Programa de Doctorado en Biomedicina

UNIVERSIDAD
DE GRANADA

Estudio y caracterizacion de células
estromales uterinas procedentes de mujeres
sanas y con endometriosis

Memoria presentada por Tatiana Llorca Colomina para
optar al titulo de Doctora por la Universidad de Granada

Granada, 2024



Estudio y caracterizacion de células
estromales uterinas procedentes de mujeres
sanas y con endometriosis

TESIS DOCTORAL

Bajo la direccion del Dr. Enrique Garcia Olivares y la Dra. Maria José R
Ruiz Magaha : %

”
i gy ®

Tatiana Llorca Colomina UNIVERSIDAD
DE GRANADA




Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Tatiana Llorca Colomina

ISBN: 978-84-1195-251-4

URI: https://hdl.handle.net/10481/90820



https://hdl.handle.net/10481/90820

A mis padres, Jorge y Conchi



Agradecimientos

“¢.Has pensado en seguir el proximo afio con la investigacion y empezar la tesis doctoral?” Si,
LA TESIS DOCTORAL. Siendo sincera, en aquel momento no tenia ni idea de lo que implicaba
embarcarse en esta aventura que ha sido el doctorado, pero lo hice y ya han pasado mas de 6
afios. No ha sido un camino facil, de hecho ha sido bastante duro, pero puedo decir con total
convencimiento que no me arrepiento de la decisibn que tomé. Tras vivir una pandemia y un
incendio en el centro de investigacion, y a pesar de todos los problemas que surgen en el dia a
dia de un investigador (por ejemplo, que el citometro decida no funcionar cuando tienes el
experimento preparado, que el pedido de camaras Transwell tarde seis meses en llegar, que al
-80°C se le ocurra pararse en fin de semana, que de 5 muestras de endometriosis solo llegue a
crecer una, que los linfocitos y monocitos no quieran migrar...), puedo decir que todos estos
obstaculos no han sido nada en comparacion con todas las cosas maravillosas que me ha
permitido vivir el doctorado. Y en particular, quiero aprovechar estas lineas para agradecer a todas
las personas que han hecho posible que pueda conseguir mi objetivo. A todos vosotros...
MUCHAS GRACIAS.

Mis primeras palabras de agradecimiento son para mis directores: Enrique y Maria José.
Enrique, muchas gracias por considerar que yo podia formar parte de tu equipo de investigacion;
por brindarme esta oportunidad; por confiar en mi desde aquella primera entrevista del master; por
estar siempre muy pendiente de mi trabajo y valorarlo; por ensefiarme a investigar; y, en estos
Gltimos meses, por tu inestimable ayuda y guia en la redaccion y correccion de esta tesis. Siempre
me encanté escuchar cdmo razonabas y llegabas a interpretar los resultados que te presentaba
de una manera ldgica y sencilla, gracias por hacerlo todo mas facil. Espero seguir aprendiendo
muchas cosas de ti.

Maria José, tu fuiste quien me planteé aquella primera pregunta: “;has pensado en seguir el
proximo afno con la investigacion y empezar la tesis doctoral?”. Confiaste en mi desde el primer
momento y no puedo sentirme mas agradecida. Tu labor no fue solamente el de una codirectora,
gracias por convertirte en una madre en el laboratorio. Durante todos los momentos dificiles
(cuando he recibido malas noticias; cuando los experimentos no me han salido bien; cuando
sentia tanta incertidumbre, que no sabia qué decisién era la mas adecuada para mi y lo mejor
para mi futuro), tu has estado ahi, dispuesta a escucharme y a aconsejarme de la mejor manera
posible. Las dos sabemos que estos afios tampoco han sido faciles para ti, pero tengo que decirte
gue estoy muy contenta y orgullosa de ver que has alcanzado la meta que tanto deseabas. Sin
duda, te lo mereces.

No puedo olvidarme de otras dos personas que también fueron mis maestras en muchos
momentos: Mari Carmen y Ana. Gracias a las dos por todas las sugerencias y buenos consejos
gue me habéis dado en los seminarios de grupo. Siempre he intentado ponerlos en practica y
aprender mucho de vosotras y de vuestra experiencia investigadora. También me gustaria dar las
gracias a Blanco. Tus intervenciones en los seminarios muchas veces aclaraban todas las dudas
gue tenia. Gracias también por estar siempre dispuesto a compartir una alicuota de anticuerpos
cuando lo he necesitado.

Quiero agradecer a Pepe su colaboraciéon en la obtencion y el envio constante de muestras de
endometriosis; sin ello, parte de esta tesis no se hubiera podido realizar.

Me gustaria dedicar unas lineas a José Antonio Galindo. En primer lugar, infinitas gracias por
tu paciencia José, cuando te preguntaba constantemente si tenias noticias del pedido de las

v



Transwell. Tu labor hace que el trabajo diario en el laboratorio sea mucho méas sencillo. Gracias
por estar dispuesto a ayudarme cuando te he necesitado y por ser una persona tan generosa.
Pero sin duda, lo que méas valoro son los ratitos de charla que he tenido contigo. Me encanta
escucharte porque siempre aprendo muchas cosas de ti. Intentaré recordar los sabios consejos
gue me has dado a lo largo de estos afios.

Y llega el momento de hablar de MI FAMILIA EN EL LABORATORIO. Todo hubiese sido
mucho mas dificil sin tener a mi lado a estas cinco maravillosas personas: Salva, Rocio, Laura,
Cris y Patri.

Tener la oportunidad de trabajar al lado de Salva, Rocio y Laura hizo que, durante los primeros
afos del doctorado, aprendiera muchas técnicas y desarrollara habilidades que me han sido muy
Utiles después. Siempre os admiraré y os querré mucho porque en el ambito laboral sois mi
ejemplo a seguir. Salva, recuerdo que cuando era alumna del master me quedaba mirandote y
pensaba: “;como es posible que haga tantas cosas a la vez y le salga todo tan bien?”. La
respuesta es sencilla: por tus ganas de trabajar y de aprender, por tu entusiasmo y por tu
dedicacion. Gracias porque, aunque no tenias ninguna obligacion de hacerlo, siempre estuviste
dispuesto a darme el mejor consejo y a compartir tu experiencia conmigo. Te admiro mucho y
estoy muy feliz de ver todo lo que has conseguido en los ultimos afios.

Roci, fuiste un apoyo muy grande durante mis inicios. En infinidad de ocasiones antepusiste
ayudarme con el disefio de mis experimentos a continuar con tu trabajo. Gracias por tu
generosidad, por tu bondad, por compartir todo lo que sabias, por ponerte en mi lugar y ayudarme
siempre gue te necesité. Puedo decir que gran parte de mis conocimientos sobre biologia
molecular te los debo a ti.

Laura, empezamos este camino juntas y se puede decir que también lo terminamos juntas, y
esto me hace muy feliz. Recuerdo que ir al laboratorio cada dia era mucho mas sencillo y divertido
porque ta estabas alli, en la mesa de al lado. Tras muchas desensibilizaciones, citometrias y
Western Blot; pero también tras muchos sustos y shawarmas (o falafel) en la salita de comida, se
forjé una amistad que permanecié a pesar del tiempo y la distancia (que ha sido muy grande) y
deseo de coraz6n que esto siga siendo asi.

En los ultimos afios también he tenido a dos personas a mi lado que han sido comparieras,
amigas e incluso hermanas. Cris (mi Cristi), ta fuiste quien sustituy6 a Laura en la mesa de al lado.
Recuerdo que le decia: “ha entrado una chica nueva de TFM que se sienta en tu sitio y es un
encanto”. No solo eres un encanto de persona, eres mi mano derecha y un refugio tanto en los
buenos como en los malos momentos. La complicidad que tenemos cuando trabajamos juntas
hace que el trabajo diario sea mucho mas sencillo, ameno y divertido. Y hablando del trabajo en
comun, ¢recuerdas la cantidad de horas metidas en la salita del microscopio haciendo fotos de la
invasion? Ahi descubri que vas a ser una grandisima investigadora, una investigadora muy
disciplinada que realiza un trabajo constante y minucioso. Sé que vas a brillar en todo lo que te
propongas.

Patri, eres la sonrisa del 244. Ahora estas un poquito mas lejos, pero tanto Cris como yo
contamos los meses para volver a verte entrar por la puerta del laboratorio. Admiro mucho tu
valentia para afrontar nuevos retos, retos bastante dificiles. Estoy muy orgullosa de ver que
aquella alumna del master que hacia ICP e irradiaciones semana si, semana también, se ha
convertido en una excelente investigadora y mejor persona.



Estos afios también he tenido la oportunidad de mentorizar a diferentes estudiantes de master.
Gracias a ellas he descubierto cuanto me gusta ensefiar y que deseo dedicarme a ello en un
futuro, espero, no muy lejano. Gracias Olga, Lucia y Blanca por ser unas alumnas muy aplicadas;
gracias por vuestras ganas de aprender y por aportar vuestro granito de arena en la publicacion
del articulo que respalda esta tesis.

Deseo destacar el vinculo tan bonito que hemos creado con otros compafieros y compafieras
del centro de investigacion. Especial mencién merece Maribel y las chicas del 247, Carmen e
Inma. Pero no quiero olvidarme de Ali, Carlos, Dani y Paula. También quiero agradecer a Maria
Pedrosa el &nimo que siempre me ha dado y que me recordara, muchas veces, que soy capaz de
alcanzar esta meta.

La vida en Granada no seria lo mismo sin mis amigos, que tanto me han apoyado, animado y
cuidado. Ellos son mi segunda familia y, vaya donde vaya, los llevaré en el corazén porque
compartimos lo mas importante. Gracias, mi querida Albaicin; merci, ma chére assemblée
francaise.

Estas Ultimas palabras de agradecimiento son para las personas mas importantes de mi vida y
a quienes va dedicada esta tesis: MIS PADRES. Sin ninguna duda, esto no habria sido posible sin
vuestro apoyo y confianza en mi. Gracias por intentar entender el mundo de la ciencia que es (0
era) completamente desconocido para vosotros. Me habéis levantado en los momentos mas
dificiles, habéis sufrido conmigo; pero sé que ahora estais muy orgullosos de ver que he
conseguido llegar al final. Y vuestra alegria me hace inmensamente feliz.

I, finalment, moltes gracies a mi mateixa, per no haver tingut por d’escollir aquest cami, per
haver arribat a la fi sense rendir-me i per tenir sempre present que “tots els que gaudeixen
d’aquestes obres grandioses les estudien”.

\



Abreviaturas

e ADN: acido desoxirribonucleico

e ADNCc: ADN complementario

e ALDH1AZL: isoforma Al de la aldehido deshidrogenasa 1

¢ AMPc: adenosin monofosfato ciclico

e AMV: transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar

e ANGPTL1: angiopoyetina 1

e ANGPT2: angiopoyetina 2

e AP: fosfatasa alcalina

e APC: aloficocianina/célula presentadora de antigenos

¢ ARN: &cido ribonucleico

¢ ARNmM: ARN mensajero

e a-SMA: alfa actina de musculo liso

o ATCC: “American Type Culture Collection”

¢ BAFF: factor activador de células B

e BAFFR: receptor del factor activador de células B

e BSA: albimina sérica bovina

e CCL2: quimioquina 2 con motivo CC. También conocida como MCP-1

e CCL3: quimioquina 3 con motivo CC. También conocida como MIP-1a

e CCL4: quimioquina 4 con motivo CC. También conocida como MIP-1f3

e CCL5: quimioguina 5 con motivo CC. También conocida como RANTES
e CCL7: quimioguina 7 con motivo CC. También conocida como MCP-3

e CCL11: quimioguina 11 con motivo CC

e CCL16: quimioguina 16 con motivo CC

e CCL19: quimioguina 19 con motivo CC

e CCL21: quimioguina 21 con motivo CC

e CCL22: quimioguina 22 con motivo CC

e CCL25: quimioguina 25 con motivo CC

e CDKNI1A: inhibidor 1A de la quinasa dependiente de ciclina

e CDKNL1B: inhibidor 1B de la quinasa dependiente de ciclina

¢ CDKN2A: inhibidor 2A de la quinasa dependiente de ciclina

¢ C/EBP-a: proteina de unién al enhancer CCAAT alfa

o C/EBP-B: proteina de unién al enhancer CCAAT beta

e CHEKZ2: proteina quinasa-serina/treonina CHK2

¢ CIC-CIBM: Centro de Instrumentacién Cientifica. Sede en el Centro de Investigacion Biomédica
o CKBP: “chemokine binding proteins” o proteinas de unién a quimioquinas
¢ CRH: hormona liberadora de corticotropina

e CSF-1 (M-CSF): factor estimulante de colonias 1. También conocido como factor estimulante
de colonias de macréfagos

e CT: “cycle threshold” o ciclo umbral

e CXCL1: quimioquina 1 con motivo CXC. También conocida como GRO-a
e CXCL2: quimiogquina 2 con motivo CXC. También conocida como MIP-2a
e CXCLS8: quimioguina 8 con motivo CXC

e CXCL9: quimioquina 9 con motivo CXC. También conocida como MIG (monoquina inducida por
interferébn gamma)

VI



e CXCL10: quimioquina 10 con motivo CXC. También conocida como IP-10 (proteina 10 inducida
por interferon gamma)
e CXCL11: quimioquina 11 con motivo CXC. También conocida como I-TAC (quimioquina alfa de
células T inducible por interferén)
e CXCL12: quimioquina 12 con motivo CXC. También conocida como SDF-1
e CXCL13: quimioquina 13 con motivo CXC
e CXCL14: quimioquina 14 con motivo CXC
e CX3CL1: quimioguina 1 con motivo CXsC
e CXCRS3: receptor de quimioquinas CXC tipo 3. También conocido como CD183
e CXCR4: receptor de quimioquinas CXC tipo 4. También conocido como CD184
e DAMP: patrones moleculares asociados a dafio
e DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro
e DC: célula dendritica
e dDSC: célula decidual estromal decidualizada
e deEnSC: célula endometridsica estromal decidualizada
e dENSC: célula endometrial estromal decidualizada
e DEPC: dietilpirocarbonato
o DNAsa I: desoxirribonucleasa |
e dNTP: desoxinucledtidos trifosfato
e DO: densidad 6ptica
¢ DRG6: receptor de muerte celular 6
e EDC: quimico disruptor endocrino
e EDTA: acido etilendiaminotetraacético
e ELISA: ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
e eMSC: célula madre mesenguimal endometrial
o ER-a: receptor de estrégenos alfa
o ER-B: receptor de estrégenos beta
e FasL: ligando de Fas
e FBS: suero bovino fetal
o FC: “fold change” o porcentaje de cambio
o FGF2: factor de crecimiento de fibroblastos 2
e FITC: isotiocianato de fluoresceina
e FOXOL1.: factor de transcripcion “Forkhead box protein O1”
e FSH: hormona foliculoestimulante
¢ GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
o GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
¢ GnRH: hormona liberadora de gonadotropina
¢ GPCR: receptor acoplado a proteina G
e hESC: célula madre embrionaria humana
¢ HGF: factor de crecimiento de hepatocitos
¢ HLA-DR: antigeno leucocitario humano (clase Il, locus DR)
¢ HOXAL0: factor de transcripcion “Homeobox A10”
¢ HRP: enzima peroxidasa de rabano
¢ ICAM-1 (CD54): molécula de adhesion intercelular 1
¢ |IDO: indolamina-2,3-dioxigenasa
o IDT: “Integrated DNA technologies”
¢ |IFN-y: interferbn gamma
e |IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina 1
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IGF-1R: receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1

IGFBP-1: proteina 1 de union al factor de crecimiento similar a la insulina
IL-1B: interleucina 13

IL-2: interleucina 2

IL-4: interleucina 4

IL-6: interleucina 6

IL-8: interleucina 8

IL-10: interleucina 10

IL-11: interleucina 11

IL-13: interleucina 13

IL-15: interleucina 15

IL-15Rp: subunidad {3 del receptor de la IL-15

IL-17: interleucina 17

IL-18: interleucina 18

IL-24: interleucina 24

IL-33: interleucina 33

ILC: célula linfoide innata

ILC-3: célula linfoide innata tipo 3

IMF: intensidad media de fluorescencia

IP: ioduro de propidio

IPBLN: Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra

IRF-1: factor de transcripcién regulador de interferén 1

ISCT: “International Society for Cellular Therapy” o Sociedad Internacional de Terapia Celular
KIR: receptor similar a inmunoglobulina de células NK

LH: hormona luteinizante

LIF: factor inhibidor de la leucemia

LTi: célula inductora de tejido linfoide

LTi-like: célula similar a la inductora de tejido linfoide

LTo: célula organizadora de tejido linfoide

M1: macréfago proinflamatorio

M2: macréfago antiinflamatorio

MC: medio condicionado

MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1. También conocida como CCL2
MCP-3: proteina quimiotactica de monocitos 3. También conocida como CCL7
M-CSF (CSF-1): factor estimulante de colonias de macréfagos. También conocido como factor

estimulante de colonias 1

MEC: matriz extracelular

MIC-1: citoquina 1 inhibidora de macréfagos

MIF: factor inhibidor de la migraciéon de macrofagos

MIP-1B: proteina inflamatoria de macréfagos 1 beta. También conocida como CCL4

MMP-2: metaloproteinasa de la matriz 2

MMP-9: metaloproteinasa de la matriz 9

MMR (CD206): receptor de manosa de macréfagos/ “mismatch repair genes” o sistema de

reparacion de errores de emparejamiento del ADN
e MSC: célula madre mesenquimal
¢ MWCO: “molecular weight cut off” o corte de peso molecular

NCAM-1 (CD56): molécula de adhesion celular neural 1
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NCR: receptor de citotoxicidad natural

NFC: “negative fold change” o porcentaje de cambio negativo
NFW: “nuclease-free water” o agua libre de nucleasas

NK: célula “natural killer” o asesina natural

NP-40: nonilfenol etoxilado

pb: pares de bases

PBL: linfocitos de sangre periférica

PBMC: células mononucleares de sangre periférica

PBS: tampodn fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PE: ficoeritrina

PFA: paraformaldehido

PGE:: prostaglandina E>

PGF: factor de crecimiento placentario

PHA: fitohemaglutinina-M

PKA: proteina quinasa A

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PPARy2: “peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 2”
PR-A: receptor de la progesterona, isoforma A

PR-B: receptor de la progesterona, isoforma B

preDSC: célula pre-decidual estromal (no decidualizada)
preeEnSC: célula pre-endometridsica estromal (no decidualizada)
preEnSC: célula pre-endometrial estromal (no decidualizada)
PRL: prolactina

PVDF: difluoruro de polivinilideno

RANKL.: ligando de receptor activador para el factor nuclear kB
RNAsa: ribonucleasa

rpm: revoluciones por minuto

SD: desviacion estandar

SDS: dodecilsulfato sédico

SLO: érgano linfoide secundario

SSEA-1: antigeno embrionario 1 especifico de estadio

ST2: receptor supresor de tumorigenicidad 2

STAT3: transductor de sefial y activador de la transcripciéon 3
STATS: transductor de sefial y activador de la transcripcién 5
SUSD2: “sushi domain containing 2”

Tc: célula T citotoxica

TCIF: factor inhibidor de la quimiotaxis de células T

TGF-B1: factor de crecimiento transformante 1

Thl: célula T cooperadora tipo 1

Th2: célula T cooperadora tipo 2

Th17: célula T cooperadora tipo 17

TLR: receptor “Toll-like”

Tm: temperatura de “melting” o fusion del ADN

TMB: tetrametilbencidina

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral



e Treg: célula T reguladora

¢ UuNK: célula NK uterina

¢ VCAM-1 (CD106): molécula de adhesion celular vascular 1
o VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

o VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular C

La nomenclatura empleada en nuestro estudio es la siguiente:

1. EnSC: célula endometrial estromal (obtenida de sangre menstrual)
a) preEnSC: célula endometrial estromal no decidualizada
b) dENnSC: célula endometrial estromal decidualizada

2. DSC: célula decidual estromal
a) preDSC: célula decidual estromal no decidualizada
b) dDSC: célula decidual estromal decidualizada

3. eEnSC: célula endometriésica estromal

a) preeEnSC: célula endometridsica estromal no decidualizada
b) deEnSC: célula endometriésica estromal decidualizada
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RESUMEN

Las propiedades inmunoreguladoras de las células mesenquimales estromales (MSC) hacen
gue la investigacion sobre estas células sea un recurso prometedor para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes. De ahi radica la necesidad de encontrar una fuente de
células con las propiedades de las MSC que sea facil de obtener y que no implique métodos
invasivos.

En relacién a ello, existen dos tipos celulares que se encuentran en tejidos adultos y cumplen
estos requisitos, las células endometriales estromales (EnSC) y las células deciduales estromales
(DSC). Las EnSC y las DSC presentan las caracteristicas propias de las células progenitoras,
tales como la clonogenicidad, la autorenovacion y la capacidad de diferenciacion a distintos linajes
de origen mesenquimal. Ademas, se encuentran en una localizacion perivascular en el endometrio
no gestante (EnSC) y en la decidua (DSC). Ambos tipos de células son capaces de decidualizarse
en respuesta a la accion conjunta de las hormonas ovaricas o placentarias (progesterona y
estradiol) y otros factores endocrinos. Este proceso de diferenciacion morfoldgica y bioquimica
inducido durante la fase secretora del ciclo tiene la finalidad de preparar al endometrio para la
implantacién del embrion. Si hay embarazo, el proceso de decidualizacion se mantiene hasta
completarse. En este contexto, el éxito del embarazo depende de la modulaciéon inmunolégica y la
induccion de tolerancia materno-fetal por parte de las DSC. Estas propiedades inmunoreguladoras
determinan que las DSC y sus antecesores en el endometrio, las EnSC, puedan ser utilizadas en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

Por otra parte, el estudio y caracterizacion de las células estromales uterinas en condiciones
patoldgicas es necesario para poder entender mejor la patogenia de enfermedades ginecoldgicas,
como la endometriosis. Esta patologia se caracteriza por la presencia de tejido endometrial fuera
de la cavidad uterina, en localizaciones ectopicas. Las células endometriésicas estromales
(eEnSC) se caracterizan por la resistencia a la progesterona, la baja sensibilidad a la apoptosis y
por establecer una comunicacién intercelular con el sistema inmunitario que evita que este pueda
eliminar el tejido endometrial ectépico.

En base a ello, el objetivo general de esta investigacion es estudiar el origen, la diferenciacion y
las derivaciones patologicas de las células estromales uterinas. Por esta razén, hemos analizado
las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células estromales uterinas humanas
procedentes del endometrio no gestante, de la decidua y del endometrioma ovarico, y su
comparacion con las MSC.

Nuestros resultados muestran que las células precursoras de las EnSC (preEnSC) y de las
DSC (preDSC) tienen un fenotipo antigénico similar y compatible con el de MSC de médula ésea.
También hemos comprobado, en el caso de las preDSC, la capacidad de diferenciacion a células
de tres linajes mesenquimales, la expresion de marcadores de células madre y la clonogenicidad.
Estos datos apoyan la hipétesis de que las MSC de médula 6sea son la fuente o el origen de las
EnSC y las DSC. Ademas, hemos demostrado que las preDSC expresan antigenos propios de
pericitos, factores angiogénicos, presentan actividad contractil y una localizacién in vivo alrededor
de los vasos sanguineos; todas ellas son caracteristicas propias de pericitos, que son células
estrechamente relacionadas o idénticas a las MSC. Estos resultados nos indican que las preDSC
constituyen el nicho perivascular de las MSC en la decidua humana.
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RESUMEN

Aunque las preEnSC y las preDSC son el mismo tipo celular, se encuentran en dos contextos
fisiolégicos diferentes; por lo que, segun nuestros resultados, comparten el mismo fenotipo
antigénico y funciones. Sin embargo, hemos demostrado que las preDSC tienen una mayor
capacidad de decidualizacion que las preEnSC, evidenciada por las funciones asociadas a este
proceso de diferenciacion: secrecion de prolactina (PRL) e IL-15, induccién de apoptosis y cambio
a una morfologia redondeada. Estas diferencias son atribuibles a los distintos ambientes
fisiolégicos en los que se encuentran, es decir, no gestacién y gestacion.

La decidualizacion de las preDSC cambia algunas de sus caracteristicas, tales como la
localizacion perivascular (que pasa a ser extravascular), el descenso de la expresiéon de antigenos
asociados a pericitos, la menor contractilidad celular y el desarrollo de un perfil mas
inmunoregulador que contribuye a la tolerancia inmunolégica materno-fetal. Concretamente,
hemos estudiado la actividad quimiotactica de las DSC sobre linfocitos T activados, los cuales
podrian tener una actividad proabortigena al llegar a la decidua. Hemos demostrado que en las
DSC decidualizadas (dDSC) se inhibe la secrecién de CXCL9, CXCL10 y CXCL11, quimiogquinas
con capacidad de atraer a células Thl y Tc. Ademas, las dDSC producen un factor termoestable y
de bajo peso molecular que inhibe activamente la migracion de células T activadas. También
hemos observado que las dDSC inhiben la expresion de TNF-a e IFN-y en las células T activadas
quimioatraidas. Todos estos mecanismos evitan la llegada de linfocitos T con actividad
proabortigena a la decidua.

En el contexto patolégico de la endometriosis, hemos comprobado que las eEnSC son
resistentes a la decidualizacion, ya que conservan en su mayoria la morfologia fibroblastica,
apenas producen PRL y no sufren apoptosis. Sin embargo, las preeEnSC secretan mas CXCL9
gue las preEnSC y, paralelamente, presentan una mayor actividad quimiotactica sobre linfocitos T
y células NK activadas. Nuestros datos sugieren que estas células inmunitarias, atraidas por las
preeEnSC, pueden estar implicadas en la patogenia de la endometriosis.
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1. El endometrio

El endometrio es un tejido mucoso que tapiza la cavidad uterina. Se encuentra dividido
estructural y funcionalmente en dos capas: funcional y basal. La capa funcional se extiende
desde el lumen uterino hasta la capa basal y comprende los dos tercios superiores de la mucosa
endometrial. Histolégicamente esta capa esta formada por un epitelio simple prismatico luminal y
glandulas verticales que se introducen en un estroma compuesto por fibroblastos, tejido conectivo,
arteriolas espirales y distintas poblaciones leucocitarias. Mientras que la capa funcional sufre una
importante remodelacion ciclica, la capa basal es permanente y estd formada por un denso
estroma con glandulas basales dispuestas horizontalmente y vasos sanguineos. Algunos autores
consideran que en esta capa se encuentran las células progenitoras responsables de la
regeneracion de la capa funcional después de la menstruacion. Dichas células pueden
diferenciarse en células estromales y epiteliales, permitiendo asi el mantenimiento de la integridad
endometrial tras la menstruaciéon®=.

La regeneracion natural y completa que experimenta el endometrio hace de él un tejido Unico
en un contexto muy dindmico, ya que durante la etapa reproductiva el endometrio se desprende y
se repara alrededor de 400 ciclos. Ademas, también se restaura por completo tras el parto.

Los procesos que ocurren en el endometrio, tanto durante el ciclo endometrial como en el
embarazo, estan sujetos a la influencia del sistema inmunitario. Por eso, los leucocitos son una
poblacién celular muy importante en el endometrio humano y representan del 10-20% del total de
células endometriales®. Dicho sistema ejerce una doble funcién; por un lado, es capaz de generar
una respuesta protectora frente a patdégenos y, por otro lado, inicia el desarrollo de una respuesta
tolerogénica hacia el feto semialogénico cuando hay embarazo®.

El eje hipotalamico-hipofisario-gonadal regula la secrecién ciclica de estradiol (17B-estradiol o
E2) y progesterona (P4) en el ovario a lo largo del ciclo. En respuesta a estas hormonas, se
producen cambios en el aparato reproductor femenino para facilitar el desarrollo de procesos
como la ovulacion, la fecundacién, la implantacion y el embarazo. Los niveles de las hormonas
mencionadas también definen las distintas etapas en que se divide el ciclo endometrial: fase
menstrual, fase proliferativa o folicular, fase intermedia en la que tiene lugar la ovulacion y
fase secretora o lutea®.

El ciclo se inicia con la fase menstrual (dias 1-5 aproximadamente) tras un significativo
descenso de los niveles de E2 y P4. En esta etapa tiene lugar la descamacion del endometrio vy,
como consecuencia, el sangrado. A medida que avanza la menstruacion se produce, de manera
simultanea, la reparacion de la superficie endometrial mediante la reepitelizacion.

Las células endometriales estromales (EnSC), que expresan el receptor de P4 (PR), perciben
el descenso en la concentracién de esta hormona e inician una serie de procesos inflamatorios.
Entre estos destaca la translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB, el cual regula la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa. La activacion de NF-kB lleva a la produccion progresiva
de citoquinas, quimioquinas y prostaglandinas proinflamatorias. Esta respuesta favorece el
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reclutamiento de leucocitos en el endometrio y ellos mismos secretan una serie de citoquinas
proinflamatorias que reclutan mas leucocitos en el endometrio, lo cual exacerba la inflamacion
presente en el tejido durante la menstruacion®. En la transicion de fase secretora tardia a fase
menstrual, se activa el inflamasoma NLRP3, tanto en las células endometriales decidualizadas
como en los leucocitos residentes en el tejido endometrial, dando lugar a la secrecion de IL-18 e
IL-18 activas, lo cual impulsa una serie de procesos inflamatorios y proteoliticos que resultan en la
degradacion del tejido®.

Las células inmunitarias desempefian una funcion muy importante en la fase menstrual. De
hecho, en los momentos previos a la menstruacion, el 50% de las células presentes en el tejido
endometrial son leucocitos; del 6-15% de las células del estroma de la capa funcional son
neutréfilos CD11b"9"/CD66b+/CD16+ y hay una proporcion equivalente de macrofagos
CD16+/CD68+/CD163+ y de células NK uterinas (UNK) CD56+/CD16-'; la presencia de
eosindfilos, mastocitos (ambos del 3-5%) y linfocitos T (1-2%) es menor?* (llustracion 1).

Ovulacién . Macréfago
Menstruacion Fase folicular Faseldtea Céluladendritica
Neutréfilo
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.
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Estrogenos .
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|- Capa basal

o o %t i

Dia © 4 14 26 28
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llustracién 1. Esquema representativo del ciclo endometrial: niveles hormonales y células
inmunitarias en cada fase del ciclo (el tamafio celular es indicativo de la proporcién de cada célula
inmunitaria en el endometrio). Imagen creada con el software BioRender.

La elevada proporcion de neutréfilos en la fase menstrual es determinante para la
descomposicién del tejido endometrial mediante la liberacién de enzimas degradativas, como la
catepsina C, la elastasa, la metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9) y la proteinasa 3. Los
neutrofilos también aumentan la defensa inmunitaria innata, por ejemplo ejerciendo acciones
quimiotacticas sobre los monocitos, tras la alteracién de la barrera epitelial®®.
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Al igual que ocurre con los neutréfilos, el ndmero de monocitos/macrofagos también se
incrementa en el estroma endometrial perimenstrual, como consecuencia de la regulacion
hormonal'®. Esto, en parte, se debe al efecto del E2 en la expresion de la proteina quimiotactica
de monocitos 1 (MCP-1 o CCL2) por parte de las células endometriales estromales. Se ha
observado que la expresion de dicha quimioquina es mayor cuando los niveles de E2 son bajos,
de manera que el reclutamiento de macréfagos endometriales aumenta!'. Ademas de CCL2, la
expresion de otras quimioquinas que atraen a monocitos, como CCL7 (proteina quimiotactica de
monocitos 3, MCP-3), CCL16, CCL22 y CX3CL; también se incrementa en esta fase del ciclo'®'?,
Los monocitos reclutados se diferencian y adquieren un fenotipo proinflamatorio, lo cual es
importante para la degradacion tisular.

Por lo que respecta a las células uNK, estas expresan los antigenos CD9, CD69 y CD94, pero
no expresan CD8 ni CD57, a diferencia de las células NK del torrente sanguineo; ademas, son
mayoritariamente CD56""9"/CD16-, mientras que en sangre periférica son CD56%™/CD16+. El nivel
de expresion de CD56 es aproximadamente 10 veces mayor en las uNK que en las células NK del
torrente circulatorio®. Por otra parte, las células uNK producen citoquinas proinflamatorias, tales
como el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), IL-8 e IFN-y, de
manera que promueven la respuesta inflamatoria, inducen la activaciéon de macréfagos y la
generacion de células T citotoxicas®.

Durante los dias 7 a 13 del ciclo aproximadamente, el endometrio se encuentra en fase
proliferativa, durante la cual aumenta la secrecion en la adenohipéfisis de la hormona
gonadotropina foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH). En el foliculo, las células foliculares
ovéaricas de la granulosa y de la teca actian de manera coordinada y regulada por las
gonadotropinas. La LH estimula a las células de la teca para que sinteticen andrégenos a partir del
colesterol; estos difunden hasta las células de la granulosa que, estimuladas por la FSH,
convierten los andrégenos en estrégenos (E2). Es por esto que los niveles de E2 empiezan a
aumentar progresivamente hasta que este alcanza su concentracion maxima, alrededor de 24-36
horas antes de la ovulacion. La FSH induce la aparicion de receptores de la LH en las células
foliculares ovéricas de la granulosa, que secretan P4 junto con E2. Ambas hormonas actlan
produciendo una retroalimentacion positiva y estimulan la secrecion de LH y FSH para que tenga
lugar la ovulacién?.

El proceso regenerativo de los compartimentos epitelial (glandular) y estromal se debe a la
presencia de células progenitoras endometriales, que son células madre adultas que se
encuentran en la capa basal del endometrio>?13, Estas células responden a E2 y P4 para generar
tejido endometrial. Es por esto que el progresivo aumento de los niveles de E2 durante la fase
proliferativa estimula el crecimiento de células epiteliales y estromales e induce un aumento de la
expresion de los receptores de P4 y de estrdgenos en el epitelio y el estroma?.

Las diferentes poblaciones de células inmunitarias desarrollan su funciéon a nivel endometrial
durante la fase proliferativa (llustracion 1). En su papel de células presentadoras de antigenos
(APC), los macréfagos y las células dendriticas (DC) son importantes para la generacién de
respuestas inmunitarias adaptativas. La quimioatraccion de monocitos desde sangre periférica es
mediada por las quimioquinas secretadas por las células endometriales estromales, tales como
CCL4 (proteina inflamatoria de macréfagos 1 beta, MIP-1B), CCL7, CCL16, CCL22 y CX5CL,*2.
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Los macréfagos representan entre el 1-2% del total de células del endometrio durante la fase
proliferativa y expresan los marcadores de adhesién y activacion CD54, CD69 y CD71, lo cual
muestra su funcién en la regeneracion y la proliferacion de la capa funcional; ademas, son los
leucocitos mas abundantes durante el proceso de reparacion del endometrio. EI aumento del
namero de macréfagos y, en consecuencia, de los factores secretados por ellos, como CCL4, el
factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) y CSF-1, son fundamentales para crear un
microambiente proinflamatorio que desempefia un papel esencial en la preparacion del
endometrio antes de la ventana de implantacion (fase secretora)*.

En cuanto a las células uNK, los niveles permanecen bajos inicialmente, pero aumentan a
medida que avanza el ciclo.

Durante la fase proliferativa también desarrollan su funcién de presentacion antigénica en el
endometrio las DC, que residen tanto en el estroma sub-epitelial de la capa funcional como en la
capa basal, y son mucho menos abundantes que otras células inmunitarias. La frecuencia de DC
inmaduras CDla+ aumenta durante la fase proliferativa, mientras que la poblacion de DC
maduras CD83+ permanece relativamente constante®.

El sistema inmunitario adaptativo, representado por los linfocitos T y B, también se encuentra
presente a nivel endometrial durante la fase proliferativa. De la poblacién total de leucocitos,
aproximadamente el 50% son linfocitos T, entre los cuales hay al menos dos tercios de linfocitos T
CD8+. Estas células se pueden encontrar dispersas en el estroma endometrial, en una
localizacién intraepitelial o formando agregados linfoides. Dichos agregados empiezan a
desarrollarse en la capa basal endometrial durante la fase proliferativa y estan formados por un
nucleo de linfocitos B rodeado de linfocitos T, que son mayoritariamente CD8+; la regién de
linfocitos T esta, a su vez, rodeada de macréfagos. Estos agregados aumentan su tamafio durante
la fase proliferativa y la acumulacién progresiva de linfocitos T es el resultado de su migracién
desde sangre periférica hacia el endometrio y no a la proliferacién de clones residentes, ya que
hay un bajo nivel de division celular dentro de los agregados linfoides®#*. La funcion de estos esta
relacionada con el mantenimiento de un equilibrio entre la creacibn de un ambiente protector
contra los patdgenos y, posteriormente, el establecimiento de un ambiente inmunosupresor que
permita preparar el endometrio para proteger al embrion®*,

Por otra parte, también aumenta el nimero de linfocitos T reguladores (Treg)
CD4+CD25+Foxp3+, que controlan la respuesta inmunitaria y alcanzan su ndmero maximo
durante la fase proliferativa tardia (dias 9 a 13). Dicho aumento en un estadio preovulatorio se
relaciona directamente con el incremento de los niveles de estrégenos y se debe a la necesidad
de induccién de tolerancia inmunolégica para facilitar la implantacién del embrién?®,

Tras la ovulacion, que tiene lugar entre 10-12 horas después del pico de LH, se inicia la fase
secretora a nivel endometrial. Desde los dias 15 a 28, descienden los niveles de LH y FSH, vy el
cuerpo liteo secreta cantidades crecientes de P4 y E2, aunque los niveles de este ultimo son
menores que anteriormente. La capa funcional comienza a diferenciarse o a decidualizarse bajo la
influencia de la P4, preparando al endometrio para la implantacion del blastocisto. En ausencia de
fecundacion, los niveles de E2 y P4 descienden provocando el desprendimiento del tejido
endometrial y el inicio de la menstruacion?.
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En cuanto a la regulacién del sistema inmunitario (llustracion 1), el nimero de células uNK
durante la fase secretora alcanzan niveles de, aproximadamente, el 70% de la poblacién total de
leucocitos y, a menudo, se encuentran cerca del epitelio luminal, en la porcién superior de las
glandulas endometriales. Producen factores de crecimiento angiogénicos y el factor inhibidor de la
leucemia (LIF), los cuales son necesarios para la formacion de los vasos sanguineos®. La
proliferacion de las células uNK se debe al incremento de los niveles de IL-15 secretada por
monocitos y a la llegada de células NK desde el torrente sanguineo?®.

Por otra parte, el nimero de macréfagos aumenta al 3-5% del total de células del endometrio.
Estos desempefian una funcion importante en la regulacion de la homeostasis. Las quimioquinas
responsables de la atraccién de monocitos desde sangre periférica son diversas; por ejemplo, los
niveles de expresion de CCL7, CCL22 y CXsCL: son equivalentes a los de la fase proliferativa;
ademas, al inicio de la fase secretora predominan las quimioquinas CCL4, CCL14, y CCL16, pero
durante la fase secretora tardia solamente hay expresion de CCL14!2* El incremento de la
poblacién de macréfagos durante la fase secretora también se debe a la proliferacion de dichas
células in situ?*.

Tanto en la capa funcional como en la capa basal, también se encuentran DC. Tal como ocurre
durante la fase proliferativa, la frecuencia de DC inmaduras CDla+ aumenta durante la fase
secretora tardia y el nimero de DC maduras CD83+ permanece relativamente constante?.

En esta etapa los agregados linfoides estan completamente formados, pero se ve disminuida la
capacidad citotdéxica de los linfocitos T CD8+, ya que en este momento puede producirse la
concepcion y se precisa el establecimiento de un estado temporal de inmunosupresion®. Ademas,
tiene lugar una elevada reduccién del nimero de linfocitos Treg CD4+CD25+Foxp3+1°.

2. Células endometriales estromales

La capacidad regenerativa del endometrio es indicativa del importante papel que desempefian
las células progenitoras somaticas en el proceso de regeneracion y crecimiento que experimentan
los compartimentos epitelial y estromal®. Desde que en 1989 se propusiera por primera vez la
presencia de células progenitoras somaticas en la capa basal del endometrio, estas han sido
ampliamente caracterizadas y estudiadas en el contexto de la regeneracion endometrial,

En el endometrio humano adulto se han identificado diferentes poblaciones celulares que
presentan las caracteristicas propias de las células progenitoras, tales como la clonogenicidad, la
autorenovacion y la capacidad de diferenciacion a distintos linajes’. Estos tipos de células
incluyen las células progenitoras epiteliales, las células progenitoras mesenquimales
endometriales (eMSC) y las “side population cell” (SP)*.

El componente glandular de la capa basal del endometrio, que permanece durante la
menstruacion, contiene células progenitoras epiteliales, las cuales son responsables de la
reepitelizacion de la superficie luminal. Estas células expresan el antigeno embrionario 1
especifico de estadio (SSEA-1, CD15 o Lewis X). Las células progenitoras epiteliales SSEA-1+
expresan niveles mas bajos del receptor de estrégenos-a (ER-a) y del PR que las células
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epiteliales SSEA-1-, las cuales se encuentran mayoritariamente en la capa funcional; esto implica
una menor diferenciacion de las células SSEA-1+. Por otra parte, las células SSEA-1+ tienen
teldbmeros més largos y una mayor actividad telomerasa, siendo esta una caracteristica del
endometrio regenerativo'®°,

Se han identificado otros marcadores que caracterizan a las células progenitoras epiteliales,
tales como el factor de transcripcion SOX9 y la molécula de adhesion N-cadherina, que fue el
primer marcador descrito de células epiteliales endometriales con funcion de células progenitoras
y se expresa en la base de las glandulas. Ademas, existen distintas poblaciones de células
epiteliales endometriales en funcién de la expresion de los marcadores mencionados (llustracién
2). En concreto, las células epiteliales clonogénicas mas primitivas en la base de las glandulas son
N-cadherina+/SSEA-1-/SOX9-; estas generan una pequefia poblacion de células N-
cadherina+/SSEA-1+/SOX9+; a continuacién, en el limite entre la capa basal y la capa funcional,
se extienden las células N-cadherina-/SSEA-1+/SOX9+. En la capa funcional se encuentran las
células epiteliales proliferativas con un fenotipo N-cadherina-/SSEA-1-/SOX9-, que se extienden
hasta el epitelio luminal donde se encuentran las células N-cadherina-/SSEA-1+/SOX9+1:19:20.21,
Recientemente se ha demostrado que el marcador de células progenitoras epiteliales ALDH1A1
(isoforma Al de la aldehido deshidrogenasa 1), que cataliza la produccion de éacido retinoico,
también colocaliza con el 78% de las células epiteliales N-cadherina+ de la capa basal mas
profunda del endometrio®29-22,
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llustracién 2. Células progenitoras epiteliales presentes en las glandulas endometriales. Adaptado de
Salamonsen et al.!

