transwell plates, indicating that DSC may produce soluble factors of importance for lymphocyte
survival. Moreover, the viability of peripheral blood lymphocytes and decidual lymphocytes was
improved when co-cultured with DSC. Our results suggest that DSC, far from inducing apoptosis, may be
relevant in the regulation of lymphocyte survival at the materno-fetal interface.

� 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Successful pregnancy has been considered an example of sem-
iallogeneic graft acceptance in which the fetus is protected from the
mother’s immune system. Immunological interrelations between
the mother and fetus during pregnancy are believed to take place in
the decidua, the maternal tissue in closest contact with the fetal
trophoblast. The main cellular components of the decidua are
decidual stromal cells (DSC), counterparts of endometrial stromal
cells in the nongestating endometrium. These cells comprise
a distinctive class whose origin and lineage remained unknown
until recently. We have been able to isolate and maintain highly
purified cultures of DSC, which has allowed us to demonstrate that
human DSC are related to mesenchymal stem cells [1], and that
their morphology, phenotype and functions are similar to those of
myofibroblasts [2–4] and follicular dendritic cells [5].

Apoptosis is an active form of cell death that plays a funda-
mental role in normal development, tissue homeostasis and path-
ological situations. Apoptosis is also involved in the establishment
25; fax: þ34 958 249015.

to this work.

All rights reserved.
of immune tolerance [6]. The CD95/Fas receptor, a member of the
tumor necrosis factor/nerve growth factor (TNF/NGF) receptor
superfamily, is a potent inducer of apoptosis in the immune system
upon interaction with its natural ligand CD95L/FasL, a type II
integral membrane protein homologous to TNF-a [7,8]. Several
studies have demonstrated the importance of the CD95/CD95L
system in the maintenance of immune-privileged sites such as the
eye and testis [9]. Moreover, CD95L has been suggested to be
involved in the survival mechanisms that allow the semiallogeneic
embryo or fetus to reside safely within the mother [10,11]. These
studies proposed that CD95L expressed on the surface of fetal
trophoblast cells can induce apoptotic signalling in the CD95-
expressing leukocyte population of the materno-fetal interface,
which consists mainly of uterine NK cells, T lymphocytes and
macrophages [12]. More recently, however, it has been shown that
first trimester syncytiotrophoblast cells express a cytoplasmic form
of CD95L, stored in microvesicles and secreted as exosomes, which
is able to induce apoptosis in CD95-bearing immune cells [13,14].
Phosphorylation and mono-ubiquitilation signals regulated by
a prolin-rich domain in the cytoplasmic tail of CD95L are respon-
sible for its sorting into vesicles of secretory lisosomes [15,16]. TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL/APO-2L) is another death
ligand of the TNF superfamily that induces apoptosis upon binding
to its death domain-containing receptors TRAIL-R1 and TRAIL-R2.

mailto:mcarmenr@ugr.es
www.sciencedirect.com/science/journal/01434004
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Like CD95/CD95L, the TRAIL/TRAIL receptors system is also
expressed in the human placenta and thus may contribute to the
establishment of immune privilege during pregnancy [17,18].

Decidual stromal cells exert different immune activities that
appear to be of relevance in the immunological cross-talk between
the mother and the fetus, and that may contribute to the final
outcome of pregnancy [19–21]. However, the role of DSC in
maternal immunotolerance is not completely understood. Different
authors have reported the expression of CD95L on maternal DSC as
well as their ability to induce apoptosis on CD95-bearing leuko-
cytes [22–24]. In contrast, a proliferative and anti-apoptotic effect
has been described for DSC on uterine NK cells [25]. Moreover, it
has been suggested that decidual leukocytes fail to undergo
apoptosis in early pregnancy; this raises questions about the
contribution of CD95L-expressing decidual and fetal trophoblast
cells to the maintenance of immune privilege at the materno-fetal
interface [26]. The present study was designed to clarify the
interrelations between DSC and lymphocytes. To this end we
determined the expression of death receptors and death ligands in
DSC. In addition, we analyzed the sensitivity of DSC to death
receptor-mediated apoptosis as well as their ability to induce
apoptosis in lymphocytes. Our results demonstrate that DSC are
highly resistant to the induction of apoptosis. Moreover, they are
not able to induce apoptosis in lymphocytes, but instead appear to
protect them from apoptosis.

2. Materials and methods

2.1. Decidual stromal cell isolation and culture

Seventeen samples from elective vaginal terminations of first trimester preg-
nancy (6–11 weeks) from healthy patients aged 20–30 years were used. We
excluded women receiving any medication or with infectious, autoimmune, or other
systemic or local diseases. None of the abortions was pharmacologically induced.
The specimens were obtained by vaginal curettage at the Clı́nica El Sur in Málaga or
the Clı́nica Ginegranada in Granada. Informed consent was obtained from each
patient. The research and ethics committee of the Hospital Universitario San Cecilio
in Granada approved this study.

DSC lines were established as previously described [19,20]. Purity was
confirmed using flow cytometry to detect the co-expression of CD10 and CD29, and
the lack of CD45 (which identifies leukocytes) and cytokeratin (which detects
epithelial cells and trophoblast) by 95%–100% of DSC [1–3]. With this procedure we
obtained 17 finite DSC lines that were assigned individual names. In Opti-MEM
medium (Invitrogen, Paisley, UK) with 3% FCS, cell lines proliferated for 8–12 weeks
before extinction. In this and other low-containing FCS media, DSC showed stable
antigen phenotype and functional activities [1–4].

Fresh DSC were isolated as reported previously [19]. In brief, decidual tissue was
washed in Ca2þ/Mg2þ-free PBS and minced between two scalpels in a small volume
of RPMI 1640 medium containing 10% FCS. The cell suspension was filtered through
sterile gauze, washed and incubated with 5 mg/ml collagenase for 15 min. After
adding RPMI-FCS and left to settle, the supernatant was collected, centrifuged, and
resuspended in RPMI-FCS. This suspension was centrifuged at 650g for 30 min over
a discontinuous Percoll gradient (20 and 30%, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Sweden) and DSC were then collected, washed and incubated for 6 h to allow their
adhesion to the plate. Cells in the supernatant were then discarded leaving the
adherent cells, which were mainly DSC.

2.2. Lymphocytes isolation and culture

For the extraction of decidual lymphocytes, decidual fragments from samples
obtained as described above were finely minced in a small volume of RPMI 1640
and then pushed through a 53-microm sieve (Gallenkamp, Loughborough, UK).
The resultant cell suspension was washed with RPMI and centrifuged on Ficoll–
Paque at room temperature for 20 min at 600g. The cells were collected from the
interface, washed and suspended in complete culture medium (RPMI 1640, 10%
FCS, 100 U/ml penicillin, and 50 g/ml gentamicin), and incubated for 2 h at 37 �C in
an atmosphere of 5% CO2 to allow adherent cells to attach to the plastic. The
supernatant containing decidual lymphocytes was then collected, purity was
confirmed by flow cytometry (>90% CD45þ) and the cells were washed and
incubated as indicated.

To obtain peripheral blood lymphocytes (PBLs) blood samples were taken from
healthy volunteers aged 20–35 years. Peripheral blood mononuclear cells were
prepared by Ficoll–Paque density gradient centrifugation and adherent monocytes
were depleted by culture on plastic dishes for 1 h at 37 �C. Purity of lymphocytes
was determined by flow cytometry (>95% CD45þ). PBLs were then incubated in
complete culture medium for 6 days before being used for experiments as
indicated.

Decidual NK cells were isolated from decidual lymphocytes by successively
using an anti-CD56 antibody (mouse IgG, Invitrogen), a goat anti-mouse IgG
MicroBeads and magnetic separation columns (Miltenyi Biotec, GmbH). Similarly,
peripheral NK cells were purified from PBL and, after magnetic separation, the
negative fraction was further processed to isolate T lymphocytes by negative
selection with an indirect magnetic labelling system consisting of a cocktail of
biotin-conjugated antibodies against CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, and
CD235a (Human Pan T Cells Isolation Kit II, Miltenyi Biotec, GmbH). Purity of NK cells
and T cells was >90% CD56þ and CD3þ as determined by flow cytometry. Purified
lymphocyte subpopulations were resuspended in Opti-MEM medium with 3% FCS
and incubated as indicated.

2.3. Tumor cell lines

The Jurkat human leukemic T cell line and the SKBR3 human breast carcinoma
cell line were maintained in culture in RPMI 1640 medium with 10% FCS, L-gluta-
mine, penicillin and streptomycin at 37 �C in a humidified 5% CO2, 95% air incubator.

2.4. Reagents and antibodies

Mouse monoclonal antibodies to human CD95 (FITC-conjugated) and CD95L
(clone Alf-2.1, R-phycoerythrin-conjugated) were obtained from Caltag Laboratories
(Burlingame, CA). Mouse anti-human TRAIL and TRAIL receptor antibodies were
purchased from Alexis Biochemicals (San Diego, CA). CH11 mAb (IgM) reacting with
CD95 was from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Human recombinant TRAIL
was prepared as described previously [27]. Doxorubicin and valproic acid were from
Sigma–Aldrich (St. Louis, MO).

2.5. Flow cytometry analysis of surface and intracellular molecules

Cultured DSC were detached from the culture flask by treatment with 0.04%
EDTA at 37 �C. The cells were centrifuged, the supernatant was discarded, and the
pellet was suspended in PBS at 106 cells/ml. For direct staining, 100 ml of the cell
suspension was incubated with 10 ml of the appropriate mAb for 30 min at 4 �C in the
dark. For indirect staining, cells were incubated with primary antibodies (5 mg/ml) at
4 �C for 30 min, washed with PBS to remove unbound primary antibody, and then
incubated with goat anti-mouse fluorescein isothiocyanate-conjugated antibody
(Caltag Laboratories) for 30 min at 4 �C. The cells were then washed again, resus-
pended in PBS and analyzed in a FACScan flow cytometer using Cell Quest software
(BD Biosciences).

For intracellular detection of CD95L, detached DSC cells were washed with PBS
and permeabilized with Cytofix/cytoperm (Pharmingen, San Diego, CA). Cells were
subsequently washed with 0.05% saponin in PBS and incubated shaking for 45 min
at 4 �C with 10 ml of PE-conjugated anti-CD95L in PBS-0.05% saponin. Cells were
finally washed twice in PBS-0.02% saponin, once in PBS, and analyzed in a FACScan
Flow Cytometer.

2.6. Detection of apoptotic cells

Hypodiploid apoptotic cells were detected by flow cytometry according to
published procedures [28]. Briefly, cells were washed with PBS, fixed in cold 70%
ethanol, and then stained with propidium iodide during treatment with RNase.
Quantitative analysis of sub-G1 cells was carried out in a FACScan cytometer.

To analyze nuclear morphology, cells were permeabilized with 0.5% Tween 20 in
citric acid solution before staining the nuclei with 2 mg/ml 40 ,60-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) in a solution containing Na2HPO4 for 5 min at 37 �C, and were
examined by fluorescence microscopy.

2.7. Co-culture experiments

Subconfluent (40%–50%) DSC were grown either in regular 6-well plates or on
the bottom surface of Transwell plates for 1–2 days to obtain 2�105 cells/well. The
medium was then replaced and either 1�105 Jurkat cells or 2�105 primary
lymphocytes, from decidua or blood samples, were added directly to the culture of
DSC or plated on the upper compartment of Transwell plates. After the indicated
times of co-incubation, Jurkat cells or primary lymphocytes were collected and
apoptotic cells were detected as described above.

2.8. Statistical analysis

The data were analyzed with unpaired Student’s t-tests (two-tailed) by using
GraphPad Prism 4 for Windows. Values of p< 0.05 were considered significant.
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3. Results

3.1. Expression of death receptors and ligands on DSC lines

Several authors have reported the presence of death receptors
and their ligands at the materno-fetal interface in human placentas.
To characterize the phenotype of DSC, we determined the surface
expression of CD95, CD95L, TRAIL and TRAIL receptors in our DSC
cultures. As shown in Fig. 1A, all DSC lines expressed CD95 and
TRAIL-R2 within ranges of 20–70% and 10–40%, respectively
(means of 44.27% for CD95 and 23.5% for TRAIL-R2). In contrast, the
expression of TRAIL-R1 receptor and TRAIL was negative or low
(less than 15%). Regarding CD95L, the expression was negative in
nine of fifteen DSC lines analyzed; in the other six the percentage of
positive cells varied from line to line (6–80%) (Table 1). Fig. 1B
shows data corresponding to a representative DSC line with a weak
expression of CD95L. As other authors reported the existence of
a cytoplasmic form of CD95L that is secreted via microvesicles
[13,14], we analyzed the intracellular levels of CD95L in several DSC
cell lines which expressed very low levels of ligand at the cell
surface (means 6.6%). We found a higher, but still moderate, level of
cytoplasmic CD95L in those DSC cells (means 22.5%, Fig. 1C).

3.2. Function of death receptors and ligands in DSC lines

To establish the significance of death receptors expressed on
DSC cells, we analyzed their sensitivity to CD95- and TRAIL-medi-
ated apoptosis. No induction of apoptosis was observed in any DSC
line after treatment with high doses of agonistic CD95 antibody
CH11 or recombinant TRAIL, despite their expression of CD95 and
TRAIL-R2 (Fig. 1D). In this set of experiments we used death ligand-
sensitive Jurkat cells as a positive control [29,30].

We next studied the effect on lymphocytes of CD95L-expressing
DSC. To this end we co-incubated Jurkat cells, as a model of CD95L-
sensitive cells, with the different CD95L-positive DSC lines. The
percentage of apoptotic Jurkat cells after co-incubation with DSC
was similar to that found in Jurkat cells cultured alone, regardless of
the percentage of surface CD95L expression on DSC (Table 1).
Moreover, at higher effector:target cell ratios we did not observe
significant changes in Jurkat cell viability, neither upon co-incu-
bation with DSC cells expressing cytoplasmic CD95L (data not
shown). To explain these surprising results we analyzed whether
co-incubation of DSC with Jurkat cells modified their expression
levels of CD95L and CD95, respectively. The results in Fig. 1E indi-
cate that neither the surface expression of CD95L on effector DSC
nor the CD95 levels on target Jurkat cells changed after 24 h of co-
incubation of both cell types.

3.3. DSC protect Jurkat cells from death receptor-mediated
apoptosis

To further clarify the inability of DSC that highly expressed
CD95L to induce apoptosis on Jurkat cells we tested whether co-
culture with DSC modified the sensitivity of Jurkat cells to CD95-
mediated cell death. To this end, we incubated Jurkat cells with
anti-CD95 antibody in the presence or in the absence of the CD95L-
positive DSC7 line. Interestingly, we observed a significant inhibi-
tion of anti-CD95-induced apoptosis in Jurkat cells co-incubated
with DSC7, compared to Jurkat cells cultured alone (Fig. 2A, left
panel). This effect was also observed with the DSC2 and DSC12
lines, which were 11% positive and negative respectively for the
expression of CD95L (Fig. 2A, middle and right panels), indicating
that the inhibition of apoptosis by DSC lines was independent of the
expression of CD95L. Moreover, co-incubation with either of the
DSC lines also attenuated TRAIL-mediated apoptosis in Jurkat cells
(Fig. 2A). All these data suggest a generalized protective effect of
DSC from death ligand-induced apoptosis.

We also considered the possibility that the protective effect
might be a spurious phenomenon due to competition between
death receptors expressed on Jurkat cells and those expressed on
the DSC for binding to anti-CD95 antibody or recombinant TRAIL.
To rule out this possibility, we pretreated Jurkat cells with CH11 or
TRAIL for 30 min and then washed the culture to eliminate excess
reagent before co-incubation with DSC cells. Nuclear staining with
DAPI and measurements of sub-G1 DNA content again showed
protection from death receptor-mediated apoptosis in Jurkat cells
co-cultured with DSC (Fig. 2B, C). To further substantiate the
specificity of the protective effect of DSC, we tested whether
apoptosis was induced in Jurkat cells co-incubated with SKBR3,
a breast cancer cell line that is highly positive for CD95 and
expresses moderate levels of TRAIL receptors (data not shown) [31].
Fig. 2D shows that no inhibitory effect of SKBR3 was observed when
Jurkat cells were pretreated for 30 min with anti-CD95 antibody or
TRAIL before co-culture. Testing in seven more DSC lines showed
that to a greater or lesser extent, all but one line (DSC3) were able to
protect pretreated Jurkat cells from death receptor-induced
apoptosis (Fig. 2E).

Our previous reports have shown that DSC lines cultured in low-
containing FCS media maintain a stable antigen phenotype and
functional activities similar to those of fresh DSC [1–4]. Likewise,
we confirmed that induction of apoptosis in Jurkat cells by anti-
CD95 antibody and recombinant TRAIL was partially inhibited
when co-incubated with fresh DSC (Fig. 3).

3.4. The protective effect of DSC does not require cell-to-cell contact

To determine whether physical interaction is necessary for DSC
to protect Jurkat cells from death receptor-induced apoptosis, we
used a Transwell system that prevents cell-to-cell contact between
cell types while allowing the free circulation of soluble molecules.
As shown in Fig. 4, DSC still exerted their inhibitory action in the
absence of physical contact with Jurkat cells. Similar protection
from death receptor-induced apoptosis was observed in Jurkat cells
incubated with the cell-free supernatant from DSC culture (data not
shown). These results suggest that soluble factors were responsible
for the observed protective effect.

3.5. DSC improve survival of primary lymphocytes

As primary lymphocytes are resistant to death receptor-induced
apoptosis [29], we analyzed the effect of DSC on the spontaneous
apoptosis in culture of peripheral blood lymphocytes (PBL) to
understand the relevance of the regulation of lymphocyte
apoptosis by DSC in a more physiological context. We found that co-
incubation with DSC for 24 h significantly reduced the percentage
of apoptotic lymphocytes in culture (Fig. 5A). Moreover, a similar
protection was observed when lymphocytes were co-cultured with
DSC in Transwell plates. These results ruled out the possibility for
any allogenic response and showed that, like protection from death
receptor-induced apoptosis, protection from spontaneous
apoptosis is mediated by soluble factors secreted by DSC (Fig. 5B).
We also confirmed the protective effect of DSC on the viability of
purified human decidual lymphocytes after 24 h co-incubation
(Fig. 5C).

T cells represent the most abundant population of human
peripheral lymphocytes while, in first trimester human decidua, NK
cells constitute around 75% of leukocytes [12]. To further define
whether this effect is more specific towards a particular lympho-
cyte subtype, we analyzed spontaneous apoptosis in purified pop-
ulations of T lymphocytes and NK cells from PBL and in isolated
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Table 1
Effect of CD95Lþ DSC lines on Jurkat cells.

DSC line % CD95Lþ cells % Apoptotic Jurkat cellsa

Control þDSC

DSC1 70 12 13
DSC2 11 12 16
DSC3 12 10 6
DSC7 80 12 17
DSC8b 6 10 11
DSC10 6 10 15

a Percentage of apoptotic Jurkat cells incubated alone or co-incubated for 24 h
with DSC at a target:effector ratio of 1:2.

b 13.5% TRAIL-positive cells.
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decidual NK cells, either incubated alone or upon co-culturing with
DSC. In this set of experiments incubations were performed for
several days to determine the persistence of the pro-survival effect
of DSC. We observed a significant decreased in the percentage of
apoptotic cells in all isolated cell populations when co-incubated
with DSC, although this decreased was more important in NK cells
than in T lymphocytes (Fig. 5D, E). It is interesting to mention that
in the case of decidual NK cells, they were co-cultured with fresh
DSC isolated from the same patient sample.

3.6. Co-culture with DSC does not protect from chemotherapeutic
drugs-induced apoptosis

Decidual stromal cells are known to produce cytokines,
hormones and other biologically active products [32]. Some of
these secreted molecules might mediate the pro-survival effect
of DSC. To better characterize this effect we compared the response
of Jurkat cells to other known apoptotic inducers, i.e., the histone
deacetylase inhibitor valproic acid (VPA) and the genotoxic drug
doxorubicin, upon co-incubation with or without DSC. The results
in Fig. 6A indicate that in contrast to the protective effect against
CD95-mediated cell death, the induction of apoptosis by these
chemotherapeutic agents was not inhibited in the presence of DSC.
The doses of drugs used in these experiments were previously
checked to rule out that they were able to induce apoptosis in DSC
(Fig. 6B). These findings suggest that the protective action of DSC is
not a generalized effect but, rather, it is specific for some pro-
apoptotic stimuli.
4. Discussion

In this article, we used 17 independent DSC lines obtained from
early pregnancy and demonstrated that DSC protect lymphocytes
from apoptosis. Moreover, a similar protection was found when
using fresh DSC. As we have shown in previous works [1–4],
cultured DSC maintain stable antigen phenotype and functions
similar to those of the fresh DSC. Because we found that high
concentrations of FCS may inhibit the expression of some surface
antigens [1], we maintained purified DSC in cultured medium with
3% FCS to favor stability of the antigen phenotype. The use of DSC
lines avoids contamination with other cells of the decidua such as
extravillous trophoblast or leukocytes [21]. To study death
Fig. 1. Expression and function of death receptors and ligands in DSC. (A) Cell surface expr
cytometry in DSC lines. Figure shows percentage of positive cells. Data are displayed as me
Surface and cytoplasmic expression of CD95L in a representative DSC line. Similar results we
anti-CD95 mAb CH11 (100 ng/ml) or recombinant TRAIL (250 ng/ml). After treatment for 24
apoptotic cells. As a positive control, apoptosis was determined in Jurkat cells treated with 1
DSC and Jurkat cells were either incubated alone (grey lines) or co-incubated (black lines) for
CD95 on Jurkat cells (lower panel) by flow cytometry. Jurkat cells and adherent DSC cells from
show background fluorescence with the isotype control antibody.
receptor-induced apoptosis, we employed Jurkat cells, which is
a widely used model in the research of cell death in lymphocytes
[29,30]. Jurkat cells have also been used in earlier studies of
apoptosis induced by DSC [22,33].

