VNIVERSITAT
BDGVALENCIA

Facultad de Ciencias Biologicas
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

Programa de doctorado de biotecnologia

TESIS DOCTORAL

“MECANISMOS EPIGENETICOS
EN LAS CELULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES DURANTE EL PROCESO
DE DECIDUALIZACION”

Autora:
Isabel Herrer Mambrona

Licenciada en Bioquimica

Directores:
Prof. Carlos Antonio Simon Vallés

Dr. Carlos Estella Sagrado



Valencia 2012



Prof. Carlos Antonio Simén Vallés, Catedratico de Pediatria, Obstetricia y
Ginecologia de la Universidad de Valencia y Director Cientifico del Instituto
Valenciano de Infertilidad (IVI).

CERTIFICA:

Que el trabajo de investigacion titulado: “MECANISMOS EPIGENETICOS
EN LAS CELULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES DURANTE EL PROCESO
DE DECIDUALIZACION” ha sido realizado integramente por DAa. Isabel Herrer
Mambrona bajo mi direccién. Dicha memoria esta concluida y reune todos los
requisitos para su presentacién y defensa como TESIS DOCTORAL ante un

tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente

certificacion en Valencia a 2012.

Fdo. Prof. Carlos Antonio Simon Valles






Dr. Carlos Estella Sagrado, Doctor en Biologia e Investigador de la

Fundacién IVI.

CERTIFICA:

Que el trabajo de investigacion titulado: “MECANISMOS EPIGENETICOS
EN LAS CELULAS ENDOMETRIALES ESTROMALES DURANTE EL PROCESO
DE DECIDUALIZACION” ha sido realizado integramente por Dfa. Isabel Herrer
Mambrona bajo mi direccién. Dicha memoria esta concluida y reune todos los
requisitos para su presentacion y defensa como TESIS DOCTORAL ante un

tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente

certificacion en Valencia a 2012.

Fdo. Dr. Carlos Estella Sagrado






AGRADECIMIENTOS

Y con estas palabras quiero agradecer a todas esas personas que con su esfuerzo,
perseverancia, conocimiento, carifio o incluso su mera existencia, han contribuido a

alcanzar mis logros.

A mi director el Doctor Carlos Simén Vallés por darme la oportunidad de realizar

este trabajo y por todo el conocimiento aportado.

A mi director el Doctor Carlos Estella Sagrado, porque todo que pueda decir no
seria suficiente. Gracias por su ejemplo, su dedicacién, su profesionalidad, por
compartir el trabajo diario, por contagiarme su motivacién y sobre todo porque ha

sido el maestro que me ha ensefiado a andar en el camino de la ciencia.

A Antonio Pellicer y a José Remohi por permitirme desarrollar este trabajo en las

instalaciones de la Fundacion IVI y del Instituto Valenciano de infertilidad (1VI).

A todos mis compafieros de la Fundacion IVI con quienes he compartido el espacio-
tiempo durante estos afios, a Juanma, Ali, Sebas, Amparo, Horten, Leslie, Carmen,
Claudia, Aymara, Tamara, Ana, Sonia y Mercedes. Gracias por vuestro, apoyo,
comprension y por llenar el dia a dia de alegria.

A Ali por todo lo que he podido aprender a su lado y por su gran ayuda.

A Sebas y Amparo por cuidar tanto del laboratorio y de mi persona.

A Juanma por transmitir el entusiasmo por el mundo computacional y por compartir
la gran mision de desvelar el misterio de los miRNAs.

A los grandes investigadores del equipo a Paco, Felipe, Irene, Jose Vicente y Radul,
gracias por sus consejos y por ayudar a encontrar soluciones.

También a Marcos, Jaime y al resto de compafieros de administracion.

A todos aquellos que también formaron parte, al Doctor Oscar Berlanga, a Isabel
por sus buenos dias diarios, a Patri y su visién transcendental, al Doctor Jose

Antonio Horcajas, Josoén, gracias por creer en mi.



A nuestros vecinos de DGP, a Julio, al artista Pere, Anita, Mariaje, Mila y Vicente,
gracias por todos esos pequerfios grandes momentos compartidos durante este
tiempo. Al nuevo incorporado Jose Antonio, por la complicidad que me ha aportado
todo este tiempo, porque le conoci subido de un arbol recogiendo hojas de morera y

eso determind la direccion de las grandes situaciones vividas.

A los nuevos comparieros de iviomics, por todo lo que nos ensefian del mundo de la
reproduccién durante los seminarios. A Maria, por su simpatia y por saber contagiar

su optimismo.

A mis comparieros de biologia y de bioquimica, con quienes pude crecer durante
esos “duros” afios de formacion universitaria, a Ana, Noelia, Andrea, Eva, Aida,
Pablo, Tati, Joaquin y especialmente a la Doctora Marta Valero, la mejor
compafnera de clase del mundo, por ser mi mejor consejera y por toda la paciencia

que tiene conmigo.

A todas esas personas que he conocido en Valencia, a Sarupi, Elena, Ruth,
Andrea, Sergio, Silvia, Antonio, Vero, Miguelez, Isma, Caste, Marine, y a todo
Kultrun batukada. Gracias a ellos he encontrado mi lugar en esta ciudad, una

experiencia intensa, enriquecedora y simplemente maravillosa.

A los de siempre, a Eva y su ternura, a mi tatica Lauriki, a Ainhoa, Gallego, Jorge,
Oscar, Bea, Lucia, Guiomar y Marta, gracias por ser, estar y permanecer. Nuestra
amistad esta llena de aprendizajes, de experiencias inolvidables y de mucha
felicidad y al fin y al cabo sin alegria ni se hace una tesis ni se vive con plenitud. No

se os puede querer mas.



A mis abuelos porque ellos me ensefiaron que no existen razones suficientes para

rendirse ante las dificultades.

A mis hermanas porque forman parte de mi.

A mis padres por ser mis ojos cuando no puedo ver, por ser siempre su prioridad,

por su amor incondicional.






El presente trabajo de tesis doctoral ha sido realizado en los laboratorios de la
Fundacién VI, gracias a la financiacién de la Fundacion IVI y a la ayuda del
programa Prometeo para grupos de investigacibn de  excelencia
(PROMETEQO/2008/163) financiado por la Consejeria de Educacién de la

Generalitat Valenciana.



INDICE DE CONTENIDOS

L INTRODUGCCION. ...ttt
1.EIENDOMETRIO. ... ..o e
T4 Elciclomenstrual..... ..o
2. IMPLANTACION EMBRIONARIA ...,
2.1 Receptividad endometrial ...
2.2 DeCidualizacion....... ..o
2.3. Fases de la implantaciéon embrionaria.......................co
2.3.1. Fase preimplantatoria: Aposicion...............ccocoiiiiiiiiinn..
2.3.2. Fase implantatoria: Adhesion e invasion.............................
3. Remodelacién de la matriz extracelular en el proceso de
IMPIaNtacCIiON........ceii e
3.1 Generalidades de la matriz extracelular.....................ccoiiiiil,
3.2 Las metaloproteasas matriciales: MMPs................coooiii.
3.3. Los inhibidores tisulares de las metaloproteasas: TIMPs................
3.4 Sistema de las metaloproteasas en el endometrio y en la interfase
MaternO-emMbIIONANIA. ... ... .
3.4.1 Composicién de la MEC endometrial a lo largo del ciclo
MENSITUAL ... e
3.4.2. Sistema de la metaloproteasas en el endometrio...................
3.4.3. Sistema de las metaloproteasas en la interfase materno-
EMDIIONAITA. ..o e
4. Las “omicas” del endometrio..........ccceviiiiiiiiiiiiiiici e
5. EPIGENETICA
5.1. Metilacion del ADN........o.i e
5.2. Modificacién post-traduccional de las histonas............................
5.2.1 Histonas: acetilacion y deacetilacion................c.cocooiiiiinnnn.
5.2.2 Regulaciéon de HATs y HDACs. Inhibidores...........................

W N OO AN =2 =

14

17
17
19
22

23

24
25

27
29
30
32
35
37
40



. 3 MIRN AS o

5.3.1 ARN no codificantes pequefios.............ccoviiiiiiiiii i,
5.3.2 Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNA..................
5.3.3 Caracterizacion funcional de los miRNAs 46
5.3.4 miRNAs como biomarcadores y terapia molecular ... 48

5.4. Mecanismos epigenéticos en el aparato reproductor femenino
5.4.1 Metilacion del ADN en el endometrio.............ooiviiiiiininnnn.
5.4.2 Acetilacion de las histonas durante la implantacién....................
5.4.3 miRNAs en el aparato reproductor femenino............................
5.4.4 miRNAs en el endometrio..........cooeieiiiiiiiiiii e
I HIPOTESIS. ....ceeiiiiieiee e e e e e e et e e s e e s s sse e e e mne e e s enn e e s ennas
Il OBUJETIVOS . ... oo e
1.1 Objetivos generales. ........c.coo.ouieieii i
1.2 Objetivos €SPECITICOS. . uuuur et
HI. MATERIAL Y METODOS ........oiiiiiiiie e
T.CUIIVO CRIUIAT ...t
1.1 Muestras de endometrio. .........coviiiiiiii i
1.2 Separacion y cultivo primario de células endometriales epiteliales y
ESIIOMAIES. ...
1.3 Lineas Celulares. ........ ..o
1.4 Condiciones de CUltiVO...... ..o
1.5 Tratamiento con Trichostatina A (TSA)......cooiiiiiiiieee,

1.6 Induccién del proceso de decidualizacion de las ESC ‘in

2. Ensayos de movilidad celular............ooiiiiii
2.1 Ensayos de migracion / wound-healing..............ccocooviiiiiiiiiiiiiann.
2.2 ENSayos de iNVAsION. ...t

3. Modelo de invasion embrionario in vitro basado en co-cultivo..................

43
43
44

49
49
50
51
52
57
61
61
62
65
65
65

65
66
67
68

68
69
69
70
70
70
71
72



4. Analisis de AcidoS NUCIGICOS. ........oiuiii i e 73

4.1 Extraccion de ARN total.........cooiiiii 73
4.2 RetrotranSCripCiON. .......ui e 73
4.3 Disefo de oligonucledtidos. ... .. ..o 75
4.4 PCR cuantitativa a tiempo real o qRT-PCR..............coiiiini, 76
4.5 MIRNA PCRAIMAY ...ttt e 78
4.6 Inmunoprecipitacion de la cromatina.................cocoo 79
4.7 Silenciamiento de DiCer...........covuiiiiiiii i 82
4.8 Transfeccion con mimetizadores de MIRNAS.............covvviiiiiiinnenne. 83
5. Analisis de proteinas. ........ocoiiiiii i 84
5.1 Extraccion de proteina..........cccooiiiiii 84
5.2 Western-blot ... 85
5.3 Analisis de proteasas: Zimografia.............coooiiiiiiiiii 86
5.4 Inmunohistoquimica ...........ccoiiiiii 88
5.5 INMUNOSTIUOrESCENCIA. .. ...viiiieiii e 89
BB ELIS A . 89
6. Analisis bioinformatiCo ............ooiiiiii 90
7. Analisis Estadistico de l0S Datos. ...........ooviiiiiiii 90
IV.RESULTADOS ... e ens 90

1. Estudio de los cambios en la acetilacion de las histonas y sus

efectos durante la decidualizacion de las células estromales

endometriales....... ..o e 95
1.1 Efecto de TSA sobre el fenotipode hESC ... 95
1.1 Efecto del TSA sobre la movilidad celular ..................ccooiiiinn 97

1.2 Implicacion del TSA sobre la invasion embrionaria............................. 100
1.2.1 Ensayo de invasion trofoblastica...............ccooiiiiii 100

1.2.2 Ensayos de invasion embrionaria en la monocapa de células

1.3 Efecto del TSA en la expresién génica del sistema de las MMPs ........ 103
1.4 Efecto del TSA en la actividad de las MMPs............c.oociiiiiiiinnen 108



1.5 Efecto del TSA los niveles proteicos de los TIMPs.................c.coill.

1.6 Implicacién del TSA sobre los niveles de acetilacién de las histonas:

analisis de 10s promotores geniCoS. ... .....vuiuieiuiiiiiiiie e

1.7 Efecto de la decidualizacion en el balance de los moduladores de la
MEC y su asociacion con la acetilacion de las

NS ONAS. e

2. Estudio de la expresion y funcién de los miRNAs durante el
proceso de decidualizacion in Vitro......ccceceiciiciiiiiiicvc e
2.1 Anadlisis del perfil de expresion de miRNA en las hESC
decidualizadas in VitrO...........cooeeeeeei e
2.2 Andlisis de los potenciales genes diana de los miRNAs
diferencialmente expresados durante la decidualizacion........................
2.3 Analisis de las familias de miRNAs representadas durante la
decidualiZacCiOon. ... ...
2.4 Caracterizacion funcional del miR96 y miR135b.............cccccvevenee.
3. Caracterizacion funcional de Dicer durante la decidualizacion in
VItro de laS RESC........c.oiiiiiiiee et e e e r e e nens
3.1 Expresion de Dicer durante la decidualizacion..............................
3.1.1 Analisis de los niveles de Dicer durante el proceso de
decidualizacCion in VIVO. ... ...
3.1.2 Analisis de los niveles de Dicer durante el proceso de
decidualizacCion in VItro. ...
3.2 Efecto del silenciamiento de Dicer sobre el proceso de
decidualizaCion in VItro.............oooeeii
3.2.1 Efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles de
marcadores moleculares caracteristicos del proceso de decidualizacion
3.2.2 Efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles de
senalizadores relevantes del proceso de diferenciacion...........................

3.2.3 Implicacion de Dicer sobre la morfologia de las hESC...............

AV 0] £ Y o1 VL= (o] N IR

111

113

119

119

123

127
130

134
134

134

137

138

139



VI. CONCLUSIONES
VII. BIBLIOGRAFIA
VIIl. ANEXOS .........



SIGLAS, ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario.
AKT: Proteina quinasa B

AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNi: ARN de interferencia.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

CEBPg: CCAAT/enhancer-binding protein beta.
CDK2: Quinasa dependiente de ciclina 2.

ChIP: Chromatin inmunoprecipitation.

COX-2: Ciclooxigenasa -2.

E,: 17-B-Estradiol.

EEC: Células endometriales epiteliales.

ESC: Células endometriales estromales.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbert Assay.
FASL: Ligando de Fas.

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico.

FIV: Fecundacion in vitro.

GAPDH: Gliceraldheido-3 fosfato deshidrogenasa.
HAT: Histona acetilasa.

HCG: Gonadotropina coriénica humana.

HDAC: Histona deacetilasa.

HDACI: Inhibidores de histona deacetilasas.
IGFBP-1: Factor de crecimiento similar a insulina 1.
LH: Hormona luteinizante.

MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos.
MBD: methyl binding CpG domain.

MEC: Matriz extracelular.

miRNA: microRNA.



SIGLAS, ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

MMLV-RT: Moloney Murine Leukemia Virus Retro-Transcriptase (retrotranscriptasa
del virus murino de la leucemia Moloney).

MMP: Metaloproteasas de la matriz.

MPIF-1: Myeloid progenitor inhibitory factor-1.

N: Numero de muestras.

P,: Progesterona.

PBS: Phosphate buffered saline.

PGE2: Prostaglandina E.

PKA: Proteina quinasa A.

PKC: Proteina quinasa C.

PMSG: gonadotropina sérica de yegua prefada

PRL: Prolactina.

gRT-PCR: Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (reaccién en cadena
de la polimerasa a tiempo real).

SFB: Suero fetal bovino.

SDS: Dodecilsulfato sodico.

SEM: Error estandar de la media.

Sp/KLF: specificity protein/Kriippel-like factor.

STAT: Transductor de sefal y activador de la transcripcion.
TIMP: Tissue metalloprotease inhibitor.

TNF- a:

TSA: Trichostatina A.

uPA: Activador de plasmindgeno tipo uroquinasa.

Vs: del latin versus.
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INTRODUCCION

I.- INTRODUCCION

1.- EL ENDOMETRIO

El endometrio es la membrana mucosa que recubre la cavidad uterina. Es un
tejido dinamico que sufre una serie de modificaciones ciclicas reguladas por las
hormonas esteroideas circulantes liberadas por el foliculo ovarico y el cuerpo luteo.
La funcion del endometrio en la reproduccion es crucial ya que es responsable del
microambiente necesario para el desarrollo y la implantacién del embrion hasta que
éste pueda nutrirse de la madre a través de la placenta

Morfolégicamente, podemos dividir al endometrio en dos capas:

Funcional: Que constituye la zona mas superficial y se descama y renueva
cada mes durante el ciclo menstrual.

Basal: Capa que no se desprende y constituye la base para regenerar el
endometrio (Figura 1):

Los principales componentes histoldgicos que forman este tejido son: el epitelio
luminal, el epitelio glandular, el estroma, las arterias espirales y las células
inmunitarias residentes.

Epitelio

=

Endometrio  ESTOMA —u

Funcional

- Arteria

Endometrio ;
espiral

Basal = (




INTRODUCCION

Figura 1. Endometrio humano. A) Localizacién del endometrio en el ttero. B) Anatomia
funcional del endometrio. Una monocapa de células epiteliales cuboidales recubre la
superficie del estroma y penetra en el formando profundas invaginaciones que constituyen el
epitelio glandular. El estroma esta formado por células fibroblasticas estromales, arterias
espirales y células inmunitarias residentes, todo ello embebido en una red reticular que

constituye la matriz extracelular. E: endometrio.

1.1 El ciclo menstrual

El ciclo menstrual es un complejo proceso dinamico, durante el cual el
endometrio pasa por periodos de crecimiento, diferenciacién y regresiéon cuyo
significado bioldgico es preparar al Utero para el momento de la implantacion. Estos
cambios se repiten en la especie humana ciclicamente cada 28 dias y estan
dirigidos por las hormonas esteroideas estrogenos y progesterona (E, y P4
respectivamente). Los niveles de estas hormonas se regulan gracias a la accion del
ovario y sincronizan al endometrio para la recepcion del embrion, por ello el ciclo
menstrual y el ciclo ovarico se encuentran acoplados (Figura 2).

El ciclo menstrual o endometrial se divide en tres fases principales: menstrual,

proliferativa y secretora (Noyes y cols., 1975).

Fase menstrual: Comprende del dia 1 al 4 del ciclo. Durante esta fase
predominan niveles de E, y P, bajos desencadenando la hemorragia acompariada
del desprendimiento de la capa funcional (menstruacion). El primer dia de la
menstruacion representa el inicio del ciclo menstrual. Después de esta fase, queda

un endometrio delgado donde unicamente esté presente la capa basal.

Fase Proliferativa: Situada temporalmente entre el final de la menstruacion y la
ovulacion, es decir, entre el dia 5 y 14 del ciclo. Durante la fase proliferativa se
regenera la capa funcional del endometrio. Bajo la influencia de niveles crecientes
de estroégenos, secretados por el foliculo ovarico en desarrollo, se produce un

aumento en la proliferacion de las células epiteliales y estromales de la capa

2
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funcional. El alargamiento del epitelio glandular que adopta formas rectilineas y el
aumento de la vascularizacion principalmente de las arterias espirales, son los
eventos mas relevantes. En esta etapa el espesor del endometrio aumenta de 4 a
7mm aproximadamente. Alrededor del dia 14 del ciclo menstrual, como respuesta al
pico de la hormona luteinizante (LH), tiene lugar la expulsion del ovocito maduro

poniendo fin a esta etapa y dando paso a la siguiente.

Fase secretora: Es la fase comprendida entre los dias 15 y 28 del ciclo
menstrual. Tras la ovulacion, el cuerpo Iuteo secreta grandes cantidades de E, y Py,
Los estrogenos provocan una ligera proliferacion adicional, y la progesterona una
notable diferenciacion del endometrio. Durante la primera mitad de la fase
secretora, las células del epitelio secretan material rico en glucdégeno y
mucopolisacaridos, las estructuras glandulares se ensanchan y los vasos
sanguineos adoptan estructuras tortuosas.

Entre los dias 19 y 21 del ciclo, es cuando el epitelio endometrial se transforma
en un epitelio receptivo (Aplin, 2000) y a continuacion se inicia el proceso de
decidualizaciéon del estroma (Figura 2). De este modo el endometrio queda
preparado para el momento de la implantacion embrionaria (Carson y cols., 2000).
Estos procesos, al menos en humanos, ocurren independientemente de la
fecundacion.

Si el 6vulo es fecundado la implantacion comienza aproximadamente en el
sexto dia de la fase secretora. Si no ocurre la fecundacion el cuerpo luteo degenera
y disminuyen los niveles de E, y P4. Es entonces cuando el endometrio secretor
sufre una regresion progresiva, se transforma en un endometrio isquémico, se
detiene la secrecion glandular y se pierde liquido intersticial. El resultado final es la
eliminacion de la capa funcional, la menstruacion y el comienzo de un nuevo ciclo
(Brenner y West, 1975; Hawkins y Matzuk, 2008).
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Fase folicular Fase lutea

] 0 @ @ @

Estrogenos

\ Ciclo endometrial
o menstrual

Dia 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
; ‘ :
LH+T LH+11

Ovulacion
Receptividad Decidualizacion

Figura 2. Fases del ciclo menstrual. El ciclo menstrual y el ciclo ovarico se encuentran

acoplados gracias a la accion coordinada de las hormonas. En la segunda mitad de la fase
secretora tienen lugar en el endometrio el proceso de receptividad endometrial y el proceso

de decidualizacion.

2.- IMPLANTACION EMBRIONARIA

La implantacién embrionaria consiste en la aposicion, adhesion y posterior
invasion del blastocisto en el endometrio materno en fase receptiva. Esta
interaccion entre dos sistemas tan diferentes, como son el blastocisto y el
endometrio, requiere un correcto didlogo que permita el desarrollo sincronizado de
ambos y una correcta implantacion. Por ello mientras que el embridén alcanza el

potencial de adhesion, el endometrio alcanza el estado receptivo.
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2.1 Receptividad endometrial

El blastocisto solo es capaz de adherirse e implantarse en el utero materno en
un periodo limitado de tiempo del ciclo menstrual conocido como ventana de
implantacion. Este periodo se da en mitad de la fase secretora (a partir del dia 19 o
20 del ciclo aproximadamente) y delimita el momento funcionalmente conocido

como receptividad endometrial (Psychoyos, 1986).

El epitelio luminal constituye el primer sitio de contacto y por lo tanto la primera
barrera entre el embridén y el endometrio. EI mecanismo por el cual el embrién se
adhiere a la pared uterina en el inicio del proceso de implantacion, requiere de una
interaccidon entre las células epiteliales endometriales (EEC) y la membrana de las
células del trofoblasto embrionario. Para favorecer esta interaccion las células
epiteliales luminales experimentan, durante la ventana de implantacion, cambios
morfolégicos y bioquimicos conocidos como la “transformacion de la membrana
plasmatica” (Murphy y Shaw, 1994) cuyo fin es la modificacion de las propiedades
de adhesion de las células epiteliales.

Estos cambios se caracterizan morfolégicamente por la presencia de
proyecciones ectoplasmaticas o pinépodos en la membrana plasmatica, aumento
de la superficie celular y pérdida de la polaridad epitelial mediada por la
reorganizacion de las proteinas del citoesqueleto (Murphy, 2004).

A nivel bioquimico, las EEC sufren una reorganizacion de las proteinas de
membrana que modifican las interacciones célula-célula, favoreciendo la adhesion
entre el epitelio y el trofoblasto. Los principales cambios son: un aumento en la
expresion de moléculas de adhesién (integrinas, selectinas, cadherinas),
disminucién de moléculas anti-adherentes (glicocalix) y cambios en la expresion de
receptores de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento (Makker y Singh,
2006). El estudio de este conjunto de moléculas ha permitido caracterizarlas como

marcadores del proceso de receptividad.
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Las integrinas son glicoproteinas de superficie que se unen especificamente a
los componentes de la matriz extracelular activando sefiales intracelulares
(Miyamoto y cols., 1995). Durante la ventana de implantacién se ha observado un
aumento de las integrinas a1, a4 y 33, tanto en biopsias endometriales como en las
EEC aisladas (Lessey y Castelbaum, 2002). Estas integrinas estédn presentes
también en la superficie de las células trofoblasticas. Una disminucion en la
expresion de estas integrinas ha sido asociado a ciertas patologias ginecoldgicas
como la endometriosis (Lessey y cols., 1994b) o la infertilidad primaria de origen

desconocido (Lessey y cols., 1994a; Lessey, 1997).

En cuanto a las proteinas del glicocalix, MUC1 (Mucin 1, cell surface
associated) ha sido definida como una proteina de antiadhesién, ya que al ser una
molécula de gran tamafo podria estar actuando como barrera fisica para la
adhesion embrionaria. MUC1 tiene una regulaciéon hormonal mediada por la
progesterona que induce un aumento en sus niveles en el endometrio mientras que
el embridn se encarga de la rotura especifica de MUC1 en la zona exclusiva del

epitelio endometrial al que se adhiere (Meseguer y cols., 2001).

También se ha descrito el relevante papel de las citoquinas, entre las que se
puede destacar el factor inhibidor de la leucemia (LIF; leucemia inhibitory factor),
necesario para la adhesion embrionaria. En ratones mutantes carentes de LIF la
adhesién embrionaria se encuentra completamente anulada y esos ratones no
implantan a no ser que se administre LIF recombinante al animal (Stewart y cols.,
1992). En humanos, se ha demostrado que la expresion de LIF aumenta durante la
ventana de implantacién y que pacientes con fallos de implantacion presentan una
disminucién en los niveles de LIF en el fluido endometrial (Laird y cols., 1997).
También se ha encontrado que mujeres infértiles presentan mutaciones en el gen
de LIF (Giess y cols., 1999).

Otros factores importantes son: HB-EGF (Heparan binding EGF like growth
factor) (Das y cols., 1994), osteopontina (Apparao y cols., 2001), glicodelina
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(Mueller y cols., 2000), leptina (Gonzalez y cols., 2003)(Cervero y cols., 2005)
(Cervero y cols., 2007) o COX-2 (Marions y Danielsson 1999). Estos factores se

han caracterizado como moléculas implicadas en la receptividad endometrial.

2.2. Decidualizacion

La decidualizacion se define como el proceso por el cual el compartimento
estromal se transforma en un tejido diferenciado, morfoldégica y funcionalmente
diferente cuyo fin es regular el proceso de invasién y la formacion de la placenta
(Gellersen y Brosens, 2003). La decidua es el tejido materno que tapiza el utero
gestante y que se encuentra en intimo contacto con las células del trofoblasto
constituyendo la denominada interfase materno-fetal y por lo tanto constituye un

soporte para el establecimiento del embarazo y para el desarrollo del embrién.

El proceso de decidualizacion requiere la remodelacién de la MEC, la
diferenciacion de las ESC y la infiltracion local de células linfoides granulares
gigantes (UNK) (Kelly y cols., 2001; Salamonsen y cols., 2003).

La decidualizacion tiene lugar a mitad de la fase secretora inducida por la
presencia de E; y P,. Mientras que en humanos ocurre independientemente de la
implantacion, en otros mamiferos como el ratén o la rata, es necesaria la presencia
del blastocisto. El estado de decidualizacion permanece si se produce un embarazo
que permita mantener altas las concentraciones de progesterona. Si esto no ocurre
y los niveles de progesterona caen se produce la menstruacion (Kelly y cols., 2001)
(Condon y cols., 2003).

El proceso de decidualizacion puede inducirse in vitro no solo con E; y P4 sino
con una gran variedad de moléculas reguladoras como AMPc (Adenosin-
monofosfato ciclico), PGE, (prostaglandina E,) o relaxina (Gellersen y Brosens,
2003).



INTRODUCCION

La decidualizacién supone un cambio morfolégico y fenotipico de las ESC que
se convierten en células deciduales estromales (Salamonsen y cols., 2003).
Durante la decidualizacion, las ESC modifican su morfologia fibroblastica fusiforme
para hacerse gradualmente mas redondeadas adoptando un aspecto epiteloide y
caracterizadas por el aumento de granulos de glucégeno en su citoplasma.

Las células deciduales son fenotipicamente diferentes, por lo que se han
identificado gran variedad de marcadores bioquimicos de decidualizacion tales
como la secrecion de prolactina (PRL), la expresion de desmina, de relaxina, de
IGFBP-1, ciertos componentes de la lamina basal y colageno tipo IV (Glasser y
Julian, 1986; Riddick y Kusmik, 1977; Salamonsen y cols., 2003, Tabanelli y cols.,
1992). Estos marcadores confirman el estado diferenciado de la célula decidual
(Dunny cols., 2003) (Figura 3).

E,+P,
AMPc, PGE,, PRL, IGFBP1
Activina,... Desmina, relaxina,
_— TIMP3,
‘ componentesde la
MEC...
ESC bsC

Figura 3. Caracterizacion de las células deciduales estromales. El fenotipo
decidualizado se caracteriza por un aumento en los niveles de PRL e IGFBP-1 y por la
transformacién morfolégica de las células deciduales previamente descrita. ESC: células

estromales endometriales; DSC: Células estromales decidualizadas.

Estudios gendémicos y protedmicos globales del proceso de decidualizacion de
las ESC han podido confirmar la participacion de familias génicas y proteicas
implicadas en diversos procesos tales como la organizacion de la matriz
extracelular, la adhesion celular, la organizaciéon del citoesqueleto, la transduccion
de sefiales, la diferenciacién y la apoptosis (Borthwick y cols., 2003; Okada y cols.,

2003, Popovici y cols., 2000, Garrido-Gomez y cols.,2011). Estos estudios, junto
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con otros multiples trabajos de investigacién del proceso de decidualizacion,
revelan el complejo mecanismo molecular que participa en la regulacién de este

proceso.

Aunque los niveles de progesterona estan gobernando el proceso de
diferenciacion de las ESC, la regulacion de genes necesarios en este proceso no
solo esta bajo el control transcripcional directo del receptor de progesterona. La
respuesta al estimulo decidual inducido por la progesterona esta regulada por un
aumento en los niveles intracelulares del segundo mensajero AMPc (Gellersen y
Brosens 2003).

Durante la fase secretora distintos factores locales liberados como la relaxina,
la hormona liberadora de corticotropina (CRH) o la PGE,, son capaces de aumentar
los niveles de AMPc en las ESC y por lo tanto de iniciar el proceso de diferenciacion
(Huang y cols., 1987, Tang y cols., 2005).

El aumento en los niveles de AMPc intracelulares provoca la liberaciéon de las
subunidades reguladoras de la PKA (proteina quinasa A) permitiendo su activacion.
La ruta de la PKA activa a diversas vias secundarias que convergen en la
activacion de varios factores de transcripcién. Estos factores de transcripcion son
los encargados de la regulacién del conjunto de genes que participan en la
diferenciacion decidual.

Curiosamente, a pesar de la cantidad de transcritos diferencialmente
expresados durante el proceso de diferenciacion de las ESC muy pocos codifican
factores de transcripcion.

Entre los factores de ftranscripcion con un papel relevante durante la
decidualizacion esta FOXO01 (forkhead transciption factor). La familia de factores de
transcripcion FOXO esta formada por cuatro proteinas, FOXO1, FOX0O3a, FOX04 y
FOXO5. En el endometrio durante la sefalizacion inducida por AMPc, FOXO1 se
induce a nivel transcripcional y se activa por la fosforilacion mediada por la quinasa
AKT (Proteina quinasa B). FOXO1 es inducido tras el estimulo decidual en las ESC,
tanto en ensayos in vitro como in vivo, regulando la expresion de IGFBP-1 (Kim y

cols., 2005). Ademas el silenciamiento de FOXO1 en las ESC mediante
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transfeccion con ARN de interferencia (ARNi) disminuye la expresion de genes
necesarios para la decidualizacién. Estos datos nos indican que las ESC requieren
el estimulo de la progesterona para activar, a través de FOXO1, la expresion de

genes necesarios para la diferenciacion de las ESC.

STATS5 es un factor de transcripcidon con un importante papel durante la
decidualizaciéon. STAT5 es un miembro de la familia de los factores de transcripcion
STAT (transductores de sefales y activadores de la transcripcion), que estan
implicados en la diferenciacion de los tejidos. La decidualizacion in vitro de las ESC
provoca la induccién transcripcional y la translocacion nuclear de STATS. Ademas
en las ESC carentes de STATS, la induccién de PRL en presencia de AMPc no se
produce (Mak y cols., 2002). Estos estudios sugieren que STAT5S es fundamental

para el correcto proceso de decidualizacion de las ESC.