La regeneracion del estroma endometrial estd mediada por células con las caracteristicas
propias de las células madre mesenquimales o MSC, las células endometriales estromales
(EnSC). La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) ha definido a las MSC humanas
de médula 6sea como células adherentes al plastico en condiciones de cultivo estandar; con
capacidad clonogénica y de diferenciacién in vitro a los linajes mesodérmicos adipogénico,
osteogénico y condrogénico; con un fenotipo antigénico CD73+/CD90+/CD105+ y ausencia de
expresion de los marcadores CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA-DR?%,
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Las EnSC son eMSC que se clasifican en diferentes subpoblaciones en funciéon de los
marcadores expresados®!®. Las eMSC CD140b+/CD146+/CD45- representan aproximadamente
el 1,5% de todas las células endometriales estromales y presentan las caracteristicas tipicas de
MSC de médula 6ésea?*. Estas eMSC se encuentran en una localizacién perivascular, tanto en la
capa funcional como en la capa basal del endometrio, de ahi que puedan obtenerse a partir de
muestras de biopsia endometrial y también a partir de sangre menstrual®. Las células
CD140b+/CD146+, por su ubicacion alrededor de los vasos sanguineos, se encuentran muy cerca
de las células endoteliales (CD31+/CD140b-/CD146+) y se ha propuesto su identificacion como
pericitos, que son células murales que se encuentran en la parte abluminal de los vasos
sanguineos y estan en intimo contacto con las células endoteliales de la microvasculatura®
(Hlustracién 3).

El marcador de células perivasculares SUSD2 (“sushi domain containing 2”) se expresa
también en eMSC (llustracién 3) y se ha propuesto como marcador Unico para el aislamiento de
eMSC clonogénicas con alta capacidad proliferativa, con las propiedades descritas por la ISCT y
ubicadas alrededor de los vasos sanguineos en la capa basal y la capa funcional del endometrio?®.
La mayoria de las células SUSD2+ también expresan CD140b+, mientras que todas las células
SUSD2+/CD146+ expresan CD140b+. La subpoblacion de células SUSD2+/CD140b+/CD146+
desarrolla un papel importante en el crecimiento del estroma de la capa funcional del endometrio
durante la fase proliferativa. Ademas, se ha comprobado que el 60% de las células SUSD2+
también expresan STRO-1, marcador de células mesenquimales de médula 6sea®?®,

Por otra parte, el endometrio humano contiene aproximadamente un 5% de células madre
adultas SP. La poblacién de células SP es heterogénea, ya que esta formada por células
endoteliales CD31+ (51%), células epiteliales CD326+ (EpCAM, molécula de adhesion de células
epiteliales) (27%) y células estromales CD10+ o CD140b+/CD146+ (10-14%) (llustracién 3); de
manera que las células SP endometriales se encuentran tanto en el compartimento epitelial como
en el estromal. Las células SP epiteliales y estromales presentan las caracteristicas tipicas de
MSC in vitro; tienen un patrén intermedio de actividad telomerasa, en comparacion con las células
madre embrionarias (hESC) y las células diferenciadas; ademas, al igual que las células
endoteliales vasculares endometriales, no expresan ER-a y PR, pero si el ER-B8:27:28,
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llustracién 3. Ubicacion de las células progenitoras en el estroma endometrial. Adaptado de Gargett et
al. 18
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3. La decidualizacion

La decidualizacion es un proceso de diferenciacibn morfolégica y bioquimica que
experimentan las EnSC durante la fase secretora del ciclo endometrial, cuya finalidad es preparar
al endometrio para la implantacion del embrion. Si hay embarazo, el proceso de decidualizacion
se mantiene hasta completarse?®3°. En este caso, las células que experimentan dicho proceso de
diferenciacién son las células deciduales estromales (DSC) presentes en la decidua, que es el
componente materno de la placenta.

Durante la fase secretora, el estroma endometrial estd expuesto a la acciéon de la P4, cuya
accion esta mediada por la union y activacion de su receptor nuclear, el cual tiene dos isoformas:
PR-A y PR-B. Generalmente, la isoforma PR-A es transcripcionalmente menos activa y actia
como inhibidor dominante de la transcripcion de PR-B y de otros receptores de esteroides®. No
obstante, la PR-A es la isoforma dominante durante el proceso de decidualizacion y participa en el
reclutamiento de una serie de factores de transcripcion activados, directa o indirectamente, por la
via de sefalizacién del AMPc?*32, Ademas, la expresion de los genes relacionados con la
decidualizaciébn no parece encontrarse bajo el control transcripcional directo del PR activado,
prueba de ello es la baja capacidad de la P4 de inducir diferenciacion en EnSC in vitro, siendo
necesarios varios dias de exposicion a esta hormona para el aumento de los niveles intracelulares
de AMPc?%303 (llustracién 4).

Las EnSC durante la fase secretora del ciclo no solamente estan expuestas a la acciéon de la
progesterona, sino también a otros factores capaces de unirse a receptores acoplados a proteinas
G (GPCR), lo cual provoca la activacién de la adenilato ciclasa, la formacién de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) como segundo mensajero y la activacion de la proteina quinasa A
(PKA). Entre estos ligandos se encuentran la prostaglandina E, (PGE>), la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la relaxina, la procineticina 2 y las gonadotropinas hipofisarias?®3°3%, La
accién conjunta de estos factores junto a la de las hormonas ovaricas (P4 y estradiol) induce la
acumulacion de AMPc intracelular®®3#3, La sefializacién del AMPc puede transmitirse mediante la
regulacion directa de la regién promotora de algunos genes (PRL e IGFBP1) o mediante la
activacion de la PKA. Ademas, la induccion de la expresion de PRL e IGFBP1 en EnSC sometidas
a decidualizacion in vitro con AMPc estéd estrechamente relacionada con una alta acetilacion de
histonas de las regiones promotoras de estos genes, que hace que estas regiones promotoras
sean mas accesibles a los factores de transcripcién que regulan la expresion génica36:37:3%8
(llustracién 4).

El aumento de la concentracion de AMPc promueve la expresion y la acumulacion nuclear de
factores de transcripcion como C/EBP (proteina de union al enhancer CCAAT beta), FOXO1
(“Forkhead box protein O1”) y los transductores de sefial y activadores de la transcripcion STAT3
y STATS5. Estos factores interaccionan con PR-A y se inicia la transcripcién de genes especificos
para la sintesis de PRL, IGFBP-1, IL-1B, IL-6, IL-11, IL-15, LIF, activina A, entre otros?30:39.40.41
(llustracién 4). Estos actian de forma autocrina y paracrina, y activan genes que controlan los
cambios morfologicos y funcionales asociados a la decidualizacion, la implantacion del blastocisto,
la proliferacion e invasion del trofoblasto y el reclutamiento de leucocitos.
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llustracién 4. Mecanismo bioquimico de la decidualizacién en las EnSC y DSC. Imagen creada con el
software BioRender.

Al decidualizarse, tanto EnSC como DSC adquieren una morfologia poligonal, aumentan de
tamafo, acumulan glucoégeno y lipidos en el citoplasma, y secretan PRL e IGFBP-1. Ademas, al
igual que a las células no decidualizadas, se les atribuye una funcién inmunolégica ya que son
capaces de secretar citoquinas y quimiocinas determinantes para el reclutamiento de leucocitos al
sitio de implantacion. El resultado de este proceso es una regulacién positiva de genes que
codifican para factores de crecimiento, receptores de neurotransmisores, neuromoduladores y
moduladores de la apoptosis y sus receptores; todo ello es indicativo de la importancia de la
sefializacion paracrina en el endometrio y en la decidua durante los primeros estadios de un
embarazo*?42,

En su estudio sobre las caracteristicas histolégicas del endometrio durante el ciclo endometrial,
Noyes et al. observaron un marcado aumento del citoplasma de las células estromales situadas
cerca de las arterias espirales terminales, alrededor del dia 23 del ciclo. Posteriormente, el dia 25,
la mayor parte de las células del estroma de la capa funcional mas superficial presentaba esta
caracteristica y eran semejantes a las células del tejido decidual. En la fase secretora tardia, la
capa funcional se vuelve cada vez mas compacta y los cambios en la permeabilidad vascular
promueven la infiltracion leucocitaria. Esto deriva en una amplia interaccion entre las EnSC y las
células inmunitarias**#4, entre las que destaca la presencia de las células uNK (llustracién 5).
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Durante la decidualizacién en el endometrio, las uNK CD56P"/CD16- constituyen
aproximadamente del 30%-40% de las células del compartimento estromal, aunque son
relativamente escasas en el estroma subyacente al epitelio luminal. Estas células presentan una
baja citotoxicidad y participan en la remodelacién de las arterias espirales antes y durante la
invasion del trofoblasto. Las uNK experimentan quimioatraccién en respuesta a quimioquinas
como CXCL9, CXCL10, CXCL12 y CXCL14; ademas, las citoquinas producidas por las EnSC
(DSC en el contexto del embarazo), como IL-11, IL-15 e IL-33, estan implicadas en la proliferacion
y maduracion de las células uNK#3454647.4849 = A g vez, estas células inmunitarias producen
citoquinas, como el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), el factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), IFN-y, TNF-a, TGF-B y LIF; asi como
factores angiogénicos, como el factor de crecimiento placentario (PGF), el factor de crecimiento
endotelial vascular C (VEGF-C) y angiopoyetina 2 (ANGPT2). Por ello, contribuyen al
remodelamiento vascular, a la neovascularizacion uterina durante el ciclo endometrial y al
aumento de la permeabilidad del epitelio endometrial (mediada por VEGF); posteriormente,
durante el embarazo, favorecen el crecimiento fetal*>4**0, Otras células inmunitarias que se
acumulan en el estroma de la capa funcional durante la decidualizacién son los macré6fagos
CD163+, las DC uterinas y los linfocitos T 451,

La transformacion de las EnSC, tanto in vivo como in vitro, en respuesta a la exposicion a los
factores decidualizantes resulta en un cambio morfoloégico, de manera que las células adquieren
una forma mas redondeada, asi como también su nucleo; un mayor nimero de nucléolos; la
dilatacion del reticulo endoplasméatico rugoso y el complejo de Golgi; y la acumulacion de
glucoégeno y gotas lipidicas en el citoplasma. Ademas, las células estromales decidualizadas
presentan actividad fagocitica, por lo cual pueden contribuir a la extensa remodelacion de la matriz
extracelular (MEC)**52, Durante este proceso, las EnSC abandonan su localizacion perivascular y
se localizan en la zona extravascular del estroma endometrial. La decidualizacion empieza
alrededor de los vasos sanguineos y se extiende hasta alcanzar los dos tercios superiores del
endometrio®.

Por otra parte, la comunicacién intercelular en el estroma endometrial es importante para el
establecimiento de una interfaz materno-fetal funcional. En este contexto, la molécula de adhesién
cadherina 11 se expresa en las EnSC durante la decidualizacion, especialmente en las células
estromales que rodean las arterias espirales y puede facilitar las uniones homofilicas entre células
adyacentes, previamente a la formacion de uniones tipo gap (“gap junctions”). Esta molécula de
adhesion también se expresa en las células trofoblasticas, de manera que se establecen uniones
homofilicas entre ellas y las DSC, evitando asi una migracion invasiva excesiva de las células del
trofoblasto®. La decidualizacion también se caracteriza por cambios en la composicion de la MEC;
por ejemplo, el colageno tipo IV y la laminina aumentan significativamente alrededor de las EnSC
gue experimentan decidualizacion. De esta manera, la membrana basal participa en la
permeabilidad selectiva de macromoléculas y en el soporte estructural tisular®® (llustracién 5).

Los marcadores indicativos de decidualizacion mas estudiados son la PRL y la IGFBP-1
(llustracioén 5). La producciéon de PRL en el endometrio empieza alrededor del dia 22 del ciclo®®,
lo cual coincide con la regulacion positiva de la expresion de su receptor, que se localiza
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principalmente en las células epiteliales glandulares del endometrio. Durante la fase secretora
tardia, la PRL regula la expresion del factor de transcripcion regulador de interferén (IRF-1), de
forma paracrina en el compartimento glandular. Este factor, a su vez, participa en la regulacion de
diversos genes implicados en el crecimiento celular, la diferenciacion, la adhesién y la apoptosis®’.
En la decidua, las funciones de la PRL se relacionan con la diferenciacién de las células
epiteliales; el control de la invasién del trofoblasto, mediante la unién a su receptor expresado por
las células del sincitiotrofoblasto; el estimulo de la angiogénesis en las primeras etapas del
embarazo; y la prevencion del rechazo, mediante la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
de las células inmunitarias*3°8:59€0,

Otro factor producido durante la decidualizacion de las EnSC es la IGFBP-1. Esta proteina
regula la biodisponibilidad del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF). Los IGF regulan
positivamente el fenotipo invasivo de los trofoblastos del primer trimestre de embarazo, al
estimular la proliferacion y supervivencia celular. La funcion de la IGFBP-1 se modifica segun su
grado de fosforilacién, el cual se incrementa a medida que avanza la gestacion siendo mas
efectiva para unirse a la IGF-1y, por lo tanto, restringir la invasion del trofoblasto*36:.

Entre las citoquinas producidas por las células decidualizadas destacan la IL-11 y la IL-15
(llustracion 5). La IL-11 desempefia funciones autocrinas y paracrinas sobre las células
estromales y tiene un papel importante en la preparacion del endometrio para la implantacion®?.
Por su parte, la IL-15 estimula la proliferacion de las células uNK en el endometrio secretor y la
decidua, sin estimular la citotoxicidad de estas, ya que esto seria perjudicial para el trofoblasto®,
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llustracién 5. La decidualizacion de las células estromales: cambios morfolégicos y bioquimicos.
Imagen creada con el software BioRender.

4. Ladecidua

En el embarazo humano, la implantacién del embriébn se produce sobre la pared mucosa
especializada del Gtero, llamada decidua (o endometrio gestante); por lo que puede considerarse
como un tejido constituido a partir de células procedentes del endometrio. La decidua es el
componente materno de la interfase materno-fetal; se encuentra en estrecho contacto con el
trofoblasto; y esta formada por glandulas, vasos sanguineos y linfaticos, células deciduales
estromales (DSC) y células del sistema inmunitario. Entre sus funciones, destaca el aporte de
factores de crecimiento y citoquinas para el desarrollo embrionario, el control de la invasion del
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trofoblasto y la induccion de tolerancia hacia el embrion semialogénico. Ademas, la relacion
fisiologica entre la madre y el feto en esta interfase es determinante para el desarrollo
embrionario, la homeostasis vascular y la inmunoregulacién?®.

El éxito de un embarazo depende del establecimiento de un equilibrio entre la capacidad
invasiva del trofoblasto y la receptividad de la decidua materna. Ademas de las DSC y las células
endoteliales, las células inmunitarias representan un componente muy importante de la decidua
materna. La respuesta inmunitaria en la interffaz materno-fetal facilita la recepcion, el
establecimiento y el crecimiento del blastocisto implantado®.

Aproximadamente, el 70% del total de leucocitos presentes en la decidua son uNK; del 20-25%
son macrofagos; del 3-10% son linfocitos T y el 1,7% son DC. Los linfocitos B estan presentes en
cantidad bajas®+5566:67.68,

La modulaciéon inmunitaria y la induccion de tolerancia son necesarias al comienzo del
embarazo para facilitar la implantacion del blastocisto; pero para que el embarazo tenga éxito y
llegue a término, también es imprescindible proteger a la madre y al feto de las agresiones
ambientales y, para ello, se precisa un sistema inmunitario receptivo y activo. Por esta razon, el
microambiente inmunitario de la decidua es Gnico, sujeto a modulacion y dinamico®*.

En cada una de las fases del embarazo, el sistema inmunitario desempefia unas funciones
concretas y diferentes entre si, dando lugar a una primera etapa proinflamatoria, una segunda
etapa antiinflamatoria y una tercera etapa proinflamatoria. La primera etapa proinflamatoria se
asocia con la implantacién y la placentacion; la segunda etapa antiinflamatoria se relaciona con el
crecimiento y desarrollo fetal; y la tercera etapa proinflamatoria es responsable del inicio del
parto®.

La unién del blastocisto al epitelio luminal del Gtero y la placentacion implican la degradacién y
reestructuracion de la decidua materna. El gradiente inflamatorio que se crea en el sitio de
implantacién permite la aposicion y adhesién del blastocisto al epitelio. La inflamacion se
caracteriza por la presencia de citoquinas, como IL-6, IL-8, IL-15, GM-CSF y TNF-q; y
guimioquinas, como CXCL1 y CCLA4. Estos factores son producidos por las DSC y por las células
inmunitarias que se infiltran en el tejido decidual. La presencia de DC uterinas CD11c+ aumenta la
receptividad uterina regulando la remodelacion tisular y la angiogénesis. Los factores secretados
por las DC y los macr6fagos eliminan la capa de mucina del epitelio luminal, exponiendo
moléculas de adhesion que facilitan la implantacion. Por otra parte, las células uNK en la decidua
temprana también regulan la invasion del trofoblasto, mediante la secrecién de IL-8 y
guimioquinas, como CXCL10; ademas, son potentes secretoras de factores angiogénicos que
inducen el crecimiento vascular®.

El desarrollo del feto necesita el establecimiento de un entorno antiinflamatorio de tipo Th2 y
cualquier sefal proinflamatoria continua en esta etapa puede provocar un aborto espontaneo. Las
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diferentes poblaciones inmunitarias, entre las que predominan los macréfagos, las uNK y los
linfocitos Treg, contribuyen a crear el microambiente antiinflamatorio®-.

Los macrofagos de la decidua presentan un fenotipo predominantemente M2, el cual se
asocia con la renovacion tisular y con la secrecion de citoquinas antiinflamatorias’®. Su capacidad
fagocitica les permite eliminar de manera eficaz células apoptéticas procedentes del trofoblasto,
impidiendo asi la liberacién de aloantigenos paternos, lo cual podria desencadenar una respuesta
inmunitaria contra el feto%7. Las uNK CD569"/CD16- presentan una baja citotoxicidad e
interactian con los macréfagos deciduales (CD14+/CD86+/CD206+/CD209+/PDL1+) que inducen
la generacién de linfocitos Treg, mediante la produccion de TGF-$ e indolamina-2,3-dioxigenasa
(IDO)™. Los linfocitos Treg Foxp3+ son muy importantes en esta etapa, ya que evitan respuestas
inmunitarias de tipo efector contra los aloantigenos paternos. Ademas, el embarazo estimula
selectivamente la acumulacién de linfocitos Treg maternos con especificidad fetal y, después del
parto, estas células persisten en niveles elevados, manteniendo la tolerancia al antigeno fetal
preexistente’®. Dichas células Treg también regulan la actividad de los linfocitos Th17, una
poblacién celular menos numerosa, que contribuye a proteger la interfaz materno-fetal de
infecciones microbianas™.

Después del completo desarrollo del feto, el establecimiento de un microambiente
proinflamatorio es indispensable para el inicio del parto. Concretamente, la via de sefalizaciéon de
NF-kB en el tejido decidual inicia el parto y es determinante para el progreso del mismo. En este
estadio hay un importante incremento de citoquinas proinflamatorias (como TNF-a, IL-13, IL-6 e
IL-8), originado como consecuencia de la infiltracion leucocitaria, pero también de la secrecién por
parte de las DSC, las células del miometrio y las células placentarias. La expresiéon de NF-kB es
inducible por los estimulos proinflamatorios y puede desencadenar una retroalimentacion positiva
gue da lugar a una amplificacion de la produccion de citoquinas. Por otra parte, la entrada de
células inmunitarias en el miometrio es necesaria para promover la contraccion del Utero y la
separacion de la placenta®7®,

5. Células deciduales estromales

Las DSC son las células mas abundantes de la decidua humana y estan implicadas en la
implantacién del embrion, en el desarrollo del embarazo y en el establecimiento de los
mecanismos de tolerancia inmunologica materno-fetal’s77.78798081.82  Estag células se originan a
partir de precursores fibroblasticos perivasculares que son capaces de decidualizarse, como
respuesta al aumento de los niveles de hormonas ovaricas, placentarias y otros factores, tal como
se ha explicado anteriormente®. Como resultado de este proceso, las DSC abandonan su
localizacién perivascular y se localizan en la zona extravascular del estroma decidual®®. Las DSC
pueden aislarse del tejido decidual, cultivarse y decidualizarse in vitro al ser incubadas con P4 y
AMPc, experimentando un cambio a una morfologia redondeada y secretando PRL (el marcador
de decidualizacion mas estudiado in vitro)3+#°,
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Las MSC pueden ser aisladas de diferentes tejidos y estan estrechamente relacionadas con las
células del nicho perivascular. Esta asociacién permite a las MSC ser una fuente de células para
la regeneracion fisiolégica tisular y para la reparacion de lesiones locales®8788 Se ha
demostrado que los pericitos presentan un panel de expresién de marcadores similar al de las
MSC; concretamente, expresan CD44, CD73, CD90 y CD105, que son moléculas de superficie
comUnmente utilizadas como marcadores de células progenitoras mesenquimales®. Ademas, los
pericitos son capaces de diferenciarse en diferentes linajes de origen mesenquimal in vitro, dando
lugar a adipocitos, condrocitos y osteoblastos®92%, Entre sus funciones destaca el mantenimiento
de la homeostasis vascular y, por ello, producen factores angiogénicos y desempefian actividad
contractil, fagocitica, quimiotactica e inmunoreguladora®4:9596.97.98,

Los estudios recientes demuestran una estrecha relacion fenotipica de las DSC con los
pericitos y las MSC. Entre estas propiedades destaca la expresion de los antigenos clasicamente
asociados a MSC CD44, CD73, CD90 y CD105. Otros dos marcadores caracteristicos de las DSC
son STRO-1 y CD34%. Mientras que STRO-1 es un antigeno que identifica a los precursores
estromales de médula 6sea, la expresion de CD34 caracteriza a células precursoras
hematopoyéticas y precursoras estromales. Este hecho sugiere que CD34 esta implicado en la
adhesion e interaccién entre ambos tipos de células precursoras para la regulacion de la
hematopoyesis!®. En el microambiente decidual esta propiedad es determinante, ya que la
decidua contiene una alta proporcion de leucocitos implicados en el establecimiento de la
tolerancia inmunoldgica. Ademas, las DSC expresan los marcadores de las células del estroma
endometrial CD10 y CD29%. Por otra parte, la proteina del citoesqueleto vimentina y el
microfilamento contractil a-actina de musculo liso (a-SMA) caracterizan a las DSC y las relacionan
con las células perivasculares, determinando su actividad contractil*0:102,

Algunas funciones comunes entre DSC y MSC son la contractilidad celular, la resistencia a la
apoptosis y la inhibicion de la apoptosis de linfocitos. En primer lugar, la contractilidad celular
presentada por las DSC indica que estas desempefian una funcion de regulacién del flujo
sanguineo en la decidua vy, por lo tanto, de la llegada de células inmunitarias a la interfaz materno-
fetal’®2, La formacion de la decidua durante el embarazo implica procesos de proliferacion,
diferenciacién y apoptosis de DSC. Por ello, la regulacion de la apoptosis celular es necesaria
para la fisiologia normal de un embarazo. Se ha demostrado que las DSC experimentan apoptosis
in vitro durante la decidualizacion, aunque son resistentes a diversos estimulos apoptéticos. Esto
implica que la muerte celular es un proceso estrictamente regulado que ocurre en condiciones
similares a las que se encuentran durante el embarazo!®®, Las DSC también desempefian una
funcién protectora, ya que secretan citoquinas (como IL-1p3, IL-6 e IL-11), quimioquinas y factores
de crecimiento (como VEGF) que actlan de manera paracrina y proporcionan un microambiente
adecuado que favorece la supervivencia de linfocitos T y uNK?®2104105106.107 " Estas moléculas
activan vias de sefalizacién para la supervivencia celular o regulan positivamente la expresién de
factores antiapoptéticos?819,

El microambiente decidual influye en las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los
leucocitos presentes en la decidua y en los que son reclutados desde sangre periférica durante el
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embarazo. En dicho contexto, las DSC desempefian un papel muy importante en esta funcion
reguladora.

El porcentaje mas elevado de leucocitos en la decidua corresponde a las células uNK.
Mediante la secrecion de quimioquinas, como CXCL10, CXCL12 y CX3CL,, las DSC participan en
el reclutamiento de células NK desde sangre periférica hasta el tejido decidual'!®. Las DSC
también son capaces de inducir cambios en la expresion antigénica de las NK atraidas desde
sangre periférica y diferenciarlas a uNK; los factores secretados responsables de inducir dichos
cambios son TGF-B, IL-15, IL-18 e IL-24; y las NK quimioatraidas adquieren la expresion de
marcadores de uNK, tales como CD9, CD49a, CD103 y CXCR4, e incrementan la expresion de
CXCR31t112113 - Ademads, la decidua contiene precursores hematopoyéticos CD34+/CD45+ que
pueden diferenciarse a uNK CD569"/CD16-, debido al afecto de la IL-15 secretada por las DSC,
que se une a su receptor (IL-15Rp; también llamado CD122) en las células CD34+!1114 Por otra
parte, las DSC son capaces de inhibir la regulacion positiva de la expresién de los principales
receptores activadores de células NK atraidas desde sangre periférica y, por lo tanto, disminuir su
citotoxicidad; la PGE, la IDO, el TGF-B y la IL-24 median el efecto inhibidor de las DSC*3115,
Dicho efecto también lo ejercen sobre las uNK al secretar IL-33, de manera que en estas células
inmunitarias se incrementa la expresiéon de citoquinas propias de Th2 (IL-4, IL-10 e IL-13)¢; la
secrecion de IGF-1 por las DSC decidualizadas también regula negativamente la citotoxicidad de
las células uNK mediante la interaccion con su receptor IGF-1R’ (llustracion 6).
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llustracién 6. Efectos de las DSC sobre las células NK. Imagen creada con el software BioRender.

Otras células inmunitarias también adquieren una funcion especifica al interactuar con las DSC,
qgue al expresar PGE,, IDO y la citoquina 1 inhibidora de macréfagos (MIC-1) ejercen un efecto
inhibidor sobre la diferenciacion de DC atraidas desde sangre periférica, de manera que también
se inhibe su capacidad de inducir respuestas de linfocitos T potencialmente dafiinas!!>1®
(llustracién 7).
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llustracién 7. Efectos de las DSC sobre las DC. Imagen creada con el software BioRender.

Por otra parte, durante la decidualizacion, las DSC son capaces de expresar el receptor del
factor activador de células B (BAFFR) y secretar la forma soluble de esta proteina, la cual inhibe
las funciones de monocitos y macrofagos atraidos desde sangre periférica; por ejemplo, inhibe
la expresion de HLA-DR y la secrecion de TNF-a e IL-6 por parte de estas células. Ya que la
funcién principal del HLA-DR es la presentacién de antigenos peptidicos a los linfocitos T CD4+, la
inhibicion de su expresion en monocitos y macréfagos atenla la activacion de linfocitos T1°.
Ademds, los monocitos quimioatraidos desde sangre periférica se diferencian adquiriendo un
fenotipo M2 antiinflamatorio (CD14"9"/CD163+/CD209+/CD86™), el cual es inducido por el M-
CSF secretado por DSC'?°, Otra funcién de las DSC sobre los macréfagos deciduales implica la
secrecion de IL-24, la cual promueve la renovacion y la homeostasis de estos!?! (llustracion 8).
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llustracién 8. Efectos de las DSC sobre monocitos y macrofagos. Imagen creada con el software
BioRender.
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En cuanto a la influencia de las DSC sobre el sistema inmunitario adaptativo, destaca el efecto
en los linfocitos Treg, una poblacion fundamental para promover la tolerancia materno-fetal. Se ha
demostrado que la sefalizacibn mediante TGF-B es el principal inductor de linfocitos Treg
CD4+/CD259"/Foxp3+ en la decidua a partir de linfocitos T CD4+ de sangre periférica'®. Otro
factor que induce dicha diferenciacion es IDO%2. Estudios realizados en modelo murino sefialan
que la IL-33, secretada por DSC, regula las respuestas inmunitarias de tipo Th2 durante la etapa
antiinflamatoria del embarazo!?. Otra investigacion llevada a cabo en ratones muestra que,
durante la decidualizacién, en las DSC se inhibe la expresion de las quimioquinas CXCL9,
CXCL10, CXCL11 y CCL5 que atraerian a células Thly Tc proinflamatorias a la interfaz materno-
fetal®l. Por otra parte, la secrecién de citoquinas antiinflamatorias Th2, como IL-4 e IL-10, y la
inhibicién de la secrecién de quimioquinas proinflamatorias Thl, como TNF-a e IFN-y, se ve
favorecida por el efecto de CCL2 sobre estas células!?. Esta quimioquina también induce la
migracion de linfocitos Th17 periféricos, con funciones reguladoras y protectoras; las células Th17
secretan IL-17 que promueve la proliferacion y la invasion del trofoblasto!?® (llustraciéon 9).
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llustracién 9. Efectos de las DSC sobre células T. Imagen creada con el software BioRender.

Teniendo en cuenta que la sefalizacién entre dos tipos celulares diferentes frecuentemente
resulta en una comunicacion bidireccional, los factores secretados por las células inmunitarias
también influyen en las caracteristicas que presentan las DSC?®2. En relacién a ello, hay estudios
gue demuestran que las células linfoides innatas (ILC) desempefian funciones relacionadas con
la remodelacién, la homeostasis y la defensa inmunitaria innata en el tejido decidual. Las células
linfoides innatas tipo 3 (ILC-3) estan presentes en la decidua humana durante el primer trimestre
de embarazo'?.
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Vacca et al. identificaron dos subconjuntos de ILC-3: las células similares a las inductoras de
tejido linfoide (LTi-like) y las ILC-3 NCR+ (receptor de citotoxicidad natural). Las células inductoras
de tejido linfoide (LTi) estan involucradas en el desarrollo embrionario de érganos linfoides
secundarios (SLO). Durante el desarrollo embrionario humano y murino, las células estromales de
los SLO derivan de células organizadoras de tejido linfoide (LTo) que son células con una
ubicacion perivascular y estan relacionadas con las MSC. Las células LTo interaccionan con las
células LTi, que son ILC-3. De forma equivalente a la interaccién embrionaria entre LTo y LTi en
los SLO para la formacién de ganglios linfaticos, tanto las células ILC-3 NCR+ como las células
LTi-like interactian con las DSC. Esto aumenta la expresion de las moléculas de adhesién ICAM-1
y VCAM-1 por parte de las DSC!?6127128  Esta regulacion positiva puede estar implicada en la
remodelacion tisular, la placentacion y el reclutamiento leucocitario.

Otro factor que contribuye a la interaccion entre las DSC y las células inmunitarias es el tejido
trofoblastico. Se ha demostrado, en modelo murino, que las células del trofoblasto modulan la
proliferacion de las células estromales, pero dicha proliferacion solo se produce si hay una
comunicacion intercelular eficaz de las DSC con las uNK y las DC de la decidua®?°.

6. Endometriosis

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica que se caracteriza por la presencia de
tejido endometrial fuera de la cavidad uterina, en localizaciones ectopicas. Las propiedades
histopatoldgicas de las lesiones endometriésicas muestran la presencia de tejido endometrial,
estromal y glandular. Se asocia a sintomas como el dolor pélvico cronico y la infertilidad. No
obstante, existe una gran heterogeneidad entre los pacientes respecto a las manifestaciones
fenotipicas de la enfermedad y la gravedad de los sintomas. Afecta, aproximadamente, a una de
cada diez mujeres en edad reproductiva en todo el mundo, las cuales ven disminuida
considerablemente su calidad de vida. Aunque se ha investigado mucho la endometriosis en estos
Ultimos afios, a dia de hoy no existe un marcador diagndéstico no invasivo y tampoco un
tratamiento curativo3%131,

Se han propuesto diversas teorias para explicar el origen de la endometriosis, las cuales se
incluyen en dos grupos en funcién de si el origen de los implantes es el endometrio uterino o
extrauterino. Estas teorias podrian no ser excluyentes y estar implicadas en las diferentes
manifestaciones de la enfermedad.

Teoria de la menstruacién retrograda. Una de las teorias mas aceptadas es la menstruacion
retrograda o retroperitoneal, propuesta por Sampson et al. en la década de 1920; la cual explica
gue, durante la menstruacién, las células del tejido endometrial se desplazan a través de las
trompas de Falopio y se implantan en el tejido y/o en los érganos pélvicos'®. Esta teoria se
consolidé al observar tejido endometrial de procedencia menstrual en la cavidad peritoneal
durante la menstruacion y también al encontrar un mayor volumen de sangre y tejido endometrial
en la pelvis de mujeres con endometriosis'®133. Aunque el aumento del reflujo menstrual puede
predisponer a la enfermedad, la prevalencia de menstruacion retrégrada en mujeres sanas es del
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76-90%, por lo tanto se trata de un evento fisiolégico comin**. Ademas, esta teoria no es capaz
de explicar la presencia de endometriosis fuera de la cavidad peritoneal (piel, mucosa nasal,
pulmones, estdmago, intestinos, rifilones...), que ocurre en el 10% de los casos; su aparicion en la
pubertad temprana; en mujeres afectadas por el sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
(se caracteriza por un defecto en el desarrollo de los conductos de Muller que forman el Gtero, las
trompas de Falopio y la vagina durante la embriogénesis); y en varones3#135136.137,

Diseminacién hematégena o linfatica del tejido endometrial (Teoria de Halban). Esta teoria
indica que las células endometriales pueden aparecer en érganos extrapélvicos a través de la
diseminacion linfatica o hematdégena. Ademas, la tendencia del adenocarcinoma endometrial a
diseminarse a través de la circulacion linfatica prueba que las células endometriales pueden ser
transportadas por esta via'®.

Teoria de la metaplasia celomica (Teoria de Meyer). La metaplasia celémica implica la
transformacioén del tejido peritoneal normal en tejido endometrial ectépico, por lo que esta teoria
explicaria la presencia de lesiones en el peritoneo. El mesotelio, que se origina en el epitelio
celémico que recubre el ovario, posee un importante potencial metaplasico. Puede sufrir
invaginacion hacia la corteza ovarica y dichas inclusiones mesoteliales tienen la capacidad de
transformarse en endometriosis a través de metaplasial®*®!4%14l Esta teoria podria explicar por
gué solo un pequefio porcentaje de las mujeres que presentan menstruacién retrograda tiene
endometriosis, asi como la presencia de la enfermedad en ausencia de menstruacién. No
obstante, la ausencia de enfermedad en otros tejidos que derivan del epitelio celémico contradice
esta teoria.

Teoria de los restos Millerianos. Sugiere como origen de la endometriosis la migracion de
células embrionarias residuales procedentes de los conductos de Miuller embrionarios, las cuales
pueden diferenciarse dando lugar a las lesiones ectépicas. Segun esta teoria, dichas células
embrionarias permanecen inactivas hasta la pubertad y, tras la estimulacion con estrégenos,
empieza el desarrollo de la lesibn. Mediante esta teoria se explicaria la aparicion de focos de
endometriosis en el peritoneo profundo y la bolsa de Douglas; y la endometriosis en varones, ya
que los conductos de Wolff también albergan células embrionarias4°,

Teoria_del “Homing erréneo” de células madre de médula ésea. Investigaciones recientes
proponen a las células progenitoras extrauterinas procedentes de médula ésea como posible
origen de la endometriosis. Tendria lugar un “homing erréneo” de los precursores de EnSC
relacionados con MSC que desde médula Gsea, a través de la sangre, llegan a tejidos
peritoneales y extraperitoneales. Esta teoria explicaria los casos de endometriosis fuera de la
cavidad peritoneal y los casos de endometriosis en varones. En este contexto patolégico, el eje
CXCL12/CXCR4 seria determinante al participar en el reclutamiento de MSC en tejidos
endometriales, tanto eutdpicos como ectopicos. Las células endometriales en tejidos inflamados o
lesionados expresan la quimioquina CXCL12, que es ligando del receptor CXCR4 expresado por
las células progenitoras. La activacion de este eje promoveria el reclutamiento de MSC al lugar de
la lesion y la angiogénesis?®142,
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Los focos de endometriosis (peritoneales, ovaricos y extraperitoneales) contienen tanto células
endometridsicas estromales (eEnSC) como células epiteliales. La deteccion de células
epiteliales y estromales, procedentes del donante, en el endometrio de mujeres trasplantadas de
médula ésea sugiere la existencia de un precursor comun que da origen a ambos linajes celulares,
tanto epitelial como estromal; o la existencia de dos precursores independientes que se
desarrollan en la médula dsea y luego colonizan el endometrio#2143, Estos resultados coinciden
con experimentos llevados a cabo en modelo murino, en los que se demuestra que células de
médula 6sea humana colonizan el endometrio y los focos de endometriosis diferenciandose en
células epiteliales y estromales!**. Dadas estas dos posibilidades y en base a las investigaciones
realizadas hasta la fecha, parece poco probable que dos precursores independientes de la médula
Osea puedan colonizar cada uno de manera errénea un tejido extraperitoneal, para producir focos
de endometriosis extraperitoneales. Es mas probable que haya un solo precursor que dé origen
tanto a células epiteliales como estromales. El hecho de que tanto las MSC como las eEnSC
puedan diferenciarse en células epiteliales respalda la existencia de un solo precursor,
relacionado con las MSC y las eEnSC!*®, Este precursor puede colonizar el endometrio en
condiciones normales, donde se diferencia en células epiteliales y estromales. En el caso de la
endometriosis, el precursor puede formar los focos (tanto peritoneales como extraperitoneales),
diferenciandose también en células epiteliales y estromales.

Aunque las teorias mencionadas anteriormente pueden explicar la aparicibn de células
endometriales en la cavidad peritoneal o en otras localizaciones, el desarrollo de los implantes de
endometriosis es consecuencia de su adhesién al epitelio e invasion; de la evasion de la
eliminacion por parte del sistema inmunitario; y del desarrollo de neovascularizacion, que permite
el crecimiento de los implantes. Para que se den estas condiciones deben intervenir factores
genéticos, epigenéticos, inmunitarios, endocrinos y ambientales, que hacen que la endometriosis
sea una enfermedad multifactorial.

La endometriosis es una enfermedad con un importante componente hereditario. Se ha
demostrado que es significativamente mas frecuente en mujeres que tienen una familiar de primer
grado afectada'*®. Ademas, en un estudio llevado a cabo con 16 parejas de gemelas
monocigoticas, se observé una concurrencia del 87%,

Aunque la base genética de la enfermedad no se conoce completamente, se han identificado
diversos genes implicados en el inicio y progresiéon de la endometriosis; por ejemplo, genes
relacionados con la regulacién del ciclo celular, moléculas de adhesién, respuesta inflamatoria,
factores de crecimiento y receptores hormonales. Los factores genéticos contribuyen a la
enfermedad a través de la inestabilidad de microsatélites, inestabilidad cromosémica, polimorfismo
de un solo nucleétido, mutaciones génicas, pérdida de heterocigosidad y/o mutaciones del ADN
mitocondrial***. Ademas, teniendo en cuenta que en el endometrio hay un elevado grado de
recambio celular, aumentan las probabilidades de la aparicion de errores en la recombinacion
genética.

41



INTRODUCCION

La inestabilidad de microsatélites y la alteracion de los genes de reparacion del ADN (MMR)
son caracteristicas de las células cancerosas. La expresion de MMR se incrementa en el cancer
de ovario, aunque en la endometriosis disminuye. Hay estudios que sugieren que las anomalias
en MMR pueden llevar a la transformacion maligna de las lesiones de endometriosis®*.