Evidence presented in several studies indicates that the human
placenta is a rich source of TNF family ligands and receptors likely
to play a major role in maintaining placental immune privilege [34].
By using highly purified cultures of DSC we have shown that the
surface expression of CD95L and TRAIL was very low or absent in
DSC lines, with the exception of two lines that showed high levels
of CD95L (Table 1). Moreover, we only found a moderate expression
of cytoplasmic CD95L. The differences between our findings and
earlier studies describing the presence of death ligands on human
DSC [18,22,24] may be due to the different type of samples and
techniques used to detect these proteins, since most previous
studies observed the expression of death ligands in human decidual
cells by immunohistochemical analyses in sections of first-
trimester decidua.

The major finding of our study is that, regardless of the level of
expression of CD95L and TRAIL, DSC do not induce apoptosis either
in death ligand-sensitive Jurkat cells or in primary peripheral and
decidual lymphocytes, but rather exert an anti-apoptotic paracrine
effect. Furthermore, our results indicate that the pro-survival effect
of DSC is readily noticeable in both NK and T lymphocytes isolated
from peripheral blood as well as in purified decidual NK cells. This
latter result is in agreement with the previous observation that DSC
can influence the proliferation and survival of decidual NK
lymphocytes [25]. In general, studies suggesting a role for DSC in
the induction of apoptosis in maternal lymphocytes did not provide
experimental confirmation, but proposed this role on the basis of
the expression of death ligands on DSC [18] or the finding of an
inverse relationship between CD95L expression in decidual cells
and the number of CD95-expressing leukocytes in the same region
[24]. Other reports found that endometrial stromal cells treated
with IL-8 or human chorionic gonadotropin (hCG) up-regulate their
CD95L expression and acquire the ability to induce apoptosis in
Jurkat cells [22,33]. However, they did not prove that CD95L is
responsible for the induction of apoptosis.

The results presented here do not rule out the possibility that
death ligands on DSC may interact with death receptors on
lymphocytes, but suggest that in addition to the potential apoptotic
signals, DSC may provide enough survival or regulatory signals to
prevent apoptosis in lymphocytes. Consistent with our findings is
the observation (in studies of the induction of apoptosis by IL-8- or
hCG- treated endometrial cells) that untreated endometrial stromal
cells have an anti-apoptotic effect on T lymphocytes [22,33]. More-
over, other authors have failed to detect apoptotic leukocytes in
normal early pregnancy [26]. Interestingly, studies with lpr and gld
mice, which are functionally defective in CD95 and CD95L respec-
tively, have questioned the involvement of the CD95-CD95L pair in
materno-fetal tolerance as no adverse effect on pregnancy outcome
was found in either of these models [35,36]. It is also possible that
CD95L and TRAIL expressed on DSC are not biologically active.

The protective effect of DSC does not depend on cell-to-cell
contact with lymphocytes, as this effect was observed even when
we used Transwell plates and DSC culture supernatants. Therefore,
ession of CD95, TRAIL receptors (R1 and R2), CD95L and TRAIL, was analyzed by flow
an� SEM from fifteen DSC lines. (B) Surface expression on DSC8 cells (solid lines). (C)
re obtained in four different DSC lines. (D) DSC were either untreated or incubated with
h, DSC were removed and stained with propidium iodide to analyze the percentage of

0 ng/ml CH11 or 100 ng/ml TRAIL. Error bars show SEM from six different DSC lines. (E)
24 h to determine the expression of CD95L on DSC (upper panel) and the expression of

co-cultures were collected separately for the analysis. In (B) (C) and (E) shaded peaks



Fig. 2. Co-incubation with DSC reduces death receptor-mediated apoptosis in Jurkat cells. A) Jurkat cells incubated alone or co-incubated with different DSC lines, were treated
without or with 2 ng/ml CH11 or 100 ng/ml TRAIL for 24 h. B–E) Jurkat cells were pretreated with 5 ng/ml CH11 or 200 ng/ml recombinant TRAIL for 30 min at 4 �C. Cells were then
washed and incubated alone or co-cultured with different DSC lines (B, C, E) or the breast tumor cell line SKBR3 (D) for 24 h. The percentage of apoptotic cells with sub-G1 content
was assessed by flow cytometry (A, C, D, E) and condensed nuclei were observed by fluorescence microscopy (B). Data for the different DSC lines correspond to independent
experiments. Error bars show SEM of triplicate samples. *p< 0.05; **p< 0.01; ***p< 0.001.
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cytokines or other soluble factors secreted by DSC may act through
a paracrine mechanism by supplying a suitable microenvironment
for lymphocyte survival. The secretion of these survival factors
must vary between different DSC lines, as the protective effects of
DSC differed between cell lines. It has been reported that DSC
produce and secrete several cytokines, chemokines and growth
factors such as IL-1b, IL-6, IL-11, stem cell factor, vascular endo-
thelial growth factor and epidermal growth factor, among others



Fig. 3. Fresh DSC reduce death receptor-mediated apoptosis in Jurkat cells. Jurkat cells
were pretreated for 30 min with 5 ng/ml CH11 or 200 ng/ml recombinant TRAIL. Cells
were then washed and incubated in the presence or in the absence of fresh DSC for
24 h. Sub-G1 apoptotic cells were detected by flow cytometry. Error bars show SEM of
four independent experiments. *p< 0.05.

Fig. 4. Protective effect of DSC in the absence of cell contact. Jurkat cells were pre-
treated for 30 min with 5 ng/ml CH11 or 200 ng/ml TRAIL. After pretreatment and
washing they were incubated alone or with DSC cultured on Transwell plates for 24 h.
The percentage of apoptotic Jurkat cells was then determined by flow cytometry. Error
bars show SEM from six independent experiments with different DSC lines, *p< 0.05;
**p< 0.01.

Fig. 5. Co-incubation with DSC protects primary lymphocytes from spontaneous apoptosis. Peripheral blood lymphocytes were cultured for 6 days in the absence of stimuli to allow
spontaneous apoptosis, and then they were incubated alone or co-incubated with DSC in normal (A) or Transwell plates (B) for 24 h. (C) Purified decidual lymphocytes were
cultured alone or co-incubated with DSC for 24 h. (D) NK and T lymphocytes isolated from peripheral blood were cultured in the presence or in the absence of DSC in Transwell
plates for 7 days. (E) Isolated decidual NK cells were incubated alone or with fresh DSC from the same donor for 4 days. The percentage of apoptotic lymphocytes was determined by
flow cytometry. Error bars show SEM of three independent experiments with different DSC lines and samples from different donors. *p< 0.05; ***p< 0.001.
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Fig. 6. Effect of DSC on the induction of apoptosis in Jurkat cells by chemotherapeutic
drugs. A) Jurkat cells incubated alone or with DSC were treated with 5 mM valproic
acid (VPA) or 250 ng/ml doxorubicin (DOXO) for 24 h. As a control for the protective
effect of DSC, Jurkat cells were pretreated with 5 ng/ml CH11 before incubation with or
without DSC. B) Jurkat and DSC were treated for 24 h without or with different
concentrations of VPA (5 and 10 mM) or DOXO (100 and 500 ng/ml). Sub-G1 apoptotic
Jurkat (A, B) and DSC (B) cells were detected by flow cytometry. Data shown is
representative of three independent experiments. Error bars are SEM of triplicate
wells. *p< 0.05.
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[20,32,37–41]. The ability of these molecules to protect against
apoptosis has been described in different contexts and is thought to
take place through different mechanisms, e.g., by activating
survival signalling pathways or upregulating the expression of anti-
apoptotic factors [42–46]. Thus, factors secreted by DSC may
neutralize or inhibit the apoptotic effects of death ligands and may
serve as survival factors for decidual lymphocytes. Together, the
data presented here show that DSC exert a small but substantiated
protective effect on lymphocytes in certain situations. However, we
cannot rule out that DSC might also simultaneously trigger pro-
apoptotic mechanisms [22–24]. Although we were unable to
demonstrate the induction of apoptosis by CD95L-positive DSC,
these cells may induce other pro-apoptotic phenomena.

Despite the expression of CD95 and TRAIL-R2 receptors on DSC,
our results demonstrate that these cells are highly resistant to
death ligand-mediated apoptosis. Previous reports have shown that
endometrial stromal cells are resistant to anti-CD95 antibody, and
have suggested that binding of CD95 induces survival signals in
these cells [33,47]. On the other hand, Fluhr and co-workers have
recently described that TNF-a and INF-g up-regulate the expression
of CD95 and sensitizes endometrial stromal cells to CD95-induced
apoptosis [48]. However, to our knowledge this is the first time that
the resistance of DSC to TRAIL-mediated apoptosis has been eval-
uated. In agreement with the findings of Lonergan et al., who
detected the presence of TRAIL-R3 and TRAIL-R4 nonsignalling
TRAIL decoy receptors in gestational membranes [49], we observed
the expression of TRAIL-R4 on the plasma membrane of DSC (data
not shown), which may explain why these cells were resistant to
the induction of apoptosis by TRAIL. We also show that DSC are
resistant not only to death ligands but also to other apoptotic
stimuli such as chemotherapeutic drugs, which suggests that
different anti-apoptotic factors may be expressed on DSC to induce
a general state of apoptosis resistance. The factors secreted by DSC
and discussed above may also interact in an autocrine or paracrine
manner to induce survival signals and protect DSC from the
induction of apoptosis. These results are highly paradoxical if we
take into account that the physiological tendency of DSC during
pregnancy in mammals is to die out by apoptosis [50]. Further
studies to examine the expression of anti-apoptotic proteins and
the activation of survival pathways in human DSC lines will shed
light on the resistance of these cells to apoptosis.
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Objective: Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site family, member 5A (WNT5A), is
expressed in mouse decidua and is thought to play an important role in decidualization. We examined
expression of the receptor for WNT5A, receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 (ROR2), in the
uteri of cycling and pregnant mice.
Study design: Reverse transcription (RT)-PCR and immunohistochemistry were performed.
Results: RT-PCR revealed that transcripts for Ror2, Wnt3a, Wnt5a and inhibitor of WNT signaling, Dickkopf
homolog 1 (Dkk1), were present in the pregnant uterus. Immunohistochemistry revealed that in the
virgin uterus, ROR2 is expressed in stromal cells and on the basal side of uterine gland and endometrial
epithelial cells. During pregnancy, both the luminal and basal side of uterine gland epithelial cells
expressed ROR2, stromal cell expression of ROR2 became more frequent and ROR2 expressing uterine
Natural Killer (NK) cells and cells lining the maternal vascular space emerged. Immunofluorescence
imaging and flow cytometry revealed that although uterine NK cells expressed ROR2, NK cells of the
spleen were ROR2 negative.
Conclusion: The expression of ROR2 by endometrial epithelial cells may suggest WNT signaling has roles
in uterine epithelial cell polarity or implantation. Expression of ROR2 by uterine NK cells may suggest
WNT signaling regulates uterine NK cell functions such angiogenesis and regulation of trophoblast
migration. In summary, our results show that ROR2 expression by maternal uterine cells is influenced by
pregnancy.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 (ROR2) is a type
1 transmembrane protein expressed during embryonic develop-
ment. Important in chondrocyte formation, ROR2 plays a role in
cartilage and growth plate development [1]. Individuals with
mutations in ROR2 display brachydactyly B (aplasia/hypoplasia of
phalanges) [2] and Robinow syndrome [3], a syndrome character-
ized by a malformation of the limbs, face, head and genitalia [4].
ROR2 interacts with melanoma antigen family D, 1 (MAGED1) [5],
and Cell Biology, Room 924,
ngston, ON K7L 3N6, Canada.

All rights reserved.
wingless-type mouse mammary tumor virus integration site
family, member 5A (WNT5A) [6] and frizzled homolog 2 (FZD2) [7].
Initially, it was reported that ROR2 participates in Wingless (WNT)
signaling through the non-canonical beta-catenin (CTNNB1) inde-
pendent pathway [8]; however, recent work has shown that ROR2
is also capable of canonical (CTNNB1 dependant) signaling [7].

Most of the literature concerning ROR2 addresses its interac-
tions with WNT5A that occur during development. Recently
however, ROR2 functions in other contexts have been described,
such as its role in gut epithelial cell regeneration. In murine small
intestine, ROR2 has been localized to epithelial cells with expres-
sion along the crypt-villus axis [9]. In vitro studies demonstrated
that activation of the extracellular calcium-sensing receptor (CaSR)
on subepithelial myofibroblasts stimulated the synthesis and
secretion of WNT5A [9]. A paracrine interaction was then revealed
between myofibroblast WNT5A and epithelial ROR2, by showing

mailto:croya@queensu.ca
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Fig. 1. Expression of Ror2, Wnt3a, Wnt5a and Dkk1 transcripts in the pregnant mouse
uterus. Complementary DNA from gd10 MLAp, decidua and placenta was amplified for
WNT- related genes.

Fig. 2. Gestation day 10 mouse uterus was stained for ROR2 using immunohisto-
chemistry. Peroxidase-DAB detection localized ROR2 expression to uterine NK-like
cells (arrows) in the MLAp (A) and decidua (B). Placental labyrinth cells expected
but not confirmed to be trophoblast cells (arrowheads) lining the maternal circulation
(C) were also positive. Size bar ¼ 50 mm.
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that WNT5A stimulation of ROR2 increased the caudal homeo-
domain factor CDX2 protein expression and stimulation of sucrase–
isomaltase promoter activity. WNT5A has also been shown to
stimulate ROR2 on adenomatous polyposis coli (APC)-truncated
colon cancer cells to inhibit defective CTNNB1 signaling by
increasing E-type ubiquitin ligases [10]. This suggests in the normal
adult intestine ROR2 can signal non-canonically.

ROR2 signaling appears dependent on the cell type and tissue it is
expressed in (Li et al., 2008). Cell proliferation occurs in many adult
tissues; however, the process of decidualization, the expansion of
endometrial stromal cells in the uterus under the influences of
progesterone and other signals, is one of the most critical because it
is essential for blastocyst implantation and pregnancy in primates
and rodents [11]. In humans, decidualization is initiated during the
late secretory phase of the menstrual cycle to create a lush uterine
wall receptive for implantation of the embryo [12–14]. If implanta-
tion occurs, decidualization continues. If implantation does not
occur, the decidualizing uterine endometrium regresses and is shed
as menstrual fluid. In rodents, primary decidualization is initiated
anti-mesometrially in response to blastocyst implantation. This is
followed by a secondary wave of decidualization that proceeds
mesometrially to form the decidua basalis [15].

WNT-related and calcium regulating molecules are expressed in
the decidualizing uterus. In pregnant mice, stanniocalcin-1 (STC1),
a calcium regulator, is expressed by mesometrial stromal cells [16],
suggesting calcium may play a role in decidualization. In the rat
uterus, extracellular CaSR is hormonally regulated and expressed
by decidualizing stromal cells [17]. The canonical WNT signaling
molecule CTNNB1 [18] and inhibitor of WNT signaling, Dickkopf
homologue 1 (DKK1), are expressed in the human endometrium
[19]. The latter promotes trophoblast invasion in mice [20] and is
regulated positively by progesterone in human endometrial
stromal cells [21]. In mice, Wnt5a is expressed in the decidua [22],
however expression of its receptor, ROR2, has not been addressed.

The goal of this investigation was to evaluate the expression of
ROR2 in the virgin and pregnant mouse uterus and to identify the
cell populations expressing this receptor. Given the expression of
Wnt5a in the decidua, we hypothesized that its receptor, ROR2,
would also be present. By identifying the cell populations
expressing ROR2, functions for WNT signaling in uterine biology
can be postulated and advance our understanding of decidualiza-
tion and pregnancy.
2. Materials and methods

2.1. Mice and tissue collection

C57BL6/J mice aged 6–8 weeks were purchased from the Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, USA) and were housed under conventional conditions and used under
protocols fully approved by the Queen’s University Animal Care Committee. Tissue



Fig. 3. Fluorescent immuno-detection reveals uterine NK cells express ROR2 while splenic NK cells do not. No differences were observed between spleens collected from virgin and
pregnant animals. Shown here are virgin splenocytes. Using immunohistochemistry, gd10 implantation sites were stained for ROR2 expression and uterine NK cells (using DBA
lectin) and counterstained using DAPI. Co-localization of these markers revealed uterine NK cells express ROR2 (A; bar ¼ 20 mm). To ask if splenic NK cells also expressed ROR2,
immunohistochemistry (B; bar ¼ 5 mm) and flow cytometry (C) was done using a peripheral NK cell marker, NK1.1, on splenocytes. Splenic NK1.1 þ cells were negative for ROR2.
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Fig. 4. ROR2 expressing uterine NK cells are absent in Rag2�/�Il2rg�/�mice, but appear after engraftment of WT bone marrow. Rag2�/�Il2rg�/�mice, genetically deficient in T, B and
NK cells, also lack ROR2 expressing uterine NK cells. Adult mice conditioned with chemotherapeutic agent, 5-Fluorouracil (5FU), receive bone marrow intravenously 48 h later.
These mice are then set up for pregnancy and their uteri become populated with ROR2 expressing uterine NK cells. The absence of these cells in pregnancies of knock-out mice (not
shown) is further support that uterine NK cells express ROR2. Immunohistochemistry shows gd12 decidua basalis. Size bar ¼ 20 mm.
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was collected from virgin (n ¼ 15), gestation day (gd) 6 (n ¼ 9), gd10 (n ¼ 18) and
gd12 (n ¼ 9) mice. For tissues from virgin females, the estrous cycle stage was
determined by visual examination of the vulva, microscopic examination of vaginal
smears and histological characterization of the uterine glands, stroma and epithe-
lium [23–25]. For gestational tissues, estrous females were paired with males and
examined the following morning for a copulation plug. The day of plug detection
was designated gestation day (gd)0. Uteri were used for RNA isolation, flow
cytometry or immunohistochemistry. Spleens were collected from virgin mice and
prepared for immunofluorescent wet-mount studies or flow cytometry.

Additionally, 8 week old female Rag2�/�Il2rg�/� knock-out mice (n ¼ 3) genet-
ically devoid of T, B and NK cells were used. These mice were treated with 5-fluo-
rouracil (5FU; 150 mg/kg intraperitoneally) to eliminate progenitor cells. 48 h after
5FU, the mice were given bone marrow intravenously from an adult syngeneic male
wild type (WT) donor (n ¼ 3). The bone marrow recipient female mice were
subsequently mated by a male Rag2�/�Il2rg�/� mouse and implantation sites were
collected and used for immunohistochemistry on gd12. Bone marrow was prepared
by flushing femurs and tibias. Red blood cell lysis was performed under hypotonic
conditions (NH4Cl 0.15 M, KHCO3 10 mM, EDTA 0.1 mM) and 2 � 107 viable white
cells were used for injection.

2.2. PCR detection of Ror2, Wnt3a, Wnt5a and Dkk1 transcript

Primers for Ror2 (forward 50TCCTTCTGCCACTTCGTCTT30 , reverse 50TTGTAGCA
CTGGTGGTAGCG30; size ¼ 266 bp) were designed using Primer-BLAST (www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Primers for Wnt3a, Wnt5a and Dkk1 were
designed by others [20,26,27]. As an internal control, Gapdh targeting primers were
also used (forward 50GGTCGGTGTGAACGGATTTGGC30 , reverse 50GTGGGGT
CTCGCTCCTGGAAGA30; size ¼ 234 bp).

