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“Regulacién de la proliferacién y diferenciaciéon de células de endometrio por

hormonas esteroideas ovaricas.”

RESUMEN

El estroma uterino experimenta cambios morfolégicos y funcionales que dan lugar a la
decidua, un tejido compacto cuya funcién es el correcto progreso de la prefez. El
receptor de progesterona (RP) y el receptor de estradiol (RE) participan en el
crecimiento y la diferenciacion de las distintas areas deciduales del endometrio de la
rata. En esta tesis se estudia el papel de estos receptores, sus vias de sefializacion y
la participacion de nuevas moléculas involucradas en las etapas iniciales de la
decidualizacion. Caracterizamos, mediante el uso de ARN pequefio de interferencia
especifico, el papel de una nueva proteina regulada en la decidualizacion, la proteina
de union a ARN CSD-C2. Encontramos que el bloqueo del RP, mediante su
antagonista onapristona, produjo la reabsorcion de los sitios de implantacion (Sls) y la
disminucion en la expresion proteica del RP, RE, PCNA, DESMINA y CCND3, en los
niveles de ARNm de Pri8a2, y de Hand2 y Bmp2, y en la activacion de ERK. El efecto
deletéreo de onapristona fue parcialmente contrarrestado por el antagonista del RE
faslodex, restituyendo los niveles de los receptores de hormonas, de los marcadores
de proliferacion y diferenciacion analizados, y aumentando compensatoriamente los
niveles de Hand2 y Bmp2, y pERK. El tratamiento de ratas prenadas con el inhibidor
de pERK, evidencié su importancia en la formacién de la decidua, manteniendo la
capacidad proliferativa de las células estromales y limitando su diferenciacién en las
distintas areas deciduales. Estos hallazgos muestran la importancia del balance de
sefalizacién de los receptores hormonales, a la vez que describen nuevas moléculas

responsables de la decidualizacién endometrial durante la prefiez temprana.
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“Regulation of proliferation and differentiation of endometrial cell by ovarian

steroid hormones."

ABSTRACT

The uterine stroma undergoes complex morphological and functional shifts that build
the decidua, a specialized compact tissue leading to successful pregnancy.
Progesterone receptor (PR) and estrogen receptor (ER) participate in growth and
differentiation of several rat decidual regions. This thesis studies the role of these
receptors, related signalling pathways and novel molecules during the initial steps of
pregnancy. We characterized the role of the RNA binding protein, CSD-C2, during
decidualization by specific siRNA in vivo administration. Early suppression of
progesterone receptor activity by treatment with the progesterone antagonist
(onapristone) resulted in resorption of the implantation sites (ISs) with concomitant
decrease in the expression of PR, ER, PCNA, DESMIN, CCND3, Pri8aZ2, and signalling
players such as Hand2, Bmp2 and ERK activation. The deleterious effect of
onapristone was partially counteracted by the ER antagonist (Faslodex) with rescue of
hormone steroid receptors, markers of proliferation and differentiation and the probably
compensatory increase of Hand2, Bmp2 and ERK activation compared to oil treated
controls. The treatment of pregnant rats with MEK inhibitor showed ERK activation
relevance during the late stage of decidua development, keeping the proliferation
capacity of stromal cells and limiting the differentiation process in specified regions of
decidual tissues. These findings highlight the balance of ovarian steroid hormone
receptors during early pregnancy, and describe new players in the decidualization

process.
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INTRODUCCION

1. Fisiologia uterina

1.1 El endometrio

El atero es el principal érgano del sistema reproductivo femenino en la mayoria de los
mamiferos y esta compuesto por el miometrio y el endometrio (Figura 1). El miometrio
consta de dos capas de musculo, la capa de musculo circular interno, en contacto con
el endometrio, y la del musculo longitudinal externo (Kurita y Nakamura 2008). El
endometrio esta constituido por un epitelio columnar simple, un estroma fibroblastico y
glandulas endometriales. Las distintas zonas funcionales del endometrio en roedores
se definen de acuerdo con la conexiéon con la irrigacion sanguinea. EI mesometrio (M)
es la zona por donde se irriga el utero y constituira el sitio de placentaciéon. A la zona
opuesta en ubicacion se la denomina antimesometrio (AM) y constituira el sitio de

implantacién y anidacion del embrion.

Endometrio

Miometrio

&

- %@gitudinal i

Figura 1. Histologia del utero de roedor. En el corte transversal del utero se observan las capas
uterinas orientadas radialmente: el estroma fibroblastico endometrial, el musculo circular interno y el
musculo longitudinal externo. ep: epitelio luminal, estroma: estroma endometrial, gland: glandulas, circular:
musculo circular, longitudinal: muasculo longitudinal. Tomado de Kurita y Nakamura, 2008.

En los mamiferos, el Utero experimenta etapas de proliferacién, diferenciacion y
muerte celular de manera ciclica en respuesta a los niveles séricos de las hormonas
esteroideas ovaricas, progesterona (P,4) y estradiol (E,). La plasticidad tisular, que se
pierde normalmente en la mayoria de los 6rganos adultos, se mantiene en el
endometrio durante la etapa adulta permitiendo el constante remodelamiento

caracteristico. Estas modificaciones se potencian en presencia del blastocisto y dan
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INTRODUCCION

lugar a la decidua. De esta manera, el endometrio se vuelve competente para la
recepcion e implantacién del embrion y el correcto avance de la prefiez, principales

funciones del utero.

1.2 La decidua

Las variaciones endocrinas durante la fase pre y peri-implantatoria y las
sefales del blastocisto llevan al endometrio a diferenciarse en la decidua, un tejido
compacto y especializado propio de la prefiez. El tejido decidual tiene un papel
fundamental en el establecimiento de la interaccion materno-fetal, de la cual
dependera el correcto avance de la prefiez. El desarrollo de la decidua influira en la
regulacion de la invasion trofoblastica para una correcta orientacion y desarrollo
placentario, y en la regulacién de la respuesta inmune materna hacia el embrion
semialogénico. Asimismo, la decidua rodea al embrion en desarrollo proveyéndolo de
una barrera fisica que, a la vez, funciona como fuente de nutrientes y hormonas antes
del desarrollo de una placenta funcional (Gibori, Jayatilak y col., 1987; Huet-Hudson,
Andrews y col., 1989).

En los humanos, la diferenciacion del estroma a células deciduales ocurre en
respuesta a las variaciones hormonales durante la fase secretoria del ciclo menstrual.
A estas células se las denomina pre-deciduales. Una vez que la prefiez se establece, y
en presencia de P4, la diferenciacion prosigue formando el tejido decidual que
persistira a la largo de la prefiez (Ziegler, Fanchin y col., 1998; Maruyama and
Yoshimura, 2008; Salamonsen, 2008). En cambio, en roedores la decidualizacién solo
ocurre en presencia del blastocisto (Tranguch, Daikoku y col., 2005).

En el desarrollo de la decidua, el endometrio experimenta drasticos cambios
morfolégicos y funcionales que involucran la proliferacion y diferenciacion del
estroma, el remodelamiento de la matriz extra-celular (MEC), gran desarrollo vascular
y la proliferacién e infiltracion de células Natural killer uterinas (UNK). Este nuevo tejido
se rodea por una membrana basal formada por colageno IV y laminina.

Los fibroblastos estromales se diferencian en un tipo celular epiteloide
redondeado que y se caracteriza por la acumulacion de glicogeno vy lipidos en el
citoplasma, por el aumento en el numero de lisosomas y por la gran cantidad de
uniones célula-célula (Dey, Lim y col., 2004).

Otra caracteristica de las células deciduales es la adquisicion de poliploidia
(Dey, Lim y col., 2004), que consiste en la presencia de multiples copias de ADN

gendmico en el nucleo celular. Aun no se entiende muy bien el valor adaptativo de la

10



INTRODUCCION

caracteristica poliploide de las células deciduales. Se especula que la poliploidizacion
limitaria la vida de las células deciduales, las cuales mueren liberando espacio para el
embrion en crecimiento. Por otro lado, una de las principales funciones de la decidua
es participar del crecimiento embrionario que requiere de una alta tasa de sintesis
proteica. La generacion de un gran numero de copias del genoma completo, por
endoreduplicacion, podria asegurar una mayor capacidad de sintesis proteica al
aumentar el nimero de copias disponibles para la transcripcién de cada gen (Dey, Lim
y col., 2004).

Las células deciduales presentan un perfil secretorio y biosintético propio
(Gibori, Jayatilak y col., 1987; Huet-Hudson, Andrews y col., 1989). Muestran un
aumento en los niveles de expresion de proteinas estructurales, como DESMINA y
CONEXINA43, y de proteinas de secrecion, como las proteinas relacionadas a
PROLACTINA (PRP), factores de crecimiento y citoquinas, en relacion a las células
estromales que les dan origen (Glasser y Julian 1986; Grummer, Chwalisz y col., 1994;
Rasmussen, Orwig y col. 1997; Dey, Lim y col., 2004).

La decidualizaciéon es un proceso finamente regulado en espacio y tiempo,
comienza en el lado antimesometrial (AM) del endometrio, donde el embrién toma el
primer contacto con el epitelio uterino durante la noche del dia 3' post coito (pc), y se
extiende hacia el mesometrio (Figura 2). Las células deciduales del AM y M presentan
distintos fenotipos morfoldgicos, bioquimicos y funcionales como resultado de una
diferenciacion especifica (Gibori, Jayatilak y col., 1987; Parr y Parr 1989; Gu,
Srivastava y col., 1995).

Las células estromales del antimesometrio diferencian a la decidua
antimesometrial (DAM). Las células de esta zona se caracterizan por un fenotipo
celular con gran extension citoplasmatica, gran cantidad de uniones gap y estrechas
entre las células, resultando en un tejido muy compacto que anidara al embrion en
desarrollo. La zona de la DAM que estara en contacto con el embrién se desarrolla
primero. Esta zona se denomina zona decidual primaria (ZDP) y su formacion -
proliferacion y diferenciacion- se da entre los dias 4 y 7 pc (Figura 2). La ZDP tiene
una naturaleza avascular y epiteloide. Alrededor del dia 7 pc las células de la ZDP
empiezan a regresionar y desaparecen completamente entre los dias 8 y 9 pc. Las
células en contacto con la ZDP continuan proliferando durante los dias 7y 8 pc y

diferencian a células poliploides, mono o binucleadas, con gran extension de

' Designamos dia cero de prefiez -0 dias post coito, dpc- al dia en que se detecta presencia de
espermatozoides en el tracto reproductivo de la hembra.

"Ver esquema con ejes de cortes en ANEXO.

11
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INTRODUCCION

citoplasma constituyendo la zona decidual secundaria (ZDS) de la DAM (Dey 1996;
Tan, Raja y col. 2002).

En el mesometrio, zona que se vasculariza y hacia donde se desarrollara la
placenta que nutrird al embrion, se forma la decidua mesometrial (DM). La
proliferacion del estroma en el mesometrio comienza en el dia 7 pc, las células
diferenciadas resultantes son mas pequenas y aisladas que las células de la DAM, y
se conectan por extensiones citoplasmaticas.

Al final de su desarrollo, la decidua presenta distintas zonas morfolégicas y
funcionales (Bell, 1983; Parr y Parr, 1989) (Figura 2):

a) La decidua antimesometrial (DAM) y mesometrial (DM) con células

diferenciadas.

b) La zona de unién entre el M y el AM (U), zona de transicion, donde

comienza la formacion de vasos.

c) El area adyacente al miometrio uterino (adm) con células estromales

indiferenciadas y la presencia de algunas glandulas.

A 4 dpc 5-6dpc

Espermatozoides

+
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Ll o] | | | | | |
[ 7| 1 | I | | I I |
| ZDP-DAM |
Implantacién I Desarrollo embrionario E$
Reaccion de | ZDS-DAM [

DM |

[ Cep- placenta ::>

adhesion |

Figura 2. Desarrollo de la decidua en el roedor. A) El esquema representa cortes transversales de
uteros a distintos dias del proceso de implantacion de un embrion de roedor. B) Linea de tiempo del
desarrollo decidual. En la noche del dia 3 pc ocurre la reaccion de unién del blastocisto al lumen uterino
en la zona del antimesometrio (AM) uterino. En el dia 5 las células en contacto con el embridn proliferan y
diferencian dando origen a la zona decidual primaria (ZDP). Mas tardiamente, las células en contacto con
la ZDP proliferan y diferencian dando origen a la zona decidual secundaria (ZDS). La ZDP y la ZDS
constituyen la decidua antimesometrial (DAM). Las células estromales de la regién del mesometrio
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proliferan y diferencian constituyendo la decidua mesometrial (DM). lu, lumen uterino; es, estroma; ep:
epitelio; DM, decidua mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; ZDP, zona decidual primaria; ZDS,
zona decidual secundaria; U, zona de union entre M-AM; adm, area adyacente al miometrio; M,
mesometrio; AM, antimesometrio; Mio, miometrio, cep: cono ecto-placentario.

Por ultimo, la decidualizacién no solo depende de gran proliferacion y
diferenciacion celular, sino que también involucra la muerte celular programada.
Inicialmente el epitelio uterino adyacente al embridon muere por apoptosis (Finn, 1975).
Mas avanzada la prefiez, la decidua antimesometrial se reduce a medida que las
células diferenciadas mueren en respuesta al crecimiento del embrién. Las células
deciduales en los roedores tienen una vida muy corta incluso cuando la diferenciacion
es inducida artificialmente, y aun en presencia de P, (Gu, Soares y col., 1994). La
regresion decidual esta finamente controlada y requiere de un gran numero de
factores, entre ellos los miembros de la super-familia de TGF-B (Nie, Li y col., 2005).

Cualquier perturbacion en las vias de sefnalizacion que dirigen e integran los
cambios moleculares tempranos en las células endometriales compromete los eventos

subsiguientes necesarios para la correcta implantacion y el desarrollo embrionario.

1.3 El papel de la progesterona y el estradiol en el remodelamiento endometrial

Los cambios que experimenta el endometrio desde su desarrollo y durante la
vida reproductiva de la hembra son guiados por las hormonas esteroideas
ovaricas, progesterona y estradiol. La P, tiene un papel fundamental controlando
funciones reproductivas claves, como la ovulacién, la decidualizacion, el
mantenimiento de la prefiez y el parto (Lydon, DeMayo y col., 1995). El E; regula el
ciclo estral/menstrual y, luego de la fecundacion, su presencia es imprescindible para
la reaccion de adhesion -attachment- del blastocisto al epitelio uterino (Yoshinaga y
Adams, 1966).

La figura 3 muestra las variaciones hormonales durante el ciclo estral de la
rata. Este dura entre 4 y 5 dias, y esta dividido en 4 etapas: proestro, estro, metaestro
y diestro. El E; domina el ciclo estral en roedores (Figura 3), sus niveles aumentan
gradualmente desde el metaestro hasta el proestro, donde alcanzan su maximo nivel.
La mayor parte de la poca progesterona sintetizada antes de la ovulacién es
convertida en 20a-hidroxiprogesterona, un metabolito inactivo (Fuller W. Bazer, 1998).
El pequefio aumento en los niveles séricos de P, que se detecta en el proestro es
necesario para reforzar la accion de E, sobre el hipotalamo generando el pico de la

hormona luteinizante (LH). En respuesta al aumento de LH, la hembra entra en estro y
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ovula durante la madrugada. En estro los niveles de estradiol caen y el ciclo comienza
nuevamente (Smith, Freeman y col., 1975).