La inestabilidad cromosdmica es otro factor importante que implica la alteraciébn maligna de una
célula con un nimero de copias cromosGmicas anormal. La reduccion del numero de copias del
cromosoma 1p, 22q y X, asi como el aumento del nimero de copias del cromosoma 6p, 20q y 17q
se relacionan con el desarrollo de la endometriosis®**1%8, Diferentes estudios de asociacién de
genoma completo han demostrado que la expresién de las regiones cromosémicas 10026 y
7p15.2 se relaciona con una mayor susceptibilidad a desarrollar la enfermedad?4%%°,

Un estudio reciente aporta nuevos datos sobre la implicacion de quimicos disruptores
endocrinos (EDC), como parabenos y benzofenonas, en la patogénesis y fisiopatologia de la
endometriosis. La exposicion de las mujeres a estos compuestos se asocia con un perfil alterado
de la expresion de genes relacionados con vias de sefializacion celular determinantes para el
desarrollo de la enfermedad; tales como la adhesion celular, la invasion, la migracion, la
inflamacion, la angiogénesis, la proliferacion celular y la estimulacion hormonal. Teniendo en
cuenta que el microambiente inflamatorio complejo que caracteriza a la endometriosis favorece los
procesos de adhesion, invasion y proliferacion de las células endometridsicas, asi como la
vascularizacion, se ha descrito que la exposicion a EDC puede contribuir a la generacion de
inflamacién en el tejido ectopico, mediante la regulacion positiva de genes como IL1RL1, IL6ST
TNFRSF1B y NR3C1,

6.3.1.1. Apoptosis

Un proceso implicado en el mantenimiento de la homeostasis y el recambio celular en el
endometrio es la muerte celular programada o apoptosis. La apoptosis se caracteriza por una
serie de cambios morfolégicos y bioquimicos, tales como la reduccién del volumen celular y
nuclear debido a la condensacion del citoplasma y la cromatina. Una de las caracteristicas mas
importantes de la apoptosis es la fragmentacién oligonucleosomal del ADN en fragmentos de 180-
200 pb, o mdltiplos de estos, por la accién de las endonucleasas. Ademas, muchas proteinas
celulares sufren protedlisis catalizada por caspasas. Simultaneamente, tiene lugar la dilatacion del
reticulo endoplasmatico dando lugar a la formacion de vesiculas. Finalmente, la célula se
fragmenta en cuerpos apoptéticos que son fagocitados por macrofagos y otras células para ser
eliminados; de esta manera se evita la liberacion del material intracelular y su exposicion al
sistema inmunitario, lo cual provocaria que se desencadenara una respuesta inflamatoria®®?,

Los niveles de las proteinas proapoptéticas y antiapoptoéticas varian permitiendo el control del
proceso de muerte celular programada, pero los defectos en la regulacién de la apoptosis dan
lugar a numerosos procesos patolégicos. Las investigaciones recientes han demostrado que
cuando el tejido endometrial se sitla en localizaciones ectépicas, se diferencia del tejido
endometrial eutdpico en la expresion de algunos marcadores de apoptosis. La menor sensibilidad
de las células endometriésicas a la apoptosis puede promover la diseminacion e implantacion de
estas células en sitios ectépicos?®. Esta resistencia a la apoptosis se debe, en parte, a la
sobreexpresion del gen antiapoptético Bel-2%4, También se ha encontrado una expresion alterada
del ligando de muerte FasL, secretado por células endometriales o inmunitarias; de manera que el
liquido peritoneal de mujeres con endometriosis moderada o grave contiene altas concentraciones
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de FasL soluble, en comparacion con las mujeres con endometriosis leve o sin endometriosis.
Esto contribuye a la mayor eliminacion de las células inmunitarias que expresen Fas en su
membrana, permitiendo asi la supervivencia de las células endometriésicas en la localizacion
ectopica®®.

Los cambios epigenéticos son alteraciones hereditarias de la expresion genética, sin ninguna
variacion en las secuencias de ADN, que controlan el desarrollo y la diferenciacion celular. Las
alteraciones epigenéticas también se observan en la endometriosis y tienen un papel clave en la
regulacion de la expresion génica a través de modificaciones postraduccionales de las histonas
(histonas metiltransferasas, histonas acetiltransferasas e histonas deacetilasas), metilacion del
ADN, silenciamiento de microARN, ARN no codificante, ARN no codificante largo intergénico y
reparacion del ADN.

Investigaciones recientes identificaron varios genes que estan hipoacetilados en la
endometriosis; por ejemplo, el gen que codifica para ER-a; el factor de transcripcion homeobox
A10 (HOXA10); la proteina de unién al enhancer CCAAT alfa (C/EBP-a); las proteinas
reguladoras del ciclo celular p16 (CDKN2A), p21 (CDKN1A) y p27 (CDKN1B); la proteina
reguladora de puntos de control del ciclo celular y la apoptosis CHEK2; el receptor de muerte
celular 6 (DR6) y la E-cadherina®®®.

También se ha comprobado que la hipermetilacion del ADN en la endometriosis afecta a la
expresion de genes implicados en la capacidad de respuesta a la progesterona y el proceso de
decidualizacion. Entre los genes afectados se encuentran el gen que codifica para el PR-B,
HOXAL10, IGFBP-1, factor esteroidogénico 1 (NR5A1) y aromatasa (CYP19A1)*".

La hipermetilacion del promotor especifico de PR-B se considera una causa para el desarrollo
de la resistencia a la P4 que caracteriza a la endometriosis. Por otra parte, se ha demostrado que
los niveles de expresion del ER-a en las células del endometrio ectépico son mas bajos que los
del endometrio eutdpico; mientras que el ER-B se sobreexpresa en las células endometriosicas en
comparacion con las células endometriales eutdpicas. La metilacion deficiente del promotor de
ER-B da como resultado su sobreexpresién patologica en las células endometriésicas. El aumento
de la proporcion ER-B/ER-a en la endometriosis, al comparar con el tejido endometrial sano, se
asocia a la supresion del PR, lo que contribuye la resistencia a la P4%8:1%9,

La endometriosis es una enfermedad dependiente de estrdgenos. El estradiol es el estrogeno
biol6gicamente activo y se produce en los ovarios y en otros tejidos periféricos, gracias a la
aromatizacion de los andrégenos ovaricos y suprarrenales. En todos estos sitios, la expresion de
la enzima aromatasa es esencial para la produccién de estradiol. El propio tejido endometridsico
también es capaz de sintetizar estradiol al expresar aromatasa, que convierte la androstenediona
en estrona; y la 17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1, que convierte la estrona en estradiol.
De esta manera, los estrégenos locales producidos por el tejido endometridsico ejercen un efecto
autocrino sobre el mismo tejido!*°. Ademas, el ambiente estrogénico también se favorece por un
déficit de la enzima 17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, que desactiva los estrégenos al
convertir el estradiol en estrona®.
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El tejido endometrial eutdpico no expresa aromatasa, pero si produce 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 en respuesta a la P4. Por este motivo, la P4 durante la fase secretora
estimula la inactivacién del estradiol mediante su conversion a estrona. No obstante, a diferencia
del tejido eutdpico, el tejido endometridsico es resistente a la accion de la P4, por lo que se impide
la atenuacion del estimulo estrogénico*®.

Una mayor comprension de los mecanismos genéticos, epigenéticos, moleculares y celulares
implicados en la etiologia y fisiopatologia de la endometriosis conducird a mejores métodos de
diagnostico y tratamientos mas especificos.

La incapacidad del sistema inmunitario de eliminar tejido endometrial ectépico puede provocar
a lo largo del tiempo una disregulacion inmunitaria. No obstante, no esta claro si esa disregulacion
es causa o consecuencia de la endometriosis. De ahi la necesidad de poder dilucidar cuéles son
los mecanismos que explican el fracaso de la eliminacion de las células endometriales en los
focos ectopicos o endometriomas®®.

La lesion endometriésica se establece en un microambiente complejo y dinamico en el que
intervienen factores inflamatorios, angiogénicos y endocrinos. Ademas, el perfil transcriptémico de
las células endometriales ectdpicas (eEnSC), en comparacion con el de las células endometriales
eutdpicas de pacientes y de donantes sanas, muestra una expresion elevada de genes asociados
con el reclutamiento de células inmunitarias, la interaccion entre citoquinas y sus receptores, la
adhesion celular y la apoptosis. Estos datos corroboran la existencia de la disregulacion
inmunitaria que a menudo se observa en el liquido peritoneal de las pacientes!®!. En relacion a
ello, Suryawanshi et al. mostraron que el perfil inflamatorio de la lesion endometridsica se asemeja
al de un tumor y esto es particularmente importante, ya que la lesién ectopica puede ser
precursora de algunos tumores endometrioides y ovaricos®?,

Entre las poblaciones de células inmunitarias innatas implicadas en la fisiopatologia de la
endometriosis destacan los neutréfilos, los macréfagos, las células NK y las DC. En cuanto a los
componentes del sistema inmunitario adaptativo, destaca la inmunidad celular mediada por
linfocitos T y la inmunidad humoral mediada por linfocitos B productores de anticuerpos*,

La elevada concentracién de IL-8, un quimioatrayente de neutréfilos, en el liquido peritoneal
de las pacientes de endometriosis conlleva un aumento de la infiltracion de estas células en el
peritoneo, en comparacion con mujeres sanas'®314165  Ademads, probablemente los neutréfilos
tengan una funcion importante en los primeros estadios del desarrollo de la lesion, ya que se ha
demostrado, en un modelo murino de endometriosis, que tiene lugar una infiltracion maxima de
neutrdéfilos en el tejido endometrial ectépico durante una etapa temprana de formacion de la lesion
(dias 1 a 5), mientras que posteriormente (dias 6 y 7) disminuye el nimero total de estas células.
Ademas, este estudio demostré que los neutrofilos promueven la angiogénesis en la etapa
temprana mediante la secrecion de VEGF!®. En el foco inflamatorio, el reclutamiento de
neutrofilos también se ve favorecido por la presencia de quimioquinas secretadas por macrofagos
y mastocitos, dos poblaciones celulares que estan aumentadas en la lesiéon endometridsica'®’1%8
(llustracién 10).
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llustracion 10. Representacion esqueméatica del microambiente inmunitario en la lesién de
endometriosis. Adaptado de Symons et al.**

En cuanto a los macréfagos, el nimero total de estas células se encuentra elevado en el
liguido peritoneal de mujeres con endometriosis, aunque son mas abundantes en el tejido
ectdpico®”%  El reclutamiento de estas células no es solamente un evento temprano en el
desarrollo del foco ectépico, sino un hecho necesario para el establecimiento de la lesion, por lo
gue la comunicacion entre las eEnSC y los macréfagos es determinante. Tras el aislamiento de
macrofagos de pacientes, se ha demostrado que presentan una capacidad fagocitica reducida,
asociada a una menor expresion del receptor “scavenger” CD36; esta es una molécula capaz de
reconocer y captar lipoproteinas modificadas, patégenos, neutréfilos apoptéticos y actuar como
correceptor de los receptores “Toll-like” (TLR) para que tenga lugar una respuesta inflamatoria
eficiente’®. Al comparar con mujeres sanas, los macrofagos peritoneales también presentan una
mayor activacién de NF-kB y una mayor secrecion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias,
como TNF-a, IL-1B, IL-6, CCL3 y CXCL21617.172 E| crecimiento del endometrioma se puede ver
favorecido por la presencia de macrofagos, ya que se ha demostrado que el cocultivo de
macréfagos con eEnSC aumenta la proliferacion y la capacidad invasiva de estas células!’®. Otra
funcién de los macréfagos esta relacionada con la generacion del dolor que experimentan las
mujeres con endometriosis, ya que se ha comprobado que en las lesiones ectépicas hay un
elevado nimero de macréfagos que colocalizan e interaccionan con fibras nerviosas!’. Ademas,
al igual que los neutréfilos, los macréfagos promueven la angiogénesis en la etapa temprana de
formacion de la lesién, mediante la secrecién de VEGF*6,

La plasticidad celular para adquirir un fenotipo proinflamatorio (M1) o un fenotipo
antiinflamatorio (M2) es una propiedad que caracteriza a los macrofagos. Bacci et al. demostraron
gue los macréfagos M2 son mas abundantes en el liquido peritoneal de mujeres con
endometriosis. Ademas, la transferencia intraperitoneal de estos, en modelo murino, facilité el
crecimiento de las lesiones y la neovascularizacion'®’. No obstante, dada la complejidad del
microambiente inflamatorio en las lesiones de endometriosis, probablemente la polarizacion de los
macréfagos cambie segln el estadio de la enfermedad o la localizacion de estos®*°. Una
posibilidad es que los macrofagos M1 contribuyan al entorno inflamatorio, mientras que los
macréfagos M2 favorezcan la angiogénesis que caracteriza a la enfermedad?” (llustracién 10).
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Otras células inmunitarias innatas implicadas en la patologia son las células NK. El entorno
peritoneal suprime la actividad citotéxica de dichas células, las cuales muestran una expresion
aberrante de algunos receptores activadores e inhibidores, al comparar con mujeres sanas. Por
ejemplo, en mujeres con endometriosis se observo, tanto en liquido peritoneal como en sangre
periférica, un incremento de la expresion de los receptores inhibidores de NK (KIR), que
reconocen el HLA-C en las células diana e inhiben la activacién de las células NK, estableciendo
asi un mecanismo de tolerancia'’®. Ademas, se ha descubierto que en el fluido del peritoneo de
las pacientes se incrementa la concentracion de las moléculas de histocompatibilidad no clasicas
MICA y MICB, que son ligandos solubles del receptor tipo lectina NKGD2 en células NK. El
aumento de las formas solubles de MICA y MICB en el liquido peritoneal implica una menor
expresion de estos ligandos en la superficie de las células endometriales ectépicas, lo que
conduce a una mayor evasion del reconocimiento de las células NK y a la inhibicién de su
citotoxicidad”’. La actividad citotoxica de las células NK también se ve disminuida por la
presencia de algunas citoquinas y quimioquinas, como IL-6 y TGF-B1 en el liquido peritoneal; IL-
15 secretada por las eEnSC; e IL-10 y TGF- B como producto de la interaccion entre eEnSC y
macréfagos?’8179.180.181 (||ystracion 10).

Por lo que respecta a las DC, estas estan implicadas en la angiogénesis y en el desarrollo de la
lesion. Hay estudios que demuestran que las DC CDla+ (inmaduras) estan presentes en el
interior de la lesion ectopica y en el fluido peritoneal, aunque la presencia de DC CD83+
(maduras) es muy baja. Ambas poblaciones celulares no se detectan en el peritoneo de mujeres
sanas. Estos datos sugieren que las eEnSC o los factores presentes en el fluido peritoneal de las
mujeres enfermas reclutan DC CDla+ para iniciar la captacion y posterior eliminacién de
antigenos ectopicos extrafios®?. Las DC BDCA-1+/CD206+ son capaces de fagocitar restos
celulares procedentes de las eEnSC y contribuyen al incremento de la inflamacién, mediante la
secrecion de IL-1B e IL-682 (llustracién 10).

Otros mediadores de la inmunidad innata son los patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP), moléculas enddgenas estimuladoras del sistema inmunitario que se liberan como
respuesta a una lesion o inflamacion tisular’*°. Una de estas moléculas, que tienen un papel activo
en la progresion de la endometriosis, es la IL-33. Se observan concentraciones elevadas de IL-33
en el liquido peritoneal de mujeres con endometriosis infiltrante profunda, en comparacion con
mujeres sanas. Ademas, las lesiones ectdpicas en un estadio avanzado de la enfermedad también
expresan altos niveles de IL-33, asi como de su receptor ST2 (supresor de tumorigenicidad 2).
Esto es indicativo de que las eEnSC contribuyen a la produccion de IL-33 pero también responden
a este factor presente en el microambiente®®* (llustracién 10).

En cuanto a los mecanismos de inmunidad adaptativa, la endometriosis se caracteriza por la
baja actividad de los linfocitos T citotdxicos, la regulacién de la expresion de citoquinas por los
linfocitos Treg y la produccion de autoanticuerpos por los linfocitos B8,

Los estudios que evaluaron los linfocitos T en pacientes con endometriosis mostraron una
mayor proporcion de células CD4+ que de células CD8+ en el liquido peritoneal; aunque la
concentracion de ambas poblaciones celulares se incrementa, en comparacion con mujeres
sanas. Las lesiones ectdpicas también contienen linfocitos T, pero la proporcion de ceélulas
CD4+/CD8+ es equivalente!8>185,
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En el contexto de la endometriosis predomina una respuesta inmunitaria Th2 y, por lo tanto, las
citoquinas secretadas por estas células, como la IL-4 y la IL-10, en el liquido peritoneal de las
pacientes®” 188 (llustracién 10).

La proporcion de linfocitos Th17 en el liquido peritoneal de las mujeres enfermas aumenta con
respecto a las mujeres sanas, de manera que también se incrementan los niveles de la principal
citoquina secretada por estas células, la IL-17. Esta molécula contribuye a la fisiopatologia de la
endometriosis al estimular la produccién de citoquinas que inducen angiogénesis e inflamacion
cronica, para el establecimiento y mantenimiento de las lesiones®%, Se ha descubierto que a
medida que progresa la enfermedad, el porcentaje de linfocitos Th17 en el peritoneo aumenta®
(Hlustracién 10).

Los linfocitos Treg tienen una funcién supresora en el sitio de desarrollo de la lesiéon. El nimero
de células Treg CD4+/CD25+/Foxp3+ es elevado en el liquido peritoneal de las mujeres enfermas,
en comparacién con mujeres sanas; ademas, también estan presentes en el endometriomal®1%,
Se ha demostrado que los macréfagos y las eEnSC secretan la quimioquina CCL25, la cual
estimula la diferenciaciéon de linfocitos Treg y la produccion de IL-10 y TGF-B!%. A su vez, estas
citoquinas estimulan la proliferacién e invasion de las eEnSC, al regular positivamente la
expresion de las metaloproteinasas de la matriz extracelular 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9), lo que lleva
al crecimiento de la lesion y la progresion de la endometriosis?® (llustracién 10).

Finalmente, los linfocitos B contribuyen a la patogénesis de la endometriosis mediante la
generacién de anticuerpos antiendometriales (autoanticuerpos IgG e IgA) que estan presentes
en el suero y el liquido peritoneal de las pacientes!®®1%, Ademas, las células B contribuyen a la
produccion local y sistémica de citoquinas, como IL-6, GM-CSF e IL-17, de manera que participan
en la generacion del microambiente inflamatorio6>91%7 (llustracion 10).

Los estudios realizados hasta el momento proporcionan informacién sobre la implicacion del
sistema inmunitario en la patogénesis de la enfermedad (llustracion 11). No obstante, sigue
siendo necesario dilucidar la composicion exacta del microambiente inmunitario en la lesion
endometridsica y su relacion con las diferentes etapas y sintomas asociados a la endometriosis;
asi como comprender las alteraciones de las propiedades funcionales de las células inmunitarias
innatas y adaptativas dentro de las lesiones y como esto contribuye a que el sistema inmunitario
no elimine el tejido endometrial en localizaciones ectépicas®.
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ENDOMETRIOSIS

[ t Macréfagos ] [fCéIuIas Th2 + Treg ] [ Células B ]

¥ Fagocitosis 4 Citogquinas 4 Anticuerpos
I
Inmunoescape m Autoinmunidad
f 4 IL 17

[ Células NK ]

4 Citotoxicidad '"ﬂamac"’“

\/

Implantacion y crecimiento
de la lesion

llustracion 11. Respuestas inmunitarias en la endometriosis. Adaptado de Riccio et al.*8®
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Las propiedades inmunoreguladoras de las MSC hacen que la investigacion sobre estas
células sea un recurso prometedor para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes'®®, De ahi radica la necesidad de encontrar una fuente de células con las
caracteristicas de las MSC que sea facil de obtener y que no implique procedimientos invasivos.
En relacion a ello, en esta tesis se han investigado dos tipos celulares que se encuentran en
tejidos adultos, concretamente, las EnSC y las DSC. Tomamos como base que investigaciones
previas sugerian que tanto las EnSC en el endometrio no gestante, como las DSC en el
endometrio gestante se encuentran relacionadas con las MSC y con células
perivasculares’®:101:102.199.200,201202.203 = Ademds, el estudio y caracterizacion de las células
estromales uterinas en condiciones sanas es necesario para poder entender mejor la
inmunopatologia de enfermedades ginecoldgicas, como la endometriosis?%*.

Por todo lo expuesto anteriormente, proponemos las siguientes hipotesis:

1. Las células precursoras de las DSC (preDSC) constituyen el nicho perivascular de las MSC
en la decidua humana.

2. La decidualizacién de las DSC (dDSC) produce cambios en sus caracteristicas fenotipicas
y funcionales que favorecen el perfil inmunomodulador de estas células.

3. Aungue las DSC y las EnSC son el mismo tipo de célula, el hecho de que cada una de ellas
se encuentre en un contexto fisiolégico diferente (decidua y endometrio no gestante,
respectivamente) determina diferencias fenotipicas y funcionales entre ambos tipos
celulares.

4. Las eEnSC presentan cambios en su fenotipo y funciones respecto a las EnSC, que estan
relacionados con la inmunopatologia de la enfermedad.
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Objetivo general

Esta tesis doctoral tiene como objetivo general estudiar el origen, la diferenciacion y las
derivaciones patolégicas de las células estromales uterinas. Para ello, analizaremos las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células estromales uterinas humanas procedentes
del endometrio no gestante, del endometrio gestante o decidua y del endometrioma ovarico, y su
comparacion con las MSC.

Objetivos especificos

1. Estudio de las propiedades de MSC vy pericitos en precursores de las DSC (preDSC).

2. Andlisis del efecto del proceso de decidualizacion en el fenotipo antigénico y en las
propiedades inmunoreguladoras de las DSC.

3. Estudio comparativo del fenotipo antigénico y de las funciones de DSC y EnSC.

4. Comparacion del fenotipo antigénico y de las funciones de EnSC y eEnSC, para esclarecer
la inmunopatologia de la endometriosis.
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1. Cultivos celulares

Las muestras de sangre menstrual se obtuvieron de 10 donantes voluntarias sanas, de un
rango de edad comprendido entre 20 y 35 afios. Las donantes no padecian ningun trastorno
ginecoldgico ni autoinmune y no estaban recibiendo tratamiento hormonal anticonceptivo. Las
muestras se obtuvieron previo consentimiento informado de todas las donantes que participaron
en el estudio. Se ha elegido la sangre menstrual como fuente de células endometriales sanas
porque se sigue un procedimiento sencillo, no invasivo y se puede disponer facilmente de un
namero elevado de donantes.

En todos los casos, la muestra se recogié el primer o segundo dia de la fase menstrual,
empleando tampones o copa menstrual. Este es un momento Optimo para obtener un mayor
volumen de sangre.

Se recogieron, aproximadamente, de 2 a 5 mL de sangre menstrual que se vertieron en frascos
de polipropileno estériles para la recogida de muestras clinicas (150 mL). La sangre se diluy6 en
proporcion 1:2 con tampon fosfato salino (PBS) estéril (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU) hasta obtener una mezcla mas fluida y homogénea. Dicha mezcla se
sometio a un gradiente de densidad con Ficoll-Paque (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a razén
de 4 mL de reactivo por cada 10 mL de sangre diluida. Tras una centrifugacién a 2200 rpm (20
min a 20 °C), se recogio la interfase, donde se encuentran las EnSC, y se centrifug6 en PBS
(Thermo Fisher Scientific) a 1500 rpm (5 min a 20 °C). El pellet de células obtenido se
resuspendié en medio de cultivo Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) suplementado con un 3% de
suero bovino fetal (FBS) descomplementado, 100 U/mL de penicilina/estreptomicina y 0,25 pg/mL
de anfotericina B (todo de Thermo Fisher Scientific). Las células se sembraron en un frasco de
cultivo de 25 cm? de superficie y se mantuvieron durante 24 horas a 37 °C, permitiendo asi su
adherencia al frasco. Transcurrido este tiempo, se realiz6 un lavado con PBS (Thermo Fisher
Scientific) para retirar las células que guedan en suspension.

Las EnSC en cultivo se mantuvieron realizando cambios de medio cada 2 o 4 dias, en funcién
de la confluencia, hasta llegar a una confluencia del 80% aproximadamente. En ese momento, se
realiz6 un pase o subcultivo utilizando Tripsina-EDTA 1x (Merck KGaA) y las células se
transfirieron a un frasco de cultivo de 75 cm? de superficie, donde se mantuvieron de forma
rutinaria.

Los cultivos celulares permanecieron a 37 °C en una atmdsfera humidificada al 5% de di6xido
de carbono (CO.) con cambios de medio cada 2-3 dias y tripsinizaciones al alcanzar una
confluencia del 80%. Todos los experimentos se realizaron usando EnSC con un bajo nimero de
pases (P2-P6) para asegurar la conservacion de su fenotipo original.

Para confirmar la pureza de cada linea obtenida, se realizaron estudios, mediante citometria de
flujo, de la coexpresion de los marcadores CD10/CD29, CD44/CD29 y CD73/CD29 (90-100% de
células positivas) y la ausencia de los marcadores CD45 (identifica leucocitos), CD31 (identifica
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células endoteliales) y citoqueratina (identifica células epiteliales). El cultivo en un medio con un
bajo contenido en suero (3% de FBS) permite que las células presenten un fenotipo antigénico
estable y actividades funcionales durante 8-12 semanas (hasta 5-6 pases)®.

Durante toda la investigacion se trabajé con DSC que habian sido previamente congeladas.
Estas células fueron obtenidas anteriormente por otros miembros del grupo de investigacion, a
partir de muestras de decidua, procedentes de interrupciones voluntarias de embarazos del primer
trimestre (6-11 semanas de gestacion) de mujeres sanas, con un rango de edad comprendido
entre 20 y 30 afios. Fueron excluidas las mujeres que estuvieran recibiendo tratamiento
farmacoldgico o que presentaran alguna infeccién o enfermedad autoinmune. Las muestras fueron
obtenidas via vaginal, por legrado, en la Clinica EI Sur (Mélaga, Espafia) y en la Clinica
Ginegranada (Granada, Espafa). Se obtuvo el consentimiento informado de cada donante y el
estudio fue autorizado por el comité ético del Hospital Universitario San Cecilio en Granada.

Con anterioridad a la presente investigacion, los tejidos deciduales fueron examinados y
procesados segun el protocolo descrito por Kimatrai et al., 20032, La pureza de las células
deciduales habia sido confirmada, mediante citometria de flujo, por la deteccién de la coexpresion
de los marcadores CD10/CD29, CD44/CD29 y CD73/CD29 (90-100% de células positivas) y la
ausencia de CD45, CD31 y citoqueratina. Posteriormente, las diferentes lineas de DSC fueron
congeladas y mantenidas a -196 °C en nitrégeno liquido, hasta su uso.

Para nuestra investigacion se descongelaron 10 lineas de DSC. Tras una centrifugacion a 1500
rpm (5 min a 20 °C), el pellet de células se resuspendié en medio de cultivo Opti-MEM (Thermo
Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific), y las células se
sembraron en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie. Se mantuvieron durante 24 horas a
37 °C, permitiendo su adherencia al plastico. A continuacién, se realizé un lavado con PBS
(Thermo Fisher Scientific) para retirar las células que no se habian adherido. EI medio Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific) se cambié cada 2 dias hasta llegar a una confluencia del 80%,
aproximadamente. Posteriormente, se realiz6 un pase o subcultivo mediante tripsinizacion y las
DSC se transfirieron a un frasco de cultivo de 75 cm? de superficie, donde se mantuvieron de
forma rutinaria. Las DSC en cultivo permanecieron a 37 °C en una atmésfera humidificada al 5%
de CO,, con cambios de medio cada 2 dias y tripsinizaciones al alcanzar una confluencia del 80%.
Todos los experimentos se realizaron usando DSC con pocos pases (P2-P6).

Los clonos de preDSC se obtuvieron por el método de dilucién limitante en placas de 96
pocillos, empleando medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo suplementado con un
10% de FBS (Thermo Fisher Scientific). Tres dias después de la siembra, se revisaron las placas
mediante observacién por microscopia Optica y se seleccionaron los pocillos que contenian una
Unica célula. Después de dos semanas, estas células formaron colonias que fueron tripsinizadas y
sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos con medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific)
completo suplementado con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific). Los clonos se expandieron
y se realizaron los correspondientes estudios morfologicos, fenotipicos y funcionales.
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1.2.1.1. Eficiencia clonogénica

Para estudiar la eficiencia en la formacion de colonias de las lineas de preDSC, se sembraron
100 preDSC/cm? en placas de 6 pocillos con 2 mL de medio de cultivo Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific). Las placas permanecieron a
37 °C en una atmésfera humidificada al 5% de CO: durante 15 dias. Las colonias fueron
observadas diariamente mediante microscopia Optica. Posteriormente, las colonias fueron tefiidas
con cristal violeta (Merck KGaA) al 0,1% durante 5 min a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se realizaron 2-3 lavados con agua destilada. Finalmente, se llevé a cabo un recuento de
colonias, contando Unicamente aquellas con mas de 50 células, y se calculdé la eficiencia
clonogénica con la siguiente formula:

Numero de colonias contadas

Eficiencia clonogénica (%) =
g (A)) Numero de células sembradas

1.2.1.2. Diferenciacién mesenquimal

En primer lugar, para la diferenciacion osteogénica, se sembré un numero de preDSC
suficiente para llegar a una confluencia del 80-90% en 24 horas. El medio empleado en el cultivo
fue Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific).
Las células se mantuvieron durante 24 horas a 37 °C en una atmoésfera humidificada al 5% de
COg, permitiendo asi su adherencia, y después se lavaron con PBS (Thermo Fisher Scientific).
Seguidamente, se afiadié el medio de cultivo necesario para la diferenciacién a osteoblastos. Para
ello, el medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo se suplementd con &cido ascorbico
10 nM, B-glicerolfosfato 10 nM y dexametasona 100 nM (todo de Merck KGaA). Las células fueron
incubadas con este medio a 37 °C y un 5% de CO.. El medio consumido se cambi6 cada 3 dias
por medio fresco, necesario para la diferenciacion. El proceso de diferenciacion osteogénica se
complet6 en 21-28 dias y fue verificado por la formacién de osteoblastos con morfologia alargada
y con una disposicion muy compacta. Ademas, la matriz mineralizada se detecté mediante tincién
con alizarina (Merck KGaA).

En segundo lugar, para la diferenciacion adipogénica, las preDSC se sembraron en placas de
cultivo con medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, suplementado con un 5% de
FBS (Thermo Fisher Scientific), y se incubaron a 37 °C y un 5% de CO,. Tras llegar a una
confluencia del 80-90%, se indujo la diferenciacién cultivando las células en medio Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific) completo al que se afiadi6 3-isobutil-1-metilxantina 100 pM,
dexametasona 1 uM, indometacina 100 uM (todo de Merck KGaA) y 10 ug/mL de insulina (Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca). La diferenciacion se completé en 15 dias y se verificé por la
visualizacién de gotas lipidicas tefidas con solucién Oil Red O (Merck KGaA).

En tercer lugar, para la diferenciacion condrogénica, las células deben ser cultivadas en tubos
Eppendorf de polipropileno, ya que se diferencian produciendo agregados. El medio empleado en
este caso fue Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) sin FBS y suplementado con 10 ng/mL de
TGF-B1 (Merck KGaA). En primer lugar, colonias de preDSC fueron tripsinizadas y se realizdé un
recuento. Se centrifugaron alicuotas de 2 x 10° células en 1 mL de medio en tubos de
polipropileno coénicos. El pellet de células se incubd a 37 °C y un 5% de CO. durante 24 horas.
Una vez transcurrido este tiempo, se observé que las células formaron un agregado que no se
adhirio a las paredes del tubo de polipropileno. El medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias y los
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agregados se obtuvieron durante intervalos de tiempo de hasta 21 dias. Para poder detectar
proteoglicanos, se tifieron, con una solucién de safranina O (Merck KGaA), secciones congeladas
de 4 ym de grosor de los agregados obtenidos.

1.2.1.3. Ensayo de contraccion del gel de colageno

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se ha descrito en investigaciones previas?>2%®, En
primer lugar, se prepar6 una solucién estéril de colageno dérmico bovino purificado y solubilizado
con pepsina, siguiendo las instrucciones del fabricante (Vitrogen, Cohesion Technologies Inc.,
Palo Alto, California, EEUU). A la solucién de colageno se afadieron 25 x 10* preDSC. A
continuacion, la mezcla de colageno y células se colocé en placas de cultivo (100 pL/pocillo) para
la polimerizaciéon durante 30 min a 37 °C. Seguidamente, a cada pocillo se afiadieron 2 mL de
medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher
Scientific). Al medio se afiadieron diferentes concentraciones de la citoquina TNF (10, 25 y 50
ng/mL), de la citoquina IL-10 (0,1, 1, 10 y 50 ng/mL) o de P4 (30, 75, 150 y 300 ng/mL) (todo de
Merck KGaA). Se reservaron otros pocillos como control (sin tratamiento). Tras una incubacion de
24 horas, se midi6 la altura (h) y el didmetro (d) de cada gel con el micrometro de un microscopio
y se calculd el volumen del gel con la siguiente formula: V = 1/6 x ™ x h x (3d®> + h?. Se
realizaron 3 medidas por muestra para calcular una media que permitiera estimar el volumen del
gel. Los datos se representan como una variacion porcentual en volumen del gel de colageno en
las preDSC cultivadas con citoquinas o con P4, en comparacion con las preDSC cultivadas en
ausencia de estas, empleando para el célculo la siguiente formula:

(volumen con preDSC tratadas — volumen con preDSC no tratadas) %100

Variacién del volumen del gel =
volumen con preDSC no tratadas

Las muestras de endometriosis proceden de endometriomas ovaricos (“quiste de chocolate”) y
fueron obtenidas mediante laparoscopia realizada en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Materno Infantil Virgen de las Nieves (Granada, Espafa) y en el Hospital Universitario
Ruber Juan Bravo (Madrid, Espafia). Durante este estudio se recibieron 10 muestras que
procedian de mujeres en edad reproductiva que no habian recibido terapia hormonal en los tres
meses anteriores. Ademas, no se incluyeron en el estudio mujeres que presentaran otras
patologias endometriales u hormonales. Las muestras se obtuvieron previo consentimiento
informado de todas las donantes.

En todos los casos, el diagnéstico de endometriosis fue intraoperatorio y se confirmé,
posteriormente, mediante el estudio histolégico de la muestra. Segun la clasificacion establecida
por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva, todas las donantes presentaban
endometriosis de moderada a grave (estadios llI-1V de la enfermedad).

Se ha escogido el quiste de chocolate como fuente de células endometridsicas porque es la
forma mas frecuente de presentacién de la enfermedad y supone una forma de menstruacion
intraquistica.
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Para el procesamiento de cada muestra, se trabajé con el contenido interno del endometrioma
ovarico o “chocolate” que se diluyd en PBS (Thermo Fisher Scientific). A continuacion, la
preparacion se centrifugd a 2200 rpm (20 min a 20 °C) sobre Ficoll-Paque (Merck KGaA).
Transcurrido este tiempo, se recogio la interfase, donde se encuentran las eEnSC, y se centrifugo
en PBS (Thermo Fisher Scientific) a 1500 rpm (5 min a 20 °C). El pellet de células obtenido se
resuspendié en medio de cultivo Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de
FBS (Thermo Fisher Scientific), y las células se sembraron en un frasco de cultivo de 25 cm? de
superficie. A continuacion, se incubaron durante 24 horas a 37 °C en una atmosfera humidificada
al 5% de CO.. Tras el periodo de incubacién, se realizé un lavado con PBS (Thermo Fisher
Scientific) para eliminar las células en suspension y las eEnSC quedaron adheridas al frasco de
cultivo.

Debido al crecimiento mas lento de estas células, al principio el cultivo se mantuvo realizando
cambios de medio cada 4 dias. Posteriormente, se realizaron cambios de cultivo cada 2-3 dias
hasta llegar a una confluencia del 80%, aproximadamente. En ese momento, se realiz6 un pase o
subcultivo, las eEnSC se tripsinizaron y transfirieron a un frasco de cultivo de 75 cm? de superficie,
donde se mantuvieron de forma rutinaria. Todas las eEnSC empleadas en los experimentos tenian
un bajo nimero de pases (P2-P6).

La pureza de los cultivos de eEnSC se evalué, por citometria de flujo, estudiando la doble
expresion de los marcadores CD10/CD29, CD44/CD29 y CD73/CD29 (90-100% de células
positivas) y la ausencia de CD45, CD31 y citoqueratina.

Para establecer lineas de MSC, se parti6 de aspirados de médula ésea de 7 donantes sin
patologias hematolégicas, que se obtuvieron en el Hospital de Baza (Baza, Granada, Espafa).
Todos los participantes en el estudio dieron su consentimiento informado y el Comité de
Investigacion y Etica de la Universidad de Granada aprob6 esta investigacion.

El procesamiento de las muestras empez6 con la dilucién en PBS (Thermo Fisher Scientific) del
aspirado de médula Gsea y la posterior centrifugacién en un gradiente de densidad con Ficoll-
Pague (Merck KGaA). Las células obtenidas fueron mantenidas en medio de cultivo Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific), y cambios de
medio cada 2-3 dias. Las MSC en cultivo fueron expandidas al llegar a una confluencia del 80%,
aproximadamente. Todos los experimentos se realizaron usando MSC con un bajo nimero de
pases (P2-P6).

La pureza del cultivo se confirmé mediante el estudio, por citometria de flujo, de la doble
expresion de CD10/CD29, CD44/CD29 y CD73/CD29 (90-100% de células positivas) y la ausencia
de CD45, CD31 y citoqueratina.
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Para reproducir in vitro el proceso de decidualizacion que tiene lugar durante la fase secretora
del ciclo endometrial y continta si se produce embarazo, se decidualizaron 10 lineas de EnSC,
DSC y eEnSC, y 7 lineas de MSC. Dicha decidualizacion se indujo afiadiendo al medio de cultivo
Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific), los
siguientes factores: P4 a una concentracion de 300 nM y AMPc a una concentracién de 500 yM
(ambos de Merck KGaA).

Para cada linea celular, se mantuvo un frasco de cultivo de 75 cm? con células que sirven de
control (sin tratamiento) y un frasco de cultivo de 75 cm? con células decidualizadas. La
decidualizacién se inicié cuando el cultivo alcanz6, aproximadamente, el 70% de confluencia y se
mantuvo durante 20 dias, realizando cambios de medio cada 4 dias. Los dias 4, 8, 12, 16 y 20 se
recogio el sobrenadante del cultivo de las células no tratadas y tratadas, y se reemplazé por medio
fresco con P4 y AMPc. Los medios condicionados (MC) recogidos se almacenaron a -20 °C hasta
Su uso.

La decidualizacién se confirmé por la observacion del cambio de morfologia fibroblastica a
poligonal (redondeada) y la toma de imagenes que verifican dicho cambio. A partir de estas
imagenes, se realizé un recuento y comparacion del numero de células redondeadas en cada uno
de los medios (sin tratamiento y con tratamiento). El software empleado para la toma de imagenes
es AnalySIS getlT. Por otra parte, la presencia de PRL e IL-15 se detectdé en el MC mediante
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (Roche, Indianapolis, EEUU y R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, EEUU). Los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante y todas las muestras se analizaron por duplicado.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 10 donantes voluntarias sanas, con un
rango de edad entre 20 y 45 afios. Se tuvo en cuenta que en el momento de la extraccién y en las
semanas previas las donantes no hubiesen presentado sintomas de infeccion, ni hubiesen
recibido tratamiento inmunosupresor. Las muestras se obtuvieron previo consentimiento informado
de todas las donantes.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron mediante una
centrifugacion de gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque (Merck KGaA). En la interfase se
encuentran dichas células, que fueron recogidas y centrifugadas en PBS (Thermo Fisher
Scientific) a 1500 rpm (5 min a 20 °C). Seguidamente, se procedié a realizar la separacion de
linfocitos y monocitos.

Los monocitos se obtuvieron mediante separacién inmunomagnética, por seleccién negativa,
con el kit Dynabeads Untouched Human Monocytes (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante. Se describe brevemente a continuacion.

En primer lugar, partiendo de un pellet de PBMC, se afiadi6 el reactivo de bloqueo de
receptores Fc de monocitos y una mezcla de anticuerpos (IgG biotinilados) que reconocen los
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siguientes antigenos: CD3, CD7, CD16 (especifico para CD16a y CD16b), CD19, CD56, CDw123
y CD235a. Se realiz6 una incubacion de 20 minutos a 4 °C. A continuacion, se llevé a cabo una
centrifugacion con PBS (Thermo Fisher Scientific) a 1500 rpm (5 min a 4 °C). Seguidamente, las
bolas magnéticas (de poliestireno y revestidas con estreptavidina) se incubaron con las células
durante 15 minutos a 4 °C y en agitacion, permitiendo asi su uniéon a los anticuerpos
anteriormente indicados. Tras la incubacion, se aplicé un iman magnético a la preparacion y se
mantuvo durante 2 minutos (este paso se realizé dos veces). Como resultado, se obtuvo una
fracciébn con los monocitos de interés no seleccionados por los anticuerpos y una fraccién de
células no monociticas pegada a la columna magnética.

La pureza de la preparacion se confirmé midiendo, por citometria de flujo, el porcentaje de
células CD14 positivas, que siempre fue superior a un 95%.

Los monocitos de sangre periférica purificados fueron incubados durante 48 horas con 600 pL
de los medios de cultivo correspondientes: Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo
(Control), con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific); medios condicionados de EnSC, DSC y
eEnSC no decidualizadas (MC de preEnSC, MC de preDSC y MC de preeEnSC); y medios
condicionados de EnSC, DSC y eEnSC decidualizadas (MC de dEnSC, MC de dDSC y MC de
deEnSC). Este cultivo se realizé en placas de 24 pocillos a razén de 2,5x10° células/pocillo, con el
objetivo de estudiar por citometria de flujo el fenotipo antigénico de los monocitos tras la
incubacion con los MC.

Los linfocitos de sangre periférica (PBL) se obtuvieron a partir de las PBMC que se aislaron
previamente. A continuacién, se dejé que los monocitos se adhirieran al plastico del frasco de
cultivo de 75 cm? durante 2 horas a 37 °C, en medio de cultivo RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific). Dicho medio se suplementa con un 10% de FBS descomplementado, 100 U/mL de
penicilina/estreptomicina y L-glutamina 2 mM (todo de Thermo Fisher Scientific). Tras el tiempo de
incubacién, se recogioé el sobrenadante con los PBL y se realiz6 una centrifugacion a 1500 rpm (5
min a 20 °C). Asi se obtuvo un pellet con los linfocitos de interés para los estudios fenotipicos y
funcionales.

La activacion de los PBL se realizé mediante cultivo en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific) completo a una concentracién de 2x10° células/mL en presencia de 5 pyg/mL PHA
(fitohemaglutinina-M) (Merck KGaA) y 1 ug/mL del anticuerpo monoclonal anti-CD28 (BioLegend,
San Diego, California, EEUU) durante 20 horas, aproximadamente. Tras este periodo de
incubacién, se realizé una centrifugacion a 1500 rpm (5 min a 20 °C) y, después, los linfocitos se
cultivaron durante 6 dias en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) completo a una
concentracion de 1x10° células/mL con 25 U/mL de IL-2 (National Institutes of Health AIDS
Reagent Program, Rockville, Maryland, EEUU). Cada 2 dias se realiz6 una centrifugacion y
posterior recuento celular. Después las células se incubaron en medio fresco con IL-2.
Transcurrido los 6 dias de tratamiento, se determiné la pureza del cultivo de PBL activados por
citometria de flujo (>95% CD45+, >90% CD3+).