Gestation day 10 implantation sites were dissected and the MLAp, decidua
basalis and placenta were collected aseptically. Total RNA was extracted using an
RNeasy Mini Kit (Qiagen; Mississauga, ON, Canada). Complementary DNA was
synthesized from 1.5 mg total RNA using SuperScript� III First-Strand Synthesis
System (Invitrogen; Burlington, ON, Canada). PCR was performed to amplify the
cDNA using the Qiagen Taq DNA polymerase PCR kit under the following conditions:
94 �C for 3 min (1 cycle); 94 �C for 30 s, 55 �C for 30 s, 72 �C for 30 s (32 cycles); and
72 �C for 10 min (1 cycle). PCR products were separated on a 1.0% agarose gel and
visualized by ethidium bromide staining. PCR product bands were confirmed by
sequencing.

2.3. Immunohistochemistry

Tissue was fixed using 4% paraformaldehyde (pH 7.4, 4 �C, 16 h) and processed
and embedded into paraffin blocks. Paraffin blocks were sectioned at 7 mm and
mounted onto charged glass slides, baked dry, de-waxed using xylene and rehy-
drated in graded ethanol concentrations. For peroxidase-based detection, slides
were treated with 3% hydrogen peroxide for 30 min to quench endogenous perox-
idase activity before being washed and blocked with 1% bovine serum albumin (BSA)
for 30 min at room temperature. The sections were incubated with rabbit-anti-ROR2
antibody (1:200, Cell Signaling; Boston, MA, USA) overnight at 4 �C followed by
biotinylated goat-anti-rabbit secondary antibody for 2 h at room temperature
(1:200, DAKO; Mississauga, ON, Canada), ExtrAvidin Peroxidase for 30 min at room
temperature (1:50, Sigma; Oakville, ON, Canada) and diaminobenzidine for detec-
tion (Liquid DAB þ Substrate, DAKO; Mississauga, ON, Canada). Slides were coun-
terstained in Harris’ hematoxylin for 10 s, dehydrated, mounted and coverslipped.
For fluorescence based detection, hydrogen peroxide pre-treatment was omitted.
The rabbit-anti-ROR2 primary antibody was followed with fluorescent Alexa 594
goat-anti-rabbit antibody (1:200, Molecular Probes; Burlington, ON, Canada) for 2 h
at room temperature. Sections were then incubated with fluorescein isothiocyanate
(FITC) conjugated Dolichos biflorus agglutinin (DBA) lectin (1:200, Sigma; Oakville,
ON, Canada) for 2 h at room temperature to detect uterine NK cells. To quench
autofluorescence, slides were incubated with 20 mM L-lysine (Sigma; Oakville, ON,
Canada) for 30 min at room temperature before being coverslipped with 40 ,6-dia-
midino-2-phenylindole (DAPI) added mounting media (DAPI Gold with Anti-Fade
Agent, Molecular Probes; Burlington, ON, Canada).

2.4. Wet-mount immunofluorescence

Spleens were cut into pieces and sieved through a wire mesh to achieve single
cell suspensions. Red blood cell lysis was performed using hemolytic conditions and
the white cell enriched splenocytes were used for analysis. Cell suspensions were
blocked using 20% bovine serum, then stained using PE conjugated anti-NK1.1
antibody (1:100, BD Pharmingen; Mississauga, ON, Canada) and rabbit-anti-Ror2
antibody (1:100) for 1hr, followed with Alexa 488 goat-anti-rabbit antibody (1:100,
Molecular Probes; Burlington, ON, Canada) for 30 min and DAPI added mounting
media. Negative, isotype and single stained controls were also prepared. Slides were
imaged under fluorescence using Axiovision computer software (Zeiss; Toronto, ON,
Canada).

2.5. Flow cytometry

Splenocyte cell suspensions were prepared as described above. Cells were fixed
using 4% paraformaldehyde for 20 min before fluorescent labeling was performed as
described above. Flow cytometry was performed using a Cytomics FC 500 cytometer
(Becton Dickinson; Mississauga, ON, Canada) and results were analyzed using
FlowJo software (Tree Star; Ashland, OR, USA).

3. Results

3.1. Ror2, Wnt3a, Wnt5a and Dkk1 transcripts are expressed in the
pregnant mouse uterus

Using reverse transcription (RT) PCR, we first asked if Ror2,
Wnt3a, Wnt5a and Dkk1 transcripts were expressed at mid preg-
nancy (Fig. 1). Gestation day (gd)10 C57BL6 mouse implantation

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast


Fig. 5. Time-course fluorescent immunohistochemistry staining of the uterus. Virgin, gd6 and 12 uteri were stained for ROR2 (red). DBA lectin staining (green) was used to localize
uterine NK cells and DAPI (blue) nuclear counterstaining was performed. In the virgin stroma, ROR2 expressing cells are rare (arrow). ROR2 expression was observed on the basal
side of uterine gland and endometrial epithelial cells. Gestation day 6 mesometrial stroma showed positive ROR2 staining in both stromal cells (arrow) and uterine NK cells
(arrowhead). At gd6, compared to the mesometrial stroma, the anti-mesometrial stroma appeared weaker in ROR2 expression. Uterine glands at gd6 expressed ROR2 on both the
luminal and basal side. In gd12 implantation sites, MLAp area stromal cells (arrow) and uterine NK cells (arrowhead) expressed ROR2. Gestation day 12 uterine NK cells in the
decidua also expressed ROR2. The uterine wall was also ROR2 positive. Size bar ¼ 50 mm.
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sites dissected as the mesometrial lymphoid aggregate of preg-
nancy (MLAp), decidua basalis and placenta were homogenized and
RNA was extracted. RT-PCR revealed transcripts for Ror2, Wnt5a and
Dkk1 were expressed in all tissue types. Wnt3a was not detectable
in the maternal MLAp or decidua, however it was detected in fetal
placental tissue. We proceeded to confirm that ROR2 protein was
expressed in these tissues. Using peroxidase based immunohisto-
chemistry, we determined that in gd10 implantation sites ROR2
expression was localized to cells that appeared to be uterine
Natural Killer (NK) cells and to placental labyrinthine cells lining
the maternal vascular space as recognized by nucleated red blood
cells (Fig. 2). Trophoblast giant cells were occasionally positive (not
shown).
3.2. Uterine NK cells express ROR2 but splenic NK cells do not

To confirm that uterine NK cells expressed ROR2, a uterine NK
cell specific marker, D. biflorus agglutinin (DBA) lectin, was used.
Co-localization of fluorescently tagged DBA lectin positive and
ROR2 expressing cells showed that uterine NK cells did indeed
express ROR2 (Fig. 3A). We asked if NK cells found in lymphoid
organs were ROR2 positive using splenic NK cells. Co-localization of
NK1.1 and ROR2 by immunofluorescent staining and by flow
cytometry showed that splenic NK1.1 positive cells were ROR2
negative (Fig. 3B, C).

For further confirmation that uterine NK cells expressed ROR2,
female Rag2�/�Il2rg�/� mice genetically devoid of T, B and NK cells
were used. Gestation day 12 implantation sites of these mice lacked
ROR2 positive DBA lectin staining uterine NK cells (not shown).
However, when mice were engrafted with syngeneic, wild type (WT),
bone marrow intravenously and subsequently mated by a male
Rag2�/�Il2rg�/�mouse, gd12 implantation sites were populated with
ROR2 expressing DBA lectin þ uterine NK cells (Fig. 4).
3.3. ROR2 is expressed in the virgin and pregnant uterus by
multiple cell types

To ask if any additional cell populations expressed ROR2, fluo-
rescent immunohistochemistry was performed on virgin, gd6 and
gd12 uteri (Fig. 5). In virgin mice, the basal side of the uterine
epithelium was positive for ROR2. Uterine stromal cells were rarely
positive for ROR2 in virgin uterus, but were frequently positive for
ROR2 at gd6 in the mesometrial decidua. Weaker ROR2 staining
was found in the anti-mesometrial decidua. In the virgin uterus,
uterine gland epithelial cells were positive for ROR2 on the basal
side; however at gd6, they were ROR2 positive on both the basal
and luminal sides. Gestation day 6 uterine NK cells expressed ROR2.



Fig. 6. Peroxidase ROR2 immunohistochemisty of virgin mouse uteri. Expression of ROR2 was localized to the basal side of endometrial and uterine gland epithelial cells throughout
the estrous cycle. Size bar ¼ 20 mm.
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At gd12, uterine NK cells in both the MLAp and decidua basalis
expressed ROR2. The myometrium was also positive for ROR2.

3.4. ROR2 expression is maintained in the estrous cycle

The expression of ROR2 in the virgin uterus over the course of
the estrous cycle was examined using peroxidase based immuno-
histochemistry (Fig. 6). ROR2 expression appeared to be dynamic
and maintained on the basal side of uterine gland and endometrial
epithelial cells throughout the estrous cycle.

4. Discussion

In this investigation, we report several novel observations on
the expression of ROR2. We document ROR2 expression in the
uterus: on uterine stromal cells, gland and endometrial epithelial
cells, uterine NK cells, labyrinth cells lining the maternal vascular
space and the myometrium. ROR2 expression is maintained
throughout the estrous cycle of virgin mice, however during
pregnancy the ROR2 positive endometrium at implantation sites is
replaced by ROR2 expressing uterine NK cells and labyrinth cells
lining the maternal vascular space that are expected but not
confirmed to be trophoblast cells. In this way, the expression of
ROR2 by maternal uterine cells changes in response to pregnancy.
This investigation is also the first to ask if ROR2 is expressed in
immune cells. Although DBA lectin þ uterine NK cells expressed
ROR2, NK1.1 þ cells of the spleen were negative.

The function of ROR2 expression on the basal side of uterine
endometrial epithelial cells is yet to be determined; however there
are several postulates. One possibility is that ROR2 plays a role in
cell polarization. Non-canonical WNT signaling via van Gogh like 2
(VANGL2) regulates cell polarity in the uterine epithelium during
embryonic development [28]. Perhaps ROR2-mediated, non-
canonical, WNT signaling is maintained on the basal side of the
uterine endometrium to preserve cell polarity as the epithelium
forms, dies and regenerates. In silico analysis of ROR2 using ExPASy
[29] generated an instability index of 53.24, which classifies the
protein as unstable with an estimated half-life of 1 h. Considering
this, the interpretation would be that it is not the case that the
protein is transcribed early and maintained, rather, ROR2 expres-
sion is dynamic, possibly as a consequence of WNT signaling events
that occur continuously.

Functionally, uterine NK cells play important roles in angio-
genesis, vascular remodeling and regulation of trophoblast invasion
[30–32]. It has been reported WNT5A is involved in regulation of
angiogenesis [33], trophectoderm migration [34] and in endothelial
cell proliferation [35,36] and migration [35]. These activities seen in
WNT5A activated cells fit well with our observation that uterine NK
cell express ROR2, a receptor for WNT5A. Furthermore, the obser-
vation that splenic NK cells do not express ROR2 suggests that
ROR2-related WNT signaling is responsible for uterine NK cell
functions that phenotypically distinguish this lineage from
peripheral NK cells. During embryonic development, cell migration
within the cleft palate is directed by a WNT5A gradient along the
anteroposterior axis via ROR2 signaling [6]. Whether WNT5A
directs movement of ROR2 expressing uterine NK cells in the
decidua is yet to be determined. Although we detected the pres-
ence of Wnt5a in the MLAp and decidua, we were unable to detect
Wnt3a in these tissues. Since uterine NK cells are abundant in these
tissues but rare in placenta [37], we postulate that non-canonical,
CTNNB1-independent, WNT cell signaling is more likely to be
occurring within uterine NK cells.

In conclusion, we report the presence of a new WNT signaling
protein in the uterus; ROR2. Others have shown that the uterus is
equipped for canonical WNT signaling, however in our present
study we show that a major player in non-canonical WNT signal
transduction, ROR2, is present on the endometrial and uterine
gland epithelium, uterine NK and stromal cells, labyrinthine cells of
the placenta lining the maternal circulation and myometrium.
However, the signal(s) which direct and determine how and where
non-canonical WNT signaling occurs in the uterus is yet to be
determined. Further investigation on the functional consequence of
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the presence of this receptor on many different cell types of the
uterus merits further investigation.
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Introduction

Mammalian gestational success is a dynamic, exqui-

sitely coordinated process involving systemic and

local changes in the maternal neuroendocrine,

reproductive, cardiovascular and immune systems.

The mothers’ roles during pregnancy are provision

of an optimal environment for implantation and of

adequate nutrition for the conceptuses’ changing

demands until parturition, including removal of

waste products. Maintenance of maternal cardiovas-

cular homeostasis is critical during the interval of

gestation. Studies of cardiovascular disease have

defined roles for both adaptive and innate immunity

in onset and progression of pathology. Indeed,

immune-modulating therapies are being assessed for

their clinical value in arrest of cardiovascular disease

progression. Studies that address potential links
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Reproductive success in mammals involves coordinated changes in the

immune and cardiovascular as well as in the neuroendocrine and repro-

ductive systems. This review addresses studies that identify potential

links for NK cells and T cells with the local and systemic cardiovascular

adaptations of pregnancy. The studies reviewed have utilized immuno-

histochemisty and in vivo analyses of vascular parameters by ultrasound,

chronic monitoring of hemodynamics via radiotelemetric recording and

intravital microscopy. At the uterine level, functional subsets of uterine

natural killer cells were identified. These included subsets expressing

molecules important for vasoregulation, in addition to those previously

identified for angiogenesis. Spiral arteries showed conducted responses

that could account for conceptus control of vasoactivity and mouse ges-

tational blood pressure 5-phase pattern. Vascular immunology is an

emerging transdisciplinary field, critical for both reproductive immunol-

ogy and cardiovascular disease.
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between the immune system and maternal cardio-

vascular adaptations of normal pregnancy are the

focus of this review, particularly as instructive to our

understanding of uterine natural killer (uNK) cell-

based functions in pregnancy and in maternal vascu-

lar remodeling.

Uterine natural killer cells

uNK cells are a transient, differentiated population of

NK lymphocytes, defined by both location and spe-

cialized functions as being distinct from circulating

NK cells. uNK cells have been especially well studied

in women and in mice.1–3 uNK cells differentiate

within implantation sites during endometrial decidu-

alization. This has been linked with the onset of

interleukin (Il)-15 synthesis by endometrial stromal

cells.4–7 In mice, uNK cells appear post-implantation

while in humans their appearance is pre-implanta-

tion and begins during the late secretory phase of

each menstrual cycle. In both humans and mice,

uNK cells have angiogenic functions8–11 and the cell

population declines from mid pregnancy.10,12 uNK

cells secrete vascular endothelial growth factor, pla-

cental growth factor and other angiogenic mole-

cules.8–11 Co-transplantation of human CD56bright

uNK cells and choriocarcinoma cells subcutaneously

into immune deficient nude mice showed that

human uNK cells promote more vessel formation and

trophoblast invasion than CD56bright cells from

peripheral blood of the same woman. In mice,

absence of uNK cells results in the failure of spiral

arterial (SA) modification between gestation day

(gd)9–10. A similar function has been more difficult

to address in human implantation sites because of the

more extensive invasion of these vessels by fetal

trophoblastic cells.13 However, a number of reports

are appearing confirming that as in mice,14 changes

in human SA occur in advance of the presence of

intravascular trophoblast in that region.2,15 Studies

from mice suggest that it is the secretion of interferon

gamma (Ifng) by uNK cells that provides the signaling

to transiently change SA from constricted, muscular,

vasoactive arterioles into dilated, thin-walled vein-

like structures. Because of the absence of a similar

arterial change in women with pre-eclampsia, who

clinically have hypertension and renal protein excre-

tion as their presenting pathologies, it is widely held

that SA modification within the uterus is essential for

maintenance of normal blood pressure (i.e. mean

arterial pressure; MAP) during pregnancy. This think-

ing logically leads to the question of whether uNK

cells contribute to regulation of MAP.16–18

The principal regulator of hemodynamic function

is the renal renin-angiotensin-aldosterone-system

(RAS; Fig. 1). RAS molecules work in concert with

the nervous system, specialized baro- and chemo-

receptors within the vasculature and endocrine

mediators to rapidly detect changes in electrolytes,

blood pressure or blood volume. They directly or

indirectly return the cardiovascular system to

homeostasis by inducing vasoconstriction, vasodila-

tion, retention or excretion of water and ⁄ or release

of vasoactive compounds (angiotensin II, aldoste-

Fig. 1 Diagram of Renin-Angiotensin System,

illustrating major functions of angiotensin II

upon interaction with the AT1 and AT2 recep-

tors.
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rone). While cardiovascular homeostasis is main-

tained during pregnancy, the normal regulatory

mechanisms are altered. Because of significant blood

volume expansion, there is activation of RAS; how-

ever, the vasculature becomes insensitive to RAS

products. The cause of this insensitivity is unknown,

but it may contribute to the transient fall in MAP

during early gestation, as the RAS is a potent vaso-

pressor.

Human NK cells and T cells from blood were

recently shown to respond to Ang II by proliferating,

shifting cytokine production toward IFNG production

and migration.19 Further study showed that NK cells

(defined as CD56+) and T cells (defined as CD3+)

expressed not only the key receptors for Ang II (AT1

and AT2), but all RAS components (renin, renin

receptor, angiotensinogen, angiotensionogen con-

verting enzyme).

Expression and in vivo function of T cell-based

RAS has been shown in mice. Not only was expres-

sion of RAS confirmed but mice genetically deficient

in T and B cells themselves (Rag-1 null) or trans-

planted by marrow from donors deleted in AT1 had,

like pregnant women, blunted responses to Ang II

infusion.20 We asked whether mouse uNK cells

express AT1 and AT2 (Hatta, MSc Thesis, 2009,

Queen’s University). Using immunohistochemistry

on samples from C57BL ⁄ 6 mice, we found that at

gd6, �10% of uNK cells were AT1 reactive and

�20% AT2 reactive. By mid-gestation, these values

were �20 and 40% respectively. Atrial natriuretic

peptide, a molecule that inhibits renin and aldoste-

rone production and counteracts Ang II-induced

effects was not found in uNK cells at gd8 but was

expressed by all uNK cells studied at gd10, once SA

modification had occurred. These data indicate that

mouse uNK cells may have vasoactive functions in

addition to the functions for the promotion and reg-

ulation of angiogenesis.

The data on expression of AT1 and AT2 as well as

other markers by mouse uNK cells strongly suggest

uNK cells are functionally heterogenous and should

now be classified by as functionally distinct subsets.

Mouse uNK cells are commonly recognized histologi-

cally by one of two stains, periodic acid Schiff’s

(PAS) reagent that reacts with glycoproteins in the

cytoplasmic granules of uNK cells or Dolichos biflorus

(DBA) lectin that recognizes terminal N-acetylgalac-

tosamine expressed by the cell membrane as well as

by the cytoplasmic granules of uNK cells.21,22 Cells

combining both DBA lectin reactive surfaces and

cytoplasmic granules are not found outside of the

uterus in virgin mice or mice pregnant between gd

0.5–7.5,23 indicating that there is no peripheral

source for mature mouse uNK cells. PAS and DBA

lectin stains are not fully coincident but only two

uNK cell subpopulations can be defined in normal

pregnant mice by dual staining for these markers,

PAS+DBA) or PAS+DBA+.24 Only the latter cell

phenotype develops at implantation sites in pan-

lymphocyte deficient mice of genotype

Rag2) ⁄ ) ⁄ Il2rg) ⁄ ) (formerly Rag2) ⁄ )cc) ⁄ )) grafted by

normal bone marrow at either gd6 (Zhang and Croy,

unpublished data) or at gd12.5. Thus, uNK cells with

the phenotype PAS+DBA+, which are �50% of the

uNK cells at gd6 and >80% or more by mid-gesta-

tion (gd10 and 12) are thought to represent cells dif-

ferentiated from uterine homed precursors while

PAS+DBA) cells may arise from in situ progenitors.

A number of angiogenic functions differ between

these two uNK cell subsets. The PAS+DBA) cell sub-

set appears to be regulatory and encompasses Ifng

and Il-22 producing cells (Chen, Zhang, Colucci,

Croy, MS in preparation).

Spiral arteries in pregnant mice

The histological appearance of SA in pregnant nor-

mal mice is typical of arteries for at least 8 days.