C/EBPg es otro factor de transcripcion que cumple un papel esencial en la
fisiologia del aparato reproductor femenino, donde participa en la ovulacion y en el
desarrollo de las glandulas mamarias. También se ha demostrado como ratonas
mutantes para C/EBPB son infértiles y presentan fallos en el proceso de
decidualizaciéon (Mantena y cols., 2006). Durante la decidualizacion los niveles de
C/EBPB aumentan en las ESC tratadas con AMPc (Pohnke y cols., 1999). In vivo se
han detectado altos niveles de C/EBPB en el nucleo de las ESC durante la fase
secretora (Christian y cols., 2002). Ademas el promotor del gen de la PRL tiene
secuencias de reconocimiento para C/EBP. Por lo tanto se ha propuesto que este
factor de transcripcién actia como un mediador de la ruta de sefalizacién que

participa en la respuesta decidual.

HOXA10 (homeobox 10) es un factor de transcripcibn con una expresion
restringida espacialmente al utero dentro del tracto reproductor femenino de los
ratones. En humanos se ha descrito un patron de expresion similar siendo su
expresion mas evidente a mitad de fase secretora (Taylor y cols., 1998). Ratones

deficientes para HOXA10 son estériles, indicando que este factor de transcripcion
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es esencial para la funcion reproductora (Satokata y cols., 1995) y su endometrio
muestra deficiencias en el proceso de decidualizaciéon (Gendron y cols., 1997, Lim y
cols., 1999). Ademas también se ha encontrado que las ESC humanas aumentan la
expresion de HOXA10 en presencia de estrogenos y progesterona. Estos datos
demuestran la importancia de HOXA10 en la regulacion del proceso de

decidualizacion.

La familia de factores de transcripcion Sp/KLF (specificity protein/Krippel-like
factor) esta formada por 9 miembros proteicos que se unen a dominios CG
presentes en los promotores génicos. Dependiendo del contexto celular, Sp3 actua
como un inhibidor de Sp1 y especialmente durante la fase secretora se ha
observado un aumento de Sp1 y una disminucion de Sp3 en el endometrio (Krikun y
Lockwood, 2002). Ademas la expresion de genes representativos del proceso de
decidualizacion, como IGFBP-1, es regulada por la proporcion Sp1/Sp3 (Krikun y
cols., 2000). Estos datos sugieren que estos factores de transcripcion cumplen un

papel relevante durante la decidualizacion.

Se puede decir que la decidualizacion requiere una precisa regulaciéon génica
para llevar acabo multitud de funciones celulares, tales como la proliferacion, la
apoptosis o la diferenciacion. En los ultimos afnos ha aumentado el conocimiento de
las numerosas sefales y factores de transcripciéon implicados en este proceso. A
pesar de las complejas redes sefializadoras que participan en la regulacion
coordinada de los genes implicados durante la decidualizacién, se puede establecer
un modelo simplificado que explica el mecanismo molecular que interviene en este
proceso.

La diferenciaciéon de las ESC esta inducida por factores locales capaces de
elevar los niveles celulares de AMPc que activan la via de sefializacién del PKA.
Esto conlleva a la expresiéon de multitud de factores que participan en vias de
sefalizacion secundarias que convergen junto con la cascada mediada por la

progesterona en la activacion de los factores de transcripcion que hemos descrito
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previamente. Estos factores de transcripcion seran los encargados del control de
genes necesarios para el proceso de decidualizacién (Figura 4).

Progesterona D Relaxina, CRH, PGE,,
citoquinas, factores de
vv
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Figura 4. Via de sefalizacion del proceso de decidualizacion de las ESC. Diferentes
factores autocrinos/paracrinos inducen un aumento en los niveles de AMPc que inducen el
aumento de factores de transcripcion que junto con la sefializacién del receptor de PR,

inducen la activacion de genes necesarios para el proceso de decidualizacion.

Defectos en el proceso de implantacion y sobretodo de la placentacion han sido
atribuidos a alteraciones en la diferenciacion estromal e invasion trofoblastica

(Gellersen y cols., 2007). Por otro lado existen cada vez mas pruebas de que un
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endometrio hostil, inducido por defectos en el proceso de decidualizacion es la

principal causa de las complicaciones ginecolégicas (Teklenburg,G y cols.,2010).

2. 3 Fases de la implantacién embrionaria

El proceso de implantacién no se trata de un hecho puntual, sino que es un
proceso que consta de tres fases consecutivas que tienen lugar durante dos
periodos (Figura 5):

e Periodo Preimplantatorio: Corresponde a la primera fase o fase de
aposicion u orientacion del blastocisto hacia una zona luminal determinada del
endometrio.

e Periodo de Implantacion: Que consta de la fase de adhesién, donde la
cubierta externa del blastocisto formada por las células trofoblasticas contacta

directamente con el epitelio endometrial y una tercera fase o fase de invasién

donde el trofoblasto embrionario penetra en la decidua materna.

4
=
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ADHESION
INVASION

Figura 5. Esquema de las distintas fases del proceso de implantacién embrionaria.
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2.3.1 Periodo preimplantatorio. Fase de aposicion

La fase de aposicion tiene lugar entre los 5-6 dias después de la ovulacién. El
blastocisto se posiciona en una zona determinada del uUtero que depende de la
especie, siendo en humanos el tercio superior de la cara posterior del Utero. Esta

localizacion es importante ya que va a determinar la situacién de la placenta.

2.3.2 Periodo implantatorio

Fase de adhesion

Durante la fase de adhesioén, las superficies del trofoblasto y del endometrio
experimentan cambios moleculares que favorecen las interacciones célula-célula
entre los dos sistemas celulares. Estos cambios se regulan por las hormonas
esteroideas (Aplin, 1997) y/o por el embrién (Simon y cols., 1998a; Simon y cols.,
1998b) que inducen la expresion de moléculas de adhesion en la superficie celular

del epitelio luminal durante la ventana de implantacion.

Las integrinas y las cadherinas son moléculas de membrana con capacidad de
interaccionar con receptores celulares o con proteinas de la matriz extracelular
(MEC) y por lo tanto intervienen mediando procesos de adhesion y migracion. Entre
estas moléculas podemos destacar el papel de L-selectina, que se presenta en la
superficie del blastocisto y se une a ligandos de la superficie de las EEC receptivas.
Otras proteinas presentes en el trofoblasto como ICAM-1, N-CAM y V-CAM-I| o E-
cadherina también han sido asociadas al proceso de adhesiéon (Juliano y cols.,
2006, Zygmunt y cols., 1998,Coutifaris y cols., 1991).

En esta fase también se ha descrito la importancia de una serie de moléculas
de accion local (autocrino-paracrino) como las citoquinas, LIF, CSF-a y en especial

el sistema de la IL-1 (Simon y cols., 1996).
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El blastocisto controla su adhesion a través de interacciones receptor-ligando
con la superficie de las EEC y mediante la eliminacion de potenciales barreras que
impidan la adhesion al endometrio. Se ha comprobado como el blastocisto es capaz
de inducir el corte de MUC1 en el sitio de implantacion (Meseguer y cols., 2001).
Otro mecanismo implicado en la adhesiéon embrionaria, es la induccién de un
proceso de apoptosis de las EEC mediado por el ligando de Fas (FasL) presente en
la superficie del trofoectodermo. La unién del FasL trofoblastico al Fas presente en
las EEC, activa la via apoptética (Galan y cols., 2000). Este proceso es activado por
el TGFB (Transforming growth Factor 8) secretado por el embriéon (Kamijo y cols.,
1998). De esta manera el blastocisto se abre camino a través del endometrio dando

paso a la fase de invasion.

Fase de invasion

Tras afianzar la unién del blastocisto al epitelio luminal, el trofoblasto comienza
un proceso invasivo que alcanzara gradualmente el estroma uterino. Hacia el
décimo dia después de la fecundacién, el blastocisto se encuentra embebido
totalmente en el tejido estromal del utero, el epitelio ha crecido hasta cubrir todo el
sitio de implantacion y el trofoblasto continia su expansién. El proceso mas tardio,
es el establecimiento de la circulaciéon uteroplacental que pone en contacto directo

al trofoblasto con la circulacion materna.

El control de este proceso invasivo esta mediado por moléculas de adhesion
como las integrinas y selectinas y por diversas proteasas de la MEC, entre ellas las
serin-proteasas, metaloproteasas y colagenasas (Alexander y cols., 1996). Una vez
en contacto con el estroma, el trofoblasto secreta proteasas que incluyen
colagenasas, estromelisinas y el activador de plasminégeno tipo uroquinasa (UAP) y
de tejido (tAP). Estas enzimas permiten al trofoblasto degradar la MEC y penetrar
en la red estromal (Strickly y cols., 1976). Las propiedades migratorias del

trofoblasto han sido relacionadas con la actividad proteolitica del plasmindgeno
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activo (PA) que se activa por la accion de uAP. Ademas este sistema enzimatico
representa un mecanismo que facilita la remodelacién de la vasculatura uterina y el
desarrollo de la placenta (Zini y cols., 1992). El inhibidor del activador del
plasmindgeno (IPA-1) esta presente en las células estromales deciduales limitando
la actividad de la plasmina activa (Schatz y cols., 1995).

La familia de las metaloproteasas de la matriz (MMPs) es otro conjunto de
proteasas implicadas en la degradacion de la MEC. Se sabe que el trofoblasto
secreta principalmente las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 (Cohen y cols., 2006) cuya
accion esta regulada por la accion de los inhibidores tisulares de tejido o TIMPs
secretados por las células endometriales estromales (ESC) (Irwin y cols., 2001;
Dimitriadis y cols., 2005).

En cuanto al papel de las integrinas, se sabe que el trofoblasto despolariza la
integrina a6 B4 (receptor de laminina) facilitando su capacidad de migracion
(Bischof y cols., 1997; Bischof y Campana, 1997). Por otro lado la invasion es
facilitada por la expresion de las integrinas a5 y 31 en el blastocisto que producen

la activacion de las MMPs.

Como hemos visto, multiples moléculas contribuyen en la regulaciéon del
proceso de invasion embrionaria. Existe una regulacion de las integrinas mediada
por progesterona (Palomino y cols., 2005) que determina el importante papel de la
regulaciéon hormonal en el proceso de invasion embrionaria

Otro tipo de moléculas moduladoras del proceso de invasién son las citoquinas
o factores de crecimiento que se encuentran regulando la expresion de integrinas y
proteasas que participan, como hemos visto previamente, en la invasion
trofoblastica. La migracion del trofoblasto se encuentra estimulada por el factor de
crecimiento de insulina tipo 2 (IGF-1l) y por la proteina de unién al factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGFBP-I), mientras que puede ser inhibida por
TGFp (Irving y Lala, 1995). EI TGFB-1 es el principal responsable de la regulacion
de la invasividad del trofoblasto. Se expresa en la decidua humana y es capaz de
estimular la expresion de TIMP-1 en los fibroblastos. Ademas se ha demostrado su

capacidad para inhibir a la proteasa estromalisina (Lash y cols., 2005; Lash GE,
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2005). Por otro lado, TGFB-1 se activa en presencia de plasmina activa (PA) cuyos
niveles aumentan en presencia de la uPA trofoblastica (Graham, 1997). Esto indica
que la accion moduladora del endometrio se regula por la accion invasiva del

trofoblasto.

La invasién embrionaria ha sido comparada con el proceso de invasién de las
células tumorales, aunque a diferencia de estas Ultimas la invasion esta
estrictamente controlada espacial y temporalmente. Hasta hoy se han propuesto
dos posibles mecanismos.

El primer mecanismo se basa en el hecho de que la gonadotropina coriénica
humana (HCG) secretada por el embrion disminuye la actividad proteasa in vitro de
uPA, reduciendo la invasividad del trofoblasto (Chou y cols., 2003).

Un segundo mecanismo lo constituye la barrera estromal endometrial. El
mecanismo que adopta el endometrio para controlar la invasion del trofoblasto es la
diferenciacion de las ESC y la conversion de la MEC en una densa matriz celular. A
este tejido modificado se le conoce como DECIDUA (Lala y cols., 1983), que
constituye una especie de barrera fisica capaz de crear un ambiente local de
citoquinas y factores de crecimiento que promueve mas el anclaje del trofoblasto

que la invasién por parte de éste (Graham y Lala, 1992; Tabibzadeh, 1998).

3. Remodelacion de la matriz extracelular en el proceso de
implantacién

3.1 Generalidades de la matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una compleja estructura glicoproteica que sirve
de soporte celular y que agrupa todos los elementos intercelulares presentes en los

organismos pluricelulares. La composicion de la MEC y de las células responsables

de su sintesis son Unicas para cada tipo de tejido, lo que determina una
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ultraestructura tridimensional de la MEC especifica a cada uno de estos (Tsang y
cols., 2010).
Los componentes de la MEC pueden clasificarse en dos tipos:

. Fluidos que incluyen los glicosaminoglicanos (polisacarido) vy
proteoglicanos (glicoproteina).

. Fibrosos que se dividen en proteinas estructurales (colagenos) y
glicoproteinas multifuncionales o adhesivas (fibronectina, laminina, trombospondina
y otras).

Cada molécula desempena funciones de manera integrada con las demas, esto

hace que la matriz sea calificada como un verdadero complejo funcional.

Ademas de su funcién estructural, los componentes de la MEC hacen posible la
interaccion de proteinas que intervienen en la sefalizacion celular y que modulan
procesos tan diferentes como el crecimiento, diferenciacion, angiogénesis,
proliferaciéon y migracién celular (Hynes, 2009). Es por ello que la MEC cumple un
importante papel en funciones fisiologicas tales como el desarrollo embrionario, las
respuestas inflamatorias e inmunoldgicas y los procesos de reparacion tisular
(Bissell y cols., 1982, Ingber 1991). El control de todos estos procesos esta
mediado a través de las interacciones MEC-MEC y célula-MEC (Hynes, 2009).
Ademas el descubrimiento de citoquinas, factores de crecimiento y de potentes
proteinas funcionales que se localizan en el seno de la MEC nos hace comprender
la relevancia de la misma en el proceso de comunicacién intercelular (Bonewald
1999).

La composicion de la matriz no es estatica si no que existe un proceso de
cambio y regeneracion continuo. El equilibrio de la MEC se mantiene por la
regulacion de la sintesis, formacion, degradacion y remodelacion de la misma.

Factores clave de la remodelacion de la MEC son las MMPs y sus inhibidores.
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3.2 Las metaloproteasas matriciales: MMPs

Las metaloproteasas de la matriz o MMPs son endopeptidasas dependientes
del zinc capaces de degradar colectivamente la mayoria de las proteinas de la MEC
(Nagase y Woessner, 1999)(Murphy y cols., 1999). Las MMPs forman una familia
de mas de 23 endopeptidasas que se clasifican en funcion de su localizacion celular
y del sustrato al que degradan. Distinguimos cuatro grupos principales: las
gelatinasas A y B, las estromelisinas, las colagenasas y las metaloproteasas de
membrana como la MT1-MMP (Figura 6)

Cada MMP posee una secuencia sefalizadora N-terminal o dominio sefal, un
propéptido o predominio que mantiene a la enzima latente hasta que se elimina por
protedlisis, y un dominio catalitico que contiene la regiéon conservada de unién al
Zn*.

Sobre esta estructura basica aparecen diversas variantes: un dominio tipo
hemopexina que media la especificidad del sustrato y las interacciones con
inhibidores endogenos, o un dominio transmembrana en el caso de las MMPs

asociadas a la membrana plasmatica.

19



INTRODUCCION

Dominio _ - Dominio
sefial Propéptido Dominio catalitico hemopexina

§———S
e |1 @O G 0000
MMPE

MMP13

2 MMP §——S
Gelatinasas 2
MMP9
MMP3 s s
csromeisinas |71 | @D~ OOO®

MMP11

. MMP?
Matrilisinas

MMP26

MMP14 MMP17 SH ® - R
wets | [“wze =8

MMP16 MMP25

Tipo
membrana

Figura 6. Estructura y clasificacion de las metaloproteasas humanas. Las
metaloproteasas matriciales humanas (MMPs) contienen un péptido serial (verde), un
dominio propeptidico (amarillo) que debe clivarse para su activaciéon, un dominio catalitico
(rojo) que contiene el sitio de unién al zinc, y un dominio hemopexina (azul). Las MMPs de
tipo membrana (MT-MMPs) contienen un dominio transmembrana (TM) adicional.

La actividad proteolitica de las MMPs se regula a tres niveles principales:
transcripcion, activacion del proenzima e inhibicidn post-transcripcional. Otros
posibles mecanismos también implicados incluyen la estabilidad del ARNm, la
secrecion enzimatica o el reclutamiento en la membrana celular. Estos mecanismos
operan coordinadamente para asegurar que la expresion y actividad de las MMPs

se circunscriba a aquellos sitios y condiciones en los que es necesaria su actividad.
Las MMPs son secretadas por las células en forma inactiva

(prometaloproteasa), activandose en el espacio extracelular por escision del

propéptido aminoterminal. Esta escision esta mediada por la accién de una cascada
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proteolitica en la que intervienen citoquinas, serin-proteasas o incluso otras
metaloproteasas como la MMP3 (Figura 7).

Entre estos moduladores, uPA y tPA son importantes activadores indirectos de

las MMPs. Estas serin-proteasas son capaces de convertir plasminégeno en
plasmina activa, la cual es capaz de degradar los componentes de la MEC
directamente y de forma indirecta mediante la activacion de las MMPs. También
posee una accion proteolitica sobre los inhibidores tisulares de las metaloproteasas
(TIMPs) contribuyendo a la activacién de las MMPs desde distintos niveles de
regulacién (Vassalli y cols., 1991).
Se ha descrito que la unién de uPA a su receptor (UPAR), no sélo activa al
plasmindgeno, sino que también desencadena una cascada de sefales celulares
que regulan procesos de migracion celular en condiciones fisioldgicas y patoldgicas.
Por ello se ha asociado una importante funcién de uPA en procesos como la
angiogénesis, la implantacion embrionaria, la reaccién inflamatoria, la cicatrizacion
cutanea o la metastasis tumoral (Carmeliet y cols., 1994., Andreasen y cols., 1997;
Mazar, 2001).

En cuanto a la inhibicion de la accion de las MMPs, se sabe que tiene lugar a
nivel extracelular y es mediada por inhibidores especificos, entre los que cabe
destacar a la a2-macroglobulina y a los TIMPs (Birkedal-Hansen y cols., 1993,
Curry y Osteen, 2001)(Figura 7).

Las MMPs se encuentran implicadas, principalmente en regular la integridad
de la MEC, mediante el procesamiento o degradacion de numerosos componentes
del espacio extracelular como colagenos, laminina o fibronectina (Lopez-Otin y
Matrisian, 2007). Pero también participan en el procesado de una gran variedad de
moléculas como proteinas de adhesion, factores de crecimiento, la escisién de
receptores celulares y en la in/activacion de citoquinas pro-inflamatorias (Figura 7).

La funcion de las MMPs se asocia a procesos fisiolégicos como desarrollo,
organogeénesis, ovulacién, implantacion embrionaria asi como en procesos

patolégicos como metastasis, fibrosis, Ulceras y artritis reumatoide.
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Figura 7. Regulacion y mecanismo de accién de las MMPs.

3.3 Inhibidores tisulares de las metaloproteasas: TIMPs

La actividad de las MMPs en el espacio extracelular esta controlada
rigurosamente por un sistema de inhibidores que se divide, segun su origen, en
inhibidores serologicos e inhibidores tisulares (TIMPs) (Gomez y cols., 1997, Brew y
cols., 2000). Los inhibidores seroldgicos actian sobre un amplio espectro de
proteasas e incluyen macroglobulinas, como la a2-macroglobulina, los inhibidores
del activador del plasminégeno (PAls) y el a1l-inhibidor. El segundo grupo de
inhibidores constituye el grupo formado por los TIMPs, los cuales se producen

localmente e inhiben especificamente a las MMPs a nivel tisular.

La familia de los TIMPs incluye 4 proteinas, TIMP 1- 4, que comparten una
secuencia peptidica idéntica. Los TIMPs actuan mediante interaccién con su sitio
activo o el dominio carboxiterminal, formando complejos 1:1 con las MMPs

(Douglas y cols., 1997).
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Aunque los TIMPs no parecen diferenciar las MMPs sobre las que actuan, se
ha observado un cierto grado de especificidad. Por ejemplo, TIMP-1 se fija
preferentemente a las colagenasas y a la MMP -3 y -9, mientras que TIMP-2 tiene
una alta afinidad por MMP-2. Sabemos que los TIMPs -1 y -2 difunden en el medio
extracelular, mientras que el TIMP-3 esté ligado a los constituyentes de la MEC, por
lo que actuaria impidiendo la fijacién de las MMPs a su sustrato (Pavloff N y col,
1992; Leco KJ y col, 1994). Por ultimo TIMP-4 posee una especificidad de sustrato
similar a la del TIMP-2 (Gomez y cols., 1997, Leco y cols., 1997, Brew y cols.,
2000).

Existen varias proteinas, también inhibidoras de las MMPs, que pueden
presentar dominios homélogos a los dominios inhibidores de los TIMPs. Este es el
caso de RECK, que es un inhibidor de las MMPs de la superficie celular y un

regulador clave de la integridad de la MEC y de la angiogénesis (Oh y cols., 2001).

Los TIMPs son proteinas multifuncionales cuya accion no se limita
exclusivamente a la inhibicion de las MMPs ya que también intervienen en la
regulacion de numerosos factores de crecimiento como TNF-a (factor de necrosis
tumoral) o FGF (Factor de crecimiento fibroblastico), que determinan el desarrollo
tisular (Gomez y cols., 1997). Ademas, los TIMPs promueven el desarrollo
embrionario (Satoh y cols., 1994), actuan como factores antiangiogénicos (Murphy y
cols., 1999), estimulan el crecimiento celular (Hayakawa y cols., 1992) y modulan la

apoptosis (Talhouk y cols., 1992).

3.4 Sistema de las metaloproteasas en el endometrio y en la interfase

materno-embrionaria

Se sabe que la remodelacion de la MEC es necesaria durante los procesos
fisiolégicos del endometrio, tales como la implantacion, la decidualizacion o la
menstruacion, asi como en procesos patoldgicos como la endometriosis (Sillem y
cols., 1998).
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La remodelacion de la MEC a lo largo del ciclo menstrual, ocurre a nivel de
composicion y de distribucion de sus componentes. Esto requiere la participacion
de proteasas implicadas en la degradacién de la matriz, de sus inhibidores y de

cambios en la sintesis celular de los diferentes componentes de la MEC.

3.4.1 Composiciéon de la MEC endometrial a lo largo del ciclo

Durante la decidualizacion se remodela la composicién de la MEC, coincidiendo
con un periodo critico para el proceso de implantacion como es la invasion del
trofoblasto en el endometrio. En concreto, el tejido decidual aparece mas hidratado
debido a un aumento en acido hialurénico (Salamonsen y cols., 2001) ademas la
produccion de colageno tipo I, Il y Il y de fibronectina es menor en mitad de fase
secretora. El colageno tipo | y lll cambian de un patréon de distribucion difuso a uno

fibrilar apareciendo mas compactados durante la decidualizacion (Aplin, 2000).

Las células estromales decidualizadas secretan laminina, colageno tipo IV vy
heparan sulfato, acumulandose en la membrana basal sobre las que se asienta el
epitelio luminal y en la matriz intersticial que rodea a las células estromales. Esta
red de componentes matriciales constituyen las principales barreras fisicas al
trofoblasto invasivo (lwahashi y cols., 1996). Ademas estos componentes
interaccionan con integrinas y cadherinas de la superficie celular presentes tanto en
las ESC como en el trofoblasto. Estos datos nos indican que la composicion de la
MEC podria estar modulando sefiales celulares implicadas en la diferenciacion y la

migracion, tanto de las ESC como del trofoblasto.
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3.4.2 Sistema de las metaloproteasas en el endometrio

Durante el ciclo menstrual el endometrio pasa por periodos de proliferacion,
diferenciacion, neoangiogénesis, apoptosis y rotura del tejido, procesos en los que

se ha asociado un importante papel a las MMPs y sus inhibidores.

Las MMPs se expresan constitutivamente por todos los tipos celulares, aunque
se sabe que su expresion puede ser inducida por la accion de citoquinas (TNF-a),
interleuquinas (IL-1), hormonas (GnRH) y factores de crecimiento (EGF, VEGF,
PDGF), mientras que las hormonas esteroideas como progesterona y miembros de
la familia de TGFB son reguladores negativos (Chakraborti y cols., 2003, Osteen y
cols., 2003). Como se ha detallado anteriormente, los niveles de estos reguladores
se ven modificados a lo largo del ciclo menstrual por lo que inducen cambios en la

expresion de las proteasas.

Estudios de inmunohistoquimica asi como analisis de expresion de los ARNm,
han establecido un patrén de expresion diferencial de las MMPs y sus inhibidores
en fases especificas de ciclo menstrual (Goffin y cols., 2003) (Figura 8). En general
los niveles de las MMPs son bajos en fase secretora tardia coincidiendo con la
presencia de altos niveles de progesterona. Algunas MMPs, como MMP- 2, -7, -11y
MT1-MMP, se expresan en fase proliferativa o secretora, sin cambios
significativos.(Goldman y Shalev, 2003, Rodgers y cols., 1994). En cambio, los
niveles de ARNm de MMP-1 y -9 son minimos en mitad de fase secretora temprana
y se ven aumentados al final de este periodo debido a la caida en los niveles de
estroégenos y progesterona (Salamonsen, 1994).

También se ha establecido un aumento en los niveles de ARNm de TIMP-1
durante la fase secretora. Por otro lado la expresion de TIMP-2 en el compartimento
estromal se mantiene estable durante todo el ciclo menstrual. En cuanto a TIMP-3,
se ha determinado un aumento significativo de los niveles de expresién en fase

secretora tardia. Este periodo coincide con el momento de la diferenciacion
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decidual y por ello TIMP-3 esta considerado un marcador de decidualizacién cuya

funcién es limitar la invasion trofoblastica (Gao y cols., 2001, Higuchi y cols., 1995).

Fase proliferativa Fase secretora Menstruacién

MMP-1
MMP-2
:\1&‘})_3 ...........................................
MMP-7
MMP-9 i R R e
MMP-10
MMP-11

5 14 20-22 28

Figura 8. Representacion esquematica del patron de expresion de MMPs y TIMPs
durante las distintas fases del ciclo menstrual. Los niveles de expresion quedan
indicados por el espesor de las lineas. En la parte inferior de la gréafica se indican los niveles
relativos de estradiol (Ez) y progesterona (P4) (Adapatada de Osteen y cols., 2003).

Una expresion aberrante de las MMPs y/o de sus inhibidores se ha asociado a
patologias o disfunciones endometriales tales como la endometriosis, la
preeclampsia o el cancer endometrial (Lockwood y cols., 2008; Sillem y cols., 1998,
Di Nezza y cols., 2002). El endometrio de mujeres con endometriosis, presenta un
aumento en la expresion y secrecion de MMP-9 y en menor medida de MMP-2 asi
como una disminucién en la secrecion de TIMP-1 durante la fase secretora (Pitsos y
Kanakas, 2009). También se ha encontrado un aumento en los niveles de MMP-9

en tejido de placenta de mujeres con preeclampsia (Lockwood y cols., 2008).
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3.4.3 Sistema de la metaloproteasas en la interfase materno-embrionaria

Por razones éticas y legales, el estudio in vivo de los procesos que acontecen
durante la fase temprana de la invasion embrionaria en los humanos se encuentra
limitado. Es por ello que la mayor parte de la informacién acerca del papel de las
MMPs y sus inhibidores en la interfase materno-embrionaria procede de modelos
animales o de cultivos celulares humanos.

En ratones, la expresion de las proteasas e inhibidores asociados a la
degradacion de la MEC, presenta un patrén de expresion temporal y especifico de
tipo celular durante la implantacién. En particular, se han detectado altos niveles de
expresion de MMP-9 en las células trofoblasticas en dia 4.4 de gestacion
aumentando de forma considerable en las células trofoblasticas diferenciadas entre
los dias 6.5-8.8 (Alexander y cols., 1996). El aumento en la expresién de MMP-9
coincide temporalmente con el aumento en la expresion de TIMP-3 en las células
estromales decidualizadas (Leco y cols., 1996).

Estudios in vitro han demostrado la capacidad de las células trofoblasticas de
degradar e invadir la MEC gracias a la accién de proteasas, principalmente de
MMP-2 y MMP-9 asi como de uPA (Bischof y cols., 2000). Por otro lado, las ESC
secretan importantes cantidades del inhibidor de plasmina PAI contrarrestando el
efecto de uPA secretado por las células trofoblasticas. Por lo tanto el estroma
decidualizado actua disminuyendo la actividad proteasa a través del aumento en la
expresion de inhibidores post-transcipcionales.

Estos resultados ponen de manifiesto que el trofoblasto durante su
diferenciacion alcanza un potencial invasivo a través de la sintesis de proteasas
capaces de degradar la MEC, que sera limitado por las células estromales
decidualizadas mediante la secrecion de TIMPs.

Ademas estos datos determinan que las principales proteasas implicadas en el
control del proceso de implantacién, son las serin-proteasas del sistema

plasmina/plasminégeno y las metaloproteasas de la matriz.
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Las MMPs no solo participan en la degradacion de los componentes de la MEC,
sino que también pueden activar mediante protedlisis importantes moléculas
reguladoras del proceso de implantacion. Un buen ejemplo es la rotura y activacion
de las IGFBPs por las MMPs o la inhibicion de IGF por TIMP-1 y TIMP-3, regulando
la via de sefnalizacion mediada por el IGFBR. Esta via de sefializacion participa en
el proceso de decidualizacion y regula el potencial invasivo del trofoblasto (Ganeff y
cols., 2009). Otro caso es la activacion del TGFf por MMP-2 o MMP-9 favoreciendo
el proceso invasivo (Irwin y cols., 2001, Yu y Stamenkovic, 2000). Otro importante
mediador es la IL-13 que también se procesa y activa por MMP-2,-3 o -9 y participa
en la receptividad endometrial regulando la expresién de integrinas (Simon y cols.,
1998a).

Para poder determinar la importancia de las MMPs y de sus inhibidores durante
el proceso de implantacion, se han realizado diversos estudios de manipulacién
génica. Los resultados obtenidos revelan que los efectos del sistema proteolitico en
el proceso de implantacion son variables y minimos (Salamonsen y Nie, 2002).
Concretamente, ratones mutantes para MMP-2 son fértiles y no se ve afectado el
proceso de implantacion (Rudolph-Owen y cols., 1997). En cambio, en ratones
mutantes para MMP-9, en ratones con sobreexpressién de TIMP-1 o ratones
tratados con inhibidores de las MMPs no tienen bloqueado el proceso de
implantacion ya que el tamafio de la camada no se ve alterado, aunque se observa
una disminucién en la extension del proceso de decidualizacion (Rinkenberger y
cols., 1997). Estos datos nos indican que las MMPs estan participando en el
proceso de diferenciacion estromal.

Por otro lado ratonas mutantes carentes de TIMP-1 presentan una morfologia
uterina anormal y fertilidad reducida (Nothnick, 2000).

El hecho de que el proceso de implantacién no se encuentre afectado
significativamente, puede ser debido a que en estos estudios la diana molecular es
una sola proteina de la red de moduladores de la MEC. La disminucién en la

actividad de una sola molécula es compensada por otras. Seria necesario
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desarrollar otras alternativas, que nos permitan la inhibiciéon simultanea de mas
dianas y se pueda conocer el efecto del conjunto de proteasas y sus inhibidores en
la MEC.

En resumen, el sistema implicado en la remodelacién de la MEC parece
contribuir al desarrollo del proceso de diferenciacion decidual y en el control del

proceso de invasion trofoblastica.

4. Las “omicas” en el endometrio

En los ultimos afios, tras el desarrollo de las nuevas tecnologias, multitud de
estudios se han centrado en caracterizar la firma transcriptomica de un fenotipo

celular determinado.

Estudios gendmicos globales realizados con la tecnologia de los microarrays de
muestras de endometrio o de células endometriales aisladas, han podido establecer
un perfil transcriptomico especifico de las distintas fases del ciclo menstrual o de
determinadas patologias endometriales. Concretamente, se han identificado los
genes diferencialmente expresados durante la fase receptiva, tanto en muestras de
endometrio como en las EEC aisladas (Borthwick y cols., 2003, Carson y cols.,
2002, Riesewik y cols., 2003, Schmidt y cols., 2005, Mirkin y cols., 2005, Otsuka y
cols., 2007). La misma tecnologia ha sido aplicada para el estudio de los genes
implicados en el proceso de decidualizacion.