Los PBL purificados fueron incubados durante 48 horas con 600 pL de los medios de cultivo

correspondientes: Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo (Control), con un 3% de FBS
(Thermo Fisher Scientific); medios condicionados de EnSC, DSC y eEnSC no decidualizadas (MC
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de preEnSC, MC de preDSC y MC de preeEnSC); y medios condicionados de EnSC, DSC y
eEnSC decidualizadas (MC de dEnSC, MC de dDSC y MC de deEnSC). Este cultivo se realizé en
placas de 24 pocillos a razén de 2,5x10° células/pocillo, con el objetivo de estudiar por citometria
de flujo el fenotipo antigénico de los PBL tras la incubacién con los MC.

1.6.2.1. Blogueo del receptor CXCR3 en linfocitos

Con la intenciéon de bloquear el receptor de quimioquinas CXCR3 en los PBL activados,
obtenidos de 3 donantes diferentes, se incubaron 2,5x10° células con dosis crecientes del
anticuerpo monoclonal anti-CXCR3 (Ultra-LEAF Purified anti-human CD183) (BioLegend) durante
45 min a temperatura ambiente. Las dosis empleadas fueron las siguientes: 1,25 ug/mL, 5 pg/mL
y 10 yg/mL. Como control negativo se usé el anticuerpo monoclonal que sirve de isotipo (Mouse
IgG1, Kk Isotype Control) (BioLegend). Una vez bloqueado el receptor CXCR3, los PBL activados
se emplearon para llevar a cabo los ensayos de migracién celular.

Las lineas celulares tumorales humanas utilizadas en este estudio se cultivaron tal y como
recomienda la American Type Culture Collection (ATCC) y fueron las siguientes: Jurkat (leucemia
linfoblastica; ATCC), Raji (linfoma de Burkitt; ATCC), THP-1 (leucemia monocitica; ATCC), A375
(melanoma; ATCC), Cal33 (carcinoma de células escamosas de la lengua; Instituto Leibniz,
Braunschweig, Alemania), HeLa (adenocarcinoma cervical; ATCC) y SKBR3 (cancer de mama,;
ATCC).

Las células Jurkat, A375, HeLa y SKBR3 fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific) completo, mientras que las células Raji y Cal33 se cultivaron en medio DMEM
(Thermo Fisher Scientific) suplementado con un 10% de FBS descomplementado y 100 U/mL de
penicilina/estreptomicina (todo de Thermo Fisher Scientific). Las células THP-1 fueron cultivadas
en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) al que se afiadié piruvato sédico 1 mM, tampdn
HEPES 25 mM, 100 U/mL de penicilina/estreptomicina, L-glutamina 2 mM y un 10% de FBS
descomplementado (todo de Thermo Fisher Scientific). Todas las lineas celulares se mantuvieron
a 37 °C en una atmosfera humidificada al 5% de CO,, con cambios de medio cada 2-3 dias.

En el caso de las células en suspension (lineas Jurkat, Raji y THP-1), la confluencia del cultivo
nunca excedié 1x10° células/mL, tal y como recomienda la ATCC. Todos los experimentos fueron
realizados usando células con un maximo de 12-14 pases, ya que en ese momento empiezan a
perder su turgencia y forma redondeada.

Las células THP-1 fueron incubadas durante 48 horas con 600 uL de los medios de cultivo
correspondientes: Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo (Control), con un 3% de FBS
(Thermo Fisher Scientific); medios condicionados de EnSC, DSC y eEnSC no decidualizadas (MC
de preEnSC, MC de preDSC y MC de preeEnSC); y medios condicionados de EnSC, DSC y
eEnSC decidualizadas (MC de dEnSC, MC de dDSC y MC de deEnSC). Este cultivo se realizé en
placas de 24 pocillos a razén de 2,5x10° células/pocillo, con el objetivo de estudiar por citometria
de flujo el fenotipo antigénico de las THP-1 tras la incubacion con los MC.
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2. Obtencion y tratamientos de los medios condicionados

Los MC necesarios para los estudios funcionales se obtuvieron a partir del sobrenadante del
cultivo de EnSC, DSC, eEnSC y MSC no decidualizadas y decidualizadas en frascos de cultivo de
75 cm?, tal como se explicé anteriormente. El volumen recolectado por cada una de las lineas
estudiadas fue aproximadamente de 10 mL. Para eliminar restos celulares, dicho volumen se
centrifugd a 1500 rpm (5 min a 20 °C), se filtré por un diametro de poro de 0,2 um y se almacené
a -20 °C en tubos de polipropileno conicos y estériles de 15 mL, hasta su uso.

Los MC de preDSC y dDSC, obtenidos a partir del cultivo de 3 lineas diferentes, fueron
dializados empleando una membrana de dialisis Spectra/Por 1 (Repligen, Waltham,
Massachusetts, EEUU) que permite el paso de moléculas con un peso molecular inferior a 6000-
8000 Da (“Molecular Weight Cut Off” MWCO 6000-8000 Da).

En primer lugar, se hidraté la membrana de didlisis con medio de cultivo Opti-MEM (Thermo
Fisher Scientific). A continuacién, se afiadieron 5 mL de medio Control (Opti-MEM completo, con
un 3% de FBS) y del MC correspondiente en el interior de diferentes fragmentos de membrana,
los cuales se introdujeron en 500 mL de medio de cultivo Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific)
completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific). Para permitir el intercambio de
moléculas, se llevé a cabo una incubacion durante 24 horas a 4 °C y en agitaciéon. Una vez
transcurrido este tiempo, se recogieron los medios del interior de la membrana y se filtraron por un
didmetro de poro de 0,2 ym, antes de usarse en los ensayos de migracion celular.

Los MC de preDSC y dDSC, asi como el medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo,
con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific), se sometieron a un tratamiento térmico a 60 °C
durante 45 min. Posteriormente, dichos medios se emplearon en los estudios de migracién celular.

3. Ensayo de migracion celular en camara Transwell

Los ensayos de migracién celular se llevaron a cabo empleando cdmaras Transwell de 24
pocillos (Corning Incorporated, Nueva York, EEUU) (llustracién 12). El diametro de poro de los
insertos dependié del tamafio de las células estudiadas en cada experimento. Se emplearon
insertos con un didmetro de poro de 3 ym para PBL y monocitos de sangre periférica, y para las
células tumorales se usaron insertos con un diametro de poro de 5 um. El fondo de los pocillos de
la camara Transwell se cubrié con 600 pL del medio correspondiente: Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific) completo (Control) con un 3% de FBS (Thermo Fisher Scientific); medios condicionados
de EnSC, DSC y eEnSC no decidualizadas (MC de preEnSC, MC de preDSC y MC de
preeEnSC); y medios condicionados de EnSC, DSC y eEnSC decidualizadas (MC de dEnSC, MC
de dDSC y MC de deEnSC). En la parte superior del inserto se afiadieron 2,5x10° células en 100
uL de medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) completo, con un 3% de FBS (Thermo Fisher
Scientific). Las células sembradas en los ensayos de migracion fueron PBL no activados y
activados, monocitos de sangre periférica, células Jurkat y THP-1. Después de periodos de
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incubacion de 24 y 48 horas (en funcién del experimento) a 37 °C, se retiraron los insertos y se
recogieron y contaron las células que habian experimentado quimiotaxis y que, por lo tanto, se
encontraban en el fondo de los pocillos. El nUmero total de células migradas se determin6 con un
hemocitometro (Zuzi, Auxilab, Espafa) y los resultados se expresaron como porcentaje de
migracion celular calculado con la siguiente férmula:

Numero de células migradas

x100

Migracién celular (%) =
g (A)) Numero total de células sembradas

PBL activados +/- Bloqueo de CXCR3

Monocitos A

’ y
Linea tumoral Jurkat A\ @/

100 pL Opti-MEM ,
Linea tumoral THP-1

[ 2,5x10° células en

Opti-MEM completo

MC preEnSCy dEnSC Jll o0°C
MC preDSC y dDSC +/- Didlisis y T. térmico
MC preeEnSC y deEnSC

[ 600 pL de medio

llustracién 12. Esquema resumen de los ensayos de migracion en camara Transwell. Imagen creada
con el software BioRender.

4. Citometria de flujo

Las lineas de EnSC, DSC, eEnSC y MSC fueron analizadas para confirmar su fenotipo y
pureza. Para ello, se tripsinizaron las células (Tripsina-EDTA 1x; Merck KGaA) del frasco de
cultivo de 75 cm? y después fueron centrifugadas a 1500 rpm (5 min a 20 °C). A continuacion, el
pellet de células fue resuspendido en PBS (Thermo Fisher Scientific) suplementado con 0,5 % de
albdmina sérica bovina (BSA) y EDTA 2Mm (Merck KGaA) y se afadieron 5x10* de células/tubo
en 100 uL. Seguidamente, se afadié el anticuerpo correspondiente (dilucion 1/50) (anticuerpos
directos y controles de isotipo) (Tabla 1) por tubo y se incubaron las muestras durante 30 min a 4
°C, en oscuridad. Tras la incubacién, las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm (5 min a 4 °C).
Finalmente, el pellet obtenido se resuspendié en 200 yL de PBS/tubo y las muestras fueron
analizadas en el citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey,
EEUU). En el caso del marcaje indirecto, se realiz6 una segunda incubacion durante 30 min a 4 °C
y en oscuridad con el anticuerpo secundario (Tabla 1), conjugado con otro fluorocromo (dilucion
1/500).

Para el marcaje de antigenos intracitoplasmaticos, se requirié un paso previo de fijacion de las
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células con paraformaldehido al 4% (PFA) (Merck KGaA) durante 20 min a 4 °C, y un posterior
lavado y permeabilizaciébn con PBS saponina al 0,05% (Merck KGaA). Después se realizo el
marcaje descrito anteriormente.

Durante la adquisicion de las muestras, los parametros forward scatter y side scatter fueron
empleados para excluir regiones de restos celulares. Se midi6é la fluorescencia emitida por las
células con los detectores FL1, FL2 y FL4, y el porcentaje de células positivas para cada marcaje
fue calculado comparando con el correspondiente isotipo. El analisis de los resultados obtenidos
se llevd a cabo usando el software FlowJo (v.10, FlowJo LLC, BD Biosciences).

Tabla 1. Listado de anticuerpos empleados en la caracterizacién fenotipica de las EnSC, DSC, eEnSC
y MSC. Se muestra el fluorocromo conjugado al anticuerpo, el clon y la casa comercial.

Anticuerpo Fluorocrom Clon Casa comercial
Anti-human CD9 FITC Hi%a BioLegend
Anti-human CD10 PE HI10a BioLegend

Thermo Fisher

Anti-human (D13 FITC W13 Scientific
Anti-human CD15 APC HI98 BioLegend
Anti-human CD19 PE HIB19 BioLegend
Anti-human CD29 APC TS2/16 BioLegend
Anti-human CD31 FITC WM59 BioLegend
Anti-human CD34 FITC 581 BioLegend
Anti-human CD44 FITC BJ18 BioLegend
Anti-human CD45 FITC/PE HI30 BioLegend
Anti-human CD54 (ICAM-1) FITC HA58 BioLegend
Anti-human CD62P PE AK4 BioLegend
Anti-human CD73 FITC/PE AD2 BioLegend
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Anti-human CD80

Anti-human CD86

Anti-human CD90

Anti-human CD105

Anti-human CD106 (VCAM-1)

Anti-human CD140b

Anti-human CD146

Anti-human CD271

Anti-human AP (B4-78)

Anti-human a-SMA

Anti-human BAFF

Anti-human CXCL12 (SDF-1)

Anti-human CXCL13

Anti-human cytokeratin

Anti-human HLA-DR

Anti-human HLA-G

Anti-human MFG-E8

Anti-human nestin

Anti-human OCT3/4

FITC

PE

FITC

PE

PE

APC

FITC

FITC

FITC

APC

APC

PE

FITC/APC

PE

Alexa Fluor 488
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2D10

1IT2.2

5E10

43A3

STA

18A2

P1H12

ME20.4

1A4

137314

79018

53602

C-11

L243

MEM-G/9

278918

196908

EM92

BioLegend

BioLegend

Thermo Fisher
Scientific

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

DHSB

Merck KGaA

R&D Systems

R&D Systems

R&D Systems

BioLegend

BioLegend

Abcam

R&D Systems

R&D Systems

Thermo Fisher
Scientific
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Anti-human podoplanin Alexa Fluor 488 NC-08 BioLegend
Anti-human STRO-1 FITC STRO-1 BioLegend
Anti-human vimentin PE W16220A BioLegend
Anti-human SUSD2 APC W5C5 BioLegend
Mouse 1Gg1, K Isotype FITC MOPC-21 BiolLegend
Mouse 1Gg1, k Isotype PE MOPC-21 BiolLegend
Mouse 1Gg1, K Isotype APC MOPC-21 BiolLegend
Mouse IGg2a, k Isotype FITC MOPC-173 BioLegend
Mouse IGg2a, k Isotype PE MOPC-173 BioLegend
Rat IgG2a, k Isotype_ Alexa Fluor 488 RTK2758 BioLegend
Goat anti-mouse IgG FITC Poly4053 BioLegend
Goat anti-mouse IgG PE Poly4053 BioLegend
Goat anti-mouse IgG APC Poly4053 BioLegend

FITC: isotiocianato de fluoresceina; APC: aloficocianina; PE: ficoeritrina. Casa comercial: BioLegend (San
Diego, California, EEUU); Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU); DHSB
(Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, lowa City, EEUU); Merck KGaA (Darmstadt,
Alemania); R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, EEUU); Abcam (Cambridge, UK).

El fenotipo antigénico de los monocitos purificados y de las células THP-1 se determiné por
citometria de flujo. Este estudio se realizé tanto en las células antes de ser sembradas en placa,
como después de haber estado en contacto con los MC; por un lado, en placa de 24 pocillos
durante 48 horas y, por otro lado, tras haber experimentado quimiotaxis en camara Transwell
durante 48 horas.

Partimos de, aproximadamente, 1x10° de células/tubo resuspendidas en 100 uyL de PBS
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(Thermo Fisher Scientific) suplementado con 0,5 % de BSA y EDTA 2mM (Merck KGaA) que
incubamos con el anticuerpo bloqueante Fc-block (anti-CD16/CD32) (Thermo Fisher Scientific), a
una dilucion 1/100 durante 15 min a 4 °C, para evitar uniones inespecificas. Posteriormente, las
células se centrifugaron a 1500 rpm (5 min a 4 °C) y el pellet resultante se resuspendié en 100 uL
de PBS (Thermo Fisher Scientific) (+BSA+EDTA) y se afiadieron los anticuerpos directos (dilucion
1/50) y los respectivos isotipos (dilucion 1/50) (Tabla 2). Las muestras fueron incubadas durante
30 min a 4 °C, en oscuridad. Tras la incubacion, las células se centrifugaron a 1500 rpm (5 min a 4
°C) y después se resuspendieron en 200 uL de PBS/tubo para ser analizadas en el citbmetro de
flujo FACSCalibur (Becton Dickinson). El analisis de los resultados obtenidos se llevd a cabo
usando el software FlowJo (v.10, FlowJo LLC, BD Biosciences).

El estudio del fenotipo antigénico de los PBL activados se realizé antes de la siembra en placa
y tras haber estado en contacto con los MC, tanto en placa de 24 pocillos durante 48 horas, como
después de experimentar quimiotaxis en camara Transwell durante 24 y 48 horas. También se
analizo el fenotipo basal de las células Jurkat.

Como en el caso de los monocitos, partimos de, aproximadamente, 1x10° de células/tubo
resuspendidas en 100 pyL de PBS (Thermo Fisher Scientific), suplementado con 0,5 % de BSA y
EDTA 2mM (Merck KGaA), que incubamos con el anticuerpo directo no conjugado con ningdn
fluorocromo (anti-CXCR3) (dilucion 1/50) (Tabla 2), durante 30 min a 4 °C, en oscuridad. Tras la
incubacién, las células se centrifugaron a 1500 rpm (5 min a 4 °C). Después se realiz6 el marcaje
indirecto, con una segunda incubacion, durante 30 min a 4 °C y en oscuridad, con el anticuerpo
secundario conjugado con un fluorocromo (dilucién 1/500) y su respectivo isotipo (dilucién 1/500)
(Tabla 2). Tras un lavado y centrifugacion a 1500 rpm (5 min a 4 °C), se realiz6 un ultimo marcaje,
durante 30 min a 4 °C y en oscuridad, con los anticuerpos directos conjugados con otro
fluorocromo (dilucién 1/50) y sus respectivos isotipos (dilucion 1/50) (Tabla 2). Tras la incubacion,
las células se centrifugaron a 1500 rpm (5 min a 4 °C) y se resuspendieron en 200 yL de PBS/tubo
para ser analizadas en el citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson). Se empleé el
software FlowJo (v.10, FlowJo LLC, BD Biosciences) para el analisis de los datos.

El nimero de células positivas de cada poblacion celular se calculd empleando la siguiente
formula:

% de células positivas x recuento celular total
100

Numero de células positivas =
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Tabla 2. Listado de anticuerpos empleados en la caracterizacion fenotipica de monocitos, células
THP-1, PBL activados y células Jurkat. Se muestra el fluorocromo conjugado al anticuerpo, el clon y la

casa comercial.

Anticuerpo Fluorocromo Clon Casa comercial
Anti-human CD3 FITC HIT3a BioLegend
Anti-human CD4 FITC/PE SK3 BioLegend
Anti-human CD8 PE SK1 BioLegend

Anti-human CD14 FITC/APC HCD14 BioLegend
Anti-human CD19 PE HIB19 BioLegend
Anti-human CD45 FITC/PE HI30 BioLegend
Anti-human CD56 (NCAM-1) APC 5.1H11 BioLegend
Anti-human CD86 Alexa Fluor 488 IT2.2 BioLegend
Anti-human CD163 FITC GHI/61 BioLegend
Anti-human €D206 (MMR) APC 15-2 BioLegend
Anti-human CD183 (CXCR3) - GO25H7 BioLegend
Mouse 1Gg1, K Isotype FITC MOPC-21 BioLegend
Mouse IGg1, k Isotype PE MOPC-21 BioLegend
Mouse IGg1, k Isotype APC MOPC-21 BioLegend
Mouse 1Gg2a, Kk Isotype FITC MOPC-173 BioLegend
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Mouse 1Gg2b, k Isotype Alexa Fluor 488 MPC-11 BioLegend
Goat anti-mouse IgG FITC Poly4053 BioLegend
Goat anti-mouse IgG APC Poly4053 BioLegend

FITC: isotiocianato de fluoresceina; APC: aloficocianina; PE: ficoeritrina. Casa comercial: BioLegend (San
Diego, California, EEUU).

Las células apoptéticas hipodiploides fueron detectadas por citometria de flujo, segin un
protocolo previamente descrito?®®. Este procedimiento consistié en el lavado de las células con el
buffer salino PBS (Thermo Fisher Scientific) y, tras una centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min a
4 °C, las células se resuspendieron en 100 yL de PBS (Thermo Fisher Scientific). A este volumen
se anadieron 900 pL de etanol al 70% (mantenido a -20 °C) para fijar las células y se realiz6 una
incubacion durante 5 min en frio (4 °C). Una vez transcurrido este tiempo, se lavo el exceso de
etanol con PBS (Thermo Fisher Scientific) y se realizé una centrifugacion a 3500 rpm durante 2
min a 4 °C. A continuacion, las células se resuspendieron en 250 uL de PBS (Thermo Fisher
Scientific) y se afadieron 250 uL de una solucion de extraccién del DNA (0,2 M NaHPO4, 0,1 M
acido citrico; pH 7,8); se incubaron durante 10 min a 37 °C. Tras esta incubacién, las células
fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 2 min a 4 °C y el pellet fue resuspendido en 200 uL de
una solucién preparada con PBS (Thermo Fisher Scientific) al que se afiadié ioduro de propidio
(IP) (40 pug/mL) y RNAsa (100 pg/mL) (todo de Thermo Fisher Scientific), durante 30 min a 37 °C y
en oscuridad, con la finalidad de tefiir el ADN.

A continuacion, mediante citometria de flujo se llevé a cabo un andlisis cuantitativo de la fase
sub-G1 del ciclo celular, para detectar células apoptéticas. Se midio la intensidad de fluorescencia
del ADN con un detector FL2 del citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson). El andlisis de
los resultados se realizé con el software FlowJo (v.10, FlowJo LLC, BD Biosciences).

5. Inmunocitoquimica y microscopia de fluorescencia

La deteccion de la proteina contractil a-SMA en preDSC se realizé por inmunocitoquimica y
microscopia de fluorescencia. Las células se sembraron en cadmaras con medio de cultivo Opti-
MEM (Thermo Fisher Scientific) (+/- citoquinas y P4). Tras 48 horas de incubacion, las preDSC se
lavaron con PBS (Thermo Fisher Scientific) y se fijaron con PFA al 4% durante 20 min a 4 °C.
Después se permeabilizaron con acetona fria durante 10 min. Seguidamente, se realizd el marcaje
mediante la adicion del anticuerpo monoclonal anti-aSMA-Cy3 (Merck KGaA) y la contratincion
nuclear con 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI) (BioLegend). Finalmente, las
preparaciones se examinaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse (Nikon
Instruments Europe BV, Amsterdam, Paises Bajos) con ayuda técnica del servicio de microscopia
del CIC-CIBM (Centro de Instrumentacion Cientifica, Centro de Investigacion Biomédica, Granada,
Espana).
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6. Inmunohistoquimicay microscopia confocal

Para el analisis histolégico de la decidua, partimos de muestras que se habian procesado
anteriormente en el laboratorio. Dicho procesamiento consisti6 en el acomodamiento de la
muestra en un molde con compuesto O.C.T (Tissue-Tek O.C.T Compound, Sakura Finetek,
Torrance, California, EEUU) y congelacion instantanea tras su inmersion en isopentano (Merck
KGaA) enfriado con nitrogeno liquido. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su
crioseccionamiento.

Para el analisis de las poblaciones celulares de la decidua mediante microscopia confocal, se
realizaron cortes de 10 pm de grosor con un criotomo (Leica CM1510, Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Alemania) que se fijaron con PFA al 3,7% durante 7 min a temperatura ambiente o en
acetona fria (Merck KGaA) durante 3 min, en el caso de las muestras en las que se estudiaron
epitopos sensibles a PFA (CD140b). A continuacion, los cortes fueron rehidratados con PBS frio
durante 15 min y después se bloquearon con PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher Scientific)
suplementado con BSA (5%), suero de cabra (5%) y Tritdbn X-100 (0,2%) (todo de Merck KGaA),
durante 45 min a temperatura ambiente. La posterior incubacion con los anticuerpos primarios
correspondientes (dilucion 1/100) (Tabla 3) se mantuvo durante toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, los cortes se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher Scientific) y
después fueron incubados con los anticuerpos secundarios (dilucion 1/1000) (Tabla 3) durante 2
horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se realizaron de nuevo 3 lavados con
PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher Scientific) y los cortes fueron contratefiidos con Hoechst
33258 (Merck KGaA) (dilucion 1/200) y sellados con medio de montaje Fluoroshield (Merck
KGaA). Para la adquisicion de imagenes se utiliz6 un microscopio confocal Nikon Al (Nikon
Instruments Europe BV) con ayuda técnica del servicio de microscopia del CIC-CIBM. Las
imagenes obtenidas fueron procesadas con el software NIS-Elements AR 3.2 (Nikon Instruments
Europe BV).
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Tabla 3. Listado de anticuerpos empleados en la caracterizacion fenotipica de las poblaciones
celulares de la decidua por microscopia confocal. Se muestra el fluorocromo conjugado al anticuerpo, el

clon y la casa comercial.

Anticuerpo

Anti-human CD10

Anti-human CD34

Anti-human CD140b

Anti-human CD146

Anti-human SUSD2

Anti-human a-SMA

Anti-human MFG-E8

Anti-human nestin

Anti-human podoplanin

Anti-human STRO-1

Goat anti-mouse IgG

Fluorocromo

FITC

Brilliant Violet 421

FITC

Cy3

Alexa Fluor 647

Alexa Fluor 488

2]
o
S

HI10a

561

18A2

P1H12

W5C5

1A4

278918

196908

NC-08

STRO-1

Policlonal

Casa comercial

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Merck KGaA

R&D Systems

R&D Systems

BioLegend

R&D Systems

Thermo Fisher
Scientific

FITC: isotiocianato de fluoresceina; Cy3: cianina 3. Casa comercial: BioLegend (San Diego, California,
EEUU); Merck KGaA (Darmstadt, Alemania); R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, EEUU); Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU).

7. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de ARN total, las muestras preservadas en TRIzol® (Thermo Fisher
Scientific) a -80 °C en tubos Eppendorf de polipropileno de 1,5 mL (sin DNAsas y RNAsas), se
descongelaron en frio (4 °C) y después se mantuvieron durante 5 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se afiadieron sobre las muestras 200 pL de cloroformo (Scharlab, Barcelona,

71



MATERIAL Y METODOS

Espafa) por cada mL de TRIzol® (Thermo Fisher Scientific), se mezclaron las fases agitando
suavemente los tubos y se mantuvieron durante 2-3 min a temperatura ambiente. Tras una
centrifugacion a 12500 rpm (15 min a 4 °C), se obtuvo una fase superior acuosa donde se
encuentran los &cidos nucleicos. Dicha fase fue recogida y transferida a un nuevo tubo.
Seguidamente, se afiadieron 500 uL de isopropanol sobre las muestras y se agitaron suavemente
los tubos. La solucién se mantuvo toda la noche a -20 °C para favorecer la precipitacion de los
acidos nucleicos. Transcurrido este tiempo, se realizé una centrifugacion a 12500 rpm (10 min a 4
°C), se descart6 el sobrenadante y el pellet obtenido se lavo con 500 pL de etanol al 75% en agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (Merck KGaA). Las muestras se centrifugaron de nuevo a
12500 rpm (5 min a 4 °C). A continuacién, se retiré el sobrenadante y se dejé secar el pellet
manteniendo los tubos abiertos a temperatura ambiente durante 5 min, para la evaporacion de los
restos de alcohol. Finalmente, las muestras fueron reconstituidas en 20 pL de agua tratada con
DEPC (Merck KGaA) y se incubaron durante 10 min a 55-60 °C.

Las pureza y concentracion de las muestras se midi6 mediante espectrofotometria
(NanoDrop™ 2000; Thermo Fisher Scientific). Se mantuvieron a -80 °C hasta realizar la sintesis
del ADN complementario (ADNCc).

Para la sintesis de ADNCc, las muestras de ARN fueron tratadas previamente con DNAsa |
(DNAse | RNAse-free; Thermo Fisher Scientific) para eliminar el ADN gendémico. Para ello, se
parti6 de diluciones de 1 yg de ARN en 16 uL de agua libre de nucleasas (NFW) (Promega,
Madison, Wisconsin, EEUU) y se afadié 1 uyL de DNAsa | y 1 uL de tampén de reaccién. Las
muestras se incubaron durante 30 min a 37 °C. A continuacion, se afiadido 1 uyL de EDTA a cada
tubo y se realiz6 una nueva incubacion a 65 °C durante 10 min.

La retrotranscripcion se llevo a cabo empleando el kit Access RT-PCR System (Promega) y se
usaron los siguientes volimenes de reaccion (Tabla 4):
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Tabla 4. Reactivos empleados en la retrotranscripcion.

Mezcla de retrotranscripcién

Tampon de retrotranscripcion 10x 2 pL

MgClz (25 mM) 4 uL
dNTPs mix (10 mM) 2 uL
Oligo(dT)15 (0,5 pg/ulL) 0,5 uL
Random Primers (0,5 ug/uL) 0,5 uL

Inhibidor de RNAsas (rRNasin®) 0,5puL
Retrotranscriptasa AMV 0,6 pL
NFW 1,9 uL
Muestra de ARN (0,5 ug) o NFW 8 uL

Volumen final de reaccién 20 L

Tras preparar la mezcla de la retrotranscripcion, la reaccién se llevé a cabo en un termociclador
(2720 Thermal Cycler; Thermo Fisher Scientific) empleando los parametros que se muestran a
continuacion (llustracién 13):

99°C

42°C

25°C

llustracién 13. Esquema representativo de los pardmetros empleados en la retrotranscripcion.

Los tubos que contenian el ADNc se guardaron a -20 °C hasta realizar la PCR cualitativa o
cuantitativa.
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8. PCR

8.1. PCR cualitativa

8.1.1. Analisis de ADN complementario

Tras realizar la extraccion de ARN y la retrotranscripcion, las muestras de ADNc fueron
amplificadas con el kit PCR Master Mix (Promega). Se usaron los siguientes volimenes de
reaccion (Tabla 5):

Tabla 5. Reactivos empleados en la PCR cualitativa.

Mezcla de amplificacion del ADNc

PCR Master Mix 2x 12,5 uL
Oligonucledtido 5° (10 uM) 0,5 uL
Oligonucledtido 3’ (10 uM) 0,5 uL
NFW 10,5 L
Muestra de ADNc o NFW 1L
Volumen final de reaccién 25 pL

Tras preparar la mezcla de amplificacion, la PCR se llevé a cabo en un termociclador (2720
Thermal Cycler; Thermo Fisher Scientific) usando los parametros detallados en el siguiente
esquema (llustraciéon 14):

|72"C | |72"C |

% 30-40 ciclos

llustracién 14. Esquema representativo de los pardmetros empleados en la PCR cualitativa.

Las secuencias de los oligonucleétidos empleados aparecen detalladas en las siguientes tablas
(Tablas 6-9):
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Tabla 6. Listado de oligonucledtidos utilizados en el andlisis transcriptomico mediante PCR
cualitativa para estudiar los marcadores de células madre pluripotentes. Se muestra el nombre del
gen, la secuencia, la Tm (temperatura de “melting” o fusién del ADN), el nimero de ciclos empleado, el
ndamero de pares de bases (pb) del amplicon o producto de PCR y la casa comercial.

Amplicén Casa

Gen de interés Secuencia Tm Ciclos )
(ph) comercial

w

*-CCCATCCTGACCTCCAGCCG-3' (F)
ABCG2 55 °C 35 127 IPBLN
5-TTGAGTGGGCACAGCACGCA-3' (R)

B2-microglobulina 5-CTCGCGCTACTCTCTCTCTTTCTGG-3' (F)
(B2M) 5-TCTACATGTCTCGATCCCACTTAA-3' (R)

55 °C 35 335 IPBLN

5-TGCTGGACTGAGCTGGTTGCC-3’ (F)
NANOG 55°C 35 221 IPBLN
5-AGCAAGGCAAGCTTTGGGGACA-3' (R)

Oct4F: 5'-AGCCCTCATTTCACCAGGCC-3' (F) 456
OCT-4 (POU5F1) Oct4FP: 5'-GATGGCGTACTGTGGGCCC-3" (F) 55°C 35 195 IDT
Oct4R: 5'-TGGGACTCCTCCGGGTTTTG-3" (R)

F: oligonucleétido o “primer forward”; R: oligonucleétido o “primer reverse”. Casa comercial: IPBLN: Instituto
de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra; IDT: “Integrated DNA Technologies”.

Tabla 7. Listado de oligonucleétidos utilizados en el andlisis transcriptdmico mediante PCR
cualitativa para estudiar los marcadores de diferenciacion mesenquimal. Se muestra el nhombre del
gen, la secuencia, la Tm, el nimero de ciclos empleado, el nimero de pb del amplicén o producto de PCR y
la casa comercial.

Amplicén Casa

Gen de interés Secuencia Im Ciclos )
(ph) comercial

AP (ALPL) 5-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA-3’ (F) 55 oc 35 338 IPBLN
5-ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC-3' (R)

B2-microglobulina 5-CTCGCGCTACTCTCTCTCTTTCTGG-3" (F)

55 °C 35 335 IPBLN
(B2M) 5-TCTACATGTCTCGATCCCACTTAA-3' (R)
Colageno tipo Il 5-TTTCCCAGGTCAAGATGGTC-3’ (F)
55 °C 35 159 IPBLN
(COL2A1) 5-CTTCAGCACCTGTCTCACCA-3’ (R)
Osteopontina 5'-CTAGGCATCACCTGTGCCATACC-3' (F)
55 °C 35 373 IPBLN
(SPP1) 5-CAGTGACCAGTTCATCAGATTCATC-3' (R)

5'-GCTGTTATGGGTGAAACTCTG-3" (F)
PPARyY2 (PPARG) 55 °C 35 351 IPBLN
5'-ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC-3' (R)

AP: fosfatasa alcalina; PPARy2: “peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 2”. F: oligonucleétido o
“primer forward”; R: oligonucleétido o “primer reverse”. Casa comercial: IPBLN: Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lépez-Neyra; IDT: “Integrated DNA Technologies”.
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Tabla 8. Listado de oligonucledtidos utilizados en el andlisis transcriptomico mediante PCR
cualitativa para estudiar los factores angiogénicos. Se muestra el nombre del gen, la secuencia, la Tm,
el nimero de ciclos empleado, el nimero de pb del amplicén o producto de PCR y la casa comercial.

Gen de interés

ANGPT1

B2-microglobulina
(B2M)

FGF2

GAPDH

HGF

PGF

VEGFA

Secuencia

5-ACTAAAGGGAGGAAAAAGAGAGG-3' (F)

5'-TACAGTCCAACCTCCCCCAT-3" (R)

5-CTCGCGCTACTCTCTCTCTTTCTGG-3' (F)
5'-TCTACATGTCTCGATCCCACTTAA-3' (R)

5'-GGGTGCCAGATTAGCGGAC-3’ (F)
5'-GGTTCACGGATGGGTGTCTC-3' (R)

5'-GCACCACCAACTGCTTAGC-3' (F)
5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3" (R)

5-CAATGCCTCTGGTTCCCCTT-3" (F)
5'-GGGCTGACATTTGATGCCAC-3' (R)

5"-TGTTCAGCCCATCCTGTG-3' (F)
5-ACGTGCTGAGAGAACGTCAG-3' (R)

5-TCTCTACCCCAGGTCAGACG-3' (F)
5"-AGCAATGTCCTGAAGCTCCC-3" (R)

59 °C

59 °C

58 °C

59 °C

59 °C

59 °C

58 °C

Ciclos

35

35

35

35

35

35

35

Amplicén
(pb)

166

335

87

171

163

28

Casa

comercial

IPBLN

IPBLN

IPBLN

IDT

IPBLN

IPBLN

IPBLN

ANGPT1: angiopoyetina 1; FGF2: factor de crecimiento de fibroblastos 2; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; HGF: factor de crecimiento de hepatocitos; PGF: factor de crecimiento placentario;
VEGFA: factor de crecimiento endotelial vascular. F: oligonucleétido o “primer forward”; R: oligonucledtido o
“primer reverse”. Casa comercial: IPBLN: Instituto de Parasitologia y Biomedicina LOpez-Neyra; IDT:
“Integrated DNA Technologies”.
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Tabla 9. Listado de oligonucledtidos utilizados en el andlisis transcriptomico mediante PCR
cualitativa para estudiar citoquinas y quimioquinas. Se muestra el nombre del gen, la secuencia, la Tm,
el nimero de ciclos empleado, el nimero de pb del amplicén o producto de PCR y la casa comercial.

Gen dei : : . Im cicl Amplicén Q!&.
(pb) comercial

5'-AGCAGCAAGTGTCCCAAA-3' (F)
ccL2 55°C 35 124/506 IDT
5'-GAGTTTGGGTTTGCTTGTC-3' (R)

5-TTCTGTGTCTGCTGCTCA-3' (F)
CCL7 53°C 35 526/644 IDT
5'-GCTTCCATAGGGACATCATAT-3' (R)

5'-CCTTGAAAGACCTTAAAC-3' (F)
cXcLe (1) 46 °C 35 224 IDT
5'-AGAACGTTGAGATTTTC-3' (R)

5'-CCAGTAGTGAGAAAGGGTCGC-3" (F)
CXCL9 (2) 63°C 35 99 IDT
5'-AGGGCTTGGGGCAAATTGTT-3' (R)

5'-CCAAAATGTATCAAAGAACTGA-3' (F)
cXcL10 48 °C 35 120 IDT
5'-GCATCTTCACTGATTCTTGG-3' (R)

5'-TACAGTTGTTCAAGGCTTCCC-3' (F)
CXCL11 59 °C 35 111 IDT
5'-GGGTACATTATGGAGGCTTTCTC-3' (R)

5'-GCACCACCAACTGCTTAGC-3' (F)
GAPDH 59 °C 35 87 IDT
5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3' (R)

5'-AGCTCTGCATCGTTTTGGGT-3' (F)
IFN-y (IFNG) 58°C 40 424 IDT
5'-CGCTTCCCTGTTTTAGCTGC-3' (R)

5'-AACCAAGACCCAGACATCAAG-3' (F)
10 55,5°C 35 432 IDT
5'-CTAAATCGTTCACAGAGAAGC-3' (R)

5'-CATGAACCTCTGAAAACTGCC-3'(F)
LIF 59°C 35 730 IDT
5-CATCTGGACCCAACTCCTGA-3' (R)

. 5-TTCAGGATGAACCTGGCTGAC-3' (F)
Prolactina (PRL) 58,5°C 35 276 IPBLN
5-GGGTTCATTACCAAGGCCATC-3' (R)

5-GCAGATTTTCAAGACACAAC-3' (F)
RANKL (TNFSF11) 53°C 35 403 IDT
5-GGTCTCCTGAAGTTTCATG-3' (R)

5-GTCAGATCATCTTCTCGAACC-3' (F)
TNF-a (TNF) 54°C 40 360 IDT
5-CAGATAGATGGGCTCATACC-3' (R)

CCL2: quimioquina 2 con motivo CC; CCL7: quimioquina 7 con motivo CC; CXCL9 (1): quimioquina 9 con
motivo CXC (oligonucleétidos empleados en las preDSC y dDSC de 14 dias de decidualizacion; CXCL9 (2):
quimioquina 9 con motivo CXC (oligonucleétidos empleados en las preDSC y dDSC de 8 dias de
decidualizacion; en EnSC y eEnSC); CXCL10: quimioquina 10 con motivo CXC; CXCL11: quimioquina 11
con motivo CXC; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; IFN-y: interferon gamma; IL10:
interleucina 10; LIF: factor inhibidor de la leucemia; RANKL: ligando de receptor activador para el factor
nuclear kB; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa. F: oligonucleétido o “primer forward”; R: oligonucledétido o
“primer reverse”. Casa comercial: IPBLN: Instituto de Parasitologia y Biomedicina LOpez-Neyra; IDT:
“Integrated DNA Technologies”.

77



MATERIAL Y METODOS

Los productos obtenidos de la PCR fueron separados por tamafio mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% (Seakem LE Agarose for gel electrophoresis; Lonza Group, Basilea, Suiza)
a un voltaje de 100 V y amperaje de 400 mA. Dichos productos se visualizaron mediante tincién
con GelRed (GelRed Nucleic Acid Gel Stain; Biotium, Fremont, California, EEUU) en un revelador
de geles (ChemiDoc MP Imaging System; Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EEUU). En
cada gel se incluyé un marcador de peso molecular (BenchTop 100bp DNA Ladder; Promega), los
controles positivo y negativo del gen de interés y las muestras a estudiar.

Las bandas se cuantificaron con el software Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems
Incorporated; San José, California, EEUU). Los valores de intensidad de banda para cada muestra
se normalizaron frente a los obtenidos para el gen de expresion constitutiva (“housekeeping
gene”) GAPDH. Se representaron los datos normalizados como Fold Change (FC); calculado
como el valor obtenido para dDSC, relativizado frente al valor obtenido para preDSC o como el
valor obtenido para PBL activados en contacto con MC de DSC, relativizado frente al valor
obtenido en el medio Control.

Los valores de FC inferiores a 1 se representaron con la férmula NFC (“Negative Fold Change”)
=-1/FC.

Para el andlisis cuantitativo de la expresidn génica, las muestras de ADNc fueron amplificadas
mediante PCR a tiempo real en placas de 96 pocillos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate;
Thermo Fisher Scientific) usando FastStart Universal SYBR Green Master (Merck KGaA) con los
siguientes volimenes y parametros de reaccion de gPCR (Tabla 10):

Tabla 10. Reactivos empleados en la PCR cuantitativa.

Mezcla de amplificacion del ADNc

SYBR Green 2x 12,5 uL
Oligonucleodtido 5° (10 uM) 0,75 uL
Oligonucleostido 3’ (10 uM) 0,75 uL
NFW 8,5 L

Muestra de ADNc (diluciéon 1/10) o NFW 2,5 pL

Volumen final de reaccion 25 uL

Tras preparar la mezcla de amplificacion, la PCR cuantitativa se llevé a cabo en un sistema
QuantStudio 3 Real-time PCR (Thermo Fisher Scientific) usando los pardmetros detallados en el
siguiente esquema (llustracion 15):
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llustracién 15. Esquema representativo de los parametros empleados en la PCR cuantitativa.

Las secuencias de los oligonucleétidos empleados aparecen detalladas en la Tabla 11.

Una vez finalizada la reaccién, se obtuvieron valores de CT (“cycle treshold”) o ciclo umbral
para cada muestra. Dichos valores se normalizaron frente a los obtenidos para el gen control de
expresion constitutiva (“housekeeping gene”) y se aplico la férmula 247, donde ACT = CT gen de
interés — CT gen control. Los valores resultantes fueron representados como FC; calculado como
el valor obtenido para dDSC, relativizado frente al valor obtenido para preDSC o como el valor
obtenido para PBL activados en contacto con los MC de DSC relativizado frente al valor obtenido
en el medio Control. Los valores de FC inferiores a 1 se representaron con la formula NFC = -1/FC

79



MATERIAL Y METODOS

Tabla 11. Listado de oligonucleétidos utilizados en el andlisis transcriptémico mediante PCR
cuantitativa para estudiar citoquinas y quimioquinas. Se muestra el nombre del gen, la secuencia, la
Tm, el nimero de pb del amplicén o producto de PCR y la casa comercial.