Rapid changes are found between gd9 and 10. The

resulting arteries have reduced muscular coats and

greater lumen areas. EFNB2 and EPHB4 are typical

molecules used to discriminate between arterial and

venous vessels. When we applied antibodies against

these molecular markers to normal mouse implanta-

tion sites, SA observed at gd6.5 and 8.5 were EFN-

B2+EPHB4), the phenotype expected for arteries. At

gd10.5 however, mixed expression of these mole-

cules was seen even in single vessel cross-sections,

and by gd12.5 the vessels had strong EPHB4+

(venous) expression. It was of considerable interest

that uNK cells expressed both markers. At gd6.5,

uNK cells were EFNB2+EPHB4) but, from gd8.5,

had EPHB4+ expression, which was strong at

gd10.5–12.5. Indeed, at gd10.5, both vascular phe-

notyping markers were more strongly expressed by

uNK cells than by blood vessels. The functional sig-

nificance for uNK cells of this expression remains

undefined. In alymphoid mice of genotype

Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) that do not experience gestational

SA modification, SA remained EFNB2+EPHB4) from

gd6.5 to 12.5, suggesting retention of arterial func-
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tion and myometrium became unusual with very

strong expression of EFNB2 and for EPHB4.25

Clinical literature suggests that absence of SA

modification is associated with vasospasm in preg-

nancy and with placental and possibly fetal

hypoxia.26–28 The retention of arterial phenotype by

SA in alymphoid mice led us to examine spiral and

various upstream arteries across pregnancy of nor-

mal and Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mice by ultrasound using an

RMV704 40 MHz probe (Vero770; VisualSonics, Tor-

onto, ON, Canada). There were no detectable differ-

ences in blood velocity, pulsatility or resistance

(Fig. 2). This is inconsistent with our measured, his-

tological differences in SA at gd12 that provided a

calculated structural resistance indicating there

would be a 40% increased resistance in SA in alym-

phoid mice.18 Further, we infused mated, normal

and Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mice on BALB ⁄ c backgrounds

with Hypoxia Probe�-1 to evaluate conceptus and

maternal tissue hypoxia at killing. Unexpectedly,

when a full time course of study (gd6–18) was

reviewed, there were no significant differences in

reactivity with the probe between normal or

Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) placentas or fetal tissues (Leno-

Duran et al., submitted). This suggests that retention

of arterial phenotype does not limit perfusion of

implantation sites through mid- to late-gestation. It

is of considerable interest that relative hypoxia was

found in only one of five maternal tissues studied:

the kidney (Fig. 3). This relative hypoxia was seen

in the normal, but not in Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mice. We

postulate that, in comparison to controls,

Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mice will have increased blood flow

in the uterine and renal vessels to compensate for

the lack of SA remodeling. Analyses of our serial

ultrasound data to address this question is ongoing

and it will be correlated with the systemic hemody-

namic data we have obtained using radiotelemetry.

Systemic effects of the immune system

on maternal hemodynamics

Radiotelemetry is an extremely powerful research

tool for continuous hemodynamic monitoring of ani-

mals using surgically implanted probes with inter-

arterial solid-state catheters. This technology has

been miniaturized for mice but its cost, comparative

to less-accurate measurement of MAP, is high. David

(a)

(b)

Fig. 2 Doppler waveforms of spiral arteries of normal (upper panel) or alymphoid Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) (low panel) mice at mid-gestation (gd12). Peak

systolic velocity (S) and end-diastolic velocity (D) are indicated. Hemodynamics of spiral arteries are equivocal between normal and alymphoid mice

when examining blood velocity, resistance index (RI) and pulsatility index (PI), or vascular pattern. Ultrasound imaging was performed with Vevo

770 (Visual Sonic, Toronto, ON, Canada) equipped with a 40-MHz probe.
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Merrill and Davisson et al. pioneered use of this

method in pregnant mice.29 Radiotelemetric record-

ing identified BPH ⁄ 5 mice as developing late gesta-

tional hypertension. In comparison to controls,

pregnant BPH ⁄ 5 mice had equivalent uNK cell num-

bers but poor SA remodeling.17 Their placentas were

significantly smaller at mid-gestation (i.e. placental

insufficiency) but normalized by term. Despite their

unusual late placental growth, BPH ⁄ 5 fetuses were

growth restricted throughout gestation and litters

were smaller than in controls because of mid- and

late-gestation resorptions.

We have undertaken conception to term radio-

telemetric analysis of the hemodynamic changes of

mouse pregnancy for normal (C57BL ⁄ 6, BALB ⁄ c
and outbred CD-1) and Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) females. Our

study (Burke et al.) differs from most published

studies, which have focused on mid-pregnancy or

post-implantation and beyond using radiotelemetry

or measured MAP daily or less frequently over the

study time course. For normal mice with SA modifi-

cation and minimal fetal loss, a five-phase pattern of

MAP was found that coincided with defined stages

of placental development or growth (Fig. 4). During

pre-implantation development, DMAP was stable

but heart rate increased, which is consistent with

blood volume expansion and was supported by small

gains in body weight. After implantation, MAP

declined to a nadir at gd9. This time point is signifi-

cant as it is the time when SA begins to remodel

and when fusion of the allantois is completed in

mice, initiating placental blood flow. Following the

mouse gd9 nadir, MAP rises until gd12, where,

depending on strain, MAP becomes variable but

hovers about its pre-pregnancy baseline level. This

pattern mimics the hemodynamic changes observed

in pregnant women with a first trimester drop in

MAP and a second trimester rise.30 Surprisingly,

despite absent SA remodeling, gestational hemody-

namics were similar in Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mice and

there was no evidence of hypertension compared

with BALB ⁄ c control pregnancies. Placental weights

were collected from mid-gestation to term and were

equivalent until gd14, then diverged with peripar-

tum Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) placentas being larger. These

data are most simply interpreted as fetal and ⁄ or pla-

cental signals regulating the patterns of change in

maternal MAP.

This interpretation is supported by hemodynamic

profiles from hormonally pseudopregnant females

who mated (i.e. confirmed copulation plugs) but

(a)

(b)

Fig. 3 Immunohistochemical staining of kidney from gestation day 12

mice injected with Hydroxy-Probe�. (a) Immune competent BALB ⁄ c

mouse and (b) alymphoid Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) mouse. Images taken at

400· times magnification.

Fig. 4 Mean arterial pressure patterns of mice during normal gesta-

tion, pseudopregnancy and pregnancy failure.
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failed to gain weight and had no palpable fetuses at

gd12. These females had stable MAP between mating

and post-mating day 12 when their study was termi-

nated and they were confirmed to be non-pregnant

(Fig. 4). This excludes ovarian hormones as the reg-

ulators of the pattern of change in early gestational

MAP.

A further indication that conceptus-based signals

might exclusively regulate maternal, gestational

MAP came from two Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) dams that were

unusual because they delivered small litters of pre-

dominately dead pups. From mid-gestation, their

MAP profiles deviated because of the rapid onset

hypertension.

Because Rag2) ⁄ )Il2rg) ⁄ ) lack both NK cells and T

cells, it is not possible to state from our study

whether NK cells or T cells have roles in regulation

of MAP. It can only be concluded that in the

absence of both of these lymphocyte subsets, a nor-

mal gestational pattern of MAP is maintained. To

examine the role of T cells, (we have not addressed

B cells because Guzik et al. showed by adoptive

transfer that B cells were ineffective modulators of

vascular responses to Ang II infusion20) gestational

radiotelemetric studies have been completed in some

syngeneically mated T and B cell deficient Rag2) ⁄ )

and in NOD.CB17-Prkdcscid (NOD.scid) females. A pat-

tern similar to that shown in Fig. 4 was observed for

Rag2) ⁄ ), indicating that loss of T cells with mainte-

nance of NK cells and SA modification does not

modulate the normal pattern of MAP in mice. This is

in contrast to a challenge with Ang II in non-preg-

nant mice in which MAP responses were statistically

blunted. Thus, pregnancy may mask the importance

of T cell regulatory contributions. In contrast, gesta-

tional MAP in NOD.scid had a unique pattern that

was unusually stable with little variability beyond

pre-pregnancy baseline MAP. It should be noted that

because of background strain, NOD.scid mice lack

normal NK cell function in addition to their T cell

deficiency. Gestational telemetric study of the newly

described E4BP4 mice that lack NK cells but are T

cell sufficient may resolve this question.31

It seems difficult to conceive how an early con-

ceptus could regulate its mother’s MAP, and we are

addressing the alternate hypothesis that endometrial

decidualization is the regulatory process, using ra-

diotelemetric study of pseudopregnant mice with

induced deciduomata.32 However, one method for

regulation of upstream vessels by downstream cells

is known as reverse conductance. Conducted

responses are vasomotor signals initiated at discrete

locations and transmitted along the vascular wall to

coordinate vasomotor responses at sites distant from

the site of local stimulation (for review see Schmidt

et al., 2008).33 They are often considered a means

by which tissues can induce changes in blood flow

to match metabolic demand via signaling to the

upstream (against the flow of blood) feed vascula-

ture. The vasoactive signals travel through gap junc-

tions between adjacent endothelial cells, vascular

smooth muscle cells and ⁄ or myo-endothelial junc-

tions. While research has favored the investigation

of upstream conducted responses because of their

importance in regulating blood flow into the tis-

sue,34–43 evidence indicates that vascular signals are

conducted in both upstream and downstream direc-

tions.34, 35, 40, 44, 45 The fetus may take advantage

of this inherent machinery to induce upstream

maternal vasomotor responses in accordance to its

own developmental needs. The heavy invasion of

fetal tissues in rodents and humans places fetal cells

in very close proximity to the maternal vasculature,

including intramural positions and replacement of

maternal vascular endothelial cells with fetal tro-

phoblast. Therefore, all necessary components for

fetal regulation of maternal blood flow via upstream

conducted responses are present. To address

whether the endometrial vasculature was capable of

transmitting conducted responses, we performed

preliminary work using an intravital microscopy

technique developed in our lab.46 Briefly, the tech-

nique allows visualization of the intact, blood-per-

fused endometrial vasculature of an anesthetized

gd12 mouse. We locally pipetted 10)4M phenyleph-

rine (PHE) onto the mesenteric vessel (baseline

diameter = 61.4 ± 3.6 lm) feeding the implantation

site and then measured resultant vessel diameters in

the downstream vasculature (>1000 lm from local

site) (Fig. 5a). A dye tracer (FITC) was added to the

micropipette contents to help ensure that the drug

did not flow over the downstream sites of interest.

Indeed, our data indicate that signals are conducted

downstream along the endometrial vasculature and

that the signal strength eventually diminishes as the

vasculature bifurcates into daughter vessels. While

the uterine and arcuate arteries (baseline diame-

ters = 71.0 ± 5.3 lm and 68.9 ± 8.7 lm, respec-

tively) showed similar vasoconstrictions as measured

locally in the mesenteric feed (Fig. 5b,c), constric-

tions decreased in magnitude in the more distal

radial (baseline diameter = 71.7 ± 7.1 lm), spiral
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(baseline diameter = 98.6 ± 8.8 lm) and basal

(baseline diameter = 39.8 ± 5.4 lm) arteries

(Fig. 5d–f). These trends were mirrored when vessel

diameters were normalized to their branch order

maximum diameters. Additionally, we directly

exposed each level of the endometrial vasculature

to 10)4M PHE to determine their capacity to con-

strict to direct application of the drug for compari-

son to the conducted response capacity (Fig. 5b–f).

These data show that the endometrial vasculature is

capable of transmitting conducted responses. Given

that conducted responses can be bi-directional, our

data indicate that the machinery is in place for the

fetus to directly regulate maternal blood flow with-

out relying on hormonal delivery of signals via the

systemic circulation. Therefore, it is entirely plausi-

ble that the fetus can mediate maternal blood flow

by initiating conducted responses at the maternal–

fetal interface that travel in a retrograde manner to

effect hemodynamic changes in the maternal feed

vessels.

Summary ⁄ Conclusions

This review summarizes recent work from our labo-

ratory initiated to explore the relationships between

lymphocytes and early gestational changes in the

cardiovascular system. We find this an exciting and

important emerging area with significant clinical rel-

evance. We have only very preliminary insights into

these potential relationships, but have shown that

NK cells from lymphoid organs do not show the

dynamic changes in or in some cases even the

expression of the vascularly related molecules that

we have addressed. These studies challenge long-

established ideas concerning outcomes from incom-

plete SA modification and they indicate that preg-

nancy is a state that alters the immunoregulatory

effects of T cells, particularly Th17 cells, on MAP

that have been reported in mice.47 It is important

that cross disciplinary studies continue to develop in

reproductive immunology because formal demon-

stration of immunological involvement in cardiovas-
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Fig. 5 The endometrial vasculature is capable of conducting vasoactive signals along the vascular wall. (a) Schematic representation of the endo-

metrial vascular sites of interest. Indicated are the site of drug application (mesenteric artery), and the endometrial vasculature located >1000 lm

downstream. (b–f) Changes in vessel diameters at the site of drug application (Local), the induced change in vessel diameter at the branch order

of interest (Downstream) as well as the change in vessel diameter induced by direct application of 10)4M PHE to the downstream site (Direct).

*Indicates significantly different compared to ‘Local’, # indicates significantly different compared to ‘Direct’, both at P < 0.05.
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cular hemodynamics provides new approaches for

therapeutic interventions such as inhibitors to block

specific cytokine signaling pathways through selec-

tive inhibition of tyrosine kinases or other signal-

ing.48 The incidence of pre-eclampsia remains stable

at �3–5% of all human pregnancies, making hyper-

tensive disease important to pregnancy. Understand-

ing and developing in vivo models that will

effectively address the importance of relationships of

lymphocytes in cardiovascular responsiveness will

also have the potential to be important for men and

women who are not pregnant.
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Objectives: To determine if fetaleplacental hypoxia is a primary outcome of defective spiral artery
remodeling.
Study design: Pregnancies in Rag2�/�Il2rg�/� double knock-out mice, which fail to undergo normal
physiological spiral arterial remodeling, were compared to syngeneic BALB/c control pregnancies. Mice at
gestation day (gd)6, 8, 10, 12 and 18 were infused with Hypoxyprobe�-1 before euthanasia to enable
detection of cellular hypoxia by immunohistochemistry.
Results: In implantation sites of both phenotypes, trophoblast cells were reactive to Hypoxyprobe�-1. No
major differences were observed between the phenotypes in decidua or placenta at any gd or in gd18
fetal brain, lung, heart, liver or intestine or in maternal heart, brain, liver or spleen. Maternal kidneys
from BALB/c were significantly hypoxic to Rag2�/�Il2rg�/� kidneys.
Conclusions: In mice, lack of pregnancy-associated spiral artery remodeling does not impair oxygen
delivery to the conceptus, challenging the concept that deficient spiral arterial remodeling leads to fetal
hypoxia in human gestational complications such as preeclampsia and fetal growth restriction. The
isolated hypoxic response of normal kidney has revealed that renal lymphocytes may have unique,
tissue-specific regulatory actions on vasoconstriction that are pregnancy independent.

Crown Copyright � 2010 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Spiral arteries branch off the uterine artery and feed the
premenstrual and progestational endometrium. During normal
pregnancy, spiral arteries undergo a process called “spiral artery
modification”. “Remodification”, also referred to as “remodeling”, is
the process of vascular smooth muscle thinning. This process is
thought to have effects on uteroplacental perfusion. Incomplete
physiological remodeling of endometrial spiral arteries is a histo-
logical feature frequently seen in human pregnancies complicated
by intrauterine growth restriction and/or preeclampsia [1e4]. The
incomplete remodeling is thought to lead not only to placental/
trophoblast hypoxia and associated metabolic changes, but also to
and Cell Biology, Room 924,
Kingston, Ontario, K7L 3N6,
.

010 Published by Elsevier Ltd. All
fetal oxygen deprivation and metabolic alteration. In humans, onset
of maternal arterial flow from the spiral arteries into the inter-
villous space occurs between weeks 8 and 12 of gestation and
causes a transient period of oxidative stress in syncytiotrophoblast
[5]. Causeeeffect relationships between the extent of spiral arterial
modification and implantation site oxygenation are not completely
understood because women who conceive at high altitude, that is,
in a chronic hypoxic environment, also have reduced spiral arterial
remodeling, suggesting a vascular response rather than a vascular
etiology for the incomplete physiological change [6]. Studies at high
altitude are mimicked in the laboratory when human or mouse
trophoblastic cell lines [7] or tissue explants [8] are cultured under
steady state or reversible low oxygen conditions and when preg-
nant mice are housed under low ambient O2. In vivo studies chal-
lenging pregnant mice with low ambient O2 and measuring
changes in placental gene expression by microarray have been
reported [9]. However, there have been no studies addressing
placental and fetal oxygenation in pregnancies with impairment in
spiral arterial modification.
rights reserved.
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Fig. 1. Uteri from virgin and pregnant wild type (WT) and Rag2�/�Il2rg�/� mice who had received intravenous Hypoxyprobe�-1 an hour before euthanasia were stained using DAB
detection (brown) for hypoxia. Spiral artery modification occurs in WT pregnancies but not in Rag2�/�Il2rg�/� pregnancies. No major, widespread tissue differences in the detection
of adducts of the probe were found between the genotypes. In the virgin uterus, staining was found in the endometrial epithelium and glands. Post implantation, staining was
observed in the primary decidual zone and ectoplacental cone. At later stages staining was found in the placenta. DEC, decidua; EC, ectoplacental cone; PDZ, primary decidual zone;
PL, placenta. Virgin (bar¼ 1000 mm); gestation day (gd)6 (bar¼ 200 mm); gd10, 12 and 18 (bar¼ 1000 mm).
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Fig. 2. Fluorescence immunohistochemistry confirmation of hypoxia in trophoblast.
Trophoblasts (red, cytokeratin; blue, nuclei) are hypoxic (green) throughout gestation.
Shown here is a gd10 Rag2�/�Il2rg�/� giant cell (arrow) bordering the decidua (left).
Bar¼ 100 mm.
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In mice, maternal spiral arteries are not modified at gestation
day (gd)8.5 but are well modified by gd10.5 and appear from
immunohistological studies to be fully modified by gd12.5 by their
acquired strong expression of the venous marker EphB4. Mouse
gestation is w19e20 days [10] and the placental circulation opens
between gd9 and 10, when the allantois fuses to the chorion and
fetal vessels develop within the placental labyrinth. Mouse spiral
arterial modification appears to be depended upon uterine natural
killer (uNK) cells rather than upon fetal trophoblasts as is the case
in humans [11]. Thus, alymphoid mice of genotype Rag2�/�Il2rg�/�

and other mice deficient in NK cells, do not undergo spiral arterial
modification during pregnancy [10,12,13]. These mouse strains are
fertile, do not experience significant gestational complications and
pups show no sign of growth restriction [14]. Pregnant
Rag2�/�Il2rg�/� mice on either BALB/c or C57Bl/6J backgrounds,
housed under normal barrier husbandry conditions, do not display
problems such as congestive heart failure and death reported in
gd11e13 CD-1 fetuses in mothers’ with ambient O2 levels reduced
from 21% to 8% [15].

To address the question of whether implantation site oxygena-
tion is reduced in pregnancies that fail to undergo gestation-asso-
ciated, physiological spiral artery modification, pimonidazole
hydrochloride staining was used to compare Rag2�/�Il2rg�/� and
þ/þ (WT) tissues from BALB/c background mice on gd6, 10, 12 and
18. Respectively, these times represent early post implantation
prior to spiral arterial modification, early and completed spiral
arterial modification and peripartum when cumulative effects of
potentially-reduced third trimester metabolism might be found.
This approach also allowed us to assess if the early mouse
implantation site is a hypoxic environment, as found in human
implantation sites [16] and to determine if placental hypoxia might
precede or be coincident with fetal hypoxia.

2. Materials and methods

2.1. Animals and histological procedures

Use of animals was approved by the Queen’s University Animal Care Committee.
Control WT and Rag2�/�Il2rg�/� double knock-out mice on a BALB/c background
were used. Rag2�/�Il2rg�/� mice are devoid of T, B and NK cells. WT females were
mated by WT males. Rag2�/�Il2rg�/� females were mated by Rag2�/�Il2rg�/� males.
The morning of the copulation plug was designated gd0. Mice pregnant at gd6, 8, 10,
12 and 18 (n¼ 2 for each gd for each genotype) were injected with 100 mL (45 mg/kg)
of pimonidazole hydrochloride (Hypoxyprobe�-1, HPI Inc.; Burlington, MA, USA) via
tail vein injection and sacrificed 60 min later by cervical dislocation. Healthy
implantation sites were collected (n¼ 3 per pregnancy) as well as maternal heart,
liver, kidney, spleen and brain. Specimens were fixed with 4% paraformaldehyde for
16 h. Similar inoculation of the probe and organ collection were undertaken in 2
virgin females of each genotype, not selected for stage of estrus. Standard procedures
were used for automated processing into paraffin blocks. Sections were cut at 6 mm
and collected on glass slides for immunohistochemistry.

2.2. Immunohistochemistry

Briefly, after tissue deparaffinization and rehydration, endogenous peroxidases
were inactivated with 6% H2O2 for 15 min. Antigen retrieval was subsequently
performed using 0.01% pronase (type XIV, Sigma; Oakville, ON, Canada) for 40 min
at 40 �C. Sections were then washed and blocked (serum-free protein block, DAKO;
Mississauga, ON, Canada) for 30 min at room temperature. Tissue sections were
incubated with primary antibody (1:100, Hypoxyprobe�-1 MAb1, HPI Inc.; Bur-
lington, MA, USA) overnight at 4 �C, washed, and incubated with secondary antibody
(1:500, HRP conjugated rabbit anti-mouse IgG, AnaSpec, Inc.; Fremont, CA, USA) for
2 h at room temperature, washed, and developed using diaminobenzidene (DAB)
(Liquid DABþ substrate, DAKO; Mississauga, ON, Canada). Slides were counter-
stained using Harris’ hematoxylin for 10 s, dehydrated, cleared and sealed with
Permount (Fisher; Ottawa, ON, Canada). To reduce variability, gd matched samples
were simultaneously stained.