En nuestro laboratorio los microarrays han sido utilizados para la identificacion
de aquellos genes implicados en la adquisicion del estado receptivo endometrial
(Horcajadas y cols., 2007). Posteriormente esta tecnologia ha sido de utilidad para
el desarrollo de una herramienta de diagndstico del perfil transcriptomico de
receptividad endometrial, usado ya en pacientes con fallos repetitivos de

implantacion (Diaz-Gimeno y cols., 2011).
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Otra de las vias para el estudio global de moléculas relevantes en los procesos
biolégicos, es el campo de la protedmica. Se ha determinado el perfil proteico en el
endometrio durante las distintas fases del ciclo menstrual (Parmar y cols., 2009). En
nuestro laboratorio se ha estudiado el proteoma de la receptividad endometrial,
comparando muestras de endometrio en fase pre-receptiva vs receptiva. También
se ha establecido el proteoma del proceso de decidualizacion in vitro (Dominguez y
cols., 2009,Garrido-Gomez y cols., 2011).

Los perfiles transcriptémicos o protedmicos pueden ser muy Uutiles para
identificar los mecanismos involucrados en un proceso celular fisiolégico y son de
ayuda a la hora de detectar aquellas alteraciones asociadas a la aparicion de una
enfermedad. Ademas pueden ser una potente herramienta diagnédstica, ya que
permite caracterizar fenotipos celulares especificos. Sin embargo, estos estudios no
aportan informaciéon de los mecanismos responsables de la regulacion de las

moléculas implicadas en estos procesos.

La epigenética incluye aquellos cambios en el patron de expresion génica que
no conllevan cambios en la secuencia de nucledtidos. Los diferentes mecanismos
epigenéticos son procesos esenciales en la regulacién de la expresion génica, y por
lo tanto son responsables del establecimiento de los patrones transcriptomicos y
protedmicos de un fenotipo celular concreto. Ademas establecer el patrén
epigenético no soélo es necesario para un mayor conocimiento de los procesos
moleculares endometriales o para el desarrollo de herramientas diagndsticas, sino
porque puede aportar nuevas vias de intervencién para la terapia de determinados

desordenes ginecoldgicos.

5. EPIGENETICA

La epigenética se define como el estudio de los cambios en la funciéon genética
que se transmiten de una generacion a otra por herencia meidtica o mitética y que

no implican cambios en la secuencia de ADN (Berger y cols., 2009). De modo que
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esta disciplina se centra en el estudio de la informacién génica que se superpone al
genoma y que contribuye al mantenimiento del estado transcripcional y de la
identidad celular.

Durante el desarrollo de los organismos multicelulares, un Unico zigoto da
origen a miles de subtipos celulares, que se diferencian en los distintos tejidos que
lo conforman. Como todas las células del organismo tienen la misma informacion
genética, existe un patrén de lectura discriminativo, que dictado por la epigenética
va a determinar el linaje de cada célula. El programa de expresiéon genética debe
mantenerse, asimismo, a lo largo de las generaciones celulares subsiguientes a
través de la division celular. Por lo tanto los mecanismos epigenéticos trabajan en
conjunto, regulando los patrones de expresién génica claves durante el desarrollo y
la diferenciacion celular (Figura 9).

La diferencia mas importante entre el mecanismo genético y el epigenético es
que estos ultimos pueden ser reversibles, ya que se modulan por el entorno. Esto
convierte a la epigenética en un importante mediador de la interaccién del genoma
con el ambiente. Se conocen una gran cantidad de factores ambientales, como la
nutricion o compuestos xenobidticos, que intervienen en el establecimiento o
mantenimiento del patrén epigenético (Herceg y Vaissiere, 2011).

La via principal de modulacién epigenética, es a través de modificaciones en la
estructura de la cromatina. El tamano de los genomas eucariotas hace necesario un
sistema de almacenamiento efectivo, que se basa en el ensamblaje del mismo en
una estructura denominada cromatina. La cromatina puede adoptar varias
conformaciones con diferentes propiedades quimicas y fisicas. Distintas regiones
genomicas pueden mostrar variaciones en el nivel de compactacion de la cromatina
y por lo tanto en la accesibilidad a la maquinaria de transcripcién. Es por ello que la
forma en que la cromatina se encuentra organizada, compactada y estabilizada

ejerce una gran influencia sobre los procesos génicos llevados a cabo en el nucleo.

Los principales mecanismos de modificacion de la estructura de la cromatina

implican la metilaciéon del ADN y la modificacion de las histonas, que junto con los
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ARN no codificantes pequefios (ARN nc) constituyen las principales vias de
regulacién epigenética que intervienen en el control de la expresion génica (Dolinoy
2007, Jirtle y Skinner 2007).

Genoma unico

L ANVANANANANY

Organizacién

Cromatina ) ., -
informacion genetlca

ARNNC

Epigenomas

>200 tipos celulares

Figura 9. Epigenética. El genoma constituye una secuencia de nucledtidos invariable
dentro de un mismo individuo. El epigenoma, determina el modo en que la cromatina es
organizada y junto con los ARN nc regulan la activacién o represion génica. Este epigenoma
es variable dependiendo del tipo celular y del ambiente al que las células son expuestas.
(Adaptada de Allis, 2006).

5.1 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es una modificacion covalente del ADN que tiene lugar
en residuos de citosina localizados en secuencias dinucleotidicas CpG que se

agrupan constituyendo las denominadas islas CpG (Bird, 1992). Gran nimero de
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estas islas CpG se concentran cerca del extremo 5°de los promotores génicos
(Gardiner-Garden y Frommer, 1987). Las enzimas encargadas de establecer y
mantener el patrén de metilacién del ADN, son las ADN metil-transferasas y se han
identificado 5 enzimas principales:

e DNMT1 tiene la funcion de asegurar que se copie de forma adecuada el
patron de metilacion durante el proceso de replicacion (Okano y cols., 1999). De
esta manera se mantiene una memoria epigenética que se transmite de manera
idéntica a las células hijas.

o DNMT2, es otra metiltransferasa que a pesar del nombre que posee,
actualmente se conoce que transfiere grupos metilo a las citosinas presentes en el
ARN (Goll y cols., 2006).

e DNMT3A y 3B son las encargadas de la adicion de “novo” grupos metilo.

e DNMT3L se encuentra normalmente inactiva, excepto durante Ila
gametogénesis, donde cumple una importante funcién participando en el

establecimiento del proceso de impronta materno (Bourc'his y cols., 2001).

La metilacién de las islas CpG en las regiones promotoras esta asociada a la
represion transcripcional (Bird, 1992) y para tal fin se han propuesto varios
mecanismos. Por un lado la presencia del grupo metilo impide la unién de factores
de transcripcion o proteinas reguladoras como es el caso de AP-2, E2F o
ATF/CREB (Tate y Bird, 1993). La secuencia CpG metilada también puede ser
reconocida por proteinas represoras de la transcripcion que bloquean
indirectamente la unién de los factores de transcripcion, limitando asi el acceso a
los elementos reguladores (Figura 10). También se pueden unir proteinas, que en
asociacion con otras enzimas, regulan la condensacion de la cromatina, este es el
caso de la familia de las proteinas MBD (methyl binding CpG domain) (Wade,
2001). Estas proteinas establecen una conexion entre los mecanismos de
metilacion del ADN y las modificaciones de las histonas ya que, entre otras
funciones, son capaces de reclutar histona deacetilasas (HDAC) (Suzuki y cols.,
2003).
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Figura 10: Mecanismo de accidon de la metilacion del ADN. A. Las Islas CpG

demetiladas son reconocidas por la maquinaria de transcripcion activando la expresion
génica. B. Los residuos de las islas CpG metilados impiden la unién de la maquinaria
transcripcional, de forma directa o indirecta por la unioén de represores transcripcionales que

impiden el acceso a los promotores. La transcripcion es reprimida.

Aproximadamente el 10-20% de los genes presentan patrones de metilacion
especificos y por lo tanto estan asociados a la funcién celular dentro de un tejido o

al estado fisioldgico en el que se encuentra.

La represion génica mediada por la metilacion del ADN es, ademas,
responsable de la inactivacion del cromosoma X, la impronta gendmica o la
represion de secuencias génicas repetitivas como los retrotrasposones (Li y cols.,
1993, Panning y Jaenisch, 1998)(Walsh y cols., 1998). Ademas se sabe que la
metilacion del ADN esta implicada en la regulacion de los procesos de reparacion
del ADN y de estabilidad genédmica (Chuang y cols., 1997, Lengauer y cols., 1997).

La presencia de patrones de metilacion alterados se ha asociado con la

aparicion de ciertas enfermedades. De hecho en células tumorales se suele
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encontrar un estado global de hipometilacién, aunque es frecuente hallar un estado
de hipermetilacion en genes supresores de tumores asi como los un estado de

hipometilacién en los promotores de protoncogenes (Esteller, 2008).

5.2 Modificacién post-traduccional de las histonas

La unidad basica repetitiva de la cromatina es el nucleosoma. El nucleosoma
esta constituido por un nucleo central que consta de 147pb de superhélice de ADN
enrollado alrededor de un complejo formado por un octamero de histonas. Dicho
octdamero estd compuesto por un heterotetramero central de histonas H3 y H4
flanqueadas por dos heterodimeros de H2A y H2B en la forma ([H2A-H2B][{H3-
H4}2][H2A-H2B]) (Figura 11) (Kornberg, 1974, Luger y cols., 1997).

Las histonas son pequefias proteinas basicas ricas en los aminoacidos lisina y
arginina. Las cuatro histonas poseen un extremo C-terminal situado en un dominio
con estructura globular localizado dentro del nucleosoma y un extremo N-terminal o
“cola” extendido fuera del mismo. Una caracteristica singular es la variedad de
modificaciones a las que puede ser expuesta la “cola” de las histonas. Las
principales modificaciones que se han encontrado incluyen: la acetilacién,
metilacion, fosforilacion, ubiquitinacién, y sumoilacion entre otras (Figura 11)
(Kouzarides, 2007; Lindner, 2008). Dichas modificaciones son covalentes y poseen

la propiedad comun de regular el estado de compactacion de la cromatina.
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Figura 11. Histonas. A) Representacién esquematica de la organizacién nucleosémica
en la formacién de la cromatina. Estructura del nucleosoma, donde se muestra la
organizacién de las histonas, que se encuentran formado un octamero, alrededor del cual se
enrollan casi dos vueltas de DNA. B) Principales modificaciones post-traduccionales de las

colas de las histonas.

Las enzimas implicadas en estos procesos son: histona acetilasas (HATs -
acetilacion), metilasas de histonas (HMTs - metilacion), quinasas de histonas (HKs
— fosforilacion), etc (Sterner y Berger 2000, Zhang y Reinberg 2001, Nowak y
Corces 2004). Aunque estas enzimas son muy variadas, todos estos procesos
estdan muy relacionados entre si. De hecho algunas enzimas necesitan, por
ejemplo, que el sustrato esté metilado para reconocerlo y acetilarlo.

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas, en conjunto, estan
directamente relacionadas con la regulacién de la transcripcion génica. Estas
modificaciones establecen una nueva hipotesis denominada “cddigo de las
histonas”, segun la cual el conjunto de modificaciones llevadas a cabo sobre una o
mas histonas, a través de cambios en las interacciones entre el ADN-histona o
entre histonas, regulan el estado de empaquetamiento de la cromatina y por lo tanto
el acceso de las proteinas (como por ejemplo factores de transcripcion) a la
cromatina. Esto altera el patron de expresién génica llevando a una activacion o

represion de la transcripcion, que repercute en el fenotipo celular sin cambiar el
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genotipo. Ademas las modificaciones post-traduccionales de las histonas
determinan la formacién de la eucromatina y heterocromatina (Jenuwein y Allis
2001).

5.2.1 Histonas: acetilaciéon y deacetilacion

El proceso de modificacion post-traduccionales de las histonas mas y mejor
estudiado es la acetilacion/deacetilacion. La acetilacion consiste en la adicion de un
grupo acetilo a residuos conservados de lisina de la cola de las histonas. La
acetilacion también se puede dar en determinados factores de transcripcién y otras
proteinas nucleares y se asocia con una activacién de la transcripcion génica. Por el
contrario la deacetilacion de las histonas consiste en la eliminacién de los grupos

acetilos y se relaciona con silenciamiento génico (Fuks, 2005).

La acetilacion y deacetilacion de las histonas juega un papel importante en
diversos procesos relacionados con la estructura de la cromatina y por lo tanto en el
control de la transcripcién (Kouzarides, 2007). Se han relacionado regiones de
cromatina expandida (eucromatina) y activa transcripcionalmente con elevados
niveles de acetilacion, mientras que la cromatina compacta (heterocromatina), no
accesible a la maquinaria de transcripcion, posee niveles de acetilacion mas bajos.
La acetilacion tiene la capacidad de relajar la estructura de la cromatina ya que
neutraliza las cargas basicas de los residuos de lisina y desestabiliza la unién a las
cargas negativas de los grupos fosfato del ADN (Figura 12) (Peterson y Laniel,
2004).

Otro de los mecanismos de accion regulado por la acetilacién (y otras
modificaciones post-traduccionales) es el reclutamiento de proteinas no-histonas, a
través de dominios de union especificos, que son capaces de modificar la estructura
de la cromatina. Un ejemplo son las proteinas cuya estructura posee un
bromodominio a través del cual interaccionan con los residuos de acetil-lisina (Zeng
y Zhou 2002).
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Por lo tanto el proceso de acetilacion/deacetilacion es capaz de establecer un
ambiente cromatinico adecuado para la expresion de un patron gendmico
determinado a través de la regulacion coordinada de procesos como son el
ensamblaje del nucleosoma y la regulacién del proceso de transcripcion, entre otros
(lizuka y Smith, 2003, Couture y Trievel, 2006; Kouzarides, 2007, Shahbazian y
Grunstein, 2007).

El patron de acetilacion de las histonas se mantiene gracias a la participacion
de dos grupos de enzimas con funciones opuestas: las histona acetiltransferasas
(HATs) y las histona deacetilasas (HDACs). Ambos procesos estan
interrelacionados y cooperan en la regulacion de la expresion génica.

Las HATs son las enzimas encargadas de la transferencia de grupos acetilo a
residuos de lisina. Las HATs se dividen en dos grupos dependiendo del mecanismo
de accion y de la localizacion celular: HAT A y HAT B. A su vez la clase A puede
dividirse en tres subclases principales, GNAT, MYST y CBP/P300 dependiendo de
su homologia a las proteinas encontradas en levadura.

La familia de las HDACs esta compuesta por al menos 12 miembros que se
agrupan en cuatro clases, establecidas en funciéon de la homologia a las proteinas
de la levadura y que se diferencian en la secuencia de ADN que reconocen y la
organizacion de sus dominios.

Tanto las HATs como las HDACs actian como parte de complejos
multiproteicos constituidos por factores de transcripcion especificos para ciertas

secuencias y sus respectivos cofactores (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del mecanismo de accion de las HATs y HDACs. A. Las HDACs
catalizan la reaccion de eliminaciéon del grupo acetilo incorporado por las HATs. B) y C)
Representacion esquematica de la accion de las HDACs y las HATs sobre la transcripcion.
La unién de los complejos represores formados por las HDACs conlleva hipoacetilacion de la
cromatina y por tanto condensacién. Como resultado la transcripcion es reprimida. Cuando
se produce la acetilacion de la cromatina ésta se vuelve accesible a los activadores y la

transcripcion es posible.

La influencia de la acetilacién en el proceso de transcripcién no solo se debe a
un mecanismo dependiente de modificacion de las histonas (Sterner y Berger,

2000, Glozak y cols., 2005). La acetilacion también modula la actividad de factores
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de transcripciéon (como TFIIR, TFIIF, c-MYC, p53, ERa) de proteinas nucleares
(como GATA-1 o MyoD) o incluso de chaperonas (HSP90) sugiriendo una
importante funcién de las HATs y las HDACs como coreguladores de la
transcripcion (Kuo y Allis, 1998).

En la ultima década, el conocimiento de las enzimas implicadas en el patron de
acetilacion ha despertado un interés creciente, de modo que a dia de hoy existe
una gran informacién acerca de sus mecanismos de accion, dianas celulares y su

implicacion en la fisiologia celular asi como su asociacion en patologias.

5.2.2 Regulacion de las HATs y HDACs: Inhibidores

Debido a la gran importancia del papel de las HATs y las HDACs en la
homeostasis celular, estas enzimas van a estar estrictamente reguladas. Se ha
descrito un mecanismo de regulacion complejo que se establece a multiples
niveles, como a nivel de transcripcion, modificacion post-transcripcional o
localizacidn subcelular entre otros.

Se conocen distintas rutas de sefializacion implicadas en la regulaciéon de la
actividad de estas enzimas. Diversos estudios han demostrado que las HATs estan
reguladas por fosforilacién. Esta fosforilacion puede ser llevada a cabo por varias
quinasas como son Cdk2, proteina quinasa A (PKA), PKC, quinasa dependiente de
Calcio/Calmodulina (CaMK) y algunas de las MAPK (Ait-Si-Ali y cols., 1998, Zanger
y cols., 2001, Saha y Pahan, 2006).

La acetiltransferasa CBP se activa a través de una ruta dependiente de AMPc,
en la via que involucra al PKA (Chrivia y cols., 1993). Esta ruta, como ya hemos
descrito previamente, participa en la diferenciaciéon de las ESC durante la
decidualizacion.

Ademas de estos mecanismos de regulacion, existen moléculas capaces de
competir de forma especifica con el sustrato enzimatico de las diferentes HATs y

HDACSs y por lo tanto funcionan inhibiendo la actividad enzimatica.
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Se han identificado varias moléculas capaces de inhibir especificamente a las
HATs como son:

+ Acido anacardico y garcinol: Inhibe la HAT p300 y PCAF

* Lisina-CoA: Inhibe p300

* H3-CoA-20: Inhibe PCAF

* MB-3: Inhibe Gcn5 en humanos

En general estas moléculas son compuestos de baja permeabilidad y baja

estabilidad metabdlica.

También se han descrito moléculas que actuan como inhibidores de la actividad
HDAC. El mas importante es un producto natural, la Trichostatina A o TSA. Fue
aislado de Streptomyces hygroscopicus y fue catalogado como antibiético
fungistatico. Es un inhibidor de las HDACs de clase | y Il pero no afecta a la clase Il
(Yoshida y cols., 1990). Se ha demostrado que TSA es capaz de modificar los
niveles de expresion de aproximadamente, el 2% de los genes de los mamiferos.
Por ello se ha determinado que s6lo un conjunto determinado de los genes es
sensible a los niveles de acetilacion de las histonas (Van Lint y cols., 1996).

Los inhibidores de las HDACs (HDACI) han sido ampliamente estudiados. Se
sabe que los HDACI, a través de cambios en el patron de expresion génica
provocan restriccion del crecimiento celular, induccién de apoptosis e inhibicion de

la angiogénesis (Figura 13) (Marks y cols., 2000, Vigushin y Coombes, 2002).
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Figura 13. Inhibidores de las HATS/HDACs. Los HDACI impiden la eliminacién de los
grupos acetilos asociados a las histonas, provocando la activacion transcripcional. Por el
contrario los HATi impiden la adicién de nuevos grupos acetilos a las histonas. Como se
indica en la figura, se conocen una gran variedad de compuestos con capacidad de inhibir la
accion de las HATs y HDACs.

A pesar de que el mecanismo de accion de los HDACI no se conoce con detalle
a nivel molecular en todos los casos, hoy en dia son agentes terapéuticos
emergentes (Kim y Bae, 2011). De hecho el vorinostato estructuralmente parecido
al TSA y el depsipeptido han sido recientemente aceptados por la FDA en 2006 y
2009 respectivamente. Estos HDACi han sido clinicamente probados en pacientes
con linfoma cutaneo de células T (CTCL), donde se administra junto con la
quimioterapia obteniendo resultados muy positivos (Luu y cols., 2008, Piekarz y
cols., 2001). Ademas existen muchos estudios que ponen de manifiesto la eficacia
del uso de estos compuestos como agentes terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, inflamacion crénica o infeccion por VIH (Hockly
y cols., 2003, Nasu y cols., 2008).
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5.3 miRNAs

5.3.1 ARN no codificantes de pequeiio tamafio

Los ARN no codificantes de pequefio tamafio son capaces de modificar la
expresién génica a través del silenciamiento de sus ARNm diana, afiadiendo un
nuevo nivel de complejidad a la regulacion génica.

Existen varios tipos de ARN no codificantes que se clasifican en tres grupos
segun su biogénesis, funcidon y mecanismo de accién: ARN interferente pequefio (o
de sus siglas en ingles, siRNA), microARN (o de sus siglas en ingles, miRNA) y
ARN de interaccién con piwi (o0 de sus siglas en ingles, piRNA). En esta tesis nos

centraremos en el estudio de los miRNAs.

miRNAs

Los miRNAs son moléculas de ARN monocatenario de unos 18-22 nt de
longitud cuya funcién es regular la expresion génica a través de la unién a sus
ARNmMm diana. Fueron descubiertos por primera vez en 1993 en C.elegans donde se
demostrd que la mutaciéon en dos de ellos let-7 y lin-4 alteraba el desarrollo de las
larvas (Lee y cols., 1993, Wightman y cols., 1993). Estudios recientes de analisis de
expresion de los miRNAs han demostrado como se expresan en los tejidos de
manera muy especifica durante el desarrollo (Wienholds y cols., 2005, Kloosterman
y cols., 2005, Makker y Singh, 2006, Aboobaker y cols., 2005). Esto nos indica que
los miRNAs podrian estar contribuyendo a la determinacion y el mantenimiento del
linaje celular. En la actualidad se ha descrito la implicacion de los miRNAs en
procesos esenciales como el desarrollo embrionario, la morfogénesis (Stefani y
Slack, 2008), la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (Bushati y Cohen,

2007, Williams, 2008). También se ha asociado una expresion aberrante de
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miRNAs con la apariciéon de enfermedades tales como la esquizofrenia o distintos

tipos de cancer (Kumar y cols., 2007).

5.3.2 Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNAs

Los miRNAs se transcriben por accién de la RNA pol || como largos transcritos
primarios o pri-miRNA (Cai y cols., 2004, Lee y cols., 2004). Estos son procesados
a través de un complejo de accién nuclear formado por la RNasa Drosha y DCGR8
(Lee y cols., 2003) dando lugar asi a un pre-miRNA de unos 70 nucledtidos con una
estructura de horquilla. Estas moléculas son transportadas al citoplasma mediante
la exportina 5 (Kim, 2004) y alli son fragmentados por la RNasa Ill Dicer formando
un miRNA maduro de unos 22 nt (Hammond, 2005). Los miRNAs maduros son
integrados en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) a través del
cual realizan su funcién (Hutvagner, 2005). Este complejo posee como componente
activo la endonucleasa Argonauta 2, encargada de cortar el ARNm diana
complementario a la secuencia de reconocimiento o region “semilla” del miRNA
(Figura 14).

Tras la incorporacion al RISC los miRNAs se unen al extremo 3" UTR del
ARNm diana. Si la complementariedad entre las secuencias de reconocimiento del
miRNA y el ARNm es completa, el mensajero es degradado. En cambio una
complementariedad parcial provoca la represion del proceso de traduccion (Figura
14). Por lo tanto los miRNAs regulan la expresion génica a través del silenciamiento

y este mecanismo lo comparten tanto los animales como las plantas.
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Figura 14. Proceso de maduracion y mecanismo de accion de los miRNAs. Los

miRNAs maduros son moléculas de unos 20-25 nt de longitud formados a partir del

procesamiento secuencial de largos transcritos primarios mediado por las endonucleasas

Drosha, DGR8 y Dicer. Los miRNAs maduros se unen al complejo proteico RISC e impide o

la traduccién de la proteina o provoca la degradacion del ARNm (Adaptada de He y Halnnon,
2004).

Un dnico miRNA puede unirse a cientos de ARNm, ya que al menos en

animales, no es necesaria una complementariedad perfecta entre las secuencias de

reconocimiento (Bartel, 2004). Algunos miRNAs con dianas moleculares comunes

se co-expresan desde un mismo conjunto génico provocando un efecto amplificado

de represion de los transcritos. Por otro lado los miembros de una familia de
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miRNAs poseen las mismas secuencias de reconocimiento o “semilla” y pueden
provocar la represion de transcritos idénticos. Ademas los miRNAs y sus ARNm
pueden formar un bucle de regulaciéon reciproco, aportando un nivel adicional de

control de la expresién génica (Burk y cols., 2008, Fazi y cols., 2005).

En la actualidad, segun el ultimo recuento presente en miRbase, se sugiere la
existencia de aproximadamente 1000 miRNAs diferentes en el genoma humano,
cada uno tal vez con multiples ARNm como potenciales dianas (Kozomara y
Griffiths-dones, 2011). Ademas, se cree que los miRNAs regulan aproximadamente
el 30% de los genes codificantes (Lewis y cols., 2005). Estos datos reflejan su
relevancia como finos reguladores de la expresion génica y por tanto de la funcion
celular (Berezikov y cols., 2006).

La compleja red de regulacién en la que los miRNAs participan junto con las
dificultades que suponen los métodos experimentales actuales para confirmar sus
potenciales dianas, hace que a dia de hoy a pesar la multitud de miRNAs

identificados muy pocos estan caracterizados funcionalmente.

5.3.3 Caracterizacion funcional de los miRNAs

Debido al constante aumento del nimero de miRNAs identificados se han
disenado nuevas herramientas, basadas en la tecnologia de microarrays, que
permitan el estudio de los perfiles de los miRNAs. Para su posterior caracterizacion
funcional, se han disefado plataformas computacionales que permiten Ila
identificacion de las potenciales dianas de los miRNAs (Kong y cols., 2008). Estos
programas estan basados en algoritmos de prediccion que permiten identificar sus
posibles ARNm diana. Estos modelos se basan generalmente en la busqueda de
aquellos ARNm con secuencias complementarias al extremo 5 de la region
“semilla” de los miRNAs y con secuencias de unién en el extremo 3’ final para
aquellos casos en los que la complementariedad de secuencias no es perfecta
(Brodersen y Voinnet, 2009).
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Comparar perfiles de expresiéon génica con perfiles de expresion de miRNAs y
correlacionar el aumento o la disminucidn de sus niveles respectivamente o
viceversa puede ser muy util para seleccionar aquellos miRNAs que cumplen una

importante funcion en el proceso celular a estudio.

Existen también bases de datos que informan de los procesos y rutas que estan
mas representados por un conjunto de miRNAs diferencialmente expresados. Esta
informacién es util para poder establecer modelos de regulaciéon de un determinado
proceso mediado por los miRNAs. Las bases de datos mas utilizadas son Gene

Ontology, Ingenuity Pathway Analysis (IPA) o Diana miR-Path database.

El hecho de que un solo miRNA potencialmente modifique la expresion de
cientos ARNm dificulta mucho la caracterizacion de la funcién reguladora de los
miRNAs. Los algoritmos de prediccién desarrollados constituyen un paso previo al
estudio funcional de los miRNAs y puesto que aportan una gran informacién estan

siendo usados en multiples estudios.

Una aproximacion al estudio funcional de los miRNAs es la utilizacién de
animales mutantes para una de las enzimas necesarias para la biogénesis de los
miRNAs. Por ejemplo los ratones mutantes para Dicer muestran defectos globales
en la sintesis de los miRNAs y mueren en fases tempranas del desarrollo
embrionario (Bernstein y cols., 2003, Yang y cols., 2005). En cambio mutantes
condicionales para el gen de Dicer sobreviven hasta la edad adulta y son un
instrumento ideal para estudiar los efectos globales de los miRNAs en células o en
tejidos especificos (Hong y cols., 2008, Nagaraja y cols., 2008, Otsuka y cols.,
2008). Estudios realizados con este tipo de ratones nos indican que Dicer y por lo
tanto también los miRNAs son esenciales para la morfogénesis de la epidermis, el
epitelio de pulmoén (Andl y cols., 2006)(Harris y cols., 2006, Yi y cols., 2006) y el

desarrollo de las extremidades de los vertebrados (Harfe, 2005).
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5.3.4 miRNAs como biomarcadores y terapia molecular

Los miRNAs se pueden detectar facilmente en multitud de tejidos e incluso en
los liquidos bioldgicos, como el suero, la saliva o la orina ya que son resistentes a la
degradacion de las ARNasas (Hoefig y cols., 2008). Diferentes estudios de los
perfiles de expresién de miRNAs revelan que una gran cantidad de miRNAs estan
desregulados en diversas patologias como por ejemplo en cancer (Calin y Croce,
2006). Por ello los perfiles especificos de expresion de miRNAs de tejidos o de
células constituyen una herramienta adecuada para la busqueda de nuevos

biomarcadores y agentes terapéuticos.

La alteracién en la expresién de miRNAs en patologias multifactoriales sugiere
que podria ser un factor comin en las enfermedades multigénicas. Por otro lado
también existen enfermedades en las que los niveles de ARNm estan alterados
aunque los niveles de miRNAs no se ven modificados. En este caso se podria
restablecer el fenotipo normal adicionando miRNAs sintéticos que normalicen los
niveles de estos ARNm (Wurdinger y Costa, 2007) ya que un conjunto de miRNAs
con un mismo ARNm diana podrian ser el objeto del agente terapéutico. Estos
datos sugieren que la actuacién sobre los miRNAs podria abrir puertas hacia

nuevas terapias (Kasinski y Slack, 2011).

Para la modificacion de los niveles de miRNAs enddgenos se han establecido
diversas estrategias. Una de ellas es la administracion de oligonucleétidos con
secuencias anti-sentido o anti-miRs que establecen la unién con el miRNA
complementario provocando su degradacion (Hutvagner y cols., 2004, Krutzfeldt y
cols., 2005). Estas secuencias de oligonucledtidos se presentan de manera
conjugada con grupos hidroxilo o con moléculas de colesterol que mejoran la

eficacia de inhibicion de la actividad de los miRNAs.
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Para la sobreexpresion de los miRNAs la mayor parte de los estudios
realizados se basan en la utilizacién de secuencias de doble cadena de ARN
denominados mimetizadores o mimic que permiten la uniéon del ARNm diana en el
complejo RISC provocando su degradacion. Estas tecnologia actualmente solo ha
sido utilizada para el estudio in vivo de los miRNAs (McLaughlin y cols., 2007).

Sin embargo a pesar de los grandes avances realizados en el uso de los
miRNAs como agentes terapéuticos estas aproximaciones estan todavia en su fase
inicial. Es necesario evaluar muchos aspectos moleculares, como la posible
saturacion de la maquinaria de biosintesis y aparicién de efectos no especificos por
la actuacion de estos miRNAs sobre células y tejidos que no son el objetivo
terapéutico (Kasinski y Slack 2011).

5.4 Mecanismos epigenéticos en el aparato reproductor femenino

5.4.1 Metilacion del ADN en el endometrio

Actualmente existen diversos estudios que ponen de manifiesto la implicacién
del mecanismo de metilacién del ADN en la regulacion de la fisiologia endometrial
(Guo, 2011).

Se ha establecido una asociacion entre los niveles del receptor de progesterona
y la metilacion del ADN sugiriendo que este mecanismo estd implicado en la
respuesta de las células endometriales a las hormonas esteroideas durante el ciclo
menstrual (Ghabreau y cols., 2004).

También se han observado cambios en la expresion de las ADN
metiltransferasas, asi como cambios en los niveles de metilacion a largo del ciclo
menstrual (Yamagata y cols., 2009, van Kaam y cols., 2011). No se ha llegado a un
consenso en los resultados del estudio de expresion de las DNMTs durante fase
proliferativa y fase secretora. En cambio en todos los estudios se observan

diferencias de expresion de estas enzimas, lo que nos indica que el mecanismo de
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metilaciéon del ADN tiene un importante papel en la regulacion de los cambios que
acontecen en el endometrio durante el ciclo menstrual. Para poder llegar a un
mayor entendimiento de la implicacion de la metilacién del ADN, seria necesario
identificar aquellos promotores génicos metilados y que se encuentran bajo el

control directo de este mecanismo epigenético

Por ultimo patrones de metilacion alterados en el endometrio se han asociado a
la aparicién de patologias como el cancer endometrial o la endometriosis (Tao y
Freudenheim, 2010, Wu y cols., 2007, Wurdinger y Costa, 2007, Wu y cols., 2005).
También se ha encontrado un estado hipermetilado en genes supresores de
tumores como E-caherina, HIC1 y p16 en molas hidaitidiformes y en

coriocarcinomas (Perry y cols., 2009).

5.4.2 Acetilacion de histonas en el endometrio y durante la implantacion

Existen varios estudios que sugieren la implicaciéon de la acetilacion de las
histonas en el establecimiento del estado receptivo y el posterior desarrollo del
embarazo. De hecho un estudio realizado por Krusche y cols determina la
presencia de cambios en los niveles de expresion de las HDACs de clase |, a lo
largo del ciclo menstrual (Krusche y cols., 2007).