Gen de interés

CCLS

CCL19

ccLz21

CXCL8

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL14

CX3CL1

GAPDH

IFN-y (IFNG)

IL6

IL15

PR (PGR)

TNF-a (TNF)

Secuencia Tm

5'-AAGGAGTATTTCTACACC-3' (F)

45 °C
5'-CCAAAGAGTTGATGTACT-3" (R)
5-GCCTCTGTTCACCCTCCAT-3" (F) o
5-AGCATCATTGGTGCCACTC-3' (R)
5-TCCATCCCAGCTATCCTGTT-3’ (F) e
5'-AGCTCCTTTGGGTCTGCAC-3' (R)
5'-CCCAAATTTATCAAAGAACTGA-3’ (F) —
5-GCATCTTCACTGATTCTTGG-3" (R)
5'-CCAAAATGTATCAAAGAACTGA-3' (F) 48°C
5-GCATCTTCACTGATTCTTGG-3' (R)
5-TACAGTTGTTCAAGGCTTCCC-3' (F) — o
5'-GGGTACATTATGGAGGCTTTCTC-3' (R)
5'-CAACACTCCAAACTGTGCCC-3' (F) — o
5-TAGCTTCGGGTCAATGCACA-3’ (R)
5'-ACGGGTCCAAATGCAAGT-3' (F) 50 °C
5-CGCTCTTGGTGGTGATGATAA-3' (R)
5'-ACCACGGTGTGACGAAATG-3' (F) 50 °C
5-CTCCAAGATGATTGCGCGTTT-3" (R)
5'-GCACCACCAACTGCTTAGC-3’ (F) 50 °C
5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3' (R)
5-GAGTGTGGAGACCATCAAGGAAG-3' (F) B
5-TATGCTTTGCGTTGGACATTCAAGTC-3' (R)
5'-GTAGCCGCCCCACACAGA-3' (F) — -
5-CATGTCTCCTTTCTC AGG GCT G-3' (R)
5'-CAAACAACAGTTTGTCTTCTAATG-3' (F) =
5'-GGACAATATGTACAAAACTCTGCAA-3' (R) !
5-GATGAGCTTAATGGTGTTTGGTC-3" (F) 525 0¢C
5-TGATTCTTTCATCCGCTGTTC-3" (R) '
5'-CCCAGGGACCTCTCTCTAATCA-3' (F) 60 C

5'-GCTACAGGCTTGTCACTCGG-3' (R)

Amplicén
(ph)

124

71

207

120

111

79

126

122

87

126

101

114

112

80

Casa comercial

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IDT

IPBLN

CCL5: quimioquina 5 con motivo CC; CCL19: quimioquina 19 con motivo CC; CCL21: quimioquina 21 con
motivo CC; CXCL8: quimioquina 8 con motivo CXC; CXCL10: quimioquina 10 con motivo CXC; CXCL11:
quimioquina 11 con motivo CXC; CXCL12: quimioquina 12 con motivo CXC; CXCL14: quimioquina 14 con
motivo CXC; CX3CL1: quimioquina 1 con motivo CXsC; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa;
IFN-y: interferon gamma; IL6: interleucina 6; IL15: interleucina 15; PR: receptor de progesterona; TNF-a:
factor de necrosis tumoral alfa. F: oligonucleétido o “primer forward”; R: oligonucleétido o “primer reverse”.
Casa comercial: IPBLN: Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra; IDT: “Integrated DNA

Technologies”.
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9. Inmunodeteccion de proteinas por Western Blot

Diferentes lineas de DSC y EnSC no decidualizadas y decidualizadas (7, 10 y 14 dias) fueron
lavadas con PBS (Thermo Fisher Scientific) y lisadas para la deteccion de las proteinas PR, PKA 'y
el factor de transcripciéon FOXOL1.

La deteccion se llevé a cabo a partir de extractos celulares totales. Para ello, las células (5x10°)
se incubaron durante 30 min a 4 °C (en hielo) con 100 yL de buffer de lisis (Thermo Fisher
Scientific) compuesto por NaCl 140 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 2M, NP-40 (nonilfenol etoxilado)
al 1%, NaF 50 mM, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mM, iodoacetamida 10 mM, pirofosfato
sédico 5 mM, oxido de fenilarsina 50 mM e inhibidores de proteasas y fosfatasas (20x).

El sobrenadante se separ6 por centrifugacién a 14000 g (12100 rpm) durante 15 min a 4 °C.
Las proteinas del sobrenadante se cuantificaron por el método Bradford (Merck KGaA) y después
se afadi6 el tampdn de carga, buffer Laemmli 6x (Thermo Fisher Scientific) compuesto por Tris 2
M pH 6,8, urea 6 M, B-mercaptoetanol al 6%, azul de bromofenol al 0,003% y SDS (dodecilsulfato
sédico) al 3%.

Posteriormente, las proteinas se separaron en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) (Bio-
Rad) al 10%, en el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) durante 80 min a un voltaje de
140 V. A continuacion, se transfirieron las proteinas desde el gel a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Merck KGaA) por transferencia semiseca, empleando el sistema Trans-Blot
SD (Bio-Rad) durante 50 min a un amperaje de 50 mA.

Las membranas se bloquearon con una solucion de PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher
Scientific) con un 5% de leche en polvo durante 60 min a temperatura ambiente. Después se
lavaron con PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher Scientific) y se incubaron toda la noche a 4 °C
con el anticuerpo correspondiente frente a la proteina a detectar (Tabla 12), el cual se diluyé con
PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher Scientific) con 1% de leche en polvo. Después de esta
incubacién, las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 (0,1%) (Thermo Fisher
Scientific) durante 5 min. Finalmente, estas se incubaron durante 60 min a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario que esta marcado con peroxidasa de rabano (HRP) (Tabla 12) y
preparado en solucién de blogueo. Después se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 (0,1%)
(Thermo Fisher Scientific) durante 5 min. Las membranas se revelaron por quimioluminiscencia
empleando el reactivo ECL Select (Cytiva RPN2235SK; Thermo Fisher Scientific) recogiendo la
sefial con el sistema ImageQuant LAS-4000 mini (Fujifilm, Tokio, Japdn). El andlisis de resultados
se realizé con el software Multicaule V.30 (Fuijifilm). La intensidad de las bandas obtenidas fue
cuantificada con el software Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated); los valores de
intensidad se normalizaron frente a los respectivos controles de carga (a-tubulina y B-actina).
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Tabla 12. Listado de anticuerpos empleados en la inmunodeteccion de proteinas por Western Blot.
Se muestra la proteina a detectar, la dilucién/concentracion a la que se emplea el anticuepo y la casa
comercial.

- - - - m
Anticue Frente a: Dil ,
i rpo ren ilucion/Concentracién mercial
anti-protein Kinase A Santa Cruz
RlayRI 1:100
(PKA) Rla/B ayRIp Biotechnology
X Santa Cruz
anti-PKA Ca/Bly Ca,CByCy 1:100 e
antiprogesterone . Santa Cruz
receptor (PR) PR-AyPR-B 1:100 Biotechnology
anti-human FOXO01 FOXO1 1pg/mL R&D Systems
antimouse Santa Cruz
IgG-horseradish 1:5000 Biotechnol
iotechnolo
peroxidase (HRP) gy
antl-she.ep_IgG HRP- 1:1000 R&D
conjugated Systems
anti- actin 1:5000 Merck KGaA
anti-a-tubulin 1:1000 Merck KGaA

PKA Rla/B: subunidades reguladoras Rla/f3 de la proteina quinasa A; PKA Ca/B/y: subunidades cataliticas
Ca/Bly de la proteina quinasa A; PR-A y PR-B: isoformas A y B del receptor de la progesterona; HRP:
enzima peroxidasa de rdbano. Casa comercial: Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EEUU); R&D
Systems (Minneapolis, Minnesota, EEUU); Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).
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10. Inmunodeteccidn de proteinas por ELISA

La deteccion de las proteinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en el MC obtenido del cultivo de
EnSC, DSC y eEnSC se llevé a cabo con un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA). Mediante este procedimiento se pudieron detectar cuantitativamente dichos antigenos en
muestras obtenidas de 3 donantes diferentes para cada tipo celular (se realizaron triplicados para
cada muestra). La metodologia empleada fue un ELISA tipo sandwich (llustracion 16), mediante
el cual se emplean dos anticuerpos especificos de dos epitopos diferentes presentes en el
antigeno y el anticuerpo de deteccion esta conjugado a una enzima que cataliza una reaccion
colorimétrica. Los kits utilizados en los experimentos se detallan a continuacion: Human CXCL9
(MIG) ELISA Kit (EHCXCL9; Thermo Fisher Scientific), Human IP-10 (CXCL10) ELISA Kit
(KAC2361; Thermo Fisher Scientific) y Human I-TAC (CXCL11) ELISA Kit (EHCXCL11; Thermo
Fisher Scientific). Se siguié el protocolo especificado por el fabricante en cada caso, el cual se
explica a continuacién de forma resumida.

En primer lugar, se descongelaron alicuotas del MC que previamente habia sido centrifugado a
1500 rpm (5 min a 20 °C) y filtrado por un didmetro de poro de 0,2 ym, para eliminar posibles
restos celulares. En los experimentos se usaron las muestras correspondientes sin diluirlas
previamente, ya que en este caso realizar diluciones impide la correcta deteccion de las proteinas
objeto de estudio.

En cuanto a los reactivos presentes en cada kit, todos alcanzaron la temperatura ambiente y
fueron mezclados debidamente antes de su uso.

Un paso inicial y necesario es la preparacion del estandar, de concentracion conocida, que se
realizd siguiendo los pasos que se especifican a continuacién. Primero fue reconstituido, para
después preparar diluciones seriadas de dicho estandar. Las muestras de proteina purificada se
afiaden a los pocillos en concentraciones decrecientes y con ello, posteriormente, se obtiene una
curva patrén con unos valores de absorbancia que serviran de referencia y permitiran determinar
la concentracion de antigeno presente en las muestras problema.

El procedimiento se llevd a cabo en una placa de 96 pocillos, los cuales ya presentaban el
anticuerpo de captura unido a la superficie de la placa. Seguidamente, se afiadié el volumen
correspondiente de cada muestra, tanto de las diluciones del estdndar como de las muestras
control (Opti-MEM) y problema (MC de preEnSC, MC de dEnSC, MC de preDSC, MC de dDSC,
MC de preeEnSC y MC de deEnSC). De esta manera el antigeno contenido en la muestra se une
al anticuerpo de captura. Tras una incubacion a temperatura ambiente, se eliminé el contenido de
los pocillos por decantacién y se realizaron 4 lavados con la solucion de lavado correspondiente.
Asi permanece solamente el antigeno de interés unido al anticuerpo de captura y se elimina el
material no unido. Seguidamente, se afadid el anticuerpo de deteccién que estd marcado con
biotina y se incub6 a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
elimin6é el exceso de anticuerpo mediante decantacién y se realizaron 4 lavados. Después se
afiadi6 a los pocillos la solucion que contiene estreptavidina conjugada con HRP y que permite la
deteccién del anticuerpo biotinilado. Se realizé una nueva incubacién a temperatura ambiente. El
contenido de los pocillos se volvié a eliminar por decantacion y se realizaron 4 nuevos lavados. A
continuacion, se afiadié el sustrato enzimético (TMB: tetrametilbencidina), de manera que la
enzima transforma el sustrato sobre el anticuerpo de deteccion produciéndose un cambio de color
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(azul). Tras una incubacion a temperatura ambiente protegiendo los pocillos de la luz, se afadié
una solucién “stop” que para la reaccion, produciéndose un cambio de color de azul a amarillo.
Con un espectrofotdmetro de microplacas Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific) se detecto el
producto de la reaccién enzimatica, es decir, se determind la densidad Optica (DO) de cada
pocillo, leyendo la absorbancia a 450 nm en los siguientes 30 minutos. El software Skanlt 6.1.1.
RE for Microplate Readers genera una curva estandar; siendo la funcion logistica de cuatro
parametros (4 PL) la que proporciona el mejor ajuste de la curva estandar. Con la ecuacién
obtenida se calculé la concentracién de proteina en las muestras control y en las muestras
problema.

MC de preDSC, dDSC, preEnSC, dEnSC,
preeEnSC y deEnSC

Enzima

SAV-HRP

Anticuerpo de

deteccion conjugado
con biotina

CXCLS9,
CXCL10,
CXCL11

Sustrato
@ ™

%

llustracién 16. Esquema representativo del ELISA tipo sandwich. Imagen creada con el software
BioRender.

Anticuerpo
de captura

11. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado o por cuadruplicado y los resultados
aparecen representados como la media £ SD (desviacion estandar). En todos los casos, se
emplearon al menos tres lineas de EnSC, DSC, eEnSC y MSC diferentes, tanto no decidualizadas
como decidualizadas. Los medios condicionados también fueron obtenidos a partir del cultivo de,
al menos, tres lineas celulares distintas. Los estudios de quimiotaxis y fenotipo de linfocitos y
monocitos se realizaron a partir de la sangre de 10 donantes sanas (3 donantes diferentes en
cada experimento).

Se empled la prueba no paramétrica para dos muestras independientes U de Mann-Whitney,
con el objetivo de comparar los efectos de la decidualizacion en el cambio en la morfologia celular,
la secrecion de PRL y la actividad antitumoral. También se emple6 para analizar la actividad
contractil de las preDSC.

Se empled la prueba paramétrica para dos muestras independientes t de Student con el
objetivo de comparar las diferencias en la quimiotaxis y en la expresion génica. Las
comparaciones se realizaron mediante la prueba con la correccion de Welch para varianzas
desiguales.

El andlisis estadistico se realizo con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software; San
Diego, California, EEUU). Un p-valor inferior a 0,05 fue interpretado como estadisticamente
significativo (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).
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1. Células deciduales estromales humanas

Las células deciduales estromales (preDSC) presentan una morfologia alargada, similar a la de
los fibroblastos, y tienen la capacidad de decidualizarse in vivo bajo los efectos de la P4 y otras
hormonas ovéaricas o del embarazo. Durante este proceso de diferenciaciéon, las DSC
decidualizadas (dDSC) adquieren una morfologia mas redondeada y secretan PRL 84207208,

Con el objetivo de comprobar las caracteristicas de las lineas de DSC establecidas, se analizé
la morfologia de la poblacion celular y se estudié su capacidad para decidualizarse in vitro, como
respuesta al tratamiento con P4 y AMPc. Los resultados mostraron que las DSC aisladas estaban
compuestas por una poblacién uniforme de células proliferantes que exhibian una morfologia
adherente de tipo fibroblastico. No se detectdé PRL en los cultivos sin P4 y AMPc, por lo que se
concluy6 que estas lineas estaban constituidas por preDSC. No obstante, afiadir estos factores
decidualizantes al medio de cultivo resulté en un cambio a una morfologia méas redondeada y la
secrecion de PRL, por lo tanto, en la diferenciacion a dDSC (Figura 1A).

Por otra parte, se analizé, por citometria de flujo, el fenotipo antigénico de las preDSC aisladas.
El resultado del estudio de un panel de 36 antigenos mostré que mas del 95% de células
expresaban los marcadores CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, a-SMA,
nestina, podoplanina y vimentina. Las células no expresaron CD15, CD19, CD31, CD34, CD45,
CD62P, citoqueratina y HLA-DR. Los datos obtenidos confirman la pureza del cultivo de preDSC y
la ausencia de células de origen hematopoyético (Figura 1B) (Tabla 13).
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Figura 1. Caracteristicas generales de lineas de preDSC. A) Decidualizacion de preDSC. Tras 14 dias en
cultivo con P4y AMPc, las preDSC cambian su morfologia fibroblastica a una més redondeada y secretan
PRL. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de aumento de 4x. Las barras representan el porcentaje
de células redondeadas tras la cuantificacion de &reas representativas (n = 3 por muestra) con ImageJ y la
secrecion de PRL, por tres lineas de preDSC (media + SD). B) Analisis del fenotipo antigénico de una linea
de preDSC por citometria de flujo (citogramas de un experimento representativo). El estudio se realizé con
tres muestras independientes. (*P < 0,05; **P < 0,01).

Tabla 13. Expresién de antigenos, determinada por citometria de flujo, en lineas de preDSC y MSC de
médula ésea obtenidas en las mismas condiciones. ND: no determinado; 2Negrita: antigenos asociados
a pericitos.

% Células positivas

Antigeno MSC (n=7) preDSC (n=10)
CD9 ND >905
CD10 >05 >905
CD13? >95 >95
CD15 <1 <1
CD19 <1 <1
CD29 >905 >905
CD31 <1 <1
CD34 <1 <1
CD442 >95 >95
CD45 <1 <1
CD54 45-69 51-91
CD62P <1 <1
CD73 >905 >905
CD80 ND 0-73
CD86 ND 0-79
CD90? >95 >95
CD105? >95 >95
CD106? 0-10 0-21
CD140b? ND 67-84
CD1462 68-75 67-92
CD2712 0-8 10-26
AP2 ND 72-85
a-SMA? >95 >95
BAFF <1l 52-66
CXCL12 ND 12-20
CXCL13 <1 20-32
Citoqueratina ND <1
HLA-DR <1 <1
HLA-G <1l 7-30
MFG-E82 ND 37-57
Nestina? >95 70-95
OCT3/4 42-52 42-65
Podoplanina >95 >95
STRO-12 7-48 36-63
Vimentina? ND >95
SUSD2 21-35 32-60
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Una vez analizado el fenotipo de las lineas de preDSC y teniendo en cuenta que la decidua
humana (del primer trimestre de embarazo) contiene células madre mesenquimales
multipotentes?®, se buscd determinar si nuestras preDSC estaban relacionadas o derivaban de
células madre mesenquimales. Para ello, se comparé el perfil fenotipico de las lineas de preDSC
con el de células mesenquimales obtenidas de médula 6sea (MSC)?°, realizando un extenso
andlisis por citometria de flujo.

Dicho estudio confirm6 que ambos tipos de células presentan un fenotipo equivalente. Mas del
95% de las células de las lineas de preDSC y MSC expresaban CD10, CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, a-SMA, nestina y podoplanina; por otra parte, se vio ausencia de expresion de los
marcadores CD15, CD19, CD31, CD34, CD45, CD62P y HLA-DR. Las preDSC expresaron el
antigeno STRO-1 que es un marcador caracteristico de precursores estromales de médula 6sea y
gue relaciona ambos tipos de células, como anteriormente habia comprobado nuestro grupo de
investigacion®®. Es por esto que el perfil de expresion de antigenos era equivalente al observado
en las lineas de MSC de médula 6sea. No obstante, se observé que las MSC no expresaban
BAFF y CXCL13, los cuales si fueron expresados por preDSC?, Las lineas de preDSC también
fueron positivas para los marcadores de eMSC® CD140b, CD146 y SUSD2 (Tabla 13).

Tal como se mostro en el anterior apartado, las preDSC presentan un fenotipo compatible con
el de MSC de médula 6sea (Tabla 13). Dicho fenotipo antigénico, junto a la adherencia al plastico
en condiciones de cultivo estandar y la capacidad de diferenciacién in vitro en osteoblastos,
adipocitos y condrocitos, son propiedades que, en conjunto, se encuentran dentro de los criterios
minimos propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) para definir las MSC
humanas?.

Es por esto que se estudid, a continuacion, mediante RT-PCR, la expresion en preDSC de los
siguientes marcadores de células madre pluripotentes: OCT-4, NANOG y ABCG22?¥. Estos
también son marcadores expresados por MSC fetales?'?, La deteccion de los transcritos de OCT-4
mediante RT-PCR es un reto, ya que facilmente se inducen artefactos como resultado de la
amplificacibn de muchos transcritos similares a OCT-4, procedentes de la expresién de
pseudogenes procesados y no procesados. Se emplearon dos “primers forward” especificos de
OCT-4 (OCT-4FP y OCT-4F), que también amplifican pseudogenes. OCT-4FP y OCT-4F fueron
positivos en las 4 lineas de preDSC estudiadas. Estas también expresaron NANOG y ABCG2
(Figura 2A). Por otra parte, la eficacia de formacion de colonias de las lineas de preDSC oscil6
entre un 4 y un 15% (Figura 2B). Ademas, en adecuadas condiciones de cultivo, las preDSC se
diferenciaron en células procedentes de tres linajes mesenquimales distintos: adipocitos,
osteoblastos y condrocitos. Tal como se esperaba, los adipocitos expresaron “peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma 2” (PPARy2) y la fosfatasa alcalina (AP); los condrocitos
expresaron colageno tipo Il y AP; y los osteocitos fueron positivos para osteopontina, colageno
tipo Il y AP. Osteopontina y AP también fueron positivas en lineas de preDSC no diferenciadas
(Figura 2C).
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Figura 2. Caracteristicas de MSC presentadas por lineas de preDSC. A) Deteccién por RT-PCR de
marcadores de células madre pluripotentes (OCT-4, NANOG, ABCG2) en cuatro lineas de preDSC. B)
Eficiencia de formacién de colonias en tres lineas de preDSC. Las barras representan la media + SD de tres
determinaciones independientes. C) Diferenciacion mesenquimal de una linea de preDSC. PreDSC no
diferenciadas, preDSC diferenciadas a osteocitos (ost.), adipocitos (adip.) y condrocitos (cond.). La
diferenciacién se comprobé con tincién de alizarina (ost.), Oil Red O (adip.) y safranina O (cond.). Barra de
escala: 50 ym. Los marcadores moleculares de diferenciacion se detectaron mediante RT-PCR: PPARy2
(adip.), colageno tipo Il (cond.), osteopontina y AP (ost.). La -2 microglobulina (32MG) se us6 como control
de carga. Para estos experimentos se realizaron 4 réplicas.

Debido a la estrecha relacién existente entre las preDSC y las MSC de médula Gsea y tras
estudiar el perfil fenotipico, se compar6 su capacidad para diferenciarse en respuesta a P4 y
AMPc. Para ello, también se analizaron lineas de MSC cultivadas en condiciones de
decidualizacion?®®, Los resultados obtenidos mostraron que, aunque las MSC cambian su
morfologia fibroblastica hacia una mas redondeada (Figura 3A) y expresan PRL a nivel de ARNm,
no se detectd secrecion de este factor a nivel proteico (Figura 3B).
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Figura 3. Analisis comparativo de la decidualizacion de preDSC y MSC. A) Decidualizaciéon de MSC.
Tras 14 dias en cultivo con P4 y AMPc, las MSC cambian su morfologia fibroblastica a una maés
redondeada. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de aumento de 10x. B) Determinacion por RT-
PCR y ELISA de la produccion de prolactina por preDSC y MSC tras 14 dias de tratamiento con P4 y AMPc.
Se empled la B2MG como gen de expresion constitutiva (“housekeeping gen”). Se muestra un experimento
representativo. En cuanto a la determinacion por ELISA de la produccion de PRL, las barras de error
muestran la media + SD de tres experimentos independientes con 3 diferentes lineas celulares. (*P < 0,05).

Una vez demostrada la relacion existente entre preDSC y MSC de médula 6sea, nos
planteamos el estudio de las caracteristicas de células perivasculares en preDSC?%,
Investigaciones previas han demostrado la localizacién perivascular de las MSC, relacionando
directamente estas células con los pericitos'®®. Los pericitos son células contractiles que rodean
las células endoteliales microvasculares y que tienen un papel clave en el mantenimiento de la
homeostasis vascular. Para llevar a cabo sus funciones, los pericitos producen factores
angiogénicos y tienen  propiedades  contractiles, fagociticas, quimiotacticas e
inmunoreguladoras®+9697,

Inicialmente se estudiaron una serie de marcadores de pericitos en preDSC. Concretamente,
de los 35 antigenos estudiados por citometria de flujo, 14 de ellos eran marcadores de pericitos
(CD13, CD44, CD90, CD105, CD106, CD140b, CD146, CD271, AP, a-SMA, MFG-E8, Nestina,
STRO-1 y Vimentina)!**®. El elevado porcentaje de células positivas para marcadores como a-
SMA, CD140b y CD146 nos ayudaron a identificar nuestras preDSC como pericitos (Tabla 13).

Las lineas de preDSC estudiadas también mostraron otras caracteristicas tipicas de células
perivasculares, tales como la expresion de factores angiogénicos y la actividad contractil. Por un
lado, las células expresaron los siguientes factores angiogénicos: angiopoyetina-1 (ANGPT1),
factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor
de crecimiento placentario (PGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Figura 4A).
Ademas, por microscopia de fluorescencia se pudo comprobar que las preDSC expresaban la
proteina a-SMA, la cual es uno de los marcadores mas caracteristicos de pericitos y confiere a las
células actividad contractil (Figura 4B). Por otra parte, los ensayos de contraccion del coldgeno
mostraron que en presencia de la citoquina proinflamatoria TNF, que se asocia al aborto, las
preDSC experimentaron contraccion; mientras que en presencia de IL-10 y P4, que favorecen el
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embarazo, las células no experimentaban contraccion y se mantenian en estado relajado (Figura
4B).

)
B <
= TNF IL-10 P4
c ] 700 FEEw o e
E 20 (1]
w0 00
% :: o0 200 * *
> 00 %%
.g * % 00 o 100
o™ FkE g kK 100
© % %k
IE m L] 10 a8 (1] ¢ ] 81 1 18 1] ¢ L] 0 ™ 180 0o
= ng/mL ng/mL ng/mL

Figura 4. Caracteristicas de pericitos de lineas de preDSC. A) Deteccién de factores angiogénicos por
RT-PCR en lineas de preDSC. La expresion de ANGPT1, FGF2, HGF, PGF y VEGF fue analizada en
decidua y en 4 lineas independientes de preDSC. B) La proteina a-SMA se detectd por microscopia de
fluorescencia con un anticuerpo anti-a-SMA-Cy3 en fibras de estrés de preDSC (color rojo). El nicleo fue
tefiido con DAPI (color azul). EI TNF indujo contraccion, mientras que IL-10 y P4 indujeron relajacién en las
células, en ensayos de contraccién del colageno. Los datos se muestran como la variacién porcentual en
volumen de la matriz de gel de colageno + SD en las preDSC tratadas con citoquinas o con P4, en
comparacién con las preDSC no tratadas. La formula empleada es la siguiente: variacién del volumen de gel
(%) = [(volumen con preDSC tratadas - volumen con preDSC no tratadas)/volumen con preDSC no
tratadas] x 100. Los valores negativos indican contraccién celular, mientras que los positivos indican
relajacion. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

Se ha observado que las preDSC humanas se localizan in vivo alrededor de los vasos
sanguineos vy, bajo el efecto hormonal, dichas células se diferencian y migran hacia el estroma,
durante la fase secretora tardia y en el endometrio gestante®®. Para determinar la correspondencia
de nuestras lineas de preDSC con las preDSC perivasculares in vivo, se realizaron los siguientes
experimentos en cortes de decidua®®®?4,
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En estas secciones, las preDSC mostraban una morfologia fibroblastica perivascular, mientras
gue se pudo identificar a las dDSC por su morfologia redondeada, gran tamafio y también por su
localizacion en el espacio extravascular (Figura 5A).

En cuanto al fenotipo, se observd, por microscopia confocal, que en su localizacién
perivascular, las preDSC expresaban CD10, marcador de las lineas de preDSC, junto con los
antigenos de MSC/pericitos, tales como a-SMA, nestina, CD140b, CD146, SUSD2, MFG-E8 y
STRO-1. La expresion de CD10 fue similar tanto en las preDSC perivasculares como en las dDSC
extravasculares. Sin embargo, se observd menor expresion de los marcadores de MSC/pericitos
en las dDSC localizadas en la zona extravascular (Figura 5B). Se detecté a-SMA, un antigeno
altamente expresado por las lineas de preDSC, principalmente alrededor de los vasos sanguineos
y mucho menos intensamente en células extravasculares de las secciones de decidua humana. La
a-SMA se colocalizé con nestina, CD140b, CD146, SUSD2, MFG-E8 y STRO-1 (todos ellos
marcadores de pericitos expresados por las lineas preDSC) en células perivasculares, pero no en
zonas extravasculares (Figura 5B). Las células perivasculares también expresaron podoplanina
(Figura 5C), una proteina detectada en las lineas de preDSC. La podoplanina se colocaliz6 con
CD146 y MFG-E8 en las células perivasculares deciduales (Figura 5C). Estos resultados
confirman que las lineas de preDSC in vitro representan a las preDSC perivasculares y se
encuentran estrechamente relacionadas con los pericitos.
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Figura 5. Células perivasculares deciduales. A) Decidua humana crioseccionada y tefiida con azul de
toluidina; se muestran las preDSC (flechas negras) y las dDSC decidualizadas (flechas rojas). Barras de
escala: 25 uym. B) Las células perivasculares a-SMA+ coexpresan (amarillo) CD10, nestina, CD140b,
CD146, SUSD2, MFG-E8 y STRO-1. Las células a-SMA+ de los vasos, que no coexpresan estos antigenos,
corresponden a células musculares lisas. Las células endoteliales son CD34+. Barras de escala: 100 um. C)
Las células perivasculares coexpresan (rosa) podoplanina, CD146 y MFG-ES8. Barras de escala: 100 um.
Este experimento se realizd en cuatro muestras independientes.

Con el objetivo de descartar que las caracteristicas de pericitos y MSC presentadas por las
preDSC se debieran a una mezcla de poblaciones celulares, se obtuvieron tres clonos de
diferentes lineas de preDSC?%2°, Se observd que en ausencia de P4 y AMPc, estos clonos
presentaban una morfologia fibroblastica y no secretaban PRL. No obstante, en cultivo con dichos
factores, los clonos adquirian una morfologia redondeada y secretaban PRL, demostrando su
capacidad de decidualizarse (Figura 6). Bajo adecuadas condiciones de cultivo, los clonos se
diferenciaron a adipocitos, condrocitos y osteoblastos (Figura 6). De esta manera, se pudo
observar que el mismo tipo de célula podia experimentar diferenciacion decidual y mesenquimal.
Ademas, los clonos de preDSC presentaron un fenotipo equivalente al de las lineas de preDSC,
compatible con el de MSC de médula ésea y expresaron antigenos de pericitos (Tabla 14). Estos
resultados demostraron que tanto las caracteristicas de las preDSC como las de los pericitos y
MSC se asocian con el mismo tipo de célula.

Tabla 14. Expresion de antigenos por tres clonos de preDSC, determinada por citometria de flujo.
aNegrita: antigenos asociados a pericitos.

% Células positivas

Antigeno Clon 1 Clon 2 Clon 3
CD10 >905 >95 >95
CD29 >05 >05 >95
CD34 <1 <1 <1
CD442 >95 >95 >95
CD45 <1 <1 <1
CD73 >905 >95 >05

CD140b® 20-33 51-65 33-62
CD1462 73-90 68-87 >05
a-SM actina? >95 >95 >95
HLA-G 7-21 12-30 9-32

SUSD2 22-53 37-68 50-63
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Figura 6. Caracteristicas de clonos de preDSC. Los clonos estudiados presentaron el mismo fenotipo
antigénico que las lineas de preDSC (se muestran citogramas de la doble expresion de CD10 y CD29). Se
decidualizaron en presencia de P4 y AMPc, cambiando su morfologia fibroblastica a una mas redondeada y
secretando PRL. Las imégenes fueron tomadas con un objetivo de aumento de 10x. Barra de escala: 50
um. Los gréficos de barras muestran el porcentaje de células redondas y la secrecion de PRL para cada
uno de los tres clonos (media + SD de tres determinaciones independientes por clon). Los clonos se
diferenciaron en osteoblastos, condrocitos y adipocitos. La diferenciacion mesenquimal se determind con
tincién de alizarina (osteogénica), tincion Oil Red O (adipogénica) y safranina O (condrogénica). Barra de
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escala: 50 ym. Estos experimentos se realizaron a partir de 4 réplicas independientes. (*P < 0,05; **P <
0,01; **P < 0,001; ****P < 0,0001).

Durante la fase secretora del ciclo endometrial y el embarazo, las células del estroma
endometrial/decidual abandonan su localizacién perivascular hacia una zona extravascular,
cambian su morfologia y tamafio, secretan PRL y otros factores como IL-15°%%7, Por lo tanto, este
proceso conocido como decidualizacion induce cambios morfologicos, funcionales y de
localizacion en las preDSC. En base a ello, el siguiente objetivo se centr6 en el estudio de
variaciones inducidas por la decidualizacion en las caracteristicas de nuestras lineas de
preDSC?,

Anteriormente habiamos comprobado en los estudios de microscopia confocal que las dDSC,
gue han abandonado su localizacion alrededor de los vasos sanguineos, presentan una menor
expresion de los marcadores de MSC/pericitos (a-SMA, nestina, CD140b, CD146, SUSD2, MFG-
E8 y STRO-1) que las preDSC (Figura 5B). Los resultados de los experimentos in vitro fueron
equivalentes, es decir, nuestras lineas de preDSC experimentaron los mismos cambios en la
expresion de antigenos detectados in vivo. No se obtuvieron diferencias en la expresién de CD10,
CD29 y CD44 en las dDSC en comparacion con las preDSC. No obstante, la expresién de
CD140b, CD146, SUSD2, a-SMA y nestina si disminuyé de manera significativa en las dDSC.
También se observé que la expresién de la quimioquina con actividad angiogénica CXCL12%®
aumento significativamente (Figuras 7A y 7B). Ademas, se vio que tiempos mas largos de
decidualizacion se relacionaban con un mayor descenso de la intensidad media de fluorescencia
de la a-SMA (Figura 7C).
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Figura 7. Fenotipo antigénico de lineas de DSC no decidualizadas (preDSC) y decidualizadas (dDSC).
A) Histogramas que muestran la expresion de los antigenos CD10, CD29, CD44, CD140b, CD146, SUSD?2,
a-SMA, nestina y la quimioguina CXCL12 en una linea representativa de DSC. B) Las barras representan la
media del porcentaje de células que expresan cada antigeno + SD. C) Las barras representan la media para
la intensidad de fluorescencia (IMF) correspondiente al marcador a-SMA. Los experimentos se realizaron
con 4 muestras diferentes de DSC. Las células decidualizadas fueron tratadas con P4 y AMPc durante 14
dias. (*P < 0,05; *P < 0,01; ***P < 0,001).

Las DSC tienen una funcibn muy importante en la regulacion del desarrollo normal de un
embarazo debido a su capacidad inmunoreguladora. Estas células secretan citoquinas
inmunoreguladoras y quimioquinas que permiten la llegada de leucocitos desde sangre periférica
hacia la decidua. La localizacion perivascular de las preDSC favorece el control de la quimiotaxis
de células T, uNK y monocitos. Los leucocitos activados también secretan citoquinas que ayudan
a regular el microambiente de la decidua?®.

Hasta la fecha, se han realizado estudios en modelo murino que sefalan que, durante el
embarazo, en las DSC se inhibe la expresién de quimioguinas que atraen hacia la decidua células
T activadas con actividad proabortigena, fenbmeno que parece estar relacionado con la
decidualizacion. Este silenciamiento de quimioquinas en la decidua constituye un mecanismo de
tolerancia inmunolégica materno-fetal®:.

Partiendo de estos resultados previos, analizamos este fendbmeno en lineas de preDSC y
dDSC humanas y comprobamos si existen diferencias en la expresion del ARNm de una serie de
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citoquinas y quimioquinas entre ambos tipos de células. Para ello estudiamos, mediante PCR, la
expresion de los siguientes factores: PRL; IL-6; IL-10; IL-15; PR; LIF; el ligando de receptor
activador para el factor nuclear kB (RANKL); las quimioquinas con motivo CC: CCL2, CCLS5,
CCL7, CCL19 y CCL21; las quimioquinas con motivo CXC: CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXL11,
CXCL12, CXCL14; y la quimioguina con motivo CX3C: CX3CL;.

Pudimos comprobar que en dDSC hay una expresion significativamente mayor que en preDSC
de los genes relacionados directamente con el proceso de decidualizaciéon?%®?1427 como PRL,
IL-15, PR, CXCL12 y CXCL14; también hay una mayor expresion de IL-10, LIF, RANKL, CCL7,
CCL19, CXCL8 y CX3CL; (Figura 8A). No obstante, en relacion a la expresion de quimioquinas
gue atraen células T activadas, los resultados obtenidos indican que preDSC y dDSC no expresan
CXCL9 y que hay una disminucion significativa de la expresiéon de CXCL10 y CXCL11 en las
dDSC respecto a las preDSC (Figuras 8A y 8B). Estas quimioquinas regulan la quimiotaxis de
linfocitos al actuar como ligando del receptor CXCR3 expresado por células Thl, Tc y células
NK8:, De esta manera, la decidualizacién de nuestras lineas de DSC inhibe la expresion de
guimioquinas que atraen hacia la decidua a células T con actividad proabortigena.
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Figura 8: Efecto de la decidualizacion (14 dias) en la expresion de citoquinas por preDSC y dDSC. A)
Fold Change de los niveles de expresiéon de ARNm para los distintos factores estudiados. Los genes
estudiados por RT-PCR (convencional) fueron los siguientes: PRL, IL-10, LIF, RANKL, CCL2, CCL7 y
CXCL9. Los genes estudiados por qPCR fueron los siguientes: IL-6, IL-15, PR, CCL5, CCL19, CCL21,
CXCL8, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL14 y CXsCL1. En la RT-PCR, los valores de intensidad de banda
se normalizaron respecto a los obtenidos para el gen de expresion constitutiva GAPDH (“housekeeping
gene”). Para obtener el Fold Change, los valores de intensidad de banda normalizados para dDSC se
relativizaron frente a los de preDSC. En la gPCR, los valores de CT (“cycle treshold”) para cada muestra se
normalizaron respecto a los obtenidos para el gen control de expresion constitutiva GAPDH y los resultados
se expresaron como Fold Change. Los valores de Fold Change inferiores a 1 se representaron con la
formula NFC (“Negative Fold Change”) = -1/FC. Las barras representan la media + SD. Los experimentos se
realizaron a partir de 5 muestras independientes. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ***P < 0,0001). B) Se
muestra la expresion de CXCL9, CXCL10, CXCL11 y GAPDH por RT-PCR en tres lineas celulares (M1:
muestra 1; M2: muestra 2; M3: muestra 3), tanto en preDSC como en dDSC. Las células decidualizadas
fueron tratadas con P4 y AMPc durante 14 dias.

98



RESULTADOS

Los resultados anteriores se obtuvieron en DSC decidualizadas durante un periodo de tiempo
de 14 dias; no obstante, pensamos en la necesidad de repetir este estudio en células
decidualizadas durante menos tiempo, concretamente, 8 dias de tratamiento con P4 y AMPc. Esto
fue conveniente ya que los MC empleados posteriormente en los estudios de migracién de células
sanguineas fueron de 8 dias. Ademas, nuestro grupo de investigacion ha comprobado que es en
estos MC en los que se obtienen los porcentajes de migracion celular mas elevados (datos no
mostrados) y, en ese caso, no hay un elevado nimero de células que hayan entrado en apoptosis;
ya que la decidualizacion prolongada promueve la produccion de factores solubles capaces de
inducir apoptosis en las propias células deciduales o endometriales estromales!®,

También es importante destacar que, llegados a este punto, y ya que anteriormente no se
detectd expresion del ARNm de la quimioquina CXCL9, pensamos en la necesidad de realizar el
siguiente estudio con dos nuevos oligonucleétidos. Los resultados obtenidos (Figura 9A)
muestran claramente una equivalencia en las tres quimioquinas estudiadas, es decir, CXCL9,
CXCL10 y CXCL11. Tiene lugar una disminucién de la expresion de dichas quimioquinas en las
dDSC respecto a las preDSC.

Una vez estudiadas a nivel transcripcional, realizamos un analisis de los niveles de proteina en
los MC de preDSC y dDSC (Figura 9B, 9C y 9D). Se encontr6 que hay una secrecién mas
elevada de CXCL9 por ambos tipos de células que de CXCL10 y CXCL11; de hecho, en el caso
de esta ultima quimioquina, los niveles de proteina son inferiores a 17 pg/mL en todas las
muestras estudiadas. Por otra parte, tal y como habiamos comprobado con el andlisis de la
expresion del ARNm, en los tres casos tiene lugar un descenso significativo de la secrecion
proteica en las dDSC respecto a las preDSC. De esta manera, se pudo comprobar que la
decidualizacion de nuestras lineas de DSC inhibe la secreciéon de quimioquinas que atraen hacia
la decidua a células T con actividad proabortigena.
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Figura 9: Efecto de la decidualizacidn (8 dias) en la expresion de citoquinas por preDSC y dDSC. A)
Se muestra la expresion de CXCL9, CXCL10, CXCL11 y GAPDH por RT-PCR en tres lineas celulares (M1:
muestra 1; M2: muestra 2; M3: muestra 3), tanto en preDSC (-) como en dDSC (+). Las células
decidualizadas fueron tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. Como gen de expresion constitutiva se uso la
GAPDH (“housekeeping gene”). Se muestran los niveles (pg/mL) de las quimioquinas CXCL9 (B), CXCL10
(C) y CXCL11 (D) secretadas por preDSC y dDSC al MC. Como Control (ausencia de proteina) se empleo el
medio de cultivo Opti-MEM. Las barras representan la media + SD. Los experimentos se llevaron a cabo a
partir de 4 muestras independientes y se realizaron triplicados de cada una de ellas. (*P < 0,05; ****P <

0,0001).