Cuando hay apareo se produce un aumento en los niveles de progesterona
producidos por el cuerpo luteo recién formado, iniciandose la fase luteal en roedores.
De esta manera, la progesterona sincroniza la fertilizacion con la preparacion del Gtero

para la implantacién (ventana de receptividad).

S N S

25

LH (ng/ml)

T

0 _— mN
T

___—_—*_
BIZ7A00CGO013IZ2200501317 2000013172000 13
Estro Metaestro Diestro Proestro Estro

Figura 3. Ciclo estral de la rata. El grafico muestra los niveles séricos de progesterona, estradiol y LH
durante el ciclo estral de la rata. Adaptado de Smith y Col., 1975.

Los cambios en los niveles séricos de P, y E; van acompaiados por
cambios en la proliferacion y diferenciacion de las células del endometrio.

El estrogeno producido durante el proestro estimula la proliferacion del epitelio
luminal y glandular (Finn y Martin, 1969). Los niveles de E, caen en estro cuando, en
presencia del macho, se da el apareo. Tras el coito se observa un pico de proliferacion
epitelial independiente del E..

En el dia 1 pc el recién formado cuerpo luteo sintetiza progesterona inhibiendo
la proliferacion de las células epiteliales y estimulando su funcion secretoria. La Py
redirecciona el estimulo proliferativo del estradiol desde el epitelio hacia el estroma,
preparandolo para la implantacion del blastocisto. En el dia 3 de prefiez, la P4induce la
proliferacion de las células estromales peri-luminales del antimesometrio adyacentes

al blastocisto en proceso de implantacion (Figuras 2 y 4). Estas células sintetizan ADN
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sin entrar en mitosis, dando lugar a células poliploides que forman la ZDP (Finn y
Martin, 1969; Parr y Parr, 1989; Tong, Niklaus y col., 2008). La ola de proliferacién y
diferenciacion se expande a partir del dia 5 pc rapida y radialmente hacia el estroma
en contacto con la ZDP (Figuras 2 y 4) y se forma la zona decidual secundaria (ZDS).
Martin y col. evidenciaron, mediante el uso de timidina tritiada, que las células
periféricas a la ZDP incorporan timidina al mismo tiempo que las células de la region
peri-luminal (Das y Martin, 1978). En el momento que las células de la ZDP comienzan
a diferenciarse, las células estromales periféricas siguen experimentando rondas de
divisién celular antes de diferenciarse y dar lugar a la ZDS (Martin, Finn y col., 1973;
Das y Martin, 1978). En el mesometrio las células estromales proliferan mas
tardiamente y se diferencian constituyendo la decidua mesometrial (DM). La
proliferacion de estas células durante el proceso de diferenciacion es exclusivamente
dependiente de progesterona, sin la cual la reaccion decidual se frena y el tejido
regresiona (Ogle, George y col., 1998).

Figura 4. Proliferacion celular en el utero del ratéon durante los periodos pre y peri-implantatorios.
Se muestran secciones transversales del Utero de ratén, orientados con el mesometrio hacia arriba,
aislados en el dia de prefiez que se indica. Dos horas previas al sacrificio, se administro
bromodeoxiuridina (BrdU) a las hembras prefiadas y mediante el uso de un anticuerpo especifico se
detectaron las células en proliferacion (tefiidas de negro) en cortes en parafina. eg: epitelio glandular; el,
epitelio luminal; e; estroma; m, miometrio; ed, estroma diferenciado. Adaptado de Tong y col., 2008.

La respuesta del endometrio a P, y E, puede reproducirse en modelos de
animales ovariectomizados (ovx) mediante la administracion exdgena de las
hormonas esteroideas ovaricas. En ratones ovx tratados con E, durante 3 dias se
simula la preparacion (priming) del utero que fisioldgicamente es inducido por el E,

secretado por el ovario antes del coito. La administraciéon de P, y E> conduce a un
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aumento en la division de las células estromales y a una reduccién en la mitosis
epitelial. Esta respuesta del endometrio es maxima cuando las hormonas (P4 + E;) se
administran 4 dias luego del priming con estradiol, reproduciendo el incremento en la
proliferacion que se observa en las células estromales antes de la implantacion
embrionaria (Finn y Martin, 1970).

El efecto inhibitorio de la progesterona sobre la proliferacion del epitelio
endometrial fue claramente demostrado por Martin L y col. (1973). La sintesis de ADN
en el utero de ratones ovx evidencié que el tratamiento con progesterona inhibe no
solo la proliferacion epitelial (luminar y glandular) inducida por estradiol, sino también
la proliferacién basal de este tejido. Asimismo, estos autores, observaron que la
progesterona aumenta el numero de células estromales que sintetizan ADN, y que la
posterior administracion de estradiol conduce a un aumento del 30-40% de células
estromales (Martin, Finn y col., 1973).

La conexion entre la proliferacion de las células estromales y el proceso de
diferenciacion decidual se estudi®6 en modelos de pseudoprefiez de ratas
ovariectomizadas tratadas con P,y E, en combinacién. Moulton y col. identificaron el
destino de las células que sintetizaban ADN, mediante la marcacién de las células
uterinas con timidina tritiada y la posterior separacion de las mismas en funcién a su
tiempo de sedimentacién. Observaron que las células estromales que sintetizan ADN
al principio de la pseudoprefiez o en respuesta al tratamiento hormonal diferencian

posteriormente hacia el fenotipo decidual (Moulton y Koenig, 1984).

1.3.1 Estructura y mecanismo de accion de los receptores de progesterona y de

estradiol

Las acciones de P,y E, sobre la fisiologia uterina estan mediadas por la unién
a sus respectivos receptores, el receptor de progesterona (RP) y el receptor de
estradiol (RE), y por interaccion de estos con sus respectivos coreguladores (McKenna
y O'Malley, 2002; Lonard y O'Malley, 2006). Dichos receptores se expresan en varios
tejidos, aunque predominantemente en el tracto reproductivo femenino.

Los receptores de hormonas esteroideas son factores de transcripcion
activados por ligando y pertenecen a la super-familia de receptores nucleares.

Los miembros de esta super-familia comparten similitudes estructurales y
dominios funcionales claves (Evans, 1988; Tsai y O'Malley, 1994) (Figura 5). Dentro
de los dominios que presentan, se encuentra el dominio de union al ADN (DBD),

constituido por motivos de dedos de zinc responsables del reconocimiento y unién a
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sus secuencias blanco en el ADN (elemento respondedor a hormona, ERH).
Dependiendo del receptor en cuestion, la secuencia consenso del ERH varia. El
dominio de union al ligando (DUL) es el dominio del receptor al que se une
especificamente el agonista o antagonista. Esta constituido por un arreglo de 12
hélices-a que arman el bolsillo al que se une el ligando (Tsai y O'Malley, 1994; Renaud
y Moras, 2000; Robinson-Rechavi, Escriva Garcia y col., 2003). La unién de un ligando
a este bolsillo induce cambios conformacionales que determinan la capacidad del
receptor de reclutar a distintos coactivadores transcripcionales. Los dominios AF-1 y
AF-2 estan involucrados en la activacién transcripcional independiente o dependiente
de ligando, respectivamente. La delecion de las regiones AF-1 y AF-2 disminuye la
capacidad de los receptores para regular la expresion génica (Metzger, Ali y col.,
1995).

A
5 ! |EIEB[Z][E[E[F[ET-2 RPB
5] F |EE [ ]EE@DEY RPA
’ s—EE 2 EE@Ers RPC
NH, —IEES [6BB] [ BUL__}- COOH RPB
: AF-1 AF-2
NH2—] [DBO [—BUL_}- CooH RPA
NHz—PBH [ DBUL}- COOH RPC
B
Uniéna Unién a
ADN Ligando
] m——
N[ a8 |pBD|D| puL  |F|e
AF1 AF-2
N| 183 | 83 |as| 251 l43| ¢ REa
N[ 142 |84 a2 245 l27lc REB
Homologia: REa/RER 98% 54%

Figura 5. Estructura de los receptores de estradiol y de progesterona. A) Representacion
esquematica de las distintas isoformas del RP. Se indican los distintos sitios de iniciaciéon de la traduccion.
Los recuadros del 1 al 8 representan a los exones. B) Representacion esquematica del REa y RES. DBD,
dominio de unién al ADN; DUL, dominio de unioén al ligando; AF-1 y AF-2, dominios de activacion. Tomado
de Hewitt y Korach, 2008 y de Lee, Wang y DeMayo, 2008.

El receptor de progesterona esta codificado en un unico gen y existen tres
isoformas del receptor que median la acciéon de esta hormona, las isoformas A, By C

(RPA, RPB y RPC) (Figura 5A). Estas isoformas se originan por el uso de sitios de
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inicio de la transcripcion alternativos en el gen del RP. La isoforma A carece de 164
aminoacidos (aa) en el extremo N-terminal que contiene la isoforma B. La isoforma C,
por otro lado, contiene un DBD truncado (Lee, Wang y col., 2008). La P4, actuando a
través del RPA y RPB, media la produccién de factores autocrinos y paracrinos en las
células estromales que refuerzan la respuesta de crecimiento y diferenciacion de las
células epiteliales y estromales (Tsai y O'Malley, 1994). La pérdida de respuesta del
estroma a la P, vuelve al endometrio uterino refractario a la implantacion del
blastocisto (Lydon, DeMayo y col., 1995).

El receptor de estradiol presenta dos formas, el receptor de estradiol alfa
(REQ) y el receptor de estradiol beta (RERB) (Figura 5B). Dos genes diferentes, Ers1y
Ers2, codifican para los receptores de estradiol a y B, respectivamente. Los DBD de
ambos receptores comparten un 98% de similitud de secuencia, mientras que los DUL
comparten solo un 54% de sus secuencias. Sin embargo, ambos receptores tienen
afinidades similares por E; (Hewitt y Korach, 2008).

Los receptores de hormonas esteroideas estimulan la transcripciéon génica de
distintas maneras. La via gendmica clasica involucra la interaccion directa de los
receptores con sus genes blanco. El receptor unido a la hormona transloca al nucleo,
reune coactivadores y se une a los ERH presentes en el ADN del gen blanco. El
complejo hormona-receptor también recluta a otros factores de transcripcién, como
AP1 o SP1, y regula la expresion de genes que carecen de ERH. Los receptores de
hormonas esteroideas pueden, ademas, interactuar con quinasas citoplasmaticas y
activar vias de senalizacion "no gendmicas™ o “extranucleares” (Hewitt y Korach,
2008; Lee, Wang y col., 2008). Vicent y col. demostraron que la activacion de las
cascadas de sefalizacidon citoplasmaticas es esencial en el remodelamiento de la
cromatina y la activacion transcripcional de una gran niumero de genes blanco de las
hormonas esteroideas (Vicent, Ballaré y col.,, 2008). Asimismo, este efecto no
gendmico también estaria mediado por la accién de las hormonas esteroideas sobre
receptores no clasicos (Mani, Mermelstein y col., 2012).

El RP y el RE son regulados a nivel post-traduccional mediante fosforilacion,
sumoilacion, acetilacion, etc (Faus y Haendler, 2006). Estas modificaciones afectan la
estabilidad, localizacién subcelular y la actividad de los receptores, a la vez que
influyen en los mecanismos de regulacion especificos del tipo celular o del gen blanco
regulado. En relacion a la fosforilacion, las proteinas quinasa activadas por mitégeno
(MAPK) fosforilan en residuos serina tanto al RP como al RE luego de la union de sus
ligandos. En general la fosforilacion de los receptores de hormonas esteroideas

ovaricas lleva a un aumento en su actividad transcripcional (Faus y Haendler, 2006).
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1.3.2 Antagonistas del receptor de progesterona y del receptor de estradiol

Se han desarrollado muchos ligandos sintéticos, esteroideos o no
esteroideos, con capacidad de unién competitiva e inhibicion o activacién del RP y el
RE. Estas drogas, ademas de las ventajas terapéuticas, son una herramienta muy
valiosa para el estudio de los mecanismos de accion de las hormonas esteroideas
ovaricas.

Los antagonistas del RP se dividen en dos categorias segun su mecanismo
de interaccion e inactivacion. Los antagonistas de tipo I, como la Onapristona utilizada
en esta tesis, evitan la asociacion del RP al ADN; mientras que los de tipo Il, como
RU486, promueven la union del receptor al ADN e inhiben etapas posteriores de la via
de accién, posiblemente a nivel de los cambios conformacionales necesarios para la
actividad transcripcional del receptor. Se han encontrado evidencias de que los
compuestos de tipo | estimulan la fosforilacion del RP en menor medida que los
compuestos de tipo Il. RU486 puede estimular la fosforilacion especifica del RP como
si fuera un agonista del RP. Por otro lado, la Onapristona no es susceptible de
interaccionar con la via de transduccién de senales de AMPc, actuando como agonista
parcial, como ocurre con los antagonistas de tipo Il. La Onapristona resulta, en varias
condiciones, un antagonista mas “puro”, sin efectos agonistas, que los compuestos de
tipo Il (Edwards, Altmann y col., 1995).

Dentro de los antagonistas del RE, el tamoxifeno es el antiestrégeno mas
comunmente utilizado en el tratamiento clinico del cdncer de mama (Santen, Manni y
col., 1990). Este compuesto, sin embargo, posee una actividad mixta ya que estimula
la proliferacién celular en el endometrio, donde funciona como agonista del RE. Existe
un gran interés en el desarrollo de compuestos con actividad antiestrogénica “pura”
tanto en mama como endometrio. En la busqueda de este tipo de compuestos surgid
el IC1182.780 (Faslodex™), un antagonista del receptor de estradiol con alta afinidad
dicho receptor y sin efectos agonistas en otros tejidos blanco del estradiol como el
utero. ICI es un inhibidor competitivo del estradiol y tiene una afinidad de unién al RE
aproximadamente 100 veces mayor que el tamoxifeno. Estudios con ICI en animales
detectaron la ausencia de actividad estimulatoria en Utero, ademas de mostrar que ICI
bloquea la actividad trofica del tamoxifeno en dicho 6rgano (Wakeling, Dukes y col.,
1991; Kauffman y Bryant, 1995). Dukes y col., midieron el tamafo del utero de monos
(Macaca nemestrina), ovariectomizados y posteriormente tratados con estradiol,

utilizando imagenes obtenidas por resonancia magnética (MRI) y observaron que el
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tratamiento con ICI bloquea la proliferacion uterina. La tasa y extensién de la
involucién del endometrio fue similar en los monos tratados con E, e ICI en
combinacion que en los tratados y posteriormente privados de E, (Dukes, Miller y col.,
1992).

1.3.3 Decidualizacidén y efectos de los antagonistas del receptor de progesterona

y del receptor de estradiol

En nuestro laboratorio se estudié el efecto de la administracion de ONA e ICI
en el desarrollo de la decidua (Vallejo, 2009; Vallejo, Mestre-Citrinovitz y col., 2011).
El protocolo consistié en la inyeccion subcutanea de ONA, IClI u ONA+ICI a ratas
prefadas durante los dias 6 y 7 pc. Los sitios de implantacion (Sls) resultantes fueron
analizados en el dia 8 pc. Con este esquema experimental Vallejo y col. abordaron el
estudio del efecto de los antagonistas sobre las ultimas etapas de la diferenciacion de
la DAM y la DM. Por esta razén, a este protocolo lo nombraremos a partir de aqui

como protocolo de tratamiento tardio.