El analisis de los niveles globales de acetilacion de histonas durante el ciclo
menstrual muestra altos niveles de acetilacion durante fase proliferativa temprana y
en fase secretora tras la ovulacion (Munro y cols., 2010). Puesto que la acetilacion
de las histonas esta asociado a un aumento en la transcripcion génica, es légico
pensar que los cambios en la acetilacion de las histonas son responsables, en
parte, de la activacion de rutas que intervienen en el proceso de diferenciacion
decidual que tiene lugar tras la ovulacién. Estos resultados coinciden también con el
hecho de que el AMPc, cuyos niveles aumentan durante la decidualizacién induce

la via de activacion de las HATSs.
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También se ha visto como el tratamiento de las ESC con el HDACi TSA
provoca un aumento en la expresién de marcadores de decidualizacion como
IGFBP-1 (Sakai y cols., 2003). Otros trabajos han descrito como el tratamiento de
las ESC, las ECC e incluso de muestras de adenocarcinoma endometrial con
HDACI provoca citodiferenciacion celular (Uchida y cols., 2005, Uchida y cols.,
2006). Estos estudios nos indican que la acetilacion de las histonas podria estar
regulando procesos de diferenciacion en las células endometriales.

En conjunto estos datos sugieren que existe un patrén epigenético en el
endometrio que respondiendo a las hormonas esteriodeas participa en el desarrollo
de los acontecimientos que trascurren a lo largo del ciclo menstrual. Es necesario
un mayor conocimiento de la manera en que estos mecanismos estan regulando

importantes genes y coordinando los cambios funcionales en el endometrio.

Actualmente se ha establecido una correlacién directa entre la metilacion del
ADN o la acetilacion de histonas y los niveles de expresion de importantes genes
involucrados en el proceso de implantacion como LIF, HOXA10, glicodelina, MMPS,
TIMPs, y MUC1 (Munro y cols., 2010).

En cuanto al proceso de invasion embrionaria también se ha encontrado como
la acetilacion de las histonas participa en la regulacion del potencial invasivo de las
células trofoblasticas (Dokras y cols., 2006). Por el contrario, no existe ningun
estudio que relacione los mecanismos de regulacion epigenética en aquellos genes
expresados en las células estromales endometriales responsables del control del

proceso invasivo embrionario.

5.4.3 Relevancia de los miRNAs en el aparato reproductor femenino

Varios estudios recientes revelan que ratonas carentes de miRNAs maduros
como consecuencia de la eliminacién de Dicer, son estériles. Estas ratonas han
sido utilizadas como modelo para evaluar la funcién de los miRNAs en las distintas

funciones reproductivas. Ademas estos estudios han puesto de manifiesto la

o1



INTRODUCCION

funciéon de Dicer para el correcto desarrollo del ovario, los oviductos y el utero
(Hong y cols., 2008, Nagaraja y cols., 2008, Gonzalez y Behringer 2009).
Concretamente las ratonas mutantes condicionales de Dicer, poseen defectos en la
maduracion ovocitaria (Murchison y cols., 2007, Tang y cols., 2007). Los ovocitos
de estas ratonas presentan un huso meidtico desorganizado y un exceso de

transcritos maternos.

Por otro lado, el utero de estas ratonas presenta modificaciones morfolégicas
tales como una menor longitud y peso en comparacién con las ratonas silvestres.
Ademas el endometrio de estas ratonas no es capaz de establecer el embarazo,
provocando infertilidad, aunque la respuesta a los estrogenos y al estimulo decidual

parece normal.

Estos estudios nos revelan que el procesamiento de los miRNAs por Dicer tiene
un papel relevante en importantes procesos reproductivos como maduracion

ovocitaria desarrollo temprano del embrién, implantacion y esteroidogenesis.

5.4.4 miRNAs en el endometrio

Ya se ha definido el perfil de expresién de miRNAs tanto en el endometrio total
como en las células estromales y epiteliales (Pan y cols., 2007). Las principales
dianas moleculares de los miRNAs identificados son miembros de la familia del
TGFB, los ERs y los PRs cuyo papel en las respuestas endometriales ya ha sido
descrito. Estos datos nos informan de la importancia de los miRNAs en la
regulacion del tejido endometrial.

También se ha establecido el perfil de expresién de miRNAs del proceso de
receptividad endometrial (Chakrabarty y cols., 2007, Kuokkanen y cols., 2010, Liu y
cols., 2011, Sha y cols., 2011). La expresion diferencial de miRNAs durante la
ventana de implantacion, sugiere que las hormonas esteroideas contribuyen a la
regulacion de la expresion de determinados miRNAs. El analisis bioinformatico de

las vias potencialmente reguladas por los miRNAs diferencialmente expresados
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determina que se estan inhibiendo productos de progresién de ciclo celular como
ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas sugiriendo que los miRNA estarian
implicados en la disminucion de la proliferaciéon en las EEC (Kuokkanen y cols.,
2010).

En cuanto al proceso de implantacién, un estudio de Chakrabarty y col realizado
en ratones establece una expresion diferencial espacio-temporal de los miRNAs.
Estos datos nos indican la posible contribucion de los miRNAs en el proceso de
implantacion y en el establecimiento del embarazo.

Algunos de los miRNAs aumentados en el periodo implantatorio tienen como
diana potencial a COX-2 cuyo papel durante proceso de implantacién es esencial
(Marions y cols., 1999). Ademas los cambios de expresion de estos miRNAs se
correlacionan con cambios en los niveles de COX-2 en el utero. También identifican
miRNAs cuyas dianas génicas son reguladores de la expresion de COX-2. Estos
resultados revelan la presencia de multiples interacciones en la accion reguladora
de los miRNAs.

Por otro lado el analisis de expresion de miRNAs entre las zonas de
implantacion y las zonas inter-implantadoras, revela la expresion diferencial de 13
miRNAs (Chakrabarty y cols., 2007) implicando al embrién y a las hormonas

esteroideas en la regulaciéon de los miRNAs.

También se ha encontrado un perfil de expresion de miRNAs asociado a estados
endometriales alterados como la endometriosis, cancer o preeclampsia.

Existen multiples evidencias de una alteracién en la expresidon génica en
pacientes con endometriosis (Hever y cols., 2007, Hull y cols., 2008). Algunos de
estos genes son potenciales dianas de los miRNAs con una expresién diferencial
en tejido endometridésico (Ohlsson Teague y cols., 2009, Pan y cols., 2007; Pan y
cols., 2008). Por ello se sugiere que las alteraciones en la expresion de los miRNAs
podrian ser responsables del desarrollo de la endometriosis.

También se ha encontrado una expresiéon aberrante de miRNAs en varios tipos

de cancer. Los genes que codifican para los miRNAs se localizan en zonas de
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inestabilidad genética (Calin y cols., 2004, Zhang y cols., 2006), por lo que
delecciones, duplicaciones cromosdmicas y alteraciones epigenéticas se
encuentran entre las causas mas frecuentes responsables de la expresion
aberrante de miRNAs en las células malignas (Calin y Croce, 2007). Concretamente
se ha descrito en diversos estudios la presencia de un perfil alterado de miRNAs en
cancer e hiperplasia endometrial (Boren y cols., 2008, Wu y cols., 2009, Cohn y
cols., 2010).

Por dltimo también se han descrito los perfiles de expresion de miRNAs en
placentas de pacientes con preeclampsia.(Pineles y cols., 2007). El analisis
bioinformatico de los miRNAs diferencialmente expresados en preeclampia, revela
la implicacién de sus posibles dianas en procesos como la respuesta inmune, los
procesos antiapoptoticos y el metabolismo de los lipidos.

Un perfil diferencial de expresién de miRNAs para cada una de estas
complicaciones ginecoldgicas puede tener un gran valor prondstico, diagnostico o

terapéutico.
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2. HIPOTESIS

El proceso de decidualizacion implica cambios morfolégicos y funcionales
importantes del compartimento estromal, que estan caracterizados por un proceso
de remodelacién de la matriz extracelular, disminucion de la respuesta inmune y la
diferenciacion de las células estromales decidualizadas. El fin biolégico de esta
transformacion tisular es dotar al endometrio de un control del proceso de invasién

embrionaria y para la correcta formacién de la placenta.

Actualmente se han identificado multiples genes que participan de manera
coordinada en la diferenciacion de las células estromales. Por lo que es légico
pensar que los mecanismos epigenéticos puedan estar regulando la compleja red
molecular que interviene en el proceso de decidualizacion.

Por lo tanto nuestra hipétesis es que el conocimiento de los mecanismos
epigenéticos implicados en la regulacion de la decidualizacion nos permitira no solo
mejorar el entendimiento de este exclusivo proceso sino modificarlo en aquellos

casos en los que estos mecanismos se puedan encontrar alterados.
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lll. OBJETIVOS

1.1 Objetivos generales

e Determinar la implicacion de la acetilacion de las histonas sobre la
regulacion del mecanismo de remodelacién de la matriz extracelular en las células

estromales endometriales (hESC) durante el proceso decidualizacion in vitro.

e Analizar el patron de expresién de los miRNAs durante el proceso de

decidualizacion.

e Establecer un posible modelo de regulacién post-transcripcional de los

miRNAs durante el proceso de decidualizacion in vitro.

e Caracterizar el papel funcional de una de las moléculas responsables de la

biogénesis de los miRNAs como es Dicer durante el proceso de decidualizacion.

1.2 Objetivos especificos

» Estudiar el efecto del inhibidor de las histona deacetilasas, TSA, sobre la

movilidad celular en las hESC y sobre la invasion embrionaria.

» Analizar el efecto del TSA sobre la regulacion de la maquinaria de

remodelacion de la matriz extracelular en las hESC.

» Comparar los niveles de acetilacion en los promotores génicos de TIMP-1y
TIMP-3 en las hESC control vs tratadas con TSA.

> Analizar el efecto de la decidualizacion in vitro sobre el balance de la

magquinaria de remodelacién de la matriz extracelular en las hESC.
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» Comparar los niveles de acetilacion de histonas en los promotores de TIMP-

1y TIMP-3 durante el proceso de decidualizacién in vitro.

» Analizar la expresién de 704 miRNAs en las hESC mediante la técnica de
miRNA PCR array e identificar aquellos miRNAs que se encuentran

diferencialmente expresados durante el proceso de decidualizacion.

> ldentificar las potenciales dianas y rutas mas representadas por los miRNAs
diferencialmente expresados en el proceso de decidualizacion in vitro mediante el

analisis in silico.

» Analizar los niveles de Dicer durante el proceso de decidualizacion in vivo e

in vitro.
» Determinar el efecto del silenciamiento de Dicer durante el proceso de

decidualizacién in vitro analizando diversos marcadores bioquimicos y morfolégicos

especificos del proceso.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

1.- CULTIVO CELULAR

1.1 Muestras de endometrio

Este proyecto, asi como los procedimientos utilizados, fueron aprobados por el
Comité ético del Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) (0901-EN-023-FD).

Se tomaron un total de 60 muestras de tejido endometrial que fueron obtenidas
de donantes en el momento de la extraccion ovocitaria, mediante una canula de
aspiracion endometrial. Todas las pacientes se encontraban en edad reproductiva

(23-37 anos), con ciclos menstruales regulares y sin ninguna patologia asociada.

También se utilizaron 10 muestras endometriales de pacientes, obtenidas
durante el ciclo natural en fase secretora temprana (ST) entre los dias 15-17 y en
fase secretora tardia o avanzada (SA) entre los dias 24-27. El dataje de las
muestras se establecié de acuerdo a los criterios morfolégicos establecidos por
Noyes (Noyes y cols., 1975).

Todas las muestras fueron obtenidas tras firma del consentimiento informado

por parte de las pacientes.

1.2 Separacion y cultivo primario de células endometriales epiteliales y

estromales

Este proceso se realizé de acuerdo con protocolos previamente publicados por
nuestro grupo (Simon y cols.,, 1993). De forma resumida, las muestras de

endometrio se lavaron en solucidn salina estéril (PBS) (Gibco) y se trocearon en
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pequefos pedazos. Posteriormente se pusieron en digestion, a 4°C durante toda la
noche en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma) conteniendo
10mg/ml de colagenasa tipo IA (Sigma).

La separacion de los diferentes tipos celulares, células endometriales
estromales humanas (hESC) y células epiteliales endometriales humanas (hEEC),
se realiz6 por gradiente de sedimentacion mediante decantacion.

El sobrenadante, que contiene la fraccion de las hESC, fue filtrado y
centrifugado. El pellet celular se resuspendid en DNAasal (Sigma) y se anadio
tampon de lisis (1.5 NH4,CL, 100 mMNaH,CO3, 1 mM EDTA pH 7,4) para eliminar
los eritrocitos. Las células fueron centrifugadas y puestas en cultivo en medio
DMEM/F12 (1:1) (Gibco) suplementado con el 10% de suero fetal bovino (SFB).

El pellet, que corresponde a las hEEC, se resuspendiéo en DMEM. Las células
fueron sometidas a dos incubaciones de 15 minutos en flasks (Falcon, Becton-
Dickinson) tras las cuales se recogi6 el sobrenadante. Estas incubaciones eliminan
las hESC persistentes en la fraccion epitelial. Finalmente las células se cultivaron
en medio DMEM y MCDB-105 (3:1, V: V) (Sigma) suplementado con un 10% de
SFB, 5 pg/ml de insulina, gentamicina (50mg/ml) y fungizona (0,25 mg/ml).

La pureza de las poblaciones celulares se verific6 mediante
inmunofluorescencia. Para ello las células se marcaron con vimentina (marcador

estromal) y E-cadherina (marcador epitelial).

1.3 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para este trabajo, se obtuvieron de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,) y se detallan en la tabla 1:
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Linea celular Numero Origen Morfologia
CCD-1112Sk CRL-2429 Piel; prepucio Fibroblasto
THESC CRL-4003 Endometrio;fibroblastos Fibroblasto

inmortalizados con hTERT

JEG-3 HTB-36 Placenta; coriocarcinoma Epitelial

Tabla 1. Lineas celulares utilizadas.

1.4. Condiciones de cultivo.

= Células human foreskin fibroblast (HFF) (CRL-2429): se empleé medio de
cultivo Iscoves (Iscove’s modified Dulbecco’s; ATCC) 10% de SFB (Gibco),
fungizona (0,25 mg/ml).y gentamicina. (50mg/ml).

= Células THESC (CRL-4003): se utiliz6 medio DMEM/F12, 10% de SFB, 0.1%

fungizona y 0.1% de gentamicina.

= Células JEG-3 (HTB-36): fueron crecidas en medio de cultivo EMEM (Eagle’s
Minimal Essential médium; PPA), 10% de SFB, 0.1% fungizona y 0.1% de

gentamicina

Todas las células se cultivaron a 37°C en aire saturado de humedad y con un
5% de CO,, en un incubador termostatizado y con regulacion del flujo de CO,. La
manipulacién de las células se llevé a cabo en campanas de flujo laminar y en

condiciones estériles.
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1.5. Tratamiento con Trichostatina A (TSA)

Para llevar a cabo la inhibicion de las histona deacetilasas (HDACs) se utilizd
el HDACi TSA (Sigma). Esta droga interfiere con los grupos acetilos impidiendo su

eliminacion por las HDACs.

Los diferentes tipos celulares (hEEC, hESC y HFF) se crecieron en cultivo
hasta llegar a una confluencia del 70-80 %. En ese momento se afiadié TSA a sus
respectivos medios a las concentraciones de 0.1 yM y 1 uyM durante 48 horas.
Puesto que el TSA es un producto quimicamente inestable el medio se renové cada
24h.

1.6. Induccion del proceso de decidualizaciéon in vitro de las ESC

Para inducir el proceso de decidualizacion in vitro se utilizaron dos
procedimientos diferentes. El primero se basé en la estimulacion hormonal
mediante estrogenos y progesterona y el segundo método consistié en el
tratamiento con adenosin monofofato ciclico (AMPc) y medroxiprogesterona (MPA).
Ambos procedimientos estdn ampliamente caracterizados y la seleccién del método
de induccién decidual se determiné en funcién de las necesidades experimentales
(Irwin et al. 1989; Tang et al. 1993) .

Para el tratamiento de las hESC con las hormonas esteroideas E,+P, se
afadio al medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con el 2% de SFB, acido
ascorbico a 5 pyg/ml, 10pg/ml de transferrina, progesterona (1uM) y 17 B-estradiol
(30 nM) durante 9 dias. Las hESC control se cultivaron en paralelo sin el
tratamiento hormonal. El medio se renové cada 3 dias.

Para aquellos experimentos en los que era necesaria una diferenciacion
decidual mas rapida, las ESC (hESC y THESC) se trataron con AMPc y MPA. Para
ello se afadioé al medio de cultivo, suplementado con SFB al 2%, 8-Br-cAMP (0.5

mM) (Sigma) y MPA a 1uM (Sigma) durante 5 dias. El medio se renové cada 3 dias
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El fenotipo de las ESC decidualizadas, se verifico por evaluacion de la
morfologia y por cuantificacion de los niveles de prolactina (PRL) en el medio

celular mediante ELISA (Abnova).

1.7 Embriones de ratén

Los embriones de raton fueron obtenidos de hembras embarazadas que de la
cepa B6C3F1 (Charles River laboratorios, Barcelona). Los animales fueron
controlados y mantenidos en el animalario de la Facultad de Medicina de la
universidad de Valencia, en condiciones adecuadas de estabulacion. Los
embriones se obtuvieron en dia 2.5 tras someter a las ratonas a un protocolo de
hiperestimulacion con 10Ul de PMSG (gonadotropina sérica de yegua prefiada;
Sigma) y 10Ul de hCG (gonadotropina coriénica humana; Sigma)

Una vez extraidos los embriones se pusieron en cultivo, en medio CCM
(Vitrolife), durante unos 2-3 dias hasta el momento en que los blastocistos
eclosionaron, es decir, son liberados de la zona pelucida que es el momento en que

son competentes para la implantacion.

1.8 Medios condicionados

Para la obtencién de los medios condicionados (CCM), las hESC se trataron
previamente con TSA a 0.1 y 1 uM durante 48 horas, con 0.5 mM 8-Br-cAMP y
1mM MPA durante 5 dias o con vehiculo control. Una vez terminado el tratamiento
se afiadio medio fresco DMEM/F12 suplementado con el 2% de SFB, durante 24
horas. Los diferentes CCMs se utilizaron para posteriores analisis de zimografia,

ensayos de invasion trofoblastica o para western-blot.
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1.9 Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad de las células se determin6 en funcién de la integridad de sus
membranas celulares utilizando para ello el método de exclusién del colorante vital
Trypan Blue. Este método evalla la capacidad de exclusion de colorantes que
muestran las membranas celulares intactas

Para este fin las células se trataron con TSA a distintas concentraciones (0.1 y
1 uM) vs vehiculo control durante 48 horas. Posteriormente se afiadié Trypan Blue
(Sigma) en proporcién 1:1 (V/V) a la suspension celular. El contaje celular se realizé
mediante recuento visual en camara de Neubauer, considerando como no viables

aquellas células que estaban tefidas de azul

2.- ENSAYOS DE MOVILIDAD CELULAR

2.1 Ensayo de migracién / wound-healing

El ensayo de migracion o “wound-healing” es uno de los métodos mas simple y
preciso, que se ha desarrollado para el estudio de la migracién celular direccional in
vitro (Rodriguez y cols., 2005).

Para realizar los ensayos de migracién (wound-healing), las hESC se trataron
con TSA a las concentraciones de 0.1 y 1 uM o vehiculo control durante 48 horas.
Posteriormente las células se lavaron con PBS y con una punta de pipeta se realizd
una incisién o brecha sobre la monocapa celular. Para analizar la capacidad de
migraciéon de las células se capturd la imagen de la brecha con el microscopio
(Nikon) a tiempo 0 y pasadas 24 horas. Finalmente se cuantificod la longitud de la
brecha, siendo la tasa de cierre la diferencia porcentual entre los valores tomados

en los diferentes tiempos, expresada como % de migracion.
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2.2. Ensayos de invasion

Los estudios de invasién se llevaron a cabo con el kit comercial QCM-collagen
invasion chamber (Millipore). Este kit incluye unos insertos en cuya base presentan
una fina capa de colageno que imita las caracteristicas bioquimicas de la matriz
extracelular, por lo que constituye un buen modelo para los ensayos de invasién in

vitro.

Para el ensayo de movilidad de las hESC, las células se trataron con TSA (a
0.1y 1 uM) o con vehiculo control durante 48 horas. Posteriormente las células se
afadieron en la parte superior del inserto a una densidad de 1x10 ® células/ ml en
medio DMEM/F12 sin SFB. En la parte inferior del inserto se afiadi6 medio
DMEM/F12 al 10% de SFB, creando un gradiente de SFB que actia como

quimioatrayente.

Para el ensayo del potencial invasivo del trofoblasto, la linea celular
trofoblastica JEG-3 se resuspendié en los CCM de las hESC control vs CCM de las
hESC tratadas con TSA 0.1 y 1 y durante 48 horas. Las células JEG-3 se cultivaron

en los insertos siguiendo el mismo procedimiento descrito para las hESC.

Las células se incubaron en los insertos de invasion celular durante 48 horas a
37°C. Posteriormente se eliminaron las células que no han invadido y que estaban
situadas en la parte superior de la membrana del inserto. Las células invasivas se
fijaron y tineron a la membrana con un colorante proporcionado por el Kit.
Finalmente se afiadié un volumen constante de tampon de extracciéon y se midio la
absorbacia a 590 nm, siendo este valor proporcional al numero de células con
potencial invasivo. Los datos se expresaron como % de invasién, tomando como
valor arbitrario de 100% al indice de invasion de las células control. Todos los

ensayos de invasion se realizaron por triplicado en tres muestras independientes.
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3. Modelo de invasion embrionario in vitro basado en Co-cultivo

Para poder estudiar el efecto de la inhibicion de las HDAC en las hESCs y su
impacto durante el proceso de invasién embrionaria, se realizd un ensayo
heterélogo in vitro de co-cultivo de embriones de ratén sobre una monocapa de
hESC. Este modelo de co-cultivo, ya fue descrito por J. Carver y cols., (Carver y
cols., 2003) y constituye una adecuada aproximacion para el estudio in vitro de los
factores que regulan las interacciones endometrio-embrién durante el proceso de

invasion.

Las hESC fueron tratadas con TSA 1 yM o con vehiculo control durante 48
horas. Posteriormente las células se lavaron con PBS y se anadieron los embriones
de ratén a la monocapa celular permaneciendo en co-cultivo 48 horas.

La extension de la invasion embrionaria fue valorada mediante
inmunofluorescencia. Para ello las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4%, 0.1% Triton y 0.1% deoxicolato sédico durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después de 4 lavados con PBS, se bloquearon en PBS
con el 0.3% Triton-X100, 0.03% de azida y 1% de seroalbumina bovina (BSA)
(Sigma) durante 30 minutos. Las células se incubaron con los anticuerpos primarios
anti-vimentina humana (1:50) (Sigma; V6630) y anti-E-cadherina (1:100) (Abcam;
ab53033) toda la noche a 4°C, y posteriormente con sus correspondientes
anticuerpos secundarios 1 hora a temperatura ambiente. EI montaje de las
muestras se realizé utilizando el medio de montaje Vectashield que contiene Dapi
para la tinciéon de los nucleos celulares. Las preparaciones fueron examinadas y
fotografiadas en el microscopio confocal invertido Sp2 de Leica.

El area de invasion embrionaria se visualiza de forma clara por la ausencia de
células estromales. La cuantificacion del area de invasion embrionaria se realizo
utilizando el programa Imaged: http://rsbweb.nih.gov/ij/links.html. Los ensayos in
vitro de invasion embrionaria se realizaron en al menos tres muestras

independientes, utilizando al menos 8 embriones por cada muestra y condicién.
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4. ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

4.1. Extraccion de ARN total

El aislamiento del ARN celular de las diferentes muestras se llevd a cabo

mediante el método TRIzol™ (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante.

La cuantificacion y la pureza del ARN aislado se determinaron mediante
técnicas espectrofotométricas, para lo cual se utilizé el NanoDrop (ND-1000

Spectrophotometer).

La comprobacion de la integridad del ARN, que posteriormente se utilizara
para los ensayos del miRNA PCR array, se efectué utilizando el Bioanalizador
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). El software del Bioanalyzer 2100
determina un parametro indicativo de la integridad del ARN denominado RIN que se
calcula a partir de los ratios entre los ARN ribosomales. Valores de este parametro

mayores de 7 confirman un ARN de alta calidad.

4.2 Retrotranscripcion

Para la obtencioén de la primera cadena de ADN complementario (ADNc) de los
ARNmMm se realizd una transcripcion reversa con el kit comercial Advantage RT-for-
PCR- (Clontech), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para llevar a cabo la
retrotranscripcion se anadido 1ug de ARN a una mezcla de reaccién preparada de
acuerdo a las instrucciones determinadas por la casa comercial. Esta mezcla
contiene un primer oligo- dT, que permite la amplificacion especifica de los ARNm y
la enzima MMLV Reverse Transcriptase (MMLV; Moloney Murine Leukemia Virus,

recombinant). La reaccion de retrotranscripcion se realizé en un termociclador
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T3000 Thermocycler (Biometra) empleando el siguiente programa: 42 °C durante 60
minutos y 94°C durante 3 minutos

Para la retrotranscripcion de los ADNc de los miRNAs se utilizaron dos Kits
comerciales diferentes en funcién de los analisis posteriores a los que se someti6 la
muestra. Se utilizé el miScript reverse Transcription Kit (Qiagen) para los ensayos
de qRT-PCR y el RT> miRNA First Strand Kit (SABiosciencies) para los ensayos del
miRNA PCRarray. Los miRNAs a diferencia de los ARNm no poseen cola de poli-
adeninas, por lo que ambos kits incluyen un paso previo de poliadenilacion del
extremo 3’. Esta secuencia es reconocida por un cebador universal que permite el
inicio de la retrotranscripcién (Figura 15).
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Figura 15. Esquema del proceso de retrotranscripcion de los miRNAs.

La mezcla de reaccion se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La reaccion de retrotranscripcion se realizé en el termociclador T3000
Thermocycler siguiendo los siguientes programas:

e 2 horas a 37°C y 5 minutos a 90°C cuando se utilizo el kit RT> miRNA
First Strand

e 1 horaa 37°C y 5 minutos 95°C cuando se ultilizé el kit miScript reverse
Transcription.
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4.3 Diseio de oligonucleétidos

Las parejas de cebadores que se utilizaron en la amplificacion de los ARNm se
disenaron a través de la web: Primer3 input versién 0.4.0: http://frodo.wi.mit.edu.
Las secuencias de cebadores utilizadas para la amplificacion de los diferentes

genes fueron las siguientes:

Gen Secuencia de oligonucledtidos

GAPDH 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

MMP-2 5-CAAAAACAAGAAGACATACATCTT-3
5-GCTTCCAAACTTCACGCTC-3’

MMP-9 5-TGGGGGGCAACTCGGC-3’
5-GGAATGATCTAAGCCCAG-3’

TIMP-1 5-CTGTTGTTGCTGTGGCTGATA-3’
5-CCGTCCACAAGCAATGAGT-3’

TIMP-3 5-ATGGTGTAGACCAGCGTGC-3’
5-AGGACGCCTTCTGCAACTC-3’

uPA 5-CACGCAAGGGGAGATGAA-3"
5-ACAGCATTTTGGTGGTGACTT-3’

RECK 5-CTCGGTTTGTTGCAGTTATGC-3"
5-AGAGGCGCAATAATTTTCCACT-3’
Dicer
5-TGCTATGTCGCCTTGAATGTT-3"
5-AATTTCTCGATAGGGGTGGTCTA-3"

Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos utilizados en los andlisis de qRT-PCR.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los miRNAs fueron disefiados

y obtenidos por la casa comercial Qiagen.
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4.4 PCR cuantitativa a tiempo real o qRT-PCR

La gRT-PCR es una variante de la PCR que permite la amplificacion y
deteccion simultanea del producto en cada ciclo de reaccion. En este sistema la
PCR se acopla a la emision de una senal fluorescente que va a ser proporcional a
la cantidad de producto y el software de analisis representa dicha fluorescencia

graficamente, donde queda reflejada la cinética de la reaccion.

En nuestros experimentos se utilizd el kit LC-Fast Start master SYBR Green
(Roche Applied Science) para las PCR de los ARNm. Para el analisis de expresion
de los miRNAs se utilizé el kit miScript SYBR Green PCR (Qiagen). Ambos kits
contienen el fluoréforo SYBR Green, que emite su maximo de fluorescencia cuy o
se encuentra unido al ADN de doble cadena. Todas las reacciones se realizaron por
triplicado en tres muestras independientes y las mezclas de reaccion de la PCR se
prepararon, siguiendo las indicaciones de la casa comercial, de la siguiente manera
(Tabla 3):

gRT-PCR de ARNm

Producto Concentracién Volumen
Final

Cebador sentido 0.5 uM 1 ul/pocillo
Cebador antisentido 0.5 uM 1 pl/pocillo
CiMg2 1 w/pocillo
SYBR Green | 1 wl/pocillo
Agua 4 pl/pocillo
ADNc 2 pl/pocillo
Volumen final 10 pl/pocillo
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qRT-PCR de miRNAs

Producto Volumen
2x RT2 SYBR Green PCR master mix 25 pl/pocillo
ADNc 5 pl/pocillo
10 x Cebador universal 2 ul/pocillo
10 X Cebador miScript 2 ul/pocillo
Agua libre de nucleasas 11 pl/pocillo
Volumen final 50 wl/pocillo

Tabla 3. Mezclas de reaccion preparadas para la gRT-PCR.

La reaccién de PCR se realiz6 en el sistema LightCycler 480 (Roche Molecular
Biomedicals). Para la amplificacion de los ARNm se realizaron los siguientes pasos:
un ciclo de preincubacién de 10 minutos a 95°C, 40 ciclos formados por una fase de
desnaturalizacién de la doble hebra de ADN a 95°C 10 segundos, seguido de una
fase de hibridacién de los cebadores a 60°C 8 segundos y una fase de extension de
9 segundos a 72° C. Para la amplificacién de los miRNAs las reacciones fueron
incubadas a 95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos formados por una fase
de 95°C durante 15 segundos, un paso de 30 segundos a 55°C y una fase de 72
grados durante 30 segundos.

El sistema LightCycler permite diferenciar la fluorescencia inespecifica
producida por subproductos de la reaccion de PCR (dimeros de oligonucleétidos
cebadores). Mediante el analisis de la curva de desnaturalizacion del producto se
determina su temperatura de disociacion o Tm, que es especifica para cada
producto. Este programa adicional permite confirmar la identidad del producto tras

completar los ciclos de amplificacion.
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La emisién de fluorescencia del SYBR green | es detectada por el sistema al
final de la fase de elongacion en cada uno de los ciclos de PCR y finalmente se
recogen los valores Ct (threshold cycle) que son inversamente proporcionales a la
concentracion inicial de ADN de la muestra. Los valores de Ct de las muestras de
analisis de mensajeros, se normalizaron con respecto a un gen de referencia de
expresion estable (housekeeping) que en nuestro caso hemos seleccionado
GAPDH. En el analisis de expresion de los miRNAs el gen housekeeping utilizado
fue SNORD44. Como control negativo de la qRT-PCR se emplearon muestras de
retrotranscripcion a las que se anadio agua en lugar de ARN y como control positivo

de la reaccién se utilizaron los genes GAPDH y el SNORD44

El analisis cuantitativo se realizé utilizando el programa: RT? profiler PCR Array
Data Analysis version 3.0

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.pHp). Este programa

realiza la cuantificacion relativa de la expresion génica usando el método
comparativo, descrito de forma detallada por Livak y col, denominado método del 2
delta-delta Ct o 2AACt (Livak KJ, 2001).La expresion diferencial se indicé como

tasa de cambio.

4.5 miRNA PCRarray

El miRNA PCRarray es una tecnologia disefiada para el analisis de la
expresion de multiples miRNAs diferentes utilizando para ello el método de la qRT-
PCR. Una de las ventajas de esta técnica es que a diferencia de los microarrays
convencionales esta tecnologia utiliza el producto SYBR green para la deteccion de
los niveles de expresion y por lo tanto no necesita de experimentos de validacion
posterior. La lista completa de los miRNAs analizados se encuentra disponible en la

siguiente pagina web: http://www.sabiosciences.com.
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El procedimiento del PCRarray incluye dos pasos principales, una
retrotranscripcion para la formacion de la cadena simple del ADNc de los miRNAs y

una reaccion de PCR cuantitativa.

Las hESC aisladas fueron decidualizadas in vitro con E>+P, durante 9 dias.
Para el analisis de expresion de los miRNAs se seleccionaron un total de 6
muestras (3 control vs 3 decidualizadas) obtenidas de 3 pacientes diferentes con
niveles de expresion de PRL semejantes (138 ng/ml+19.49 comparado con los 2.38
ng/mli+0.9 en las células control).

