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1. Resumen

La decidualizacién de las células del estroma endometrial (HESC, por sus siglas en inglés)
es un proceso imprescindible para la implantacion del embriéon en el embarazo. Este proceso
se caracteriza por una serie de cambios drasticos en la funcion celular y en su transcriptoma
en respuesta a esteroides ovaricos: 173-estradiol (E2) y progesterona (P4), y segundos
mensajeros como adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Diferentes grupos de investigacion
han propuesto a alguno de estos compuestos (0 en su combinacién) como principal inductor
de la decidualizacion; no obstante, el mecanismo por el cual cada una de estas moléculas

actlia en dicho proceso no estd completamente dilucidado.

El método mas empleado para abordar el estudio de este proceso es mediante ensayos in
vitro donde se someten cultivos celulares primarios o de lineas celulares, como la T-HESC, a
tratamientos con medroxiprogesterona (una progestina), E2 y 8-bromo adenosin monofosfato
ciclico (8-bromo-AMPCc); posteriormente se evalla la expresion de genes marcadores como
IGFBP1 (gen que codifica para la proteina de unién al factor de crecimiento similar a la
insulina 1) y PRL (gen que codifica para la prolactina) como referencia del efecto de alguno
de estos (u otros) compuestos en la decidualizacion. En el presente estudio se siguid esta
metodologia sumando el analisis de cuatro genes mas relacionados con la decidualizacién:
PR-B, PR-AB (genes que codifican para los receptores de progesterona), FOXO1 y DKK1
(genes expresados a la alta durante el proceso de decidualizacion), esto con el fin de tener
un panorama mas amplio respecto al comportamiento de la regulacion transcripcional durante
la decidualizacion; ademés, se afadié al tratamiento antagonistas a receptores de
progesterona y estrogenos (RU486, MPP, PHTPP y ICI 182,780) y un inhibidor de PKA —
una de las vias de sefializacién del AMPc— (H-89). El objetivo de este estudio fue determinar
el efecto de estos compuestos en la expresion de los genes relacionados con la
decidualizacién y, de esta manera, relacionar el comportamiento de los compuestos
inductores de este proceso fisiologico (E2, P4y AMPCc).

En este trabajo se demostr6 que el tratamiento convencional de induccion de la
decidualizacién in vitro (MPA, E2 y AMPc) aumentaba la expresion de todos los genes
analizados a las 24 h iniciado el tratamiento, después se afiadieron los antagonistas e
inhibidor obteniéndose resultados contrastables con lo reportado en la literatura. Se encontrd
gue el inhibidor H-89 disminuyo6 notoriamente la expresion de todos los genes analizados con

respecto al aumento que ocasionaba el tratamiento convencional de decidualizacién y que,



de los antagonistas a receptores hormonales, el que tuvo un mayor efecto fue RU486, un
antagonista de PR. Con base en estos resultados se puede concluir que la decidualizacion in
vitro es un proceso regulado principalmente por P4 y por la via AMPc/PKA.

2. Introduccién

2.1. Aparato reproductor femenino

El aparato reproductor femenino es un conjunto de 6rganos constituido por genitales internos
y externos. Los internos, situados en la pelvis menor, corresponden a: los ovarios, que
producen ovocitos; las trompas uterinas, encargadas del transporte de gametos; el (tero,
donde se desarrolla el évulo fecundado; y la vagina (Garcia-Porrero, 2020).

Los genitales externos en conjunto constituyen a la vulva que, a su vez, esta conformada por
los labios mayores e inferiores, el monte del pubis, los vestibulos de la vagina, los bulbos del

vestibulo vaginal, las glandulas vulvovaginales y el clitoris (Garcia-Porrero, 2020).

Dentro de los érganos internos se encuentra el Utero, un 6rgano muscular hueco cuya funciéon
es permitir la implantacién y desarrollo del cigoto, asi como la expulsion del feto al término
del embarazo (ya que se considera el elemento motor del parto). Ubicado en el centro de la
cavidad pélvica, presenta una forma semejante a un cono truncado y es de tamafio variable
(Figura 1) (Garcia-Porrero, 2020). Esta constituido por tres capas: 1) el perimetrio, la capa
exterior delgada compuesta de células epiteliales; 2) el miometrio, la capa muscular
compuesta por células musculares lisas y 3) el endometrio, la capa de revestimiento interno

gue se subdivide en una capa funcional y otra basal (Makieva et al., 2018).

Fondo uterino Ovario

Miometrio Endometrio

e Cuello
Perimetrio

Vagina



Figura 1. Aparato reproductor femenino. Esquema representativo de algunos de los
organos del aparato reproductor femenino. Se sefialan las capas que forman al Utero

(Tomada y modificada de Garcia-Porrero, 2020).

El 6vulo fertiizado pasa a través de las trompas uterinas y se implanta en el Gtero,
especificamente en la capa endometrial, ahi recibe nutrientes de los vasos sanguineos
previamente desarrollados para este proposito. Conforme el embrion crece y madura, el Utero
se expande para acomodar al ahora feto hasta el trabajo de parto, es en ese momento cuando
el utero se contrae a medida que se dilata el cuello uterino dando como resultado el

nacimiento del feto (Makieva et al., 2018).

2.2. Endometrio

Como ya se menciond, el endometrio forma parte del Gtero y es considerado como una capa
mucosa cuyos componentes celulares experimentan un ciclo de proliferacion, diferenciacion,
eliminacion y regeneracion hasta 400 veces en la vida de una mujer sana (Makieva et al.,

2018). El endometrio esta estratificado en dos capas:

- Capa funcional: esta capa se encuentra adyacente a la cavidad uterina, se considera
transitoria debido a que se desprende y se regenera a lo largo del ciclo menstrual
(Figura 2); consta de un epitelio luminal, estroma y glandulas superficiales. Esta capa
determina el grosor del endometrio ya que cambia su morfologia bajo los efectos de
las hormonas sexuales (Makieva et al., 2018).

- Capa basal: esta capa se encuentra adyacente al miometrio y permanece presente a
lo largo del ciclo menstrual, ya que no se desprende ni se regenera como sucede con
la capa funcional (Evans et al., 2016).

ESC
dESC
EEC

Menstrual Proliferative Secrelory Premenstrual
phase phase phase phase



Figura 2. Representacion del endometrio a lo largo del ciclo menstrual. Esquema
representativo de los cambios morfolégicos que presenta el endometrio a lo largo del ciclo
menstrual. ESC: células estromales endometriales, dESC: células estromales endometriales
decidualizadas, EEC: células epiteliales endometriales. (Tomada y modificada de Retis-
Resendiz et al., 2021).

El endometrio es un tejido muy dindmico compuesto principalmente por células epiteliales,
estromales, endoteliales y del sistema inmune. Sus componentes celulares experimentan una
proliferacion y diferenciacion ciclica regulada por hormonas esteroides ovaricas conocidas
como estradiol (E2) y progesterona de origen ovarico (P4); particularmente, las células que
constituyen al estroma, es decir, las células del estroma endometrial (ESC) experimentan un
proceso ciclico denominado decidualizacion, el cual esté intimamente relacionado con estos

estimulos hormonales (Suthaporn et al., 2021).

El E2 y la P4 se unen a sus receptores (ER y PR, respectivamente) cuya actividad esta
altamente regulada por modificaciones postraduccionales e interacciones con correguladores
de células y tejidos. Especificamente, la union de ER y PR con su respectiva hormona
conduce a su translocaciéon nuclear, formando a su vez complejos con elementos de
respuesta nuclear, ocasionando la remodelacion de la cromatina mediante el reclutamiento
de co-reguladores y la alteracién de la maquinaria transcripcional (Houshdaran et al., 2020).
En el endometrio, los niveles de E2 y P4, al igual que otras moléculas, impulsan la
funcionalidad fisiol6gicamente tipica del tejido y pueden regular la transcripcion y la funcion
celular. Alteraciones en dichas hormonas y/o sus receptores da como resultado una alteracién
tisular (Kim et al., 2017), que puede llevar a hiperplasia, cancer endometrial, infertilidad
basada en el endometrio, endometriosis y complicaciones en el embarazo (Houshdaran et
al., 2020).

2.3. Ciclo menstrual

El término menstruacion es utilizado para indicar el desprendimiento periédico del estrato
funcional del endometrio; debido a que, en los humanos, los simios y en primates no humanos
se repite este proceso en intervalos de tiempo de aproximadamente un mes, se le denomina
ciclo menstrual (menstru, mensual) (Fox, 2011). Este ciclo se encuentra regulado por el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (HPO) y por las hormonas esteroideas de origen ovarico: E2 y P4
(Fox, 2011).



Las fases del ciclo menstrual se establecen con base en fendbmenos que ocurren durante el
ciclo ovérico, como la fase folicular (dia 0 al dia 13), la ovulacién (dia 14) y la fase Iutea (dia
15 al dia 28). Considerando los sucesos ocurridos en el ciclo endometrial, estas fases se
denominan: menstruacién (dia 0 al dia 5), fase proliferativa (dia 6 al dia 13) y fase secretora
(dia 15 al dia 28) (Makieva et al., 2018).

Al final de la menstruacion y hasta el final de la fase folicular (dia 6 al dia 13 del ciclo), la
rapida construccion de la capa funcional del endometrio se rige por la proliferacion de células
endometriales que crecen bajo la influencia estrogénica (Zhu et al., 2014) . Durante esta fase
de altos niveles de E2, el tejido repara el dafio ocasionado por la menstruacion, se presenta
la supresién de la inmunidad innata y la proliferacion celular consecuencia de estimulos por
parte de factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento transformante a (TGF-a), el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)y
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Makieva et al., 2018; Zhu et al., 2014).

Después de la ovulacién y durante la fase secretora (del dia 14 al dia 28), las hormonas
hipofisarias, el E2 y la P4 ovérica conducen a una diferenciacion del endometrio: se engrosa,
se vasculariza y adquiere un aspecto esponjoso (Figura 2) (Bhurke et al., 2016; Fox 2011).
En este punto, el endometrio decidualizado se encuentra listo para proporcionar el ambiente
Optimo para la implantacién del blastocisto (dia 20 al dia 25) y el crecimiento temprano del
embridn (Ashary et al., 2018). Durante este periodo, una serie de cascadas de sefializacion
provenientes tanto del blastocisto (en caso de haber fecundacion) como del endometrio

cooperan para facilitar la aposicién, union e invasion del blastocisto (Kim et al., 2017).

Cuando no ocurre la implantacion, el cuerpo liteo se degenera, es decir, experimenta una
regresion consecuencia de la accidon de luteolisinas secretadas por el utero (como la
prostaglandina F2a en un proceso denominado “lutedlisis” o regresién Iutea); al degradarse
el cuerpo liteo se detiene la liberacion de P4 (Figura 3) (Fox, 2011). En respuesta al
decaimiento de P4, las arterias que suministraban sangre a la capa funcional del endometrio
se contraen produciendo isquemia y muerte en las células que conforman esa capa. Esto
conduce a un rompimiento de la capa funcional y posterior desprendimiento que inicia la fase
de menstruacion (dia 28 al dia 5), la cual se caracteriza por la activacion de vias de
destruccién y dafio tisular, vasoconstriccion, isquemia y gran abundancia de radicales libres

y células inmunitarias (Maybin et al., 2015; Berbic et al., 2013).
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Figura 3. Efecto de los cambios hormonales durante el ciclo menstrual y ovérico en el

endometrio. Efecto de las hormonas hipofisarias (FSH, LH) y esteroideas ovaricas (E2 y P4)

en el endometrio durante el ciclo ovarico y menstrual en funcion del tiempo (dias); en la parte

superior se ilustra al ciclo ovéarico y en la inferior al ciclo menstrual, las flechas hacia abajo

indican el efecto de las hormonas: azul, FSH (hormona estimuladora de foliculo); morado, LH

(hormona luteinizante); amarillo, estrégeno y verde, progesterona. (Tomada de Fox, 2011).