Estos resultados mostraron que los antagonistas modifican las extensiones de
las distintas areas deciduales de los SlIs de ratas tratadas en relacion a los Sls de
ratas no tratadas (NT). El tratamiento con ONA redujo la extension de la DAM y la DM,
al igual que los tratamientos con ICl y ONA+ICI. Estos dos ultimos tratamientos, con
ICI, produjeron un aumento en la proporcion de las zonas indiferenciadas de la
decidua (U y adm).

Los niveles proteicos del RPA, RPB, REa y ERK activado (pERK) en las
muestras provenientes de los Sls de 8 dpc aumentaron en relaciéon a su expresion en
dias mas tempranos de prefiez. Los tratamientos con ONA e ICI disminuyeron los
niveles de estas moléculas en distinto grado, indicando la importancia de la accién de

la P,y el E;sobre la expresion del RP y el RE (Vallejo, Mestre-Citrinovitz y col., 2011).

1.4 Ciclo celular y endoreduplicaciéon durante la decidualizacién

El ciclo celular se regula en dos puntos de control (checkpoints), el pasaje de
G1-S y el de G2-M. El avance a través de estas fases involucra la interaccién entre
Ciclinas, quinasas dependientes de Ciclinas (CDKs) e inhibidores de CDKs (CKIs).

Las Ciclinas de tipo D (D1, D2, D3), también llamadas Ciclinas G1, se
acumulan a lo largo de la fase G1. La entrada a la fase S depende de la formacién de

una holoenzima compuesta por estas Ciclinas y las quinasas CDK4 o CDK®6. La
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proteina de retinoblastoma (Rb) y otros miembros de su familia, p107 y p130, son
reguladores negativos del ciclo celular. La proteina Rb se desfosforila durante las
fases GO y G1 temprana y se une e inhibe a E2F1, un factor de transcripcién cuyos
genes blanco son esenciales para la divisidn celular. El complejo Ciclina/CDK fosforila
a estos reguladores, inhibiéndolos y permitiendo la liberacién de E2F1 con lo cual el
ciclo prosigue a través de la fase G1 (Riley, Lee y col., 1994). La sobre-expresion de
las Ciclinas de tipo D acorta la fase G1 y permite un pasaje rapido a la fase S
(Resnitzky, Gossen y col., 1994). El complejo Ciclina A/ICDK2 es necesario para la
progresion a través de la fase S. La unién de Ciclina Ay B a CDK1 y su subsiguiente
fosforilacion y activacion resultan esencial para la transicion a través de G2-M (Figura
6).

La activacién de las CDKs esta limitada por la accién de dos familias de CKls,
p21 y p16. La familia de p16 incluye a p15, p16, p18 y p19, e inhibe a CDK4 y CDKa®,
quinasas asociadas a las Ciclinas tipo D. La familia de p21 consta de p21, p27 y p57, e
inhiben CDKs de manera menos especifica que la familia de p16. Las CKls se
acumulan en las células quiescentes en fase GO y sus niveles disminuyen en
respuesta a estimulos proliferativos. La progresion a través del ciclo celular depende
del balance entre reguladores positivos y negativos (Sherr y Roberts 1999).

Varias Ciclinas (A, B1, D1y E), CDKs (1, 2 y 4) y CKls (p27) son reguladas
durante el ciclo menstrual en el utero humano. La expresién de estas moléculas,
tanto en epitelio como estroma, aumenta durante la fase proliferativa del ciclo,
sugiriendo su participacion en la proliferacién celular. Durante la fase secretoria o
luego de la administracion de P4 la expresion de p27 correlaciona con la supresion de
la proliferacion de las células epiteliales, glandulares y luminales (Dey, Lim y col.,
2004).

En roedores la expresion espacio-temporal de las Ciclinas de tipo Dy E y de
las CDKs es regulada por estradiol y/o progesterona. P, inhibe la proliferacion
epitelial, dicha inhibicion depende de la exclusién del nucleo del complejo Ciclina
D1/CDK4 junto con la inactivacion de las Ciclinas A y E por CDK2 (Jones, Kimler y
col., 2000).

Las células deciduales del antimesometrio se caracterizan por la transicion de
un ciclo celular replicativo a uno endoreduplicativo con la consecuente adquisicion de
poliploidia (Dey, Lim y col., 2004). La represién de distintos reguladores de la
transicién de la fase G2-M lleva a la pérdida de la regulacién del ciclo celular. Como

resultado, las células deciduales entran en rondas ciclicas de replicacion de ADN
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desreguladas resultando en grandes células mono o binucleadas con contenido
haploide mayor a 4C (Figura 6).

Diferenciacion

-~

B
Cdyg ¥posgQ o’

Célula Célula
mononucleada binucleada

Figura 6. Regulacion del ciclo celular y la endoreduplicacion en células deciduales. Se muestra un
esquema del modelo propuesto para el desarrollo de la poliploidizacion decidual. Se compara la
interaccion de distintos reguladores del ciclo celular en el ciclo normal v. ciclo endoreplicativo. La
expresion de p21 es clave para el pasaje al endociclo, la formacion del complejo ternario CCND3, CDK6 y
p21 junto con la expresion de Ciclina E/CDK2 llevarian a las células deciduales a rondas de replicaciéon de
ADN sin citoquinesis resultando en células poliploides terminalmente diferenciadas. Las células
poliploides pueden ser mono o binucleadas. Adaptado de Dey y col., 2004 y Tan y col., 2003.

Los niveles de expresién de la Ciclina D3 (CCND3) varian a lo largo de la
prefiez en el utero de ratén. En la manana del dia 4 pc su expresion en el estroma
uterino es baja y aumenta en los Sls con el avance de la implantacién. Al comienzo de
la prefiez, el complejo Ciclina D3/CDK4 esta asociado con la proliferacion estromal. La
expresion conjunta en el momento y el sitio de implantacién del embrién sugiere un rol
de este complejo en la proliferacién del estroma uterino. El cese de la proliferacién de
la zona decidual primaria en el dia 6 pc (Figura 2) correlaciona con la expresion de p21
y la disminucién en los niveles de Ciclina D3 y CDK4. La posterior expresion de Ciclina
D3 y CDK4 en el estroma en contacto con la ZDP es consistente con la formacion de
la zona decidual secundaria. La posterior diferenciacion terminal de la ZDS, incluyendo
el desarrollo de poliploidia, se asocia con la presencia del complejo ternario Ciclina

D3/CDK6/p21. La presencia de Ciclina E, A y CDK2 junto con la disminuciéon de Ciclina
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B/CDK1 en las células de la ZDS refuerza la hipétesis de la endoreduplicacion del

estroma (Tan, Raja y col., 2002; Tan, Liy col., 2004).

1.5 Factores paracrinos y moléculas claves para el desarrollo de la decidua

La accioén de la P, y el E; puede ser directa o indirecta a través de la induccion
de distintos factores de crecimiento y moléculas de senalizacion. Ademas de la
accién hormonal, el dialogo entre el embridén y el endometrio estimula también la
expresion de factores importantes para la implantacion y subsiguiente desarrollo de la
prefiez. De esta manera, las células deciduales y el blastocisto, secretan factores
autocrinos y paracrinos que regulan la decidualizacion, la angiogénesis uterina y el
crecimiento embrionario, y modulan la respuesta inmune materna. Entre estos factores
encontramos: mediadores lipidicos, como las prostaglandinas (PGs) y los
endocanabinoides, como la anandamida; moléculas de sefalizacion y factores de
transcripcién, como las proteinas de la familia WNT, HOXA-10, HOXA-11, FOXO1,
HAND2, STATS5, STATS3; citoquinas, como LIF, TNF-a IL-11, IL-6; factores
remodeladores de la matriz extracelular, las metaloproteasas de la matriz extracelular
(MMP); factores de crecimiento, como IGFBP1, IHH, miembros de la familia de EGF y
TGF-B, FGF; entre otros factores (Schmid, Paria y col., 1997; Dey, Lim y col., 2004;
Tranguch, Daikoku y col., 2005; Fonseca, Correia-da-Silva y col., 2013; Salleh, 2014).
Los ratones genéticamente modificados deficientes en varias de estas moléculas
muestran fallas en la decidualizacion, evidenciando la importancia de las mismas
durante el establecimiento de la prefiez (Dey, Lim y col., 2004; Wang y Dey, 2006;
Tong, Niklaus y col., 2008).

La proteina morfogénica 6sea, BMP2, perteneciente a la super-familia de
factores de crecimiento de TGF-f3, y su receptor han sido relacionados con el proceso
de decidualizacion. Ying y Zhao mostraron que BMP2 tiene una expresion diferencial a
lo largo del proceso de decidualizacion (Ying y Zhao, 2000). El uso de la antiprogestina
RU486 puso en evidencia que la expresion de BMP2 esta regulada positivamente por
P, y que BMP2 esta involucrado funcionalmente en la decidualizacién en humanos y
roedores (Li, Kannan y col., 2007). Lee y col. generaron ratones con una delecién
condicional de Bmp2 y demostraron que la baja fertilidad de estos ratones es debida a
la falta de respuesta decidual luego de la reaccién de adhesién del blastocisto al
epitelio uterino (Lee, Jeong y col., 2007).

Ademas de los factores de crecimientos, numerosos factores de transcripcion

son cruciales para el desarrollo decidual. Recientemente, Bagchi y col., utilizando el
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antagonista del RP, RU486, en ratones ovx y tratados con P, identificaron a Hand2
como un gen regulado por el RP (Bagchi, Li y col., 2005). HAND2, transcripto derivado
de corazoén y cresta neural 2, ha sido localizado en el estroma uterino. Sus niveles
aumentan acompafiando el proceso de decidualizaciéon in vitro tanto en células
humanas como murinas (Huyen y Bany, 2011). La inhibicion de la expresiéon de Hand?2
mediante el uso de ARN de interferencia redujo el grado de diferenciacion de la

decidua (Huyen y Bany, 2011).

1.6 Angiogénesis en la decidua

La coordinacion espacio-temporal entre la decidualizacién y los procesos de
vascularizacion durante el periodo de implantacion es de suma importancia para el
desarrollo de un utero receptivo y el correcto avance de la prefiez. EI endometrio se
transforma en un tejido receptivo muy vascularizado durante la fase secretoria. En
presencia del blastocisto la decidualizacién continua, y la extensa angiogénesis
permite el establecimiento de una red de vasos y capilares que mantienen el desarrollo
y el crecimiento placentario, y que posibilitan la conexién entre los suministros de
sangre del feto y la madre. Durante este proceso el feto queda rodeado de un tejido
especializado, constituido por trofoblastos, a través del cual puede aprovechar el
suministro de sangre materna sin provocar una respuesta inmune perjudicial, ya que la
interaccion directa del feto semialogénico con la madre resultaria en el rechazo
inmunoldgico del mismo. La invasion trofoblastica debe ser suficiente para alcanzar el
suministro de sangre materno sin que esto cause inconvenientes a la madre. La
naturaleza altamente invasiva de los trofoblastos es controlada por la decidua (Plaisier,
2010). Tanto la angiogénesis -formacion de vasos a partir de vasos preexistentes por
elongacién, ramificacién o invaginacién-, como la vasculogénesis o neoangiogénesis -
formacion de vasos de novo a partir de células endoteliales precursoras- son procesos
importantes en el desarrollo y remodelamiento de la vasculatura uterina (Plaisier,
2010).

La formacion de vasos en la decidua, es un proceso muy regionalizado. La
mayoria de los capilares y vasos tempranos se extienden desde el miometrio hacia el
cono-ectoplacentario del embrién en crecimiento a través de la zona de unidn entre en
AM y M (zona U) (ver esquema en Figura 2).

La angiogénesis y el desarrollo vascular en el utero estan regulados por un
gran numero de factores solubles (Smith, 2000). A su vez, estos factores son

modulados por E, y P4 (Ma, Tan y col., 2001), por las células deciduales, los
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trofoblastos y las células uNK. Debido a que durante la prefiez temprana los cambios
en la permeabilidad y densidad vascular ocurren en la proximidad de los Sis se
sugiere que factores derivados del embrién afectan la expresion génica relacionada
con la angiogénesis (Bany y Cross, 2006; Plaks, Kalchenko y col., 2006). Por otro
lado, condiciones fisiopatoldgicas, como la hipoxia, también influyen en la regulacion
de la angiogénesis endometrial (Sharkey, Day y col., 2000). La angiogénesis se
promovera o inhibird dependiendo de la produccién, e interaccidon entre los factores
locales (Girling y Rogers, 2005).

Los factores solubles mayormente descriptos como reguladores de la
angiogénesis son: el factor de crecimiento de endotelial vascular (VEGF), los
miembros de la familia de angiopoyetinas, la familia de factores de crecimiento
fibroblastico (FGF) y las proteasas de matriz extracelular.

El VEGF, mitégeno especifico de células endoteliales es una glicoproteina
homodimérica con varias funciones en el desarrollo vascular. La familia de VEGF
consta de varios miembros —A,B,C,D y PIGF- que interaccionan con dos receptores,
VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR), y promueven la proliferacion, migracion y
apoptosis de las células endoteliales, ademas de regular la permeabilidad vascular
(Ferrara, 2004). Existe una version truncada soluble de VEGFR-1 (sFlt1) que se une a
VEGFA y PIGF, previniendo la unidon de estas moléculas al receptor completo e
inhibiendo su funcion (Smith, 2000). Hyder y col. demostraron que tanto E, como el
tamoxifeno aumentan los niveles de transcripcién de Vegf en el utero de roedores
(Hyder, Stancel y col.,, 1996). También observaron que esta induccion es mas
prominente en la regién del estroma en contacto con el epitelio uterino.

La familia del factor de crecimiento fibroblastico (FGF) estd compuesta por
polipéptidos muy conservados con alta afinidad por proteoglicanos de heparina-sulfato
(Ornitz e Itoh, 2001). Dentro de esta familia, el FGF basico (bFGF — FGF-2) fue aislado
por primera vez de muestras de placenta humana. FGF-2 es un factor proangiogénico
y estimula la proliferacion, la migracion celular y la sintesis de proteasas de células
endoteliales (Hamai, Fujii y col.,, 1998). El analisis de la decidua de ratas
pseudoprefiadas mostré que los niveles de FGF-2 aumentan junto con el avance de la
decidualizacion y que su expresibn es mayor en el mesometrio que en el
antimesometrio endometrial (Srivastava, Gu y col., 1998). Por lo tanto, este factor

podria tener una gran importancia en el desarrollo vascular durante la implantacién.

2. Modelos in vitro para el estudio de la proliferacion y la diferenciaciéon decidual
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La proliferacion y diferenciacion endometrial pueden ser estudiadas in vitro en
lineas celulares endometriales establecidas o cultivos primarios adecuadamente
estimulados. El analisis de los cambios morfoldgicos y de la expresion de marcadores
clasicos de diferenciacién decidual como dPRP -PRL8A2- y DESMINA (Glasser y
Julian, 1986; Gu, Soares y col., 1994), permiten describir modelos experimentales
simples y robustos para el estudio de los procesos y mecanismos que controlan la

diferenciacién endometrial.

2.1 Las células estromales endometriales normales de rata, las células Ulll

Tessier-Prigent y col. fueron el primer grupo en describir la decidualizacién in
vitro de células estromales de rata (Tessier-Prigent, Willems y col.,, 1999).
Establecieron la linea celular Ulll, descripta como una linea de células estromales
normales derivadas de utero de rata inmortalizadas espontaneamente. Estas células
retienen los receptores de progesterona, estradiol y prolactina, y la respuesta a
progesterona para su crecimiento (Cohen, Pageaux y col., 1993; Vallejo, Ballaré y col.,
2005).