Tras la extraccion del ARN, se realizé la retrotranscripcién a partir de 4 ug de
ARN total con el kit comercial RT? miRNA First Strand segun las instrucciones de la
casa comercial. Posteriormente se prepard la mezcla de reaccién para la qRT-PCR
de acuerdo con las indicaciones del kit comercial RT? gRT-PCR Master Mix y se
afadié a los correspondientes pocillos. En cada pocillo estan incluidos los
cebadores para la amplificacion especifica de los diferentes miRNAs, por lo que
incluye una secuencia universal y una secuencia especifica de cada miRNA.
Finalmente se realizo la reaccion de PCR en el sistema lightcycler y se cuantificaron
los niveles de expresion total asi como la expresion relativa utilizando el método del
2ANACH.

4.6. Inmunoprecipitacion de la cromatina

La inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlP) es un método bioquimico usado
principalmente para determinar la localizacion en el genoma de proteinas unidas al
ADN, como pueden ser factores de transcripcion o histonas. La ChIP consta

basicamente de dos pasos:

e Inmunoprecipitaciéon: Primero se produce un entrecruzamiento del ADN a
las proteinas unidas con formaldehido que mantiene intactas las interacciones

proteina-ADN. Posteriormente se realiza la inmunoprecipitacion de los complejos

79



MATERIAL Y METODOS

proteina-ADN presentes en extractos de cromatina fragmentada con anticuerpos

especificos dirigidos a residuos modificados de las histonas (figura 15).

. Amplificacion mediante PCR: Se revierte el entrecruzamiento de los
fragmentos de ADN-proteina y se procede al aislamiento del ADN. Las secuencias
especificas de ADN inmunoprecipitadas y aisladas son entonces amplificadas por
PCR para determinar el enriquecimiento de los genes seleccionados (Kuo y Allis,
1999)(Figura 15).
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complejo ADN-proteina complejo ADN-proteina Reversibn PCR cuantitativa

inmunoprecipitado

Figura 15. Esquema de los pasos de un chlP.

Con el fin de evaluar los niveles de acetilacion de las histonas H3 y H4 a nivel
de promotores génicos especificos, se realizé una ChIP en las hESC control vs TSA
y las hESC control vs AMPc + MPA tratadas durante 24h. Los experimentos se
llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por el kit de la casa comercial

chromatin immunoprecipitation assay kit (Millipore)

Primero se entrecruzé el ADN vy las proteinas con formaldehido al 1% durante
10 minutos y se afadi6é glicina 0.125 M para detener la reaccion. Los lisados
celulares se sonicaron durante 20 minutos en ciclos de 30 segundos a maxima
potencia utilizando el sonicador Sonicator 3000 (Misonix) hasta que se obtuvieron

fragmentos de cromatina de aproximadamente 500pb de longitud
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La inmunoprecipitacion de la cromatina unida a la proteina de interés, se llevd
a cabo afadiendo anticuerpos primarios especificos para las histonas H3 acetiladas
(Millipore, 06-599) y las histonas H4 acetiladas (Millipore, 06-598) .Como control
positivo se utilizé6 un anticuerpo no especifico anti-IgG (Input) y una muestra a la
que no se le afiade anticuerpo como control negativo para verificar que no existe
ruido de fondo.

Los complejos ADN-proteina precipitados se recuperaron mediante un proceso
que incluye la captura del anticuerpo con proteina A-Agarosa (Upstate) y lavados
sucesivos con tampones de fuerza ionica creciente. Para aislar el ADN, la muestra
se eluyé en SDS 1% y NaHCO3 0.1 M durante 15 minutos, se centrifugd y se
incubaron en una solucién de NaCl a 0.4 M a 65° C durante 4 horas. Con esto se
consiguié separar el ADN de las proteinas entrecruzadas. Tras la incubacion, se
afiadieron 2 pl de proteinasa K (10 mg/ml) (Invitrogen) y los tampones
proporcionados por la casa comercial y se incubaron las muestras 1 hora a 55° C.
El ADN se purificd tras precipitacion en etanol utilizando el kit de purificacion
Qiaquick DNA Purification kit (Qiagen)

Las muestras fueron analizadas por gqRT-PCR utilizando SYBR-Green para su
deteccion y el sistema LightCycler 480 para su analisis, siguiendo el protocolo
anteriormente descrito. La amplificacion se realiz6 utilizando cebadores especificos,
que incluian la region 5°de las secuencias génicas de TIMP-1 Y TIMP-3 situadas
cerca del inicio de la transcripcién sugiriendo ser la zona promotora. Para el disefio
de estos cebadores se utiliz6 como herramienta la web: WebPromoterScan:

http://wye.cit.nih.gov/molbio/proscan/. Las secuencias de los cebadores fueron:

TIMP-1: 5-TTTCCTCTCTGCCACCCCTCACCA-3’ y 5-
CCGCCTCAGCGGAGAGCTTAG-3’
TIMP-3: 5-CGGCAATGACCCCTTGGCTCG-3’ y

5 GGAGCGCTTACCGATGTCGGA-3"

Tras la realizacion de la qRT-PCR se evalud el enriquecimiento relativo de las
secuencias diana normalizadas respecto a su ADN /Input. Todos los ensayos de

ChIP se realizaron por triplicado en tres muestras independientes.
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4.7 Silenciamiento de Dicer

La proteina Dicer fue silenciada mediante transfeccién celular con un ARNi
(ARN de interferencia) especifico para Dicer Como control negativo se utilizé el
ARNi AllStars Negative que contiene una secuencia de oligonucleétidos que carece
de homologia con los genes de los mamiferos. Ambos ARNi fueron proporcionados

por la casa comercial de Qiagen.

Las hESC y las THESC se cultivaron hasta alcanzar un 40-70% de confluencia
y se dejaron 24h en medio DMEM/F12 suplementado con el 10% de SFB y libre de
antibidticos. Las hESC y las THESC se transfectaron con el ARNi para Dicer o con
el ARNi control negativo disueltos en medio OptiMEM (Invitrogen) a 50nM. La
transfeccion se realizé usando el agente de transfeccién lipofectamine 2000
(Invitrogen). EI volumen de lipofectamine para la transfeccion fue optimizado segun
el tipo celular y el formato de la placa de cultivo utilizado. Se mezclé la
lipofectamine y el ARNi y se incubd la soluciéon durante 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se afiadié la mezcla de transfeccidén a las placas de
cultivo y las células se incubaron con el ARNi y la lipofectamine durante 24h.
Finalmente el medio es reemplazado con medio fresco y las células son utilizadas
para posteriores andlisis (figura 16).

El silenciamiento de Dicer se comprobé mediante qRT-PCR y por Western Blot

alas 72 y 96 horas después de la transfeccion.
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Figura 16. Disefio experimental de la caracterizaciéon funcional de Dicer durante el
proceso de decidualizacién in vitro en las ESC.

4.8 Transfeccion celular con mimetizadores de miRNAs

Los niveles endoégenos de 2 miRNAs, el miR96 y el miR135b fueron
modificados mediante transfeccion con mimetizadores de miRNAs o miRNA mimics.

La tecnologia de los miRNA mimics se basa en la utilizacién de oligonucleétidos
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sintéticos de ARN de doble cadena, cuya secuencia es complementaria con el
extremo 3'UTR de los ARNm diana de los miRNAs que mimetiza. Por lo tanto este
abordaje experimental se basa en la ganancia de funcion de un determinado
miRNA.

Las hESC se cultivaron hasta alcanzar un 40-70% de confluencia y se dejaron
24h en medio DMEM/F12 suplementado con el 10% de SFB y libre de antibidticos.
Posteriormente las células se transfectaron con el miRNA mimic del miRNA 96, del
miRNA 135b o con el ARNi control negativo disueltos en medio OptiMEM
(Invitrogen) a 50nM. Para la transfeccion se utilizé el agente de transfeccion
lipofectamine 2000 (Invitrogen) y las secuencias de los miRNA mimetizadores y del
ARNi control fueron obtenidas de la casa comercial Qiagen. La transfeccion se
realizé tal y como se ha detallado en el apartado anterior. La sobreexpresion de los
miRNAs se comprobé mediante qRT-PCR a las 72 horas después de la

transfeccion.

5. ANALISIS DE PROTEINAS

5.1 Extraccion de proteina

La extraccion de proteina total de las células se realizé utilizando tampdn de
lisis 2x (300mM NaCl, 20mM Tris, 10mM EDTA, 2% (v/v) Triton X-100, pH=7.3)
suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche). Los lisados
celulares se mantuvieron durante 20 minutos en hielo y se centrifugaron a maxima
velocidad.

Para la extraccion proteica de los CCMs se realizd una precipitacion de las
proteinas con acetona. Para ello se anadié al medio celular 5 volimenes de
acetona fria, se mezcld con vortex y se dejo a -20 °C al menos durante 3 horas .Por
ultimo se centrifugé a 6000xg durante 5 minutos, se dejo secar el pellet y se

resuspendio en tampodn de lisis.
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La cuantificacion de las proteinas se realizé utilizando el método de Bradford
(Bradford, 1976). Este ensayo constituye una técnica analitica colorimétrica basada
en el cambio de color del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad) del
rojo al azul cuando este se encuentra unido a las proteinas. Primero se realizd una
curva patron estandar con diferentes concentraciones de BSA a las
concentraciones de: 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/ul. La lectura de las muestras se realizd
por espectrofotometria a 595 nm. La curva patron se utilizd para extrapolar los

valores de absorbancia de los extractos proteicos de las muestras problema.

5.2 Western-blot

Los extractos proteicos se mezclaron con tampon de carga 4X (0,225 M Tris-
HCI pH 6.8; 50% dglicerol; 5% SDS; 0,05% azul de bromofenol; 15% pB-
mercaptoetanol) y se desnaturalizaron por calentamiento a 99°C durante 5 minutos

en el bloque térmico (thermomixer comfort; Eppendorf)

La electroforesis se realizé en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS
al 10-12%, donde se cargaron cantidades equivalentes de proteina en cada carril
(entre 20 y 40 pg dependiendo del experimento) y se separaron a 125 V durante 2
horas. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
de 0,45um de tamano de poro (Biorad) a 290 mA durante 1 hora a 4°C. Terminada
la transferencia se lavé la membrana en PBS con un 0.1% tween-20 (PBS-T) y se
bloque6 en PBS-T con el 5% de leche desnatada (0 BSA dependiendo del
anticuerpo) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitaciéon. Luego las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios especificos contra proteinas
humanas, que fueron los siguientes: DICER(1:1000) (Cell Signaling, 3363), C/EBPf3
(1:200)(Santa Cruz, sc-56637), COX2 (1:1000) (Abcam, ab15191), HOXA10
(1:200)(Santa Cruz, sc-17159), FOXO1 (1:200)(Santa Cruz, sc-11350),
SP1(1:250)(Santa Cruz, sc-420), TIMP-3 (1:750)(Abcam, ab39184), TIMP-1
(1:250)(Abcam, ab102D1) y B-Actina (1:1000)(Santa Cruz, sc-47778). Todos los
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anticuerpos se disolvieron en una solucion de PBS-T con el 3% de leche (o BSA)
desnatada y se incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente las membranas se
lavaron y se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP), a una dilucién 1:2000 en una soluciéon de PBS-T con
el 3% de leche desnatada (o0 BSA) durante 45 minutos a temperatura ambiente en
agitacion. Finalmente las membranas se revelaron mediante un sistema
quimioluminescente para lo cual se incuba la membrana durante 1 minuto con el
producto ECL-plus (Amersham) y la emisién de la sefial se lee en el sistema
LAS300.

Los niveles de proteina se cuantificaron mediante analisis densitométrico de
las bandas, utilizando para ello el programa ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/links.html).

5.3 Andlisis de proteasas: Zimografia

La zimografia es una técnica electroforética que se realiza en geles de
poliacrilamida polimerizados en presencia de gelatina soluble (colageno
desnaturalizado) que es el sustrato de las proteasas. Tras realizar la separacion
electroforética en condiciones desnaturalizantes, pero no reductoras, las proteinas
son renaturalizadas y los geles se incuban en una solucion que favorece la accion
de las proteasas. El resultado de este tipo de geles, es que en la zona donde se
localiza una proteasa, la gelatina presente en el gel habra sido degradada. Esta
degradacion se revela tifiendo el gel con colorantes afines a las proteinas,
observandose una banda blanca en donde hubo degradaciéon y que corresponde a
la proteasa.

Este método permite diferenciar por su diferente peso molecular a las
diferentes MMPs asi como la forma activa de la inactiva de la misma MMP. Por lo

tanto podemos analizar la cantidad de proteina total asi como los niveles de las
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formas activas e inactivas utilizado para determinar el nivel de activacion de MMPs
(Figura 17).
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Figura 17.Esquema del procedimiento experimental de la zimografia.

Se realizaron zimogramas para el estudio de la actividad proteolitica de las
MMP-2 y las MMP-9 presentes en los CCMs obtenidos de las hESC tratadas con
TSA vs hESC control durante 48 horas. 7ug de proteina se separaron por
electroforesis en condiciones no reductoras en geles SDS-PAGE al 10% de
poliacrilamida conteniendo 1mg/mL de gelatina (Sigma) Una vez finalizada la
separacién electroforética los geles se lavaron en Triton X-100 al 2,5% durante 1
hora en agitacién para eliminar el SDS y renaturalizar las proteinas. Posteriormente
los geles se incubaron en tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8, con 10 mM de CaCl,,
durante toda la noche a 37° C. Para revelar las zonas de degradacion de las
proteinas, los geles se tifieron con azul Coomassie al 0.1% durante 30 minutos y el
exceso de colorante se elimina hasta que se diferencien las bandas de lisis

correspondientes a las MMPs.

El area e intensidad de las bandas liticas se cuantificé por densitometria
utilizando el programa imagedJ. Los resultados se expresaron en unidades
arbitrarias correspondientes a los valores densidad 6ptica. Todos los ensayos de

zimografia se realizaron en tres muestras independientes.
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5.4. Inmunohistoquimica

Las muestras de tejido endometrial obtenidas de 10 pacientes con ciclo natural
y recogidas en fase secretora temprana (5) y fase secretora tardia (5) fueron fijadas
en formol y embebidas en parafina. Posteriormente se realizaron pequenas
secciones del tejido de unos 3um de grosor que fueron analizadas mediante
inmunohistoquimica utilizando para ello el kit LSAB Peroxidase (DAKO).

Las muestras fueron desparafinadas, rehidratadas y sometidas a un paso de
activacion de antigeno. A continuacion las secciones fueron bloqueadas con BSA al
5% durante 1 hora a temperatura ambiente y tras varios lavados con PBS se
incubaron durante toda la noche a 4°C en camara humeda con el anticuerpo anti-
Dicer humano 1/100 (Santa-cruz; sc-30226). Como control negativo se utilizé un
corte de endometrio incubado con un anticuerpo control de isotipo de la misma
especie que los secundarios (Dako). Como controles positivos del anticuerpo
primario se incluyé una muestra de ovario donde se ha descrito que Dicer se
expresa a niveles detectables (Zhang y Farwell, 2008; Zhang y cols., 2008).
Posteriormente se bloqued la posible actividad peroxidasa endégena del tejido con
agua oxigenada y las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios
proporcionados por el kit comercial. La inmunotincion se establece al afadir el
cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB) que es sustrato de la HRP presente en los
anticuerpos secundarios. Finalmente se realizé una contra tincion con hematoxilina
para tefir los nucleos celulares y las muestras se montaron en cubreobjetos
utilizando el medio de montaje Eukit (Sigma)

La inmunotincion de las diferentes muestras se evalu6é por 6 observadores
independientes asignando los valores de 0-3 en funcién de la menor o mayor

intensidad de tincidon de Dicer para cada una de las 10 muestras
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5.5 Inmunosfluorescencia

Para evaluar la morfologia de las hESC se aplicaron ensayos de
inmunofluorescencia. Las hESC fueron expuestas a 4 condiciones diferentes: ARNi
control y ARNi de Dicer y ARNi control vs ARNi de Dicer expuestas al estimulo
decidual durante 48 horas.

Las células fueron fijadas y bloqueadas como se ha detallado anteriormente.
Posteriormente las muestras se incubaron a 4°C durante toda la noche con el
anticuerpo primario: anti-Vimentina humana 1:50 (Sigma; V6630). Tras varios
lavados las células se incubaron con los anticuerpos secundarios: anti-lgG de raton
Alexa Fluor 488 1/1000 (Invitrogen) y Faloidina-tetrametilrodamina B isotiocianato
conjugado a 0.1 yg/mL (fluka 77418), durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Las muestras fueron montadas con el medio vectashield que contiene
Dapi y las imagenes fueron capturadas en el microscopio confocal invertido Sp2 de

Leica.

5.6 ELISA

Las hESC y las THESC fueron sometidas a tres condiciones experimentales
diferentes: ESC ARNi control y ESC ARNi control vs ESC ARNi Dicer tratadas con
el estimulo decidual. Los medios de cultivo de las hESC y las THESC fueron
recogidos 48 y 72 horas del estimulo decidual y analizados mediante Kkits
comerciales de ELISA para cuantificar los niveles de PRL (Abnova), IGFBP-

1(Raybiotech) y MPIF-1 (Raybiotech), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los valores de absorcion a 480nm obtenidos en las muestras estandar fueron
utilizados para realizar una curva patrén estandar. La concentracién proteica de las
muestras se calculé extrapolando los valores de absorbancia en la curva estandar

realizada. Para evitar que los valores de concentracién proteica se salieran fuera
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del rango establecido por las curva de concentracién estandar, los medios de

cultivo fueron diluidos a 1/500 para el caso de IGFBP-1.

6. Analisis bioinformatico

Se realizé un analisis computacional de los miRNAs para la identificacion de
sus potenciales dianas génicas. Existen varias plataformas bioinformaticas que
utilizan algoritmos de prediccion para la identificacion de las potenciales dianas
génicas de cada miRNA. Los algoritmos de prediccion de estas bases de datos se
basan en la complementareidad de secuencias entre la region de reconocimiento o
region semilla de los miRNAs y la region 3'-UTR de los ARNm.Para el analisis
computacional de los miRNA se utilizaron cuatro plataformas predictoras diferentes:
targetscan:  http://www.targetscan.org/, miRanda: miRNA.org, microCosm:
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/ y PicTar:
http://pictar.mdc-berlin.de/. Unicamente se seleccionaron aquellas potenciales

dianas génicas identificadas en al menos dos de los algoritmos de prediccion.

También se realiz6 un analisis computacional de las rutas y procesos mas
representados por los miRNAs diferencialmente expresados durante el proceso de
decidualizacién in vitro. Para llevar a cabo esta aproximacion al estudio funcional de
los miRNAs se obtuvo la informacién de la pagina web: Diana miR-Path database
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/).

7. Analisis Estadistico de los Datos

Para cada experimento se utilizé al menos en 3 muestras independientes (n=3)
con tres repeticiones paralelas en cada experimento. Los valores obtenidos en los
diferentes ensayos se representaron como el promedio * el error estandar de la
media (SEM).
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La significancia estadistica, es decir, que la diferencia encontrada entre los
grupos no sea producto del azar fue determinada mediante el test t-Student con la
aplicacion disponible en linea en la pagina Web: GrapH-Pad Prism version 3.0:

(http://www.grapHpad.com ). La significancia estadistica se defini6 como p= 0.05.
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VI. RESULTADOS

1. Estudio de los cambios en la acetilacion de las histonas y sus efectos

durante la decidualizacion de las células estromales endometriales (hESCs)

1.1- Efecto del TSA sobre el fenotipo de las hESC

Para evaluar el efecto de acetilacion de las histonas sobre las hESC, la
estrategia seleccionada fue la utilizacién del inhibidor de las histonas de
deacetilasas (HDACs) de clase | y I, Trichostatin A (TSA).

Las hESC fueron aisladas de biopsias endometriales y la pureza de las
poblaciones celulares se evalu6 mediante inmunofluorescencia utilizando el
marcador estromal vimentina y el marcador epitelial E-cadherina. Los resultados
nos muestran la eficacia del aislamiento de los diferentes tipos celulares
endometriales (Figura 18). Posteriormente las hESC se trataron con TSA a las
concentraciones de 0.1 yM y 1 uM durante 48 horas y tanto las células como los
medios celulares se utilizaron para posteriores experimentos. Este disefo
experimental se mantuvo a lo largo de los diferentes analisis realizados en este

estudio.
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Figura 18 Analisis de la pureza de las células endometriales aisladas y disefio
experimental utilizado para el tratamiento con TSA. (A) Imagen de una muestra de
endometrio total con el epitelio marcado mediante inmunohistoquimica con E-cadherina y
posterior marcaje de la poblacion aislada de las hEECs marcadas con E-cadherina (en
verde) y las hESC marcadas con vimentina (rojo). Aunque la separacion del compartimento
estromal del epitelial es casi total, existen una pequefia poblacién (<5%) de células
epiteliales en el compartimento estromal y viceversa (flechas). (B) Disefio experimental

utilizado en el tratamiento de las hESC con TSA.

La eficacia del TSA como inhibidor de las HDAC ha sido demostrado en
multitud de estudios (Kim y Bae 2011, Sakai y cols., 2003) y especificamente en
las hESC fue demostrada por Sakai y col, tras comprobar cémo el tratamiento de
las células con TSA induce un aumento en los niveles de acetilacion de las histonas
H3 y H4.

Para asegurarnos de que las concentraciones de TSA utilizadas no

provocaban efectos nocivos sobre las hESC, se analizé la viabilidad celular
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mediante el método de exclusion del colorante vital Trypan Blue. Los datos
obtenidos muestran que el tratamiento de las hESC con TSA no afecta a su
supervivencia (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de viabilidad de las hESC control vs hESC tratadas con TSA. E/
% de viabilidad se establecié en funcion del nimero de células vivas/n® total de células, en
las hESC control vs hESC tratadas con TSA. El gréfico representa la mediatSEM de tres

muestras independientes. Las barras representan el error medio estandar o SEM.

1.1 Efecto del TSA sobre la movilidad de las hESC

Una vez comprobado que el tratamiento de las hESC con TSA no afecta a la
viabilidad celular, el primer objetivo propuesto fue determinar la implicacion de la
acetilacion de las histonas sobre la movilidad celular. Se ha demostrado que el
desplazamiento de las células estromales endometriales (ESC) en la zona de
implantacion es necesario para el proceso de invasiéon embrionaria (Grewal y cols.,
2008, Grewal y cols., 2010). Esta movilidad celular debe estar regulada para que
tenga lugar un correcto proceso de invasion y por tanto de implantacién embrionaria
en el compartimento estromal. La movilidad celular fue evaluada mediante ensayos

de migracién e invasion celular.
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Anadlisis de migracion celular

Mediante ensayos de cicatrizacibn o de "wound-healing", el potencial
migratorio de las células se evaltua en funcion de la capacidad de cerrar una brecha
creada artificialmente en la monocapa celular.

Los resultados de este ensayo muestran que las hESC tratadas con TSA a la
concentraciéon de 1yM poseen menor tasa de migracion celular (8%) en
comparacion con las hESC expuestas a vehiculo control (32%). Por otro lado las
hESC expuestas a TSA a la concentracion de 0.1 yM no muestran diferencias

significativas en su potencial de migracion (Figura 20).

Analisis de invasion

Cualquier movimiento celular in vivo requiere de la degradacion parcial de la
matriz extracelular (MEC) que rodea a las células. Este fendmeno puede ser
evaluado in vitro mediante ensayos de invasion.

Por ello analizamos el efecto del TSA sobre la movilidad de las hESC mediante
un ensayo de invasion en insertos cubiertos de colageno. El colageno tipo IV es uno
de los componentes mayoritarios de la MEC de la decidua materna, por lo que este
ensayo constituye una adecuada herramienta para el estudio in vitro de la movilidad
de las hESC. El % de invasion fue establecido en funcién del numero de células
capaces de atravesar la membrana después de haber sido tratadas con TSA o con
vehiculo control.

Los resultados obtenidos nos muestran que las hESC tratadas con el 0.1uM y
1uM de TSA presentan una disminucion del potencial invasivo (38% y 57% menos

respectivamente) comparado con las hESC control (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis del efecto del TSA sobre la movilidad celular en las hESC. (A)
Representacion grafica de los datos recogidos en el ensayo de wound-healing (arriba) junto
con las imagenes de la brecha a las 0 y 24 horas, en las hESC control vs hESC tratadas con
TSA. (B) En la gréfica se muestra el % de invasion de las hESC, donde se ha considerado un
100% el potencial invasivo de las células control. Imagen representativa de las células
invasoras en cada una de las condiciones (abajo). Los datos representan la mediatSEM de
tres experimentos independientes. Las diferencias significativas entre las hESC control vs
hESC TSA se han expresado como * p<0.05 y ** p<0.01 (arriba).

Los resultados nos muestran que el tratamiento de las hESC con el HDACI
TSA reduce de manera dosis-dependiente la movilidad celular de las hESC,

evaluada mediante un ensayo de migracién y por su capacidad para atravesar una
membrana cubierta de colageno.
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1.2- Implicacion del TSA sobre el proceso de invasion embrionaria

1.2.1 Ensayos de invasion trofoblastica

El estroma cumple un papel activo en la regulacion del proceso de invasion
embrionaria. Se sabe que multitud de proteasas, citoquinas y factores de
crecimiento van a ser secretados por las hESC y actuando de forma local en el

espacio extracelular van a regular la capacidad invasiva del trofoblasto.

Por ello analizamos la influencia que los medios condicionados (CCMs)
derivados de las hESC control vs hESC tratadas con TSA ejercen sobre el potencial
invasivo de las células trofoblasticas. Primero las hESCs se trataron durante 48
horas con TSA a distintas concentraciones (1uM y 0.1uM) o vehiculo control.
Posteriormente la linea celular trofoblastica JEG-3 se expuso a los diferentes CCMs
recogidos y se realizd un ensayo de invasion (Figura 21). Los resultados obtenidos
determinan que el potencial invasivo de las JEG-3 se reduce en presencia de los
CCMs derivados de las hESC tratadas con TSA en comparacion con los CCMs de
las hESC control (Figura 21).
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Figura 21. Analisis del efecto del TSA sobre el potencial invasivo del trofoblasto.
(A) Imagen representativa del disefio experimental del ensayo de invasién. (B) La grafica
muestra el % de invasién evaluado en funcién del numero de células JEG-3 capaces de
atravesar una membrana de colageno, tomando como valor arbitrario de 100% al numero de
células JEG-3 invasivas expuestas al CCM control. Los datos corresponden a la mediatSEM
de tres experimentos independientes. La significancia estadistica se indica como * p<0.05 y
**p<0.01.

1.2.2 Ensayos de invasion embrionaria sobre una monocapa de hESC

Para estudiar el efecto de la acetilacion de las histonas sobre las
interacciones moleculares embrién-estroma se utilizé un sistema heterdlogo “in
vitro” detallado previamente por Carver y col y ampliamente utilizado en distintos
estudios (Carver y cols., 2003, Grewal y cols., 2008, Grewal y cols., 2010). Este
modelo propone el co-cultivo de blastocistos de raton sobre una monocapa de
hESC, donde el trofoblasto es capaz de crecer, expandirse y atravesar la monocapa
de las hESC (Figura 22). La extension del proceso invasivo va a depender del

potencial invasivo de las células del trofoblasto y de la permisividad de las células
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endometriales estromales a esta invasion. Por lo tanto este es un modelo adecuado

para el estudio in vitro del efecto del TSA sobre el proceso de invasién embrionaria.

Figura 22. Modelo in vitro de invasion embrionaria. A. En la imagen se recoge la
secuencia del co-cultivo de los embriones en la monocapa de ESC donde se observa la
progresion del proceso de invasion embrionaria. EI movimiento de tres células individuales
queda indicado por los puntos. B. Imagen recogida del area de contacto entre las ESC y el
trofoblasto. S; células estromales endometriales, T; Trofoblasto. (Adaptada de Carver y cols.,
2003).

Las hESC fueron tratadas con TSA (1uM y 0.1uM) vs vehiculo control durante
48 horas y posteriormente se anadieron los blastocistos de ratén durante 48 horas.
Previamente a la adicién de los embriones, las hESC fueron lavadas y se anadio
medio nuevo, de modo que los efectos del TSA sobre el proceso de invasion
embrionaria actuaran unicamente a través de cambios en las hESC.

Las células fueron marcadas mediante inmunofluorescencia, y se midio el area
de invasion del trofoblasto. Los resultados del ensayo de invasion embrionaria in
vitro muestran como los blastocistos co-cultivados sobre una monocapa de hESC

tratadas con 1uM de TSA muestran una reduccién en la capacidad de invasion
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embrionaria del 50% en comparacién con blastocistos co-cultivados con las hESC

control (Figura 23).
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Figura 23. Estudio del efecto del TSA sobre el proceso de invasién embrionaria in
vitro. (A) Imagen del co-cultivo de embriones de ratén marcados con E-Cadherina (verde)
sobre las hESC control o las hESC tratadas con TSA marcadas con vimentina (rojo). (B) En
el gréfico se representan los valores en pixels del area de invasién embrionaria tras 48 horas
de co-cultivo. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres muestras independientes
utilizando un n°® de embriones > de 8 por muestra. La significancia estadistica queda indicada

de la siguiente manera ** p<0.01.

El tratamiento de las hESC con TSA provoca una disminucién en la movilidad
celular asi como en el potencial invasivo de las células trofoblasticas. Estos
cambios en el fenotipo de las hESC tratadas con TSA, provocan una reduccion en
el proceso de invasion embrionaria, evaluada mediante un ensayo in vitro de co-

cultivo.

1.3.- Efecto del TSA en la expresion génica del sistema de las MMPs

Como hemos detallado previamente, durante la fase secretora del ciclo

menstrual tiene lugar un importante proceso de remodelacion de la matriz
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extracelular que contribuye al control del proceso de invasion embrionaria. El
colageno tipo IV es el componente mayoritario de la matriz extracelular de la
decidua materna, siendo el principal sustrato de la MMP-2 y la MMP-9 (lwahashi y
cols., 1996). También se conoce que importantes reguladores post-
transcripcionales de estas metaloproteasas (MMPs), como uPA y algunos
inhibidores tisulares de tejido (TIMPs) se expresan diferencialmente por las hESC
en la interfase materno-embrionaria (Salamonsen y Nie, 2002). Ademas las MMPs
desempefian un papel esencial en los procesos de migracion e invasion celular, asi
como en el control del proceso de invasion embrionaria (Alexander y cols., 1996,
Kessenbrock y cols., 2010).

Acabamos de demostrar como el tratamiento de las hESC con HDACI esta
regulando la movilidad celular y provoca una reduccion en la capacidad invasiva del
trofoblasto. Por lo tanto nos planteamos la idea de determinar el efecto de la
acetilacion de las histonas sobre la transcripcion del sistema de las

metaloproteasas.

El analisis mediante PCR semicuantitativa y cuantitativa a tiempo real (qRT-
PCR) muestra una disminucion en la expresion génica de MMP-2 (14.7 veces),
MMP-9 (-2.5 veces) y del activador de la actividad proteolitica uPA (-23.2 veces) en
las hESC tratadas con TSA en comparacién con las hESC control. Por otro lado
aumenta la expresion de sus inhibidores TIMP-1 (13 veces) y TIMP-3 (2.1. veces)
mientras que los niveles de expresion de RECK, otro regulador de las MMPs, no se

ven modificados tras la inhibicion de las HDACs (Figura 24).
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Figura 24. Efectos transcripcionales del TSA sobre del sistema de las
metaloproteasas en las hESC. PCR semicuantitativa (A) y qRT-PCR (B) de los diferentes
genes analizados: MMP-2, TIMP-1, TIMP-3, uPA y RECK en las hESCs tratadas con TSA a 1
UM o vehiculo control durante 48 horas. MMP-9 presenta niveles muy bajos de transcripcion
y no pudo ser detectada sobre un gel de agarosa. Los valores de expresiéon de cada gen
fueron normalizados con los niveles de GAPDH. Los datos muestran la mediaxtSEM de tres
experimentos independientes y el analisis estadistico de las diferencias entre las hESCs
control vs hESCs tratadas con TSA se indican como * p<0.05 y ** p<0.01.

Debido a su asociacion en importantes procesos fisiolégicos o patolédgicos el
sistema de las metaloproteasas ha sido ampliamente estudiado en multiples tipos
celulares. Estos estudios asocian un papel de los HDACi en la regulacion de los
diferentes componentes del sistema enzimatico, obteniendo resultados variables
dependiendo de la linea o tipo celular objeto de estudio (Clark y cols., 2007,

Ailenberg y Silverman 2003, Kaneko y cols., 2004). Estos datos indican que para
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determinar el papel de los HDACi en la regulacion del sistema de las MMPs es
necesario el estudio individualizado en cada tejido y tipo celular.