En los ultimos dias de la menstruacién, se da una cooperacion entre la descomposicion y

reparacion simultaneas para lograr que el endometrio regenere una nueva capa funcional.

Este proceso implica una serie de mecanismos de reparacion, incluida la transformacion

celular y la migracion para repoblar al epitelio endometrial (Gargett et al., 2012; Greenhill,

2018).



2.3.1. Papel de las hormonas esteroideas en el Utero

Como ya se menciond, las hormonas esteroideas de origen ovarico P4 y E2 interactian de
manera estrecha con el eje HPO para regular el ciclo menstrual y endometrial en el utero;
estas hormonas actlan a través de sus receptores intracelulares (PR y ER, respectivamente):
al ser de naturaleza esteroidea, estas hormonas pueden difundir a través de la membrana
lipofilica, una vez que entran en la célula, las hormonas se unen a su respectivo receptor en
el citoplasma, estos se translocan al nucleo para unirse a elementos de respuesta en el
genoma, lo que conduce a una remodelacion de la cromatina mediante el reclutamiento de
co-reguladores (Vicent et al., 2011), y por lo tanto, una alteraciébn de la maquinaria
transcripcional en el endometrio (Houshdaran et al., 2020) que se traduce en la alteracién de
la expresion de diversos genes.

2.4. Decidualizacién

El término decidua proviene del latin “decidirre”, qué significa morir, caerse o desprenderse
(Gellersen y Brosens, 2014). La decidualizacién es el proceso mediante el cual la P4 induce
la diferenciacién de las células del estroma endometrial (HESC) en células deciduales
(HDESC) para formar un nuevo tejido denominado decidua. La decidua proporciona una
fuente de factores de crecimiento y citocinas que regulan la invasion y desarrollo embrionario,

modulan las respuestas inmunitarias y apoyan la angiogénesis (Makieva et al., 2018).

Este proceso se lleva a cabo principalmente en respuesta a hormonas pituitarias (FSH, LH) y
a esteroides ovéricos, particularmente, el estradiol-178 (E2) y la progesterona que
desencadenan vias de sefializacion de segundos mensajeros como el AMPc (Kakita-
Kobayashi et al., 2020). La decidualizacion se caracteriza por una serie de cambios
transcripcionales, metabdlicos, morfologicos, bioguimicos, vasculares e inmunoldgicos
ocurridos en el estroma endometrial (Ticconi et al., 2021). Las HESC se diferencian de células
mesenquimales alargadas similares a fibroblastos en células redondas con morfologia
epitelial durante este proceso que, al ser dependiente de progesterona, se puede inducir
artificialmente mediante un suplemento de esta. Anormalidades durante la decidualizacion
son asociadas con infertilidad, abortos espontaneos y desérdenes uteroplacentarios como la

preeclampsia (Suthaporn et al., 2021; Okada et al., 2018).



Es durante la fase secretora que ocurre este proceso y, el endometrio decidualizado,
determina el comienzo de la “ventana de implantacién”, el unico periodo en el que puede

ocurrir el anclaje del blastocisto (Cuadrado-Torroglosa et al., 2023).

Adentrandose detalladamente en los cambios que sufren las HESC durante el proceso de
decidualizacion, en primer lugar tenemos el notable cambio morfoldégico que presentan
(Figura 4): durante la fase proliferativa, las HESC tienen una apariencia similar a la de un
fibroblasto con un reticulo endoplasmatico rugoso y un aparato de Golgi bien desarrollados,
poco citoplasma y nucleos alargados y dentados; la transformacién decidual se caracteriza
por un redondeo del nucleo, un mayor numero de nucléolos, dilatacion del reticulo
endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi, y acumulacién de glucoégeno y lipidos en el

citoplasma en expansion (Gellersen y Brosens, 2014).

A

HESC y HDESC tefiidas con hematoxilina y eosina en un corte histolégico de una mujer sana
en el dia 24 del ciclo menstrual, donde se puede observar la forma redondeada y de mayor
citoplasma de las células deciduales (indicadas con asteriscos amarillos y flechas blancas)
en comparacion con las que poseen una morfologia mesenquimal (HESC). HESC: células del
estroma endometrial humano, HDESC: células del estroma endometrial humano



decidualizadas, LE: epitelio luminal, GE: epitelio glandular (Tomada de Gellersen y Brosens,
2014).

Ademds, debe existir una comunicacién intracelular estrecha entre las HDESC para el
establecimiento de una interfaz fetomaterna funcional; por lo que las HDESC cuentan con
altos niveles de proteinas de adhesion como la cadherina-11, un miembro mesenquimatoso
de la familia de proteinas del complejo de adhesién de cadherinas (Chen et al., 1999). Otra
proteina relevante en la comunicacion celular durante la decidualizacién es la proteina de
unién gap conexina 43 (CX43), cuya inhibicibn o eliminacibn se asocia con una
decidualizacion defectuosa y pacientes con pérdidas tempranas recurrentes del embarazo
(Yu et al., 2011; Nair et al., 2011).

La decidualizacion se caracteriza ademas por grandes cambios en la composicién de la matriz
extracelular (MEC); por ejemplo: el aumento en el colageno pericelular IV y la laminina. Las
HDESC también son positivas para vimentina y desmina, pero negativas para citoqueratina
y, por lo tanto, se pueden distinguir facilmente de las células epiteliales y trofoblasticas, que

exhiben un fenotipo inverso (Gellersen y Brosens, 2014).

Hablando del ambiente inmunolégico, se produce una amplia interacciéon entre las células del
estroma uterino y las inmunitarias. Las HDESC recién diferenciadas comienzan a secretar
citocinas que, entre otras funciones, activan el reclutamiento y la proliferacién de leucocitos.
De este modo, el entorno inmunolégico uterino se compone principalmente de células
asesinas naturales uterinas (UNK), macréfagos y células T (Cuadrado-Torroglosa et al.,
2023).

2.4.1. Modelos de decidualizacién in vitro

Cultivos primarios de HESC provenientes de biopsias de tejido, al igual que lineas celulares
de endometrio inmortalizadas son utilizadas cominmente para investigar los mecanismos del
proceso de decidualizacion. Durante la decidualizacion, se induce o inhibe la expresion de
varios genes; entre ellos, se observa la induccion de la expresion de los genes que codifican
para la prolactina (PRL) y la proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina 1
(IGFBP-1), convirtiéndolos en excelentes candidatos para evaluar dicho proceso en estudios

basados en cultivos celulares (Figura 5) (Kakita-Kobayashi et al., 2020).
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Figura 5. Representacion de la decidualizacién de HESC in vitro. Esquematizacién de los
cambios morfolégicos de las HESC durante la decidualizacion in vitro. HESC: células del
estroma endometrial humano, HDESC: células del estroma endometrial humano
decidualizadas, MPA: medroxiprogesterona, E2: estradiol, 8-Br-AMPc (8-bromo adenosin
monofosfato ciclico) (Tomada y modificada de Kathun et al., 2021).

La PRL estimula el crecimiento y la invasion del trofoblasto, promueve la angiogénesis, regula
la supervivencia de las células NK, previene el rechazo inmunitario y modula el transporte de
agua hacia el compartimiento materno (Stefanoska et al., 2013), por lo que es de vital
importancia durante el embarazo. La prolactina alcanza su punto maximo entre la semana 18
y 26 del embarazo (Ben-Jonathan et al., 1996). En 1978 se descubrié que la fuente de esta
molécula era la decidua, comenzando su produccion alrededor del dia 22 del ciclo menstrual.
En el endometrio de mujeres no embarazadas el receptor de PRL (PRL-R) se expresa
mayoritariamente en las células epiteliales de este tejido alcanzando su punto maximo de

expresion durante la fase secretora media-tardia (Gellersen y Brosens, 2014).

Otro producto importante de la decidua es la proteina de union al factor de crecimiento similar
a lainsulina 1 (IGFBP-1), anteriormente conocida como proteina placentaria 12 (Rutanen et
al., 1985). Los niveles de IGFBP-1 alcanzan su punto maximo alrededor de las 16 semanas
de gestacion, antes que los niveles de PRL y es producida por las HDESC durante la fase
secretora (Gellersen y Brosens, 2014). Esta proteina modula la biodisponibilidad de IGF-1
(factor de crecimiento similar a la insulina 1), cuya funcién se ve modificada por su estado de
fosforilacion: el IGF-1 ejerce acciones anabdlicas agudas sobre el metabolismo de las
proteinas y los carbohidratos, también tiene un impacto a largo plazo sobre la proliferacion,
diferenciacién y apoptosis celular; ademas, es un potente mitdgeno para una amplia variedad
de células y ejerce su accion mitogénica aumentando la sintesis de ADN (Druckmann y
Rohrb, 2002).
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Se ha descrito que IGFBP-1 estimula la invasién del trofoblasto (al igual que PRL), ademas
de que alteraciones en el sistema IGF/IGFBP-1 se han asociado con complicaciones en el
embarazo como la preeclampsia y la restriccion del crecimiento intrauterino (Gellersen y
Brosens, 2014).

El modelo in vitro ofrece un entorno controlado que permite analizar diversos procesos
biologicos de las células sin necesidad de recurrir a modelos animales, como la proliferacion,
migracion, procesos bioquimicos, inmunoldgicos, la expresion diferencial de genes, entre
muchos otros; ademas, ofrece una consistencia y reproducibilidad en los resultados
(Suthaporn et al., 2021). No obstante, no se puede dejar de lado que posee desventajas como
el aislamiento de las células de sus demas interacciones, lo que en muchas ocasiones
disminuye la extrapolacion de los resultados a lo que ocurre en un organismo vivo completo.
A pesar de que existen diversos estudios basados en modelos in vitro sobre la decidualizacion
y que se conoce el mecanismo de accion de los inductores (MPA, E2 y AMPCc), la manera en
gue cada uno de estos actlla en este proceso sigue sin ser completamente clara, por lo que
diferentes grupos de investigacion han propuesto a alguno de estos inductores como el
principal modulador de la decidualizacion (Gellerersen y Brosens, 2014; Kusama et al., 2014,
Liang et al., 2016; Wang et al., 2020; Tang et al., 2021; Suthaporn et al., 2021; Xu et al., 2021;
Houshdaran et al., 2020).

2.4.2. Regulacion transcripcional durante la decidualizacion

Asi como los grupos de investigacion centrados en estudiar a la decidualizacién difieren sobre
el principal inductor de esta, también se han reportado diferentes genes (ademas de los genes
marcadores) cuya expresion se altera durante el proceso. Entre esta lista de genes, destacan
los que su expresion se ve notablemente inducida como los genes que codifican para la
proteina forkhead O1 (FOXOL1) y la proteina 1 relacionada con Dickkopf (DKK1) (Wang et al.,
2020). Estas proteinas son secretadas por las DECS durante la fase secretora tardia, pero
también se expresan en células epiteliales endometriales, mayoritariamente durante la fase

proliferativa (Gellersen y Brosens, 2014).