Anteriormente, habiamos estudiado la expresion positiva en las lineas de preDSC de una serie
de factores angiogénicos: ANGPT1, FGF2, HGF, PGF y VEGF (Figura 4A). A continuacion,
pudimos comprobar que la decidualizacién no modifico la expresién de los factores angiogénicos
HGF, FGF2, ANGPT1 o VEGF en las dDSC, aunque la expresiéon de PGF si se incrementd
significativamente (Figura 10A y 10B).
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Figura 10. Efecto de la decidualizacion en la expresién de factores angiogénicos. A) Se muestra la
expresion de los factores angiogénicos PGF, ANGPT1, HGF, FGF2 y VEGF por RT-PCR en una linea de
DSC, tanto en preDSC como en dDSC. Las células decidualizadas fueron tratadas con P4 y AMPc durante
14 dias. B) Fold Change de los niveles de expresion de ARNm para cada factor. Los valores de intensidad
de banda se normalizaron respecto a los obtenidos para el gen de expresiéon constitutiva (“housekeeping
gene”). Para obtener el Fold Change, los valores de intensidad de banda normalizados para dDSC se
relativizaron frente a los de preDSC. Los experimentos se realizaron a partir de 4 muestras independientes.
(**P < 0,01).

Actualmente hay numerosas investigaciones que aportan datos dispares sobre el efecto
antitumoral que tienen las MSC. Se ha observado que, dependiendo del tipo de tumor, estas
células pueden estimular o inhibir el crecimiento de las células tumorales y la invasion a otros
tejidos?!8. Por otra parte, hay estudios que sefialan que MSC derivadas de la gelatina de Wharton
(Wharton’s jelly) del cordon umbilical secretan factores que inducen apoptosis en lineas tumorales
y tienen propiedades inmunoreguladoras?1®-220-221,

Es por esto que buscamos estudiar, mediante citometria de flujo, el efecto del MC de preDSC y
del MC de dDSC sobre la apoptosis en diferentes lineas celulares tumorales?!#. Las células se
incubaron con los MC durante 4 dias. Se observé que el MC de dDSC inducia la apoptosis de
manera significativa (en comparacion con el medio Control) en 4 lineas celulares tumorales, tales
como A375 (melanoma), Raji (linfoma de células B), HeLa (adenocarcinoma cervical humano) y
SKBR3 (adenocarcinoma de mama humano). La linea linfocitica tumoral Jurkat y la linea
monocitica tumoral THP-1 no se vieron afectadas. En la linea de carcinoma Cal33 también se
observé un aumento de la apoptosis con el MC de dDSC, pero este no fue estadisticamente
significativo en comparacién con el valor de apoptosis en el medio Control. Por otra parte, tal
como nuestro grupo habia demostrado anteriormente!®®, el MC de dDSC indujo apoptosis sobre
preDSC, pero el MC de preDSC no tuvo efecto. En relacion al efecto sobre linfocitos, se observo
gue tanto el MC de preDSC como el MC de dDSC protegieron a los PBL en reposo de la
apoptosis espontanea?'!, Los PBL activados no experimentaron apoptosis ni previamente a la
incubacién con los MC ni tras la incubacion con estos (Figura 11). En conjunto, estos resultados
muestran que los factores secretados por las dDSC inducen apoptosis en las lineas de preDSC y
en algunas lineas celulares tumorales; pero no tienen el mismo efecto en PBL, llegando incluso a
proteger a los PBL en reposo de la apoptosis espontanea.
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Figura 11. Actividad antitumoral de los factores secretados por preDSC y dDSC. Se muestra el efecto
del medio Control (Opti-MEM) y de los medios condicionados de preDSC (MC preDSC) y dDSC (MC dDSC)
en la apoptosis de PBL en reposo y activados, preDSC y 7 diferentes lineas tumorales (Jurkat, Raji, THP-1,
A375, Cal33, HeLa y SKBR3). Las barras representan el porcentaje de células apoptoticas (media = SD de
cuatro determinaciones). Los experimentos se realizaron a partir de MC de 4 lineas diferentes de DSC.
(*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

La decidua humana presenta un microambiente inmunitario Unico que favorece la implantacion
y el desarrollo del embridon semialogénico. En la decidua, las DSC desempefian una funcién muy
importante en la tolerancia inmunol6gica materno-fetal, a través de la secreciéon de quimioquinas
gue orquestan la actividad proliferativa y migratoria de las células inmunitarias hacia el tejido
decidual. La mayoria de estas quimioquinas son quimioatrayentes de macréfagos y células NK.
Estas células, a su vez, regulan la invasion del trofoblasto y el progreso de la decidualizacion*%22,
Sin embargo, en modelo murino se ha observado que las DSC inhiben la expresion de las
quimioquinas que atraen células Thl y Tc hacia la decidua® y nuestros resultados en células de
origen humano también lo confirman (Figura 8 y Figura 9). Es por esto que en la siguiente serie
de experimentos investigamos el efecto de las DSC en la migracion de células T activadas.

1.6.1.1. Fenotipo antigénico de PBL activados

En primer lugar, se determiné por citometria de flujo el fenotipo de los PBL obtenidos de la
sangre periférica de diferentes donantes y activados in vitro con PHA y anti-CD28, a los que se
afiadié IL-2 como factor de crecimiento/proliferacion. Los resultados muestran que los PBL
presentan un perfil de linfocitos activados CXCR3+ (>95%), que incluye células T (>95% CD45+,
>90% CD3+, CD14-, CD19-), con subpoblaciones de células Thl CD4+ (20-41%), células Tc
CD8+ (46-65%) y células NK CD56+ (6-14%) (Figura 12).

Isotipo

CXCR3

4
o

028

02
0,055

CXCR3

4
3o

107

@2
88,2

CXCR3

4
1 3o
686

a2
N3

E

0,089

CXCR3

a4
170

102

CD4




RESULTADOS

110 -
100 { = =

80 -
704

40 -

Expresion antigenos (%)
o
=]

Figura 12. Perfil fenotipico de PBL activados. A) Andlisis por citometria de flujo del fenotipo antigénico de
PBL activados in vitro con PHA+anti-CD28 y mantenidos durante 6 dias con IL-2 (citogramas de un
experimento representativo). Se muestra la doble expresion de CD3/CXCR3, CD4/CXCR3, CD8/CXCR3 y
CD56/CXCRS3. B) Expresion de los antigenos CD45, CD14, CD19, CD56, CD3, CD4, CD8 y CXCR3 en PBL
activados. Las barras representan la media del porcentaje de células que expresan cada antigeno + SD. Los
experimentos se llevaron a cabo con linfocitos de 6 donantes sanas diferentes.

1.6.1.2. Quimiotaxis de PBL activados debida a los factores secretados por
DSC

A continuacion, estudiamos la migracion, en camara Transwell y durante 24 horas, de los PBL
activados en respuesta a la exposicion a los MC de preDSC y dDSC que contienen los factores
secretados por estas células.

Los resultados obtenidos mostraron que el MC de preDSC incrementa significativamente la
migracion de PBL activados en comparacion con el medio Control (Opti-MEM), pero el MC de
dDSC inhibe de forma significativa la migracion. Ademas, se observd una migracion muy baja de
los PBL no activados, siendo inferior a un 10% en todos los medios, y sin diferencias significativas
entre los MC y el Control (Figura 13A).

Sabiendo que el MC de preDSC incrementa la migracion de PBL activados y que las preDSC
expresan CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (Figura 9); investigamos el efecto del bloqueo de la
actividad quimiotactica de las preDSC, con el objetivo de demostrar que efectivamente estas
guimioquinas son las responsables del efecto quimioatrayente de las preDSC.

El blogueo de la actividad quimiotactica del MC de preDSC se llevé a cabo usando un
anticuerpo monoclonal que reconoce el receptor CXCR3 (receptor de quimioguinas CXCL9,
CXCL10 y CXCL11). La exposicién mantenida de los PBL con el anticuerpo bloqueante a dosis
crecientes resulté en una disminucion de la migracion de los linfocitos T activados y expuestos al
MC de preDSC, demostrando asi que CXCL9, CXCL10 y CXCL11 son responsables de esta
actividad quimioatrayente (Figura 13B).

No obstante, la menor expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en dDSC no explica la
inhibicion significativa de la migracion de PBL activados inducida por el MC de dDSC; ya que el
efecto de esta disminucidn de la expresion de quimioquinas por si sola implicaria una migracion
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similar a la que se obtiene en el medio Control y no significativamente menor, como observamos
en nuestros resultados (Figuras 13A y 13B). Esta inhibicién de la migracién, es decir, menor a la
obtenida en el medio Control, sugiere, por tanto, que ademéas de inhibir la expresion de las
quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, las dDSC secretan uno o mas factores que son
capaces de inhibir activamente la migracion de linfocitos T activados, es decir, factores inhibidores
de la quimiotaxis de células T (T cell chemotaxis-inhibiting factors, TCIF).

A continuacion, buscamos describir la naturaleza y propiedades de dicho factor o factores
inhibidores de la migracion. Para ello, en primer lugar, se sometié el MC de preDSC y de dDSC a
un tratamiento térmico. Se observé que el calentamiento del MC de dDSC a 60°C durante 45
minutos no afectd a su capacidad de inhibir la actividad migratoria de PBL activados; mientras que
el calentamiento si redujo el efecto activador de la migracién del MC de preDSC, probablemente
debido a la desnaturalizacion de las proteinas CXCL9, CXCL10 y CXL11 (Figura 13C). Este
resultado indica que el TCIF es termoestable, mientras que los factores que activan la migracién
de células T son termolabiles.

Seguidamente, para poder definir el tamafio del factor que buscamos, se llevaron a cabo
experimentos de dialisis del MC de preDSC y el MC de dDSC. Esta se realiz6 en membranas que
permitian el paso de moléculas con un peso molecular menor de 6000-8000 Da (MWCO 6000-
8000 Da). En estos experimentos se observé que la actividad migratoria con el MC de preDSC
dializado se mantenia, no habia diferencias significativas en comparacion con el medio no
dializado. Esto es debido a que el peso molecular de las quimioguinas CXCL9, CXCL10 y
CXCL11%2%224 es superior a 8000 Da. No obstante, la actividad inhibitoria del MC de dDSC
dializado se perdio, indicando que el peso molecular de TCIF es inferior al MWCO de la
membrana de dialisis (Figura 13D).

Por todo esto, nuestros resultados indican que las preDSC secretan las quimioquinas CXCL9,
CXCL10 y CXCL11 que atraen a los linfocitos T activados. Dichos factores son termolabiles y
tienen un peso molecular superior a los 8000 Da?*224, Por su parte las dDSC secretan factores
gue inhiben activamente la migracion de linfocitos T activados. Estos factores son termoestables y
presentan un peso molecular inferior a 6000 Da??®,
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Figura 13. Efecto de la decidualizacidon en la actividad quimiotactica de DSC humanas sobre PBL
activados. A) Efecto del medio Control (Opti-MEM) y el MC de preDSC y dDSC en la migracion de PBL no
activados y activados durante 24 horas en Camara Transwell. Las barras representan la media del
porcentaje de migracion de PBL + SD de 10 determinaciones independientes. Las muestras de sangre
periférica se obtuvieron de 5 donantes sanas y se emplearon 10 lineas de DSC para obtener los MC. B)
Bloqueo de la actividad quimiotactica del medio Control y el MC de preDSC y dDSC, y efecto en la
migracion de PBL activados durante 24 horas en Camara Transwell. Los PBL se incubaron con distintas
dosis de un anticuerpo monoclonal anti-CXCR3 (1,25 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL). C) Efecto del
calentamiento, a 60°C durante 45 minutos, del medio Control y el MC de preDSC y dDSC en la migracion de
PBL activados durante 24 horas en Camara Transwell. D) Efecto de la didlisis del medio Control y el MC de
preDSC y dDSC en la migracién de PBL activados durante 24 horas en Camara Transwell. La didlisis se
llevé a cabo en membranas con un MWCO de 6000-8000 Da. Los medios se dializaron frente a medio Opti-
MEM (sin FBS) durante 24 horas a 4°C y en agitacion. En los apartados B, C y D las barras representan la
media del porcentaje de migracion de PBL + SD de 3 determinaciones independientes. Las muestras de
sangre periférica se obtuvieron de 3 donantes sanas y se emplearon 3 lineas de DSC para obtener los MC
de preDSC y dDSC. ElI MC de dDSC se obtiene de células decidualizadas durante 8 dias en todos los
experimentos. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

1.6.1.3. Efecto de los MC de DSC sobre la guimiotaxis de las subpoblaciones
de PBL activados

Tras estudiar el efecto de la decidualizacion de las DSC en la quimiotaxis de PBL activados,
analizamos por PCR vy citometria de flujo el perfil fenotipico de las células quimioatraidas. Los
resultados mostraron que el MC de dDSC disminuye significativamente la expresion de las
citoquinas proinflamatorias IFN-y y TNF-a en PBL activados (Figuras 14A y 14B). Por otra parte,
el analisis de las subpoblaciones de linfocitos activados, que han experimentado quimiotaxis tras
la exposicién a los MC, mostré que el efecto activador de la migracién del MC de preDSC y el
efecto inhibidor de la migracion del MC de dDSC afectaron a las células Thl
(CD3+/CD4+/CXCR3+) y Tc (CD3+/CD8+/CXCR3+), pero no tuvieron un efecto significativo sobre
células NK activadas (CD56+/CXCR3+) (Figura 14C).
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Figura 14. Estudio del fenotipo antigénico de los PBL quimioatraidos. A) Efecto de los MC en la
expresiéon de IFN-y y TNF-a por PBL activados que han experimentado quimiotaxis. Se representa el
resultado obtenido del estudio por qPCR. Los valores de CT (“cycle treshold”) para cada muestra se
normalizaron respecto a los obtenidos para el gen control de expresién constitutiva GAPDH (“housekeeping
gene”). Los valores normalizados correspondientes a los PBL activados que han migrado en los MC, se
relativizaron frente a los valores obtenidos para los PBL activados que han migrado en el medio Control. El
resultado se expresdé como Fold Change. B) Se muestra la expresiéon de IFN-y, TNF-a y GAPDH por RT-
PCR en PBL activados antes de la exposicién a los medios (AM: antes de migrar); y en PBL activados que
han sido quimioatraidos por el medio Control y el MC de preDSC y dDSC (2 lineas de DSC). C) Efecto
guimiotactico de los MC sobre las diferentes subpoblaciones de linfocitos activados. Las barras sombreadas
representan el nimero de células positivas para cada marcador antes de la exposicién a los medios (AM:
antes de migrar). Las barras no sombreadas representan el nimero de células positivas para cada
marcador tras la migracion. Las subpoblaciones linfocitarias estudiadas son positivas para los siguientes
antigenos respectivamente: CD3+/CXCR3+, CD4+/CXCR3+, CD8+/CXCR3+, CD56+/CXCR3+. En los
apartados A y C, las barras representan la media + SD de 3 determinaciones independientes. Las muestras
de sangre periférica se obtuvieron de 3 donantes sanas y se emplearon 3 lineas de DSC para obtener los
MC de preDSC y dDSC. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para la obtencion del MC de
dDSC, las células fueron tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. (*P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001,
P < 0,0001).
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Paralelamente, se estudio el efecto de los MC de preDSC y dDSC sobre dos lineas tumorales:
la linea linfocitica Jurkat (células Th) y la linea monocitica THP-1. El objetivo de dichos
experimentos fue comprobar si el efecto activador de la migracién del MC de preDSC vy el efecto
inhibidor del MC de dDSC se mantenian, es decir, si eran 0 no especificos para células T
activadas.

Se observd que el MC de preDSC incrementaba significativamente la migracion de células
THP-1 (Figura 15B), pero no de células Jurkat (Figura 15A). La menor eficacia migratoria de esta
linea linfocitica tumoral en comparacién con los PBL activados (Figura 13A) se explica por la
menor expresion del receptor de quimioquinas CXCR3 (Figura 15C). No obstante, el MC de dDSC
también inhibi6 la migracion de células Jurkat (Figura 15A), mientras que la migracién se
incrementé en la linea THP-1 (Figura 15B). Esto confirma que la decidualizacién aumenta la
secrecion en las DSC de factores quimiotacticos para monocitos. Ademas, los resultados sefialan
gue los factores inhibidores pueden ser especificos de células T activadas.
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Figura 15. Efecto quimiotactico de los MC de preDSC y dDSC en las lineas tumorales Jurkat y THP-1.
Efecto del medio Control (Opti-MEM) y el MC de preDSC y dDSC en la migracion de células Jurkat (A) y de
células THP-1 (B) durante 24 horas en Camara Transwell. Las barras representan la media del porcentaje
de migracién celular £+ SD de 5 determinaciones independientes. Se emplearon 5 lineas de DSC para
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obtener los MC de preDSC y dDSC. Los experimentos se realizaron por triplicado. El MC de dDSC se
obtiene de células decidualizadas durante 8 dias. C) Analisis por citometria de flujo del fenotipo antigénico
de PBL activados y células Jurkat (citogramas de un experimento representativo). Se muestra el
correspondiente isotipo y la doble expresion de CD3/CXCRS3. (*P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001; ***P <
0,0001).

2. Células endometriales estromales humanas

El segundo tipo de células objeto de estudio en nuestro trabajo son las células endometriales
estromales o EnSC, obtenidas a partir de sangre menstrual. Se establecieron lineas de EnSC con
las que, al igual que con DSC, se realiz6 una caracterizacion morfoldgica de la poblacion y se
estudié su capacidad de decidualizacién?®. Como las preDSC, las preEnSC presentaron una
morfologia de tipo fibroblastico y crecieron de forma adherente. Tras la decidualizacion, se aprecio
un cambio hacia una morfologia mas redondeada en las EnSC decidualizadas (dEnSC), las
cuales secretaron PRL. No se detect6 PRL en los cultivos sin P4 y AMPc (Figura 16A).

El analisis del fenotipo antigénico, por citometria de flujo, de preEnSC mostr6 que mas del 95%
de células expresaban los marcadores CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, a-SMA,
nestina y podoplanina; por otra parte, se vio ausencia de expresion de los marcadores CD15,
CD19, CD31, CD34, CD45, CD62P, citoqueratina y HLA-DR (Figura 16B) (Tabla 15). Los datos
obtenidos confirman la pureza del cultivo de preEnSC y la ausencia de células de origen
hematopoyético.
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Figura 16. Caracteristicas generales de lineas de preEnSC. A) Decidualizacion de preEnSC. Tras 14
dias en cultivo con P4 y AMPc, las preEnSC no diferenciadas cambian su morfologia fibroblastica a una
redondeada y secretan PRL. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de aumento de 4x. Las barras
representan el porcentaje de células redondeadas tras la cuantificacion de areas representativas (n = 3 por
muestra) con ImageJ y la secrecién de PRL, por tres lineas de preEnSC (media + SD). B) Andlisis del
fenotipo antigénico de una linea de preEnSC por citometria de flujo (citogramas de un experimento
representativo). El estudio se realizo en tres muestras independientes. (*P < 0,05; ****P < 0,0001).

Tabla 15. Expresidon de antigenos, determinada por citometria de flujo, en lineas de preEnSC y MSC
de médula 6sea obtenidas en las mismas condiciones. ND: no determinado; 2Negrita: antigenos
asociados a pericitos.

% Células positivas

Antigeno MSC (n=7) preEnSC (n=10)
CD9 ND >05
CD10 >05 >905
CD132 >95 >95
CD15 <1 <1
CD19 <1 <1
CD29 >05 >905
CD31 <1 <1
CD34 <1 <1
CD442 >95 >95
CD45 <1 <1
CD54 45-69 75-87
CD62P <1 <1
CD73 >905 >905
CD80 ND 5-33
CD86 ND 10-22
CD90? >95 >95
CD105? >95 58-98
CD106? 0-10 0-22
CD140b® ND 30-92
CD1462 68-75 48-95
CD2712 0-8 ND
Ap2 ND ND
a-SMA?2 >95 74-99
BAFF <1 72-84
CXCL12 ND 30-46
CXCL13 <1 18-33
Citoqueratina ND <1
HLA-DR <1 <1
HLA-G <1 0-18
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MFG-E82 ND 26-33
Nestina? >95 20-95
OCT3/4 42-52 ND
Podoplanina >95 >95
STRO-12 7-48 14-21
Vimentina?® ND ND
SUSD2 21-35 34-79

Tras analizar el fenotipo de las lineas de preEnSC obtenidas de sangre menstrual y con el
objetivo de determinar si estas células derivan también de células madre mesenquimales, nos
centramos en comparar el perfil de expresion de marcadores de las lineas de preEnSC con el de
MSC (Tabla 15).

Dicho andlisis confirm6 que ambos tipos de células presentan un fenotipo equivalente. Mas del
95% de las células de las lineas de preEnSC y MSC expresaban CD10, CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90 y podoplanina; al igual que las MSC, un elevado porcentaje de preEnSC expresaban
a-SMA y nestina. Ademas, se vio ausencia de expresion de los marcadores CD15, CD19, CD31,
CD34, CD45, CD62P y HLA-DR. Las preEnSC expresaron también el antigeno STRO-1 que es
caracteristico de precursores estromales de médula 6sea. No obstante, aunque en las MSC habia
ausencia de expresion de BAFF y CXCL13, las preEnSC si expresaron estos antigenos. Las
lineas de preEnSC fueron positivas para los marcadores de eMSC CD140b, CD146 y SUSD2
(Tabla 15).

3. Diferencias entre DSC y EnSC

Las EnSC son equivalentes a las DSC en endometrio no gestante; es decir, son el mismo tipo
de célula, pero en un contexto fisiologico diferente (EnSC en endometrio no gestante y DSC en
endometrio gestante). Es previsible que las diferencias presentes en dicho contexto fisioldgico
afecten a su fenotipo y funciones?'3216,

Partiendo de la base de que tanto las lineas de preDSC como de preEnSC pueden
diferenciarse in vitro tal como lo hacen in vivo, se compard su capacidad para decidualizarse en
respuesta al cultivo con P4 y AMPc?®. Los resultados mostraron que ambos tipos de células
cambian su aspecto fibroblastico por una morfologia mas redondeada; no obstante, el porcentaje
de células redondeadas es significativamente mayor en DSC decidualizadas (dDSC) (Figura
17A). Ademas, las dDSC secretaron significativamente mas PRL que las EnSC decidualizadas
(dEnSC) (Figura 17B). Otras propiedades asociadas al proceso de decidualizacion, tales como la
produccion de IL-15 y la muerte celular por apoptosis, también fueron significativamente mayores
en las dDSC que en las dEnSC (Figuras 17C y 17D). Incluso, tras la incubacién prolongada en el
tiempo con P4 y AMPc, las dEnSC no alcanzaron el nivel de produccion de PRL y de apoptosis
observados en las dDSC (Figuras 17B y 17D).
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Figura 17. Andlisis comparativo de la respuesta a la decidualizacién en EnSC y DSC. A) Cambios
morfolégicos en preEnSC y preDSC cultivadas con P4 y AMPc durante 7 dias. Las barras muestran el
porcentaje de células redondeadas tras la cuantificacién de areas representativas (n = 3 por muestra) con
ImageJ. B) Evolucién temporal de la secrecion de PRL por preEnSC y preDSC tras la incubacién con P4 y
AMPc. La produccién de PRL por células no decidualizadas fue 0 en todos los puntos temporales (datos no
mostrados). C) Secrecion de IL-15 por preEnSC y preDSC tras 7 dias en cultivo con P4 y AMPc y sin dichos
factores. D) Induccién de apoptosis en respuesta a la decidualizacion prolongada durante 28 dias. Las
células apoptoéticas sub-G1 se analizaron cada 7 dias. Las barras de error muestran la media £ SD de cinco
(B y D) ytres (Ay C) experimentos independientes con diferentes lineas celulares. (*P < 0,05; **P < 0,01,
**P < (0,001).

Los receptores nucleares de la progesterona (PR) y la PKA desempefian una funcion clave en
el proceso de decidualizacion. El receptor de la progesterona tiene dos isoformas (PR-A y PR-B),
mientras que la PKA es un complejo enzimatico formado por dos subunidades reguladoras (R) y
dos subunidades cataliticas (C); existen tres subunidades C distintas (Ca/pBly) y cuatro
subunidades R (Rla/B y Rlla/B)?S.

Estudios previos muestran que las EnSC expresan las subunidades Ca y CB, asi como las
cuatro subunidades reguladoras de la PKA, aunque la expresion de la isoforma Rla es mayor que
el resto®2%7,
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En base a ello, se compar6 la expresion de PR y PKA entre preEnSC y preDSC?%. Los
resultados muestran que ambos tipos de células expresan niveles basales similares de las dos
isoformas de PR y de las subunidades catalitica (Ca/B/y) y reguladora Rla/f de la PKA. Ademas,
la expresion de la subunidad reguladora de la PKA y de la isoforma PR-A aumenté tras la
decidualizacién en ambos tipos celulares. Se observé que dicho incremento de la expresion de la
PKA Rlao/f fue significativamente mayor en las dDSC que en las dEnSC (Figura 18A). Estos
resultados se confirmaron mediante un andlisis de la expresion de la PKA Rla/f en respuesta a la
decidualizaciéon durante 14 dias (Figura 18B).

Por otra parte, se analizaron las posibles diferencias en las rutas de sefalizacion en respuesta
a la decidualizacion, mediante el estudio de la expresion del factor de transcripcion FOXO1. Los
resultados mostraron que la incubacién con P4 y AMPc indujo la expresion de FOXO1 en las
preEnSC y preDSC, pero sin diferencias significativas entre ambos tipos celulares (Figura 18A).
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Figura 18. Expresion de PR, PKA y FOXOL1 en respuesta a la decidualizacién. (A) preEnSC y preDSC
se incubaron con P4 y AMPc durante 10 dias. La expresion de las isoformas de PR, las subunidades de la
PKA catalitica (Ca/pl/y) y reguladora (Rla/B), y FOXOL1 fue analizada por Western Blot. (B) Se estudio la
expresion de PKA Rla/B mediante Western Blot en preEnSC y preDSC tras la incubacion durante 7, 10y 14
dias con P4+AMPc. a-tubulina y B-actina se utilizaron como controles de carga. En los paneles de la
izquierda se muestra un experimento representativo en cada caso. Los gréficos de barras muestran la
expresion relativa de PR-A (A), PKA Rla/B (A, B) y FOXO1 (A) tras el analisis de la intensidad de banda de
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tres experimentos de Western Blot con tres lineas diferentes de EnSC y DSC (paneles de la derecha).
(*P < 0,05; **P < 0,01).

Tal como se ha detallado anteriormente, nuestras lineas de preDSC y preEnSC presentan un
fenotipo antigénico compatible con el de MSC de médula 0sea y expresan antigenos de ceélulas
perivasculares. Partiendo de esta base, realizamos un estudio comparativo del fenotipo antigénico
de las preDSC y las preEnSC (Figura 19), con el objetivo de poder demostrar la estrecha relacién
gue existe entre ambos tipos celulares a nivel de su perfil fenotipico.

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas en la expresion de los
marcadores de MSC CD10, CD29, CD44, CD73, CD105 y podoplanina. Tampoco encontramos
diferencias al comparar la expresion de marcadores de pericitos como CD105, CD140b, CD146,
SUSD2, MFG-ES8, nestina y STRO-1 (Figura 19). Estos resultados confirman que las preDSC y
las preEnSC tienen un fenotipo antigénico equivalente y se encuentran en una localizacion
perivascular, tanto en el endometrio no gestante (preEnSC) como en el endometrio gestante
(preDSC).
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Con el objetivo de seguir realizando un andlisis comparativo entre DSC y EnSC, analizamos la
expresion y secrecion en las EnSC de las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, responsables
de la atraccion de linfocitos activados al endometrio y a la decidua.

Los resultados obtenidos muestran que, con la decidualizacion de las preEnSC, tiene lugar una
disminucion de la expresion del ARNm de CXCL9 y CXCL11; no obstante, la expresion de
CXCL10 se incrementa en las dEnSC (Figura 20A).

Tras el andlisis transcripcional, realizamos un estudio de los niveles de proteina en los MC de
preEnSC y dEnSC (Figuras 20B, 20C y 20D). Nuevamente, como en las DSC, se encontré que
hay una secrecion mas elevada de CXCL9 que de CXCL10 y CXCL11. Por otra parte, como en las
dDSC, y tal y como habiamos comprobado con el analisis de la expresion del ARNm, en todas las
muestras de dEnSC tiene lugar un descenso significativo de la secrecion de CXCL9 respecto a las
preEnSC. No obstante, al contrario que con las DSC, la decidualizacién de las preEnSC induce
una mayor secrecion de CXCL10. En cuanto a CXCL11, encontramos niveles muy bajos
(inferiores a 3 pg/mL) en DSC y EnSC. Al comparar los niveles de cada quimioquina en el MC de
preDSC y preEnSC, comprobamos que la secrecién proteica es significativamente mayor en las
preDSC, resultado que confirma la importante actividad quimiotéctica de estas células en su
localizacion alrededor de los vasos sanguineos.
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Figura 20. Comparacion del efecto de la decidualizacion en la expresion de citoquinas por DSC y
EnSC. A) Se muestra la expresion de CXCL9, CXCL10, CXCL11 y GAPDH por RT-PCR en tres lineas
celulares, tanto en preDSC y preEnSC (-), como en dDSC y dEnSC (+). Las células decidualizadas fueron
tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. Como gen de expresion constitutiva se usdé la GAPDH
(“housekeeping gene”). Se muestran los niveles (pg/mL) de las quimioquinas CXCL9 (B), CXCL10 (C) y
CXCL11 (D) secretadas por DSC y EnSC al MC. Como Control (ausencia de proteina) se emple6 el medio
de cultivo Opti-MEM. Las barras representan la media + SD. Los experimentos se llevaron a cabo a partir de
4 muestras independientes y se realizaron triplicados de cada una de ellas. (*P < 0,05; **P < 0,001;
*P < (0,0001).

Los resultados explicados en el apartado anterior estdn estrechamente relacionados con la
guimiotaxis de células sanguineas, al estar en contacto con los factores secretados por las células
estromales uterinas. Es por esto que continuamos el andlisis comparativo de la actividad
quimiotactica de las DSC y las EnSC, evaluando la migracién de PBL activados en los MC de
estas células.

Nuestros datos muestran que, al igual que en las preDSC (Figura 13A), el MC de preEnSC
incrementa significativamente la migracion de PBL activados en comparacién con el medio Control
(Opti-MEM); pero el MC de dEnSC inhibe de forma significativa la migracion (Figura 21). Por otra
parte, la menor secrecion de CXCL9, CXCL10 y CXL11 en las preEnSC respecto a las preDSC
(Figuras 20B, 20C y 20D) estd directamente relacionada con la significativamente menor
migracion linfocitaria observada en el MC de preEnSC al comparar con el MC de preDSC (Figura
21).
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Figura 21. Comparacion de la actividad quimiotactica de DSC y EnSC sobre PBL activados. Efecto del
medio Control (Opti-MEM) y el MC de preDSC, dDSC, preEnSC y dEnSC en la migraciéon de PBL activados
durante 24 horas en Camara Transwell. Las barras representan la media del porcentaje de migracion de
PBL activados + SD de 10 (DSC) y 6 (EnSC) determinaciones independientes. En los experimentos con
DSC, las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 5 donantes sanas y se emplearon 10 lineas de
DSC para obtener los MC. En los experimentos con EnSC, las muestras de sangre periférica se obtuvieron
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de 3 donantes sanas y se emplearon 6 lineas de EnSC para obtener los MC. El MC de dDSC y dEnSC se
obtiene de células decidualizadas durante 8 dias en todos los experimentos. (*P < 0,05; ***P < 0,001;
*P < (0,0001).

4. Endometriosis

Tras caracterizar fenotipica y funcionalmente las células estromales obtenidas del endometrio y
la decidua humanas, y realizar un analisis comparativo de ambos tipos celulares, nos
concentramos en el estudio de una condicidn patoldgica, la endometriosis.

El tercer tipo de células que hemos estudiado en nuestro trabajo son las eEnSC, obtenidas a
partir de endometriomas ovaricos. Se establecieron lineas de eEnSC con las que, al igual que en
las DSC y las EnSC, se realiz6 una caracterizacion morfolégica de la poblacion celular y se
estudi6 la capacidad de estas células para decidualizarse in vitro.

Como las preDSC y las preEnSC, las preeEnSC presentan una morfologia alargada y
fibroblastica, y crecen de forma adherente (Figura 22A). Con el fin de estudiar la capacidad de
decidualizacion de las preeEnSC, se trataron las lineas celulares con P4 y AMPc durante 14 dias.
Tal y como nuestro grupo de investigacion habia demostrado anteriormente?®, nuestras lineas de
preeEnSC, tras el proceso de decidualizacion, apenas alteraron su morfologia fibroblastica,
observandose un bajo porcentaje de células redondeadas. Por otra parte, no se detectd PRL en
los cultivos sin P4 y AMPc; no obstante, al afiadir estos factores al medio de cultivo, se induce la
secrecion de PRL (Figura 22A), aunque los niveles son mas bajos que los observados
anteriormente en dDSC y dEnSC (Figuras 1A y 16A). Por lo tanto, los resultados obtenidos
prueban la menor capacidad de nuestras lineas de preeEnSC para sufrir cambios de morfologia y
expresar PRL en respuesta a la decidualizacion.

De nuevo se analizé, por citometria de flujo, el fenotipo antigénico de las preeEnSC aisladas. El
resultado del estudio de 20 antigenos mostr6 que mas del 95% de células expresaban los
biomarcadores propios de MSC CD10, CD29, CD44, CD73 y CD90. Las células no expresaron
CD31, CD34, CD45 y tampoco citoqueratina. Las lineas de preeEnSC también expresaron los
marcadores de eMSC CD140b, CD146 y SUSD2 (Figura 22B) (Tabla 16). Los datos obtenidos
confirman la pureza del cultivo de preeEnSC y la ausencia de células de origen hematopoyético.

118



RESULTADOS

preeEnSC

deEnSC

Hke

H 10 20 30 a0 50 0 z0 40 &0 80 100

Células redondeadas (%) Prolactina (ng/10% células)

1 2 3
0 0 10 0 0

Isotipo

4
0 3o
090

w0 3o
0,60

o4 2 a3 o4 03 o4 a3
o 1016 042 0 1102 039 o 1062 03

T 8 T . v .

' 4 ' N '
Wo 0 ? |°’ 0 lﬂu 0 qu |0, w0 ‘ﬂn w ? ?

CD10 CD44 CD73

Figura 22. Caracteristicas generales de lineas de preeEnSC. A) Decidualizaciéon de preeEnSC. Tras 14
dias en cultivo con P4 y AMPc, las preeEnSC no presentan un cambio significativo de morfologia
fibroblastica a una redondeada, pero si secretan PRL. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de
aumento de 4x. Las barras representan el porcentaje de células redondeadas tras la cuantificacion de areas
representativas (n = 3 por muestra) con ImageJ y la secrecion de PRL, por tres lineas de preeEnSC (media
+ SD). B) Analisis del fenotipo antigénico de una linea de preeEnSC por citometria de flujo (citogramas de
un experimento representativo). El estudio se realiz6 en tres muestras independientes. (**P < 0,01).
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Tabla 16. Expresion de antigenos, determinada por citometria de flujo, en lineas de preeEnSC y MSC
de médula 6sea obtenidas en las mismas condiciones. ND: no determinado; ®Negrita: antigenos
asociados a pericitos.

% Células positivas

Antigeno MSC (n=7) preeEnSC (n=10)
CD10 >05 >05
CD29 >05 >05
CD31 <1l <1
CD34 <1l <1l
CD442 >95 >95
CD45 <1 <1l
CD73 >05 >05
CD90? >95 >95

CD1052 >05 25-99
CD140b? ND 0-39
CD1462 68-75 30-97
SUSD2 21-35 13-85
a-SMA? >95 57-99
Citoqueratina ND <1
HLA-G <1 0-18
MFG-E82 ND 1-33
Nestina? >95 10-97
Podoplanina >95 30-97
STRO-12 7-48 0-12
CXCL12 ND 0-37

La caracterizacion fenotipica de las preeEnSC nos permitié evaluar y confirmar la existencia de
un perfil de expresién de antigenos equivalente al de MSC de médula ésea (Tabla 16), al igual
gue en los dos tipos celulares estudiados anteriormente (Tabla 13 y Tabla 15).

Tal y como se ha explicado anteriormente, el analisis mostré que mas del 95% de las
preeEnSC expresaban los biomarcadores caracteristicos de MSC. No obstante, la expresion de
los marcadores de pericitos CD105, a-SMA y nestina mostré variabilidad entre las distintas
muestras estudiadas y fue ligeramente menor que en las MSC; asi como también presenté cierto
grado de variabilidad la expresion de la podoplanina. Las preeEnSC mostraron una menor
expresion del antigeno STRO-1, caracteristico de precursores estromales de médula Osea.
Finalmente, las lineas de preeEnSC también expresaron los marcadores de eMSC CD140b,
CD146 y SUSD2, aunque también obtuvimos variabilidad entre las distintas muestras.
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5. Diferencias entre EnSC y eEnSC

El efecto en el fenotipo y funciones celulares que tiene el proceso de decidualizacién ha sido
extensamente estudiado en esta tesis, es por esto que decidimos evaluar la capacidad de
decidualizacién de las preeEnSC y compararla con la de las preEnSC, que nos sirven de control
(modelo no patoldgico).

Los resultados obtenidos muestran que, tras 7 dias de tratamiento, las preeEnSC a penas
alteraron su morfologia al visualizarlas al microscopio. Tras cuantificar el nimero de células
redondeadas antes y después de la decidualizacién en ambos tipos celulares, obtenemos un
porcentaje de células redondeadas significativamente menor en las deEnSC que en las dEnSC
(Figura 23A). Por otro lado, se analiz6 comparativamente la secrecion de PRL al MC. La
concentracion de PRL fue medida cada 7 dias y expresada en ng por cada 10° células. Los datos
ponen de manifiesto que las preEnSC son mas sensibles al tratamiento con P4 y AMPc que las
preeEnSC, ya que los niveles de PRL son significativamente mas elevados a los 14, 21 y 28 dias
de tratamiento (Figura 23B). Ademas, también evaluamos cada 7 dias la sensibilidad de las
diferentes lineas a la apoptosis inducida por la decidualizacién y pudimos comprobar que las
preeEnSC son resistentes al proceso de muerte celular (Figura 23C). Este resultado era
esperable, debido a la mayor expresion de proteinas antiapoptéticas en estas células.

Todos estos resultados demuestran la menor capacidad de las células estromales procedentes
de los focos ectdpicos de endometriosis para experimentar cambios de morfologia, apoptosis y
secretar PRL en respuesta a la decidualizacion. De manera que podemos concluir que las
preeEnSC son mas resistentes a dicho proceso que las preEnSC.
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Figura 23. Analisis comparativo de los efectos de la decidualizacién en las preEnSC y preeEnSC. A)
Cambios morfoldgicos en preEnSC y preeEnSC cultivadas con P4 y AMPc durante 7 dias. Las barras
muestran el porcentaje de células redondeadas tras la cuantificacion de areas representativas (n = 3 por
muestra) con ImageJ. B) Evolucién temporal de la secrecion de PRL por preEnSC y preeEnSC tras la
incubacién con P4 y AMPc. La produccion de PRL por células no decidualizadas fue 0 en todos los puntos
temporales (datos no mostrados). C) Induccion de apoptosis en respuesta a la decidualizacion prolongada
durante 21 dias. Las células apoptoticas sub-G1 se analizaron cada 7 dias. Las barras de error muestran la
media £ SD de tres experimentos independientes con diferentes lineas celulares. (*P < 0,05; **P < 0,01;
***pP < (0,001; ****P < 0,0001).

Continuamos la caracterizacion de las células procedentes de endometriomas ovaricos
estudiando comparativamente el fenotipo antigénico de estas células en relacion a las preEnSC.

Los resultados muestran (Figura 24) que no hay diferencias significativas en la expresion de
los marcadores de MSC CD10, CD29, CD44, CD73 y a-SMA. No obstante, si encontramos
diferencias al comparar la expresién de algunos marcadores de pericitos. Concretamente, la
expresion de CD140b, SUSD?2 y nestina es significativamente mas baja en preeEnSC; ademas,
también se observa una menor expresiéon de MFG-E8 y STRO-1 en dichas células. La expresion
de podoplanina también desciende significativamente en las preeEnSC.

Esto nos indica que en las células procedentes de focos de endometrio ectopico, con las
caracteristicas fenotipicas de MSC de médula 6sea, se modula a la baja la expresion de algunos
marcadores de pericitos y de eMSC (CD140b y SUSD2).
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Tras obtener los resultados mostrados en los apartados anteriores, quisimos comprobar si el
proceso de decidualizacion afecta de manera diferente a la expresion y secrecion de las
quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en EnSC y eEnSC. Los resultados obtenidos se
detallan a continuacion.

Pudimos comprobar que en las preeEnSC, el tratamiento con P4 y AMPc induce una
disminucion significativa de la expresion génica de CXCL9 y CXCL11; sin embargo, la expresion
de CXCL10 no experimenta variacion en las diferentes muestras (Figura 25A).

El andlisis de la concentracién de cada proteina en los MC de preeEnSC y deEnSC (Figuras
25B, 25C y 25D) mostr6 que la decidualizacion induce una significativamente menor secrecion de
CXCL9. En el caso de CXCL10 y CXCL11, no obtuvimos diferencias en la secreciéon proteica,
siendo la concentracion muy baja tanto en células no decidualizadas como en células
decidualizadas (inferior a 12 pg/mL en el caso de CXCL10 e inferior a 3 pg/mL en el caso de
CXCL11) (Figuras 25Cy 25D).