Utilizando las células Ulll como modelo experimental, nuestro laboratorio
realizé importantes avances en el estudio de la proliferacion y diferenciacion decidual
(Vallejo, Ballaré y col., 2005; Ballare, Vallejo y col., 2006; Vallejo, Maschi y col., 2010).

En el 2005 definimos que concentraciones picomolares de la progestina
sintética R5020 (agonista del RP) inducen la proliferaciéon de las células Ulll. Dicha
proliferacion esta mediada por la union de R5020 al RP que interacciona con el RER,
en ausencia de E, , activa vias no gendmicas del RP (Vallejo, Ballaré y col., 2005).

En el 2010 definimos el patron de expresion génica asociado a la
diferenciacion decidual en células Ulll inducidas con 10% de suero libre de
esteroides (SFB-ch) mediante el uso de microarreglos de ADNc. Este cambio fue
confirmado por la adquisicion del fenotipo epiteloide y la expresién de desmina,
marcador de decidualizacion tardio (Glasser y Julian, 1986). Dentro de este patrén de
expresion las funciones: expresion génica y arquitectura y remodelamiento de la
cromatina fueron las funciones mas significativamente representadas. Las variaciones
en los niveles de expresion génica fue validada por PCR a tiempo final en el modelo
de decidualizacion in vitro de células Ulll e in vivo, comparando los niveles de
expresion génica entre el utero de rata no prefiada y los Sis de 8 dpc (Vallejo, Maschi
y col., 2010).
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3. Lavia de ERK

La fosforilacién de proteinas es una de las modificaciones post-traduccionales
clave en la transduccion de senales. Por lo tanto, las quinasas tienen un papel
regulatorio importante en casi todos los aspectos de la biologia celular (Roskoski,
2012).

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) de mamiferos
consisten en quinasas citoplasmaticas que conectan las sefiales que llegan desde el
exterior con el interior celular. Dentro de este grupo se encuentran la quinasa regulada
por senales extracelulares (ERK), la familia de p38 y la familia de c-Jun (JNK). Estas
quinasas fosforilan especificamente en residuos serina/treonina. La via de
sefalizacion es, en general, iniciada por la activacion de una pequena proteina G.
Luego la via continda con la activaciéon secuencial por fosforilacion de quinasas
pertenecientes a niveles diferentes. La cascada de senalizacion de cada familia de
MAPK consiste en al menos 3 niveles: una MAPK quinasa quinasa (MAP3K), una
MAPK quinasa (MAP2K) y una MAPK. Cada quinasa fosforila a la quinasa del
siguiente nivel activandola. El ultimo eslabon de la cadena, MAPK, cataliza la
fosforilacion de un gran numero de sustratos proteicos: factores de transcripcion, otras
quinasas, fosfatasas, etc. Ademas de la activacidon por las quinasas de los niveles
superiores, las MAPK pueden ser reguladas o activadas por la interacciéon con otras
vias de senalizacion citoplasmaticas (Ballaré, Vallejo y col., 2006; Shaul y Seger,
2007).

La cascada de activacion de ERK esta formada por Ras (pequefa proteina
G), Raf (MAP3K), MEK (MAP2K) y ERK (MAPK). ERK presenta dos isoformas ERK1
(44 kDa) y ERK2 (42 kDa) que son fosforiladas y activadas por MEK, quinasa dual
especifica, en un residuo tirosina y en uno treonina (Shaul y Seger, 2007).

PD98059 (PD), es un inhibidor sintético especifico de la via de MAPK que
ha sido utilizado para la identificacion del papel fisioléogico de ERK (Alessi, Cuenda y
col., 1995). PD se une a la forma inactiva de MEK inhibiendo su activacién por Raf y
por otros reguladores rio arriba.

La cascada de ERK regula un gran numero de procesos celulares como la
adhesion, la migracion, la supervivencia, la diferenciacién, el metabolismo y la
proliferacion celular (Roskoski, 2012). Particularmente en el utero, nuestro grupo
demostré que los niveles de ERK activado (pERK) aumentan desde el dia 0 de prefiez
hacia el dia 8 pc acompafiando el desarrollo de la decidua (Vallejo, Mestre-Citrinovitz y

col., 2011). Ademas, observamos que in vitro la proliferacion de las células
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endometriales Ulll en respuesta a R5020 depende de la activacion de las vias de ERK
y AKT (Vallejo, Ballare y col., 2005). Thienel y col. observaron que la activacion de
ERK en la decidua estaria regulada por progesterona y 6xido nitrico, y sugirieron que
podria tener un papel importante durante la decidualizacion (Thienel, Chwalisz y col.,
2002).

4. Cold Shock Domain-C2, una proteina de unién a ARN

Los estudios con microarreglos de ADNc usados para conocer el patron de
expresion génica durante la diferenciacion decidua mostraron a Cold shock Domain-
C2, Csd-c2, como el gen mas sobre-expresado (Vallejo, Maschi y col., 2010). Csd-c2
pertenece al grupo de genes con funcién en expresion génica y el aumento en su
expresion fue validado durante la decidualizacion in vivo (Figura 7). CSD-C2 no habia
sido previamente asociado a la decidualizacion.
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Figura 7. Modelo de diferenciaciéon in vitro de las células Ulll. A) Se muestran los cambios
morfoldgicos a distintos dias de cultivo en medio con 10% de SFB-ch B) Los cambios morfolégicos son
acompafados por el aumento en la expresion de desmina. La imagen muestra los cambios al dia 4 de
tratamiento. C) Validacion en la decidualizaciéon in vivo de genes sobre-expresados durante la
decidualizacion in vitro de las células Ulll. NP, rata no prefiada; 8 dpc, Sls de 8 dias de prefez;
DCCl/control, 10%SFB-ch/control; ND, no determinado. Resultados de Vallejo y col., 2010.

El grupo dirigido por la Dra. Di Liegro reportd, en 1996, el descubrimiento de un

ADNCc codificante para una proteina que contiene dos sitios putativos de unién a ARN
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doble cadena (ARNdc). Esta proteina se descubridé en base a su capacidad de unirse
al ARNm de la variante H3.3 de las histonas de rata (Castiglia, Scaturro y col., 1996).
En un primer momento a esta novedosa proteina, expresada en cerebro de rata, fue
nombrada PIPPin.

Estudios mas detallados de la secuencia de PIPPin llevaron a identificar 3
dominios de unién a acidos nucleidos: un dominio central cold shock (CSD) y 2
dominios putativos de unién a ARN doble cadena denominados PIP1 y PIP2 (Figura 8)
(Nastasi, Scaturro y col., 1999). La presencia de un dominio cold shock en PIPPin
justificd el cambio de nombre a CSD-C2. Por este dominio CSD-C2 es arte de la
familia de proteinas Y-box. Esta familia esta integrada por proteinas altamente
conservadas de unidn a acidos nucleicos que interaccionan con ADN y ARN para
controlar la transcripcion y traducciéon de genes especificos (Mihailovich, Militti y col.,
2010).
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Figura 8. Esquema de la proteina CSD-C2. Se muestran los distintos dominios de unién acidos
nucleicos. Dos dominios PIP y un dominio CSD central. CSD, Cold shock domain. Tomado de Nastasi y
col., 1999.

Se ha descripto que CSD-C2 se une in vitro a los ARNm de las histonas H1°
y H3.3 posiblemente inhibiendo su traduccion. CSD-C2 se une en el extremo de la
region 3'UTR, el cual incluye al sitio de poli-adenilacion. Se ha postulado que la
regulacién a nivel post-transcripcional seria mediante la inhibicion de la poli-
adenilacion de dichos mensajeros (Nastasi, Scaturro y col.,, 1999). Por otro lado,
Raimondi y col. determinaron que la capacidad de union de CSD-C2 a sus ARNm
blanco depende de la presencia de los 3 dominios (Raimondi, D'Asaro y col., 2003).

La expresion de CSD-C2 fue descripta primero en el cerebro de rata. Su
expresion esta enriquecida en algunas neuronas piramidales de la corteza cerebral y
en las células de Purkinje del cerebelo (Nastasi, Muzi y col., 2000). Si bien CSD-C2

esta presente tanto en citoplasma como en nucleo, solo en los extractos nucleares de
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las neuronas se encontraron los complejos CSD-C2-ARNm de H1° o H3.3 (Nastasi,
Scaturro y col., 1999).

En cuanto a su funciodn, su expresion estaria relacionada con la diferenciacion
neuronal terminal. Variantes de las histonas H1° y H3.3 se acumulan en las células
nerviosas durante la maduracion neuronal, sin embargo en las células postmitéticas
los niveles de estas histonas estan disminuidos. Se sugiere que CSD-C2 regula
negativamente los niveles de ARNm de estas histonas permitiendo la diferenciacion
terminal de las neuronas piramidales (Nastasi, Scaturro y col., 1999).

La regulacion de la expresiéon génica a nivel post-transcripcional depende
en gran medida de la actividad de proteinas de union a ARN (RBP, por las siglas en
ingles). Las proteinas con dominios CSD tienen funciones en una gran variedad de
procesos (Mihailovich, Militti y col., 2010). Los ARN mensajeros (ARNm) que codifican
para histonas son de gran interés debido a la participacion de sus productos de
traduccion en el remodelamiento de la cromatina, suceso clave para la regulacion de la

expresion génica a nivel transcripcional (Di Liegro, Schiera y col., 2013).
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HIPOTESIS y OBJETIVOS

1. Hipétesis

El presente trabajo se basa en las siguientes hipotesis:

A) La interaccion entre las vias de sefializaciéon del RP y el RE es critica para el
correcto establecimiento de la prefiez. Proponemos que el bloqueo de la
activacion del RP impacta en la cascada de sefalizacion disparada por el RE, y
viceversa, afectando el desarrollo de la decidua. Postulamos a ERK como un

mediador clave en la interaccién de estos receptores.

B) Debido a su aumento de expresion en los Slis de 8 dpc en relacion a uteros
de ratas no prefiadas y a su ya descripto papel de CSD-C2 en la diferenciacion
neuronal, proponemos a la proteina Cold Shock Domain C2 (CSD-C2) como un

factor importante para la correcta diferenciacién decidual.

2. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es:

a) ldentificar los factores que intervienen en las vias de sefializacién del RP y el
RE, regulando el proceso de decidualizacion durante la prefiez temprana.

Estudiar el papel de ERK en relacion a la accién del RP y el RE.

b) Identificar la funcién de CSD-C2 durante la decidualizacion.

De esta manera, se plantearon los siguientes objetivos particulares:

Estudiar la funcion e interaccion del PR y el RE en las primeras etapas del desarrollo
de la decidua en los sitios de implantacion de rata mediante la administracion
temprana de sus respectivos antagonistas. Analizar la morfologia de los sitios de
implantacion y la calidad de la decidua. Estudiar las variaciones hormono-
dependientes de marcadores y moléculas claves para la decidualizacion previamente
relacionadas con la accion del RP y el RE. Estudiar los niveles de activacion de ERK y

su variacion en relacion a la actividad del RP y el RE.
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Estudiar el papel de la activacién de ERK durante la decidualizacion in vivo mediante
la administracion de un inhibidor especifico. Analizar la morfologia de los sitios de
implantacion y la calidad de la decidua. Estudiar el papel de ERK en la regulacion de la

expresion del RP y el RE y en su interaccion.

Determinar de la relevancia biolégica de la expresion de CSD-C2 durante la

decidualizacion. Estudiar su regulacion por hormonas esteroideas ovaricas.
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MATERIALES y METODOS

1. Reactivos

El R5020 y el estradiol se obtuvieron de PerkinElmer (Norwalk, CT), la
Onapristona (ZK 98299) se obtuvo de Bayer Schering (Alemania) y el antiestrogeno
Faslodex (ICl 182780) de Tocris (Bristol, Reino Unido). EI PD98059 fue provisto por
LC laboratories (Woburn, MA) y Cell Signaling Technology (Danvers, MA). La albumina
bovina (ASB) fue provista por Carl Roth (Karlsruhe). Las mini-bombas osméticas —
modelo 1003D- se obtuvieron de Charles River
(http://www.alzet.com/products/ALZET_Pumps, Berlin, Alemania). El suero fetal bovino
fue obtenido de Bioser (Buenos Aires, Argentina) y el isoflurano de DeltaSelect
(Munich, Alemania). El oligo(dT)15 primer fue provisto por Biodynamics (Buenos Aires,
Argentina). El medio M199, los antibidticos, la agarosa, la transcriptasa reversa M-
MLV, First-Strand buffer 5x, primers, DTT (0.1 M), dNTP-Mix (10 mM c/u), el Sybr
green y la Oligofectamina fueron obtenidos de Invitrogen (Gaithersburg, MD). La
eosina amarillenta de Cicarelli Laboratorios (Buenos Aires, Argentina) y la hematoxilina
Activada - Solucién de Gil N°2 de Biopur (Buenos Aires, Argentina). El SuperSignal
West Dura Extended Duration substrate de Thermo Scientific (Rockford, EUA). El Gel
extraction Kit Omega Bio-tek, Norcross, USA. Power SYBR Master Mix Applied
Biosystems. RNeasy Midi Kit Qiagen, Hilden. EI DMSO se comprdé en Merck
(Darmstadt) y IHC SELECT provino de Millipore (EUA). La Interferina es de Polyplus
transfection (INTERFERIn®, Francia). Las mezclas de inhibidores: EDTAfree Complete
Protease Inhibitor Cocktail and PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail, se
obtuvieron de Roche (Mannheim, Alemania). EI ARN pequefio de interferencia
especifico contra CSD-C2 (h) (sc-76146) fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology y
el no especifico (NE scramble siRNA Negative control siRNA) de Quiagen (Gene
Glove).

Los anticuerpos (Ac) utilizados fueron: Ac policlonal C-16 contra Ciclina D3
humana (h), Ac policlonal C-12 contra CSD-C2h, Ac policlonal C14 contra ERK2, Ac
policlonal C20 contra RPh, Ac policlonal H190 contra RPh, Ac policlonal HC-20 contra
REaq, Ac anti-PCNAh, Ac anti-FGF-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Santa Cruz, CA),
Ac monoclonal contra hREB Clon PPG5/10 (DAKO Inc., Glostrup, Denmark), Ac
policlonal anti-GAPDH (HyTest Ltd); Ac anti-DESMINA (Dako); Ac anti CD31 (SZ31)
(Dianova, Hamburg), Ac contra CX43 (Sigma), Ac monoclonal D13.14.4E contra ERK
1-2 fosforilada (Tre 202/ Tir 204), Ac 14C10 contra GAPDH (cell signaling). Ac contra
IgG de ratdn acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP, por las siglas del inglés), hecho
en oveja; y Ac contra IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabanito, hecho en
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burro (Amersham Pharmacia Biotech, Arlington Heigts, IL). Los anticuerpos

secundarios para IHQ se obtuvieron de Dako (DAKO Inc., Glostrup, Denmark).
2. Cultivo Celular

2.1 Condiciones de cultivo de las lineas celulares Ulll y Ulll-like

Se crecieron las células normales estromales de Utero de rata Ulll y los cultivos
de Ulll-like en medio M199 con rojo fenol (rojo) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) y gentamicina (100 ug/ml) en estufa a 37°C con una atmésfera humeda

de CO, 5%. El medio de cultivo fue reemplazado cada 2 dias.