La proteina O1 de caja forkhead (FOXO1) es un factor de transcripcién importante que
promueve la expresion de marcadores de decidualizacion en las ESC (Takano et al., 2007).
Se ha reportado que su expresion es inducida a través de la via AMPc/PKA y que puede
interaccionar con el PR para una posible sensibilizaciéon del receptor en el endometrio

(Kajihara et al., 2013), por lo que es ldgico que el gen que codifica para la proteina (FOX01)
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se encuentre sobre-expresado durante el proceso de decidualizacién, como se observa en el
estudio de Wang et al., 2020. Ademas, también se ha reportado que la eliminacion de
PGRMC1 (componente 1 del receptor membranal de progesterona) induce la expresion de
FOXO1 en cultivos de ESC y promueve la expresion de marcadores de la decidualizacion
(Tsuru et al., 2023), por lo que se podria intuir que la expresion de este gen esta regulada

tanto por AMPc como por P4.

La proteina 1 relacionada con Dickkopf (DKK1) es considerada un inhibidor de la via de
sefalizacibn WNT, la cual es una familia de moléculas que desempefian funciones
fundamentales en la proliferacion, diferenciacion y polaridad celular, la comunicacion epitelial-
mesenquimatosa y la embriogénesis (Tulac et al., 2006). Entre los estudios que mencionan a
estos genes como posibles indicadores de la decidualizacion destaca el de Tulac y
colaboradores, el cual no solo propone a DKK1 como un marcador de la decidualizacién, sino
gue también reporta que la expresion de este gen esta principalmente influenciada por P4,
algo novedoso ya que en otros estudios se indica que DKK1 esta regulado a la baja por la
sefializacion del ER en el endometrio (Makieva et al., 2018).

2.5. Estrégenos

Aligual que la P4, los estrégenos son hormonas de tipo esteroideo de 18 carbonos secretados
principalmente por las células granulosas de los foliculos ovéricos, el cuerpo liteo y la
placenta (Barrett et al., 2020). Los estrégenos mas importantes de sintesis enddgena son: la
estrona, el estriol y el 17B-estradiol (E2) (Barrett et al., 2020; Vrtacnik et al., 2014).

A lo largo del ciclo menstrual, la concentracion de E2 en plasma oscila de manera significativa,
teniendo una cantidad de 40 pg/mL al final del ciclo y 250 pg/mL antes de la ovulacién (Young
y Jaffe, 1976). Los estrogenos pueden ejercen su efecto modificando la expresion génica a
través de dos formas: activando a sus receptores intracelulares o contribuyendo a las
cascadas de sefializacion a través de vias no gendémicas, —que pueden ser dependientes 0

independientes del receptor—, (Makieva et al., 2018).

Los estrogenos también actian mediante su receptor intracelular especifico: el receptor de
estrogenos (ER), el cual se presenta en dos subtipos principales codificados por diferentes
genes: ERa y ERB (Garran et al.,, 2005). El subtipo predominante involucrado en la
transduccién de sefiales proliferativas en el endometrio es el receptor de estrégenos alfa

(ERa) (Hewitt et al., 2003), el cual se expresa en todos los tipos de células endometriales
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durante la fase proliferativa y en una cantidad mucho mayor que el receptor de estrégenos
beta (ERB) (Mylonas et al., 2004). Durante la fase secretora, la expresion de ERB es mayor
debido a que P4 inhibe la expresion de ERa con el fin de lograr la implantacién del blastocisto: se
ha sugerido que la disminucién en la expresion de ERa puede alterar la expresion de genes que
codifican para proteinas que regulan la receptividad endometrial, como la integrina beta 3
(Mylonas et al., 2004; Dorostghoal et al., 2018).

Mientras que ERa es conocido por su papel en la proliferacion y diferenciacion de las HESC,
ERPB también posee grandes funciones: puede reemplazar parcialmente a ERa cuando este
estd ausente (Zhu et al., 2014); se ha demostrado en modelos murinos que la ausencia de
ERa permite que se lleve a cabo la decidualizacion de manera adecuada, mientras que la

ausencia de ERp ocasiona una decidualizacion anormal (Vallejo et al., 2005).

Como se mencion6 anteriormente, E2 puede pasar a través de la membrana citoplasmatica
de las HESC debido a su naturaleza liposoluble, una vez en el citoplasma, se une a su
receptor intracelular formando el complejo E2-iER y se dimeriza, 10 que permite su
translocacion al nucleo. En forma de dimero actia como un factor de transcripcion al unirse
directamente a elementos de respuesta a estrogenos (ERE) ubicados en (o cerca) de los
promotores de los genes regulados por estas hormonas (Vrtachik et al., 2014). Este
mecanismo se considera una via de sefializacién genémica directa; no obstante, existen otras

dos vias por las cuales los estrégenos pueden actuar:

La via gendmica no directa, presente en genes que no contienen ERE en sus regiones
promotoras, —los cuales representan un tercio de los genes regulados por estrégenos—, en
este caso el complejo E2-iIER no se une directamente al DNA, sino que lo hace a través de
interacciones proteina-proteina con otros factores de transcripcion en sus respectivos
elementos de respuesta, reprimiendo o induciendo la expresién de los genes diana. Algunos
ejemplos de factores de transcripcion que facilitan este mecanismo son: Spl, el factor nuclear
kB (NFkB), la proteina de union al enhancer CCAATB (C/EBPB), la proteina de union GATA1
(GATAL) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion 5 (STAT5) (Bjornstréom y
Sjoberg, 2005).

La via no gendmica, —cuya sefializacion es mas rapida que las otras debido a que no
involucra la transcripcién del gen diana y su consecuente traduccion a proteina—, en este
caso el E2 se une a un tipo diferente de ER, este tipo de receptor se encuentra anclado a la
membrana y al momento de interaccionar con E2 activan una serie de cascadas de
sefializacion que involucran a proteinas cinasas y desencadenan respuestas como la

fosforilacion de factores de transcripcion, la movilizacién del calcio intracelular, la estimulacion
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de la actividad de la enzima adenilato ciclasa para la produccion de AMPc, la activacion de la
via de sefializacién de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), entre otros
(Bjornstrom y Sjoberg, 2005). Ejemplos de estos receptores son el receptor de estrégenos
acoplado a proteinas G (GPER) y ciertas variantes de ERa y ERP (Vrtacnik et al., 2014).

Ademas, los ER también pueden activarse en ausencia de E2 o cualquiera de sus ligandos
mediante la fosforilacibn en sus residuos de serina y tirosina (Figura 6), las proteinas
responsables de esta fosforilacién son la proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa C (PKC),
activadas por sefiales extracelulares como factores de crecimiento (factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) y factor de crecimiento
transformante B (TGFpB), citocinas (interleucina 2), neurotransmisores (dopamina) Yy
reguladores del ciclo celular (ciclinas Ay D1) (Nilsson et al., 2001).
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Figura 6. Vias de sefializacion de los estrégenos a través de sus receptores.

Representacion de las diferentes vias por las que los estrégenos pueden inducir sus efectos
fisiolégicos a través de sus receptores: |) Via gendmica directa, al interactuar con sus EREsS;
II) Via genémica no directa, interaccionando con otros factores de transcripcion y sus
respectivos REs; Ill) Via no gendémica, en la cual participan receptores anclados a membrana
y no involucra la transcripcion del gen diana y; IV) En ausencia de ligando (E2) en respuesta

a fosforilaciones por parte de otras proteinas (Tomada y modificada de Vrtacnik et al., 2014).
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2.6. Progesterona

La progesterona (P4), al igual que el E2, es una hormona de tipo esteroideo de 21 carbonos,
la cual es secretada por el cuerpo Ilteo, la placenta y, en pequefias cantidades, por el foliculo
ovarico. De manera fisiolégica alrededor del 2% de la hormona circulante se encuentra libre,
el 80% se encuentra unida a albumina y el otro 18% est4 unida a la globulina de unién a
esteroides corticoides (Barret et al., 2020).

Actla de manera similar al E2 ya que puede ejercer efectos dependientes e independientes
de la transcripcion en el endometrio. Su receptor intracelular posee dos isoformas: PR-A 'y
PR-B, codificadas en el mismo gen producto de promotores alternativos y, al igual que ER,
se dimeriza y puede actuar como factor transcripcional para sus genes diana (Makieva et al.,
2018).

Ambas isoformas de PR poseen dominios estructurales que permiten su accion como factores
de transcripcion: un dominio C-terminal de union a ligando (LBD), un dominio de union al DNA
(DBD) y un dominio amino-terminal (NTD); una de las grandes diferencias entre una isoforma
y otra es que en una de ellas el NTD se encuentra trunco (PR-A), por lo que es de longitud
mas corta: PR-B posee una longitud de 933 aminoacidos mientras que PR-A de 768
aminoacidos (Grimm et al., 2016). Contienen dominios de activacion transcripcional (AF), los

cuales propician la interaccion con proteinas correguladoras (Hill et al., 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Dominios estructurales y modificaciones postraduccionales de los receptores
de progesterona: PR-A y PR-B. Esquematizacion de los principales dominios estructurales
de los receptores de P4: NTD (amino-terminal), DBD (dominio de union a DNA), LBD (c-
terminal) y las modificaciones postraduccionales que presentan: en amarillo fosforilacion en
residuos de serina; rojo, acetilacion: azul, sumoilacion: naranja, metilacion (Tomada y
modificada de Grimm et al., 2016).
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El PR sufre modificaciones postraduccionales que incluyen: fosforilacion, acetilacion,
ubiquitinacién, SUMOilacion y metilacion. En el caso de la fosforilacion se ha descrito que PR
se fosforila en ausencia de ligando; no obstante, contiene algunas fosforilaciones
constitutivas. Se han reportado cinasas especificas que fosforilan a PR, entre las cuales
destacan: las cinasas dependientes de ciclina 1/2 (CDK1/2), MAPK, PKA, entre otras (Grimm
et al., 2016).

A pesar de poseer los mismos DBD y los mismos dominios de unién a ligando, PR-A 'y PR-B
generalmente muestran actividades transcripcionales muy diferentes en un mismo tipo
celular, estas diferencias son producto de las diferencias en sus NTD, ya que PR-B contiene
un dominio de transactivacion adicional que puede interaccionar con dimeros de PR-B
adyacentes, diferentes factores de transcripcion y coactivadores (Conneely et al., 2003).
Ambas isoformas se expresan en las HESC y sus niveles cambian a lo largo del ciclo
menstrual: en la etapa proliferativa temprana los niveles de PR-A son relativamente mas altos
gue los de PR-B; durante el periodo periovulatorio existe un aumento en la expresion de PR-
B logrando que llegue a niveles comparables con PR-Ay en la fase secretora tardia los niveles
de ambas isoformas disminuyen y vuelven a aumentar durante la fase proliferativa temprana
(Kaya et al., 2015).

Como se describi6é anteriormente, su mecanismo de accion es semejante al del E2: una vez
unida a su receptor se transloca al nicleo y se asocia con los elementos de respuesta a la
progesterona (PRE) en la regién promotora de los genes diana o con otros factores de

transcripciéon y coactivadores (Makieva et al., 2018).