Al comparar los niveles de cada quimioquina en el MC de preEnSC y preeEnSC, comprobamos
gue la secrecion proteica de CXCL9 y CXCL10 es significativamente mayor en las preeEnSC,
debido probablemente a su papel en el reclutamiento de linfocitos al foco inflamatorio. También es
importante destacar que la diferencia en la secreciéon de CXCL9 entre los MC de células no
decidualizadas y decidualizadas es mayor en el caso de las EnSC (Figura 25B), debido
probablemente a la menor capacidad de las eEnSC a sufrir cambios funcionales en respuesta a la
decidualizacion.
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Figura 25. Comparacion del efecto de la decidualizacion en la expresion de citoquinas por EnSC y
eEnSC. A) Se muestra la expresion de CXCL9, CXCL10, CXCL11 y GAPDH por RT-PCR en tres lineas
celulares, tanto en preEnSC y preeEnSC (-), como en dEnSC y deEnSC (+). Las células decidualizadas
fueron tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. Como gen de expresion constitutiva se us6 la GAPDH
(“housekeeping gene”). Se muestran los niveles (pg/mL) de las quimioquinas CXCL9 (B), CXCL10 (C) y
CXCL11 (D) secretadas por EnSC y eEnSC al MC. Como Control (ausencia de proteina) se empleé el
medio de cultivo Opti-MEM. Las barras representan la media + SD. Los experimentos se llevaron a cabo a
partir de 4 muestras independientes y se realizaron triplicados de cada una de ellas. (**P < 0,01;
***pP < (0,001; ****P < 0,0001).

Uno de los componentes celulares involucrados en la patogenia de la endometriosis son los
linfocitos T, por eso se estudid la quimiotaxis de PBL activados (mayoritariamente Thl y Tc)
debida a los factores secretados por EnSC y eEnSC. Después de un tiempo de migracion de 24
horas, en camara Transwell (Figura 26A), se observo una activacion de la migracion de PBL
activados con los MC de preEnSC y preeEnSC en comparacion con el Control (Opti-MEM); no
obstante, el incremento solo fue significativo con el MC de preEnSC. Por otra parte, se inhibié la
migracion con los MC de ambos tipos de lineas celulares decidualizadas en comparacién con el
Control. En el caso de las dEnSC, la decidualizacién prolongada en el tiempo resulta en una
mayor capacidad de inhibicion de la migracién de PBL activados (significativa con MC de 8 y 16
dias de decidualizacion). La inhibicion de la migracion con los MC de deEnSC solo fue significativa
con los correspondientes a los 8 dias de decidualizacién. Ademas, dicha inhibicién con los MC de
deEnSC parece ser menor que con los MC de dEnSC y esto se observa mas claramente con los
MC obtenidos a los 16 dias de decidualizacién. Este hecho puede deberse a que las eEnSC son
menos efectivas al decidualizarse, es decir, son mas resistentes a este proceso y, por lo tanto,
estarian secretando menos factores responsables de la inhibicién de la migracién; o a la mayor
secrecion de CXCL9 en deEnSC que en dEnSC (Figura 25B).

Al estudiar la quimiotaxis de PBL durante 48 horas (Figura 26B), se observé una migracion
muy baja de los PBL no activados, siendo inferior a un 10% en todos los medios, y sin diferencias
significativas entre los MC y el Control. Por otra parte, la migracion de PBL activados aumento en
todos los medios respecto a la quimiotaxis durante 24 horas. De nuevo, se observo una activacion
significativa de la migracion celular con los MC de preEnSC y preeEnSC en comparacion con el
Control; siendo en el MC de preeEnSC donde se obtiene la migracion de PBL activados mas
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elevada de todas las muestras estudiadas (63,36%) y significativamente mayor que la migracion
en el MC de preEnSC. En cuanto a los MC de las células decidualizadas, se observé un descenso
o inhibicién de la migracion en todos los MC de dEnSC y deEnSC en comparacion con el Control.
Después de 48 horas, no se obtuvieron diferencias significativas en la migracion de PBL activados
entre los MC de dEnSC y deEnSC.
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Figura 26. Andlisis comparativo de la migracion de PBL con MC de EnSC y eEnSC. A) Efecto del
medio Control (Opti-MEM) y los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC en la migracion, durante 24
horas en Camara Transwell, de PBL activados. B) Efecto del medio Control (Opti-MEM) y los MC de
preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC en la migracion, durante 48 horas en Camara Transwell, de PBL no
activados y activados. En los apartados A y B las barras representan la media del porcentaje de migracion
de PBL + SD de 6 determinaciones independientes. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 3
donantes sanas y se emplearon 6 lineas de EnSC y eEnSC para obtener los MC. Las lineas celulares se
decidualizaron durante 4, 8 y 16 dias para recoger los MC de dEnSC y deEnSC. (*P < 0,05; *P < 0,01;
**P < 0,001; ***P < 0,0001).
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5.4.1.1. Efecto de los MC de EnSC v eEnSC sobre la guimiotaxis de las
subpoblaciones de PBL activados

Previamente al andlisis del efecto de los factores secretados por EnSC y eEnSC sobre la
guimioatraccion de las diferentes subpoblaciones de PBL activados, se estudio el fenotipo basal
de las células tras el periodo de activacion y el fenotipo de las células tras permanecer en contacto
con los MC de EnSC y eEnSC durante 48 horas. Los antigenos estudiados fueron CXCR3, CD3,
CD4, CD8 y CD56. Los resultados obtenidos (datos no mostrados) sefialaron que los factores
secretados por EnSC y eEnSC no producen cambios significativos en el fenotipo de los PBL
activados (Figura 12).

Teniendo en cuenta este dato y, tras examinar la migracion de los PBL activados, se llevé a
cabo el estudio de las subpoblaciones linfocitarias que habian experimentado quimiotaxis con los
MC de EnSC y eEnSC (Figuras 27A-27E), atendiendo a la expresion de los marcadores
mencionados anteriormente. Dicho estudio se realiz6 en células migradas durante 48 horas, ya
que tras 24 horas de migracion no obteniamos un nimero de células suficiente para poder realizar
un estudio consistente. Ademas, en este caso se presentan los resultados obtenidos con MC de
células decidualizadas durante 8 dias, ya que los resultados son equivalentes a los obtenidos con
MC de 4 y 16 dias de decidualizacion.

El andlisis, por citometria de flujo, de las subpoblaciones de PBL activados migrados después
de la exposicion al medio Control (Opti-MEM) y los MC (Figura 27) mostré un perfil parecido al
obtenido en los datos de quimiotaxis (Figura 26). El efecto activador de la migracién del MC de
preEnSC se observdé sobre células T activadas (CD3+/CXCR3+), obteniendo diferencias
significativas respecto al Control solamente en la subpoblacion de células Tc (CD8+/CXCR3+)
(Figura 27D). Por otra parte, la activacion de la migracion del MC de preeEnSC también se
observé sobre células T activadas (CD3+/CXCR3+) y, en concreto, en la subpoblacién de células
Tc (CD8+/CXCR3+) (Figuras 27A, 27B y 27D). En cuanto al efecto inhibidor de la migracién de
los MC de las células decidualizadas, se obtuvo inhibiciébn de la migracién de células T activadas
(CD3+/CXCR3+) por parte del MC de dEnSC, concretamente de la subpoblacion de células Thl
(CD4+/CXCR3+) (Figuras 27A, 27B y 27C); mientras que el MC de deEnSC inhibié la llegada de
células Thl (CD4+/CXCR3+) y Tc (CD8+/CXCR3+) (Figuras 27C y 27D). En cuanto a las células
NK activadas (CD56+/CXCR3+), ho hemos evidenciado activacién de la migracion con los MC de
preEnSC (en este caso disminuye) y preeEnSC, pero si que se observa inhibicion de la
guimiotaxis con los MC de dEnSC y deEnSC (Figura 27E). Los resultados también sefialan que
hay una quimioatraccién significativamente mayor de células T (CD3+/CXCR3+) y células NK
(CD56+/CXCR3+) en el MC de preeEnSC que en el MC de preEnSC (Figuras 27B y 27E).
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Figura 27. Andlisis comparativo del efecto de los MC de EnSC y eEnSC en la quimioatraccion de
diferentes subpoblaciones de PBL activados. Numero de células positivas para el marcador CXCR3 (A),
CD3 (B), CD4 (C), CD8 (D) y CD56 (E), antes de migrar (AM) y migradas en el medio Control (Opti-MEM) y
los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC, durante 48 horas en Camara Transwell. En todos los
casos las barras representan el numero de células positivas para cada marcador tras la migracion + SD de 6
determinaciones independientes. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 3 donantes sanasy se
emplearon 6 lineas de EnSC y eEnSC para obtener los MC. Las lineas celulares se decidualizaron durante
8 dias para recoger los MC de dEnSC y deEnSC. (*P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001; ****P < 0,0001).

Siguiendo con el estudio de la inmunopatologia de la endometriosis, otro componente celular
gue desempefia un papel muy importante en el desarrollo de la lesion y la inflamacion son los
macrofagos. El nUmero de macrofagos se encuentra elevado en el fluido peritoneal y en el foco de
endometrio ectopico. Partiendo de esta base, estudiamos la actividad quimiotactica de las eEnSC
gue aislamos del quiste de endometriosis sobre monocitos de sangre periférica y la comparamos
con la actividad quimiotactica de las EnSC de mujeres sanas (Figura 28 y Figura 30). También
analizamos la diferenciacion o polarizacion que experimentan los monocitos hacia un fenotipo
caracteristico de macréfago M1 o M2, al estar en contacto con los MC de EnSC y eEnSC (Figura
29).
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En primer lugar, estudiamos la migracion de los monocitos obtenidos de sangre periférica que
es debida a los factores secretados por EnSC y eEnSC. Al analizar la quimiotaxis durante 24
horas, se observo que los valores obtenidos eran muy bajos, por eso se presentan los resultados
obtenidos tras 48 horas de migracion celular (Figura 28). Tras dicho periodo de incubaciéon en
Camara Transwell, se observé una activacion de la migracién con los MC de preEnSC vy
preeEnSC en comparacion con el Control (Opti-MEM); no obstante, el incremento solo fue
significativo con el MC de preeEnSC. Por otra parte, se inhibié la migracion con los MC de ambos
tipos de lineas celulares decidualizadas en comparacién con el Control, aunque esta inhibicién no
fue significativa. Ademas, el MC de preeEnSC parece presentar un mayor efecto activador de la
migracion que el MC de preEnSC, de manera que atrae a un mayor nimero de monocitos, aunque
no se han obtenido diferencias significativas entre ambos MC. De igual manera, la inhibicion de la
migracion con el MC de deEnSC es mayor que con el MC de dEnSC, pero tampoco se han
obtenido diferencias significativas.
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Figura 28. Analisis comparativo de la migracion de monocitos de sangre periférica con MC de EnSC
y eEnSC. Efecto del medio Control (Opti-MEM) y los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC en la
migracién, durante 48 horas en Camara Transwell, de monocitos. Las barras representan la media del
porcentaje de migracién de monocitos + SD de 5 determinaciones independientes. Las muestras de sangre
periférica se obtuvieron de 3 donantes sanas y se emplearon 5 lineas de EnSC y eEnSC para obtener los
MC. Las lineas celulares se decidualizaron durante 8 dias para recoger los MC de dEnSC y deEnSC.
(*P < 0,05; **P < 0,001).
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5.4.2.1. Cambios en el fenotipo antigénico de monocitos de sangre periférica
en contacto con los MC de EnSC vy eEnSC

Tal y como se llevé a cabo el estudio con los PBL activados, en monocitos de sangre periférica
también analizamos el fenotipo basal de las células tras su purificacién y el fenotipo tras
permanecer en contacto con los MC de EnSC y eEnSC durante 48 horas. Los antigenos
analizados fueron CD14, CD86, CD163 y CD206. Los resultados obtenidos sefialan que los
factores secretados por EnSC y eEnSC no producen cambios significativos en la expresion de
CD14 y CD163 (datos no mostrados), pero si en la expresion de CD86 y CD206, tal y como se
muestra en las Figuras 29A y 29B. Es importante destacar la expresion significativamente mayor
de CD86 en los MC de las células decidualizadas al comparar con el medio Control y los MC de
las células no decidualizadas; ademas, es equivalente a la obtenida en el fenotipo basal de los
monocitos (TO: Tiempo 0). Por otra parte, en cuanto al antigeno CD206, se observa una expresion
significativamente menor en los MC de dEnSC y deEnSC al comparar con el Control y los MC de
preEnSC y preeEnSC. Ademas, en el andlisis del fenotipo basal, los monocitos no expresan el
marcador CD206, pero si adquieren la expresién de dicho antigeno al estar en contacto con los
MC de preEnSC y preeEnSC, asi como en el Control.
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Figura 29. Estudio del fenotipo antigénico de monocitos de sangre periférica en contacto con MC de
EnSC y eEnSC durante 48 horas. Se muestra el porcentaje de expresion de los marcadores CD86 (A) y
CD206 (B) en los monocitos antes de la siembra en placa (TO: Tiempo 0) y después de estar en contacto
durante 48 horas con los diferentes medios: Control (Opti-MEM), MC preEnSC, MC dEnSC, MC preeEnSCy
MC deEnSC. En todos los apartados, las barras representan la media del porcentaje de expresion
antigénica £ SD de 4 determinaciones independientes. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 3
donantes sanas y se emplearon 4 lineas de EnSC y eEnSC para obtener los MC. Se utilizaron MC de
células tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. (*P < 0,05; **P < 0,01; ****P < 0,0001).

5.4.2.2. Fenotipo antigénico de los monocitos guimioatraidos por los MC de
EnSC vy eEnSC

Teniendo en cuenta estos resultados, también se examind la expresion antigénica de los
monocitos quimioatraidos por los MC de EnSC y eEnSC en los experimentos que definen la
Figura 28. El andlisis se realiz6 por citometria de flujo y se presentan los resultados como
porcentaje de expresion de cada marcador (CD14, CD86, CD163, CD206) en las células migradas
(Figura 30).
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Los resultados muestran que en el Control y en todos los MC hay quimioatraccion de células
gue expresan los marcadores CD14 y CD86, siendo la expresion en ambos casos de entre un
80%-99% (Figuras 30A y 30B). Los siguientes dos marcadores estudiados (CD163 y CD206) son
caracteristicos de un fenotipo M2 antiinflamatorio y se observaron diferencias en la atraccion de
células CD163+ y CD206+ entre los MC (Figuras 30C y 30D). En cuanto a las células CD163+, se
observd una mayor atracciéon en los MC de preEnSC y preeEnSC que en el Control, siendo
significativa solamente en el MC de preeEnSC. No obstante, la migracion de células CD163+ es
significativamente menor en los MC de células decidualizadas al comparar con el Control y con los
MC de células no decidualizadas. Estos resultados son equivalentes a los obtenidos al estudiar el
marcador CD206, es decir, hay una alta quimioatraccién de células CD206+ en los MC de
preEnSC y preeEnSC, la cual es significativamente mayor que en el Control. Mientras que estas
células no migran en los MC de dEnSC y deEnSC.

En resumen, cabe destacar que los factores secretados por las preeEnSC tienen un mayor
efecto quimioatrayente sobre los monocitos que los de preEnSC. Ademés, en dicho MC de
preeEnSC hay una elevada atraccibn de monocitos polarizados hacia un fenotipo M2
(CD163+/CD206+). Por otra parte, la decidualizacion de las EnSC y eEnSC resulta en una
inhibicién de la llegada de monocitos, principalmente de aquellos que son CD163+ y/o CD206+.
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Figura 30. Andlisis comparativo del fenotipo antigénico de monocitos de sangre periférica que han
experimentado quimiotaxis en los MC de EnSC y eEnSC. Expresion del marcador CD14 (A), CD86 (B),
CD163 (C) y CD206 (D) en monocitos antes de migrar (AM) y migrados en el medio Control (Opti-MEM) y
los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC, durante 48 horas en Camara Transwell. En todos los
casos las barras representan la media del porcentaje de expresidn antigénica + SD de 5 determinaciones
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independientes. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de 3 donantes sanas y se emplearon 5
lineas de EnSC y eEnSC para obtener los MC. Las lineas celulares se decidualizaron durante 8 dias para
recoger los MC de dEnSC y deEnSC. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

Ademas del analisis realizado con linfocitos y monocitos de sangre periférica, se estudi6 el
efecto quimiotactico de los factores secretados por EnSC y eEnSC sobre dos de las lineas
tumorales con las que habiamos trabajado anteriormente, es decir, con la linea Jurkat (células Th)
y la linea THP-1 (monocitos). Se presentan los resultados tras una incubacion de 24 horas con los
MC, ya que en este tiempo el porcentaje de migracion celular obtenido nos permitié realizar un
analisis comparativo entre los distintos medios. El objetivo de dichos experimentos fue comprobar
si también se observaban, sobre lineas celulares tumorales, los efectos activadores e inhibidores
de la migracion de linfocitos y monocitos de sangre periférica, que tienen los MC de EnSC y
eEnSC. Se decidi6 realizar este analisis con células Jurkat y THP-1, ya que son lineas purificadas
y la variabilidad en los resultados obtenidos es menor que empleando lineas primarias.

Los resultados mostraron que, frente a los resultados obtenidos con PBL activados en los que
se observo una activacion de la migracion con los MC de preEnSC y preeEnSC (Figura 26), en el
caso de las células Jurkat dichos MC tenian un efecto inhibidor (Figura 31A). No obstante, al igual
gue en los PBL activados (Figura 26), la quimiotaxis de las células Jurkat se vio inhibida en los
MC de dEnSC y deEnSC (Figura 31A). Como se detallé anteriormente, la menor eficacia en la
guimiotaxis de esta linea linfocitica tumoral Jurkat, en comparacion con los PBL activados, al estar
en contacto con MC de células estromales uterinas no decidualizadas puede explicarse por la
menor expresion del receptor de quimioguinas CXCR3 en estas células tumorales (Figura 15C).

Con el objetivo de comprobar que la inhibicién de la migracién de las células Jurkat en los MC
de EnSC y eEnSC no se debia a un posible efecto citotdxico sobre estos linfocitos tumorales, se
pusieron en contacto dichas células con los MC durante 24 horas. Los resultados mostraron que el
porcentaje de células apoptéticas era inferior a un 5% en todos los MC (datos no mostrados), de
manera que los factores secretados por EnSC y eEnSC no tienen un efecto citotéxico significativo
sobre las células Jurkat. Este resultado confirma los datos obtenidos anteriormente con MC de
preDSC y dDSC, los cuales mostraban que las células Jurkat no se veian afectadas en su
viabilidad al ser incubadas durante 4 dias con estos MC (Figura 11).

Los resultados obtenidos con la linea tumoral THP-1 (Figura 31B) muestran que el proceso de
decidualizacion aumenta la secrecién en las EnSC y eEnSC, al igual que en las DSC (Figura
15B), de factores quimiotacticos para monocitos (células THP-1); aunque estos MC no mostraron
un efecto significativo sobre la migracién de monocitos purificados de sangre periférica (Figura
28). No obstante, la activacion de la migracion de células THP-1 con el MC de preeEnSC si fue
equivalente a la observada en monocitos obtenidos de sangre periférica (Figura 28).
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Figura 31. Analisis comparativo de la migracion de células Jurkat y THP-1 con MC de EnSC y eEnSC.
Efecto del medio Control (Opti-MEM) y los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC y deEnSC en la migracién,
durante 24 horas en Camara Transwell, de células Jurkat (A) y células THP-1 (B). Las barras representan la
media del porcentaje de migracién de ambas lineas celulares + SD de 5 determinaciones independientes.
Se emplearon 5 lineas de EnSC y eEnSC para obtener los MC. Las lineas celulares se decidualizaron
durante 8 dias para recoger los MC de dEnSC y deEnSC. (*P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001; ****P <
0,0001).

5.4.3.1. Cambios en el fenotipo antigénico de células THP-1 en contacto con
los MC de EnSC vy eEnSC

En paralelo al estudio realizado con monaocitos de sangre periférica, se analiz6 el fenotipo basal
de las células THP-1 y el fenotipo tras estar en contacto con los MC de EnSC y eEnSC durante 48
horas. Nuevamente, los antigenos analizados fueron CD14, CD86, CD163 y CD206. Los
resultados obtenidos muestran que la linea de células THP-1 con la que trabajamos no expresa
los antigenos CD163 y CD206; ademas, los factores secretados por las células estromales no
producen cambios en la expresion de estos antigenos, la cual es inferior a un 10% en todos los
casos (Figuras 32C y 32D). No obstante, tal como se muestra en las Figuras 32A y 32B, si se
obtienen diferencias en la expresion de CD14 y CD86. Los datos nos permiten comprobar que
esta linea tumoral THP-1 adquiere la expresién del marcador CD14 al estar en contacto con los
MC, siendo en todos los casos significativamente mayor que en el Control. Es importante destacar
gue en los MC de células decidualizadas se obtiene una elevada expresion de CD14 y CD86
(alrededor de un 90%), la cual es significativamente mayor que la obtenida en el Control y en los
MC de las células no decidualizadas. Por otra parte, la expresion de ambos antigenos es
significativamente mas alta en el MC de preeEnSC que en el MC de preEnSC.
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Figura 32. Estudio del fenotipo antigénico de células THP-1 en contacto con MC de EnSC y eEnSC
durante 48 horas. Se muestra el porcentaje de expresién de los marcadores CD14 (A), CD86 (B), CD163
(C) y CD206 (D) en las THP-1 antes de la siembra en placa (TO: Tiempo 0) y después de estar en contacto
durante 48 horas con los diferentes medios: Control (Opti-MEM), MC preEnSC, MC dEnSC, MC preeEnSCy
MC deEnSC. En todos los apartados, las barras representan la media del porcentaje de expresion
antigénica + SD de 4 determinaciones independientes. Se emplearon 4 lineas de EnSC y eEnSC para
obtener los MC. Se utilizaron MC de células tratadas con P4 y AMPc durante 8 dias. (*P < 0,05;
**P < (0,001; ****P < 0,0001).

5.4.3.2. Fenotipo antigénico de células THP-1 quimioatraidas por los MC de
EnSC vy eEnSC

Posteriormente, se examind la expresion antigénica de las células THP-1 que habian
experimentado quimiotaxis al estar en contacto con los MC de EnSC y eEnSC durante 48 horas
en Camara Transwell. Se presentan los resultados como porcentaje de expresion de los antigenos
CD14 y CD86 en las células migradas (Figuras 33A y 33B). En cuanto a CD163 y CD206, no se

muestran los resultados porque no hay migracion de células positivas para dichos marcadores
(datos no mostrados).
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Podemos observar que el medio Control y todos los MC atraen células que expresan CD14 y
CD86. Los resultados explicados en la Figura 31B mostraban una migracion significativamente
mayor de células THP-1 en el MC de preeEnSC que en el MC de preEnSC, y el andlisis fenotipico
indica que la quimioatraccion de células CD14+ y CD86+ es significativamente mas elevada en
dicho MC (Figura 33). Ademas, también observabamos que en los MC de células decidualizadas
aumenta mas la migracién de células THP-1 que en los MC de células no decidualizadas (Figura
31B), y hemos podido comprobar que los factores secretados por dEnSC y deEnSC incrementan

la migracion de células CD14+ y CD86+, comparado con el Control y con los MC de preEnSC y
preeEnSC (Figura 33).
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Figura 33. Analisis comparativo del fenotipo antigénico de células THP-1 que han experimentado
guimiotaxis en los MC de EnSC y eEnSC. Expresién del marcador CD14 (A) y CD86 (B) en células THP-1
antes de migrar (AM) y migradas en el medio Control (Opti-MEM) y los MC de preEnSC, dEnSC, preeEnSC
y deEnSC, durante 48 horas en Camara Transwell. En todos los casos, las barras representan la media del
porcentaje de expresion antigénica = SD de 3 determinaciones independientes. Se emplearon 3 lineas de
EnSC y eEnSC para obtener los MC. Las lineas celulares se decidualizaron durante 8 dias para recoger los
MC de dEnSC y deEnSC. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).
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Las MSC forman un conjunto heterogéneo de células estromales que pueden ser aisladas de
los tejidos adultos. El gran interés terapéutico en la medicina regenerativa que ha generado el
estudio de estas células se debe a su capacidad de autorenovacioén, pluripotencia y a su
capacidad para interaccionar con las células inmunitarias, modulando las respuestas innata y
adaptativa. Las MSC pueden ser aisladas de tejidos adultos (células madre adultas), por ejemplo,
la piel, el tejido adiposo o la médula 6seal®®??, En la presente investigacion, hemos realizado un
andlisis detallado del fenotipo antigénico y funciones de diferentes tipos de células con potencial
de célula progenitora mesenquimal; concretamente, las células estromales procedentes de la
decidua (DSC) y del endometrio (EnSC, obtenidas de sangre menstrual). A su vez, hemos
analizado las caracteristicas fenotipicas y las propiedades inmunoreguladoras de células
endometriales de localizacion ectodpica, en pacientes con endometriosis (€EnSC).

En diversos estudios de investigacién bésica y estudios clinicos se han empleado células
estromales procedentes de sangre menstrual y de decidua. Por ejemplo, Hida et al. utilizaron
células estromales de sangre menstrual para reparar tejido cardiaco dafiado tras diferenciarlas a
cardiomiocitos??®; también se han empleado en estudios clinicos con pacientes de esclerosis
multiple?®®; por otra parte, las células deciduales se han usado en estudios clinicos para el
tratamiento de la enfermedad de injerto contra el hospedador, gracias a sus propiedades
inmunosupresoras??,

Origen mesenguimal de las DSC y las EnSC

Las lineas de preDSC con las que hemos trabajado experimentan, bajo el efecto de los factores
decidualizantes (AMPc y P4), una diferenciacién equivalente a la que tiene lugar de manera
fisiologica durante la fase secretora del ciclo endometrial y que se prolonga en el tiempo si se
produce la gestacion® (Figura 1A).

Por otra parte, el fenotipo antigénico de las preDSC es similar y compatible con el de MSC de
médula ésea (Figura 1B) (Tabla 13). Dicho fenotipo, junto a la adherencia al plastico del frasco de
cultivo y la capacidad de diferenciacion a células de tres linajes mesenquimales, es decir, a
adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Figura 2C), son propiedades que las identifican como
MSC, segun los criterios minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT)%.

Otras caracteristicas de las MSC son la expresion de marcadores de células progenitoras y la
clonogenicidad®®®, las cuales también fueron analizadas en nuestras lineas de preDSC. Los
resultados mostraron que estas células expresan los marcadores de células multipotentes OCT-4,
NANOG y ABCG2 (Figura 2A). Ademas, la eficiencia clonogénica obtenida se encuentra entre un
4% y un 15% (Figura 2B).

Nuestros resultados confirman que las preDSC estudiadas estan estrechamente relacionadas
con las MSC, tal y como se resume en la siguiente tabla (Tabla 17).
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Tabla 17. Comparativa entre las propiedades de las preDSC y las MSC.

Caracteristicas preDSC MSC Referencias
Fenotipo antigénico Tabla 13 Tabla 13 80,232,233
Criterios minimos ISCT + + 23,232
Decidualizacion PF;L‘O({:[F::g*-’ Pi&égﬁ’;{?t 80
Diferenciacion mesenquimal + + 23,210
Contractilidad + + 232,234
Marcadores de célula madre (stem cell) + + 210,212
Clonogenicidad + A 210,235
Resistencia a la apoptosis + + 103,236
Interaccion con células hematopoyéticas + + 237,238
Supervivencia en xenotrasplantes + + 210,239,240
Localizacion perivascular + 4 90,232
Actividad inmunoreguladora in vivo e in vitro + + 80,82,199,210

De forma equivalente a las lineas de preDSC, las lineas de preEnSC con las que hemos
trabajado experimentan, en presencia de AMPc y P4 en el medio de cultivo, una decidualizacion
equivalente a la que tiene lugar de manera fisioldgica durante la fase secretora del ciclo
endometrial®® (Figura 16A). Por otra parte, pudimos comprobar que el fenotipo antigénico de las
preEnSC es similar y compatible con el de MSC de médula 6sea (Figura 16B) (Tabla 15).

Si nos centramos en la relacion de preDSC y preEnSC con MSC, nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Dimitrov et al. que caracterizaron células estromales con capacidad
clonogénica procedentes del endometrio y la decidua, las cuales presentaban caracteristicas
propias de células madre mesenquimales, en concreto, la capacidad de autorenovacién y
diferenciaciébn a células de distintos linajes, clonogenicidad y expresion de marcadores de
MSC?20220° Nuestros resultados lo confirman al mostrar que ambos precursores estromales tienen
un fenotipo antigénico compatible con el de MSC (Tablas 13 y 15) y apoyan la hipétesis de que
las MSC de médula ésea son la fuente o el origen de las EnSC y las DSC43.144,

Dicha relacion sugiere que las MSC se dirigen, desde médula 6sea, bien al endometrio no
gestante o bien a la decidua, dando lugar en el primer caso a las preEnSC y en el segundo, a las
preDSC. Esta afirmacién se sustenta en el descubrimiento de células endometriales derivadas de
células madre de una donante de médula 6sea, en el Utero de la mujer que recibié el trasplante de
médula 6sea’®.

A pesar de la existencia de estas similitudes, encontramos diferencias en la expresiéon de
algunos antigenos. Por ejemplo, los antigenos BAFF y CXCL13 se expresaban en preDSC y
preEnSC, pero no en MSC (Tablas 13 y 15). Esta diferencia puede estar asociada a las
interacciones que establecen las MSC con las células inmunitarias al llegar al endometrio o la
decidua®. La expresion de dichos marcadores a nivel decidual es determinante, ya que CXCL13
es una quimioquina que atrae células Treg, las cuales desempefian un papel clave en la tolerancia
inmunitaria materno-fetal®®24:242; por su parte, BAFF participa en la modulacién de la tolerancia y
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la homeostasis de las células B, y a nivel de la decidua parece estar involucrado en la induccion
de una respuesta tolerogénica Th280.243.244.245,

También encontramos diferencias asociadas al proceso de decidualizacion, ya que las MSC
mostraron una baja capacidad de diferenciacion y no secretaron PRL (Figura 3). Debido a ello,
nuestros resultados sugieren que las MSC adquieren de manera gradual la capacidad de
decidualizacion, desde su origen en médula 6sea hasta el tejido endometrial o decidual®?.

Por lo anteriormente descrito, las preDSC y las preEnSC parecen ser MSC endometriales
(eMSC) por su capacidad clonogénica, autorenovacion y multipotencia para diferenciarse en
células del linaje adipogénico, osteogénico, condrogénico y miogénico. Tal como las preDSC y las
preEnSC, las eMSC expresan los marcadores CD140b, CD146 y SUSD2; son capaces de
decidualizarse y se encuentran en localizaciones perivasculares!®2526:246.247.248249  Ng gbstante,
estas eMSC fueron aisladas de un endometrio no gestante, al igual que las preEnSC; mientras
gue nuestras lineas de preDSC fueron obtenidas y aisladas de muestras de decidua humana.

Recientemente, nuestro grupo de investigacién ha demostrado, en un modelo murino de aborto
espontaneo recurrente, que las preDSC humanas tienen efecto terapéutico?!®. Esto sugiere que
las DSC, como las EnSC, pueden emplearse en terapia celular para tratar enfermedades de
origen inmunolégico, gracias a su capacidad inmunoreguladora in vivo e in vitro®2. La ventaja de
este tipo de tratamientos frente al uso de MSC de médula Gsea radicaria, en parte, a la facilidad
de obtencién (principalmente en el caso de las EnSC) y cultivo de estas células estromales,
aunqgue se necesitarian mas estudios que permitieran dilucidar qué tipo celular es mas adecuado.

DSC como pericitos

El analisis de la expresion del marcador de pericitos a-SMA y el estudio de la actividad
contractil de las lineas de preDSC habia llevado, anteriormente, a proponer una relacion entre las
preDSC vy estas células perivasculares’™1°1192 En |a presente investigacion hemos estudiado un
mayor namero de antigenos para poder definir el fenotipo antigénico de las preDSC. Los
resultados muestran que de los 36 antigenos analizados por citometria de flujo, 14 se expresaban
en las preDSC y eran marcadores de pericitos (Tabla 13). Actualmente no se conoce ningdn
marcador que sea especifico de pericitos y permita diferenciarlos de otras células; ademas, la
expresion de los marcadores mas comunes de estas células varia en funcion del estado del
desarrollo, de la ausencia o presencia de patologia, del cultivo in vitro, etc®°. No obstante, uno de
los antigenos que si los caracterizan es la a-SMA, proteina responsable de la actividad contractil
de muchos tipos celulares®?. Junto a este marcador, hay otros antigenos cominmente asociados
a pericitos, tales como CD140b%° y CD146%%2,

Ademas, al igual que estas células perivasculares®®, las lineas de preDSC expresan ARNm
de diversos factores angiogénicos (ANGPT1l, FGF2, HGF, PGF y VEGF) y presentan
contractilidad inducida por citoquinas (Figura 4). Haber podido comprobar que las preDSC
presentan estas propiedades es muy importante, ya que demuestra que estas células desarrollan
una funcién relevante en la angiogénesis, un proceso imprescindible para el éxito y progreso de
un embarazo?®. El antigeno CD146, el cual se asocia a pericitos implicados en la angiogénesis®*4,
fue detectado en las lineas de preDSC (Tabla 13) (Tabla 14) y en preDSC perivasculares in vivo
(Figuras 5B y 5C).
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Mediante el andlisis de las criosecciones de decidua humana, pudimos comprobar que, al igual
que los pericitos, las preDSC humanas se encuentran in vivo alrededor de los vasos sanguineos.
Pero bajo efecto hormonal, estas células se decidualizan y, por lo tanto, se diferencian y se
desplazan por todo el estroma en el endometrio gestante (Figura 5A). Mediante microscopia
confocal, observamos que las células que expresan a-SMA colocalizan con aquellas que expresan
CD140b, CD146, SUSD2, MFG-ES8, nestina 'y STRO-1 (Figura 5B). Es importante sefalar que el
andlisis, por citometria de flujo, también habia confirmado que dichos marcadores de pericitos
eran expresados por nuestras lineas de preDSC (Tabla 13). Este resultado confirma que las
células perivasculares eran preDSC y estas, a su vez, estaban estrechamente relacionadas con
los pericitos.

Por su parte, Vento-Tormo et al. identificaron, mediante transcriptbmica de célula Unica,
diferentes tipos celulares en muestras de decidua humana del primer trimestre de embarazo. La
composicion celular de la decidua humana incluia células estromales perivasculares que
presentaban un fenotipo antigénico CD45-, CD34-, CD140b+, CD146+, SUSD2+, a-SMA+,
ANGPT1+, VEGF-A+ y PRL-?7, equivalente al detectado en nuestras lineas de preDSC (Tabla
13) (Figura 4A).

Otra caracteristica de los pericitos es su relacion con MSC!®. Muchos de los antigenos,
incluidos los marcadores de pericitos expresados por las lineas de preDSC, también se expresan
en MSC (Tabla 13). Ademas, las eMSC, al igual que nuestras lineas de preDSC, expresan
CD140b y CD146, y se detectan en localizaciones perivasculares?#.

Los resultados obtenidos, que relacionan las preDSC con los pericitos y las MSC, coinciden
con lo que otros investigadores han descubierto. En sus estudios con MSC, Castrechini et al.
propusieron la existencia de un nicho vascular de MSC en la decidua a término y, en consonancia
con ello, nuestros resultados también sugieren que las preDSC de la decidua humana son
pericitos que representan el nicho vascular de las MSC en la decidua®®.

La localizacién perivascular de las preDSC favorece su actividad quimiotactica sobre leucocitos
de sangre periférica que llegan al endometrio y la decidua, especialmente células NK y
monocitos®?11°, Ademas, la actividad contractil de las preDSC probablemente tenga un efecto en
la regulacion del flujo sanguineo de los vasos en los cuales se localizan°?,

Es importante sefialar que todas las caracteristicas propias de pericitos fueron presentadas por
nuestras lineas de preDSC, tal y como se resume en la siguiente tabla (Tabla 18).
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Tabla 18. Comparativa entre las propiedades de las preDSC y los pericitos.

Caracteristicas preDSC pericitos Referencias
Localizacion perivascular + + 232,250
Expresion de marcadores de pericitos + + 199,232,250
Contractilidad inducida por citoquinas + + 95,102,232
Expresion de factores angiogénicos + + 94,232
Actividad quimiotactica + + 96,232
Actividad fagocitica + + 201,256
Actividad inmunoreguladora + + 84,98
Relacién con MSC + + 99,199
Decidualizacién + o? 84

Decidualizacion de las DSC

Una vez demostrada la relaciéon fenotipica y funcional de las preDSC con MSC vy pericitos,
estudiamos detalladamente el proceso de decidualizaciéon de las preDSC y cémo dicho proceso
modifica algunas de las propiedades de MSC/pericitos que presentan estas células.

Como mencionamos anteriormente, al decidualizar las diferentes lineas de preDSC vimos que
las dDSC adquirieron una morfologia redondeada y secretaron PRL (Figura 1A) (llustracion 17).
El estudio in vivo que hemos realizado en cortes de decidua humana de primer trimestre de
embarazo muestra que las preDSC tienen un aspecto fibroblastico y se encuentran alrededor de
los vasos sanguineos (Figura 5A). Tanto en el analisis in vivo como en el estudio in vitro por
citometria de flujo, hemos podido comprobar que las preDSC expresan el marcador de células
endometriales estromales, CD10; asi como marcadores de MSC/pericitos, es decir, a-SMA,
nestina, CD140b, CD146, SUSD2, podoplanina y STRO-1 (Tabla 13) (Figura 5B) (Figuras 7A 'y
7B). No obstante, durante la decidualizacion, las dDSC adquieren una morfologia redondeada y
son capaces de migrar hacia una zona extravascular, es decir, hacia el estroma (Figura 5A)
(llustracién 17). Ademas, mediante citometria de flujo, observamos que mantienen la expresion
de CD10, pero la expresién de a-SMA, nestina, CD140b, CD146 y SUSD2 disminuye (Figuras 7A
y 7B) (llustracién 17). Analizamos también la variacién de la IMF del antigeno a-SMA a medida
gue aumenta el tiempo de decidualizacién y comprobamos que esta disminuye significativamente
(Figura 7C). Anteriormente, demostramos que la polimerizacion de la a-SMA en las fibras de
estrés de la célula es la responsable de la contractilidad y la morfologia fibroblastica de las
preDSC; de manera que la menor expresion de este antigeno en las dDSC puede ser la causa de
gue adquieran una morfologia redondeada y de que disminuya su contractilidad celular?,
fendmenos determinantes para la implantacion del blastocisto?32257,

Nuestros resultados también coinciden con los datos obtenidos por Vento-Tormo et al. en su
estudio transcriptbmico de decidua humana del primer trimestre de embarazo. Como se ha
mencionado anteriormente, esta investigacion mostrd que la decidua esta formada por diferentes
poblaciones de células estromales perivasculares y no perivasculares. Las células perivasculares
no expresaban PRL y tenian un fenotipo antigénico equivalente al de las preDSC (a-SMA+,
CD140b+, CD146+ y SUSD2+); mientras que las células no perivasculares eran equivalentes a
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nuestras dDSC, ya que expresaban PRL, pero la expresion de a-SMA, CD140b, CD146 y SUSD2
disminuyé o fue negativa?'’. Por su parte, Suryawanshi et al. también demostraron, en un estudio
transcriptomico, que las células estromales decidualizadas expresaban PRL y diferentes genes
relacionados con la remodelacion de la matriz extracelular®®®.

El hecho de que las preDSC expresen los antigenos CD140b y CD146 puede explicarse por su
localizacion perivascular, ya que estas moléculas participan en la interaccién de las preDSC con
las células endoteliales durante la angiogénesis®®°. No obstante, al decidualizarse y abandonar la
localizacion perivascular y, por lo tanto, el contacto con las células endoteliales, la expresion en
dDSC es menor (Figuras 7A y 7B). También disminuye la expresion en dDSC extravasculares de
antigenos implicados en la angiogénesis y la homeostasis vascular, tales como, a-SMA, nestina,
SUSD2, podoplanina y STRO-126:260:261,262

No obstante, cuando posteriormente estudiamos la expresion de otros factores angiogénicos,
tales como ANGPT1, HGF, FGF2 y VEGF comprobamos que no hay diferencias de expresion
entre preDSC y dDSC (Figuras 10A y 10B); e incluso, en otros factores como PGF y CXCL12 la
expresion aumenta en dDSC (Figuras 7A, 7B, 10A y 10B). Esto puede deberse a una
compensacion, en la zona extravascular, de la inhibicion de la expresion de algunas moléculas
relacionadas con la angiogénesis en el espacio perivascular. Ademas, por lo que respecta a PGF,
su presencia en el estroma es determinante ya que regula la maduracion de células uNK,
necesaria para la invasion, crecimiento y desarrollo del trofoblasto; también estimula el
reclutamiento y activacion de monocitos e incrementa la proliferacion y supervivencia de
macréfagos?®®, Por su parte, la molécula CXCL12 también esta implicada en la invasion del
trofoblasto, en el mantenimiento de su homeostasis y en el establecimiento de los mecanismos de
tolerancia materno-fetal; ya que participa en el reclutamiento de células Th2 y células NK, que se
diferencian adquiriendo un fenotipo caracteristico de uNK?%4,

CD140b

CD146
SUsD2
ASMA ———
Prolactina
IGFBP1
IL15
FOXO01
DSC NO DECIDUALIZADAS DSC DECIDUALIZADAS

llustracién 17. Esquema representativo de la evolucién de la expresion de diferentes marcadores en
DSC durante el proceso de decidualizacién. Imagen creada con el software BioRender.

El crecimiento embrionario va acompafiado de una importante remodelacién e involucién de la
decidua y dicha regresién se produce por apoptosis?%°266.267 En este proceso parecen estar
involucradas citoquinas y otros factores del microambiente materno-fetal. Previamente, nuestro
grupo de investigacion demostré que, tras la decidualizacion, las dDSC (pero no las preDSC)
secretan factores que inducen la apoptosis de preDSC y dDSC%. Probablemente este resultado
explique el adelgazamiento fisiolégico gradual que tiene lugar en la decidua permitiendo asi el
crecimiento del trofoblasto durante el embarazo’’. Por otra parte, también habiamos comprobado
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gue las DSC son capaces de secretar factores que inhiben la apoptosis espontanea de células T y
células NK, es decir, favorecen la supervivencia de los linfocitos en la interfaz materno-fetal®’. Es
por esto que las DSC son capaces de atraer de manera selectiva leucocitos desde el torrente
circulatorio a la decidua, pero también de favorecer la supervivencia de las células inmunitarias
gue atraen. En contraste, hemos observado que las dDSC presentan un efecto antitumoral sobre
algunas lineas tumorales.