For fluorescence detection studies, slides were triple stained. H2O2 treatment
was omitted. After incubation with Hypoxyprobe�-1 MAb1 primary antibody, slides
were washed and incubated with biotinylated goat-anti-mouse IgG (1:200, Jackson
Laboratories; Bar Harbor, ME, USA) for 2 h at room temperature, washed and
incubated with fluorescently labeled Alexa488-Extravidin (1:200, Invitrogen;
Burlington, ON, Canada) for 1 h. Sections were washed and further targeted for
cytokeratin using rabbit anti-cytokeratin (1:250, DAKO; Mississauga, ON, Canada)
overnight at 4 �C. This was followed with fluorescently labeled Alexa594 goat-anti-
rabbit IgG secondary antibody (1:200, Invitrogen; Burlington, ON, Canada) for 2 h at
room temperature. Slides were washed and incubated for 20 min in 20 mM L-lysine
(Sigma; Oakville, ON, Canada) to quench autofluorescence and mounted with 40 ,6-
diamino-2-phenylindole (DAPI) supplemented mounting media (DAPI Gold with
Anti-Fade Agent, Invitrogen; Burlington, ON, Canada).

Slides were imaged using a Zeiss Axiocam microscope system with Axiovision
computer software (Zeiss; Toronto, ON, Canada) for both DAB developed and fluo-
rescent slides.

3. Results

Virgin uteri of both WT and Rag2�/�Il2rg�/� mice had similar
Hypoxyprobe�-1 reactivity; staining was very strong in the uterine
endometrial epithelium and weak in glandular epithelial cells
(Fig. 1). Hypoxyprobe�-1 also detected hypoxic cells in the decid-
ualeplacental unit between gd6 and 18 (Fig. 1; gd8 not shown).
Major, large-scale differences in Hypoxyprobe�-1 staining
between the two genotypes were not observed. At gd6, the primary
decidual zone, the stroma surrounding the ectoplacental cone and
uterine lumen epithelium were reactive with Hypoxyprobe�-1 in
both genotypes. At gd8, residual uterine lumen epithelium and
lateral stroma were reactive in both genotypes. At gd10, cells with
the morphologic appearance of trophoblast giant cells were highly
reactive with Hypoxyprobe�-1 in Rag2�/�Il2rg�/� mice compared
to WT. This was also observed at gd12; however giant cells from
gd12 Rag2�/�Il2rg�/� pregnancies were less reactive than similar
cells at gd10. At gd18, both genotypes had Hypoxyprobe�-1 reac-
tivity along the maternaleplacental interface in large cells
presumed to be trophoblast giant cells. A second set of slides was
fluorescently triple stained for cytokeratin expression to confirm
that these large Hypoxyprobe�-1 reactive cells were in fact
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trophoblast. Co-localization of Hypoxyprobe�-1, cytokeratin and
DAPI was found, revealing the cells to be trophoblast giant cells
(Fig. 2).

Fetal tissues of each genotype were studied carefully at gd18
when they could be clearly identified. At earlier times non-
placental conceptus tissue was only generally assessed. At no time
was a major difference found between genotypes in Hypo-
xyprobe�-1 reactivity in the embryonic or fetal tissues (Fig. 3). For
both genotypes, fetal lung was negative, whereas heart, liver and
Fig. 3. Gestation day (gd)18 fetal tissues were stained for hypoxia using immunohis-
tochemistry. DAB detection (brown) revealed no differences between spiral artery
modified (wild type; WT) and unmodified pregnancies (Rag2�/�Il2rg�/�). Weak, diffuse
staining was observed in the brain, heart, kidney, liver and intestine. Bar¼ 100 mm.
intestine were reactive with Hypoxyprobe�-1; fetal brain and
kidney were distinctly but more weakly reactive.

To establish whether the differences in spiral arterial modifi-
cation might be associated with changes in tissue perfusion and
oxygenation in other sites, maternal peripheral tissues were
examined from the Hypoxyprobe�-1 infused mice. Very weak
reactivity was found in the brain, heart and liver of both WT and
Rag2�/�Il2rg�/� mice, while the stroma of spleens was positive in
both groups of mice. Renal tubules of WT mice were significantly
hypoxic compared to Rag2�/�Il2rg�/� renal tubules, which were
weakly reactive (Fig. 4). The maternal staining patterns were not
altered by pregnancy.

4. Discussion

The principle finding of this study is that deficiency in spiral
arterial modification does not lead to placental or to fetal hypoxia in
mice. The strength of this study is in employing a mouse model to
manipulate a variable that is ethically not possible in human
pregnancies. Our principle finding challenges the widely held belief
that in humans deficient spiral artery remodeling leads to fetal
hypoxia in cases such as preeclampsia and fetal growth restriction
[17e19]. Our experimental design suggests that a direct cause-
eeffect relationship between deficient spiral artery remodeling and
fetal hypoxia does not exist (Fig. 5). Given the established reports
that these two observations co-exist in preeclampsia and fetal
growth restriction [17e22], we propose that other factors, such as
immune imbalances [23e25], are responsible for their coincidence.

The interface between maternal and fetal tissue (such as the
primary decidual zone at gd6 and axis between the decidua and
placenta at gd18 in both genotypes; or interface-to-be in the case of
the virgin endometrial epithelium) was the predominant hypoxic
area we observed in implantation sites. This may fit well with our
understanding of cytotrophoblast behavior. Others have discussed
the paradoxical observation that human cytotrophoblasts prolif-
erate under hypoxic conditions, but take on an invasive phenotype
in oxygen rich environments [26,27]. This may appear as a contra-
diction, since both invasion and proliferation of cytotrophoblasts
are important for proper placentation. Lowering O2 to 2% results in
a marked increase in cytotrophoblast incorporation of thymidine
and 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) [26]. However, at this
concentration of O2, cytotrophoblasts fail to invade extracellular
matrix substrate [26]. Low O2 conditions decrease invasiveness;
both 10e12 week and 16e20 week human cytotrophoblasts
cultured under 2% O2 show dramatically lower levels of invasive-
ness through coated transwells [26]. We expect that the ex vivo
observations of cytotrophoblasts proliferating under hypoxic
conditions [26] are a biological process that occur at the
fetalematernal interface and that invaded decidual cytotropho-
blasts do not proliferate. Rather, decidual cytotrophoblasts have
acquired the invasive phenotype found under oxygen rich condi-
tions [26]. Our results suggest the heterogeneity of O2 metabolism
in the placenta should be considered when addressing functions of
the trophoblast. Regarding our minor observation that at gd10 and
12 the decidualeplacental interface stained darker for hypoxia in
Rag2�/�Il2rg�/� mice, these differences may potentially regulate
trophoblast function, as described above; however it may be of
little relevance to fetal health since fetuses of Rag2�/�Il2rg�/�

pregnancies are not more hypoxic than their WT control.
Finally, we report that in the adult kidney, pimonidazole reac-

tivity, a marker of hypoxia, was detected in renal tubules of non-
manipulated, normoxic mice; a finding consistent with previous
reports that have studied both male and female rodents [28e32].
The WT adult kidney incorporated more pimonidazole adducts
compared to the Rag2�/�Il2rg�/� adult kidney and this observation



Fig. 4. Maternal organs were stained for pimonidazole reactivity (brown). Other than greater staining in the maternal kidney in WT, no significant differences in reactivity were
seen between the genotypes. The absence of lymphoid follicles in the Rag2�/�Il2rg�/� spleen accounts for the morphological differences between the splenic samples. Bar¼ 200 mm.
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Fig. 5. Fetal hypoxia is not a primary outcome from failure of spiral arterial modification in mice. F, fetus; P, placenta; SA, spiral artery.
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was independent of pregnancy. This novel observation suggests
lymphocytes contribute to the maintenance of lower oxygen
homeostasis in the normal kidney, as Rag2�/�Il2rg�/� mice are
genetically deficient in T, B and NK cells. We hypothesize that the
isolated hypoxic response of normal kidney has revealed unique,
tissue-specific regulatory actions of intra-renal lymphocytes on
vasoconstriction that are pregnancy independent. The kidney is
home of unconventional, tissue-resident lymphocytes. Ascon et al.
have shown that normal, adult mouse kidneys contain activated
and CD3þCD4�CD8� double-negative T cells with a unique TCR
repertoire [33]. Whether these subsets of lymphocytes are
responsible for our observation requires further research. T and NK
lymphocytes are equipped components of the renin angiotensin
system [34e37] and may potentially act to reduce perfusion and
limit oxygen in the normal kidney.

In conclusion, our study suggests that deficient spiral artery
modification and fetaleplacental hypoxia are observations that co-
exist in human pregnancy through a complex relationship and that
the former does not directly cause the latter.
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Recent studies showed that some functions of decidual dendritic cells appear to be essential for preg-
nancy. In humans, decidual dendritic cells are identifiable by their expression of DC-SIGN. We compared
the subpopulations of human decidual DC-SIGNþ cells from first-trimester normal pregnancies and
spontaneous abortions by flow cytometry. In normal decidua, DC-SIGNþ cells expressed antigens
associated with immature myeloid dendritic cells. In samples from spontaneous abortions, we detected
decidual DC-SIGNþ cells with an antigen phenotype equivalent to that of DC-SIGNþ cells from normal
pregnancies, but at a significantly lower proportion (P < 0.01). Our results support the hypothesis that
dendritic cells play a role in normal or pathological human pregnancy outcomes.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Recent studies showed that decidual dendritic cells (DC)
perform different functions that are crucial for pregnancy [1,2].
Several groups have found immature myeloid DC in normal decidua
of humans and mice [3,4]. In human decidua, these cells are iden-
tifiable by their expression of DC-SIGN (CD209) [4]. Although most
abortions occur because of chromosomal abnormalities in the
embryo, it has been widely documented in mice and humans that
sporadic and recurrent spontaneous abortion (and also normal
pregnancy) are mediated by the immune system [5e12]. Because
DC is responsible for the control of immune responses [13], these
cells may be involved in the normal or pathological outcome of
pregnancy [14]. To determine whether DC play a role in sponta-
neous abortion, we studied the different subpopulations of DC in
human decidua of spontaneous abortions and compared them with
the subpopulations in normal pregnancies.

2. Materials and methods

2.1. Tissues

Samples from first-trimester spontaneous abortions (6e11 weeks, n ¼ 35) were
collected at the Departamento de Obstetricia y Ginecología of the Hospital Uni-
versitario San Cecilio in Granada (Spain). All patients with spontaneous abortion
ica, Biología Molecular 3 e
anada, 18012 Granada, Spain.

All rights reserved.
were evaluated with ultrasonography when they presented with vaginal bleeding.
Specimens from elective terminations of pregnancy (6e11 weeks, n ¼ 60) were
obtained from the Clínica El Sur in Málaga and Ginegranada in Granada (Spain). All
patients were aged 20e30 years. Women receiving any medication or having
recurrent miscarriage, infectious, autoimmune, or other systemic or local diseases
were excluded. None of the abortions was pharmacologically induced. Decidual
tissue was obtained by suction curettage; in spontaneous abortion, curettage was
carried out within 24 h after diagnosis. None of the samples showed any evidence of
necrosis or acute inflammation. All women provided informed consent, and this
study was approved by the clinical research ethics committee of the Hospital Uni-
versitario de San Cecilio in Granada.

2.2. Extraction of decidual leukocytes

The method of extraction has been described elsewhere [8]. Briefly, samples
from the decidua of spontaneous abortions or elective terminations of pregnancy
were thoroughly washed in PBS. Decidual fragments were finely minced in a small
volume of RPMI 1640 (SigmaeAldrich, St. Louis, MO) and then pushed through
a 53-mm sieve (Gallenkamp, Loughborough, UK). The resulting cell suspension was
washed with RPMI and layered on an equivalent volume of Lymphoprep (Flow
Laboratories, Hertsfordshire, UK) at room temperature, and centrifuged for 20 min at
600 g. The cells were collected from the interface, suspended in RPMI, washed, and
then suspended in complete culture medium (RPMI 1640, 10% fetal calf serum (FCS),
100 U/mL penicillin, 50 mg/mL gentamicin). The supernatant containing decidual
leukocytes was collected, and the cells were washed and suspended in PBS for
further analysis. Cell viability was determined microscopically by trypan blue
exclusion. Only samples with more than 90% viable leukocytes were used.

2.3. Flow cytometry analysis

Decidual leukocytes were suspended in PBS at 106 cells/mL. For direct staining,
100 mL of the cell suspension was incubated with 10 mL of the appropriate mono-
clonal antibody (mAb) for 30 min at 4 �C in the dark. Cells were washed, suspended
in 0.5 mL PBS, and immediately analyzed in a flow cytometer (Ortho-Cytoron, Ortho
Diagnostic Systems, Raritan, NJ, USA). To identify dead cells we incubated decidual
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cells with propidium iodide (SigmaeAldrich). The percentage of cells that were
antibody-positive was calculated with reference to the appropriate isotype control.
Decidual cells were stained with the appropriate mAb labeled with FITC or phyco-
erythrin, or with their corresponding control isotype. The following mAbs against
surface proteins were used: CD11c, CD14, CD15, CD25, CD40, CD45, CD56, CD80,
CD86, Fas, and HLA-DR (all purchased from Caltag, San Francisco, CA, USA), CD83 and
CD123 (BD Biosciences, Denderstraat, Erembodegem, Belgium), and DC-SIGN (R&D
Systems, Minneapolis, USA). The mAb against ILT2 (HP-F1) was kindly provided by
Dr. López-Botet (Universitat Pompeu-Fabra, Barcelona, Spain). For flow cytometric
analysis we used the electronic gate in which most DC-SIGNþ cells were detected
(DC-SIGN gate) (Fig. 1 A).

3. Results and discussion

We found that decidual DC-SIGNþ cells from elective termina-
tions of pregnancy (normal decidua) exhibited a phenotype
compatible with immature myeloid DC (Fig. 1 A, Table 1). These
cells expressed CD11c (a myeloid DC marker), but showed little or
no expression of CD123 (a plasmacytoid DC marker) or CD83 (a
mature myeloid DC marker). Most DC-SIGNþ cells were Fasþ and
ILT2þ. Dendritic cell differentiation antigens such as CD25, CD40,
CD80 and CD86 were also intensely expressed, whereas HLA-DR
and CD14 were only weakly detected, suggesting that DC-SIGNþ
cells included cell populations in different stages of maturation.
Other authors, however, have suggested that decidual DC-SIGNþ
cells are macrophages on the basis of their morphology and co-
expression of CD14 [15]. Myeloid DC and macrophages are difficult
to distinguish clearly, since they share functions and the expression
of many antigens; moreover, these two cell types are able to
interconvert [16].

As reported earlier [17,18], DC-SIGN is also expressed by
macrophages, and maturation from monocyte to macrophage
involves an increase in CD14 expression and a decrease in DC-
SIGNþ expression, whereas maturation to myeloid DC is associated
with upregulation of DC-SIGN and downregulation of CD14.
Fig. 1. A) Decidual DC-SIGNþ cells from elective termination of pregnancy. Flow cytometry
labeling with anti-CD45, anti-CD14 and anti-DC-SIGN mAb. B) Flow cytometric analysis o
CD83þ cells.
Double-labeling of decidual cells with anti-DC-SIGN and anti-CD14
antibodies revealed the existence of subpopulations that may
represent different stages of maturation from monocyte to DC or to
macrophage (Fig. 1 A). Together with DC-SIGNþ cells, we also found
CD14þ DC-SIGN� macrophages, CD56þ NK cells, which formed
complexes with DC-SIGNþ cells (Table 1) [4], and CD15þ DC-
SIGN� polymorphonuclear leukocytes (PMN) in the DC-SIGN gate
(Fig. 1 A, Table 1). Nevertheless, in this study (not shown) and in
previous ones [8], most CD56þ NK cells were detected in the
lymphocyte gate. The presence of PMN did not imply inflammatory
infiltration, since an equivalent proportion was detected in all
normal deciduas analyzed (Table 1). Furthermore, normal human
deciduas contain a small proportion of PMN [19], which in our
study were concentrated in the DC-SIGN gate (Fig. 1 A, Table 1). This
proportion, however, represented a much smaller proportion of the
total population of decidual cells (Fig. 1 A).

Although most abortions occur because of chromosomal
abnormalities in the embryo, both recurrent and sporadic sponta-
neous abortions are associated with immune responses [5,6,8,10].
Nevertheless, in abortion decidua, as in normal decidua, we found
a low expression of CD83 (Fig. 1 B, Table 1), an antigen that is
associated to mature DC [20]. DC-SIGNþ cells showed an antigenic
phenotype equivalent to that of normal decidua (Table 1). The
proportion of DC-SIGNþ cells in spontaneous abortion decidua was,
however, significantly smaller than in normal decidua. This differ-
ence was especially clear for the DC-SIGNþ CD14e, DC-SIGNþ Fasþ
and DC-SIGNþ ILT2þ subpopulations (Table 1). The proportion of
CD56þ NK cells located in the DC-SIGN gate was also significantly
lower in spontaneous abortion decidua, whereas the population of
CD15þ PMN did not vary significantly, which confirmed the
absence of inflammation in these samples. Although most DC-
SIGNþ cell populations analyzed by double-labeling were smaller
in spontaneous abortion decidua than in samples from elective
electronic gate in which most DC-SIGNþ cells were detected (DC-SIGN gate). Double-
f DC-SIGNþ cells of decidua from spontaneous abortion. Presence of low numbers of



Table 1
Comparison of percentages of different subpopulations of decidual DC-SIGNþ cells
and other decidual subpopulations between elective termination of pregnancy and
spontaneous abortion. Double-labeling flow cytometric analysis was done in the
gate in which most DC-SIGNþ cells were detected (DC-SIGN gate, Fig. 1 A). Results
are shown as means � SD.

Decidual cells Elective termination
of pregnancy (%)
(n ¼ 60)

Spontaneous
abortion (%)
(n ¼ 35)

P

DC-SIGNþ cells
DC-SIGNþ/Control isotype

(2nd antibody)
28.3 � 18.4 13.9 � 9.6 0.01

DC-SIGNþ/CD11cþ 17.4 � 10.2 9.0 � 7.1 0.049
DC-SIGNþ/CD14þ 4.1 � 2.1 9.5 � 5.7 0.021
DC-SIGNþ/CD14e 25.1 � 20.5 2.6 � 3.0 0.003
DC-SIGNþCD15þ 6.1 � 4.7 9.1 � 4.4 0.521
DC-SIGNþ/CD25þ 23.5 � 13.8 10.2 � 8.9 0.0004
DC-SIGNþ/CD40þ 22.9 � 11.3 9.7 � 7.8 0.006
DC-SIGNþ/CD56þ 11.4 � 13.4 1.0 � 0.4 0.617
DC-SIGNþ/CD80þ 23.2 � 17.4 12.3 � 9.4 0.244
DC-SIGNþ/CD86þ 19.3 � 13.4 12.6 � 10.0 0.418
DC-SIGNþ/CD123þ 5.2 � 4.7 3.6 � 2.3 0.673
DC-SIGNþ/HLA-DRþ 2.0 � 1.1 4.5 � 2.7 0.031
DC-SIGNþ/Fasþ 32.0 � 14.4 4.5 � 2.4 0.002
DC-SIGNþ/ILT2þ 31.6 � 17.2 6.2 � 5.6 0.001

Other subpopulations
CD45þ/CD83þ 1.3 � 1.2 1.4 � 0.9 0.859
CD14þ/DC-SIGNe 3.5 � 3.9 7.6 � 4.4 0.05
CD15þ/DC-SIGNe 68.9 � 15.5 72.1 � 6.2 0.757
CD45þ/CD56þ 35.9 � 14.1 19.8 � 8.3 0.025
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terminations of pregnancy (Table 1), DC-SIGNþ CD14þ cells and
DC-SIGNþ DRþ cells were exceptions. The proportions of these
populations were slightly but significant higher in spontaneous
abortion samples. In fact, most DC-SIGNþ cells were CD14þ in
spontaneous abortion samples, whereas most DC-SIGNþ cells
were CD14� in decidua from elective terminations of pregnancy
(Table 1). Another subpopulation that was significantly larger in
spontaneous abortion decidua was DC-SIGNe CD14þ cells. The
CD14þ subpopulations may represent cells of the monocyte-
macrophage differentiation pathway and the most immature DC
(Fig. 1 A, Table 1) [17,18]. We did not observe significant differences
between embryonic and anembryonic pregnancies in the DC-
SIGNþ cell populations of spontaneous abortion deciduas (not
shown), suggesting that the presence or absence of an embryo do
not influence the proportion of DC-SIGNþ cells in the decidua.
Nevertheless, chromosomal abnormalities of the fetus, which are
responsible for a significant proportion of spontaneous abortions,
have also an influence on the decidual immune populations [21].
The effect of the fetal karyotype on the DC-SIGNþ subpopulations
was, however, not evaluated in our work.