2.2 Experimentos de estimulacion hormonal

Para los experimentos de estimulacién hormonal se sembraron 5x10° células
en placas de plastico de 60mm especiales para cultivo celular y se cultivaron en M199
rojo suplementado con 10% de SFB. El medio fue reemplazado por medio M199 sin
rojo fenol (blanco) y libre de suero (ayuno) 24hs después del plaqueo. Después de dos
dias en estas condiciones el medio fue reemplazado por M199 blanco fresco con 1% o
10% de suero libre de esteroides (SFB-ch), suplementado con L-Glutamina (0,1
mg/ml) y gentamicina (100 ug/ml). Las células en medio con 1% de suero fueron
estimuladas con 100 nM EGF, 1.10® M de la progestina R5020 (R) o Estradiol (E) o el
tratamiento combinado de R5020 y Estradiol (RE), los controles fueron tratados con el
mismo volumen de etanol, vehiculo de las hormonas. El medio fue reemplazado cada
dos dias. Las células fueron colectadas a tiempo cero (T0), dia 2 y dia 4 en solucién
desnaturalizante para su posterior analisis de expresion génica a nivel de ARNm. Los

experimentos fueron realizados por triplicado.
3. Experimentos de preiez

3.1. Cuidado animal y Preiiez

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (Schering, TZH y Charles River,
Alemania). Los animales fueron mantenidos en condiciones estandarizadas de luz y
temperatura (ciclos luz/oscuridad 12/12 hs, a 22°C + 1°C y 55% + 10% humedad
ambiental). Las ratas fueron alimentadas con comida balanceada y agua ad libitum. El

disefio experimental se llevé a cabo con hembras adultas virgenes (2 a 6 meses de
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edad) con peso mayor a 250gr y con machos de fertiidad probada. Todos los
experimentos realizados fueron previamente autorizados por los comités de ética y
comités de bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental y/o la Universidad
de Diusburg- Essen.

El estadio del ciclo en el que se encuentra cada hembra se determina mediante
analisis del hisopado vaginal (ciclado) (Rugh, 1994). Por lo tanto, las hembras fueron
cicladas diariamente y se aparearon durante la noche que se encontraban en proestro
u estro. A la mafana siguiente se evalud la presencia de esperma en el tracto
reproductivo por lavado vaginal. El dia con esperma positivo fue designado como dia 0
post coito (dpc). El dia 4 pc fue confirmado por el lavado del cuerno uterino y conteo
del numero de blastocistos en cada cuerno. Los dias 6, 7, 8, 9, 10, 14 y 20 de prefiez
fueron confirmados por la presencia de sitios de implantaciéon (Sls). Se utilizaron

minimo 3 ratas por cada tratamiento o punto de la cinética de prefez.

3.2. Tratamientos con antagonistas e inhibidores

Para los tratamientos con antagonistas, las ratas prefiadas fueron inyectadas
por via subcutanea (sc) con el antiprogestageno Onapristona (ONA) y el antiestrégeno
IC1182.780 (ICl), solos o en combinacién. Las ratas control fueron inyectadas con

aceite de mani, vehiculo de los antagonistas.

3.2.1 Tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE

El antiprogestageno ONA fue disuelto en benzilbenzoato (20 mg/ml) y para las
inyecciones sc 0.5 o 1 mg de ONA fueron llevados a un volumen final de 150 o 300 pl,
respectivamente, con aceite de mani. El antiestrégeno ICI fue disuelto en Etanol (20
mg/ml), y el volumen correspondiente a 0.5 mg fue llevado a 500 ul con aceite de
mani. Las dosis utilizadas fueron: 0.5 o0 1 mg ONA o 0.5 mg ICI por dia durante los
dias 5y 6 pc. Las ratas se sacrificaron el dia 7 pc. Para el estudio a ONA+ICI las ratas
fueron tratadas con 1 mg ONA + 0.5 mg ICI por dia durante los dias 5y 6 pc, y
sacrificadas los dias 7, 10, 14 o 20 pc. Un minimo de tres animales fue usado para

cada tratamiento y tiempo analizado (Figura 14).

3.2.1 Tratamiento tardio con los antagonistas del RP y el RE
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Las drogas fueron disueltas en etanol (20 mg/ml) y se llevaron a volumen final de 200
pl con aceite de sésamo. Las dosis utilizadas fueron: 1 mg ONA, 0.5 mg ICl y 1 mg
ONA + 0,38 mg ICI por dia los dia 6 y 7 pc. Los animales se sacrificaron el dia 8 pc.

Un minimo de tres animales fueron usados para cada tratamiento (Figura 30).

3.2.3 Tratamiento tardio con el inhibidor de MEK

Para los tratamientos con el inhibidor de la via de activacidon de ERK, un grupo
experimental fue inyectado por via intraperitoneal (ip) los dias 6 y 7 de prefiez con 5
mg/dia de PD98059, el inhibidor especifico de la via de ERK (Di Paola, Galuppo y col.
2010) disuelto en DMSO. Los animales control fueron inyectados con 500 pyl DMSO.
Los animales fueron sacrificados el dia 8 pc. Tres animales fueron usados para cada

aproximacion experimental (Figura 30).

3.3. Cirugias

Las ratas con 5 dias de prefiez fueron pesadas y anestesiadas con una mezcla
de Xilacina y Ketamina 1:4 (1 ul anestesia/gr). Se controlaron los signos vitales y de
conciencia. Se realizé un corte en la zona dorsal izquierda y/o derecha, entre las
extremidades superiores e inferiores, dependiendo el cuerno uterino a tratar. Una vez
localizado el cuerno uterino se realizé una pequena incision en el extremo superior del
utero por debajo del oviducto, del lado del antimesometrio (AM). Dependiendo del caso
se procedié a la implantacion de las mini-bombas osméticas o la inyeccion intrauterina
de la solucion correspondiente. Se cerrd la apertura de la rata y se controlaron los
signos vitales hasta que la rata recobré conciencia. Las ratas operadas fueron
inyectadas con analgésico (Temgesic: 0.05 mg/Kg) cada 12 hs hasta el final del
experimento. Todas las operaciones fueron realizadas entre las 8 y las 11 de la
mafana. Los sacrificios se realizaron entre medio dia y la tarde del dia 7 pc

dependiendo del tratamiento.

3.3.1 Implantacion de mini-bombas osmaticas

Se colocd en el cuerno uterino derecho de ratas con 5 dias de prefiez mini-
bombas osméticas conteniendo el inhibidor de MEK (PD98059). Las bombas
osméticas 1003D ALZET fueron cargadas con 100 pl de una solucién de 0 uM, 100 pM

0 200 pM de PD en 1% DMSO (vehiculo) siguiendo las indicaciones de los fabricantes
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y se las dejo durante la noche en solucion salina a 37°C. Se dirigio el flujo desde las
bombas hacia el lumen uterino y de esta manera se logré un flujo local y continuo (1.0
pi/hr) de PD durante los dias 5 y 6 pc. Los animales fueron sacrificados en el medio

dia del dia 7 pc. Tres animales fueron usados para cada aproximacion experimental.

3.3.2 Inyeccidn intrauterina de ARN pequefio de interferencia

Las ratas prefiadas fueron inyectadas intrauterinamente en la manana del dia 5
pc con 100 pl de 100 nM (cuerno derecho) o 10 nM (cuerno izquierdo) de ARN
pequeno de interferencia (ARNpi) contra Csd-c2 (Figura 39A). Los animales control
fueron inyectados con la misma concentracion de ARNpi no especifico (NE). Se
utilizaron dos agentes de transfeccion distintos, Oligofectamina e Interferina. Todos los
animales tratados fueron sacrificados en la tarde del dia 7 pc. Un minimo de tres

animales fue usado para cada aproximacion experimental.

3.4. Recoleccion de tejidos

Las ratas fueron sacrificadas por dislocacion cervical bajo anestesia con
isofluorano. Los cuernos uterinos de las ratas sin prefiar (NP) y de ratas prefiadas de 2
y 4 dpc fueron extraidos y cortados transversalmente, los segmentos fueron
congelados en nitrégeno liquido para el subsecuente analisis por western blot. Los
sitios de implantacion de 6, 7, 8, 9, 10, 14 y 20 dpc fueron cortados y congelados en
nitrégeno liquido para analisis por western blot y para extraccién de ARN total, o
fijados en 4% formalina para analisis morfologicos (tincion con hematoxilina-eosina) y

de inmunohistoquimica (IHQ).

4. Técnicas Bioquimicas y de Biologia Molecular

4.1. Analisis de expresién génica a nivel de ARNm

4.1.1. Experimentos in vitro: PCR a tiempo final

La extraccion de ARN total se realiz6 con tiocianato de guanidinio-fenol-
cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para determinar los niveles de expresion de
ARNmMm, se sintetizé ADN copia (ADNc) a partir de cantidades iguales de ARN (2.5 ug)
con la transcriptasa Reversa M-MLV. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

se realizé con polimerasa Taq de ADN. La reacciéon de amplificacion por PCR fue
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llevada a cabo dentro de la fase exponencial de amplificacién. Los primers utilizados vy
sus respectivas temperaturas de annealing y numero de ciclos se muestran en la tabla
1. Las reacciones de PCR realizadas para evaluar la abundancia relativa de RNA
mensajero se llevaron a cabo en el equipo My Cycle (BioRad). Los productos de
amplificacién fueron analizados por electroforesis en geles con 1.3% agarosa y
visualizados bajo luz UV luego incubarlos con SYBRgreen. La confirmacion del
producto deseado se realizd por comparacion del tamafio del amplicon con un

marcador de peso molecular.

Gen Secuencia tamano amplicon i #ciclos
(pb)
B-Act 5'-CCGGGACCTGACAGACTACCT-3 217 60 25
5'-CCGCTCATTGCCGATAGTGAT-3'
Desmina 5-CTGGTACCCCCTTCTAAGCC-3' 209 59 30
5'-CTCACAGACTCTGAACCCTC-3'
Csd-c2 5'-GCCTATGTCTTATCACCC-3' 194 54 32

5-GAGCCCAGCAACTTAGA-3'

Tabla 1. Primers utilizados en los ensayos de RT-PCR a tiempo final. pb, pares de bases; T°,
temperatura de annealing.

4.1.2. Experimentos in vivo: PCR en tiempo real

Los Sls se homogenizaron (Polytron PT-MR 300, Brinkmann) en 2 ml solucion
tampdn de disgregacioén y la extraccion de ARN total se realizé con el kit RNeasy Midi
segun las indicaciones del fabricante. Partiendo de 1.5 ug de ARN total se realizé la
reaccion de retrotranscripcion utilizando oligonucledétidos oligo-(dT)15 y la enzima
transcriptasa reversa M-MLV. Las reacciones de PCR se realizaron en 25 pl finales. La
cuantificaciéon se efectu6 mediante el uso de una curva estandar de ADNc de
concentracién conocida (0.1 fentogramo a 1 picogramo) para cada par de primers
utilizado y en cada reaccién realizada. Se utilizo el gen de B-Actina (8-Act) como gen
normalizador en todas las reacciones. Las PCRs cuantitativas se realizaron con la
mezcla de reaccién de Power SYBR Master Mix 5x segun las instrucciones del
fabricante en un volumen final de 20 pl. Las mediciones se realizaron por triplicado. Se

utilizé el siguiente programa:

1 ciclo 95°C 10 min
45 ciclos 95°C 15 seg
60°C 1 min
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Para asegurar la especificidad de los productos amplificados se realizé el analisis de la

curva de disociacion.

Gen Secuencia tamano amplicon

(pb)

B-Act 5-CGCGAGTACAACCTTCTTGC-¥ 200
5-ATACCCACCATCACACCCTG-3

Vegfa 5-GTACCTCCACCATGCCAAGT-3 183
5’-ACACAGGACGGCTTGAAGAT-3'

Hand2 5-GGGATCCGGAGTCGCAGTAT-3 173
5'-GGCAAAGCCCTTCTCACTCC-3

Bmp2 5-AAACACAAACAGCGGAAGCG-3’ 173
5'-TGGTTGGTGGAGTTCAGGTG-3'

Pri8a2 5" -TAACAGTGCCATCCAGCGAG-3’ 122
5'-GCCTATACATGCGTGCAACC-3

Csd-c2 5 -CCTACCAAACGGACCAGGAC-3 166

5-ACTCCCCCTCGATGTCAGAA-3'

Tabla 2. Primers utilizados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real. pb, pares de bases.

4.2. Analisis de expresion génica a nivel de proteina

4.2.1. Aislamiento de proteinas totales

Los extractos proteicos fueron obtenidos por homogenizacién (Polytron PT-MR
300, Brinkmann) de muestras de tejido en 2 ml de solucién RIPA (50 mM Tris/HCI, 150
mM NaCl, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxicholato, 1 mM EDTA, 0.1% SDS) suplementado

con inhibidores de proteasas y fosfatasas.

4.2.2. SDS-PAGE y western blot

La concentracion proteica fue determinada con el ensayo de Bradford. Se
realizd6 la corrida electroforética en geles de poliacriiamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Luego de la transferencia, incubamos las membranas
de nitrocelulosa en presencia de los anticuerpos primarios correspondientes para
detectar la presencia de p-ERK1-2, ERK 2, DESMINA, CCND3, FGF-2, CX43, CSD-
C2, PCNA, RP, REa, GAPDH y B-ACTINA. El revelado se realizé6 mediante el método
de quimioluminiscencia utilizando kits comerciales. La densitometria de las bandas se
realizé utilizando el programa ImageQuant 3.3 (Amersham Pharmacia Biotech,

Arlington Heigts, IL).
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5. Técnicas Histolégicas

5.1. Tincion con Hematoxilina-Eosina

Los sitios de implantacion fueron fijados en formalina al 4%, deshidratados en
una serie creciente de alcoholes y embebidos en parafina. Los tacos fueron cortados
en secciones transversales seriadas de 7 um utilizando con un micrétomo (Mikrotom
2050 Supercut Reichert-Jung Leica, Wetzlar). Los cortes luego fueron desparafinados
y rehidratados en una serie decreciente de alcoholes y tefiidos con hematoxilina-
eosina (HE) para su visualizacion morfolégica. Las fotografias fueron tomadas con un
microscopio Axiophot (Zeiss, Jena, Alemania). Los diametros de los Sis fueron
medidos (mm) con Image J 1.43 software (Wayne Rasband, National Institute of
Mental Health, Bethesda, Maryland, EUA).

5.2. Tinciones inmunohistoquimicas

Las secciones de 7 um fueron desparafinadas, rehidratadas en una serie
decreciente de alcoholes y lavadas en PBS (Solucién de fosfato salina). Para el
bloqueo de las peroxidasas enddgenas se incubaron las secciones con H,0,:PBS 1:3
durante 30 minutos y luego con 0.5% ASB-PBS por 20 min. Las secciones fueron
incubadas durante toda la noche (ON) con el anticuerpo primario y lavadas con PBS.
Se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 h a temperatura ambiente (RT) y
después se incubd con el complejo estreptavidina-peroxidasa durante 30 min. Por
ultimo se revelé en oscuridad con 3.3 Dianimobencidina (DAB), el sustrato de la
enzima peroxidasa. Los controles negativos se realizaron omitiendo el anticuerpo
primario. Previo al bloqueo de las peroxidasas, las secciones fueron hervidas durante
15-20 minutos en solucién citrato para lograr una mejor exposicion de antigenos para
la deteccién de Desmina y CD31. Luego del hervor se dejaron las muestras en la
solucion citrato hasta que alcanzaran temperatura ambiente (30-40 min

aproximadamente). Pasado ese tiempo se precedi6 igual que con las otras secciones.