En el endometrio y otros tejidos dependientes de hormonas, la P4 también puede unirse y
activar receptores no clasicos transmembranales (mPR) que median una accién rapida
(Figura 8). La mayoria de los estudios sobre estos receptores en el endometrio se centran en
PGRMC1, una proteina transmembranal pequefia a la cual se le han atribuido diversas
funciones como: la regulacion del citocromo P450, la sefalizacion de P4, el trafico de
vesiculas, la esteroidogénesis, la regulacion del ciclo celular, la activacion de la sefalizacion
del EGFR, el crecimiento invasivo, la angiogénesis, etc. (Salsano et al., 2021). En el contexto
endometrial, su sobreexpresion se ha asociado con una inhibicion en el proceso de
decidualizacién; ademas, se observa un cambio en su localizacién celular cuando las ESC
estan decidualizadas, localizdndose preferentemente en el nlcleo o regiones perinucleares,

sugiriendo una posible funcibn de PGRMCL1 en la regulacion de la expresion de un conjunto
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especifico de genes distintos de los genes diana del PR clasico (intracelular) durante la

decidualizacion (Salsano et al., 2017).
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Figura 8. Mecanismo de accion de P4 a través de sus receptores. A) Mecanismo de
accion de la progesterona a través de sus receptores intracelulares (PR) y B) a través de sus
receptores membranales (Tomada de Bottino y Lanari, 2010).

El E2 a través de su receptor ERa modula la expresion del gen que codifica para PR en
diferentes tipos celulares como las HESC, por lo que se ha determinado que se requiere de
E2 para la respuesta de P4 durante la fase lutea del ciclo ovarico (Prange-Kiel et al., 2001).
Por el contrario, la expresion del gen que codifica para ERa es inhibida por P4 a través de su
via intracelular (PR), lo que demuestra que existe una retroalimentacion por parte de ambas

hormonas (Sigurgeirsson et al., 2017).

Las células epiteliales endometriales presentan en mayor medida a la isoforma PR-B, lo que
sugiere que PR-B pueda estar involucrado en el control de la secrecion glandular, mientras
gue PR-A es la isoforma predominante en las ESC y la disminucion de sus niveles se ha
asociado con una decidualizacion alterada (Mote et al., 2000). PR-B activa eventos de
sefializacién citoplasmatica rapida a través de la interaccion con el dominio Src-homology 3
(SH3) de la tirosina cinasa Src (SRC) en la membrana plasmatica, lo que desencadena la via
Ras/Rafl/MAPK critica para la decidualizacion (Boonyaratanakornkit et al., 2001); mientras
gue PR-A es considerado un inductor transcripcional de diferenciacion y decidualizacion
(Makieva et al., 2018).
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2.7. AMPc en la decidualizacion

Al final de la ovulacion, el endometrio esta expuesto a niveles elevados de hormonas y otros
factores endocrinos como la FSH, la relaxina (RLX), la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), la LH, la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y, en caso de embarazo, la hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG) (Maruyama y Yoshimura, 2008). Todas estas
moléculas se unen a sus respectivos receptores acoplados a proteinas G (GPCR) en la
membrana celular del estroma endometrial y estimulan la produccion de AMPc (Gellerersen
y Brosens, 2014). Otro mecanismo por el cual el AMPc aumenta sus niveles durante el
proceso de decidualizacion es mediante la P4, que activa y coordina diferentes vias de
sefializaciébn que desencadenan en diversos efectos, entre los cuales se encuentra el
aumento de AMPc (Figura 8) (Xu et al., 2021). Se ha reportado que los dos efectores rio abajo
del AMPc son las proteinas de intercambio activadas por AMPc 1/2 (EPAC1/2) y la proteina
cinasa A (PKA), los cuales se han identificado como criticos para la decidualizacion de ESC
(Kusama et al., 2014).

La activacion de la via de PKA implica la fosforilacion por parte de esta molécula en el
modulador del elemento de respuesta al AMPc (CREB) en su sitio S133 (Johannessen et al.,
2004) y, su posterior unién a los elementos de respuesta al AMPc (CRE). Esto desencadena
la regulacion de la transcripcion de genes cuyos productos son capaces de interactuar con el
PR como las proteinas FOXO1, STAT5, STAT3 y C/EBPB (Maruyama et al., 2008). De esta
manera, el AMPc de accion rapida sensibiliza a las ESC a la P4 que actia generalmente
mediante un mecanismo de accién lento a través del PR intracelular, para inhibir la
proliferacion de células epiteliales e inducir la decidualizacién de las células del estroma
(Makieva et al., 2018).Se han reportado algunos estudios donde se analiza a esta via de
activacion del AMPc y otras como la de EPAC1/2 durante el proceso de decidualizacion in
vitro en HESC, obteniéndose que inhibir estas vias ocasiona una disminucion en la expresion
de genes asociados a la decidualizacion como IGFBP-1, DKK1 y CD55 (gen que codifica para
el factor de destruccion acelerada del complemento), por lo que se puede decir que el AMPc
juega un papel crucial para una correcta decidualizacién (Tulac et al., 2006: Xu et al., 2021;
Tang et al., 2022).

2.8. Antagonistas de hormonas esteroideas

Una metodologia generalmente empleada para estudiar la actividad y efecto de algun

compuesto en modelos in vitro, es el uso de antagonistas de sus receptores. Algunos grupos
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de investigacion han estudiado el efecto de antagonistas de ER y PR en células epiteliales
de endometrio y lineas celulares de cancer de endometrio a diferentes concentraciones (Du
et al., 2019; Ogo et al., 2014).

Debido a que la decidualizacion es un proceso dependiente de progesterona y en la mayoria
de los protocolos para analizarla, —incluido el de nuestro grupo de trabajo—, incluyen al E2,
seria conveniente observar el efecto de antagonizar a los receptores de estas hormonas para
de esta manera determinar el papel que juega cada una de ellas en el proceso de

decidualizacion en HESC.

2.8.1. Antagonistas de los receptores de estrogenos

Como se menciond anteriormente, el E2 puede unirse a ambos subtipos de su receptor (ERay
ERB), por lo tanto, modular la actividad de este receptor es imprescindible para conocer, de
manera indirecta, la participacion de E2 en el proceso que se estudie, en este caso, la
decidualizacion de HESC.

Existe un grupo de compuestos denominados SERM (modificador selectivo del receptor de
estrogenos), los cuales son ligandos para ER que muestran actividad agonista y antagonista
gue varia dependiendo del tipo de tejido (Grese y Dodge, 1998). Dentro de este grupo se han
descrito diversos antagonistas para este receptor en el tejido uterino, entre los cuales
destacan: ralofixeno, U-23469 y MPP (metil piperidinopirazol) (Ragab et al., 2022).

ERa y ERp estan codificados por dos genes distintos; no obstante, sus dominios de unién al
ADN estan altamente conservados en contraste con sus dominios de union a ligando que
poseen una homologia relativamente baja entre ellos (Ogo et al., 2014). Por esta razon,
resulta Gtil emplear antagonistas selectivos para cada tipo de receptor, ademas de que

regulan la expresion de diferentes genes diana.

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo se seleccionaron los antagonistas selectivos
para cada tipo de receptor de ER: MPP para ERa, PHTPP (2-fenil-3-(4-hidroxifenil)-5,7-
bis(trifluorometil)-pirazolo[1,5-a]pirimidina) para ERB (Bano et al., 2023). También se
selecciond un antagonista de ER que puede unirse tanto a ERa como a ERB denominado ICI
182,780 (7a,17B-[9-[(4,4,5,5,5-pentafluoropentil)sulfinillnonillestra-1,3,5(10)-trieno-3,17-diol) cuyo
mecanismo de accion consiste en una reduccién en la dimerizacion del receptor (crucial para
su actividad) lo que provoca una rapida degradacion del receptor; ademas, irrumpe en el
transporte hacia el nacleo del ER al interactuar con él, de esta manera el antagonista
bloquea la sefializacion de ER y, por consiguiente, la regulacion transcripcional que ejerce

sobre sus genes diana (Talukdar et al., 2022).
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Anteriormente se ha analizado la selectividad de los antagonistas MPP y PHTPP in vitro, Ogo
y colaboradores desarrollaron un estudio donde evaluaron la selectividad de estos dos
antagonistas en una linea celular de adenocarcinoma de endometrio humano (HEC-1-A)
mediante ensayos con luciferesa, concluyendo que MPP antagoniza de manera selectiva a
ERa, mientras que PHTPP lo hace con ERB (Ogo et al., 2014). En este mismo estudio se
encontré que la concentracion a la que se tiene el mayor efecto antagénico para ambos
antagonistas es 10°® M. Como estas concentraciones fueron evaluadas en células de
endometrio humano, se decidi6 tomar la concentracion de 10® M para los tratamientos con

los antagonistas empleados en este trabajo.

2.8.2. Antagonista del PR

Otra hormona vital para el proceso de decidualizacion es la P4, por lo que también es de
suma importancia evaluar su comportamiento a través de antagonistas a su receptor. El
RU486 o mifepristona, es un antagonista competitivo del receptor de progesterona. Se une al
PR provocando un cambio conformacional que lo vuelve inactivo, ya que pierde afinidad por
la P4 imposibilitando que pueda regular a sus genes diana; numerosos grupos de
investigacion han evaluado el efecto de RU486 como antagonista de PR, como por ejemplo
Talukdar y colaboradores, que observaron una decidualizacién comprometida en ratones al

administrarles este compuesto (Talukdar et al., 2022),

Al contrario que con los antagonistas del ER, este antagonista ha sido estudiado de manera
mas profunda en modelos de HESC, encontrandose también que a una concentracion de 10
6 M se puede observar una disminucién en la expresion de genes marcadores como IGFBP-
1 y PRL durante la decidualizacion de ESC (Young et al., 2021; Catalano et al., 2003; Tulac
et al., 2006).

El papel antagénico de RU486 se ha observado tanto en lineas celulares como en cultivos
primarios de mujeres sanas, en ambos casos este compuesto ha demostrado alterar a la
decidualizacién disminuyendo la expresion de genes esenciales para que esta se lleve a
cabo, como lo es el caso de DKK1: Tulac y colaboradores analizaron la regulacion
transcripcional de este gen en cultivos de endometrio provenientes de mujeres sanas frente
a la presencia de RU486, encontrando que RU486 disminuye la expresion de DKK1

ocasionando una decidualizacion comprometida (Tulac et al., 2006).
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2.9. Inhibidor de PKA

Como se mencion6é anteriormente, el AMPc es un segundo mensajero involucrado en
diferentes vias de sefializacién importantes para la proliferacién y diferenciacion celular y que
juega un papel crucial para la decidualizacion de las HESC (Maruyama et al., 2008; Kusama
et al., 2013). Esta molécula posee dos receptores intracelulares mediante los cuales ejerce
sus diversos efectos, la proteina cinasa A (PKA) y la proteina de intercambio EPAC 1/2.
Dependiendo de su relativa abundancia, distribucion y localizacion, asi como de los entornos
celulares especificos, EPAC y PKA pueden actuar de forma independiente, converger
sinérgicamente u oponerse entre si para regular una funcion celular especifica (Cheng et al.,
2008). Por lo tanto, es importante establecer a través de cual de estas moléculas el AMPc

interactla para establecer su funcion en la decidualizacion.

Se han reportado algunos estudios donde se analiza a ambas vias de activacion del AMPc y
durante el proceso de decidualizacion in vitro en HESC, obteniéndose que inhibir estas vias
desencadena en una disminucion de la expresién de genes asociados a la decidualizacién
como IGFBP-1, DKK1 y CD55 (gen que codifica para el factor de destruccion acelerada del
complemento) (Tulac et al., 2006: Xu et al., 2021; Tang et al., 2022).