Because our results are given as percentages, we cannot assert
that they correspond to variations in the absolute numbers of these
cells. Attempts to study quantitative differences in DC-SIGNþ cells
between normal and spontaneous abortion decidua in tissue
sections by immunochemical methods were inconclusive, as these
cells are not distributed uniformly in deciduas [4] (and our own
unpublished results). Nevertheless, variations in the proportions of
the other cells detected in the DC-SIGN gate (e.g., DC-SIGN- CD15þ
neutrophils, DC-SIGN- CD14þ macrophages and CD56þ dNK cells)
were not associated with the differences in DC-SIGNþ cell
proportions (Table 1).

In conclusion, our results document, though they do not explain,
alterations in the balance of DC-SIGNþ cell populations in spon-
taneous abortion decidua. Further maturation of decidual DC into
fully mature myeloid DC in the local lymph nodes would induce
a Th1 response, which would in turn trigger spontaneous abortion
[5,8,10]. The emigration of decidual DC from the decidua to the local
lymph nodes, where they mature further and trigger activation of
abortifacient Th1 cells in spontaneous abortion [20,22], may
explain the lower proportion of decidual DC-SIGNþ cells in samples
from spontaneous abortions. To test this hypothesis, DC would
need to be studied in local lymph nodes, which in humans is not
possible because of ethical considerations. Our hypothesis should
therefore be tested in animal models such as the mouse.
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Background: It has been demonstrated that human umbilical cord stromal stem cells (UCSSCs) are bio-
equivalent to bone marrow mesenchymal stem cells. However, little is known about their tissue origin or
in vivo functions, and data on their expansion properties are limited due to early senescence in the
culture methods described to date.
Methods: UC sections and cultured UCSSCs were analyzed with a panel of 12 antibodies. UCSSCs were
grown in low-FCS containing medium at 5% or 21% oxygen and were assayed for their clonogenic
properties, karyotype stability, expression of specific cellular markers, and multi-lineage potential. UCSSC
contractile properties were evaluated by using collagen gel contraction assays under cytokine stimulus.
Results: Immunohistochemistry studies showed that the UCSSCs were derived from the Wharton’s jelly
and not from the vascular smooth muscle sheath of the blood vessels. UCSSC growth properties were
increased in a 5% oxygen atmosphere in comparison to normoxic culture conditions. In both culture
conditions, UCSSCs were CD14-, CD34-, and CD45-negative while expressing high levels of CD73, CD90
and CD105 and maintaining their differentiation potentialities. UCSSCs expressed alpha smooth muscle
actin and behaved as functional myofibroblasts when cellular contraction was challenged with appro-
priate stimuli.
Conclusions: UCSCs are mesenchymal stem cells that reside in the perivascular area of Wharton’s jelly and
are phenotypically and functionally related to myofibroblasts.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been isolated from
umbilical cord (UC) blood [1,2], umbilical vein subendothelium [3],
and Wharton’s jelly, while efforts have been made to distinguish
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between perivascular [4,5] and intervascular [6,7] areas of Whar-
ton’s jelly.

Human umbilical cord stromal stem cells (UCSSCs) are emerging
as an interesting alternative to bone marrow-derived MSCs
because: i) UCSSCs are obtained by non-invasive means; ii) they
meet International Society of Cellular Therapy criteria [8]; iii) they
have been successfully differentiated to adipocytes [6], chon-
drocytes [9], cardiomyocytes [10], skeletal myoblasts [7], and bone
[6], hepatocyte-like [11,12], endothelial [13], and neuronal [6] cells;
and, importantly, iv) they are not recognized by HLA mismatch
lymphocytes and they mitigate alloreactivity in mixed lymphocyte
cultures, suggesting that human UCSSCs will be tolerated in allo-
geneic transplantation [14e16].
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However, despite the growing research interest in UCSSC biology,
no precise study on their in situ identification has been reported to
date. CD10 is a well-known biomarker of B-cell lymphomas [17], and
its expression has also been reported in other cell types, including
placental and bone marrow MSCs [18], and human fibroblasts [21].
In contrast, we could find no scientific report on CD10 expression in
normal smooth muscle cells (SMCs), prompting us to investigate the
usefulness of CD10 to segregate SMCs and UCSSCs from the UC. In
addition, no tests have yet been performed on the experimental
contractile properties of UCSSCs anticipated from ultrastructural
studies of the human UC [22,23]. The objective of this study was: i) to
identify a surface marker for discriminating between vascular SMCs
and UCSSCs by using immunohistochemistry on cultured UCSSCs
and UC sections; ii) to assess UCSSC growth parameters, the stability
of their surface phenotype, and their trilineage potentialities, in a 5%
oxygen atmosphere; iii) to investigate whether the expression of a-
smooth muscle actin (SMA) by UCSSCs correlates with a functional
phenotype, by using collagen gel contraction assays to examine the
capacity of TGFb-1, PDGF, and IL-10 to induce reversible cell
contractility. Our results demonstrate that UCSSC growth parame-
ters are improved when cultured in low oxygen atmosphere and
that they behave as functional myofibroblasts despite maintaining
an MSC-like degree of plasticity.

2. Material and methods

2.1. Generation and expansion of UCSSCs

Term UC samples were collected from women with healthy pregnancies, after
obtaining their informed consent, at the Department of Obstetrics and Gynecology,
Virgen de las Nieves University Hospital, Granada. Institutional ethics committee
approval was obtained for all procedures. Tissues were transported in a cold PBS
solution containing 20 mM EDTA (Sigma), 2.5 mg/ml amphotericin B (Gibco), 50 mg/ml
gentamicin (Gibco), and 1% penicillin-streptomycin (HyClone) and were processed
within 4 h. UC vein and arteries were separated from the stroma by manual stripping.
Vessels with their surrounding Wharton’s jelly were enzymatically digested using
a digestion solution containing 1.38 mg/ml dispase (Worthington, 2104), 0.2 mg/ml
hyaluronidase (Sigma, H6254), and 0.8 mg/ml collagenase IV (Worthington, 4188).
Tissues underwent two 45-min digestion rounds at 37 �C in digestion solution fol-
lowed bya 20-min digestion in 0.25% trypsin-EDTA (Sigma). Digestionwas stopped by
adding 10% fetal bovine serum (FBS), and all suspensions were stored on ice until all
digestion incubations were concluded. Suspensions were pooled and passed through
a 70 mm cell strainer (BD Falcon, 352350). Red blood cells were lysed in a buffer of
15.5 mM NH4Cl, 1 mM KHCO2, and 10 mM EDTA at room temperature for 5 min. The
resulting cell suspension was washed in culture medium, counted in Neubauer’s
chamber, and seeded in 75 cm2

flasks (T-75). Typically, around 106 cells were obtained
from a UC of 10e15 cm length. The 18 UCs used in our study generated 18 hUCSSCs
lines (100% yield).

UCSSCs were cultured in low-serum culture media (LSCM) as previously
described [24]. LSCM contained 60% low-glucose DMEM (Gibco), 40% MCDB-201
(Sigma), 1x insulinetransferrineselenium (ITS, Sigma), 1x linoleic acidebovine
serum albumin (LA-BSA, Sigma), 10�9 M dexamethasone (Sigma), 10�4 M ascorbic
acid 2-phosphate (Sigma), 10 ng/ml EGF (Sigma E�9644) and 10 ng/ml PDGF-BB
(Peprotech, 100-14B), 100 U penicillin, 1000 U streptomycin (Gibco) and 2% FBS
(PAA). Cells were cultured at 37 �C in a hypoxic atmosphere (5% CO2/5% O2) (Thermo
Scientific Forma series II incubators, ref 3141, with both CO2 and O2 controls). For cell
passaging, culture flasks were handled under regular atmosphere in the cell culture
hood. Media were changed every 3e4 days. When confluence of 70e80% was
reached, cells were detached with 0.25% trypsin-EDTA (Sigma) and 1.5$105 cells
were seeded in a new T-75 culture flask.

2.2. Growth kinetics studies

Cells were counted for 12 UCSSC lines at each passage. Growth kinetics were
analyzed by calculating the cumulative population doublings (PD) and population
doubling time (PDT) using the following formulas: PD¼ Ct$ln 2/ln[Nf/Ni] and PD¼ Ct/
PDT, where Ni is the number of cells seeded and Nf is the number of cells grown after
time Ct of culture.

2.3. Colony forming unit (CFU) assay

The capacity of UCSSCs to form colonies was studied in triplicate by plating
2$102 cells in a p100 plate and culturing for 14 days in LSCM. Plates were incubated
either in O2-regulated incubators at 5% O2 or in conventional incubator at 21% O2.
Plates were fixed with 70% v/v ethanol and then stained with crystal violet. Colonies
were monitored under a binocular microscope and recorded when composed of at
least 50 cells. The mean number of colonies (n ¼ 3) was used to estimate the clo-
nogenic potential, i.e., the percentage of total number of seeded cells that produce
colonies, and was expressed as M � SD.

2.4. Karyotyping

After 40e45 duplications, cells were incubated for 2 h with 50 mg/ml colchicin
(Logical Industries). Cells were detached with warm 0.25% trypsin-EDTA (Gibco) and
lysed by incubation in warm hypotonic 0.56% (w/v) KCl for 20 min at 37 �C. Nuclei were
repeatedly washed in cold 3:1 methanol:acetic acid, and 50 ml of the fixed preparation
were then dropped onto pre-cleaned slides and left to dry. After 24-h incubation at 47 �C,
slides were treated with 2 mg/ml trypsin at room temperature fora few seconds, washed
in PBS, and left to dry. The slides were stained with a 1:1:8 Giemsa:H2O:PBS solution for
10 min at room temperature, washed with tap water, and left to dry. We analyzed 23
metaphases by microscopy and the modal number of chromosomes was determined.

2.5. Histology and immunohistochemistry

UC vein and arteries were separated from the stroma by manual stripping. UCs
or UC vessels were fixed in 10% buffered formalin for 24 h and paraffin embedded.
Then, 4-mm sections were cut along the horizontal axis of the cord tissue, dewaxed,
and hydrated for staining with hematoxylin-eosin. Cultured UCSSCs were seeded on
sterile cover slips, left to adhere for 24 h, and then fixed for 5 min in 4% PFA.

For the immunohistochemistry study, paraffin-embedded sections were dew-
axed, hydrated, and treated at 98 �C for 20 min in 1 mM EDTA buffer (pH8) in PT
module (Thermo Fisher, Fremont, CA) for antigenic unmasking. Immunophenotypic
expression of different markers was determined by using the following commer-
cially available monoclonal antibodies (Master Diagnóstica, Granada, Spain):
vimentin (clone V9, dilution 1/200), CD45 (clone cocktail, dilution 1/60), CD68
(clone Kp1, dilution 1/30), CD31 (clone JC/70A, dilution 1/25), CD34 (clone QBEND/
10, dilution 1/50), keratin (clone AE1/AE3, dilution 1/500. AE1/AE3 is an anti-pan
keratin cocktail in which MAb AE1 recognizes acidic keratins with molecular
weights of 56.5, 50, 50’, 48, and 40 kDa, whereas AE3 MAb reacts with basic keratins
of 65e67, 64, 59, 58, 56, and 52 kDa), CD10 (clone 56C6, dilution 1/50), h-caldesmon
(clone TD107, dilution 1/50), desmin (clone D33, dilution 1/20), SMA (clone 1A4,
dilution 1/200), specific actin (clone HHF35, dilution 1/40), podoplanin (clone
D2-40, dilution 1/40), Ki67 (clone PS6, dilution 1/100), and collagen II (clone 2B1.5,
dilution 1/20). All antibodies used in this study are mouse monoclonal antibodies
from the IgG1/k isotype except for anti-KI67, which is a rabbit antibody. Control
experiments were performed with IgG1/k isotype and normal rabbit serum. Anti-
body incubations were at room temperature. The immunohistochemical study was
done on an automatic immunostainer (Autostainer 480, Thermo Fisher) using the
polymereperoxidase-based method, followed by development with dia-
minobenzidine (giving a dark brown precipitate) or aminoethylcarbazole (giving
a red precipitate) (Master Diagnóstica).

2.6. Electron microscopy

UCSSC culture monolayers on the plastic substrate were fixed in 2.5% glutaral-
dehyde solution for 24 h, postfixed in 1% OsO4 at 4 �C for 2 h, dehydrated in increasing
concentrations of acetone, and embedded in Epon. Ultrathin (70 nm) sections were
obtained on an ultramicrotome (ReicherteJung ULTRACUT, Leica Microsystems, Bar-
celona, Spain) and stained with lead citrate and uranyl acetate. Sections were exam-
ined with a transmission electron microscope (Zeiss EM 902, Barcelona, Spain) and
processed using analySIS� for Windows (Soft Imaging System, Münster, Germany).

2.7. Flow cytometry

All staining was done according to the manufacturer’s instructions, using 105

cells and the recommended amount of antibodies, which were incubated on ice for
40 min. Expressions of CD10-FITC (Caltag, clone MEM-78), CD14-FITC (BD, clone
M5E2), CD29-FITC (Caltag, Clone MEM-101A), CD31-APC (R&D, clone 9G11), CD34-
FITC (BD, clone 2D1), CD44-APC (BD, clone G44-26), CD45-APC (Caltag, clone HI30),
CD54-FITC (Caltag, clone MEM 111), CD73-PE (BD Pharmingen,cloneAD2-PE), CD90
(eBioscence, clone eBio5E10), CD105 (Serotec, clone SN6), and ASM-Cy3 (Sigma,
clone IA4-Cy3) and corresponding isotype controls were determined by flow
cytometry using the FACSCanto II cytometer (BD). A total of six UCSSC lines were
analyzed for the expression of CD genes, using the Cell Quest Pro software (BD).

2.8. Trilineage differentiation

Osteogenic and adipogenic differentiation were described elsewhere [25]. After
four weeks of induction, cultures were fixed with 4% w/v PFA and stained by Von-
Kossa for osteogenic differentiation and by Oil Red O for adipogenic differentiation.
For chondrogenic differentiation, 200000 cells were cultured as an aggregate at the
bottom of a 15 ml tube in LSCM supplemented with 10�7 M dexamethasone,
50 mg/ml 2-phosphate ascorbic acid, and 10 ng/ml TGF-b3 in the absence of serum.
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Media were changed every 3e4 days, and cultures were maintained for 3 weeks.
Cellular pellets were fixed in 4% w/v PFA and differentiation to chondrocytes was
assessed by: macroscopic examination of the cell aggregate, demonstrating a shiny-
surfaced cell mass; and by Alcian blue staining, for which deparaffinized sections
were hydrated in water and stained with 2% Alcian Blue 8GX (Sigma) at pH 2.5 for
30 min, washed in water, and processed for microscopic examination.

2.9. Gel contraction assays

Cellular collagen gel contraction assays were performed as previously described
[21]. A sterile solution of 8:1:1 bovine collagen type I (BD Bioscience, 354231):0.01 M
NaOH:10x PBS was prepared according to the manufacturer’s instructions to produce
a collagen concentration of 0.3 mg/ml and was combined with 1$106 cells/ml from
passage 3. The collagen/cell mixture (50 ml/well) was dispensed as single drops into
6-well culture plates and allowed to polymerize at 37 �C for 2 h. Immediately after gel
polymerization, 2 ml of high serum culture media (HSCM) (89%DMEM-LG [Gibco,
11885092], 10% FBS [PAA, A11-043], 1% Penicillin-Streptomycin, and 50 mM b-mer-
captoethanol [Gibco]) were added and collagen embedded cells were cultured for
24 h at 37 �C in a hypoxic atmosphere (5% CO2/5% O2).

Culture medium was then changed for HSCM supplemented with the appro-
priate cytokine (PDGF, TGFb-1, IL-10) at 10, 25, or 50 ng/ml. In some cases, after the
48-h incubation in the presence of 50 ng/ml of the cytokine, medium was changed
Fig. 1. In situ identification of cUCSSCs. Panoramic view of Umbilical cord transversal section
and arterial muscle (D,H). Immunohistochemistry where realized with antibodies anti kerati
D, F, G, H is 400�. A and E where obtained by merging various pictures through Adobe Ph
for HSCM without cytokines and the culture was pursued for an additional 24 h in
order to test the reversibility of the cytokine-induced cell contraction/relaxation. At
the end of the treatments, the height (h) and radius (r) of each collagen drop were
measured with a microscope micrometer. The volume (V) of each gel drop was
assimilated to a spherical cap and calculated by the formula: V¼ 1/2$p$h$(h2/3þ r2).
The mean of measurements (n ¼ 3 for each sample) taken for each concentration
was used to estimate the gel volume. Data were normalized using the following
formula:

V(%) ¼ 100 � ((V0 � Vck)/V0), where V(%) is the percentage of gel contraction of
cytokine-treated UCSSCs, V0 is the volume of the collagen-cell drop before treatment
with any cytokine, and Vck is the volume of the collagen-cell drop after the cytokine
treatment period. The differences between the reference condition and the tested
condition were addressed by using a one-way ANOVA test.
3. Results

3.1. Immunohistochemical study

Fig.1 shows a comparative immunohistochemical study of keratin
expression (Fig. 1A, B, C, D) and CD10 expression (Fig. 1E, F, G, H) in
s (A, F) and the details of the three distinctive zones, amnios (B, F), Wharton’s jelly (C, G)
nes (Clone AE1/AE3) in A, B, C, D and with anti-CD10 in E, F, G, H. (Magnification for B, C,
otoshop and the scale is given by the scale bar).
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panoramic views of the UC transversal sections and in detailed views
of the amniotic epithelium, Wharton’s jelly, and arterial smooth
muscle cells of the UC. Anti-keratins stained the cytoplasm of arterial
smooth muscle cells, in situ UCSSCs (isUCSSCs ¼ UCSSCs in situ in
Wharton’s jelly), and epithelial amniotic cells, whereas anti-CD10
only stained the membranes of isUCSSCs, and no staining was
observed for the amnion or arterial smooth muscle layer. Fig. 2 shows
the immunohistochemical results for different antibodies tested on
UC sections and on cultured UCSSCs (cUCSSCs) at passage 9. In Fig. 2A,
where full UC sections are shown, the positivity for cytokeratins,
SMA, and h-caldesmon is clearly visible in SMCs in vessels, where the
cellularity is high. The amniotic epithelium also revealed positivity
for cytokeratins. CD34 staining can be distinguished in the endothelia
of the two UC arteries. In Fig. 2B, SMCs and isUCSSCs express
vimentin, keratin (AE1/AE3), actins, h-caldesmon, and desmin, but
only isUCSSCs are 100% positive for CD10. No compartment of the UC
expressed CD68, while CD34 was only expressed in endothelial cells.
No staining was observed in the negative control. Fig. 2C shows an
isolated umbilical artery stained for CD10 antibody before and after
the enzymatic treatment to release isUCSSCs from around the UC
vessel (see material and methods). Most of the CD10þ cells were
released through the process of enzymatic digestion, while the
integrity of CD10� vascular SMCs remained mostly intact.

The immunophenotype of cultured UCSSCs (cUCSSCs) (Fig. 2 D)
was similar to that of isUCSSCs except for a decreased actin
expression and the acquisition of CD68 expression. Ki67 staining of
proliferating cells is shown as specific control, and no staining was
detected in isotype controls.

Table 1 summarizes the percentages and intensities of all
immunostainings performed on UC sections and cUCSSCs at
passage 9. The expression of CD10, keratin, caldesmon, desmin, and
vimentin were similar in intensities and percentages between
cUCSSCs and isUCSSCs. SM and Sp actins were expressed in
90e100% of the isUCSSCs, but these expression levels fell to
20e30% in cultured cells after 9 passages. The expression of
podoplanin, which was detectable in 36.0 � 31.8% of the isUCSSCs,
decreased to 2.8 � 1.9% in cUCSSCs. It is noteworthy that sub-
amniotic stromal cells of the UC lost most of the markers expressed
in the Wharton’s jelly with the exception of cytokeratins, whose
expression was maintained in most cells, and CD10, whose
expression decreased from around 100% to 38.6 � 8.4%.