6. Ensayo in vitro de union a ARNm blanco

Los ensayos in vitro de union a ARNm blanco fueron realizados segun lo
previamente descripto por el grupo de la Dra. Di Liegro (Nastasi, Scaturro y col., 1999).

Brevemente, entre 25 y 50 ug de extractos proteicos de Sls de ratas de 7 dpc fueron
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incubados (10 min a RT) con el ARNm de la histona H3.3 marcado radioactivamente
(5.0 x 10° cpm). Luego se incubd a 37°C durante 30 min con la ARNasa T1, para
degradar todos los ARNm que no estuvieran unidos a proteinas (Castiglia, Cestelli y
col., 1994). Posteriormente se tratd los extractos con luz UV para unir las proteinas a
sus ARNm blanco protegidos durante la digestion con la enzima. Los extractos
resultantes fueron analizados en gel de poliacrilamida desnaturalizante con SDS

(SDS-PAGE). Los geles se revelaron por autoradiografia.

7. Estadistica

Los resultados de los experimentos fueron analizados mediante el test de
ANOVA seguido del test de comparacién multiple de Tukey. Para los analisis de
frecuencia (Tablas en figuras 15B y 26) se realizaron anadlisis de tablas de
contingencia seguidos por el test de Chi-cuadrado. Para los resultados de las figuras
17, 22, 33, 35, 38B, 40 y 41 se realiz6 un t-test pareado. Se consideraron significativas
aquellas diferencias donde P < 0.05. Todos los experimentos fueron realizados un
minimo de 3 veces, obteniéndose resultados similares. Los analisis estadisticos y los
graficos fueron realizados con el programa GraphPad Prim 4.0 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA).
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Capitulo 1: Decidualizacién en la rata. Modelo experimental

1.1 Desarrollo de la decidua en la rata

El presente trabajo se centrd en el estudio de la proliferacién y diferenciacion
de las células del endometrio y su regulacién por las hormonas esteroideas ovaricas,
Estrégeno (E;) y Progesterona (P4), en un modelo in vivo de prefiez.

Inicialmente corroboramos que el desarrollo espacio-temporal de la decidua
en la cepa elegida coincida con los cambios morfologicos previamente descriptos
(Figura 2). Para ello, analizamos la morfologia de cortes transversales' de sitios de
implantacion (Sls) de distintos dias de prefiez tefiidos con hematoxilina y eosina (HE).
Estudiamos los dias 6, 7, 8 y 10 post-coito (pc), por ser los dias con mayor
proliferacion y diferenciacion de las células estromales endometriales (Dey 1996; Tan,
Raja y col. 2002).

En el antimesometrio de los sitios de implantacién del dia 6 pc observamos la
presencia de células redondeadas dispuestas de manera compacta rodeando al
embrion en crecimiento. Este cambio en los Sls con respecto al estroma
antimesometrial del endometrio de ratas no prefiadas indica el comienzo del desarrollo
de la zona decidual primaria (ZDP) (Figuras 9y 2).

En el dia 7 pc, observamos un incremento en el tamafno de los Sls y una mayor
extension y desarrollo de la decidua antimesometrial (DAM) en comparacion con el dia
6 pc. Dentro de la DAM, distinguimos una ZDP de mayor tamafio rodeada por células
mono o binucleadas con gran extension citoplasmatica, morfologia caracteristica de la
zona decidual secundaria (ZDS). Ademas, en los Sls del dia 7 pc observamos una
expansion de la zona del mesometrio (M) y la presencia del tipo celular consistente
con el fenotipo menos compacto caracteristico de la decidua mesometrial (DM) (Figura
9).

En el dia 8 pc observamos una decidua antimesometrial de mayor tamano y
muy desarrollada, una ZDP en retroceso y el crecimiento incipiente del embrion y del
cono ecto-placentario (cep) en relacion al dia 7 pc. El mesometrio de los Sls de 8 dpc
presenté mayor tamafno que el observado en el dia 7 pc (Figura 9).

En el dia 10 pc observamos una importante regresion de la DAM, mayor

crecimiento del embridén en relacion al dia 8 pc y un desarrollo placentario avanzado.

"Ver esquema con ejes de cortes en ANEXO.
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Observamos una decidua mesometrial de gran extension y mayor vascularizacion en

relacion a los dias 7 y 8 pc.

HE 6dpc 7dpc

Figura 9. Desarrollo de la decidua en la rata. La morfologia de los Sis de ratas de la cepa Wistar
prefiadas y sacrificadas los dias 6, 7, 8 y 10 pc fue analizada por tincion con HE en cortes transversales
de los mismos. M, mesometrio; AM, antimesometrio; ZDP, zona decidual primaria; ZDS, zona decidual
secundaria; DAM, decidual antimesometrial; DM, decidua mesometrial; U, zona de unién entre M-AM;
adm, area adyacente al miometrio; cep, cono ecto-placentario; e, embridn; p, placenta; Mio, miometrio.

Barra: 1000 pm.

Concluimos que el proceso de decidualizacion en la cepa elegida coincide con las
modificaciones espacio-temporales previamente descriptas en roedores. Los sitios de
implantacion de los dias 7 y 8 pc mostraron el mayor desarrollo de la decidua

antimesometrial (dia 7 y 8) y mesometrial (dia 8) sin un crecimiento avanzado del

embrién o la placenta.

1.2. Localizacion del RP, el REq, el RER y de pERK en sitios de implantacion de 8
dpc

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que los niveles proteicos
del RP (A 'y B) y el REa y los niveles de activacion de ERK aumentan en los Sls de 8
dias post-coito (dpc) en relacion a su expresion en dias mas tempranos de prefiez.
Estos aumentos estan asociados al proceso de decidualizacion, ya que sélo se
detectan en los Sls y no se detectan en las zonas de utero no decidualizado

localizadas entre los sitios de implantacion (ESls) (Vallejo, 2009).
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Con el objetivo de caracterizar la funcién de los receptores de P, y E; y su
conexion con la via de ERK en relacion a la localizaciéon subcelular durante el
desarrollo decidual analizamos la localizacion de dichos receptores y ERK activado
(PERK) mediante la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) en Sls de 8 dpc (Figura 10y
11).

La localizacién del RP en Sls de 8 dpc mostrd senal positiva en todo el sitio de
implantacién. Este receptor mostré una sefal exclusivamente citoplasmatica en la
zona de la DAM y una localizacion nuclear tanto en las células de la zona de unién
entre el antimesometrio y el mesometrio (U), como en la regién de la DM (Figura 10).

El REa se encontré en toda la decidua, y al igual que el RP presenté una fuerte
tinciéon nuclear en la zona de la DM y en las células de la zona U, y una leve tincion
tanto citoplasmatica como nuclear en la DAM, a diferencia del RP.

El patréon de expresion del REB, fue similar al del RP. El RER se localizé en el
citoplasma de las células de la DAM y en el nucleo de las células de la zona U y de la
DM.

8dpc RP
DM—_|
u \
adm

Figura 10. Localizacion del RP, el REa y el REB en sitios de implantacion de 8 dpc. Cortes
transversales de Sls de 8 dpc fueron analizados por inmunohistoquimica con anticuerpos especificos anti-
RP, anti-REa o anti-REB. La figura muestra el SI completo y detalles de mayor aumento (20x) de las
distintas areas de la decidua. Los controles de especificidad se realizaron omitiendo el anticuerpo
primario. DM, decidua mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; adm,
area adyacente al miometrio; Mio, miometrio. Barra: 500 um; barra detalles: 30 pm.

Luego estudiamos la localizacion de la isoforma fosforilada de ERK (pERK) en

Sls de los dias 6, 7, 8 y 10 pc previamente analizados por tinciéon con HE (Figuras 9y
11). En el dia 6 pc pERK se encontré Unicamente en el citoplasma y el niucleo de las
células diferenciadas de la zona en contacto con el embrion en proceso de
implantacién, la ZDP. En el dia 7 pc la sefial citoplasmatica y nuclear de pERK
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acompaidé el crecimiento de la ZDP y, ademas, se localiz6 en la zona U, donde
presentd una fuerte sefial nuclear. En el dia 8 pc, observamos una fuerte sefial nuclear
en algunas células aisladas de la ZDP en regresién, en las células estromales del
borde inferior del AM, en la zona U y en la decidua mesometrial. En el dia 10 pc la
sefal de pERK se restringié a la zona U, en contacto con la placenta y con el embridn

en desarrollo (Figura 11).
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Figura 11. Localizacién de ERK activado durante el desarrollo de la decidua. La localizacién de
pERK en Sls de ratas de la cepa Wistar prefiadas y sacrificadas los dias 6, 7, 8 y 10 pc fue analizada por
inmunohistoquimica en cortes transversales con anticuerpos especificos anti-pERK. Los controles de
especificidad se realizaron omitiendo el anticuerpo primario. ZDP, zona decidual primaria; ZDS, zona
decidual secundaria; DAM, decidual antimesometrial; DM, decidua mesometrial; U, zona de unioén entre
M-AM; adm, area adyacente al miometrio; cep, cono ecto-placentario; e, embrion; p, placenta; Mio,
miometrio. Barra: 1000um.

En su conjunto, estos resultados muestran que la distribucion de ERK activado se
restringe a zonas especificas de la decidua mientras que los receptores de
progesterona y estradiol se encuentran presentes en todo el sitio de implantacion. La
presencia conjunta del RP, REa y REB en un mismo compartimento sugiere la
necesidad de su accién conjunta o interaccion durante el desarrollo de la decidua. La
presencia de los receptores y pERK en la zona indiferenciada de unién entre el M-AM
indica un papel de ERK como posible regulador negativo de la diferenciacion decidual
en dicha zona. Por otro lado, presencia conjunta de los receptores y pERK en el borde
de la DAM con la zona adm en los Sls de 8 dpc sugiere que ERK podria limitar la
extension de la decidua que promoverian los receptores hormonales. Por ultimo, ERK
parece ser importante para la formacion de la ZDP ya que su activacion acompana el

desarrollo de la misma.
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1.3 Caracterizacion de la cinética de expresiéon de Desmina y Ciclina D3 durante

la decidualizacion en la rata

Las células deciduales poseen un patrén de expresion génica propio, distinto a
las células estromales de las cuales derivan. Con el objetivo de caracterizar el proceso
de decidualizacion en nuestro modelo experimental estudiamos la cinética de
expresion de dos marcadores de diferenciacion decidual, DESMINA, marcador
estructural clasico (Glasser y Julian, 1986) y Ciclina D3 (CCND3), marcador funcional
de poliploidizacion y diferenciacién terminal (Das, Lim y col., 1999; Tan, Raja y col.,
2002). Analizamos la expresion de dichos marcadores en extractos proteicos de Uteros
de ratas no prenadas (NP) y de ratas prefiadas de 2 y 4 dias de prefiez, y de sitios de
implantacion de 6, 7, 8 y 9 dpc mediante western blot utilizando anticuerpos
especificos para cada marcador (Figura 12A).

Los niveles de ambos marcadores aumentaron con los dias de prefiez (Figura
12), alcanzando un maximo de expresion en el dia 7 pc para CCND3 y en los dias 6 y
7 pc para DESMINA (Figura 12A). Luego del dia 7 pc observamos una clara
disminucion en la expresion de DESMINA y CCND3, coincidiendo temporalmente con
el inicio de la regresion de la DAM. Ademas, analizamos la localizacién de dichos
marcadores en la decidua antimesometrial de los Sls de 8 dpc mediante
inmunohistoquimica. CCND3 present6 una fuerte sefial en los nucleos de las células
poliploides mono o binucleadas (Figura 12B). DESMINA mostrd, en cambio, una fuerte
tincion citoplasmatica perinuclear (Figura 12B), en concordancia con lo previamente

publicado (Korgun, Cayli y col. 2007).
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Figura 12. La expresion de CCND3 y DESMINA durante el proceso de decidualizaciéon. A) Cinética
de la expresion de CCND3 y DESMINA durante la prefiez. Para cada punto de la cinética de prefiez los
valores de unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los western blots de CCND3 y
DESMINA se relativizaron a los niveles de la proteina control GAPDH. Estos valores fueron luego
normalizados por los valores obtenidos en uteros de hembras no prefiadas (NP). Los valores del grafico
representan la media de las veces de cambio + DS de tres muestras independientes. P < 0.05; a,
diferencia estadistica v. NP. La figura muestra una imagen representativa de un western blot. B) Cortes en
parafina de Sls de 8 dpc fueron analizados por inmunohistoquimica con anticuerpos especificos, anti-
Desmina y anti-CCND3. Los controles de especificidad se realizaron omitiendo el anticuerpo primario. La
figura muestra el detalle (40x) de la zona DAM de un sitio representativo. DAM, decidua antimesometrial;
punta de flecha llena, células binucleadas; punta de flecha vacia, células mononucleadas. Barra: 10 ym.

Asimismo, analizamos el patrén de localizacion de CCND3 en Sis de 7 dpc,
momento de mayor expresion de dicha proteina (Figura 12A). En los Slis del dia 7 pc
observamos claramente la ausencia de CCND3 en los nucleos de las células de la
ZDP (Figura 13). Por otro lado, teniendo en cuenta el analisis de la localizacion de
ERK activado, notamos que la ausencia de localizacion nuclear de CCND3 en la ZDP
se corresponde con la presencia de pERK en esa zona (Figuras 11y 13). La ZDP es la
primera zona de la decidua en formarse y, luego, regresiona muy rapidamente. La
presencia de ERK activado en la ZDP tendria un papel regulatorio importante en la

transitoriedad de esta zona.

50



RESULTADOS

A B
pPERK 7dpc
o % Mio e ¢
: s
U - e -
| ESl sl
| % |
adm %—»—DAM DAM
CCND3

Mio

1000 pm

Figura 13. Localizacion de pERK y CCND3 en la ZDP de los Sis de 7 dpc. A) Cortes sagitales de dos
Sls contiguos de 7 dpc fueron analizados por inmunohistoquimica con anticuerpos especificos anti-pERK
y anti-CCND3. Los controles de especificidad se realizaron omitiendo el anticuerpo primario. Los
recuadros indican la zona que se muestra en B con mayor aumento. B) Magnificacion 10x de la ZDP de
los Sls mostrados en A. ESI, zona entre-sitios de implantacién; Sl, sitio de implantacion; DM, decidua
mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; ZDP, zona decidual primaria; U, zona de unién entre M-AM;
adm, area adyacente al miometrio; mio, miometrio. Barra: 1000 pm; barra detalles: 200 pm.

En resumen, nuestros resultados muestran que ambos marcadores de diferenciacion
aumentan su expresion acompariando el desarrollo de la decidua. Luego del dia 7 pc
los niveles de DESMINA y CCND3 disminuyen coincidiendo temporalmente con el
comienzo del crecimiento del embrion y el retroceso de la DAM. En relacion a su
localizacion en la decidua, la ausencia de CCND3 en los nucleos de las células de la

ZDP de los Slis de ratas de 7 dpc coincide con la presencia de ERK activado.