H-89 (N-[2-[[3-(4-Bromofenil)-2-propenillamino]etil]-5-isoquinolinesulfonamida diclorhidrato)
es un inhibidor de la proteina cinasa A. Tang y colaboradores estudiaron el efecto de este
compuesto en cultivos celulares primarios y lineas celulares de HESC durante la
decidualizacién, determinando que, en presencia de este inhibidor, el gen CD55 disminuye
su expresion, y que cuando se disminuye la expresion de este gen, los genes marcadores de
la decidualizaciéon (IGFBP-1 y PRL) también disminuyen (Tang et al., 2022). Esto podria ser
un indicio de que el AMPc estd actuando a través de PKA durante la decidualizacion de
HESC; no obstante, se debe analizar el efecto directo que posee este inhibidor (H-89) en los

genes marcadores.

3. Planteamiento del problema

El proceso de decidualizacién es imprescindible para la implantacién del blastocisto durante
el embarazo; aunque se conoce en gran parte como se regula este proceso, aun es incierta
la participacion de manera especifica de cada uno de los componentes que lo inducen: P4,

E2 y AMPc. Por lo tanto, comprender el mecanismo de accion del AMPc,
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medroxiprogesterona y E2 durante el proceso de decidualizacion, permitird elucidar el papel
de las hormonas esteroides y segundos mensajeros en la fisiologia del endometrio. Entender
su funcionamiento y las condiciones que pueden alterarlo podria aportar informacion
relevante en la investigacion ginecoldgica y de la reproduccién, asi como una posible

aplicacion interdisciplinaria.

4. Hipotesis

El principal regulador de la expresién de genes asociados a la decidualizacion de HESC sera
la progesterona, mostrando una disminucién en la expresion de los genes marcadores en los

cultivos celulares de HESC tratados con RU486.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar la participacioén de los receptores de estrégenos y progesterona, y de PKA en la
regulacion de la expresion de genes involucrados en el proceso de decidualizacion de células

del estroma endometrial humano inmortalizadas (T-HESC).

5.2. Objetivos particulares:

o Evaluar el efecto del E2, medroxiprogesterona y AMPc en la expresion de diferentes
genes involucrados en el proceso de decidualizacién (IGFBP1, PRL, PR-AB, PR-B,
FOXO-1y DKK1) en la linea celular T-HESC.

o+ Evaluar el efecto de antagonistas del receptor de progesterona y receptor de
estrogenos en la regulacion de la expresion de los genes IGFBP1, PRL, PR-AB, PR-
B, FOXO-1y DKK1 en la linea celular T-HESC.

s Determinar el efecto del inhibidor H-89 de la via AMPc/PKA mediante la evaluacion
de la expresion de los genes IGFBP1, PRL, PR-AB, PR-B, FOXO-1y DKK1 en lalinea
celular T-HESC.
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6. Metodologia

Cultivo celular

Se realizaron cultivos celulares de la linea T-HESC (ATCC CRL-4003, EUA), una linea celular
de células del estroma endometrial humano inmortalizadas. Esta linea celular proviene de
células estromales del endometrio de una mujer adulta con miomas no malignos. En
particular, se obtuvieron cultivos primarios de células estromales a los cuales se les indujo la
expresion endogena de la subunidad catalitica de la telomerasa empleando al vector pA317-
hTERT. hTERT le confiere la inmortalizacién a la linea celular ya que los telémeros no se
acortan en cada ciclo celular. La linea celular es positiva a vimentina y FSP (proteina de

superficie de fibroblastos) y marcadores de fibroblastos (ATCC, 2023).

Las células se sembraron en cajas de 10 cm (Corning, EUA) para su proliferacion y
propagacion empleando el medio DMEM-F12 sin rojo de fenol (Gibco, UK) + 15mM Hepes
(Gibco, UK) + SFB libre de hormonas al 10% (ThermoFisher Scientific, EUA) +
antibidtico/antimicético 1x (Gibco, UK) + 1.0 mM piruvato de sodio (Gibco, USA) + 0.5%
insulina-transferrina-selenio (ITS; Corning, EUA) a 37 °C, 95% de aire y 5% CO,.
Posteriormente se sembraron aproximadamente 270 mil células en cajas de 3 cm (Corning,

EUA) para su respectivo tratamiento una vez alcanzada una confluencia 280%.

Tratamiento de decidualizacion

Posterior a las 48 horas el medio fue cambiado por un medio libre de suero durante 18 h para

iniciar con los tratamientos.

Se emplearon las siguientes concentraciones de los compuestos inductores de la
decidualizacion en cultivos celulares de T-HESC con medio DMEM-F12 sin SFB: 10 nM E2
(Sigma Aldrich, EUA), 1 yM MPA (Sigma Aldrich, EUA) y 0.5 mM AMPc (Sigma Aldrich, EUA)a
37°Cy 5% CO, durante 24 h. Las muestras control se trataron solamente con vehiculo (<0.8
% etanol). Se realizaron de 3 a 5 ensayos independientes evaluando la respuesta celular
mediante la expresion de los marcadores de la decidualizacion: PRL e IGFBP-1, los genes
asociados a la actividad de PR: PR-B y PR-AB, y los genes DKK1 y FOXO1.
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Tratamientos con antagonistas de receptores hormonales e inhibidor de PKA

Se siguié la misma metodologia que con el tratamiento de decidualizacion hasta la adicién de
las hormonas y el AMPc, en este caso se emplearon cultivos celulares de T-HESC con medio
DMEM-F12 sin SFB y se les dio un tratamiento de 1 uM durante 1 h de cada antagonista por
separado: RU486 (Sigma Aldrich, EUA), ICI 182,780 (Tocris, Reino Unido), MPP (Tocris,
Reino Unido) y PHTPP (Tocris, Reino Unido), y del inhibidor de la via AMPc/PKA H-89 (10
MM; Cell Signaling, EUA); posteriormente, se expusieron al tratamiento de decidualizacién
completo (10 nM E2, 1 yM MPA y 0.5 mM AMPc) a 37°C y 5% COzdurante 24 h en medio
DMEM-F12 sin SFB. Se realizaron de 3 a 5 ensayos por cada antagonista, evaluando la
respuesta celular mediante la expresion de los marcadores de la decidualizaciéon: PRL e
IGFBP-1, los genes asociados a la actividad de PR: PR-B y PR-AB, y los genes DKK1 y
FOXO1.

Extraccion de RNA total y RT-gPCR

La extraccion de RNA fue llevada a cabo empleando el reactivo QlAzol Lysis Reagent
(QIAGEN, EUA) siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez obtenido el RNA total, fue
resuspendido en agua libre de nucleasas y cuantificado por espectrofotometria para la
sintesis del cDNA. Su integridad fue evaluada mediante la técnica de electroforesis en un gel

de agarosa al 1%.

Para generar el cDNA se emple6 1 ug de RNA total mediante una reverso transcripcion
utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, EUA) y 10 mM de cada uno de

los desoxinucledtidos (Invitrogen, EUA), siguiendo el protocolo del fabricante.

El ensayo de gPCR fue llevado a cabo utilizando el sistema de deteccion SYBR Green (Bio-
Rad, EUA) en el termociclador CFX96 Touch (Bio-Rad, EUA), siguiendo las condiciones

recomendadas por el fabricante.

Los resultados fueron analizados mediante el método comparativo de doble delta C+(AACy)
empleando al gen ACT-B como gen constitutivo de referencia para la evaluacion de los genes
PRL, IGFBP-1, PR-B, PR-AB, DKK-1 y FOXO-1. En la Tabla 1 se muestran los oligos

empleados.
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Tabla 1. Secuencias de oligos utilizadas para los experimentos de RT-gPCR

Gen Oligo Forward 5’-3’ Oligo Reverse 5’-3’

ACT-B* 5-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3 5-CGTACAGGTCTTTGCGGATG-3’

PRL" 5-CATATTGCGATCCTGGAATGAGC-3’ | 5-TCCTCAATCTCTACAGCTTTGGA-
37

IGFBP-1° | 5-TCCTTTGGGACGCCATCAGTAC-3' | 5-GATGTCTCCTGTGCCTTGGCTA-3’

PR-B 5-GTACGGAGCCAGCAGAAGTC-3’ 5-TCTCTGGCATCAAACTCGTG-3’
PR-AB® 5-GTCGAGCTCACAGCGTTTCT-3’ 5-TGCCCGGGACTGGATAAATG-3’
DKK-1¢ 5-TGACAACTACCAGCCGTACC-3 5-CAGGCGAGACAGATTTGCAC-3’

FOXO-1¢ | 5-AGGGTTAGTGAGCAGGTTACAC-3 5-TGGACTGCTTCTCTCAGTTCC-3’

Tomado de Gémez-Viais, 2019.
Tomado de Jividen et al., 2014.
Tomado de Gonzalez-Garcia, 2019.

Qo o @

Disefiados para este trabajo por el autor.

7. Resultados

7.1. Cultivos celulares de células del estroma endometrial humano (HESC)

Se realizaron cultivos celulares de la linea celular T-HESC hasta obtener una monocapa de
células con una morfologia de tipo fibroblasto y una confluencia alrededor del 80% para su
posterior tratamiento con vehiculo (Figura 9A), decidualizacién (Figura 9B) + antagonista o

inhibidor respectivamente
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Figura 9. Decidualizacién in vitro de T-HESC. Micrografia que muestra la A) morfologia tipo
fibroblasto de las T-HESC tratadas con vehiculo (Veh, Etanol) y B) la morfologia epitelial de
las T-HESC decidualizadas mediante el tratamiento con MPA, E2 y AMPc (EMC) durante seis
dias. (Tomada de Retis-Reséndiz et al., 2024).

7.2. Expresion de los marcadores de la decidualizacion

A partir de los cultivos celulares de HESC obtenidos se evalué la expresion de los genes
marcadores canonicos de la decidualizacion: IGFBP-1 y PRL, a nivel de mRNA; se realizaron
de 3 a 5 réplicas independientes comparando el tratamiento de decidualizacion a las 24 h
(MPA, E2 y AMPc) contra el control (vehiculo). Los resultados mostraron que ambos
marcadores aumentaron significativamente su expresion como resultado del tratamiento, este

efecto se ve mas marcado en el caso de IGFBP-1 en comparacion con PRL (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del tratamiento de decidualizacién a las 24 h en genes marcadores de
este proceso en la linea celular T-HESC. Expresion relativa de IGFBP-1 (A) y PRL (B)
normalizada con ACT-B analizada mediante RT-qPCR, utilizando el método del AACT Los
tratamientos de decidualizacion (Mix) se realizaron con MPA (1 uM), E2 (10 nM) y AMPc (0.5
mM) durante 24 h en la linea celular T-hESC. Los valores mostrados son promedios + EEM.
**P<0.005. Prueba t de student.

7.3. Expresion de genes relacionados con la decidualizaciéon

El proceso de decidualizacibn se ha considerado como un evento dependiente de
progesterona, por lo tanto, también se evalud el efecto del tratamiento anteriormente descrito
en la expresion de los genes que codifican para las isoformas del receptor de progesterona:
PR-B y PR-AB. En el Ultimo caso se denomina PR-AB ya que como se describié en la

introduccion, la isoforma PR-A no cuenta con una parte del extremo N-terminal, por lo que el
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disefio de los cebadores para su evaluacion mediante gPCR incluyen al extremo N-terminal
de la isoforma PR-B.