3.2. Expansion and clonogenic properties of cUCSSCs cultured in 5%
oxygen atmosphere

We followed the growth kinetics of cUCSSCs in LSCM under
hypoxic (5% O2 and 5% CO2) and normoxic (21% O2 and 5% CO2)
conditions, as represented in Fig. 3A. Cells grown under hypoxic
conditions showed a greater slope (S5% ¼ 0.69 � 0.02) and reached
the Hayflick’s limit after 72 days of culture, with a CPD5% of 52,
while the same donor cUCSSCs grown under normoxic conditions
were characterized by a slope S21% of 0.47 � 0.03 and a total CPD21%

of 34. Hence, in addition to the growth potentiality, the PDT was
also affected by the oxygen level, which was around 42 h in nor-
moxia versus 30.4 h in hypoxia. cUCSSCs from 12 different umbilical
cords cultured in hypoxia showed a mean PDT of 35.8 � 5.3 h and
reached the Hayflick limit at around 50 PD after about 80 days of
culture (Fig. 3B).

The clonogenic potential of cUCSSCs grown at 5% O2 fell from
w30% at day 10 of culture to a stable level of w15% from day 17 to
day 58 of culture (Fig. 3C). In contrast, the clonogenic potential of
the same donor cUCSSCs grown at 21% O2 did not exceed 5% during
the first 33 days of culture and became zero from day 37 of culture.
Because of their prolonged life span, cUCSSCs grown at 5% O2 were
assessed for chromosomal abnormalities and showed a normal
karyotype until PD 40e45, as demonstrated by the G-binding
depicted in Fig. 3D.

3.3. Flow cytometry

The phenotype of the same donor cUCSSCs was compared when
grown in normoxia and hypoxia at passage 3e5 (Fig. 4). Under both
culture conditions, cUCSSCs were 100% positive for CD10, CD29,
CD44, CD73, CD90 and CD105 and were around 90% positive for
CD54. Under both conditions, cUCSSCs were negative or very dim
for CD34 and CD45. In the last lane of Fig. 4, for both culture
conditions, a small fraction of the cUCSSCs population is dim for
CD14 but concomitantly negative for CD45, hence ruling out
hematopoietic cell contamination. SMA expression was maintained
in nearly 100% of cells at passage 3e5 under both culture
conditions.

3.4. UCSSCs cultured in hypoxia maintain their multipotentiality

We confirmed that cUCSSCs grown at 5% oxygen maintained
their differentiation potentialities. Oil Red-O staining revealed that
multiloculated inclusions were induced by adipogenic induction
media, with no staining in uninduced cell culture (Fig. 5A). Von-
Kossa staining showed that differentiation to bone was induced by
the osteogenic induction media, with no staining detected in
uninduced cell culture (Fig. 5B). Differentiation to cartilage was
demonstrated by macroscopic observation of the shiny surface of
cell aggregates and by Alcian blue staining of sulfated glycosami-
noglycans visible in cell aggregate sections (Fig. 5C and D).

3.5. Contractile activity of UCSSCs

Under transmission electron microscopy, cUCSSCs showed
a spindle shape, prominent rough endoplasmic reticulum,
modestly developed Golgi apparatus, well-developed mitochon-
dria, myofilaments with focal densities that were frequently
peripherally located, and gap junctions (Fig. 6D and E), which are all
ultrastructural features of myofibroblastic cells.

We investigated whether the expression of SMA by cUCSSCs and
their ultrastructural myofibroblastic cell features correlated with
a functional phenotype by examining the effects of cytokines PDGF,
TGF-b1, and IL-10, which are known to modify cell contraction in
myofibroblastic cells [26,27]. cUCSSCs were cultured in collagen
matrices in which the state of contraction of the cells determines the
gel volume [27,28]. Both TGF-b1 and PDGF-BB induced cell
contractility in cUCSSCs in a dose-dependent manner (Fig. 6, A and
B), whereas IL-10-induced cell relaxation (Fig. 6C). After the 48-h
incubation in the presence of 50 ng/ml of the specified cytokine, the
medium was changed for HSCM without cytokines, and cultures
were continued for an additional 24 h to test the reversibility of the
cytokine-induced effect. Results obtained demonstrate the revers-
ibility of PDGF- and TGF-b1�induced cell contraction and IL-10-
induced cell relaxation.

4. Discussion

Various authors have described the isolation and culture of
UCSSCs from the complete umbilical cord [29], umbilical vessels
alone [4], or Wharton’s jelly [30]. However, it remained unclear
whether cultured cells originate exclusively in the Wharton’s jelly
or also from SMCs of the cord vessels, since no distinctive marker
had been developed. isUCSSCs express smooth muscle-specific
actins, h-caldesmon, desmin, and vimentin, showing a myofibro-
blast/SMC phenotype [31,32]. SMCs surrounding the vessels share
the same phenotype but are 100% negative for CD10, whereas



Fig. 2. In situ characterization of cUCSSCs. (A) Umbilical cord transversal section at low magnification showing intense expression of cytokeratins, SMA and caldesmon in the SMCs
surrounding the vessels. The amniotic epithelium also stains positive for cytokeratins. At low magnification, CD34 expression is only detected in endothelial cells of arteries. (B)
Immunohistochemical detection using several antibodies in transversal umbilical cord sections. The structural features of the tissue are indicated in the isotype control (VL: vessel
lumen; SM: vascular smooth muscle cells; WJ: Wharton Jelly). Note the similar expression on muscular vascular cells and in isUCSSCs for most markers. In contrast, CD10 is only
detected in cells from the WJ. CD34 antibody only stains the endothelial cells and CD68 is not expressed. (Polymer-peroxidase method, 10�magnification). (C). Isolated artery with
asymmetric rest of perivascular area before and after enzymatic treatment. Note that mostly, perivascular CD10 positive cells are released during the process of enzymatic treatment
(see Material and methods). (D) Monolayer culture of UCSSCs at passage 9 immunostained with the same antibodies as in B plus Ki67 antibody. The cultured UCSSC phenotype is
similar to isUCSSCs in B except for the neo-expression of monocyte marker (CD68) in 10.4 � 3.2% of cUCSSCs (see Table 1) (Polymer-peroxidase x100 except for caldesmon, x200).



Table 1
Immunohistochemistry results in umbilical cord and culture cells.

Endothelial cells Vascular smooth muscle In situ UCSCs Subamniotic cells Cultured UCSCs

Antibody % Intensity % Intensity % Intensity % Intensity % Intensity

CD45 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e

CD68 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 10.4 � 3.2 þ
CD31 100 � 0 þþ 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e

CD34 100 � 0 þþþ 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e 0 � 0 e

CD10 0 � 0 e 0 � 0 e 97.4 � 1.5 þþ/þþþ 38.6 � 8.4 þ 98.8 � 1.2 þþþ
Keratin 0 � 0 e 99.2 � 0.8 þþ/þþþ 75.2 � 19.6 þþ/þþþ 100 � 0 þþþ 89.2 � 4.3 þþ/þþþ
SM Actin 0 � 0 e 99.2 � 0.8 þþ 94 � 4.6 þþ 0 � 0 e 33 � 6.6 þþ
Sp Actin 0 � 0 e 100 � 0 þþþ 95.6 � 4.4 þþþ 0 � 0 e 22.8 � 4.3 þþ
Caldesmon 0 � 0 e 100 � 0 þþ/þþþ 93.2 � 4.8 þþ/þþþ 0 � 0 e 100 � 0 þþþ
Desmin 0 � 0 e 62 � 15.7 þþ/þþþ 66.8 � 16.4 þþ 0 � 0 e 89.2 � 6.5 þþ/þþþ
Podoplanin 0 � 0 e 0 � 0 e 36.6 � 31.8 þþ 1.6 � 2.6 e 2.8 � 1.9 þþ
Vimentin 100 � 0 þþþ 100 � 0 þþþ 100 � 0 þþþ 0 � 0 e 100 � 0 þþþ
Ki67 0 � 0 e 0.8 � 1.8 þþ 0.2 � 0.45 þþ 0.2 � 0.45 þþ 41.8 � 6.3 þþþ

Intensity score: Absence (�) to intense (þþþ).
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UCSSCs all highly express CD10. cUCSSCs generated with our
protocol were 100% positive for CD10 as determined by immuno-
histochemistry and flow cytometry, indicating that they all derived
from the Wharton’s jelly remaining around the blood vessels after
manual stripping. Moreover, the integrity of the vascular smooth
muscle layer was mostly preserved during the process of digestion
of the UC vessels, while the perivascular Wharton’s jelly was
Fig. 3. Growth kinetics of UCSSCs. (A): UCSSC growth curves from the same donor were esti
and PDGF at 21% (blue line; slope ¼ 0.466 � 0.03) and 5% O2 (red line; slope ¼ 0.685 � 0.
Kinetics data were analyzed by linear regression, and the equality of lines was tested. Results
LSCM and 5% O2. (B): 12 independent UCSSC lines were grown in LSCM containing EGF and P
graph. UCSSCs continue to grow until PD 50 (total n� cells theoretically expanded¼ 5.6$1020c
UCSSCs cultured at 5% or 21% O2 were plated in a p100 and grown for 2 weeks with medium c
with 70% ethanol and stained. Colonies of �50 cells were recorded. The mean number of co
number of seeded cells that produce colonies and expressed as M � SD. (D): cUCSSCs were pl
with colcemide 50 mg/ml for 2e3 h and were then cytogenetically analyzed. A total of 23 m
degraded and isUCSSCs were released into the medium (see
Fig. 2C). The phenotype of cUCSSCs was mostly preserved when
compared to isUCSSCs, except for a drop in actin expression at late
passages. Around 10% of cUCSSCs acquired the expression of the
myelomonocytic marker CD68 during cell culturing. CD68 was
previously shown to be expressed in some non-hemopoietic cells,
including human fibroblasts [33]. Interestingly, CD68 expression
mated under a 5% or 21% O2 atmosphere. cUCSSCs were grown in LSCM containing EGF
022). At each passage, cells were counted and PD estimated and plotted in the graph.

obtained (p < 0.0001) support the hypothesis that growth is significantly improved in
DGF at 5% O2. At each passage, cells were counted and PD estimated and plotted in the
ells) and then show the classic property of Hayflick’s limit. (C): At various passages, 200
hanges every 3e4 days in a 5% O2 or 21% O2 incubator, respectively. Colonies were fixed

lonies (n ¼ 3) was use to estimate the clonogenic potential as a percentage of the total
ated in LSCM and passed for 40e45 cell doublings. Cells were harvested after treatment

etaphases were recorded.



Fig. 4. Flow cytometry analysis of cluster of differentiation genes in cUCSSCs from the same donor cultured in a 21% or 5% O2 atmosphere, at passage 3e5. A minimum of 10 000
events were recorded in all cases and analyzed using the Cell Quest Pro software (BD).
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was also shown to be inducible in adipose tissue resident MSCs
under specific culture conditions [34].

4.1. Growth characteristics of UCSSCs

Primary isolated MSCs are often inadequate for cell-based
therapy and require further in vitro expansion. However, the
expansion potentiality of a primary cultured cell line is limited by
cellular senescence, a form of irreversible cell cycle arrest regulated
by intrinsic and extrinsic factors [35]. Intrinsic mechanisms include
normal telomere erosion and are common to most somatic cells,
resulting in growth arrest at the Hayflick limit. This mechanism,
which is also called replicative senescence, prevents cell immor-
talization and suppresses oncogenesis. Besides intrinsic factors,
senescence is modulated by stress-induced senescence, which is
related to the cell culture conditions. The umbilical cord is a tissue



Fig. 5. In vitro differentiation of cUCSSCs. (A) Adipogenically induced cUCSSCs differentiate to adipocytes, as shown by oil-red staining of lipid-containing vacuoles, not observed
in uninduced cultures. (400� magnification). (B): Osteogenically induced cUCSSCs differentiate to osteoblasts, as shown by VonKossa staining of CaPO4 crystals, not observed in
uninduced cultures. (40� magnification). (C): Chondrogenic differentiation of cUCSSCs. UCSSCs were trypsinized and cultured in micromass at the bottom of a 15 ml tube in
chondrogenic medium for 28 days (see Material and methods). Differentiation to cartilage was shown by macroscopic examination of the cell aggregate, revealing the shiny surface
of the cell mass (C), and by Alcian blue staining (D).
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totally devoid of capillaries (see Figs. 1 and 2A and B). Cells from
Wharton’s jelly depend on the nutrient diffusing from the amniotic
fluid across the amniotic membrane and, more importantly, from
UC vessels in a centripetal gradient. Cells residing in the Wharton’s
jelly can be as far as several millimeters from the closest UC vein or
artery. We therefore reasoned that isUCSSCs are probably exposed
to a very low partial pressure of oxygen in vivo and hypothesized
that a decreased O2 level in our culture system could improve the
growth characteristics of cUCSSCs. This hypothesis was supported
by our findings: cUCSSCs grown in hypoxia (5% O2) have an
increased growth rate and CPD before reaching the Hayflick limit
and demonstrate higher clonogenic potential in comparison to the
same donor cUCSSCs cultured in normoxia. While this manuscript
was under review, Lavrentieva et al. reported a similar observation
and described a lower level of cUCSSC damage under hypoxia,
which could account for a reduced production of reactive oxygen
species leading to lesser cell damage, thereby offering a possible
explanation for the increased life span and clonogenic potential of
cUCSSCs grown under hypoxia[36].

We followed the growth of 12 cUCSSC lines from 12 indepen-
dent umbilical cords in LSCM under 5% O2 and 5% CO2, finding
a mean PDT of 35.8 � 5.3 h and Hayflick limit at around 50 PD. The
PDT ranged from 30.5 to 41.1 h, illustrating an intrinsic heteroge-
neity of cUCSSCs growth rate among UCs from different donors.
Sarugaser et al. recently reported a mean PDT of 41 � 7 h and
46 � 9 h for UCSSCs cultured at 21% oxygen and without growth
factors in 5% and 2% serum media, respectively [37]. Therefore,
cUCSSCs have a shortened PDT when grown in low oxygen and in
low serum in the presence of PDGF and EGF. This increased growth
potential in hypoxia was also reported in human bone marrow
MSCs [38e40] and in MSCs from human placental decidua basalis
[41]. Under these conditions, extensively cultured UCSSC lines
maintained a normal karyotype, as confirmed by a normal
G-banding pattern, until late passages.

4.2. UCSSCs surface phenotype and their differentiation
potentialities

cUCSSCs showed a very stable phenotype regardless of the
oxygen concentration used for their culturing. In both conditions, at
passage 3e5, 100% of the cells expressed CD10, CD29, CD44, CD73,
CD90 and CD105 while they were negative for CD34 and CD45. A
dim positivity was observed for CD14 and was detectable in both
hypoxic and normoxic cell culture conditions. This faint CD14
fraction was negative for CD45, hence ruling out possible contam-
ination by hematopoietic cells of our cUCSSC lines. Although there
is no clear explanation of these findings, CD14 expression was
recently shown to be inducible in human adipose tissue-derived
MSCs by Freisinger et al., suggesting that a low level of expression
may be constitutively expressed in some MSC populations [34],
depending on their culture conditions.

It was previously reported that reduced oxygen tension extends
the life span of human bone marrow MSCs but attenuates their
differentiation capacity [38].We recently showed that cUCSSCs
could be efficiently differentiated to bone in 5% O2 atmosphere
when cultured on carbon cloths [42]. In the present study, cUCSSCs
cultured in 5% oxygen retained their potential to differentiate to
mesenchymal lineage, including adipogenesis, osteogenesis, and
chondrogenesis. However, the adipogenic differentiation of
cUCSSCs gave rise to atypical adipocytes containing multiloculated



Fig. 6. (A) Effect of PDGF, (B) TGF-b1 and (C) IL-10 on the volume of collagen gel matrixes containing cUCSSCs. The cUCSSCs were included in collagen gel matrixes and cultured for
48 h in the absence or presence of increasing amounts of cytokines. The reversibility of the cytokine-induced contraction/relaxation was tested by culturing back stimulated UCSSC/
collagen drops in media without cytokines for 24 h (column R). The mean number of measurements (n ¼ 3) taken at each concentration bar was used to estimate the gel volume.
The data are presented as percentage � standard error with reference to the non-cytokine-treated control. One-way ANOVA was used to compare between reference and test
conditions (ns: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). (DeE). Ultrastructural features of cUCSSCs in culture showing myofibroblastic cell-type characteristics. Spindle
cell with nucleus (Nu), rough endoplasmic reticulum (RER) and smooth endoplasmic reticulum (SER) showing well-developed mitochondria (MITO), micropinocytic vesicles (V),
peripherally located myofilaments (MF), and membrane gap junctions (GJ). In the periphery of the cell, transversally cut filopodia (F) and fibrilar-like extracellular deposits (FECD)
can be observed. Magnification: D. 4000�, E.6000�.
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inclusions that stained specifically with Oil Red-O in agreement
with previous reports [43].The trilineage potentialities of the
cUCSSCs, their lack of expression of CD34 and CD45 and very dim
expression of CD14, and their elevated surface expression of CD90
and CD105 meet the minimum criteria defined by the International
Society of Cellular Therapy to define an MSC [8].

4.3. UCSSCs are ultrastructurally and functionally related to
myofibroblasts

Among the six different isoforms of actin described in mammals,
SMA is the isoform typically expressed in SMCs [44]. SMA is also
expressed in myofibroblasts [45], and the expression level is related
to the degree of their differentiation [46]. Myofibroblasts play
a major role in tissue remodeling through the synthesis and orga-
nization of the extracellular matrix and the production of force [46].
Extracellular matrix proteins of umbilical cord stroma are likely
produced by the stromal cells of the umbilical cord [23], which also
generate the cUCSSCs in our culture system. SMA expression was
maintained in >90% of the cUCSSCs until passage 5 and then
decreased progressively with subculturing, explaining the con-
trasting results obtained at passage 3e5 in Fig. 4C (92.69 � 2.33%)
and at passage 9 in Fig. 2 (33 � 6.6%). We challenged cUCSSCs for
contractile activity at passage 3 by using TGF-b1 and PDGF, two
cytokines known to induce myofibroblast contractility [26].
Both TGF-b1 and PDGF induced cell contractility in cUCSSCs in
a dose-dependent manner, as previously observed in myofibroblasts
[47]. In contrast, IL-10 treatment increased the collagen gel volume
due to a relaxation of the cells. After the 48-h cytokine stimulation
period, collagen embedded cell cultures were continued for an
additional 24 h in the absence of stimulation to test the reversibility
of the cytokine-induced effect. Our results demonstrate the
reversibility of PDGF- and TGF-b1�induced cell contraction and IL-
10-induced cell relaxation, demonstrating the involvement of
a physiological rather than toxicological mechanism. Hence,
contractile UCSSCs are functionally related to myofibroblasts. In
addition, their ultrastructural features are reminiscent of myofi-
broblastic cells, presenting well-developed rough endoplasmic
reticulum, cytoplasmic bundles of microfilaments, pinocytic vesicles
beneath plasma membranes, basement membrane-like material,
and intercellular connections of gap-junction type. Cultured UCSSCs
share these ultrastructural characteristics with their counterpart
cells observed in situ in Wharton jelly by transmission electron
microscopy [48]. Hence, UCSSCs display a specific function related to
that of a differentiated myofibroblast. This function probably
contributes to the regulation of blood flow through the umbilical
cord, counterbalancing pressure in the uterus from the environ-
ment. Therefore, these cells may act as a cushion, using their
contractility to prevent the disruption of blood flow at the time
when they can generate MSCs upon in vitro culturing.
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Abstract
Angiotensin II receptor type 1 (AT1) activation leads to vasoconstriction and type 2 receptor (AT2) leads to vasodilation. Atrial
natriuretic peptide (ANP) antagonizes the effects of AT1. In human and murine pregnancies, uterine natural killer (uNK) cells
closely associate with decidual blood vessels. Protein localization of AT1, AT2, and ANP to mouse uNK cells was examined
between gestation days (gds) 6 and 12, the interval of uNK cell expansion. Percentages of uNK cells expressing AT1 or AT2
changed between gd6 and gd10. Atrial natriuretic peptide did not localize to uNK cells at gd6 or 8, but did colocalize to uNK
cells at gd10 and 12, times immediately after spiral arterial modification. This is the first report of AT1, AT2, and ANP
expression in uterine immune cells. Expression of these molecules suggests that uNK cells have the potential to contribute to
the changes in blood pressure that occur between days 5 and 12 of pregnancy in mice.
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angiotensin II receptors, atrial natriuretic peptide, mice, pregnancy, uterine natural killer cell

Introduction

The renin�angiotensin system (RAS) is a hormone system that

acts as one of the master regulators of blood pressure and water

balance. When blood pressure is low, the kidney responds to

decreased perfusion and secretes renin, which converts the

zymogen angiotensinogen (synthesized mainly by the liver)

to angiotensin I (AngI). Angiotensin I is further cleaved to

angiotensin II (AngII) by angiotensin-converting enzyme

(ACE), an enzyme secreted primarily by renal and pulmonary

endothelial cells.1-3 Angiotensin II increases blood pressure by

acting as a vasoconstrictor of arterioles; acting on intraglomer-

ular mesangial cells and associated blood vessels causing them

to contract; acting on zona glomerulosa in the adrenal cortex to

stimulate the release of aldosterone; and by stimulating the

pituitary to secrete antidiuretic hormone (ADH, also known

as vasopressin) which leads to increased water absorption.1,3,4

These effects are mediated by signal transduction of the

G-protein-coupled receptor (GPCR) angiotensin II receptor

type 1 (AT1).1,5-8 When blood pressure is high, kidney renin

secretion drops. In addition to this feedback mechanism, atrial

natriuretic peptide (ANP), an inhibitor of renin and aldosterone

secretion,9,10 is produced, primarily by atrial cardiac myocytes

in response to increased afterload.11,12 Atrial natriuretic

peptide also dilates the afferent glomerular arteriole, constricts

the efferent glomerular arteriole, relaxes mesangial and smooth

muscle cells, and has an overall effect of water excretion and

blood pressure reduction to counteract AngII.9,10,13 Addition-

ally, AngII-mediated increases in blood pressure can be antago-

nized by the activation of angiotensin II receptor type 2 (AT2).