Por ello consideramos interesante comprobar si el patron de regulacion
inducido por el TSA sobre las enzimas implicadas en la remodelacion de la MEC es
especifico de las células endometriales. Para ello realizamos el analisis
transcripcional del sistema de las metaloproteasas en las células epiteliales
endometriales (hEEC) y en fibroblastos de la linea hFFC (human foreskin fibroblast

cells) tratados con TSA a 1uM o vehiculo control durante 48 horas.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de la gqRT-PCR muestran como
el patron de transcripcion inducido en las hESC por el tratamiento con TSA, se
mantiene en las hEEC, al menos en los genes analizados con una disminucién en
los niveles de MMP-2 (-4.6 veces), MMP-9 (-2 veces, aunque la diferencia no es
significativa), uPA (-23 veces) y un aumento en la expresion de sus inhibidores
TIMP-1 (13 veces) y TIMP-3 (3.9 veces). Pero a diferencia de las hESCs, el
tratamiento con TSA en las hEEC provoca un aumento significativo de RECK (8.7
veces). Por otro lado el tratamiento con TSA de las hFFC no induce los mismos
efectos transcripcionales, MMP-2 disminuye (-2.5 veces), MMP-9 aumenta (60
veces), TIMP-1 y TIMP-3 no cambian significativamente mientras que uPA
aumenta (3.3 veces) y RECK disminuyen (-1.72 veces) (Figura 25).
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Figura 25. Efectos transcripcionales inducidos por el tratamiento con TSA en el
sistema de las MMPs en las hECC y en las hFFC. En las graficas se representan los datos
obtenidos en el analisis de la qRT-PCR en las hEEC (A) y las hFFC (B) tratadas con TSA vs
vehiculo control. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres experimentos
independientes. La significancia del andlisis estadistico esta indicado de la siguiente manera
*p<0.05 y ** p<0.01.

Estos resultados sugieren que el tratamiento de las hESC y las hEEC con
HDACi modifica la transcripcion génica de los componentes del sistema de las
metaloproteasas disminuyendo la expresiéon de las enzimas proteoliticas MMP-2 y
MMP-9 asi como de su activador uPA y aumentando los niveles de sus inhibidores
TIMP-1 y TIMP-3. Ademas este perfil de regulacion transcripcional es especifico en

las células endometriales.
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1.4. Efectos del TSA en la actividad de las MMPs

La actividad de las MMPs posee tres niveles principales de regulacion: a nivel
geénico, por activacion post-transcripcional o por inhibicion de la actividad proteica
(Chakraborti y cols., 2003). Por ello el nivel de actividad enzimatica de las MMPs va
a depender de los niveles globales de proteina secretados asi como de los niveles
de activadores e inhibidores presentes en el medio extracelular encargados de su

regulacién post-transcripcional.

Ya hemos demostrado como el tratamiento de las hESC con TSA provoca una
disminucion en los niveles de transcripcion de MMP-2 y MMP-9 y una activacion de
sus inhibidores TIMP-1 y TIMP-3. El siguiente paso fue verificar si el efecto
transcripcional se correlaciona con los niveles proteicos secretados y si el
tratamiento de las hESC con TSA esta modulando la activacion o inhibicién post-
transcripcional de MMP-2 y MMP-9.

El analisis mediante zimografia de los CCMs obtenidos de las hESCs tratadas
con TSA y control muestra la presencia de tres bandas claramente diferenciadas y
correspondientes a 92kda (pro-MMP-9), 72 kDa (pro-MMP-2) y 62 kDa (act-MMP-2)
(Figura 26). Los niveles de expresion proteica global de la MMP-9 son muy bajos y
la banda correspondiente a la MMP-9 activa no pudo detectarse mediante
zimografia.

El analisis densitométrico de las bandas muestra que el CCM de las células
tratadas con TSA presenta menor cantidad de MMP-2 total en comparacién con el
medio control, disminuyendo tanto la forma inactiva de MMP-2 (pro-MMP2) como la
forma activa (act-MMP2) y presenta menores niveles de pro-MMP-9 en
comparacioén con el CCM de las hESC control.

Por otro lado el ratio entre la forma activa y la inactiva (pro-MMP/act-MMP) es
un parametro que nos permite valorar el nivel de activacién/inhibicion post-
transcripcional de las enzimas. El ratio pro-MMP2/act-MMP2 fue significativamente
mayor en los CCM de las hESC tratadas con TSA comparados con los CCM de las
hESC control (Figura 26).
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Figura 26. Analisis del efecto del TSA sobre la actividad enzimética de la MMP-2 y
la MMP-9. (A)imagen del gel del zimograma donde se pueden observar las bandas de las
diferentes gelatinasas correspondientes a 92 kDa (pro-MMP-9), 72 kDa (pro-MMP-2) y 62
kDa (act-MMP-2). Representacion grafica de los valores del analisis densitométrico de las
bandas de la MMP-2 (B) o la MMP-9 (C) en los CCMs control vs CCMs TSA. (D)
Representacion gréfica de los valores del ratio entre la pro-MMP-2/act-MMP-2. Los valores
corresponden a la mediatSEM entre tres experimentos independientes y la significancia

estadistica se indica como * p<0.05 y ** p<0.01.
Estos datos nos indican que el medio extracelular de las hESC tratadas con

TSA presenta menores niveles proteicos de MMP-2 y MMP-9 y menor actividad

enzimatica de MMP-2. Un aumento en el nivel de inhibicién o una disminucion de la
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activacion post-transcripcional de los propéptidos podrian ser la causa de la
actividad proteolitica reducida.

1.5. Efecto del TSA sobre los niveles proteicos de los TIMPs

Los TIMPs se expresan de forma constitutiva por la mayoria de los tejidos y
ejercen su accion en el medio extracelular donde se unen a las MMPs bloqueando
su accion proteolitica.

Ya hemos determinado como el tratamiento de las hESC con TSA induce un
aumento en la expresién génica de TIMP-1 y de TIMP-3. Ademas el medio
extracelular derivado de estas células muestra una actividad enzimatica reducida
para las MMPs, siendo una de las posibles causas un aumento en los niveles de
TIMPs extracelulares. Por ello consideramos importante el analisis de los niveles
proteicos de TIMP-1y TIMP-3 presentes en el medio extracelular.

Los CCMs derivados de las hESC tratadas con TSA o con vehiculo control
fueron analizados mediante western-blot. Los resultados muestran que los niveles
de TIMP-3 son mayores en los CCMs obtenidos de las hESC tratadas con TSA en
comparacién con los CCMs control (Figura 27). Mientras que por otro lado la

cantidad de TIMP-1 secretado permanece practicamente inalterada.

Figura 27. Analisis de los niveles
@\ proteicos de los TIMPs en los CCMs
Oo «%?‘ derivados de las hESC control vs hESC TSA.

Imagen del western-blot de los niveles de TIMP-
TIMP-1 1y TIMP-3 presentes en los extractos proteicos
obtenidos de los CCM de las hESC control vs
TIMP-3

TSA. La banda de 60 kDa corresponde a la

S —
| —
60 kDa w tincion de la membrana con ponceau utilizada

como control de carga. El experimento se realizdé

en tres muestras independientes.
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El tratamiento de las hESC con TSA induce un aumento en los niveles
proteicos de TIMP-3 secretados al medio extracelular, sugiriendo que podria ser

responsable de la disminucién de la actividad proteolitica de MMP-2.

1.6. Efecto del TSA sobre los niveles de acetilacion de las histonas:

andlisis de los promotores génicos de TIMP-1 y TIMP-3

La influencia de las HDACs en el establecimiento de un patrén génico
determinado puede estar mediado por la modificacién directa de las colas de las
histonas o por la modificacién post-transcripcional de la actividad de multiples
coreguladores de la transcripcién, como factores de transcripcion (Kouzarides
2007).

Para afianzar la idea de que los cambios transcripcionales observados tras el

tratamiento con TSA son debido a un efecto directo de la modificacion de las colas
de las histonas asociadas a los promotores de TIMP-1 y TIMP-3, realizamos un
analisis mediante la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina o ChiP.
Los resultados de la ChIP muestran un aumento en los niveles génicos del
promotor de TIMP-1 asociado a las histonas H3 acetilada y a la H4 acetilada en las
hESC tratadas con TSA en comparacién con las células control. Del mismo modo
también se observa un aumento en los niveles del promotor de TIMP-3 asociado a
la histona H4 acetilada aunque no en la H3 acetilada en las hESC tratadas con TSA
vs hESC control (Figura 28).
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Figura 28. Efecto del TSA sobre los niveles de acetilaciéon de las histonas H3 y H4
a nivel de los promotores génicos de TIMP-1y de TIMP-3. Representacién esquematica
del extremo 5° flanqueante a la region promotora amplificada en los genes codificantes de
TIMP-1 (A) y TIMP-3 (B). (C) En la grafica se representa el enriquecimiento relativo de TIMP-
1(C) y TIMP-3 (D) inmunoprecipitado con anticuerpos contra la H3 y H4 acetiladas en las
hESC tratadas con TSA vs células control. Los valores de expresién fueron normalizados con
el Input. El experimento fue realizado por triplicado en tres muestras independientes y los
valores muestran la mediatSEM. La significancia estadistica se indica como * p<0.05 y **
p<0.01.

Los resultados obtenidos muestran como el tratamiento de las hESC con TSA
provoca un aumento en la transcripcion de TIMP-1 y TIMP-3 probablemente
inducido por mayores niveles de acetilacion de las histonas asociadas a sus
promotores génicos.

El tratamiento de las hESC con TSA, a través de una disminucion en su
movilidad y de cambios en el balance de MMPs y de TIMPs, provoca la reduccion

del proceso de invasion embrionaria. Estos procesos podrian estar regulados, al
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menos en parte, por un aumento en la acetilacion de las histonas asociadas a los

promotores de los TIMPs.

1.7. Efecto de la decidualizacion en el balance de los moduladores de la

MEC y su asociacion con la acetilacion de las histonas

Por un lado ya esta descrito que tanto las MMPs como los TIMPs tienen una
expresion diferencial en el endometrio a lo largo del ciclo menstrual (Osteen y cols.,
2003). La funcién del sistema de las metaloproteasas en el endometrio durante la
fase secretora se asocia al proceso de remodelacion de la matriz extracelular que
tiene lugar durante la decidualizacion y que contribuye al control del proceso de
implantacion embrionaria (Goldman y Shalev, 2003, Ramathal y cols., 2010). Por
otro lado también se ha demostrado un aumento en los niveles de H3 y H4
acetiladas en las hESC decidualizadas (Sakai y cols., 2003). Nuestros resultados
muestran como existe una relacién entre la acetilacion de las histonas y los niveles
transcripcionales de las MMPs y los TIMPs, sugiriendo que este mecanismo
epigenético puede estar regulando al sistema de las metaloproteasas en las hESC.
Por ello nos planteamos investigar si la acetilacion de las histonas, a través de
cambios en la expresion de las MMPs y de los TIMPs, podria estar regulando el

proceso de remodelacion de la matriz extracelular durante la decidualizacion.

El proceso de decidualizacion in vitro fue inducido tras el tratamiento de las
hESC con AMPc +MPA durante 5 dias. Se comprobé el fenotipo decidualizado de
las hESC mediante el analisis de marcadores morfolégicos (datos no mostrados) y
el anadlisis de los niveles de marcadores moleculares especificos del proceso,

concretamente la secrecion de PRL (Figura 29).
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Figura 29. Caracterizaciéon del fenotipo de las hESC decidualizadas.
Representacion grafica de los niveles de PRL secretados en las hESC control vs hESC
tratadas con AMPc+MPA

Los resultados muestran como las hESC tratadas de las con AMPc y MPA
durante 5 dias aumentan los niveles secretados de PRL.

Posteriormente se realizé6 un analisis transcripcional del sistema de las
metaloproteasas mediante qRT-PCR en las hESC control vs hESC tratadas con
AMPc+MPA. Los resultados muestran como las hESC decidualizadas aumentan la
expresion de TIMP-1 (4.5 veces) y de TIMP-3 (32.7 veces) mientras que
disminuyen los niveles de MMP-9 (-16.6 veces), uPA (-5.8 veces) y RECK (-1.78

veces) (Figura 30). Por otro lado MMP-2 se mantiene sin cambios significativos.
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Figura 30. Efecto de la decidualizacion in vitro de las hESC sobre el balance
transcripcional del sistema de las metaloproteasas. En la grafica se representa la tasa de
cambio de los genes del sistema de la metaloproteasas en las hESC tratadas con AMPc y
MPA durante 5 dias vs hESC control. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres
experimentos independientes. La significancia del andlisis estadistico esta indicado de la

siguiente manera * p<0.05 y ** p<0.01.

Diversos estudios han demostrado la induccion génica y el aumento en los
niveles proteicos de TIMP-1 y de TIMP-3 durante el proceso de decidualizacion
(Dimitriadis y cols., 2005a, Irwin y cols., 2001). El aumento de TIMP-3 durante la
decidualizaciéon es tan relevante que incluso a dia de hoy es considerado un
marcador de este proceso.

Para establecer un paralelismo con los resultados del analisis proteico de
TIMP-1 y de TIMP-3 en los CCMs obtenidos en las hESC tratadas con TSA, se
cuantificaron los niveles de TIMPs secretados por las hESC control vs hESC
tratadas con AMPc y MPA (Figura 31).

115



RESULTADOS

Figura 31. Anélisis proteico de TIMP-1 y de
TIMP-3 en los CCMs obtenidos en las hESC

control vs decidualizadas. Western-blot de los

niveles proteicos de TIMP-1 y de TIMP-3 presentes
en los CCMs de las hESC control vs CCMs de las
hESC tratadas con AMPc+MPA.

El analisis mediante western-blot revela como el CCM derivado de las hESC
tratadas con AMPc y MPA presenta un aumento en los niveles proteicos de TIMP-1

y TIMP-3 en comparacion con el CCM de las hESC control.

Por ultimo quisimos esclarecer si durante el proceso de decidualizacion in vitro
la regulacion transcripcional de TIMP-1 y TIMP-3 se debe a un cambio en la

acetilacion de las histonas asociadas a sus promotores génicos.

Para ello se realizé una ChIP de las hESC expuestas a AMPc y MPA durante
24 horas. Los resultados obtenidos nos indican que las hESC decidualizadas in
vitro muestran un aumento en los niveles de la histona H4 acetilada a nivel del
promotor génico de TIMP-1, asi como un aumento en las histonas H4 y H3

acetiladas asociados al promotor de TIMP-3 (Figura 32).
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Figura 32. Andlisis de los niveles de acetilacion de las histonas H3 y H4 a nivel de
los promotores génicos de TIMP-1y de TIMP-3 durante el proceso de decidualizacion in
vitro. En la gréfica se representa la expresion relativa de TIMP-1 (A) y TIMP-3 (B)
inmunoprecipitado con anticuerpos contra H3 y H4 acetiladas en las hESC control vs hESC
AMPc + MPA. Los valores de expresién fueron normalizados con el Input. El experimento fue
realizado por ftriplicado en ftres muestras independientes y los valores muestran la

mediatSEM. La significancia estadistica queda indicada como * p<0.05 y ** p<0.01.

Estos resultados nos indican que la decidualizacion in vitro de las hESC induce un
aumento de la expresion de TIMP-1 y TIMP-3 que posiblemente pueda estar
mediado por un aumento en la acetilacion de las histonas H3 y H4 asociadas a sus

promotores génicos.

Acabamos de demostrar como tanto el tratamiento con TSA o con AMPc y
MPA inducen en las hESC un patrén de expresion génica similar en el sistema de
las metaloproteasas que posiblemente esta mediado por el mecanismo de
acetilacion de las histonas. Quisimos comprobar si ambos mecanismos producen

un efecto sinérgico en el control transcripcional de estas moléculas. El andlisis
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mediante qRT-PCR determina que no existen diferencias significativas entre los
niveles transcripcionales de MMP-2, MMP-9, uPA, TIMP-1, TIMP-3 o RECK entre
hESC decidualizadas y hESC tratadas con el estimulo decidual mas TSA. Por lo
que los datos nos indican que no existe un efecto sinérgico en los cambios
transcripcionales al afiadir TSA a células expuestas al estimulo de decidualizacién
in vitro (Figura 33).
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Figura 33. Analisis del efecto del TSA durante el proceso de decidualizacion in
vitro en el balance transcripcional del sistema de las metaloproteasas. En la gréafica se
representan los datos de expresion relativa obtenidos en el analisis de la qRT-PCR en las
hESC control, hESC tratadas con AMPc y MPA y hESC con el estimulo de decidualizacion
junto con TSA. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres experimentos
independientes. La significancia estadistica queda indicada de la siguiente manera, entre las
hESC control vs hESC con AMPc+MPA a= p <0.05 o p<0.01 y en las hESC control vs hESC
TSA mas el estimulo decidual, b= p <0.05 o p<0.01.
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2.. Estudio de la expresion y funciéon de los miRNAs durante el proceso

de decidualizacion in vitro

21 Anidlisis del perfil de expresion de los miRNAs en las hESC

decidualizadas in vitro

Trabajos recientes han establecido el papel crucial que los miRNAs poseen
regulando las distintas funciones reproductivas (Teague y cols., 2010). En cambio
no se conoce todavia el papel de la regulaciéon post-transcripcional de los miRNAs

en el proceso de decidualizacion de las hESC.

Existen también multiples estudios transcriptomicos de las células estromales
decidualizadas, que demuestran la regulacién de una gran cantidad de genes, que
incluyen factores de crecimiento, citoquinas, reguladores del ciclo celular, factores
de transcripcion y proteinas de la matriz extracelular (Brar y cols., 2001)(Popovici y
cols., 2000).. Es logico pensar que la expresion diferencial de los miRNAs pueda
estar regulando la expresion de genes que intervienen en la diferenciaciéon decidual
de las hESC.

Por ello el primer objetivo de este estudio fue establecer el perfil transcripcional
de los miRNAs en las hESC control vs hESC decidualizadas.

Existe un estudio previo donde se realizé una primera aproximacion al estudio
del perfil de miRNAs durante el proceso de decidualizacion, en el que se utiliza la
tecnologia de los microarrays para la identificacion de los miRNAs diferencialmente
expresados. Nuestro abordaje experimental propone el estudio de hasta 704
miRNAs, 269 miRNAs mas que en el estudio anterior. Otra diferencia importante es
el método de decidualizacion in vitro utilizado. En nuestro caso hemos empleado el
estimulo hormonal inducido por estrégenos y progesterona, un método mas

fisiolégico que el estimulo del AMPc utilizado en el estudio de Qian y col.
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Hasta un total de 20 biopsias endometriales fueron procesadas y las hESC
aisladas fueron decidualizadas in vitro mediante estimulo hormonal con
progesterona (P4) y 17B-estradiol (E,) durante 9 dias. El fenotipo decidual se evalu6
a través de parametros morfoldgicos asi como por el analisis de los niveles de PRL
secretados tal y como hemos mostrado anteriormente. Se seleccionaron 3 biopsias
cuyos niveles de PRL secretados fueron similares (138 ng/ml+19.49 comparado con
los 2.38 ng/mi+0.9 en las hESC control)(Figura 34).

>
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secrecion PRL
(ng/mil)

Control Decidualizada

Figura 34. Caracterizaciéon del fenotipo de las hESC decidualizadas.
Representacién gréfica de los niveles de PRL secretados en las hESC control vs hESC
tratadas con E,+ P, (B) Caracterizacion morfolégica de Ilas hESC mediante
inmunofluorescencia marcadas con vimentina (verde) y F-actina (Rojo) .Los nucleos se

tineron con Dapi (azul). Nétese el cambio de morfologia de las células después del
tratamiento con Ex+ Pj.

Para determinar el perfil de expresion de los miRNAs en las hESC control vs
hESC E; + P4 se realizdé un PCR array para los miRNAs. Esta técnica nos permitio
evaluar la expresién de hasta 704 miRNAs diferentes. De todo el conjunto de
miRNAs analizados seleccionamos los 20 miRNAs mas expresados tanto en las
hESC control como en las hESC decidualizadas, 10 de los cuales coinciden con los

miRNAs mas expresados identificados en el estudio de Qian y col (Tabla 4).
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hESCs Control Total Exp. hESCs Decidual Total Exp.
miR-21 111.4 miR-21 835
miR-940 33.3 miR-940 449
miR-125b 73 miR-125b 8.3
miR-199a-3p 6.5 miR-199a-3p 7.4
miR-23a 6.1 miR-1234 T
miR-424 57 miR-424 57
miR-27a 4 miR-23a 45
miR-24 4 miR-24 4.4
miR-1234 34 miR-720 36
miR-26a 3.2 miR-1260 35
miR-125a-5p 24 miR-1181 3.2
miR-23b {1474 miR-135a* 3.1
miR-1260 o miR-26a 29
let-7a 1874 miR-125a-5p 25
miR-27b 16 miR-27a 22
miR-1181 15 miR-23b 22
miR-19b 13 let-7a 21
miR-720 1.3 miR-27b 1.8
miR-29a 1.2 miR-18b 14
miR-19a 1.1 miR-29a 1.2

Tabla 4. miRNAs con mayores niveles de expresion en las hESC control y hESC
tratadas con E>+P4. Los valores de expresion fueron normalizados con el gen control
SNORA44. En negro estan marcados los miRNAs identificados en el estudio comparativo de
Qian y col, 2008.

Posteriormente identificamos aquellos miRNAs diferencialmente expresados
durante el proceso de decidualizacién in vitro. Se seleccionaron aquellos miRNAs
que presentaban una tasa de cambio de al menos 2 veces (tanto para la
sobreexpresion como para la disminucién) y con una significancia estadistica de p<
0.05. El analisis de los datos del PCR array para miRNAs identifica un total de 43
miRNAs diferencialmente expresados, dentro de los cuales 26 miRNAs estan
aumentados y 17 miRNAs estan disminuidos (Tabla 5). Sorprendentemente solo 2
miRNAs (miR-181b y miR-181d) coinciden con el estudio de Qian y col. Las
diferencias de los datos obtenidos entre los dos estudios pueden ser debidas al
diferente tratamiento utilizado para la induccién de la decidualizaciéon, a la

herramienta molecular empleada o al nimero de miRNAs analizados.
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miRNA aumentados valorp tasa de cambio miRNA disminuidos valorp  tasa de cambio
miR-95 0.001 22.7 miR-146a 0.047 -6
miR-888 0.005 41 miR-155 0.02 -3.3
miR-936 0.016 39 |miR-181b 0.005 -3.1
miR-1185 0.016 3.7 miR-181a* 0.021 -3
miR-518f* 0.028 36 miR-135b 0.03 -3
miR-548k 0.044 33 |miR-181d 0.004 -2.9
miR-593 0.001 32 miR-200c 0.008 2.9
miR-486-5p 0.046 31 miR-141 0.039 -2.8
miR-29c* 0.014 3 miR-182 0.011 2.1
miR-449b* 0.043 29 miR-429 0.019 27
miR-300 0.003 28 miR-483-3p 0.049 -25
miR-371-5p 0.007 28 miR-200a 0.012 25
miR-1224-3p 0.034 26 miR-96 0.019 25
miR-891a 0.016 25 miR-183 0.012 2.4
miR-365 0.038 25 miR-9 0.028 2.3
miR-541* 0.044 24 miR-30a 0.006 2.3
miR-409-5p 0.009 23 miR-126 0.004 -2.2
miR-33b* 0.01 23

miR-154* 0.034 22

miR-376a* 0.027 22

miR-133a 0.019 2.1

miR-218-2% 0.043 21

miR-22* 0.041 24

miR-614 0.023 2.1

miR-369-3p 0.032 2

miR-185 0.019 2

Tabla 5. miRNAs diferencialmente expresados durante el proceso de
decidualizacién in vitro. La tasa de cambio fue calculada utilizando el método comparativo
del 2AACt. Los valores corresponden a la media entre tres muestras independientes. La
significancia estadistica queda indicada en la tabla. En negro estan marcados los miRNAs

identificados en el estudio comparativo de Qian y col.

Posteriormente para un mejor entendimiento de la regulacion hormonal
implicada en la expresion de los miRNAs, las hESC fueron tratadas unicamente con
E,, P4 0 con E+P, juntos. Se seleccionaron el miR-95, el miR-135b y el miR-96 por
presentar una expresion mas diferencial en nuestro tratamiento de decidualizacion
in vitro y se analizaron los niveles de expresion de cada uno de ellos y para cada
una de las condiciones mediante qRT-PCR.

Los resultados obtenidos muestran como la expresion del miR-95 no cambia

significativamente con el tratamiento individual con E, y aumenta tras el tratamiento
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con P4 o con E; +P,. Estos datos nos indican que P, es la hormona dominante en la
regulacion de la expresion del miR-95. Por otro lado, tanto el miR-135b como el
miR-96 disminuyen con E, o con P, asi como con el estimulo hormonal conjunto
(Figura 35).
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Figura 35. Andlisis de expresion de los miRNAs ante los diferentes tratamientos
hormonales. (A) Niveles de expresiéon del miR-95, miR-135b y miR-96 en las hESCs
tratadas con 17B-estradiol (E;), progesterona (P4) o ambos (E+P) durante 9 dias. Los valores
de expresion fueron normalizados con el gen control SNORD44. Los valores representan la
mediatSEM de tres experimentos independientes. El analisis estadistico queda indicado de

la siguiente manera * p<0.05.

2.2. Andlisis de los potenciales genes diana de los miRNAs

diferencialmente expresados durante la decidualizacién

Para poder determinar la contribucion de los miRNAs diferencialmente

expresados en el proceso de decidualizacién, es necesario identificar sus genes
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diana potenciales. Para ello se realizé6 un analisis bioinformatico de los miRNAs
diferencialmente expresados durante la decidualizacién de las hESC. La
herramienta seleccionada para este fin fue la utilizacion de bases de datos, que
basados en algoritmos de prediccion, determinan las posibles dianas moleculares
de cada miRNA. Los algoritmos de prediccion de estos programas se basan en la
complementareidad de secuencias entre la region de reconocimiento o “semilla” de
los miRNAs y la region 3-UTR de los ARNm. Los programas bioinformaticos
utilizadas fueron Targetscan, miRanda, microCosm y PicTar. De todas las posibles
dianas que se identificaron para cada miRNA, solo se seleccionaron aquellas que
coinciden en al menos dos de los programas de prediccién. Encontramos multiples
dianas moleculares que incluyen factores de crecimiento, citoquinas, factores de
transcripcion asi como enzimas implicadas en la remodelacion de la matriz
extracelular (Tabla 6).

Especialmente destacable es la identificaciéon de dianas moleculares que
constituyen importantes moléculas asociadas con el proceso de decidualizacién,
como son factores de transcripcion (FOXO1, C/EBPR, SP1, HOXA10 o STATS),
interleuquinas (IL-1A, IL-1B, IL-5) y factores de crecimiento y sus receptores
(VEGFA, HB-EGF, EGFR, TGFB-1).
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Diana miRNAs aumentados miRNAs disminuidos
FOX01 |miR-4865p; miR-369-3p miR-183; miR-135b; miR-96
Hoxa10 miR-135b; miR-182; miR-%6
Spt miR-369-3p; miR-154* miR-593; miR-836 miR-135b; miR-155
Sp3 miR-548k; miR-154*; miR-133a; miR-369-3p  |miR-141; miR-135b; miR-182; miR-96; miR-30a; miR-155
STAT3  |miR-548k
F d o STAT5A miR-141; miR-200a; miR-200c
actores de transcripcion | oryrep miR-141; miR-2008
ETS1 miR-1224-3p; miR-95 miR-181b; miR-155; miR-9; miR-429; miR-181d; miR-200¢c
CREB1 miR-96; miR-181b; miR-182; miR-181d
CREB3 miR-181d; miR-181b
CREB5S  |miR-365; miR-133a miR-429; miR-200¢
CREBM  |miR-835; miR-218-2* miR-30a
CEBPB___miR-369-3p miR-155
IGF-1 hsa-miR-336 miR-483-3p
IGF-1R miR-182; miR-96
IGF-2 miR-181d
IGF-2R  |miR-185 miR-30a; miR-200¢
VEGFA miR-126; miR-429; miR-200c
Factores de crecimient HB-EGF miR-96; miR-183; miR-135b; miR-182
ACIOGR go:CIeCImIE EGFR  [miR-133a miR-141; miR-200a
TGFB-1  |miR-593; miR-548k miR-9; miR-181d; miR-429; miR-181b; miR-200c
TGFBR-1  |miR-548k, miR-369-3p; miR-133a miR-181d; miR-181b
TGFB-2 miR-141; miR-200a
TGFB-2R miR-155; miR-9
LEFTY2 miR-181d; miR-181b
INHBA miR-135b
LIF miR-181b; miR-181d
IL-1A MiR-30a, MIR-131b; MIR-161d; MiR-141; MiR-2008
IL-1B miR-888
IL-2 miR-154* miR-181b; miR-181d
IL-3 miR-146a
IL-5 miR-429; miR-200¢
Interleuquinas IL6  [miR-265; miR-371-Sp; miR-268-3p
L7 miR-376a" miR-181d
L8 miR-182
IL-10 miR-888
IL-11 miR-154*
IL-12A miR-9
IL-128 miR-183
IL13_ ImiR-300 miR-155
LAMC1 miR-55; miR-548k miR-96; miR-182; miR-429; miR-200c. miR-181d; miR-181b
Proteinas de remodelacion I:::j Bl s mf:ﬁimﬁ:mm IR:Z:
miR- , MIR- , MIR-3Ua
de laMEC
TIMP4 miR-146a; miR-96
FH1 miR-200¢; miR-429; miR-96; miR-182

Tabla 6. Potenciales dianas moleculares de los miRNAs diferencialmente
expresados durante el proceso de decidualizacion in vitro. En la tabla se muestra la
clasificacién de los diferentes grupos de moléculas reguladas, las potenciales dianas génicas

identificadas y los miRNAs que las regulan.
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Para profundizar mas en la posible contribucién de los miRNAs en el proceso
de decidualizacion, se realizé una busqueda de las potenciales vias moleculares
reguladas por los miRNAs diferencialmente expresados durante el modelo de
decidualizacion in vitro utilizado. Para ello utilizamos el programa informatico Diana
miR-Path database. Este programa informatico permite interpretar los datos en
términos de sus implicaciones biolégicas, mas que como una mera comparaciéon de
listas de miRNAs y genes dianas.

Las 5 vias principales mas representadas por las potenciales dianas de los
miRNAs disminuidos durante el proceso de decidualizacion, incluyen la via de la
orientacion axonal, proceso relacionado con la polaridad celular, las uniones
adherentes, reguladores del citoesqueleto de actina, la sefalizacion de ErbB
(EGFR) y el carcinoma de células renales que se asocia a procesos de
angiogénesis y proliferacién (Tabla 7). Por otro lado, las principales dianas del
grupo de los miRNAs sobreexpresados participan principalmente en vias que
incluyen reguladores del citoesqueleto de actina, la sefalizacion de Whnt, las

uniones adherentes y la via de la MAPK (Tabla 7).

Orientacion axonal

miRMA Uniones adherentes
disminuidos Regulacion del citoesqueleto de actina
Sefalizacion de ErbB (EGFR)

Carcinoma de células de renales

Regulacion del citoesqueleto de actina

miRMNA Sefializacion de Wnt
aumentados Unicnes adherentes
Via de la MAPK.

Tabla 7. Vias mas representadas por los miRNAs diferencialmente expresados
durante el proceso de decidualizacion in vitro. En la tabla quedan indicados el proceso

representado y el conjunto de miRNA responsable de su regulacion.
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2.3 Anadlisis de las familias de miRNAs representadas durante la

decidualizacion

Una familia de miRNAs esta compuesta por aquellos miRNAs que poseen una
misma o muy semejante secuencia de reconocimiento o regiéon “semilla”, a través
de la cual establece la unién con el extremo 3 UTR del ARNm provocando su
silenciamiento. Es por ello que varios miRNAs pueden actuar conjuntamente
provocando la represion de los mismos genes diana. Ademas algunos de sus
miembros suelen localizarse en los mismos loci, de manera que van a regularse de
manera coordinada provocando una regulacién de la expresién génica de forma
interconectada. Sorprendentemente hemos identificado 3 familias de miRNAs: la
familia del miR-181, la familia del miR-183 y la familia del miR-200 cuyos miembros
disminuyen sus niveles durante el proceso de decidualizacién in vitro. El hecho de
que todos los miembros de una misma familia de miRNAs se comporten de la
misma manera durante el estimulo decidual nos indica que los miRNAs podrian
ejercen su accion reguladora de una manera sincronizada y cooperativa durante la

decidualizacion de las ESC.