Al igual que con los marcadores, ambos genes aumentaron significativamente su expresion
después de 24 h con el tratamiento, en este caso el gen de la isoforma PR-B fue el que mostré
un aumento mayor (Figura 10A-B).

A B < @ °1
o g . g 2
£ Y
o O 404 —_— § < &
T < g g
© c S
2 O 304 E @ 4-
- O o O
ok 25
ST 20 5T o
c N w E
2's 50 ]
€ 104 ac
o = X 0
S O L T
x € &
w 0- T <'\é
Control Mix ®
C 5 s D
X g *k E 250-
oK X Q
L O 40- Qs
o < ° © 200-
k] P - <
© ) c
28 % £ § 150-
53 Sg
e § 20- E B 100-
§® -
‘w € 104 ‘m £ 504
o = o £
= O E_ [*]
2% 0 7 E° o
T T
. Control Mix Control Mix

Figura 11. Efecto del tratamiento de decidualizacién a las 24 h en genes relacionados
con la decidualizacion en la linea celular T-HESC. Expresién relativa de PR-B (A), PR-AB
(B), FOXO-1 (C) y DKK1 (D) normalizada con ACT-B analizada mediante RT-gPCR, utilizando
el método del AACT. Los tratamientos de decidualizacion (Mix) se realizaron con MPA (1 uM), E2
(10 nM) y AMPc (0.5 mM) durante 24 h en la linea celular T-hESC. Los valores mostrados
son promedios + EEM. *P<0.05. Prueba t de student.

En el caso de los otros genes analizados relacionados con la decidualizacion: FOXO-1 y
DKK1, se observd que el tratamiento de decidualizacién también indujo su expresion de
manera significativa con respecto al control, mostrando una mayor induccion en DKK1 (Figura
9D). Con esto se demostré que el mix de decidualizacion: E2, MPA y AMPc, inducia la

expresion de todos los genes analizados en este estudio.

7.4. Efecto de antagonistas de receptores hormonales en la expresion de genes
marcadores de la decidualizacion
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Una vez comprobado que la mezcla de compuestos que inducen la decidualizacién,
promovian la expresion de los genes analizados (IGFBP-1, PRL, PR-B, PR-AB, FOXO-1 y
DKK1) de manera significativa (Figura 10 y 11), se queria dilucidar cuél de estas moléculas
estaba promoviendo en mayor medida la induccién de los genes. Por lo cual se decidio
emplear antagonistas de receptores hormonales: RU486 (o mifepristona) para PR y MPP
(selectivo de ERa), PHTPP (selectivo de ERB) e ICI 182,780 para ambos ER. Para ello se
sometieron a los cultivos a una incubacién de 1 h con el antagonista y posteriormente se
afiadié el tratamiento convencional para inducir la decidualizacién. Se realizaron de 3 a 6
réplicas y se analizaron los resultados a las 24 h después del tratamiento hormonal (Figura
12).
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Figura 12. Efecto de antagonistas de receptores hormonales en la expresion de IGFBP-
1y PRL en la linea celular T-HESC. Expresion relativa de IGFBP-1 bajo la exposicion de
antagonistas al receptor de estrégenos (A) y de progesterona (B) y expresion relativa de PRL
bajo la exposicion de antagonistas al receptor de estrogenos (C) y de progesterona (D)
normalizadas con ACT-B analizadas mediante RT-gPCR, utilizando el método del AACT. Los
tratamientos de decidualizacion (Mix) se realizaron con MPA (1 pM), E2 (10 nM) y AMPc (0.5
mM) durante 24 h en la linea celular T-hESC, los antagonistas (MPP, PHTPP, ICl y RU486)
se afiadieron por separado a una concentracién de 10° M una hora antes del tratamiento de
decidualizacion. Los valores mostrados son promedios + EEM. ***P<0.0001, **P<0.005,
*P<0.05. Prueba ANOVA de una via; prueba Post hoc de Tukey.
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En el caso de IGFBP-1, se observa que todos los antagonistas disminuyen su expresion en
comparacion con el tratamiento de decidualizacion (Figura 12A-B). A pesar de que solo se
obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre este tratamiento y el tratamiento
con el antagonista MPP (antagonista selectivo de ERa), con todos los antagonistas se tiene
la misma tendencia de abatimiento en la expresién inducida por el tratamiento inicial; esto nos
da indicios de que el gen IGFBP-1 podria estar regulado de manera positiva tanto por la via

del ER como por la via del PR.

En el caso del gen PRL se observa un comportamiento diferente, ya que se tiene que en
presencia de todos los antagonistas se sigue induciendo de manera significativa la expresion
del gen en comparacién con el control, a excepcion del tratamiento con MPP (Figura 12C).
Aqui destaca el efecto del antagonista RU486 (Figura 12D), ya que parece aumentar la
expresion de PRL incluso mas que el propio tratamiento de decidualizacién, lo que podria

indicar que hay una regulacién inhibitoria de este gen por parte del PR.

7.5. Efecto de antagonistas de receptores hormonales en la expresién de genes
relacionados con la decidualizacién

También se evalud la expresion de los genes que caodifican para las isoformas del receptor
de progesterona: PR-B y PR-AB sometiendo a los cultivos celulares a las mismas condiciones
de tratamientos: 1 h de acondicionamiento al antagonista y 24 h de exposicién al Mix de
induccién de decidualizacion: MPA, E2 y AMPc. En el caso del transcrito PR-B, no se observa
un efecto con los antagonistas ICl y RU486 respecto al tratamiento de decidualizacién (Figura
13A-B). En el caso de los otros dos antagonistas (MPP y PHTPP) se observa una tendencia
a disminuir la expresion de PR-B, aunque no se obtuvo una diferencia significativa. Estos
resultados sugieren que ni la via de ER ni la de PR estan teniendo un efecto significativo

sobre la expresion de este gen durante la decidualizacion.
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Figura 13. Efecto de antagonistas de receptores hormonales en la expresion de PR-B y
de PR-AB en la linea celular T-HESC. Expresion relativa de PR-B bajo la exposicion de
antagonistas al receptor de estrogenos (A) y de progesterona (B) y expresion relativa de PR-
AB bajo la exposicion de antagonistas al receptor de estrégenos (C) y de progesterona (D)
normalizadas con ACT-B analizada mediante RT-gPCR, utilizando el método del AACT. Los
tratamientos de decidualizacion (Mix) se realizaron con MPA (1 uM), E2 (10 nM) y AMPc (0.5
mM) durante 24 h en la linea celular T-HESC, los antagonistas (MPP, PHTPP, ICl y RU486)
se afiadieron por separado a una concentracién de 10 M una hora antes del tratamiento de
decidualizacién. Los valores mostrados son promedios + EEM. ***P<0.0001, **P<0.005,
*P<0.05. Prueba ANOVA de una via; prueba Post hoc de Tukey.

Para el gen PR-AB se tiene que solo en los casos de tratamiento con los antagonistas ICl y
RU486 se logra observar un aumento significativo en la expresion del gen con respecto al
control, y exclusivamente en el caso de RU486 este aumento es diferencialmente significativo
en comparacion con el tratamiento de decidualizacion (Figura 13D). Para los antagonistas
MPP y PHTPP no se obtiene una diferencia significativa con respecto al control ni al
tratamiento de decidualizacion (Figura 13C); estos resultados en conjunto nos sugieren que
bloguear la via de PR induce la expresion de PR-AB mucho mas que el propio tratamiento de
decidualizacion, lo que nos puede estar hablando de una posible retroalimentacion negativa

en su expresién por parte del mismo receptor y, como esta tendencia no se observa con el
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gen PR-B, se podria deducir que este efecto se presenta en el transcrito correspondiente a
la isoforma PR-A.

Al igual que con los genes PR-B y PR-AB, se analiz6 la expresiéon de FOXO1 y DKK1 en
cultivos celulares de T-HESC sometidos bajo las mismas condiciones anteriormente
descritas: exposicion al mix de decidualizacién (MPA, E2 y AMPc) durante 24 h, con 1 h previa
de exposicién a los antagonistas a receptores hormonales (MPP, PHTPP, ICl y RU486). En
el caso del gen FOXO1 se tiene que debido a la variacidn en los datos no se puede establecer
una conclusién, aunque se puede rescatar que la tendencia de estos es muy similar
independientemente del antagonista utilizado (Figura 14A). Es posible que este resultado se
deba a la gran variacion en los datos para este gen, debido a que en el caso de los genes
FOXO-1 y DKK1 el numero de réplicas analizadas fue menor en comparacion con los otros
genes. Por otro lado, no se observa un efecto del antagonista RU486 en la expresion del gen
respecto al tratamiento de decidualizacién (Figura 14B), por lo que se puede decir que

ninguna de las vias de receptores hormonales esta afectando la expresion del gen.
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Figura 14. Efecto de antagonistas de receptores hormonales en la expresion de FOXO1
y de DKK1 en la linea celular T-HESC. Expresion relativa de FOXO-1 bajo la exposicion de
antagonistas al receptor de estrogenos (A) y de progesterona (B) y expresion relativa de PR-
AB bajo la exposicion de antagonistas al receptor de estrogenos (C) y de progesterona (D)

normalizadas con ACT-B analizada mediante RT-gPCR, utilizando el método del AACT. Los
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tratamientos de decidualizacion (Mix) se realizaron con MPA (1 uM), E2 (10 nM) y AMPc (0.5
mM) durante 24 h en la linea celular T-HESC, los antagonistas (MPP, PHTPP, ICl y RU486)
se afadieron por separado a una concentracién de 10° M una hora antes del tratamiento de
decidualizacion. Los valores mostrados son promedios + EEM. ***P<0.0001, **P<0.005,
*P<0.05. Prueba ANOVA de una via; prueba Post hoc de Tukey.

El gen DKK1 mostré una tendencia similar a FOXO-1 en su expresion bajo la presencia de
los antagonistas de los ER (Figura 14C); sin embargo, se observé un resultado diferente ante
el tratamiento con el antagonista RU486, en donde la expresion disminuyé de manera
significativa (Figura 14D). Este resultado es resaltable debido a que solo se observa con el
gen DKKL1 y no con los demds genes analizados (IGFBP-1, PRL, PR-B, PR-AB y FOXO-1),
por lo que se podria decir que DKK1 es regulado por PR en nuestras condiciones

experimentales.