1.4 Conclusiones parciales

Las ratas de la cepa Wistar presentan una decidualizacién normal y en
concordancia con las modificaciones espacio-temporales que experimenta el
endometrio durante la prefiez temprana (Figura 2). Los dias 7 y 8 de prefiez muestran
un mayor desarrollo de la decidua antimesometrial y mesometrial en relacion al dia 6
pc, pero sin un crecimiento avanzado del embridon como se observa en el dia 10 pc. En
el dia 7 observamos la mayor expresion de DESMINA y CCND3. Esta observacion,
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conjuntamente con una mayor expresion del RPA, el RPB y el REa y de la activacion
de ERK en el dia 8 dpc previamente observada, nos llevo a seleccionar los dias 7 y 8
pc para el estudio de la accion hormonal sobre la proliferacion y diferenciacion

decidual.
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Capitulo 2: Efectos de los antagonistas del RP y el RE y del inhibidor de la

activacion de ERK en la proliferacién y la diferenciaciéon de la decidua

2.1 Decidualizacion temprana

Resultados previos del laboratorio mostraron que los tratamientos durante los
dias 6 y 7 pc con el antagonista del receptor de progesterona, Onapristona (ONA), y
del receptor de estradiol, ICI182.780 (ICl), reducen la extension de las distintas areas
diferenciadas de la decidua en Sls de 8 dpc (Vallejo, 2009). Por otro lado, los niveles
de expresion de DESMINA y CCND3 observados en la cinética de prefiez resultaron
mayores en los dias 6 y 7 pc, respectivamente, en relacion a los demas dias de la
cinética analizados (Figura 12A). Estos resultados nos llevaron a proponer que la
administracion mas temprana de los antagonistas, bloqueando la acciéon de las
hormonas antes del incremento de los marcadores deciduales analizados, nos
permitiria estudiar de manera mas precisa la funcién e interacciéon de P, y E, durante
la formacién de la decidua. Asimismo, nos propusimos estudiar el papel de ERK
activado en relacion a la actividad del RP y el RE durante esta misma ventana
temporal temprana. En consecuencia, establecimos un protocolo de tratamiento
temprano, a partir del dia 5 pc, que no interfiere con la implantacion del embrién
(Figuras 2, 14 y 28).

2.1.1 Interaccion entre las vias de seializacion del RP y del RE en la

decidualizacién temprana

Para el estudio de la accién de los receptores hormonales administramos los
antagonistas del RP y el RE, ONA e ICI, a ratas prefiadas mediante una inyeccion
subcutanea diaria de 1 mg de ONA, 0.5 mg de ICl o su combinacion (ONA+ICI)
durante los dias 5y 6 pc (Figura 14A). Los Sls se colectaron en el dia 7 pc, cuando la
DAM presenta un desarrollo avanzado y es maxima la expresién de DESMINA y
CCND3 (Figuras 9y 12).

53



RESULTADOS

A
Espermatozoides Antagonistas
* |
0 5 6 7 dpc
| |
HE
WB
gRT-PCR
B
Espermatozoides Antagonistas
" L
0 5 6 10 14 20 dpc
I 77—/ o
! l !
HE HE HE

Figura 14. Esquema del protocolo de tratamiento temprano de ratas prefiadas con los antagonistas
del RP y el RE. Ratas prefiadas fueron inyectadas de manera subcutanea con el antagonista del RP,
Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, I1CI1182.780 (ICl), o con su combinacién (ONA+ICI) durante
los dias 5 y 6 pc. Las ratas control fueron inyectadas con aceite. A) Los Sls fueron colectados en el dia 7
pc y embebidos en parafina para estudios histolégicos o congelados en nitrégeno liquido para el analisis
de la expresion proteica y de ARNm. B) Los Sls fueron colectados a distintos dias de prefiez (10, 14 y 20
dpc) y embebidos en parafina para estudios histologicos. HE, tincion con hematoxilina-eosina; WB,
western blot; qRT-PCR, PCR en tiempo real.

2.1.1.1 Accién del RP y el RE sobre la morfologia de los Sis

Analizamos la morfologia de cortes transversales de los sitios de implantacion
resultantes de cada tratamiento con los antagonistas del RP y el RE mediante tincion
con HE (Figuras 15 y 16A). La dosis de 1 mg de ONA produjo la reabsorcién del 100%
(12/12) de los sitios de implantacion analizados. En estos cortes distinguimos restos
de tejido decidual sin presencia de embrion (Figuras 15 y 16A). La morfologia
observada seria el resultado de un desarrollo anémalo concomitante con un proceso
de reabsorcion, que regenera al endometrio uterino a su estado no prefiado. El
tratamiento con ICI produjo un drastico efecto sobre la formacion de los vasos
sanguineos en el area de la zona U y del mesometrio de la mayoria de los Sls
analizados (Figura 15). Observamos una gran desorganizacion de los vasos, con
presencia de gldébulos rojos dentro del tejido decidual y, en algunos casos, una mayor
vascularizaciéon. Sorprendentemente, la accidén conjunta de ONA+ICI rescatoé el
desarrollo decidual de la reabsorcién producida por el tratamiento con ONA. El 75%
(9/12) de los Sls de ratas tratadas con ONA+ICI mostraron desarrollo decidual. Estos
Sls presentaron diferenciacion del estroma a las distintas areas deciduales, pero
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resultaron un 38 = 7% mas pequefos que los Sls de las ratas tratadas con aceite
(vehiculo) (Figura 15 y 16). Estos resultados indican que la ausencia de accion del RP
resulta mas deletérea para el desarrollo decidual que el bloqueo conjunto del RP vy el
RE. Por otro lado, se destaca la importancia de la accion de la P4, a través del RP, en

la proliferacion celular necesaria para el desarrollo de los Sis.

HE Vehiculo ONA
7dpc

ONA+ICI

500pum

Figura 15. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la morfologia
de los Sls. La morfologia de los Sls de ratas tratadas tempranamente con el antagonista del RP,
Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, ICI182.780 (ICl), o su combinacion (ONA+ICI) fue
analizada en el dia 7 pc por tincion con HE en cortes transversales de los mismos. Las ratas control
fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). La figura muestra imagenes de tincién con HE de varios Sls para
cada tratamiento (Vehiculo, ONA, ICI y ONA+ICl). DM, decidua mesometrial; DAM, decidua
antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; El, estroma indiferenciado; adm, area adyacente al
miometrio; mio, miometrio. Punta de flecha llena, restos de tejido decidual; punta de flecha semi-llena,
infiltracion de globulos rojos; punta de flecha vacia, desorganizacion de vasos-lagunas. Barra: 500 pm.

Cuantificamos el diametro (largo M-AM), el area total de la decidua y las
proporciones de las distintas zonas (DAM: decidua antimesometrial, DM: decidua
mesometrial y El: estroma indiferenciado) segun se muestra en las figuras 15y 16. En
el caso de las reabsorciones resultantes del tratamiento con 1 mg de ONA medimos,

Uunicamente, el diametro y el area de los Sls ya que no presentaron diferenciacion a las
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distintas zonas deciduales. Para cuantificar el numero de Sls definimos como un Sl a
toda implantacién exitosa. Considerando una implantacion exitosa: al correcto
desarrollo de las dos primera etapas de la implantacion (Enders y Schlafke, 1967), la
yuxtaposicion (apposition) y la reacciéon de adhesion (adhesion o attachment), y al
comienzo de la tercer etapa, la penetracion, sin hacer distincion segun la calidad de la
decidua resultante. De esta manera, el numero de Sls observados por rata prefiada no
vario entre los distintos tratamientos (Figura 16B). Este resultado concuerda con lo
esperado dado que el cronograma de tratamiento no interfiere con la implantacion del
blastocisto (Figuras 2 y 14A). Los Sls de ratas tratadas con ONA solo o en
combinacion con ICI presentaron un diametro y area total significativamente menor
que los Sls de ratas tratadas con el vehiculo. ICI no produjo diferencias en los
parametros analizados en relacion a las muestras vehiculo. Con respecto a las
proporciones de las distintas zonas deciduales, no se observaron variaciones
significativas entre los tratamientos y el vehiculo. La zona de estroma indiferenciado
(El) presentd, sin embargo, una tendencia a aumentar su tamafo en las muestras de

ratas tratadas con ICl y ONA+ICI con respecto a los Sls vehiculo (Figura 16B).

A
HE v ONA ICl ONA+CI
” " 1000 um
B
Vehiculo ONA ICI ONA+ICI
#Sls/rata 11+4 131 12+ 4 13+ 2
# Reabsorciones 0/12 12/12 012 3/12p
Diametro (mm) 36+0.3 24+042 31+04 27+0.32
Area (mm?2) T1FE1A 40+072 6.0+14 44+052
DM (%) 15.0+1.8 . 11.4+38 12.4+1.00
DAM (%) 37.3+1.1 . 33.9+3.0 37.4+3.4m
El (%) 476+1.8 - 548+68 52.1+3.8n

Figura 16. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la morfologia
de los Sls. La morfologia de los Sls de ratas tratadas tempranamente con el antagonista del RP,
Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, I1CI182.780 (ICl), o su combinacion (ONA+ICI) fue
analizada en el dia 7 pc por tincién con HE en cortes transversales de los mismos. Se cuantificaron las
distintas areas de la decidua. A) La figura muestra las imagenes de tincion con HE de un SI representativo
para cada tratamiento (Vehiculo, ONA, ICI y ONA+ICI). B) Cuantificacién de las distintas éareas
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deciduales. La tabla muestra el numero de Sls/rata/tratamiento; el nUumero de reabsorciones/tratamiento;
el promedio + SD del area, la longitud y el porcentaje de area correspondiente a cada zona decidual
relativo al area total de la decidua. Las lineas negras muestran la delimitacion de las areas cuantificadas.
Los Sls analizados se muestran en la Figura 15. HE, tincién con hematoxilona y eosina; DM, decidua
mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; El, estroma indiferenciado;
adm, area adyacente al miometrio; mio, miometrio. a, diferencia estadistica Vehiculo v. tratamientos; b,
diferencia estadistica ONA v. ONA+ICI; ns, sin diferencia estadistica Vehiculo v. tratamientos; -,
desarrollo de la decidua no observable. Barra: 1000 pym. P < 0.05;

Las reabsorciones causadas por la administracion de ONA son un resultado
robusto acerca de la importancia de P, en el establecimiento de la prefez. Sin
embargo, consideramos que la morfologia que se observa en el dia 7 pc luego del
tratamiento con ONA excede la accién directa de este antagonista. Para comprender
mejor la funcién de P, durante el desarrollo decidual redujimos la dosis de ONA a la
mitad (0.5 mg/dia) y la administramos segun el mismo esquema de tratamiento
temprano (Figura 14A). El tratamiento con esta dosis baja de ONA no interfirié con el
desarrollo de las diferentes areas de la decidua (Figura 17A) y los parametros medidos
(diametro, area total y proporciones de la DAM, la DM y el El) no se modificaron en
relacion a los Sls de ratas tratadas con el vehiculo (Figura 17B). Estos resultados

muestran que la accién de ONA sobre el desarrollo decidual es dosis-dependiente.

A o

Vehiculo ONA

B
Vehiculo ONA
#Sls/rata 1M+4 16£1
#Reabsorcion 0/12 0/12
Diametro(mm) 3.6+0.3 3.6+0.1
Area (mm?2) s B 68+0.2
DM (%) 150+1.8 148%1.8
DAM (%) 37311 409+3.0
El (%) 476+1.8 44549

Figura 17. Efecto del tratamiento temprano con baja dosis del antagonista del RP. Ratas prefiadas
fueron inyectadas de manera subcutdnea con 0.5 mg/dia del antagonista del RP, Onapristona (ONA)
durante los dias 5 y 6 pc. Las ratas control fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sls fueron
colectados en el dia 7 pc. A) La morfologia de los Sls fue analizada por tincion de cortes en parafina con
HE. Las distintas areas de la decidua fueron cuantificadas. La figura muestra las imagenes de un Sl
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representativo para cada tratamiento. B) Cuantificacion de las distintas areas deciduales. La tabla muestra
el numero de Sls/rata/tratamiento; el numero de reabsorciones/tratamiento; El promedio + SD del area, la
longitud y el porcentaje de area correspondiente a cada zona decidual relativo al area total de la decidua.
Las lineas negras muestran la delimitacién de las areas cuantificadas. C) Western blot de extractos
proteicos de los Sls. Se analizé la expresion del RPA, RPB, REa, GAPDH, pERK, ERK2 con anticuerpos
especificos. Se muestra una imagen representativa para cada proteina. HE, tincion con hematoxilina
eosina; DM, decidual mesometrial; DAM, antimesometrial; U, zona de union entre M-AM; El: estroma
indiferenciado; adm, area adyacente al miometrio; mio, miometrio. Barra: 500 ym.

En conjunto, confirmamos que la administraciéon temprana de los antagonistas nos
permite estudiar la accion de los receptores de hormonas esteroideas en el desarrollo
decidual. El tratamiento temprano con ONA y/o ICI generé fenotipos muy especificos.
Observamos que el bloqueo de la sefalizacion mediada por el RP resulta en un
fenotipo deletéreo para el desarrollo de la prefiez. Este drastico efecto de 1 mg de
ONA es revertido en presencia del antagonista del receptor de estradiol, sugiriendo
una interaccion entre las vias de sefializacion de ambos receptores. Ademas, los

efectos de ICI proponen un papel para el E;en el desarrollo angiogénico de la decidua.

2.1.1.2 Accion del RP y el RE sobre la proliferacion y la diferenciacion decidual

El correcto desarrollo de la decidua depende de la coordinacién entre la
proliferacion y la diferenciacion del epitelio y el estroma uterino. Para caracterizar el
efecto de la falta de accién de las hormonas esteroideas sobre la decidualizacion
estudiamos las variaciones de la expresién de conocidos marcadores de proliferacion
(PCNA) y diferenciacion (DES, CCND3, CX43 y PRL8A2) frente a los distintos
tratamientos con los antagonistas.

Para estudiar el efecto de los antagonistas del RP y el RE sobre la proliferacion
decidual evaluamos la expresion proteica del antigeno nuclear de células en
proliferacion, PCNA, mediante western blot (Laskey, Fairman y col., 1989). Los niveles
proteicos de PCNA fueron significativamente menores en las muestras de Sls en
proceso de reabsorcién de ratas tratadas con 1 mg de ONA en comparacion con ratas
tratadas con el vehiculo (Figura 18). Los tratamientos con IClI y ONA+ICI mostraron
una leve disminucién en los niveles de expresion de PCNA en relacion a los Sls de
ratas tratadas con el vehiculo. Con respecto a los tratamientos con ONA e ICI por
separado, los resultados obtenidos para los niveles de expresion de PCNA
concuerdan con los tamafios de los Sls correspondientes (Figura 16B). En cambio, los
niveles de PCNA de las muestras de ratas tratadas con la combinacion de ONA+ICI no
se condicen con la significativa disminucién del diametro y el area de la decidua

observados (Figura 16B).
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Figura 18. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la expresion
de PCNA, marcador de proliferacion. Western blot de extractos proteicos de Sls de ratas tratadas
tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, IC1182.780
(ICI), o su combinacion (ONA+ICI). Las ratas control fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sls
fueron colectados en el dia 7 pc. Para cada tratamiento los valores de unidades arbitrarias (UA) de las
intensidades de las bandas de los western blots de PCNA se relativizaron por los niveles de la proteina
control ERK2. Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Sls tratados con el
vehiculo. Los valores del grafico representan la media de las veces de cambio + DS de tres muestras
independientes. La figura muestra una imagen de un western blot representativo. La dosis de ONA que se
muestra en el western blot corresponde a 1 mg. P < 0.05; a, diferencia estadistica v. Vehiculo; b,
diferencia estadistica v. 1 mg ONA c, diferencia estadistica v. ICI.