La familia del miR-181 incluye 6 miRNAs precursores: el miR-181a-1, el miR-
181a-2, el miR-181b-1, el miR-181b-2, el miR-181c y el miR-181d que se localizan
en 3 loci diferentes (en el cromosoma 1, 9 y 19) y cuyos miembros disminuyen su
expresion durante el proceso de decidualizacion in vitro (Figura 35). Estos miRNAs
comparten la misma regién “semilla”, sugiriendo que regulan las mismas dianas
moleculares. A través de la informacion disponible en la base de datos de Diana
miR-Path identificamos las principales vias reguladas por esta familia. Las dos vias
mas representadas por la familia del miR- 181 son: la via de senalizacién del TGFR

y la via de sefalizacién del receptor de células T (Figura 35).
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Via de sefalizacion del receptor de células T

CD4, NCK2, FOS, NFATC2, IFNG, MAP3K8, TNF, KRAS, CARD11, SOS1, IL10, PAK4, IL2,
CBLB, NFATS, PAK7, PIK3R3, AKT3

Via de sefalizacion de TGF-beta

E2F5, IFNG, TGFBR1, ID4, TNF, SMAD7, SMAD2, ACVR2A, MAPK1, PPP2R2C,

CREBBP, BMP2, ACVR2B, TFDP1, BMPR2, DCN, RPS6KB1

Figura 35. Andlisis de expresion de los miembros de la familia del miR-181
durante el proceso de decidualizacién in vitro. En el grafico se representa la expresion
relativa de cada uno de los miembros de la familia del miR-181, en las hESCs control vs
hESCs E+P durante 9 dias. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres
experimentos independientes. La significancia estadistica queda indicada como * p<0.05. Los

principales procesos asi como sus dianas moleculares implicadas quedan indicados (abajo)

Otra de las familias de miRNAs que se expresa diferencialmente en el proceso
de decidualizacion es la familia del miR-200. Se localiza en dos loci diferentes
situados en el cromosoma 1 y 12. Incluye el miR-141, el miR-429, el miR-200a, el
miR-200b y el miR-200c. Los niveles de expresion de estos miRNAs disminuyen en
las hESCs decidualizadas (Figura 36). Estos miRNAs comparten la misma region
“semilla” excepto en el caso del miR-141 y el miR-200a que cambia un nucleétido
en la posicion 4. El numero de dianas que comparten los miembros de la familia del
miR200 es pequefio y principalmente van a estar asociadas al ciclo celular por lo

que estos miRNAs podrian ser interpretados como miRNAs antiproliferativos.
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También se analizaron aquellas vias mas representadas por el conjunto de las
dianas moleculares de los 4 miembros de la familia del miR-200. En este caso las
vias mas representadas son el carcinoma de células renales y la sefalizacion de
ErbB (Figura 36).
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Carcinoma células renales

KRAS, HGF, TCEB1, CRKL, SOS1, PTPN11, VEGFA, RAC1, CDC42, GRB2, PAKG, RAP1B, AKT2, ETS1,
TGFB2, PAK7, EP300, GAB1, EGLN1, JUN

Via de sefializacién del recptor ErbB

CDKN1B, MAPK8, PRKCA, KRAS, STATSB, CBL, CRKL, MAP2K4, SOS1, SHC1, SRC, ABL2, GRB2, PAKS,
AKT2, ERBB4, MAPK9, PAK7, PLCG1, GAB1, RPSE6KB1, JUN

Figura 36. Andlisis de expresion de los miembros de la familia del miR-200
durante el proceso de decidualizacién in vitro. En el grafico se representa la expresion
relativa de cada uno de los miembros de la familia del miR-200 en las hESCs control vs
hESCs E>+P4 durante 9 dias. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres
experimentos independientes. La significancia estadistica queda indicada como * p<0.05. Los

principales procesos asi como sus dianas moleculares implicadas quedan indicados (abajo)

Otros miRNAs destacables son el miR-96, el miR-183 y el miR-182, todos ellos
se situan en el mismo loci (cromosoma 7) y su expresion disminuye en las hESC
decidualizadas (Figura 37). Mientras que miR-182 y miR-96 comparten la misma

region de reconocimiento, miR-183 solo se diferencia en un nucledtido situado en la
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posicién 2. Las vias mas representadas por sus potenciales dianas moleculares son

la orientacién axonal y la regulacion del citoesqueleto (Figura 37).
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Orientacién axonal
EFNB2, SEMABA, EPHA3, NCK2, NTN4, SLIT1, ITGB1, MET, GNAI3, SEMA6D, ROCK1
EPHA7, EPHA4, PAK1, UNC5D, CFL1, RAC1, PPP3CA, RASA1, PLXNA3, EPHB1, ROBO2,
EFNA1, L1CAM, KRAS, FYN, EFNAS,
Regulacién del citoesqueleto de actina
PFN1, TIAM1, SCIN, ITGB1, PDGFRA, FN1, ARPC5L, SSH2, MRAS, VCL, VIL2, ROCK1, WASL
ITGB8, KRAS, MSN, NCKAP1, PIP5K1B, CRKL, PIK3R1, ABI2, SOS1, FGF9,
- PAK1, CFL1, RAC1, DIAPH2, GNA13, PIP5K3, GNG12, ACTN3, TMSB4Y, RDX, PFN2

Figura 37. Analisis de expresion de los miembros de la familia del miR-183
durante el proceso de decidualizacion in vitro. En el grafico se representa la expresion
relativa de cada uno de los miembros de la familia del miR-181, en las hESCs control vs
hESCs E>+P4 durante 9 dias. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres
experimentos independientes. La significancia estadistica queda indicada como * p<0.05. Los

principales procesos asi como sus dianas moleculares implicadas quedan indica das (abajo).

2.4 Caracterizacion funcional del miR96 y el miR135b

Por ultimo para reforzar la idea de la importancia del papel de los miRNAs en
la regulacion de la expresidon de genes necesarios para la diferenciacion de las
hESC se realiz6 un analisis funcional de miRNAs mediante experimentos de

transfeccion celular. Para ello modificamos los niveles de 2 miRNAs, el miR96 y el
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miR135b, que se expresan diferencialmente durante el proceso de decidualizacion
de las hESC mediante adicion ectopica de secuencias mimetizadoras.

Las hESC fueron transfectadas con el ARNi control, con el miRNA
mimetizador del miR96 y con el miRNA mimetizador del miR135b y puesto que
ambos disminuyen sus niveles durante la diferenciacién de las hESC, también se
realizd un transfeccion conjunta. Transcurridas 24 horas desde el inicio de la
transfeccion las hESC fueron tratadas con AMPc y MPA o vehiculo control durante
48 y 72 horas.

La eficacia de la transfeccidén se evalu6 mediante qRT-PCR obteniendo un
aumento en los niveles de expresion del miRNA 96 y el miRNA 135b superior a 100
veces en las hESC transfectadas con los miRNA mimetizadores especificos en
comparacion con las células control (Figura 38).
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Figura 38.Analisis del efecto de la sobreexpresion del miR-96 y miR135b después
de la transfeccion con los miRNA mimetizadores. Niveles relativos de expresion miR96
(A) y miR135b (B) a las 72h después de la transfeccién con sus respectivos mimetizadores.
Los valores de expresion fueron normalizados con el gen control SNORD44. Los valores
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representan la mediaxtSEM de tres experimentos independientes. El analisis estadistico

queda indicado de la siguiente manera * p<0.05.

También se evaludé el efecto de los miRNAs sobre la expresidon de sus
potenciales dianas. Estudios previos ya han validado a FOXO1 y HOXA10 como
dianas génicas del miR96 y del miR135b respectivamente (Myatt y cols., 2011;
Petracco y cols., 2011). El analisis de gqRT-PCR nos determina que los niveles de
FOXO1 y de HOXA10 disminuyen en las hESC transfectadas con el mimetizador
del miR96 y el mimetizador de miR135b respectivamente en comparaciéon con las
células control (Figura 39).
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Figura 39. Andlisis del efecto del miR96 y miR135b sobre la expresion de FOXO1y
HOXA10 respectivamente. En la grafica se representan los datos de expresion relativa de
FOXO1(A) y HOXA10 (B) obtenidos en el andlisis de la qRT-PCR en las hESC control y
hESC transfectadas con mimetizadores del miRNA 96 y miRNA 135b todas ellas tratadas
con AMPc y MPA durante 48 y 72 horas. Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres

experimentos independientes. La significancia estadistica queda indicada como * p<0.05.

Por ultimo evaluamos el efecto del miR96 y el miR135b sobre la regulacién de

los niveles de IGFBP-1, un marcador principal del proceso de decidualizaciéon y
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cuyos niveles aumentan por accion de los factores de transcripcion FOXO1 y
HOXA10 (Kim y cols., 2005).

Los resultados muestran como un aumento en los niveles de miR96, miR135b
o0 de ambos provocan una disminucidn en los niveles secretados de IGFBP-1
(Figura 40). Los valores absolutos de concentracion de IGFBP-1 obtenidos fueron
muy variables entre cada una de las biopsias y esta diferencia interindividual
provocé que el analisis estadistico fue no significativo. En cambio la tasa de
disminucion de los niveles de IGFBP-1 en las hESC transfectadas con miRNA
mimetizadores del miR96 Y el miR135b fue mayor que cinco en comparacion con

las células control en todas las muestras endometriales analizadas.

IGFBP-1

Secrecion IGFBP-1
(ng/ml proteina)
[a%]
[=]
(=]
o

AMPc+MPA . w

ARNi Control + +

miR-96+ - -
miR-135b+ g

.+I+
++ 0+

Figura 40. Analisis del efecto del miR96 y miR135b sobre los niveles de IGFBP-1.
En la gréfica se representan los niveles secretados de IGFBP-1 en las hESC control y en las
hESC control, hESC transfectadas con mimetizadores del miRNA 96, del miRNA 135b y de
ambos tratadas con AMPc y MPA durante 48 horas. Los valores de IGFBP-1 secretados
fueron normalizados con la concentracién de proteina total presente en su correspondiente

medio .Los datos corresponden a la mediatSEM entre tres experimentos independientes.

Por lo tanto nuestros datos sugieren que el miR96 y el miR135b tienen un

importante papel en la regulaciéon de importantes factores de transcripcion
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implicados en la diferenciacion de la ESC como son FOXO1 y HOXA10 provocando

un efecto sobre la expresion de marcadores del proceso como IGFBP-1.

3. Caracterizacion funcional de Dicer durante la decidualizacion in vitro
de las hESC

3.1. Expresion de Dicer durante la decidualizacion

Dicer-1 es una ribonucleasa con un papel esencial en la ruta de biosintesis de
los miRNAs (Hammond, 2005). Las alteraciones en su funcion provocan
deficiencias en el desarrollo del aparato reproductor femenino (Luense y cols.,
2009) y han sido asociadas como una posible causa de la desregulacién de los
perfiles de miRNAs observada en varias patologias como por ejemplo en cancer
(Kumar y cols., 2007).

Puesto que hemos encontrado que existe un perfil de expresion de miRNAs
especifico del proceso de decidualizacion in vitro, el objetivo de este estudio fue
evaluar el papel de la proteina Dicer en el proceso de diferenciacion de las células

endometriales estromales.

3.1.1 Anadlisis de los niveles de Dicer durante el proceso de

decidualizacién in vivo

Para el analisis de la expresion de Dicer durante el proceso de decidualizacion
in vivo se realizé una inmunohistoquimica de cortes de endometrio obtenidos en
fase secretora temprana y fase secretora tardia. Estas fases del ciclo menstrual
corresponden respectivamente al momento en que se va a iniciar la diferenciacion y

la fase en que el proceso de decidualizacién esta ya inducido.
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El estudio mediante inmunohistoquimica nos permite determinar el patrén
proteico espacio-temporal de Dicer durante el proceso de decidualizacion in vivo.
Los resultados de la inmunohistoquimica nos revelan una tincion positiva de Dicer
en todos los compartimentos celulares (epitelio luminal, epitelio glandular y
estroma) del endometrio tanto en fase secretora temprana (ST) como en fase
secretora tardia (SA). Ademas la intensidad de la tincion de Dicer tiende a ser
mayor en la fase SA en todos los compartimentos endometriales (Figura 41). Para
obtener una evaluacion mas cuantitativa de los niveles de Dicer, se determiné el
nivel de intensidad del marcaje de Dicer por varios miembros del laboratorio,
puntuandose con los valores de 0, 1, 2, 3 dependiendo de la mayor (3) o menor
intensidad (0).

Los resultados obtenidos revelan que se observa un discreto aumento en los
niveles de Dicer en la fase secretora tardia en todos los compartimentos

endometriales (Figura 41).
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Figura 41. Inmunohistoquimica de Dicer en muestras en el endometrio durante el
proceso de decidualizacidn. La inmunohistoquimica se realizé en cortes de tejido obtenidos
en fase secretora temprana (ST) (A) y fase secretora tardia (SA) (B). (C) El control negativo
fue incubado con un anticuerpo inespecifico de isotipo. (D) Inmunotincién de corte de ovario
usado como control positivo del anticuerpo de Dicer. (E) En el gréafico se representan los
valores de intensidad del marcaje de Dicer en los distintos compartimentos endometriales
durante ambas fases del ciclo. Cada punto corresponde a la media de la intensidad del
marcaje de Dicer determinada por varios investigadores para una muestra. En total 5
muestras endometriales se analizaron por fase. EG, epitelio glandular; EL, epitelio luminal,

células estromales; E.
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3.1.2 Anadlisis de los niveles de Dicer durante el proceso de

decidualizacion in vitro

También se analizaron los niveles de expresion génica y de proteina en las
hESC control vs hESC decidualizadas in vitro. El proceso de decidualizacion se
indujo utilizando dos métodos diferentes: la induccion hormonal por E,+P, durante 9
dias y el tratamiento con AMPc y MPA durante 5 dias. El fenotipo decidual se
comprobd mediante el analisis morfoldgico y la cuantificacion de los niveles de PRL
secretados, tal y como hemos mostrado anteriormente.

El analisis mediante qRT-PCR nos indica que existe un aumento significativo
en los niveles de expresion de Dicer durante el proceso de decidualizacion in vitro
(figura 42).

Los niveles de proteina de Dicer en las hESC fueron analizados mediante
western-blot. El analisis densitométrico de las bandas nos determina que Dicer
aumenta tras el estimulo decidual con AMPc+MPA pero este aumento no es

significativo cuando las hESC son tratadas con E,+P,4 (Figura 42).
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Figura 42. Andlisis de los niveles de Dicer durante el proceso de decidualizacion
in vitro (A) En el grafico se representan los datos del anélisis mediante qRT-PCR de la
expresion génica de Dicer en las hESC decidualizadas con E+P (9 dias) y AMPc + MPA (5
dias) vs control. Los valores fueron normalizados con los niveles de la GAPDH (B) Imagen de
western blot de Dicer en las hESC control vs decidualizadas. (C) En el gréfico se representa
el analisis densitométrico de Dicer. Los valores se normalizaron con los niveles de B-actina.
Los datos representan la mediatSEM de tres experimentos independientes. La significancia

estadistica queda indicada como * p<0.05.

Los resultados indican que tanto los niveles transcripcionales como proteicos
de Dicer aumentan durante el proceso de decidualizacion in vivo e in vitro, al menos

tras el tratamiento con AMPc y MPA.

3.2. Efecto del silenciamiento de Dicer sobre el proceso de

decidualizacion in vitro

Para determinar la importancia funcional que los miRNAs puedan ejercer
regulando el proceso de la decidualizacion de las hESC, la estrategia seleccionada
fue inhibir la funcién de la proteina Dicer utilizando un ARN de interferencia (ARNi)
especifico que debe provocar su silenciamiento a nivel del ARNm. En el disefio
experimental utilizado, tal y como se muestra en el apartado de material y métodos,
las hESCs se transfectaron con el ARNi de Dicer y a las 24 horas, se indujo el
proceso de decidualizacion in vitro con AMPc y MPA durante las 48 y 72 horas
sucesivas.

Mediante western blot se determind la eficacia del ARNi de Dicer analizando
los niveles proteicos a las 48 y 72 horas sucesivas a la induccion del proceso
decidualizaciéon in vitro (Figura 43). Como control negativo de la transfeccion se

utilizé un ARNiI control que no afecta a la expresién de Dicer
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Los resultados muestran que el silenciamiento de Dicer se mantiene alas 72 y

96 horas después de la transfeccion.

3.2.1. Efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles de marcadores

moleculares caracteristicos del proceso de decidualizacion

Como se ha detallado anteriormente, el proceso de decidualizaciéon esta
caracterizado por una transformacion bioquimica y morfolégica de las células
estromales. Unos de los procesos mas evidentes de la diferenciacion de las ESC es
el aumento en los niveles secretados de PRL, IGFBP-1 y TIMP-3 (Higuchi y cols.,
1995, Salamonsen y cols., 2003). Otra proteina recientemente caracterizada como
marcador del proceso es MPIF-1, cuyos niveles extracelulares aumentan durante el

proceso de decidualizacion in vitro (Garrido-Gomez y cols., 2011).

Para caracterizar la implicaciéon funcional de Dicer durante el proceso de
decidualizacion, analizamos el efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles
proteicos de estos marcadores. Las hESC fueron sometidas a tres condiciones
experimentales diferentes: 1) hESC transfectadas con ARNi control sin decidualizar,
2) hESC transfectadas con ARNi control tratadas con AMPc y MPA y 3) hESC
transfectadas con ARNi de Dicer tratadas con AMPc y MPA. Los medios se

recogieron a las 48 y 72 horas del inicio del estimulo decidual y los niveles de
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IGFBP-1, PRL y MPIF-1 se cuantificaron mediante ELISA y mediante western-blot
los niveles de TIMP-3.

Los resultados obtenidos del analisis mediante ELISA de los diferentes CCMs
muestran como los niveles de PRL, IGFBP-1 y MPIF-1 aumentan significativamente
en las hESC tratadas con AMPc y MPA en comparacién con las hESC sin
decidualizar, ambas transfectadas con el ARNi control (Figura 44).

Por otro lado los niveles de PRL secretados disminuyen significativamente en las
hESC transfectadas con el ARNi de Dicer en comparacién con las hESC
transfectadas con el ARNi control a las 48 horas del inicio del estimulo decidual,
aunque a las 72 horas esta diferencia no es significativa. En cuanto a los niveles de
IGFBP-1 a pesar de que existe una tendencia a que los niveles disminuyan cuando
Dicer esta silenciado, las diferencias no fueron significativas (Figura 44). Al
contrario que IGFBP-1 y PRL los niveles de MPIF-1 aumentan en las hESC
transfectadas con el ARNi Dicer vs hESC transfectadas con el ARNi control

decidualizadas, aunque las diferencias no fueron significativas.
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Figura 44. Analisis de la implicacién de Dicer sobre los marcadores bioquimicos
del proceso de decidualizacion en las hESC. Gréficos donde se representan los niveles de
PRL (A) IGFBP-1 (B) y MPIF-1 (C) secretados por la hESC ARNi control y hESC ARNi
control vs hESC ARNi de Dicer expuestas al estimulo decidual durante 48 y 72 horas. Los
valores fueron normalizados con la concentracion de proteina total Los valores estan
expresados como la mediatSEM de tres experimentos independientes. La significancia

estadistica queda indicada como * p<0.05.
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Los niveles del TIMP-3 secretados por las hESC transfectadas con ARNi de
Dicer vs ARNi control, ambas tratadas con AMPc y MPA fueron analizados
mediante western-blot. El andlisis densitométrico de las bandas determiné que el
silenciamiento de Dicer en las hESC expuestas al estimulo decidual no cambia

significativamente los niveles de TIMP-3 secretados al medio (Figura 45).
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Figura 45. Analisis del papel de Dicer sobre los niveles secretados del TIMP-3.
Western-blot de los niveles secretados de TIMP-3 en las hESC ARNi de Dicer vs ARNi
control tratadas con AMPC y MPA durante 48 horas, la banda de 60kda corresponde a la
tincion de la membrana con ponceau. En el gréfico se representan los datos del analisis
densitométrico de TIMP-3 normalizados con los valores de la tincién de ponceau. Los valores

corresponden a la mediatSEM entre tres muestras independientes.

Una de las principales razones que dificultd llegar a una conclusion clara del
efecto de Dicer sobre los marcadores del proceso de decidualizacién, es la gran
variabilidad en los resultados obtenidos entre las hESC obtenidas de muestras
endometriales humanas. Por ello nos planteamos realizar este mismo experimento
en una linea endometrial estromal, obtenida a partir de fibroblastos de endometrio e
inmortalizada con telomerasa (THESC). El hecho de trabajar con una linea celular
nos eliminard la heterogeneidad existente en las respuestas celulares en las

muestras obtenidas de pacientes.
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Las THESC se transfectaron con el ARNi de Dicer y el ARNi control y 24 horas
después se anadio AMPc y MPA durante 48 horas. Las células fueron analizadas
mediante western-blot para evaluar la eficacia del silenciamiento de Dicer. Los
resultados muestran una ausencia de proteina Dicer en las THESC transfectadas
con el ARNi de Dicer (Figura 46).

THESC

Figura 46. Silenciamiento de Dicer en las

Ng?ﬁ THESC transfectadas con el ARNi de Dicer.

0\\%\&“’0 @\&\ oR (A)Western-blot de Dicer en las THESC tratadas con

Qo(\"‘ 0\031?‘@90“\4\ ARNi control vs ARNiI Dicer a las 72 horas después de
WS DICER la transfeccion.

——l R-ACTIN

El analisis de los niveles de PRL, IGFBP-1 y MPIF-1 fue realizado mediante
ELISA. Al igual que en las hESCs, los niveles de PRL e IGFBP-1 aumentan tras el
estimulo decidual. Sorprendentemente los niveles de MPIF-1 no aumentan en las
THESC decidualizadas (Figura 47). Los valores obtenidos muestran como no
existen diferencias significativas en los niveles de marcadores especificos de

decidualizacion tras el silenciamiento de Dicer.
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Figura 47. Analisis de la implicacion de Dicer sobre los marcadores bioquimicos
del proceso de decidualizacion en las THESC. Grafico donde se representan los valores
de PRL, IGFBP-1, MPIF-1 cuantificados por ELISA y normalizados con la concentracion de
proteina total .Los valores corresponden a la mediatSEM de tres experimentos

independientes.

Analizando el conjunto de datos obtenidos en las hESC y las HESC llegamos a
la conclusion de que el silenciamiento de Dicer durante la induccién del proceso de
decidualizacion de las ESC, no afecta significativamente a la secrecion de
marcadores especificos del proceso decidual tales como IGFBP-1, PRL, MPIF-1 o
TIMP-3.

3.2.2. Efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles de

sefalizadores relevantes del proceso de diferenciacion

El aumento de los niveles intracelulares del AMPc activa diferentes vias de
sefalizacion que actuando en una red coordinada van a llevar a cabo este proceso
de diferenciacion (Gellersen y Brosens 2003). Los mecanismos moleculares
activados por el estimulo decidual requieren la participacion de multitud de factores
de transcripcion, que de forma sinérgica convergen en los promotores génicos de

los genes encargados de la diferenciaciéon decidual. Hemos visto como no existen
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diferencias significativas en la induccién de algunos de estos marcadores como
IGFBP-1, PRL o MPIF-1. Por ello analizar los efectos sobre los niveles de los
factores de transcripcion asi como de moléculas implicadas en las rutas de
senalizacion del proceso de decidualizacién, nos puede aportar mas conocimiento
sobre los mecanismos precisos que estan regulados por Dicer durante el proceso

de decidualizacion.

Para ello analizamos el efecto del silenciamiento de Dicer sobre los niveles de
los factores de transcripcion implicados en la sefializacion decidual tales como
FOXO1, HOXA10, C/EBPR y SP1 o importantes moléculas implicadas en el
proceso como COX2 (Salamonsen y Nie 2002, Scherle y cols., 2000). Con este
propdsito Dicer se silencié en las hESC durante el estimulo decidual in vitro
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. El analisis mediante
western-blot de los extractos proteicos, muestra una disminucion significativa en los
niveles de HOXA10 en las hESC transfectadas con el ARNi de Dicer en
comparaciéon con las hESC ARNi control. Por otro lado no existen diferencias
significativas en los niveles de FOXO1, C/EBPR, SP1 y COX2 en las hESC
transfectadas con ARNi de Dicer vs hESC ARNi control a las 72h del inicio del

estimulo decidual (Figura 48).
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Figura 48. Efecto del silenciamiento de Dicer en las hESC tratadas con AMPc y
MPA sobre los niveles de moléculas implicadas en la transformacion decidual. (A)
Western-blot de Dicer, FOXO1, HOXA10, C/EBPB, SP1 y COX2 en las hESC control vs
hESC ARNi de Dicer tras 72 horas de tratamiento con AMPc+MPA. (B)Se representan los

valores del anélisis densitométrico de las bandas normalizados con [-actina. Los valores
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representan la mediatSEM entre tres muestras independientes. La significancia estadistica

queda indicada como * p<0.05 y ** p<0.01.

3.3. Implicacion de Dicer sobre la morfologia de las hESC

Las hESC, durante la transformacion decidual modifican su morfologia de un
aspecto fibroblastico fusiforme para hacerse gradualmente mas redondeadas
adoptando un aspecto epiteloide. Por lo tanto investigamos si el silenciamiento de
Dicer tiene un efecto sobre el cambio morfolégico de las hESC.

Las hESC fueron sometidas a cuatro condiciones diferentes: hESC
transfectadas con el ARNi control vs hESC transfectadas con el ARNi Dicer y este
mismo disefio anadiendo el estimulo decidual (AMPc y MPA). Pasadas las 72 horas
después de la transfeccién con los ARNi se analiz6 la morfologia mediante
innmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-vimentina, un marcador de las
células endometriales estromales y anti-F-actina que marcara los filamentos de
actina.

Los resultados de la inmunofluorescencia revelan como las hESC
transfectadas con el ARNi de Dicer vs hESC ARNi control, comparten la misma
orientacion longitudinal de los filamentos de F-actina, indicando que Dicer en
ausencia del estimulo decidual no provoca cambios observables en la disposicion
de filamentos de actina. Por otro lado observamos, como las hESC transfectadas
con el ARNi control y decidualizadas in vitro presentan una disposicion mas
aleatoria de los filamentos de F-actina, adquiriendo una morfologia poligonal
caracteristica del fenotipo decidualizado de las hESC (Figura 49). Por ultimo el
silenciamiento de Dicer durante el proceso de decidualizacién induce cambios
morfolégicos, provocando una estructura celular mas redondeada, con una
disposicion periférica de los filamentos de F-actina que no corresponden al fenotipo

caracteristico de las hESC decidualizadas (Figura 49).
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Los resultados indican que los miRNAs, cuya maduracion esta mediada por
Dicer, podrian estar contribuyendo a la transformacion morfolégica durante el

proceso de decidualizacion.

Sin Tratamiento AMPc+MPA

ARNi
Control

ARNi
Dicer

Vimentina F-actina Dapi

Figura 49. Efecto del silenciamiento de Dicer sobre la morfologia de las hESC
tratadas con o sin el estimulo decidual. hESCs transfectadas con el ARNi control vs
hESCs ARNi Dicer (A, B) sin tratamiento decidual. En ambos casos las células presentan un
aspecto fibroblastico con una disposicién longitudinal de los filamentos de F-actina (flecha)
(C) hESCs transfectadas con el ARNi control tratadas con AMPc+MPA durante 72 horas,
presentan la estructura poligonal caracteristica de las células decidualizadas y la distribucion
difusa de los filamentos de actina (flecha). D hESCs ARNI Dicer tratadas con AMPc+MPA, la
morfologia de las células es mas redondeada y presentan una disposicién mas periférica de

los filamentos de actina (flecha) A-D, F-actina (rojo), vimentina (verde) y Dapi (azul).

Todos estos resultados indican que Dicer tiene un papel minoritario sobre la
ruta de sefalizacion implicada en la diferenciacion de la hESC durante el proceso
de decidualizacion in vitro, al menos, a nivel de los marcadores analizados aunque

provoca una alteracion en la transformaciéon morfolégica caracteristica del proceso.

148



VI. DISCUSION






DISCUSION

VI. DISCUSION

El proceso de decidualizacién es crucial para la regulacion del proceso de
invasion embrionaria, el correcto desarrollo de la placenta y el establecimiento del
embarazo. Por lo tanto el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados
en la diferenciacion de las células estromales endometriales (ESC) durante este

proceso es crucial para el entendimiento de la reproduccién humana.

En la actualidad se han descrito detalladamente gran parte de los cambios
moleculares que acontecen en las ESC durante la decidualizacién y que preparan
al endometrio para el proceso de implantacion embrionaria. Por otro lado, también
se ha demostrado el importante papel que los mecanismos epigenéticos ejercen en
la regulaciéon de la expresion génica y por lo tanto su impacto sobre la fisiologia
celular. En cambio todavia existe muy poca informacién acerca del papel que
cumplen los mecanismos epigenéticos en la regulacion de la expresién génica de

las ESC durante la decidualizacion.

Por este motivo, el propdsito del presente trabajo fue determinar el papel de los
mecanismos epigenéticos, en concreto la acetilacion de las histonas y los miRNAs,
durante el proceso de decidualizacion en las células endometriales estromales
humanas (hESC) e identificar posibles dianas moleculares relevantes en la funcion
de las hESC decidualizadas, que se encuentren bajo la regulacién de estos

mecanismos epigenéticos.

Implicacion de la acetilacion de las histonas en las hESC sobre la
regulacion de la remodelacion de la matriz extracelular y la invasién

embrionaria. Su asociacion durante el proceso de decidualizacién in vitro
El proceso de invasion embrionaria ha sido comparado con la invasion tumoral

ya que las células trofoblasticas presentan un potencial de crecimiento invasivo

semejante a un fenotipo maligno. En cambio una de las principales diferencias entre
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ambos procesos es que las células trofoblasticas no se diseminan a otras
localizaciones, sino que el proceso de invasion embrionaria estd controlado
espacio-temporalmente. EI microambiente tumoral al igual que el endometrio
decidualizado se pueden comparar a una respuesta inflamatoria de reparacion
donde tienen lugar procesos de angiogénesis, remodelacion de la matriz
extracelular y movimiento de células tumorales/trofoblasticas. Pero mientras que el
estroma circundante al tumor es permisivo a la metastasis tumoral, el estroma
decidualizado de la interfase materno-embrionaria contribuye de manera activa al
control del proceso invasivo.

En relacion con el potencial papel de la acetilacion de las histonas en las
células estromales endometriales, existe un estudio previo donde se describe un
aumento en los niveles globales de acetilaciéon de las histonas, especialmente en la
fase secretora tardia (Munro y cols., 2010) coincidiendo con el momento en que
tiene lugar el proceso de diferenciacion decidual. En cambio no existe ningun
estudio que identifique las dianas génicas responsables del control del proceso

invasivo reguladas por los mecanismos epigenéticos en las hESC.

Para estudiar el papel de la acetilacion de las histonas en las hESC, la
estrategia seleccionada fue la utilizacion del inhibidor de histonas deacetilasas
(HDACI) TSA. Su eficacia como inductor de la acetilacién de las histonas en las
hESC ya ha sido demostrada en estudios previos (Sakai y cols., 2003). Con el
objetivo de focalizar los efectos del TSA sobre las propiedades fenotipicas de las
hESC responsables del control del proceso de invasién embrionaria evaluamos la
movilidad celular mediante ensayos de migracién y ensayos de invasion.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento de las hESC con TSA
disminuye la movilidad celular de las mismas. También evaluamos el efecto del
TSA sobre las interacciones estroma-embrion mediante ensayos de invasion
embrionaria in vitro. Los resultados obtenidos nos muestran una disminucion en la
capacidad invasiva del embridn sobre las hESC tratadas con TSA sugiriendo que la

capacidad de movimiento de las hESC regula el proceso de invasién embrionaria
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Estos resultados coinciden con trabajos previos realizados en cancer en los
que se demuestra que el movimiento de las células estromales a través de la matriz
extracelular que rodea a los tumores regula el proceso de metastasis (Bhowmick y
cols., 2004, Elzer y cols., 2008) En relacién al proceso de invasion embrionaria
otros estudios han demostrado el impacto de la movilidad de las hESC sobre el
proceso de invasién embrionaria, determinando que una capacidad reducida de
movimiento de las hESC limita dicho proceso (Grewal y cols., 2008, Grewal y cols.,
2010). Por lo que en conclusion se puede determinar que el desplazamiento de las
células estromales endometriales en la zona de implantacion embrionaria es un
factor determinante para el correcto proceso de invasion embrionaria y que este
proceso se puede ver alterado mediante el tratamiento con inhibidores de la

deacetilacion de las histonas, al menos en las hESC.