El andlisis del efecto antitumoral de las preDSC y las dDSC que llevamos a cabo en la presente
investigacion mostrd que el MC de dDSC induce apoptosis en las lineas celulares tumorales Raiji,
A375, HeLa y SKBR3. En estos casos, el porcentaje de células apoptéticas en el MC de dDSC es
significativamente mayor que el obtenido en el MC de preDSC. No obstante, la apoptosis de las
lineas tumorales Jurkat, THP-1 y Cal33 con el MC de dDSC no fue significativamente mayor que
en el medio Control (Figura 11). De forma semejante, se ha observado que un tipo células
relacionadas también con MSC, las “Wharton’s jelly mesenchymal stem cells”, secretan factores
que inducen apoptosis en diversas lineas celulares tumorales®®??0221, En este contexto, se ha
visto, recientemente, en modelo murino y mediante transcriptomica de célula unica, la existencia
de una subpoblacion de células DSC con la capacidad de inducir apoptosis en células
tumorales?®8,

Las moléculas proapoptoéticas secretadas por las DSC aun no han sido identificadas, es por ello
gue se precisan estudios de protedmica para llevarlo a cabo. No obstante, este efecto antitumoral
de las DSC tal vez no represente una actividad fisiolégica propia de estas células, sino mas bien
sea una consecuencia de otros efectos fisiolégicos, como la apoptosis autoinducida de las DSC
mencionada anteriormente para permitir el crecimiento controlado del trofoblasto™’.

Los resultados que hemos obtenido sugieren un efecto potencial de las DSC en la terapia
antitumoral. Y, teniendo en cuenta el efecto protector del MC de dDSC en PBL en reposo y
activados y su efecto antitumoral, proponemos que las DSC pueden ser Utiles en la inmunoterapia
contra el cancer basada en linfocitos activados?®.

En resumen, durante el proceso de decidualizacion se modulan algunas caracteristicas de
pericitos/MSC que presentan las DSC, tales como la morfologia fibroblastica; la localizacion
perivascular; la contractilidad celular; y la expresion de los marcadores CD140b, CD146, SUSD2 y
a-SMA. No obstante, se conservan o activan procesos como la angiogénesis y la proteccion
linfocitaria, la actividad inmunoreguladora y la secrecién de factores antitumorales (Tabla 19).
Estos cambios asociados a la decidualizaciéon pueden desempefiar un papel clave en el
establecimiento de la tolerancia materno-fetal y demuestran el potencial terapéutico de las DSC,
para tratar enfermedades inflamatorias y el cancer.

143



DISCUSION

Tabla 19. Caracteristicas de preDSC y dDSC.

Caracteristicas preDSC dDSC Referencias
Localizacion Perivascular Extravascular 83,232
Morfologia Fibroblastica Redondeada 83
Secrecion de PRL e IL-15 - + 53,83,207,270
Expresion de marcadores de MSC/pericitos + v 214,232
Expresion de factores angiogénicos + +/4 PGF 214,232
Contractilidad + v 232
Actividad fagocitica + v 201
Actividad inmunoreguladora + 4 78,80,210
Apoptosis de PBL - -y 80,103,214
Apoptosis de DSC - + 103,214
Actividad antitumoral -+ A 214

Las propiedades de DSC, MSC vy pericitos se asocian a un
mismo tipo de célula

Para descartar que las caracteristicas de DSC, MSC y pericitos detectadas en nuestras lineas
de preDSC se debieran a una mezcla de diferentes poblaciones celulares, obtuvimos tres clonos
de tres lineas de preDSC diferentes. En ausencia de P4 y AMPc, estos clonos tenian morfologia
fibroblastica y no secretaban PRL. No obstante, cuando se cultivaron con estos factores,
adquirieron una morfologia mas redondeada y secretaron PRL (Figura 6). Este resultado
demuestra que, al igual que nuestras lineas de preDSC iniciales, en ausencia de factores
decidualizantes en el medio de cultivo, los tres clonos también estaban formados por preDSC.
Nuestros clonos de preDSC mostraron un fenotipo antigénico equivalente al de las lineas de
preDSC originales y expresaron antigenos de MSC y pericitos (Tabla 14). Por otra parte, en
condiciones de cultivo adecuadas, los tres clonos se diferenciaron en adipocitos, condrocitos y
osteoblastos (Figura 6). Estos resultados demuestran que tanto las caracteristicas de DSC, como
las de pericitos y MSC se asocian con el mismo tipo de célula.

Papel de las DSC en la tolerancia inmunolégica materno-fetal

El embarazo conlleva un desafio para el sistema inmunitario, el cual tiene que defender al
organismo de posibles patégenos pero, por otro lado, debe ser capaz de tolerar los aloantigenos
paternos expresados por los tejidos del feto. En un embarazo normal, diversos mecanismos hacen
posible el establecimiento de la tolerancia inmunolégica materno-fetal para evitar un aborto. Uno
de ellos es la inhibiciéon de la diferenciacion a células Thl o de la llegada de estas células a la
decidua, de manera que se establece un entorno antiinflamatorio de tipo Th264271.272273  Estos
mecanismos tienen lugar durante la etapa antiinflamatoria del embarazo, la cual se asocia al
crecimiento fetal. Otras células inmunitarias también contribuyen al establecimiento del
microambiente antiinflamatorio en esta etapa, incluidos los macréfagos, las uNK y las células
Treg®.
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En modelo murino, Nancy et al. demostraron previamente que la decidualizacién de las DSC
inhibe en estas células la expresion de quimioquinas que atraen células Thl y Tc (CXCL9,
CXCL10, CXCL11 y CCL5)%. No obstante, debemos mencionar que existen diferencias en cuanto
a la metodologia entre este estudio y la investigacion que nosotros hemos desarrollado, ya que
Nancy et al. analizaron la expresion de quimioquinas en DSC de origen murino activadas con
citoquinas, mientras que en nuestro caso analizamos el efecto directo de la decidualizacién en
DSC humanas.

A pesar de estas diferencias, nuestros datos en DSC humanas confirman los resultados
previos. En primer lugar, no se detecté expresion de CXCL9 en preDSC y en dDSC
decidualizadas durante 14 dias (Figuras 8A y 8B). No obstante, al repetir este estudio con dDSC
decidualizadas durante 8 dias usando dos nuevos oligonucleétidos que reconocieran la secuencia
de CXCL9, comprobamos que las DSC realmente expresan CXCL9 y que la decidualizacién
inhibe la expresion de esta quimioquina (Figura 9A). En segundo lugar, también obtuvimos
inhibicién de la expresion de CXCL10 y CXCL11 con la decidualizacion (Figuras 8A, 8B y 9A). Al
analizar los niveles de estas quimioquinas en el MC, confirmamos que la decidualizacion inhibe
significativamente la secrecion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (Figuras 9B, 9C y 9D).

Las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 son ligandos del receptor CXCR32%™, el cual se
expresa en células Thl, Tc y NK?®, y los datos obtenidos confirman que el proceso de
decidualizacion en DSC inhibe la expresion de estas quimioquinas, que atraen linfocitos activados
a la decidua. A diferencia de Nancy et al. no obtuvimos diferencias en la expresion de CCL5 en
dDSC al comparar con preDSC (Figura 8A). Esto puede ser debido a que dicha quimioquina esta
implicada en diversas funciones necesarias durante el establecimiento de un embarazo humano
normal; por ejemplo, favorece la invasién del trofoblasto en la decidua?’® y participa en el
reclutamiento de células Treg durante la decidualizacion?’’. Por otra parte, los receptores de CCL5
se expresan en diferentes células inmunitarias, como los monocitos, los cuales llegan a la decidua
en un embarazo normal®’82",

En base a lo anteriormente explicado, todo indica que el proceso de decidualizacidn controla la
actividad quimiotactica de las DSC. Podemos afirmar esto ya que las preDSC secretan las
guimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, las cuales atraen a linfocitos T activados; mientras que
en las dDSC se inhibe la secrecion de dichos factores. La funcion activadora de la migracion del
MC de preDSC, debida a la presencia de estas quimioguinas, queddé demostrada en los
experimentos realizados blogueando el receptor CXCR3 en PBL activados. Se pudo comprobar
gue el bloqueo de dicho receptor inhibe la migracion linfocitaria en este MC (Figura 13B). Por otra
parte, nuestros resultados sugieren que la inhibiciébn de la secrecion de CXCL9, CXCL10 y
CXCL11 no explica la inhibicién significativa de la migraciéon de PBL activados en el MC de dDSC,
ya que dicho descenso de la migracién deberia darnos un resultado equivalente al obtenido con el
medio Control y no ser significativamente menor que este (Figura 13A). El descenso de la
migracion puede implicar la existencia de un mecanismo activo de inhibicién de la migracién por
parte de las dDSC.

Una explicacion posible es que las dDSC estarian secretando factores que inducirian la
apoptosis de linfocitos, como se ha observado en algunas lineas tumorales estudiadas
anteriormente en esta investigacion, como las Raji (linfoma de células B) (Figura 11). No
obstante, hemos comprobado que los factores secretados por las dDSC o bien no tienen efecto
sobre PBL, o bien los protegen de la apoptosis (Figura 11)*’. Es por esto que sugerimos la
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existencia de factores inhibidores de la quimiotaxis de células T (TCIF) por parte de las dDSC, los
cuales inhiben activamente la migracion de estas células. Aunque en esta tesis no hemos descrito
la naturaleza de este o estos factores, la investigacion realizada si nos permite conocer algunas
de sus caracteristicas. Por ejemplo, hemos visto que los TCIF tienen un peso molecular inferior a
los 6-8 kDa (Figura 13D) y son termoestables (Figura 13C). Ademas, también comprobamos que
no estan asociados a exosomas, ya que la eliminacion de los exosomas del MC de dDSC por
ultracentrifugacién no parece modificar los efectos de este medio sobre la migraciéon de PBL
activados (datos no mostrados).

En base a estos resultados proponemos, para futuras investigaciones, detallar las
caracteristicas de los TCIF, los cuales parecen estar implicados en el establecimiento de la
tolerancia inmunoldgica materno-fetal. En cuanto a la posible naturaleza bioquimica de estos, es
importante mencionar que actualmente se conocen algunos factores “antiquimiotacticos”
producidos por patdégenos (parasitos, bacterias y virus), tales como proteinas de union a
quimioquinas (“‘chemokine binding proteins”, CKBP), que bloquean su actividad?8°281.282.285  Qtros
factores que inhiben la quimiotaxis leucocitaria son las efrinas; por ejemplo, la efrina-Al, producida
por el trofoblasto extravelloso invasivo, es capaz de inhibir la quimiotaxis de células T4, Por
otra parte, se ha descubierto que la proteina soluble TR6/DcR3 (perteneciente a la familia del
receptor del factor de necrosis tumoral, TNFR), la cual es expresada por células endometriales y
deciduales, también es capaz de inhibir la quimiotaxis de células T28¢2%7_ Otros investigadores han
demostrado que el factor, de naturaleza lipidica, PGE, secretada por células deciduales y
macréfagos, puede (a altas dosis) inhibir la quimiotaxis de macréfagos?®28, Otro factor de
naturaleza lipidica, la esfingosina-1-fosfato (S1P), generada por distintas células inmunitarias,
también inhibe (a altas dosis) el reclutamiento de células 72929,

Por ello, los factores detectados en la interfase materno-fetal, algunos de los cuales estan
asociados al proceso de decidualizacion, podrian estar relacionados con los TCIF.

En cuanto al fenotipo de las células inmunitarias quimioatraidas por DSC, hemos comprobado
gue el efecto activador de la migracién del MC de preDSC y el efecto inhibidor del MC de dDSC
afectan a la quimiotaxis de células Thl y Tc, pero no a las células NK activadas, ya que no se
obtienen diferencias significativas (Figura 14C). Ademas, pudimos comprobar que la expresion de
las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y, producidas por células Th1, disminuye en los PBL
activados quimioatraidos por dDSC (Figuras 14A y 14B). Esto demuestra que la decidualizacién
no solo inhibe la quimiotaxis de células Thl y Tc, sino que también inhibe la expresion de
citoguinas propias de células Thl en los linfocitos activados.

Por otra parte, al realizar los experimentos de migracién celular en la linea monocitica tumoral
THP-1 no obtuvimos inhibiciéon de la migracién con el MC de dDSC (Figura 15B), indicando que
probablemente la actividad de los TCIF se restringe a linfocitos T activados. Es por esto que si
observamos una inhibicién significativa de la migracion de células Jurkat en el MC de dDSC
(Figura 15A).

Los factores secretados por las dDSC tienen un efecto activador de la migracién de monocitos
tumorales THP-1. Aunque estos experimentos no se han realizado con monocitos de sangre
periférica, los datos obtenidos con la linea THP-1 son indicativos de la presencia de los
macroéfagos en el entorno decidual. Los macrofagos deciduales tienen un fenotipo similar a M2 y
secretan predominantemente citoquinas antiinflamatorias; ademas, desempefian una funcion
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importante en la renovacion de tejidos durante la invasion del trofoblasto y el crecimiento
pIacentari064,119,120,121

Los resultados que hemos obtenido, analizados en conjunto, confirman la existencia de un
mecanismo de tolerancia inmunolégica materno-fetal asociado a la decidualizacion de las DSC,
gue controla la llegada de linfocitos T activados a la decidua. Esto se evidencia por la inhibicién de
la secrecion en dDSC de CXCL9, CXCL10 y CXCL11, las cuales son quimioquinas que atraen
células Thl y Tc; la secrecién de uno o varios factores, de bajo peso molecular y termoestables,
gue inhiben la quimiotaxis de linfocitos T activados; y la inhibicion de la expresion de TNF-a e IFN-
y por los linfocitos quimioatraidos.

El mecanismo explicado tendria lugar en un embarazo normal; pero en otras situaciones
patoldgicas, como una infeccién, donde las moléculas inflamatorias inhiben la decidualizacion®, el
efecto activador de la quimiotaxis de las preDSC seria predominante, de manera que las células
Thly Tc si llegarian a la decidua, desencadenando un aborto?®* (llustracién 18).

Es necesario tener en cuenta que la implantacién y la placentacion constituyen una etapa
proinflamatoria. Las preDSC probablemente estan relacionadas con esta etapa inflamatoria (en
nuestros datos secretan CXCL9, CXCL10 y CXCL11); mientras que las dDSC estarian
relacionadas con la etapa intermedia antiinflamatoria, en la que tendria lugar el crecimiento fetal.
En la implantacion el nimero de preDSC debe de predominar sobre el nimero de dDSC; pero en
la etapa antiinflamatoria, en la que la P4 estd muy elevada, las dDSC predominarian sobre las
preDSC.

La actividad tolerogénica de las DSC puede ser de gran utilidad en la terapéutica de
enfermedades inflamatorias en humanos. Por ello, la identificacién y el aislamiento de los TCIF
puede ser una linea de investigacion muy prometedora en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias, mediadas por células Thl y Tc. Ademas, tal como hemos indicado
anteriormente, las MSC tienen una baja capacidad de decidualizaciébn en comparacién con las
DSC; por esta razdn, el uso terapéutico de las dDSC puede convertirse en una alternativa a las
MSC de médula 6sea.
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llustracion 18. Esquema representativo del posible mecanismo de accién de los factores secretados
por DSC en la decidua humana, en un embarazo normal y en un contexto patolégico. Imagen creada
con el software BioRender.

Diferencias entre DSC vy EnSC

Actualmente sigue existiendo controversia a la hora de identificar y nombrar a las células
estromales procedentes del endometrio y de la decidua (EnSC y DSC respectivamente). Debido a
gue el endometrio no gestante pasa a denominarse decidua cuando hay embarazo, algunos
investigadores consideran que las EnSC son células precursoras de las DSC. No obstante, el
hecho de que, tanto in vivo como in vitro, ambos tipos celulares experimenten la decidualizacion
sugiere que deben existir precursores endometriales y precursores deciduales® 848529  Este
proceso de diferenciacibn empieza durante la fase secretora del ciclo endometrial y se mantiene
en el embarazo. Dado que una de las hipétesis de esta tesis considera que podrian existir
diferencias fenotipicas y funcionales entre las EnSC y las DSC, a las células precursoras las
denominamos preEnSC y preDSC, respectivamente®. Hay que tener en cuenta que, aunque son
células equivalentes, se encuentran en distinto contexto fisioldgico y funcional.

En nuestra investigacion hemos tratado de aportar mas datos que permitan esclarecer las
caracteristicas de estos precursores estromales, realizando un estudio comparativo del fenotipo y
de la respuesta a la decidualizacion, entre preDSC y preEnSC.

El analisis, por citometria de flujo, de un conjunto de 36 antigenos en preDSC y preEnSC
mostré que ambos tipos de células tienen un perfil de marcadores equivalente (Tablas 13 y 15)
(Figura 19). Los datos obtenidos concuerdan con lo que otros investigadores han comprobado
sobre la expresion de antigenos de pericitos en células endometriales. Por ejemplo, Darzi et al.
asociaron la expresion de CD140b, CD146 y SUSD2 con células perivasculares en el
endometrio®®* y Wang et al., en su estudio transcriptémico de célula Unica, detectaron diferentes
poblaciones de ceélulas perivasculares positivas para a-SMA que expresaban CD140b, CD146 y
SUSD22%, Unicamente hemos encontrado diferencias en la expresion de CXL12, que es
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significativamente mayor en preEnSC; esto puede deberse a que CXCL12 es una quimioquina
modulable, implicada en el cambio de endometrio a decidua y responsable de la quimioatraccion
de células NK, entre otras células®. Las preEnSC de sangre menstrual con las que hemos
trabajado se obtienen mediante un procedimiento no invasivo. No obstante, consideramos
necesario destacar que, a pesar de no obtener diferencias fenotipicas entre preEnSC y preDSC,
estamos comparando células estromales de un tejido (el endometrio) que ha experimentado un
proceso de descamacion, con células de un tejido que estd experimentando crecimiento y
desarrollo (la decidua); por lo tanto, se trata de un contexto funcional diferente. Sin embargo,
podemos asegurar la fiabilidad de los datos obtenidos, ya que nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que tampoco existen diferencias fenotipicas, ni en la respuesta a la decidualizacion,
entre EnSC obtenidas a partir de sangre menstrual y a partir de biopsia de endometrio?®. Por esta
razén, podemos decir que tampoco habria diferencias fenotipicas al comparar las células
estromales procedentes de los dos tejidos, endometrial y decidual, establecidos.

También existen diferencias asociadas a la decidualizacion entre estos precursores; de manera
gue las preDSC son mas sensibles a este proceso y, en consecuencia, experimentan un mayor
cambio morfolégico y muerte celular por apoptosis, y también secretan mas PRL e IL-15%77103
(Figura 17).

La correcta decidualizacion celular tiene lugar tras la activacion de la PKA dependiente de
AMPc. Teniendo esto en cuenta, en la presente investigacion hemos estudiado y comparado la
expresion de las subunidades Ca/B/y y Rla/f entre preEnSC y preDSC. Los resultados muestran
gue hay una expresién equivalente de estas proteinas en ambos tipos de células. Por un lado,
vimos que la decidualizacién no regula la expresion de la PKA Ca/f/y; no obstante, la expresiéon
de la PKA Rla/f si aumenta en ambos tipos celulares y dicho aumento es proporcional al tiempo
de decidualizacién, siendo significativamente mayor este incremento en las dDSC. Debido a que
la PKA formada por las subunidades RI es un activador mas eficiente de la respuesta dependiente
de AMPc que la PKA formada por las subunidades RII?°¢, el incremento de la expresion de Rl en
dDSC explica su mayor capacidad de decidualizacién (Figura 18).

Ademds, también estudiamos la expresibn del PR como mediador del proceso de
decidualizacion. Los resultados obtenidos sefialan que no existen diferencias en la expresion del
PR entre preEnSC y preDSC. Aunque en las dEnSC y las dDSC aumenta la expresiéon de la
isoforma PR-A respecto al nivel basal como consecuencia de la decidualizacién, no existen
diferencias entre ambos tipos de células (Figura 18A). Esto sugiere que el estadio inicial de la
sefalizacién via P4 no es responsable de la distinta respuesta a la decidualizacion observada
entre EnSC y DSC. También se estudié la expresion del factor de transcripcion FOXO1, cuya
expresion esta regulada positivamente en las primeras etapas del proceso de decidualizacion, y el
cual participa en la diferenciacion de las células endometriales y la regulacion de genes
proapoptdticos??7:2%2% - Aunque su expresion aumentd tras la decidualizacién, no se obtuvieron
diferencias significativas entre EnSC y DSC; es por ello que la expresion de dicho factor no parece
ser determinante en las diferencias observadas entre estos dos tipos de células al decidualizarse
(Figura 18A).

Ya que el embarazo supone un desafio para el sistema inmunitario de la madre, los cambios
fisiolégicos y funcionales a nivel endometrial son esenciales para permitir el establecimiento de un
endometrio gestante. En este contexto, las DSC tienen un papel clave en el mantenimiento de la
tolerancia inmunolégica materno-fetal*>’8881.237 | 3 informaciéon de la que disponemos hasta la
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fecha, y que se ha detallado en los apartados anteriores, sugiere que las preDSC y las preEnSC
son el mismo tipo de célula, por su fenotipo antigénico, su ubicacion perivascular y su relacion con
MSC; no obstante, estas se encuentran en dos contextos fisiologicos distintos. A pesar de ello, si
hemos encontrado pequefias diferencias fenotipicas y funcionales entre ambos tipos de células.
Esto puede explicarse por el hecho de que las preDSC han permanecido in vivo un periodo mas
largo que las preEnSC, antes de ser aisladas y de establecerse lineas celulares con ellas. El
microambiente diferente y los factores hormonales, paracrinos y autocrinos, a los que cada una de
estas células ha estado expuesta, puede ser determinante en las diferencias encontradas?4.
Ademas, estas diferencias parecen estar asociadas al proceso de decidualizacion, al cual las
preDSC son mas sensibles. Este es un proceso complejo y se precisan mas estudios que detallen
el papel de todas las moléculas involucradas y como influyen los factores genéticos y
epigenéticos.

En cuanto a la actividad quimiotactica de las EnSC, hemos comprobado que la decidualizacion
inhibe la secrecion de la quimioquina CXCL9; no obstante, la secrecion de CXCL10 aumenta a
nivel endometrial (Figuras 20B y 20C). Este resultado concuerda con lo que otros investigadores
han descubierto, concretamente que en la fase secretora premenstrual aumenta la produccion de
una serie de mediadores inflamatorios por parte de las células endometriales decidualizadas,
entre los que se encuentra CXCL10. Muchos de esos factores median el reclutamiento y la
activacion de leucocitos, particularmente macréfagos, neutrofilos, células uNK y eosindfilos, que
liberan enzimas que participan en la destruccion del tejido endometrial durante la menstruacion y
también se encargan de la proteccion frente a posibles infecciones3®,

Al comparar los niveles de secrecion de las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 entre
preDSC y preEnSC hemos encontrado que, en los tres casos, la secrecion en preDSC es
significativamente mas alta (Figuras 20B, 20C y 20D). Dicho resultado concuerda con el andlisis
de la migracion linfocitaria, ya que las preDSC atraen a un mayor nimero de PBL activados que
las preEnSC (Figura 21). El hecho de que las preDSC secreten niveles mas altos de las
guimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, las cuales atraen a mas linfocitos T activados, puede
estar relacionado con la funcibn que desempefian estas células inmunitarias en las primeras
etapas de un embarazo, concretamente en el momento de la implantacién, la invasion del
trofoblasto y la placentacion, que constituyen un estadio proinflamatorio®. Ademas, mediante la
secrecién de quimioquinas, como CXCL10 (ademéas de CXCL12 y CX3CL,), las DSC patrticipan en
el reclutamiento de células NK desde sangre periférica hasta el tejido decidual*'®. Por otra parte,
tanto dDSC como dEnSC inhiben la quimiotaxis de PBL activados (Figura 21), lo cual estaria
relacionado con la inhibicion de la secrecion de la quimioquina CXCL9 en ambos tipos de células
(Figura 20B) y la probable produccién de TCIF.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el proceso de decidualizacion a partir de
precursores endometriales y deciduales ocurre tanto en el endometrio como en la decidua y es un
proceso activo durante el embarazo. En base a ello, las preDSC y las preEnSC son el mismo tipo
celular y estan estrechamente relacionadas con las MSC vy los pericitos, pero se encuentran en
dos contextos fisioldgicos diferentes, la decidua y el endometrio respectivamente (llustracién 19).
Por esta razdn, ambas presentan algunas diferencias fenotipicas y funcionales asociadas al
proceso de decidualizacion, siendo las preDSC mas sensibles y mostrando una mayor capacidad
de diferenciacion.
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llustracién 19. Esquema representativo de la decidualizacion de células endometriales estromales
precursoras (preEnSC) a células endometriales estromales decidualizadas (dEnSC) y de la
decidualizacion de células deciduales estromales precursoras (preDSC) a células deciduales
estromales decidualizadas (dDSC). Imagen creada con el software BioRender.

eEnSC v su papel en el establecimiento del foco ectdopico de
endometriosis

Conocer la etiologia y el mecanismo de la patogenia de la endometriosis sigue siendo un reto
hoy dia. Aunque se han realizado estudios comparativos entre las células y tejidos
endometridsicos, y las células y tejidos endometriales sanos, se desconoce cual es el factor o
factores bésicos etiologicos que determinan el inicio y el desarrollo de la enfermedad, aunque
existen evidencias que sugieren gque la endometriosis es una enfermedad multifactorial**%131:301 En
la investigacion llevada a cabo hemos intentado ampliar el conocimiento que se tiene hasta el
momento sobre la comunicacién intercelular entre las eEnSC y las células del sistema inmunitario,
para intentar dilucidar cuales son los mecanismos relacionados con el proceso inflamatorio que
caracteriza a la endometriosis. Los datos de los que disponemos hasta el momento no aclaran si
es el proceso inflamatorio el que favorece el desarrollo de focos de endometriosis o si es el foco
de endometriosis el que induce el proceso inflamatorio®°?,

En primer lugar, hemos realizado un andlisis comparativo del fenotipo antigénico entre las
células obtenidas a partir de endometriomas ovaricos y las células del tejido endometrial de
mujeres sanas, y hemos evaluado la diferente respuesta a la decidualizacion.

La resistencia a la P4 es una de las propiedades principales de las células endometridsicas, lo
cual ha sido corroborado al decidualizar nuestras lineas de eEnSC (Figura 22A). El aumento de la
proporcion ER-B/ER-a en las eEnSC, al comparar con las EnSC, se asocia a la supresion del PR,
lo que contribuye a su resistencia a la P45,

Anteriormente mostrdbamos que la decidualizacién induce un cambio morfolégico y funcional
en las DSC y en las EnSC, aunque en estas Ultimas en menor medida (Figura 1A y Figura 16A).
Al comparar la respuesta a este proceso entre las EnSC y las eEnSC, se ha observado que las
células procedentes de focos ectdpicos de endometriosis se decidualizan parcialmente, ya que
conservan en su mayoria la morfologia fibroblastica, apenas producen PRL y no sufren apoptosis
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tras la exposicion prolongada a AMPc y P4 (Figura 23). La resistencia a la decidualizacion es una
propiedad que relaciona a las eEnSC con las MSC (Figura 3).

Los datos experimentales obtenidos por Klemmt et al. indican que las células estromales
procedentes de endometriomas ovaricos conservan la capacidad de diferenciarse
morfolégicamente (aunque estos cambios no empiezan a observarse de forma inmediata, sino
durante el dia 6 de decidualizacion) y de secretar marcadores bioquimicos de decidualizacion,
como PRL e IGFBP-1, pero a un nivel mucho méas bajo que las células del estroma endometrial de
una mujer sana®®. Las discrepancias con nuestros datos pueden deberse a la diferente
metodologia empleada en el cultivo celular. En nuestro caso empleamos el medio de cultivo Opti-
MEM suplementado con un bajo porcentaje de FBS (3%), asegurandonos de esta manera que
estamos trabajando con células que mantienen su estado indiferenciado; mientras que en la
investigacion citada se emplea medio de cultivo DMEM al 10%. Por otra parte, en dicho estudio
las células se decidualizaron Unicamente con AMPc, mientras que nosotros empleamos el
protocolo estandar de decidualizacién con AMPc 'y P42,

La resistencia a la apoptosis de las eEnSC permite su supervivencia en localizaciones
ectopicas. Esta caracteristica se debe, en parte, a la sobreexpresiéon del gen antiapoptético Bcl-2 y
también a la expresion alterada del ligando de muerte FasL. Diferentes investigaciones han
demostrado que la susceptibilidad de las células endometriales ectdpicas a la apoptosis

espontanea es significativamente menor que la de las células endometriales eutopicas de mujeres
Sanasl54'155'2°4'3°4'.

En cuanto a la caracterizacion fenotipica, las eEnSC muestran una expresién de marcadores
similar a las MSC (Figura 22B) (Tabla 16). Este resultado, comuin con otras células estromales
uterinas, concuerda con la teoria sobre el origen de la endometriosis que indica que esta
enfermedad surge del crecimiento ectdpico y aberrante de células mesenquimales de médula
osea (“homing erréneo”), las cuales desempefan un papel importante en la fisiopatologia de la
enfermedad. Nuestros resultados coinciden con los datos obtenidos en un estudio que demostré la
presencia de células estromales con un fenotipo de MSC en el tejido endometrial ectépico de
mujeres con endometriosis. Dichas células expresaban los marcadores tipicos de MSC CD29,
CD44, CD90 y CD105, al igual que nuestras lineas de eEnSC3,

Las EnSC y las eEnSC, con propiedades de MSC, comparten una expresion similar de
marcadores de superficie. No obstante, el estudio comparativo del fenotipo antigénico mostré una
menor expresiéon de los marcadores de pericitos CD140b, SUSD2, MFG-ES8, nestina y STRO-1 en
las preeEnSC que en las preEnSC (Figura 24). Nuestros resultados difieren de los datos
presentados recientemente por Chunmei Li et al., quienes obtuvieron una expresion equivalente
de marcadores de células perivasculares, como CD140b y SUSD2, entre EnSC y eEnSC. Las
diferencias entre ambas investigaciones pueden ser atribuibles al menor tamafio muestral y a la
variabilidad en la expresion antigénica entre las distintas muestras de endometrio eutépico, que
asumen los autores de dicho estudio®°.

En cuanto a la actividad quimiotactica de las eEnSC, hemos comprobado que la
decidualizacion inhibe la secrecion de la quimioquina CXCL9, tal como ocurre en las DSC y en las
EnSC. No obstante, la secrecion de CXCL10 y CXCL11 no varia con la decidualizaciéon (Figuras
25B, 25C y 25D). Al comparar los niveles de secrecion de las tres quimioquinas estudiadas entre
preEnSC y preeEnSC hemos encontrado que la secrecion de CXCL9 y CXCL10 es
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significativamente més alta en preeEnSC (Figuras 25B y 25C). Dicho resultado concuerda con el
andlisis de la migracién linfocitaria, ya que las preeEnSC atraen a un mayor nimero de PBL
activados que las preEnSC (tras 48 horas de incubacion de los linfocitos con los MC) (Figura
26B). El hecho de que las preeEnSC secreten niveles més altos de las quimioquinas CXCL9 y
CXCL10 puede estar relacionado con la quimioatraccion de células NK (con actividad citotoxica
reducida) al liquido peritoneal de mujeres con endometriosist3®3%’, Comprobamos este resultado al
estudiar el fenotipo antigénico de las poblaciones linfocitarias quimioatraidas al estar en contacto
con los factores secretados por preEnSC y preeEnSC, encontrando un incremento significativo del
namero de células CD56+/CXCR3+ migradas en el MC de preeEnSC (Figura 27E).

El efecto activador de la migracion de preEnSC y preeEnSC también se observé sobre la
subpoblacion de células Tc (CD8+/CXCR3+) (Figura 27D). En el caso de las preEnSC, este
resultado se explica porque la presencia de linfocitos T citotoxicos a nivel endometrial es
especialmente importante durante la fase proliferativa del ciclo cuando constituyen
aproximadamente el 33% de la poblacion total de leucocitos; se encuentran principalmente
formando agregados linfoides, pero también dispersos en el estroma endometrial. La capacidad
citotdxica de estas células ejerce una funcién protectora en el endometrio. Aunque dichas células
también estan presentes durante la fase secretora en los agregados linfoides ya formados, su
actividad citotoxica disminuye porque puede producirse la concepcion®*. Por lo que respecta al
endometrioma, se ha comprobado que el tejido ectépico contiene linfocitos T CD8+; ademas, la
concentracion de células CD8+ en el liquido peritoneal de las pacientes con endometriosis se
incrementa en comparacion con el liquido peritoneal de mujeres sanas&18¢,

Por otra parte, tanto dEnSC como deEnSC inhiben la quimiotaxis de PBL activados (Figura
26), lo cual estaria relacionado con la inhibicion de la secrecion de la quimioquina CXCL9 en
ambos tipos de células (Figura 25B) y la probable produccion de TCIF. En cuanto a la quimiotaxis
de las subpoblaciones de PBL activados, obtuvimos inhibicién de la migracién de células Thl
(CD4+/CXCR3+) por parte de las dEnSC (Figura 27C); mientras que las deEnSC también
inhibieron la llegada de células Thl (CD4+/CXCR3+) y Tc (CD8+/CXCR3+) (Figuras 27Cy 27D).
En primer lugar, estos resultados pueden estar relacionados con la baja proporcién de células Thl
a nivel endometrial durante la fase secretora del ciclo, cuando se produce la decidualizacion. En
dicho estadio también tiene lugar una elevada reducciébn del namero de linfocitos Treg
CD4+/CD25+/Foxp3+*1°. Al realizar los experimentos de quimiotaxis con la linea linfocitica
tumoral Jurkat observamos, de nuevo, una inhibicién significativa de la migracion en el MC de
dENnSC y deEnSC (Figura 31A).

Continuamos con el estudio de la inmunopatologia de la endometriosis y nos centramos en
analizar el efecto de los factores secretados por EnSC y eEnSC sobre la quimioatraccion de
monocitos de sangre periférica y tumorales (linea THP-1). Hemos trabajado con monocitos con el
objetivo de estudiar su migracion hacia el tejido endometrial de una mujer sana y el tejido
endometrial ectdpico, asi como su diferenciacion en dichas localizaciones hasta adquirir un
fenotipo tipico de macréfagos.

Los resultados obtenidos mostraron que las preEnSC y las preeEnSC son capaces de atraer
monocitos, aunque las preeEnSC atraen a un mayor nimero de estas células inmunitarias (Figura
28). Este resultado se confirmd al repetir los experimentos de migracion celular con la linea
monocitica tumoral THP-1, de manera que la quimioatraccion de dichas células por el efecto de
los factores secretados por las preeEnSC es significativamente mayor que por las preEnSC
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(Figura 31B). La explicacion fisiologica de los resultados correspondientes a las preEnSC se
sustenta en el hecho de que durante la fase proliferativa del ciclo endometrial se incrementa la
quimioatraccion de monocitos desde sangre periférica. Los macréfagos llegan a representar entre
el 1-2% del total de células del endometrio durante la fase proliferativa, siendo los leucocitos mas
abundantes durante el proceso de reparacion y regeneracion del endometrio'?!4. En el contexto
del endometrioma, la llegada de monocitos desde sangre periférica determina, en parte, el
elevado nimero de macréfagos en el liquido peritoneal y en el tejido ectopico, cuya funcién es
fundamental para el desarrollo de la lesion67:169,

En cuanto al fenotipo de las células quimioatraidas, podemos decir que hay una elevada
atraccién de monocitos polarizados hacia M2 (CD163+/CD206+) por parte de las preEnSC vy las
preeEnSC (Figura 30). Ademas, los resultados también sugieren que los factores secretados por
ambos tipos celulares diferencian los monocitos hacia un fenotipo M2 antiinflamatorio (Figura 29).
Estos resultados nos llevaron a preguntarnos cual es el papel de los macréfagos antiinflamatorios
en el tejido endometrial eutdpico y ectépico. Hay que tener en cuenta que una simple clasificacion
de los macréfagos en fenotipos M1 y M2 no explica la elevada diversidad fenotipica de estas
células en los diferentes tejidos. Gordon et al. sugirieron que la activacion de los macréfagos se
lleva a cabo en diferentes etapas de diferenciacion y esta determinada por el microambiente
tisular, compuesto por una combinacion de citoquinas y quimioquinas moduladoras. Ademas, las
poblaciones de macréfagos residentes en los tejidos pueden cambiar su fenotipo y funcion, e
incluso expresar simultdneamente marcadores proinflamatorios y antiinflamatorios#3%, A o largo
del ciclo, el aumento del numero de macréfagos a nivel endometrial ocurre debido a la quimiotaxis
de monocitos desde sangre periférica y a la proliferacion local. Nuestros resultados coinciden con
las investigaciones que demuestran que, durante la fase proliferativa, los macrofagos con
actividad antiinflamatoria estan presentes en el endometrio y desempefian funciones clave en la
reparacion del tejido, tras la menstruacion, y la angiogénesis'**®, En la endometriosis, el
establecimiento de la lesion se caracteriza por el crecimiento del tejido endometrial y la formacion
de vasos sanguineos, eventos que se ven interrumpidos en ausencia de macréfagos, tal y como
demostraron Bacci et al. Los macrofagos endometridsicos participan en la eliminacion, mediante
fagocitosis, de globulos rojos envejecidos y de restos de células endometriales; ademas, envian
sefales troficas y antiapoptoticas que facilitan la supervivencia de las células endometriales
ectdpicas. Estas funciones caracterizan a los macréfagos que han adquirido un fenotipo reparador
M2. Dicho fenotipo es propio tanto de los macréfagos presentes en el peritoneo, como de los
macrofagos infiltrantes en la lesidn ectdpica, los cuales expresan niveles elevados de los
marcadores CD163 y CD2061673%,

Por otro lado, tanto dEnSC como deEnSC inhiben la migracibn de monocitos de sangre
periférica, aunque no de forma significativa, (Figura 28) y, particularmente, la de aquellos que
presentan un fenotipo M2 (Figura 30). Ademas, los resultados también sugieren que los factores
secretados por ambos tipos de células decidualizadas inhiben la diferenciacién de los monocitos
hacia un fenotipo M2 (Figura 29). A nivel endometrial, este resultado indicaria que el proceso de
decidualizacion inhibe la llegada de macréfagos antiinflamatorios y, en parte, concuerda con los
datos de otros investigadores que demuestran que en la fase secretora se genera un ambiente
proinflamatorio, el cual desempefia un papel esencial en la preparacion del endometrio para la
posible implantacién del embrion. Respecto a la endometriosis, las deEnSC también inhiben la
llegada de monocitos diferenciados hacia un fenotipo M2. Teniendo en cuenta que los macréfagos
M2 favorecen el desarrollo de la enfermedad, los gestagenos utilizados en el tratamiento de la
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endometriosis desarrollan su actividad terapéutica al inducir decidualizacion en las eEnSC y, en
consecuencia, reducir la presencia de macrofagos M2.

No obstante, los resultados obtenidos con monocitos de sangre periférica parecen entrar en
contradiccion con los obtenidos en la linea monocitica tumoral THP-1. Esto se observa por el
hecho de que la migracion de las células THP-1 se incrementa significativamente en los MC de
dEnSC y deEnSC, al contrario de lo que ocurre en monocitos sanguineos (Figura 31B); ademas,
las células quimioatraidas por los factores secretados por EnSC y eEnSC no decidualizadas y
decidualizadas no estan polarizadas hacia un fenotipo M2 (Figura 33). Una explicacion de los
resultados obtenidos puede ser que la quimioatraccion de las células THP-1 no disminuye en los
MC de dEnSC y deEnSC porque se trata de una linea tumoral, que no experimenta diferenciacion
a un fenotipo M2, tal como si ocurre en monocitos de sangre periférica.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el microambiente de las lesiones
endometriésicas es altamente complejo y dinamico, y confluyen sefiales proinflamatorias,
antiinflamatorias y angiogénicas. En los afios recientes se han realizado numerosos estudios para
intentar explicar la composicién del microambiente inmunitario de las lesiones y como este
contribuye al establecimiento del foco ectdpico. En nuestra experiencia hemos podido determinar
gue existe una importante quimioatraccion de células NK, células Tc y monocitos polarizados
hacia un fenotipo M2, por parte de las células endometriales ectdpicas, aunque la decidualizacion
inhiba la llegada de estas Ultimas células. En base al reciente éxito de las terapias
inmunomoduladoras dirigidas a la inflamacién crénica en otras enfermedades inflamatorias, es
posible que en el futuro se puedan desarrollar estrategias terapéuticas basadas en el bloqueo de
las moléculas implicadas en la comunicacion intercelular, entre las eEnSC y las células del
sistema inmunitario.
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. Las preDSC de la decidua humana son MSC que se localizan en el nicho perivascular.

. La decidualizacion de las DSC humanas (dDSC) favorece la inhibicion de la quimiotaxis de
linfocitos T activados con actividad proabortigena a la decidua, constituyendo asi un
mecanismo de tolerancia inmunoldgica materno-fetal.

. Las DSC tienen una mayor capacidad para decidualizarse que las EnSC. Esta diferencia es
debida, probablemente, a los distintos contextos fisiol6gicos en los que se encuentran:

endometrio no gestante (EnSC) y decidua (DSC).

. Las eEnSC estan relacionadas con las MSC. Esto puede explicar el establecimiento de focos
de endometriosis en localizaciones peritoneales y extraperitoneales.

. Las eEnSC tienen una mayor capacidad de atraccion de linfocitos T y células NK activadas que
las EnSC, lo cual podria estar relacionado con la patogenia de la enfermedad.
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