Angiotensin II receptor type 2, like AT1, shares AngII as its

ligand. However, AT2 signaling leads to vasodilation.5,7,8,14 In
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this way, the physiology concerning blood pressure regulation is

governed by several key molecules.

Although RAS has been associated with renal and cardio-

vascular physiology, recent work has shown that other biolo-

gical systems such as the nervous system15-17 and immune

system also produce or respond to RAS-related molecules.

For example, human peripheral blood T cells and natural

killer (NK) cells respond to AngII via AT1 and AT2.18-21 In

addition, ANP has been reported to be expressed by *5%
of Thy1.2þ (CD90.2) rat thymocytes.22 Angiotensin II-

mediated effects on immune cells have been described in the

contexts of cell proliferation, differentiation, and activation.23

The concept of immune cells contributing to blood pressure

regulation has been suggested; however, there is limited pri-

mary literature on this emerging theme. To date, there have

been no reports on the expression of these vasoregulatory

receptors by uterine lymphocytes.

Lymphocytes found in the pregnant uterus are a unique

population of immune cells. In early gestation, this population

lacks B cells, is composed of a small number of T cells, and is

dominated by NK cells. Uterine lymphocytes increase in num-

ber with decidualization. Therefore, in humans, they are most

abundant in the luteal phase of the menstrual cycle and first tri-

mester of pregnancy, whereas in mice they appear postimplan-

tation.24,25 Although NK cells in human blood make up 8% to

12% of lymphocytes, uterine natural killer (uNK) cells in early

decidua represent 70% to 80% of lymphocytes.24 Human

decidual histopathology and cell explant cultures,23 mouse in

vivo adoptive cell transplant models,26,27 and molecular studies

in other species28 have characterized uNK cells as highly

proangiogenic cells functionally different from peripheral

blood NK cells. In humans and mice, uNK cells physically

associate with and surround decidual spiral arteries and

may be exclusively responsible for the initiation events that

lead to physiological modification of these vessels during

pregnancy.29-31 Mouse models show uNK cell-derived inter-

feron gamma (Ifng) is essential for spiral arteries to lose their

smooth muscle coat and dilate.29,30,32 This transformation

changes the vessels from elastic tubes with narrow lumens

into large, dilated structures delivering an increased volume

of blood to the placenta at low pressure.32 Thus, uNK cells

contribute to angiogenesis and establishing of the proper vas-

cular architecture in the pregnant uterus. Spiral artery modifi-

cation is believed to be critical for proper placental perfusion,

as lack of spiral artery modification in human pregnancy is

associated with the gestational complications of fetal growth

retardation, preeclampsia, and, in some cases, recurrent spon-

taneous abortions.33

Because uNK cells promote implantation site angiogenesis,

vascular remodeling, and associate closely with decidual

arteries, we hypothesized that uNK cells express vasoregula-

tory proteins. Since the final effector pathway of RAS is via

receptor engagement, the current study examined whether uNK

cells express AT1 and AT2. Because ANP is an antagonist of

the effects of AngII-mediated signaling, we also asked whether

ANP colocalized to uNK cells.

Materials and Methods

Mice

Use of animals was approved by the Queen’s University

Animal Care Committee. C57BL6/J mice aged 6 to 8 weeks

were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor,

Maine) and mated. Day of vaginal plug detection was designated

gestation day (gd) 0. Implantation sites, spleens and hearts were

collected from female virgin (n ¼ 3), gd6 (n ¼ 3), gd8 (n ¼ 3),

gd10 (n ¼ 6), and gd12 (n ¼ 3) mice.

Laser Capture Microdissection

Gestation day 10 (n ¼ 3) mice were used. Implantation sites

were embedded in Shandon Cryomatrix (Thermo Fisher;

Mississauga, Ontario, Canada) and snap frozen in liquid

nitrogen cooled isopentane. Sections of 7 mm were cut using

a cryostat (Leica CM1850, Leica Microsystems; Richmond

Hill, Ontario, Canada) and melted onto charged glass slides.

Slides were treated with 70% ethanol for 1-minute,

nuclease-free water for 30 seconds and blocked with 1%
bovine serum albumin (BSA) for 5 minutes. Sections were

subsequently incubated with fluorescein isothiocyanate

(FITC)-conjugated Dolichos biflorus agglutinin (DBA) lectin

(1:100, Sigma; Oakville, Ontario, Canada), a marker of uNK

cells,34 for 5 minutes, washed 3 times with nuclease-free tris-

buffered saline (TBS), rapidly dehydrated with graded series

of ethanol (2 changes each 1 minute of 70%, 95%, and 100%)

and cleared with xylene for 5 minutes. Slides were allowed to

air-dry and 1000 uNK cells were isolated using a CellPix II

fitted with CapSure HS caps (Molecular Devices; Toronto,

Ontario, Canada). Ribonucleic acid (RNA) was isolated using

a PicoPure isolation kit (Molecular Devices) following man-

ufacturer’s instructions.

Polymerase Chain Reaction

Ribonucleic acid isolated from laser capture microdissection

(LCM) purified uNK cells was reverse transcribed, ligated, and

amplified using a QuantiTect Whole Transcriptome Kit (Qiagen;

Mississauga, Ontario, Canada) and the resulting complementary

DNA (cDNA) was used as template for polymerase chain

reaction (PCR). Primers targeting ANP (202bp; forward

50TGAAAAGCAAACTGAGGGCT30, reverse 50ACACACCA

CAAGGGCTTAGG30) were used. Polymerase chain reaction

was performed using a Taq DNA polymerase PCR kit (Qiagen)

under the following conditions: 94�C for 3 minutes (1 cycle);

94�C for 30 seconds; 55�C for 30 seconds; 72�C for 30 seconds

(35 cycles); and 72�C for 10 minutes (1 cycle). Polymerase chain

reaction products were separated on a 1.0% agarose gel and

visualized by ethidium bromide staining.

Preparation of ANP Antiserum

The ANP antiserum was produced by Affinity Biologicals Inc

(Hamilton, Ontario), using the following method. Synthetic rat
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ANP(99-128) (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, California)

was conjugated to bovine thyroglobulin using carboiimide

(Sigma). The ANP conjugate was emulsified with complete

Freund adjuvant (Difco Laboratories, Detroit, Michigan). New

Zealand white rabbits were immunized by injecting the emul-

sion intradermally. Animals were boosted with the conjugate

emulsified with Freund incomplete adjuvant at 4-week intervals

and bled 10 to 14 days after each booster injection by ear vein

puncture. Serum was aliquoted and stored at �70�C. This

antiserum had an ANP titer of 1:5000 as determined by

radioimmunoassay.

Immunohistochemistry

Gestation days 6, 8, 10, and 12 (n ¼ 3) mouse implantation

sites, spleens and hearts, as well as spleens and hearts from

virgin mice (n ¼ 3) were dissected, fixed in 4% paraformalde-

hyde overnight at 4�C, and processed into paraffin blocks (ATP

Tissue processor, Triangle Biomedical Sciences, Inc; Durham,

North Carolina). Tissue was cut at 6 mm and used for immuno-

histochemistry. Briefly, slides were de-waxed and rehydrated

before being blocked with 1% BSA for 30 minutes. Tissue sec-

tions were incubated with primary antibody overnight at 4�C.

Following incubation, slides were washed with TBS, incubated

with fluorescently labeled secondary antibody (or fluorescent

lectin or avidin) for 2 hours at room temperature, washed,

mounted with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-supple-

mented mounting media (ProLong Gold Antifade Reagent with

DAPI, Invitrogen; Burlington, Ontario, Canada), and imaged

using a Zeiss AxioCam microscope system with Axiovision

software (Zeiss; Toronto, Ontario, Canada). After preliminary

titration studies, the following primary antibodies were

used: rabbit–anti-mouse AT1 (1:200, Abcam; Cambridge,

Massachusetts); rabbit–anti-mouse AT2 (1:200, Abcam);

rabbit–anti-mouse ANP (1:200, Affinity Biologicals Inc); and

biotinylated rat-anti-mouse NK group 2D (NKG2D; 1:25,

R&D Systems; Minneapolis, Minnesota). In addition,

FITC-DBA lectin (1:500) was used. Secondary antibody used

was Alexa594-goat–anti-rabbit antibody (1:200, Invitrogen).

Alexa488 conjugated ExtrAvidin (1:200, Invitrogen) was also

used. Negative controls were performed using normal goat

serum when appropriate (Invitrogen). Implantation sites were

stained with anti-AT1, anti-AT2, or anti-ANP, with Alexa594

secondary antibody, FITC-DBA lectin, and DAPI. Spleens

were stained with anti-AT1, anti-AT2, or anti-ANP with

Alexa594 secondary antibody, anti-NKG2D with Alexa488-

ExtrAvidin and DAPI. Hearts were stained with anti-ANP with

Alexa594 secondary antibody and DAPI.

Cell Counting and Scoring

Gestation days 6 and 10 implantation sites were scored for the

percentage of DBA lectin and DAPI reactive cells that also

expressed AT1 or AT2. In all, 25 random high-power fields

of view per pregnancy in the decidua basalis or mesometrial

lymphoid aggregate of pregnancy (MLAp) were photographed

using a �40 magnification objective lens and the cells were

enumerated based on the criteria discussed in the preceding

section. Pregnancies (N ¼ 3) were examined per gd and

an average was determined. Using Microsoft Excel software

(Version7, Microsoft; Toronto, Ontario, Canada), 2-way analysis

of variance (ANOVA) was followed by Tukey post hoc test, with

P < .05 considered significant.

The reactivity of each primary antibody with NKG2D or

DBA lectin reactive NK cells was scored ‘‘�’’ if the antibody

in question did not colocalize with the NK cell marker and ‘‘þ’’

if there was colocalization.

Results

Uterine NK cells expressed AT1 and AT2 (Figure 1A and B).

Expression of these receptors by uNK cells was observed at all

time points examined. However, uNK cell expression was het-

erogeneous; the percentage of AT1 or AT2 expressing uNK

cells appeared proportional to the numerical population of uNK

cells at each time point. Therefore, the percentages of AT1 or

AT2 expressing uNK cells at gd6 and 10, time points when

uNK cells are rare and most abundant,34,35 were calculated.

The percentages of AT1 or AT2 expressing uNK cells changed

between gd6 and 10 (P < .05; Figure 1C). The expression of

AT1 or AT2 by uNK cells could not be related to cell size or

cytoplasmic granularity (markers that increase with uNK cell

maturation) or to the location of uNK cells in the deciduas

basalis or myometrial wall. Although we were unable to deter-

mine whether dual expression of AT1 and AT2 occurred in

some uNK cells, it is clear (from the gd10 histograms) that

AT2 can be expressed in the absence of AT1.

To determine whether uNK cells expressed ANP tran-

scripts, gd10 was chosen for initial study because the abun-

dance of uNK cells at this time point allowed a sufficient

number of uNK cells of 100% purity to be isolated by LCM.

Uterine NK cells were identified by FITC-DBA lectin stain-

ing and isolated by LCM (Figure 2A). Ribonucleic acid was

isolated and real-time PCR showed that gd10 uNK cells

express ANP (Figure 2B). Equivalent PCR product could not

be amplified from negative control of RNA sample without

reverse transcription (not shown). Using tri-color immunohis-

tochemistry, ANP protein localization to uNK cells was con-

firmed. Mouse atrium was used as a positive control for ANP

staining (Figure 2C). Atrial natriuretic peptide immunoreac-

tivity in gd10 implantation sites colocalized with uNK cells

(Figure 2D). Atrial natriuretic peptide staining was also

observed on other cell types such as trophoblast. To deter-

mine whether ANP protein localization was stable in uNK

cells over pregnancy, immunohistochemistry was repeated

using gd6, 8, and 12 implantation site sections. Gestation

days 6 and 8 uNK cells had no detectable ANP protein

expression, whereas gd12 uNK cells colocalized with ANP

immunoreactivity. Therefore, ANP protein cannot be detected

in uNK cells until mid pregnancy (Figure 3). Atrial natriure-

tic peptide colocalization to uNK cells was binary; no uNK

cells showed detectable ANP at gd6 and 8, whereas ANP was
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colocalized to all uNK cells at gd10 and 12, regardless of the

cell size, granularity, or location.

To determine whether AT1, AT2, and ANP could be

detected in peripheral NK cells, tri-color immunohistochemis-

try was performed on virgin or pregnant spleen tissue using

NKG2D to identify splenic NK cells since these cells lack the

dual cytoplasmic granule and cell membrane DBA-lectin stain-

ing pattern seen in uNK cells.36 The majority of NKG2D-

positive splenic NK stained positively for AT1, AT2, and ANP

(Figure 4). Table 1 summarizes these results.

Figure 1. Uterine NK cells express angiotensin II receptors AT1 and AT2. A, AT1 was colocalized to uNK cells. B, Likewise, uNK cells also
expressed AT2. AT1 and AT2 expressing uNK cells were detected at all of the gestational time points examined. Shown here are gd10 uNK
cells. Scale bar ¼ 20 mm. C, Uterine NK cells are first found in the uterus at gd6 in small numbers. They become more numerically abundant at
gd10; in this transition the percentage of AT1 or AT2 expressing uNK cells changes. Bars with different letters are significantly different (P < .05
by ANOVA followed by Tukey post hoc test). NK indicates natural killer; uNK, uterine natural killer; gd, gestation day; ANOVA, analysis of
variance; AT1, angiotensin II receptor type 1; AT2, angiotensin II receptor type 2.
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Discussion

The principle findings of this study are (1) uterine immune

cells, specifically uNK cells, express vasoactive proteins

AT1, AT2, and ANP, which could enable them to contribute

to blood pressure regulation during pregnancy; (2) the

colocalization of these vasoactive proteins to uNK cells is

dynamic over the course of pregnancy; and (3) these vasoactive

molecules can also be found in peripheral NK cells.

This is the first report to show that uterine lymphocytes

express AT1 and AT2. This observation is consistent with

reports by others that human blood lymphocytes express these

receptors.18-21 The changes in frequency of these receptors at

gd10 compared to gd6 may mean that uNK cells make greater

contributions to vasoregulation at mid rather than at early

pregnancy. Of interest, this interval of time is reported as an

interval of declining systemic blood pressure in pregnant

mice. Mean arterial pressures begin to drop at gd5 and this

trend is reversed at gd10 when mean arterial pressure begins

to rise toward its pre-pregnancy baseline in mice.37-40 Blood

pressure in AT1�/� knock-out mice during pregnancy is dra-

matically lower than in wild-type pregnancies, with lowest

blood pressure recordings occurring at mid pregnancy

(approximately gd10 of the mouse 19-20 day pregnancy).41

The period of this drop coincides with increasing frequency

of AT1 protein colocalization to uNK cells. Determining

whether uNK cell expression of AT1 influences gestational

blood pressure patterns would require further experiments,

Figure 2. Uterine NK cells express ANP transcripts and are immuno-
reactive for ANP protein. A, Frozen sections of gd10 implantation
sites were stained with FITC-DBA lectin (green) to detect uNK cells
for LCM isolation. B, Uterine NK cells purified by LCM express ANP
transcript. C, Positive control atrium stained cardiac myocytes with
ANP (red). Scale bar ¼ 20 mm. D, Uterine NK cells stain positively for
ANP protein. Scale bar¼ 10 mm. AT1 indicates angiotensin II receptor
type 1; AT2, angiotensin II receptor type 2; ANP, atrial natriuretic
peptide; gd, gestation day; uNK, uterine natural killer; LCM, laser
capture microdissection; FITC-DBA, fluorescein isothiocyanate-
conjugated Dolichos biflorus agglutinin.

Figure 3. Atrial natriuretic peptide (ANP) colocalization to uNK cells
is restricted to advanced stages of pregnancy. Gestation day 8 (A, C)
and 12 (B, D) implantation sites were stained for ANP (red), uNK cells
(green), and DNA (blue). Uterine NK cells present before the
formation of a perfused placenta are not detectable for ANP (A, C).
Uterine NK cells after the formation of the placenta are detectable for
ANP (B, D). c indicates ectoplacental cone; d, decidua; f, fetus; m,
mesometrial lymphoid aggregate of pregnancy (MLAp); p, placenta.
Asterisks in A and B pinpoint magnified areas C and D, respectively.
Scale bar A, B ¼ 500 mm; C, D ¼50 mm.
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such as grafting bone marrow from AT1�/� knock-out mice to

recipient syngeneic NK-cell-deficient females and monitoring

recipients’ arterial pressure over pregnancy in comparison to

control pregnancies in normal syngeneic mice or in NK-cell-

deficient mice reconstituted with wild-type bone marrow.

Angiotensin II receptor type 2, in addition to being vasodi-

latory, is known to inhibit cell proliferation and induce apopto-

sis.42,43 Given our observation of an change in the percentage

of uNK cells expressing AT2 protein at gd10 when uNK cells

numerically reach peak in numbers, it can be postulated that

AT2 expression may lead to uNK cell apoptosis. Apoptosis

begins in some uNK cells at gd8 and becomes widespread at

gd11.34,35 This could be addressed by study of uNK cells in

implantation sites of AT2�/� mice. Further studies will be

required to determine the functional outcomes from uNK cell

expression of these receptors in normal pregnancies.

Others have reported that agonist antibodies to AT1 are seen

in hypertensive pregnancies complicated by preeclampsia44 and

have modeled this pathology in rodent gestations.45 Although the

origins of the antigens driving these antibodies remain unclear,

our findings indicate that lymphocyte activation both systemically

and in the implantation site will be a component of any pathology

induced by AT1 agonist antibodies. Our data also predict that the

‘‘unconventional’’ tissue-resident lymphocytes of the kidney, a

population enriched over blood in NK and NKT cells,46 will

express vasoregulation molecules and participate in circulatory

regulation both during and outside of pregnancy.

Figure 4. Splenic NK cells are immunoreactive for AT1, AT2, and ANP. Natural killer (NK) cells were stained for NKG2D (green) and AT1,
AT2, or ANP (red) colocalization. Nuclei were stained using DAPI (blue). Results for splenic NK cells are representative of virgin and pregnant
spleens. Scale bar¼ 5 mm. DAPI indicates 4’,6-diamidino-2-phenylindole; AT1, angiotensin II receptor type 1; AT2, angiotensin II receptor type 2;
ANP, atrial natriuretic peptide.

Table 1. Splenic and Uterine NK Cell Immunoreactivity for
Vasoregulatory Proteinsa

Marker Splenic NK

Uterine NK

gd6 gd8 gd10 gd12

AT1 þ þ þ þ þ
AT2 þ þ þ þ þ
ANP þ � � þ þ

Abbreviations: AT1, angiotensin II receptor type 1; AT2, angiotensin II recep-
tor type 2; ANP, atrial natriuretic peptide; gd, gestation day; NK, natural killer.
a Cell colocalizes with marker (þ); does not (�).
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This investigation is the first report on the expression of

ANP by a peripheral or uterine lymphocyte. We were unable

to determine whether uNK cells are a significant source of

decidual ANP, however, evidence from our LCM-collected

uNK cell sample showed uNK cells transcribe ANP at gd10

(Figure 2B) and evidence from immunohistochemistry showed

ANP is highly localized to uNK cells, especially at gd12

(Figure 3D). The uNK cell-derived ANP is likely to have dif-

ferent physiological target cells than cardiomyocyte-derived

ANP. Lymphocytes are mobile and traffic to different tissues

by chemoattractants, whereas cardiomyocytes are restricted

to the tissue structure they support. Therefore, unlike cardiac

myocytes that secrete ANP into the circulation, uNK-derived

ANP may deliver highly concentrated ANP to specific blood

vessels. Further work is necessary to determine the significance

of uNK cell-derived ANP.

Our findings show that uterine lymphocytes are equipped

with components of RAS. Further studies will be required to

determine whether these molecules permit uNK cell participa-

tion in the gestational regulation of blood pressure, activate

functions related to decidualization, angiogenesis, regulation

of trophoblast invasion, or give uNK cells novel functions that

are not yet defined.
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