En cuanto al efecto del TSA sobre la movilidad celular de las hESC, nuestros
resultados coinciden con estudios realizados en cancer donde demuestran que el
tratamiento de las células tumorales con HDACi provoca una disminucion en la
capacidad de migracién e invasion celular. Ademas el estudio molecular del efecto
fenotipico inducido por los HDACI sobre estas células, establece la implicacion de
las histonas deacetilasas (HDAC) sobre la expresion de genes relacionados con la
remodelacion de la matriz extracelular (MEC), principalmente sobre el sistema de
las MMPs (Whetstine y cols., 2005, Liu y cols., 2006).

En el endometrio y concretamente en relacién al papel de las MMPs en la
interfase materno-embrionaria durante el proceso de invasion existe una dramatica
remodelacion de la MEC: el trofoblasto secreta las proteasas MMP-2 y MMP-9
(Cohen y cols., 2006) mientras que las células estromales decidualizadas secretan
los inhibidores tisulares TIMP-1 y TIMP-3 (Irwin y cols., 2001, Lockwood y cols.,
1998)(Dimitriadis y cols., 2005b). El balance entre MMPs y TIMPs es necesario

para la correcta invasién embrionaria.

Por ello evaluamos el efecto que los HDACI ejercen sobre las hESC en la

transcripcion de la maquinaria de remodelacién de la MEC. Nuestros resultados
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demuestran como el tratamiento de las hESC con TSA provoca la inhibicién en la
expresion de proteasas (MMP-2, MMP-9 y uPA) mientras que activa la expresion de
sus inhibidores (TIMP-1 y TIMP-3). Este perfil de expresién coincide con la
disminucién de la movilidad celular y con la reducida invasién embrionaria
observada en las hESC tratadas con TSA.

Puesto que estos componentes del sistema de las MMPs actuan a nivel
extracelular evaluamos el efecto de los medios condicionados derivados de las
hESC tratadas con TSA vs hESC control sobre el potencial de migracion del
trofoblasto. Nuestros resultados determinan como el microambiente extracelular
desarrollado por las hESC tratadas con TSA disminuye la capacidad del potencial
invasivo del trofoblasto, sugiriendo un potencial papel de las HDAC en la regulacion
de los factores paracrinos implicados en las interacciones establecidas en la
interfase materno-embrionaria. Esta disminucion de la capacidad invasiva del
trofoblasto coincide con la disminucion de los niveles proteicos y de la actividad de
MMP-2 y MMP-9 asi como un aumento en los niveles de TIMP-3 presentes el medio

extracelular de las hESC tratadas con TSA.

Como ya hemos descrito en la introduccién la acetilacién de las histonas esta
ligada a una mayor activacion transcripcional. En otros estudios se ha demostrado
como en los efectos transcripcionales de las HDAC sobre la maquinaria del sistema
de las metaloproteasas participa una cascada de sefializacion que incluye
modificaciones en la acetilaciéon de las histonas, pero también reclutamiento de
factores de transcripcion y remodelacion de la cromatina (Clark y cols., 2007).
Nuestros resultados demuestran que el aumento en la activacién transcripcional de
TIMP-1 y TIMP-3 estd ligado a un incremento en la acetilacion de las histonas
cercanas a los promotores génicos de estos genes sugiriendo que podrian ser
potenciales dianas moleculares reguladas por la modificacion post-traduccional de

las histonas en las hESC.

El patrén de expresion génico inducido por el tratamiento con TSA en las

hESCs es muy semejante al descrito durante el proceso de decidualizacion:
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aumento de TIMP-1 y TIMP-3 y disminucién en la expresién de MMP-9 (Ilwahashi y
cols., 1996).

Por ello testamos el patrén de expresion de moduladores de la MEC en las
hESC decidualizadas in vitro. Nuestros resultados muestran una disminucion de la
expresion de MMP-9 y uPA y un aumento en los niveles transcripcionales y
proteicos de TIMP-1 y de TIMP-3 en las hESC decidualizadas. Por otro lado la
ausencia de cambio transcripcional de MMP-2 durante el estimulo decidual
observada en el presente trabajo coincide con estudios previos de analisis de
expresion de las MMPs en el endometrio a lo largo del ciclo menstrual (Osteen y
cols., 2003).

Existe un estudio realizado por Sakai y col que demuestra que el tratamiento
de las hESC con el estimulo hormonal de los estrogenos y la progesterona provoca
un aumento en los niveles histonas acetiladas. Ademas la adiccion del HDACi TSA
provoca un aumento sinérgico en los niveles de marcadores especificos del proceso
de decidualizacién, como PRL e IGFBP-1.

El estudio de Sakai y col esta sugiriendo que el mecanismo de acetilacion de
las histonas participa en el proceso de decidualizaciéon. Por otro lado nuestros
resultados demuestran que durante el estimulo decidual se establece un patrén de
expresion del sistema de la metaloproteasas semejante al inducido por el TSA. Por
ello evaluamos mediante una ChlIP los niveles de las histonas H3 y H4 acetiladas
asociadas a los TIMPs, demostrando como la acetilacion de las histonas a nivel de
los promotores génicos del TIMP-1 y del TIMP-3 aumenta en las células
decidualizadas. Estos datos nos estan indicando que el mecanismo de acetilaciéon
de las histonas podria estar regulando la trascripcién de moduladores de la MEC

durante el proceso de decidualizacion.

También analizamos si existe un posible efecto sinérgico del TSA y el estimulo
decidual sobre los cambios transcripcionales de los moduladores de la MEC. Los
resultados obtenidos nos determinan que el TSA no modifica el perfil
transcriptémico del sistema de las MMPs establecido por el estimulo decidual. Estos

resultados pueden deberse al hecho de que el estimulo decidual podria aumentar la
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acetilacion de las histonas en los promotores génicos de TIMP-1 y TIMP-3 hasta la
saturacion y el tratamiento con TSA no modificaria los efectos transcripcionales
provocados por el AMPc. En cambio todavia queda por esclarecer si ante
respuestas deciduales deficientes los niveles de acetilacion de histonas se ven
alterados. Si este fuera el caso seria interesante evaluar el posible efecto del TSA
como coadyuvante de la respuesta decidual reestableciendo los niveles de
acetilacion de histonas necesarios para el establecimiento del balance de los

moduladores de la MEC y por lo tanto controlando la correcta invasién embrionaria.

Nuestros resultados sugieren la posibilidad de que la decidualizacién in vitro de
las hESC induzca un aumento en la acetilacion de las histonas provocando el
aumento de la expresién de TIMP-1 y TIMP-3 (Figura 50). Por lo tanto los TIMPs
son importantes dianas génicas que se regulan epigenéticamente en las hESC

mediante un mecanismo de acetilacion de las histonas durante la decidualizacion.

Ademas también hemos demostrado como el tratamiento de las hESC con
inhibidores de la deacetilacion de las histonas tipo TSA, modifica el equilibrio del
sistema de las metaloproteasas provocando la reduccion de la movilidad de las
células estromales endometriales y en consecuencia alterando la correcta invasion
embrionaria in vitro. La posible implicacion de la acetilacién de las histonas en la
regulacion de estos mecanismos durante la decidualizacién podria ser responsable

del control de la invasién embrionaria en la decidua materna (Figura 50).
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Figura 50. Modelo propuesto de la implicacion funcional de la acetilacion de las

histonas en la regulacién de la remodelacién MEC y la invasién embrionaria durante el

proceso de decidualizacion. (A) hESC en ausencia del estimulo de decidualizacion. (B)
hESC tratadas con TSA. (C) En las hESC decidualizadas el aumento en los niveles de

acetilacion de las histonas reduce la movilidad celular e induce un aumento en la

transcripcion de los TIMPs regulando el proceso de invasion embrionatria.
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Perfil de miRNAs durante el proceso decidualizacion

El proceso de decidualizacién de las ESC ha sido ampliamente caracterizado a
nivel transcriptomico y protedmico identificando, la participacién de genes
implicados en procesos tales como la diferenciacion celular, la proliferacion celular,
la apoptosis, la remodelacion de la matriz extracelular o la organizacion del
citoesqueleto (Borthwick y cols., 2003, Okada y cols., 2003, Popovici y cols., 2000).
Investigaciones recientes han puesto de manifiesto la implicacion de los miRNAs en
la regulacion de estos procesos (Bushati y Cohen 2007, Williams 2008). En cambio
todavia existe muy poca informacion del papel que cumplen los miRNAs en la
regulacién post-transcripcional del proceso de decidualizacion de las ESC.

En nuestro estudio hemos identificado el perfil de miRNAs especifico de las
células estromales decidualizadas in vitro. Ademas la identificacién de potenciales
dianas y vias asociadas a estos miRNAs vinculadas al proceso de decidualizacion,
permite establecer un posible modelo de regulacién post-transcripcional del

proceso.

Existe un estudio previo realizado por Qian y cols en el cual, utilizando la
tecnologia de los microarrays analizan la expresion de 435 miRNAs en las hESC
decidualizadas in vitro con AMPc y MPA (Qian y cols., 2009). El abordaje
experimental de nuestro estudio propone el analisis de la expresion de 704
miRNAs, 269 mas miRNAs que en el estudio de Qian y cols. Ademas se utilizo el
estimulo hormonal con E, y P, como método de decidualizaciéon que supone un
tratamiento mas fisioldgico que la adicion de AMPc y MPA. El analisis de expresion
identific6 43 miRNAs diferencialmente expresados, y por lo tanto relevantes en el
proceso de decidualizaciéon. Sorprendentemente solo 2 de estos miRNAs (miR-181b
y miR-181d) coincidian con el trabajo de Qian y col. Posibles causas de la
divergencia entre los resultados obtenidos podrian ser el diferente estimulo de
decidualizacion aplicado, la técnica de analisis de expresién utilizada y el numero

de miRNAs analizados.
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El analisis computacional de las potenciales dianas génicas de los miRNAs
diferencialmente expresados durante la decidualizacion in vitro identificd genes
esenciales durante la decidualizacion tales como: CEBPB, SP1, FOXO1, HOXA10,
SP3, TIMP-3, MMP-2 o IL-1. Estos datos nos indican el importante papel de los

miRNAs en la regulacién del proceso de decidualizacion.

Uno de los miRNAs diferencialmente expresados durante el proceso de
decidualizacién es el miR135b. Un trabajo reciente ha demostrado la inhibicién del
factor de transcripcion HOXA10 por el miR135b validandolo como su diana génica
(Petracco y cols., 2011). HOXA10 tiene una funcidén esencial en la fertilidad
femenina, al menos en ratones, cuya ausencia impide el establecimiento del
embarazo (Benson y cols., 1996, Satokata y cols., 1995) y por lo tanto su regulacion
es necesaria para la reproduccion. En humanos se ha demostrado como este factor
de transcripcién se induce ante el estimulo hormonal de E, y P, activando la
transcripcion de genes necesarios para la decidualizaciéon (Taylor y cols., 2004).
También se ha encontrado una expresion aberrante del miR135b en pacientes con
endometriosis, sugiriendo ser responsable de la desregulaciéon de HOXA10 en esta
patologia (Petracco y cols., 2011). Ademas en nuestro estudio hemos encontrado
como la sobreexpresion del miR135b y el silenciamiento de Dicer en las hESC
provocan la disminucion de HOXA10, apoyando la idea de la regulaciéon post-
transcripcional de HOXA10 por los miRNAs y de la importancia del miR135b en la
fisiologia de las ESC.

Otro destacado miRNA que disminuye durante la decidualizacién es el miR96.
Existe un trabajo que demuestra como miR-96 regula negativamente el factor de
transcripcion FOXO1 en las células endometriales tumorales (Myatt y cols., 2010).
Nuestros datos muestran una regulacion de FOXO1 por el miR96 confirmando los
resultados realizados en este estudio previo. FOXO1 se induce durante la
decidualizaciéon donde participa en la regulaciéon de multitud de genes entre ellos, el
marcador IGFBP-1 (Christian y cols., 2002)(Kim y cols., 2005).
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Nuestros resultados demuestran que la alteracién en los niveles del miR96, de
miR135b o de ambos conjuntamente provoca una desregulacion en los niveles de
importantes marcadores del proceso de decidualizacion como es IGFBP-1.

Por lo tanto estos datos nos sugieren que durante la decidualizacion el
estimulo hormonal mediado por las hormonas esteroideas y por el aumento de los
niveles de AMPc induce cambios en la expresion de miRNAs responsables de la
regulacién de importantes genes implicados en la diferenciacion decidual de las
ESC.

También se realizé un analisis de las potenciales rutas reguladas por los

miRNAs implicados en el proceso de decidualizacién in vitro. Entre las principales
vias identificadas encontramos procesos tales como la orientacion axonal, las
uniones adherentes y la regulacién del citoesqueleto de actina. Estas vias estan
relacionadas con la regulacién del citoesqueleto de actina, un proceso ampliamente
caracterizado durante la diferenciacion de las ESC y que incluye a importantes
dianas génicas como Rac1, CDC42, RhoA o ROCK1 (Grewal y cols., 2008, Tsuno y
cols., 2009). Estos genes estan implicados en la transformacion morfologica de las
células estromales decidualizadas y afectan a la movilidad celular por lo que estan
regulando el proceso de invasion embrionaria (lhnatovych ycol., 2009; Grewal y
cols., 2008).
Otras de las vias reguladas por los miRNAs durante la decidualizacion es la
sefializacion mediada por el receptor ErbB (EGFR) y el carcinoma de células
renales. Estas vias estan relacionadas con la diferenciacién celular, la migracion y
la angiogénesis, procesos necesarios durante la decidualizacion de las ESC y
durante el proceso de implantacion embrionaria. Ademas estas vias incluyen
potenciales dianas génicas como VEGFA y TGFR32, importantes moléculas que se
regulan durante la decidualizaciéon y que parecen contribuir a la remodelacion de la
MEC durante la fase secretora y a la formacién de nuevos vasos durante la
placentacion (Popovici y cols., 1999, Lockwood y cols., 2009, Gaide Chevronnay y
cols., 2008).
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En nuestro trabajo se han identificado entre los miRNAs diferencialmente
expresados durante la decidualizacién de las hESC a miembros de tres familias de
miRNAs diferentes, la familia del miR-181, del miR-200 y del miR-183.

Los miembros de una misma familia de miRNAs suelen localizarse en un
mismo loci y suelen compartir la misma secuencia “semilla”. En nuestro estudio
hemos encontrado que los miembros de la misma familia de miRNAs se regulan de
manera similar durante la diferenciacién de las hESC. Estos resultados sugieren
que durante el estimulo hormonal de la decidualizacién los miembros de una misma
familia de miRNAs se regulan de manera coordinada pudiendo actuar
sinérgicamente sobre un mismo mecanismo relevante durante la decidualizacién.

Dentro de la familia del miR-181 las dos vias mas representadas son la
sefalizacion mediada por el TGFR y la sefalizacion mediada por el receptor de
células T. Existen evidencias de que la via de sefalizacion del TGFR contribuye a la
diferenciacion de las células estromales (Stoikos y cols., 2008, Bruner y cols.,
1995). Ademas algunas de las principales dianas de los miRNAs de la familia del
miR-181 incluyen el receptor del TGFR y transductores de la sefial como Smad2 y
la proteina de uniéon a CREB (CREBBP) que estan implicadas en la proliferacion
celular (Chrivia y cols., 1993, Luo y cols., 2003). La via del receptor de células T
estd implicada en la tolerancia inmunoldgica durante el embarazo. En esta via
participan moléculas como CD-4, TNF o IL-10 (Wang y cols., 2010, Piccinni, 2010).
Otra importante molécula diana del miR-181b, que ya ha sido validada, es TIMP-3 y
que como se ha detallado anteriormente tiene una importante funcién durante la

decidualizacion y la invasion embrionaria (Wang.y cols., 2010).

Las vias potencialmente reguladas por la familia del miR-200, incluyen el
carcinoma de células renales y la sefializacion mediada por ErbB. El primer proceso
incluye potenciales dianas génicas como VEGFA que como he detallado
anteriormente estd implicada en la angiogénesis. También incluye genes de
regulacion del citoesqueleto de actina como RAC1. La remodelacion del
citoesqueleto de actina durante el proceso de decidualizacion de las ESC es un

proceso ampliamente detallado y su alteracion impide la correcta diferenciaciéon de
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las ESC (Popovici y cols., 2000, lhnatovych y col., 2009). Ademas RAC1 esta
directamente implicado en la regulaciéon del movimiento de las ESC, necesario para
el correcto proceso de invasion embrionaria (Grewal y cols., 2008).

La via de sefalizacion del ErbB incluye dianas como STATS5b un factor de
transcripcion que se asocia al promotor génico de PRL (Mak y cols., 2002). Ademas
el factor de transcripcion ZEB1, una diana validada de la familia del miR-200
aumenta durante la fase secretora en el estroma y una alteracion en su expresion
se asocia a la transicion epitelio-mesenquimal y a la progresion del cancer
endometrial (Mak y cols., 2002). Su funcion en la decidualizacién todavia no esta

descrita.

La otra familia de miRNAs incluye el miR-96, el miR-182 y el miR-183 cuyas
vias mas representadas incluye la reorganizacién del citoesqueleto de actina con
dianas génicas tales como RAC1 e ITGR1. Ambos genes como acabo de detallar
estan implicados en la decidualizacion de la ESC y en el proceso de implantacion
(Grewal y cols., 2008, Myatt y cols., 2010). ITGR1 o integrina 1 es el receptor de
fibronectina y parece ser que la union de la ITGB1 a los componentes de la MEC de
la decidua podria contribuir a la activacién de sefiales intracelulares que participan
en el proceso de decidualizacion (Ramathal y cols, 2011). Ademas el factor de
transcripcion FOXO1, cuya expresion se induce tras la induccién hormonal de
E,+P, y es necesario para la activacion transcripcional de genes implicados en el
proceso de decidualizacion se regula por el miR-182 y el miR-96 (Kim y cols.,
2005).

Funcion de Dicer durante la decidualizacion

Una aproximaciéon al estudio funcional de los miRNAs es la utilizacion de
modelos mutantes para Dicer, una ribonuceasa necesaria para la biogénesis de los
miRNAs (He y Halnnon, 2004). Existen multiples estudios que demuestran que

Dicer tiene un papel esencial para la fertilidad femenina. Ratones mutantes para
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Dicer presentan defectos en el desarrollo del ovario, los ovocitos y el utero y son
incapaces de establecer un embarazo, indicando que los miRNAs son un
mecanismo de regulacion de la funcién del sistema reproductivo femenino y por lo
tanto de la fertilidad (Gonzalez y Behringer 2009, Hong y cols., 2008, Nagaraja y
cols., 2008). En cambio el papel de Dicer durante el proceso de decidualizacion

humano no habia sido todavia descrito.

Nosotros hemos realizado la primera caracterizacién funcional de Dicer
durante el proceso de decidualizacion in vitro, determinando que el impacto de
Dicer sobre el proceso de decidualizacion es minimo, al menos a nivel de los

marcadores de decidualizacion analizados.

Nuestros resultados demuestran que los niveles de Dicer aumentan durante la
decidualizacion in vivo e in vitro sugiriendo que los miRNAs podrian estar
contribuyendo al proceso de diferenciacion decidual. En cambio, el analisis de
marcadores del proceso determina que el silenciamiento de Dicer durante la
decidualizacién in vitro no provoca cambios significativos en los niveles de PRL,
IGFBP-1, MPIF-1 y TIMP-3.

Tampoco se observaron cambios en los niveles de importantes sefializadores
del proceso de diferenciaciéon, tales como FOXO1, C/EBPR, SP1 o relevantes
moléculas implicadas en la decidualizacion como COX-2, a pesar de que si
observamos una disminucién en los niveles del factor de transcripcion HOXA10 tras
el silenciamiento de Dicer.

Existe un estudio previo que demuestra que ratonas mutantes para HOXA10
son infértiles y muestran una respuesta decidual disminuida, presentando fallos en
la proliferacion de las ESC (Benson y cols., 1996)(Lim y cols., 1999). A pesar de
que nuestros resultados demuestran que los niveles de HOXA10 disminuyen tras el
silenciamiento de Dicer, un estudio reciente ha determinado que la disminucion de
los niveles de Dicer en las células endometriales tumorales no afecta a la
proliferacion celular (Katherine B, 2012). Por lo tanto es posible que el

silenciamiento de Dicer esté alterando posibles mecanismos compensatorios que
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impiden la alteracion de la proliferacion celular, a pesar de la disminucién en los
niveles de HOXA10 en las hESC carentes de Dicer. Para poder afirmar esta
hipotesis seria necesario realizar un estudio mas detallado que analice en
profundidad el efecto de Dicer sobre la proliferacion celular en las hESC y por lo
tanto sobre el proceso de decidualizacién.

Por otro lado en humanos se ha descrito que HOXA10 no se une al promotor
de PRL mientras que aumenta la actividad promotora del IGFBP-1 de manera
cooperativa junto con FOXO1. Ademas mientras que FOXO1 es capaz de elevar
por si solo los niveles de IGFBP-1, el efecto individual de HOXA10 sobre los niveles
de este es minimo (Kim y cols., 2005). Nuestros resultados muestran que el
silenciamiento de Dicer en las hESC disminuye los niveles de HOXA10 pero no
modifica los niveles de FOXO1, por lo que estos datos podrian explicar la ausencia

de cambios en los niveles de estos marcadores en las hESC carentes de Dicer.

Por ultimo el estudio morfologico de las hESC demuestra que el silenciamiento
de Dicer altera la transformacién morfoldégica caracteristica de las células
decidualizadas. Un estudio previo realizado en ratonas mutantes condicionales para
Dicer, muestra como la respuesta decidual no esta afectada a nivel de la
transformacion morfolégica caracteristica de las células decidualizadas (Nagaraja y
cols., 2008). Las vias activadas por las hormonas esteroideas durante el proceso de
decidualizacion presentan ligeras diferencias entre las dos especies y por lo tanto el
efecto del silenciamiento de Dicer sobre este proceso no tiene que ser

necesariamente similar (Ramathal y cols., 2010).

La falta de un claro fenotipo en las hESC carentes de Dicer durante la
decidualizaciéon puede ser debido a varias posibilidades. En primer lugar la larga
vida media de los miRNAs endégenos puede enmascarar la falta de fenotipo en las
hESC tratadas con el ARNi de Dicer ya que estos experimentos se realizaron en
periodos cortos de tiempo de 72 a 96 horas (Kim, 2005).

En segundo lugar, la existencia de vias alternativas de procesamiento de

miRNAs podrian mantener niveles de miRNAs maduros a pesar de la falta de Dicer
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(Yang y Lai 2011). Estudios realizados en modelos mutantes para los distintos
componentes de la maquinaria de biosintesis de los miRNAs, como Dicer, Drosha o
DGRS presentan una disminucién en los niveles globales de miRNAs maduros pero
el efecto sobre el fenotipo celular es diferente (Babiarz y cols., 2011, Suh y cols.,
2010). De hecho estudios realizados en ovocitos muestran cémo mientras que la
falta de Dicer provoca defectos en la meiosis, la falta de DGR8 no provoca cambios
en el fenotipo. Estos datos apoyan la idea de la posible existencia de vias

alternativas de maduracion de miRNAs.

Por dltimo en nuestro estudio, solo el 6.1 % de los 704 miRNAs analizados
muestran una expresion diferencial durante el proceso de decidualizacion. Estos
cambios en la expresion de un pequefio numero de miRNAs durante la
decidualizaciéon podrian estar indicando que los miRNAs cumplen un papel
especifico en la regulacion de los diferentes procesos implicados en la
diferenciacion decidual, en lugar de funciones globales analizadas mediante el

silenciamiento de componentes de la maquinaria de biosintesis.

En conclusién podemos determinar que durante el proceso de decidualizacion las
hESC expresan miRNAs de manera diferencial sugiriendo un importante papel de
estos en el proceso. Importantes mediadores del proceso de decidualizacién como
FOXO1 o HOXA10 dianas génicas de los miRNAs identificados y previamente
validados se encuentran bajo el control de este complejo mecanismo epigenético.
También hemos demostrado como la modificacion en los niveles del miR96 vy el
miR135b altera los niveles del marcador del proceso de decidualizacién IGFBP-1.
Estos datos determinan el potencial papel de los miRNAs en la diferenciacién de las
hESC. En cambio todavia existen multiples preguntas por responder hasta poder
determinar el efecto de los miRNAs en la regulacién del proceso de decidualizacion
de las hESC.
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Perspectivas futuras: Aplicaciones de la epigenética en el endometrio

Aplicaciones de los inhibidores de las histona deacetilasas: HDACi

Puesto que la regulacion de la expresion génica mediada por los mecanismos
epigenéticos es un proceso reversible, se han desarrollado multitud de farmacos
que actuando a través de las HDACs modifiquen el estado transcripcional de las
células. Actualmente los HDACi constituyen una nueva clase de agentes
terapéuticos anti-cancerigenos que actuando a través de mecanismos epigenéticos
y no-epigenéticos provocan una reduccion de la proliferaciéon y la induccion de la

diferenciacion celular y de la apoptosis (Johnstone, 2002, Uchida y cols., 2005).

Los resultados de nuestro estudio demuestran que el tratamiento de las hESC
con el HDACi TSA afecta a la movilidad celular y al proceso de invasion
embrionaria, a través de la alteracion en el balance de los moduladores de la
remodelacion de la MEC. Existen multiples estudios que establecen la implicacion
de los HDACi en Ila regulaciéon del sistema de las metaloproteasas.
Sorprendentemente los efectos del mismo HDACi sobre la expresion de estos
genes pueden ser variables y contradictorios dependiendo del tipo celular que se
esté estudiando (Clark y cols., 2007, Jeon y Lee, 2010). Nosotros evaluamos el
efecto del TSA sobre la regulacion de la maquinaria de remodelacién de la MEC, en
las hESC, las hEECs y en fibroblastos concluyendo que el patréon de transcripcion
establecido por el TSA, anteriormente descrito, es especifico de las células

endometriales.

Los resultados obtenidos no solo mejoran el conocimiento de los mecanismos
epigenéticos que potencialmente regulan el control del proceso de invasion
embrionaria sino que identifican importantes dianas de regulacion de los HDACI,
como son el sistema de las metaloproteasas. El balance entre las MMPs y los
TIMPs es responsable de la regulacién de importantes procesos como la migracién,

la proliferacién, la apoptosis y la remodelacion tisular. Estos procesos estan
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estrechamente implicados en la funcion de las células endometriales durante la
implantacion embrionaria. Ademas se ha encontrado una expresion aberrante de
estas enzimas en situaciones endometriales patoldgicas como en la preeclampsia,
la endometriosis y el cancer (Sillem y cols., 1998, Lockwood y cols., 2008, Di Nezza
y cols., 2002). Por lo tanto el tratamiento de las células endometriales con el HDACI
TSA podria ser un potencial farmaco para la mejora del proceso de implantacion

embrionaria y para el tratamiento de patologias endometriales

Aplicaciones de los miRNAs

Por otro lado los miRNAs son importantes reguladores negativos de la
expresion geénica, contribuyendo al correcto balance de los procesos celulares que
establecen el fenotipo celular. Desde que una expresion alterada de los miRNAs se
ha podido asociar a la aparicién de diversas patologias, el estudio del perfil de

miRNAs ha sido propuesto como una posible fuente de nuevos biomarcadores.

Los miRNAs se expresan de manera especifica dependiendo del tipo celular o
tejido (Luu y cols., 2008) ademas puesto que cada miRNA puede regular la
expresion de multiples transcritos, los miRNAs ofrecen la posibilidad de ser
importantes biomarcadores para aquellas patologias en las que varias vias estan
alteradas.

En la actualidad se han definido perfiles especificos de miRNAs en una gran
variedad de tipos de cancer (Rosenfeld y cols., 2008). También se han encontrado
perfiles especificos de miRNAs asociados a patologias endometriales como la
preeclampsia, la endometriosis o diversos tipos de cancer endometrial (Hever y
cols., 2007, Hull y cols., 2008, Cohn y cols., 2010, Pan y cols., 2007, Ohlsson
Teague y cols., 2009). Sorprendentemente algunos de los miRNAs identificados en
nuestro estudio como potenciales reguladores post-transcripcionales de la
decidualizacion de las hESC se encuentran desregulados en patologias como la

endometriosis (e.j. miR-9, miR-135b y miR-141) (Petracco y cols., 2011, Teague y
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cols., 2010), la preeclampsia (e.j. miR-155, miR-183 y miR-181b miR-182) (Pineles
y cols., 2007)(Zhang y cols., 2010) o el cancer endometrial (e.j. la familia de miR-
200 y miR-96) (Lam y cols., 2012).

Estos miRNAs identificados podrian ser estudiados y caracterizados como
biomarcadores de estas patologias. La utilizacién de precisos biomarcadores
permitiria el diagnostico precoz de estas enfermedades evitando muchos de los
riesgos asociados a estas. Ademas puesto que algunos de los mMiRNAs
identificados en nuestro estudio como posibles reguladores de los procesos
fisiologicos endometriales, en este caso la decidualizacién, tengan una expresion
alterada en estas disfunciones del endometrio nos estd indicando que estos
miRNAs podrian ser responsables del desarrollo de estas patologias. Estos datos
abren nuevas puertas para el estudio de los miRNAs como potenciales dianas
moleculares terapéuticas.

Es necesario desarrollar mas estudios para identificar aquellos miRNAs
relevantes en un determinado tejido y proceso, junto con la caracterizacién de sus
potenciales funciones biolégicas tanto en el estado fisiolégico como en el
patologico. Conocer el papel de los miRNAs nos permite asociarlos al
mantenimiento de la homeostasis celular normal o por contra al desarrollo de
fenotipos patologicos. Este conocimiento es crucial para la utilizacion de estas
moléculas como biomarcadores en diversas patologias.

Actualmente se han desarrollado grandes avances en las tecnologias de
deteccion y cuantificacion de miRNAs, focalizados a los estudios de los perfiles de
expresion de miRNAs. Ademas los miRNAs presentan grandes ventajas, como la
gran estabilidad de sus moléculas y el gran impacto que tienen en la regulacion de
las complejas redes génicas. Por ello la identificacion de potenciales biomarcadores
basados en miRNAs, podria ser actualmente la estrategia mas adecuada para el
diagndéstico clinico. A pesar de los avances realizados en la caracterizacion de los
mMiRNAs como potenciales biomarcadores, para su posible aplicacion en clinica es
necesario desarrollar mas estudios, evaluando grandes cohortes muestrales que

validen el valor clinico de los miRNAs como biomarcadores de estas patologias.
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VIl. CONCLUSIONES

1. El tratamiento de las células endometriales estromales (hESCs) con el
inhibidor de las deacetilasas de histonas TSA (es decir la inducciéon de la
acetilacion) provoca una reduccion de su movilidad celular (40%
aproximadamente), limita el proceso de invasion embrionaria (50%) y altera el

balance de la maquinaria de remodelacion de la matriz extracelular (MEC).

2. La expresion de TIMP-1 y TIMP-3 en las hESC se regula, al menos en
parte, mediante la acetilacion de las histonas y durante el proceso de
decidualizaciéon in vitro los niveles de histonas acetiladas aumentan en los

promotores génicos de estos.

3. Por lo tanto la acetilacién de las histonas es un mecanismo epigenético
implicado durante la decidualizacion de las hESC en la regulacion de la maquinaria

de remodelacion de la MEC necesaria para el proceso de implantacion.

4. Hemos identificado 42 miRNAs diferencialmente expresados durante el
proceso de decidualizacion in vitro que podrian estar implicados en el proceso de

diferenciacion de las hESC.

5. El anadlisis in silico de los miRNAs diferencialmente expresados durante el
proceso de decidualizacion in vitro, ha identificado las potenciales dianas génicas,
implicadas en procesos como la angiogénesis, movilidad celular, regulaciéon del
citoesqueleto de actina o remodelacién de la MEC, procesos con un papel relevante

durante el proceso de diferenciacion de las hESC.

6. El miR96 y el miR135b regulan la expresion de FOXO1 y HOXA10
respectivamente. El aumento en los niveles de estos miRNAs durante el proceso de
decidualizacién in vitro, provoca una disminuciéon en los niveles del marcador
decidual IGFBP-1.
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7. Los niveles de Dicer aumentan durante el proceso de decidualizacion in
vivo e in vitro. Sin embargo, su silenciamiento durante el proceso de decidualizacion
in vitro no modifica los niveles de marcadores deciduales especificos, ni afecta los
niveles de sefializadores relevantes en el proceso de diferenciacion. Aunque Dicer

altera el cambio morfoldgico especifico de las células estromales deciduales.

8. La posible existencia de vias alternativas de biogénesis de miRNAs podria

ser responsable de la falta de un fenotipo claro en las hESC con Dicer silenciado.

9. Los miRNAs podrian actuar de manera especifica en la regulacion del
proceso de decidualizaciéon, en lugar de cumplir funciones globales evaluadas

mediante es silenciamiento de Dicer
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