7.6. Expresion de genes relacionados con la decidualizacion en presencia de H-89,
un inhibidor de PKA

Como el tratamiento de induccion de la decidualizacion se realizé empleando también al
segundo mensajero AMPc, se evalu6 el efecto de un inhibidor de una de las vias por las que
puede actuar: la via del PKA. Para esto, se emple6 al inhibidor H-89, al igual que con los
antagonistas de receptores hormonales, se incubaron los cultivos celulares de T-HESC
durante 1 h con H-89 antes de administrar el tratamiento de decidualizacion completo (MPA,
E2 y AMPc). Se evalud la expresion de todos los genes analizados anteriormente: IGFBP-1,
PRL, PR-B, PR-AB, FOXO1 y DKK1 encontrandose que en casi todos los casos el inhibidor
disminuyd la expresion del gen en comparacién con la induccién provocada por el tratamiento
de decidualizacion (Figura 15A, B, C y F), con excepcion de PR-AB y de FOXO-1 (Figura
13D-E).
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Figura 15. Efecto del inhibidor H-89 del PKA en la expresion de genes relacionados con
la decidualizacion en la linea celular T-HESC. Expresion relativa de IGFBP-1 (A), PRL (B),
PR-B (C), PR-AB (D), FOXO1 (E) y DKK1 (F) normalizada con ACT-B analizada mediante
RT-gPCR, utilizando el método del AACT. Los tratamientos de decidualizacion (Mix) se
realizaron con MPA (1 uM), E2 (10 nM) y AMPc (0.5 mM) durante 24 h por triplicado en la
linea celular T-HESC, el inhibidor (H89) se afiadié por separado a una concentraciéon de 10°
M una hora antes del tratamiento de decidualizacion. Los valores mostrados son promedios

+ EEM. **P<0.0001, **P<0.005, *P<0.05. Prueba ANOVA de una via; prueba Post hoc de
Tukey.
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8. Discusion
La decidualizacion de las HESC es un proceso de vital importancia para la reproduccion ya
gue es imprescindible para la implantacion del blastocisto durante el embarazo (Makieva et
al., 2018). Anormalidades durante la decidualizacion son asociadas con infertilidad, abortos
espontaneos y desordenes uteroplacentarios como la preeclampsia (Suthaporn et al., 2021;
Neg et al., 2020; Okada et al., 2018).

A lo largo del tiempo, desde que se cimentaron los primeros estudios in vitro para estudiar a
la decidualizacion, las técnicas y protocolos para inducir a dicho proceso han variado, estos
cambios van desde el uso de diferentes inductores (como MPA en lugar de P4), hasta el
tiempo de exposicién a ellos. El articulo de revision de Gellersen y Brosens retne la mayoria
de estos protocolos y destaca las diferencias entre cada uno, denotando que existe una gran
heterogeneidad entre los estudios in vitro para analizar a la decidualizacion (Gellersen y
Brosens, 2014). Los protocolos generalmente utilizados para inducir a la decidualizacién
implican el tratamiento de HESC con 1) estradiol mas progesterona o una progestina y 2) un
factor o un inductor analogo de AMPc, o 3) una combinacién entre este Ultimo mas
progesterona o progestina. La duracion del tratamiento es otro factor que varia ampliamente
entre estudios, el rango abarca desde unas cuantas horas (aproximadamente 6 h) hasta 10

(0 mas) dias (Gellersen y Brosens, 2014).

Diversos grupos de investigacion han reportado resultados diferentes que no han conducido
hacia una ruta clara para elucidar el mecanismo por el cual se regulan los genes marcadores
de este proceso; la mayoria de los estudios realizados en torno a la decidualizacion
concuerdan en que es un proceso dependiente del receptor de progesterona (Gellersen y
Brosens, 2014; Suthaporn et al., 2021), mientras que en otros se observa que el AMPc a
través de su efector rio abajo, PKA, puede inducir la expresion de los genes relacionados con
la decidualizacion de manera mas prominente que la progesterona (Tulac et al., 2006).
Ademas, se sabe que hay una estrecha relacion entre los receptores de estrogenos (ERa y
ERB) y el PR (Mylonas et al., 2004).

Con el fin de esclarecer la participacion de los compuestos generalmente utilizados para
inducir la decidualizacién: MPA, E2 y 8-Br-AMPc, se emplearon antagonistas de receptores
hormonales (MPP, PHTPP, IClI y RU486) y un inhibidor de PKA de la via del AMPc (H-89), y
se incluyeron en los tratamientos de decidualizaciébn en cultivos celulares de HESC,
analizando su efecto sobre la expresion de los genes relacionados con la decidualizacién
(IGFBP-1, PRL, PR-B, PR-AB, FOXO-1 y DKK1) para de esta forma correlacionar el efecto

de los compuestos inductores sobre la regulacion de esta expresion.
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8.1. Tratamiento para inducir la decidualizacion

En primera instancia, se debia comprobar que el protocolo propuesto en este trabajo para
inducir a la decidualizacion efectivamente aumentaba la expresion de los genes marcadores
IGFBP-1y PRL, y de los otros genes relacionados con este proceso: PR-B, PR-AB, FOXO1
y DKK1, esto con el objetivo de asegurar un parametro para poder contrastar el efecto de los
antagonistas e inhibidores sobre la expresién de dichos genes.

En el presente estudio se empled una mezcla de MPA (1 uM), E2 (10 nM) y 8-bromo-AMPc
(0.5 mM) durante 24 h para aumentar la expresion de los genes relacionados con la
decidualizacion en la linea celular T-HESC; se emplearon estas concentraciones y tiempo de
exposicion debido a que previamente habia sido demostrado por el equipo de trabajo que
este tratamiento inducia la expresién de IGFBP-1 y PRL de manera significativa a las 24 h
(Gonzalez, 2019; Retis-Resendiz, 2020) ya que en la literatura también se ha reportado este
resultado (Gellersen y Brosens, 2014). Esta misma tendencia fue observada en los resultados
obtenidos para el resto de los genes analizados (Figura 11), por lo que se puede decir que,
en conjunto, la MPA, el E2 y el 8-Br-AMPc, inducen la expresion de los genes IGFBP-1, PRL,
PR-B, PR-AB, FOXO1 y DKK1 a las 24 h de exposicion en la linea celular T-HESC.

En la mayoria de los protocolos se emplea a la MPA en lugar de la P4 debido a que posee
una mayor biodisponibilidad y el tiempo de tratamiento en cultivos celulares de HESC por lo
general es menor en comparacion con el uso de P4 (Schindler et al., 2003; Suthaporn et al.,
2021; Gellersen y Brosens, 2014). La MPA es una progestina con efectos biolégicos similares
a la P4 (Schindler et al., 2003) que puede interactuar con los receptores de progesterona al
igual que la P4 y (Gellersen y Brosens, 2014), por lo tanto, su efecto en las HESC se traduce

en el efecto de la P4.

Una vez demostrado el efecto inductor de la mezcla de compuestos proseguia esclarecer si
especificamente alguno de los receptores o efectores de estas sustancias quimicas regulaba
el proceso de decidualizacidn, para ello se emplearon antagonistas de receptores hormonales
(MPP, PHTPP, ICl y RU486) y un inhibidor de la proteina cinasa A (PKA) de la via del AMPc
(H-89).
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8.2. Regulacion de los genes marcadores de la decidualizacion

Tanto IGFBP-1 como PRL son secretadas por el endometrio durante la fase secretora del
ciclo menstrual, —cuando los niveles de progesterona estan incrementados—, por lo tanto se
ha determinado que la produccion de ambas proteinas depende de la progesterona, es decir,
la expresion de sus genes (IGFBP-1y PRL) es inducida y son regulados a través del receptor
de progesterona (PR) (Rutanen et al., 1998; Gao et al., 2014; Suthaporn et al., 2021); por lo
gue se esperaria que en presencia de un antagonista del receptor de progesterona, como lo
es RU486, la expresion de ambos marcadores disminuyera.

En este trabajo se obtuvieron resultados contrastantes entre si: IGFBP-1 disminuy6 su
expresion en presencia de todos los antagonistas e inhibidor empleados, mientras que PRL
solo vio modificada su expresion en presencia de H-89 y RU486 y, en el Ultimo caso, en lugar
de que ésta fuera disminuida se vio aumentada en presencia de este antagonista (Figura
12D).

Estos resultados nos indican tres puntos importantes sobre la regulacion de la expresion de
estos genes en la linea celular T-HESC: 1) que IGFBP-1 parece ser mas sensible al efecto
de los antagonistas de receptores hormonales que PRL, hecho que en primera instancia tiene
I6gica ya que la induccion de este gen fue mucho mayor en comparacion con la induccién
observada en el caso de PRL (Figura 10); 2) PRL no esta siendo afectado por el bloqueo de
la via de ER y el antagonismo en PR favorece ain mas su expresion; y 3) que dentro de la
mezcla de compuestos para inducir a la decidualizacion, el AMPc mediante la via del PKA es
el principal modulador de la expresion de estos genes, ya que cuando se bloquea esta via su

expresion disminuye drasticamente (Figura 15A-B).

Debido a que se requiere al E2 para inducir la expresién del receptor de progesterona a traves
de ERa (Makieva et al., 2018), tiene sentido que cuando se inhibe esta via con MPP
(antagonista selectivo de ERa) la expresiéon en los genes dependientes de P4 disminuya,
como se observa con IGFBP-1. A pesar de que esto no se aprecia en el caso de PRL, como
también se obtiene otro resultado inesperado para este gen (que el antagonismo de PR
aumentd su expresion) nos orilla a pensar que deben realizarse mas réplicas biolégicas con
menor dispersion en los resultados para comprobar que efectivamente la tendencia en los
datos se sigue repitiendo, ya que incluso se ha reportado en otros estudios que el tratamiento
con MPA aumenta la expresion de PRL en cultivos celulares primarios de HESC provenientes
de cancer de endometrio (Gu et al., 2022), por lo que al bloquear la via del PR con RU486, la

expresion del gen PRL deberia disminuir como en el caso de IGFBP-1.
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La explicacion biolégica para el resultado observado es que exista una retroalimentacion
negativa por parte de PR en la biosintesis de PRL, o que el AMPc induzca mucho mas la
expresion de este gen al estar bloqueada la via de PR; de hecho, hay reportes que indican
gue la PRL se encuentra mayormente regulada por AMPc durante el proceso de
decidualizacion tanto a nivel de transcrito como de proteina en cultivos celulares de HESC

(Telgmann y Gellersen, 1998).

En un estudio realizado por un grupo de investigacion que queria observar los efectos del
tiempo de exposicion y concentracion de la P4 en cultivos primarios de HESC, se encontré
gue la expresion de IGFBP-1 depende directamente de la concentracién de P4 a la que se
someten los cultivos de HESC (Suthaporn et al., 2021). Este estudio es importante ya que
utilizan las mismas condiciones y concentraciones para inducir a la decidualizaciéon que en
este trabajo y, a pesar de que solo midieron el efecto de la concentracion de la P4, seria
interesante averiguar lo que sucederia si se cambian las concentraciones de AMPc, ya que
como observamos, parece tener un mayor efecto sobre la expresion de los genes marcadores
de la decidualizacion (mas adelante se profundizara en esta via). No obstante, tomando como
referencia este trabajo y los resultados obtenidos, podemos concluir que la expresion de

IGFBP-1 depende de la sefializacion de PR.

8.3. Genes relacionados con la decidualizacién en presencia de antagonistas de
receptores hormonales

8.3.1. Expresion del receptor de progesterona

Para evaluar la regulacion del PR en el contexto de la decidualizacion se analizé la expresion
de sus isoformas: PR-B y PR-AB. Como PR-A es la isoforma predominante en las ESC
(Makieva et al., 2018), es de vital importancia hacernos una idea de lo que sucede con su
expresion a partir del transcrito completo; no obstante, no hay que dejar de lado que algunos
estudios denotan a la isoforma PR-B como vital para la decidualizacién (Boonyaratanakornkit
et al., 2001)

De manera general, los transcritos PR-B y PR-AB siguen la misma tendencia que cuando se
bloquea la via del ER con antagonistas de ER durante la decidualizacion in vitro de las HESC:
muestran una ligera disminucion en su expresion frente a los antagonistas selectivos por
algun subtipo de ER (MPP selectivo para ERa y PHTPP selectivo para ERB) y no sufren una
alteracion significativa con el antagonista no selectivo de ER (ICI 182,780) (Figura 13A-C). Es

cuando se antagoniza a PR donde se observa una variacion en el comportamiento de ambos
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transcritos; en el caso de PR-B pareciera no tener algun efecto, mientras que con PR-AB se
ve aumentada su expresion a niveles mucho mayores de los que logra la mezcla de
compuestos para inducir la decidualizacion (Figura 13D). Esto podria indicarnos, como en el
caso del gen de PRL, de una posible autorregulacién negativa de este transcrito por su propio
receptor; sin embargo, al igual que con PRL, es necesario realizar mas réplicas biolégicas

gue logren asegurar estos resultados de manera estadisticamente significativa.

A pesar de que no se obtiene un resultado estadisticamente significativo, si se observa una
tendencia de inhibicion en la expresién de PR-B cuando se tratan a las HESC con MPP,
antagonista selectivo de ERa. Esto tiene sentido ya que se ha reportado que el receptor ERa
regula la expresion de PR (Prange-Kiel et al., 2001); sin embargo, cuando las HESC son
tratadas con ICl (antagonista no selectivo de ER) esta tendencia de disminucion en la
expresion no se mantiene, lo que nos podria indicar que tal vez el antagonista se esta uniendo
a otros tipos de receptores de ER dejando libre a ERa y por consiguiente, ocasionando el
aumento en la expresion del transcrito de PR, pero para poder asegurar esto ultimo también
seria necesario realizar un andlisis de la actividad de ICI, para corroborar que efectivamente

posee una menor afinidad por ERa.

8.4. FOXO1ly DKK1

FOXO1 y DKK1 son otros genes cuya expresion se ve aumentada durante el proceso de
decidualizacion (Wang et al., 2020); FOXO1 se puede unir al PR para modular la transcripcion
de genes relacionados con la apoptosis y el ciclo celular (Xing et al., 2018), ; mientras que
DKK1 inhibe la sefializacion de Wnt, una familia de moléculas que desempefian funciones
fundamentales en la proliferacion, diferenciacion y polaridad celular, comunicacion epitelio-
mesénquima y embriogénesis (Makieva et al., 2018; Tulac et al., 2006). En un estudio
publicado en el 2020 donde se realiz6 un analisis de la decidualizacion a nivel de “single-cell”
se encontr6 que varios genes mas, —ademas de IGFBP-1 y PRL—, se encontraban
regulados a la alta durante este proceso, entre ellos dos de los que mas destacaban eran
FOXO1y DKK1; por tal motivo se decidio evaluar la expresion de estos genes bajo las mismas
condiciones de tratamiento que los otros relacionados con la decidualizacion, ya que un
andlisis de otros genes podria revelar mayor informacion sobre el mecanismo molecular de

este proceso.

En este trabajo se corrobor6 que el tratamiento con E2, MPA y AMPc induce la expresion de
estos genes después de 24 h de tratamiento en la linea celular T-HESC, un hecho novedoso

ya que la mayoria de otros estudios publicados, al centrarse en IGFBP-1 y PRL como
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marcadores de la decidualizacion, no suelen reportar la expresion de otros genes a tan pocas

horas de iniciar el tratamiento (Gellersen y Brosens, 2014).

A pesar de que no se obtuvieron resultados estadisticamente significativos ni de una
tendencia clara debida a la variacion entre las réplicas, en el caso de FOXOL1 se ha reportado
una induccién en la expresion de este gen por parte de la activacién de la via del AMPc/PKA
en las HESC durante la decidualizacion (Makieva et al., 2018) y que la eliminacion de
PGRMCL1 induce la expresion de FOXO1 en cultivos de ESC y promueve la expresion de
marcadores de decidualizacion (Tsuru et al., 2023); por lo que se esperaria que exista un
efecto de induccion en el gen cuando las HESC son tratadas con el antagonista de PR
(RU486) y de represion cuando se emplea al inhibidor de la via del PKA (H-89), cosa que no
se observa claramente (Figura 14B y 15E). Es posible que estos efectos no se observen
debido a la variacion en los datos como se observa también en el caso de los antagonistas
de ER (Figura 14A) o a que haya una retroalimentacion por parte de ambas vias que esta
enmascarando el efecto de la otra, en cuyo caso se podria realizar un tratamiento en conjunto,

es decir, tratar a las HESC con RU486 y con H-89 de manera simultanea.

Se puede rescatar un resultado importante en el caso del gen DKK1: que el tratamiento con
RU486 inhibe su expresién, por lo tanto, su expresién se encuentra regulada por el PR. Este
ultimo resultado es de suma importancia debido a que se encuentra respaldado por lo
reportado por otro grupo de investigacién en el 2006, donde analizan el efecto de RU486
sobre este mismo gen y realizan tratamientos para inducir la decidualizacién empleando a los
inductores de manera individual; en ese estudio, se obtuvo también que el tratamiento con
RU486 disminuye la expresion de DKK1 a las 72 h del tratamiento con P4 y que no se obtiene
una regulacién del gen ni con E2 ni con AMPc de manera individual (Tulac et al., 2006), en el
primer caso concuerda con lo encontrado en este trabajo (Figura 14D) y es en el segundo
caso lo que nos permite proponer un panorama mas amplio con lo descrito en los resultados
(Figura 15F): donde observamos que la inhibicion de la sefalizacion del AMPc/PKA si
disminuye de manera significativa la expresion de DKK1. Este ultimo resultado nos permite
proponer un posible mecanismo de regulacién de este gen a través de PR que podria no estar
sensibilizado de manera previa por AMPc como en el caso de los otros genes, pero que si
interfiere rio abajo de la sefializacién de PR; no obstante, para aclarar mejor el mecanismo
por el cual el AMPc esta actuando seria necesario realizar también tratamientos individuales
de los inductores de la decidualizacién como los realizados por Tulac y su grupo de

investigacion.
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8.5. El AMPc es clave para la decidualizacién

En casi todos los genes analizados, —excepto PR-AB y FOXO1—, se obtuvo que H-89 (un
inhibidor de PKA), disminuy6 su expresion comparada con la induccién ocasionada por el
tratamiento de decidualizacion, incluso de manera mas marcada que RU486, esto es de suma
importancia y aporta un gran avance en la busqueda por esclarecer el mecanismo por el cual
se regulan los genes asociados a la decidualizacién durante este proceso. Como se sabe, la
decidualizacién es un proceso dependiente de P4 (Makieva et al., 2018); incluso alteraciones
en esta via como la resistencia a la progesterona se asocia con una decidualizacion
defectuosa y el posterior establecimiento de patologias como la endometriosis (Suthaporn et
al., 2021; Neg et al., 2020; Okada et al., 2018); sin embargo, también se ha descrito que en
los modelos de decidualizacion in vitro la induccién de los genes marcadores es mucho mayor
y con un menor tiempo de exposicion con AMPc en comparacion con P4 o MPA, lo que
sugiere una posible sensibilizacién por parte de este segundo mensajero en las HESC (Tulac
et al., 2006).

Los hallazgos encontrados en este trabajo junto con lo establecido por otros grupos de
investigacion nos indican que el papel del AMPc es crucial para el desarrollo de una 6ptima
decidualizacién tanto en una previa sensibilizacién de PR como al integrarse en la via de
sefializacion de este receptor rio abajo. Tomando en cuenta que el AMPc actia en muchas
otras vias de sefializacion, seria adecuado analizar mas inhibidores de sus posibles vias para
aclarar de una manera mas detallada el mecanismo especifico por el que actia en la
decidualizacién y asi poder presentar avances en la investigacion de este proceso. Por
ejemplo, en un estudio publicado en el 2022 donde analizaron el efecto del H89 y un activador
de AKT, encontraron que el AMPc regula la expresion de los genes marcadores de la
decidualizacién mediante estas dos vias, pero también que interfiere en la expresion de
CD55, un gen que codifica para el factor acelerador de descomposicion (DAF), una proteina
asociada al complemento y cuya disminucion se ha relacionado con abortos espontaneos y
endometrio de mujeres infértiles (Tang et al., 2022); esto deja en evidencia el enorme

panorama por indagar en la ruta del AMPc.

Si bien, a lo largo de la discusion se han mencionado puntos particulares donde pudieran
hacerse mejoras en el protocolo de esta investigacion y la adicion de mas réplicas biolégicas
para el establecimiento de resultados estadisticamente significativos en algunos casos, cabe
sefalar que los resultados de este estudio presentan bases y hallazgos importantes que
pueden ayudar a entender mejor el proceso de decidualizacién y por ende, en las patologias

asociadas a este proceso fisiologico que afectan la calidad de vida de las mujeres.
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9. Conclusiones

El AMPc juega un papel clave en la regulacién de la expresion de genes asociados a la
decidualizacion a través de la via de PKA y de la sensibilizacién del receptor de progesterona
(PR). La via estrogénica a través de sus receptores nucleares (nER) no parece tener un efecto
significativo sobre la expresion de estos genes, lo que nos sugiere que la decidualizacion in
vitro en cultivos celulares de HESC es principalmente regulada por P4 y AMPc; ademas de
gue estos resultados podrian ser extrapolables a otros genes regulados a la alta durante la
decidualizacion como FOXO1 y DKK1.

10. Perspectivas

Otro aspecto gue no se menciond anteriormente y que podria sumar a la confiabilidad de los
datos es someter a los cultivos celulares de T-HESC a un mayor tiempo de exposicidn con
los antagonistas previo al tratamiento de decidualizacién. En este trabajo se decidié someter
a los cultivos a una sensibilizacion de 1 h con los antagonistas por cuestiones practicas y
porque en los estudios de referencia variaba el tiempo de exposicion entre un grupo de
investigacion y otro, y porque se encontrd un estudio donde también utilizan 1 h de exposicion
previa al tratamiento de decidualizacion (Tang et al., 2022), por lo que seria relevante analizar
el efecto de diferentes tiempos de exposicion a los antagonistas y al inhibidor sobre la
expresion de los genes analizados. La concentracion de los antagonistas no deberia ser una
variable importante por considerar, ya que en los articulos analizados ya se ha demostrado
gue a la concentracion utilizada en este trabajo (10° M) se obtiene el mayor efecto de
antagonismo de los compuestos incluidos (Young et al., 2021; Du et al., 2019; Catalano et al.,
2003; Ogo et al., 2014; Tulac et al., 2006).

Un compuesto que se considerd incluir en el protocolo del trabajo y que no se incluyo por falta
de tiempo, —debido a que su entrega tardo en realizarse—, es ESI 05, un antagonista de la
via EPAC1/2 del AMPc, asociada también al proceso de decidualizacion (Makieva et al.,
2018). Este compuesto podria ayudar a dilucidar a mayor profundidad el mecanismo de
accion del AMPc durante la decidualizacion; esto, aunado a otros experimentos que se estan
realizando por el grupo de trabajo donde se analiza el comportamiento de los inductores de
manera individual (resultados préximos a publicarse), proveerdn bases soélidas para
establecer novedosos avances en la investigacion de este proceso y la realizacion de un

articulo de investigacion. Ademas, como en el laboratorio de trabajo también se cuenta con
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la posibilidad de obtener cultivos primarios de HESC de pacientes con o sin patologias, seria

también interesante incluir el protocolo realizado en este trabajo en esos cultivos.
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