Para evaluar el efecto de los tratamientos con ONA e ICI sobre el grado de
diferenciacion de la decidua analizamos las variaciones en la expresién de 4
marcadores de diferenciacion: Desmina, CCND3, Conexina 43 y Pri8a2 (Figura 19).
DESMINA y CCND3, son los marcadores cuya cinética de expresion caracterizamos
previamente (Figura 12). La CONEXINA 43 (CX43) es un componente de las uniones
celulares gap y una proteina relacionada al proceso de decidualizaciéon (Grimmer y
Winterhager, 2008). Grimmer y col. describieron que su expresion esta regulada
positivamente por E, (Grummer, Chwalisz y col., 1994). La PRL8A2 es una proteina
relacionada a prolactina con alta expresién en decidua (Rasmussen, Orwig y col.,
1997). Este ultimo marcador permite, ademas, el analisis de la capacidad endocrina de
la decidua y ha sido descripto como un factor critico para la adaptacion de la prefiez
frente a situaciones de estrés (Alam, Konno y col., 2007). Los niveles proteicos de
DESMINA, CCND3 y CX43 se evaluaron por western blot, mientras que los niveles de
ARNmM de Pri8a2 se evaluaron mediante qRT-PCR.

El tratamiento con 1 mg de ONA produjo una disminucion en los niveles de los
cuatro marcadores analizados en relacion a las muestras tratadas con el vehiculo. El

tratamiento combinado de ONA+ICI generé una disminucién en la expresion proteica
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de DESMINA y CCND3 menos marcada que la observada en los Sls tratados con
ONA solo (Figura 19). ICI redujo levemente los niveles de DESMINA y CCND3, y
disminuyo significativamente los niveles de CX43 con respecto a los obtenidos en las
muestras de ratas tratadas con el vehiculo. El transcripto de Pri8a2, se indujo
fuertemente en respuesta el tratamiento con ICIl solo o en combinacién con ONA

referidos al tratamiento con el vehiculo.
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Figura 19. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la
diferenciacion del estroma endometrial. Western blot y cuantificacion de ARNm mediante PCR en
tiempo real de extractos de Sls de ratas tratadas tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona
(ONA), con el antagonista del RE, IC1182.780 (ICI), o su combinacién (ONA+ICI). Las ratas control fueron
inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sls fueron colectados en el dia 7 pc. Para cada tratamiento los
valores de unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los western blots de DESMINA,
CCND3 y CX43 se relativizaron por los niveles de la proteina control ERK2 o GAPDH, segun se indica.
Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Sls vehiculo. Los fentogramos (fg)
de ARNm de Pri8a2 relativos a los valores correspondientes a $-Actina fueron divididos por el nivel de
expresion de mensajero de las muestras Vehiculo. Los valores del grafico representan la media de las
veces de cambio + DS de tres muestras independientes. La figura muestra la imagen de un western blot
representativo. La dosis de ONA que se muestra en el western blot corresponde a 1 mg. V, Vehiculo. P <
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0.05; a, diferencia estadistica v. Vehiculo; b, diferencia estadistica v. 1 mg ONA; c, diferencia estadistica
v. ICI; d, diferencia estadistica v. 0.5 mg ONA.

En resumen, en general los niveles de los marcadores de proliferacion y diferenciacion
analizados se correlacionan con las morfologias observadas para cada tratamiento. En
el tratamiento con ONA+ICI, si bien los SIs son de menor tamafno, las proporciones de
las distintas areas se mantienen iguales a los Sls de ratas vehiculo. Podemos concluir
que el rescate de la prefiez producido por el tratamiento conjunto de ONA+ICI genera
SIs con un desarrollo decidual subdptimo en relacion a su tamario y al grado de

diferenciaciéon que observamos.

2.1.1.3 Accién del RP y el RE sobre la angiogénesis decidual

El desarrollo angiogénico de la decidua es otro evento clave en el correcto
establecimiento y avance de la prefiez, ya que vincula la circulacién sanguinea de la
madre con la del embrion en desarrollo. Debido a la desorganizaciéon de vasos que
observamos en la morfologia de los Sls de ratas tratadas con ICl estudiamos la
expresion de marcadores del desarrollo vascular en los Sls resultantes de cada
tratamiento.

Comenzamos evaluando las variaciones en la expresiéon de dos moléculas
claves para la formaciéon de vasos, FGF-2 (Montesano, Vassalli y col., 1986) y Vegfa
(Ferrara, 1999), mediante western blot y qRT-PCR, respectivamente (Figura 20). El
tratamiento con 1 mg ONA produjo un aumento en la expresién de ambos factores en
relacion a los niveles de las ratas tratadas con el vehiculo. Los altos niveles de FGF-2
y Vegfa que observamos en los Sls de ratas con 1mg de ONA podrian estar
relacionados con el proceso de reorganizacién del utero que esta ocurriendo en las
reabsorciones y no necesariamente representar la accion directa del antagonista. La
accién de ICI aumento los niveles proteicos de FGF-2 respecto de lo observado en las
ratas tratadas con el vehiculo. Este aumento de FGF-2 no lo observamos en presencia
del tratamiento conjunto de ONA+ICI. El transcripto de Vegfa se indujo en respuesta al
tratamiento combinado de los antagonistas, aunque fue significativamente menor al

observado en presencia de 1 mg de ONA Unicamente.
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Figura 20. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la
angiogénesis en la decidua. Western blot y cuantificacion de ARNm mediante PCR en tiempo real de
extractos de Sls de ratas tratadas tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el
antagonista del RE, 1CI182.780 (ICl), o su combinacion (ONA+ICI). Las ratas control fueron inyectadas
con aceite (Vehiculo). Los Sis fueron colectados al dia 7 pc. Para cada tratamiento los valores de
unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los western blots de FGF-2 se relativizaron
por los niveles de la proteina control GAPDH. Estos valores fueron luego normalizados por los valores
obtenidos en Sls vehiculo. En el grafico de barra para Vegfa, los fentogramos (fg) de ARNm de Vegfa
relativos a los valores correspondientes a 8-Actina fueron divididos por el nivel de expresion de mensajero
de las muestras Vehiculo. Los valores del grafico representan la media de las veces de cambio + DS de
tres muestras independientes. La figura muestra la imagen de un western blot representativo. La dosis de
ONA que se muestra en el western blot corresponde a 1 mg. V, Vehiculo. P < 0.05; a, diferencia
estadistica v. Vehiculo; b, diferencia estadistica v. 1 mg ONA,; c, diferencia estadistica v. ICl; d, diferencia
estadistica v. 0.5 mg ONA.

Para visualizar de manera localizada los cambios a nivel de la vascularizacion
realizamos una inmunodeteccion de CD31, marcador de células endoteliales
(DeLisser, Newman y col., 1993), en cortes transversales de los Sls (Figura 21). Las
muestras de los Sls provenientes de ratas tratadas con ICI presentaron una mayor
expresion de CD31. En fotos con mayor aumento de las tinciones con HE de los Sls
de ratas tratadas con ICl observamos vasos dilatados y la presencia de lagunas
sanguineas, confirmando la desorganizacién vascular (Figura 15 y 21). El tratamiento
con ONA+ICI mostré una menor expresion de CD31 en relacion a los Sls de ratas

tratadas con el vehiculo (Figura 21).
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Vehicu

Figura 21. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la formacion
de vasos. La formacion de vasos de los Sis fue analizada por tincién de cortes transversales con HE y
por inmunodetecion con anticuerpo especifico anti-CD31 en Sls de ratas prefiadas y tratadas
tempranamente con el antagonista del RE ICI1182.780 (ICl) solo, o en combinacién con el antagonista del
RP, Onapristona (ONA+ICI). Los Sls fueron colectados en el dia 7 pc. Los paneles superiores muestran
imagenes de tincion con HE de un Sl representativo para cada tratamiento (Vehiculo, ICl y ONA+ICI). Los
paneles inferiores muestran los resultados de la localizacion de CD31. En ambos casos la imagen se
restringe a la zona DM y U de la decidual. DM, decidua mesometrial; U, zona de unién entre M-AM. Barra:
500 pm.

En resumen, corroboramos que la desorganizacion de vasos observada en las
muestras de ratas tratadas con ICl se correlaciona con una sefial de CD31 y con un
pronunciado aumento en la expresion de FGF-2. FGF-2 seria un factor importante en
la desorganizacion vascular resultante del tratamiento con ICl. En relacién a las
muestras del tratamiento con 1 mg de ONA, los niveles altos de expresion de FGF-2 y
Vegfa que observamos estarian relacionados con el proceso de reorganizacion del
utero que esta ocurriendo en las reabsorciones y no necesariamente representar un
efecto directo del antagonista. Las muestras de ONA+ICI tienen menor sefal de CD31

y niveles de expresion de FGF-2 comparables a las muestras tratadas con el vehiculo.
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2.1.1.4 Vias de senalizacion moduladas por la acciéon de los antagonistas del RP y el
RE

Nuestro siguiente paso fue explorar las vias de senalizacién relacionadas al
proceso de diferenciacion decidual que estarian moduladas por la accion de los
antagonistas. Analizamos mediante western blot los niveles del RPA, RPB y REa
(Figuras 22 y 17C), por qRT-PCR los niveles de Hand2 y Bmp2 (Figura 23); y
mediante western blot e IHQ los niveles y la localizacién de pERK (Figura 24).

Comenzamos por evaluar las variaciones en los niveles de expresion de los
receptores de P, y E;, principales mediadores de la accién hormonal y blanco de los
antagonistas utilizados (Figuras 22 y 17C). Las reabsorciones inducidas por el
tratamiento con la dosis de 1 mg de ONA y los Sls de ratas tratadas con ICl mostraron
una reduccion significativa en los niveles del RPA, RPB y REa en relacion a las ratas
tratadas con el vehiculo (Figura 22). El tratamiento combinado de ONA+ICI recuper6
los niveles de los RPA y B a niveles comparables con los niveles de las ratas tratadas
con el vehiculo. En cambio, la expresion del REa disminuyé en respuesta al
tratamiento con ONA+ICI en relacion a los niveles de ratas tratadas con el vehiculo,
sin embargo, en comparacion con los niveles obtenidos del tratamiento con los
antagonistas administrados de manera individual mostré una recuperacion significativa
(Figura 22).
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Figura 22. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y del RE sobre la
expresion del RP y del RE. Western blot de extractos proteicos de Sls de ratas tratadas tempranamente
con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, ICI182.780 (ICl), o su
combinacion (ONA+ICI). Las ratas control fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sls fueron
colectados en el dia 7 pc. Para cada tratamiento los valores de unidades arbitrarias (UA) de las
intensidades de las bandas de los western blots del RPA, RPB y REa se relativizaron por los niveles de la
proteina control GAPDH. Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Sls
tratados con el vehiculo. Los valores del grafico representan la media de las veces de cambio + DS de
tres muestras independientes. La figura muestra una imagen de un western blot representativo. La dosis
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de ONA que se muestra en los western blots corresponde a 1 mg. V, Vehiculo. P < 0.05; a, diferencia
estadistica v. Vehiculo; b, diferencia estadistica v. 1 mg ONA,; c, diferencia estadistica v. ICI.

Luego estudiamos las variaciones en los niveles de ARNm de Bmp2 (Lee,
Jeong y col., 2007; Li, Kannan y col., 2007) y Hand2 (Huyen y Bany 2011), genes
previamente descriptos en las vias de sefalizacion dependientes del RP durante la
decidualizacion (Figura 23). Los niveles del transcripto de Bmp2 disminuyeron
significativamente en respuesta a las dosis de 0.5 y 1 mg de ONA en concordancia
con su descripta regulacion positiva por P,. Los animales tratados con ICI no
presentaron variaciones, mientras que el tratamiento de ONA+ICI aumentd la
expresion de Bmp2 en relacién a todos los demas tratamientos. De manera similar, los
niveles de ARNm de Hand2 disminuyeron en respuesta a los tratamientos con ONA en
relacion a los demas tratamientos (Figura 23). IClI no produjo variaciones y el
tratamiento combinado de ONA+ICI indujo significativamente la expresiéon del

transcripto de Hand2 respecto a los demas tratamientos.
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Figura 23. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre sus vias de
sefalizacion. Cuantificacion de ARNm mediante PCR en tiempo real de extractos de Sls de ratas
tratadas tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE,
IC1182.780 (ICl), o con su combinacion (ONA+ICI). Las ratas control fueron inyectadas con aceite
(Vehiculo). Los Sls fueron colectados en el dia 7 pc. En los graficos de barra los fentogramos de ARNm
de Hand2 y Bmp?2 relativos a los valores correspondientes a -Actina fueron divididos por el nivel de
expresion de mensajero de las muestras vehiculo correspondientes. Los valores del grafico representan la
media de las veces de cambio + DS de tres muestras independientes. P < 0.05; a, diferencia estadistica v.
Vehiculo; b, diferencia estadistica v. 1 mg ONA; c, diferencia estadistica v. ICl; d, diferencia estadistica v.
0.5 mg ONA.

Dada la relacion existente entre las vias de sefializacion de los receptores de
hormonas esteroideas y la activacién de ERK (Vallejo, Ballaré y col., 2005; Vallejo,
2009) analizamos el efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el

RE sobre los niveles y la localizacion de pERK (Figura 24). Mediante western blot
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observamos que la administracion de ONA, a baja y alta dosis, y, en menor medida,
ICI inhibieron la activacién de ERK (Figura 17C y 24A). El tratamiento conjunto de
ONA+ICI aumenté los niveles de pERK llevandolos a niveles comparables a los
obtenidos en las ratas tratadas con el vehiculo (Figura 24A).

A continuacidon analizamos la localizacion de pERK mediante IHQ. EIl
tratamiento con ICI redujo drasticamente la sefial observada en la ZDP y en la zona U
de los Sls tratados con el vehiculo. Encontramos sélo algunos nucleos aislados con
sefal positiva de pERK en dichas zonas (Figura 11 y 24A). La IHQ de los Sls de los
animales tratados con ONA+ICI| presentaron una fuerte sefal en las células en
contacto con el embrion (ZDP), en el estroma peri-luminal a lo largo del epitelio uterino
y en los nucleos de las células de la zona U, aunque de manera mas aislada en
relacion a la senal observaba en los Sls de ratas tratadas con el vehiculo (Figura 11y
24A).
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Figura 24. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre la expresion
y la localizacién de la forma activa de ERK. Ratas prefiadas fueron tratadas tempranamente con el
antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, 1CI182.780 (ICl), o su combinacion
(ONA+ICI). Las ratas control fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sis fueron colectados en el dia
7 pc. La activacion de ERK fue analizada por western blot e inmunohistoquimica. A) Niveles de activacion
de ERK. Para cada tratamiento los valores de unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas
de los western blots de pERK se relativizaron por los niveles de la proteina control ERK2. Estos valores
fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Sls vehiculo. Los valores del grafico representan
la media de las veces de cambio + DS de tres muestras independientes. La figura muestra una imagen de
un western blot representativo. La dosis de ONA que se muestra en el western blot corresponde a 1 mg. P
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< 0.05; a, diferencia estadistica v. Vehiculo. B) Localizacion de ERK activado. Cortes en parafina de Sls
fueron analizados por inmunohistoquimica con anticuerpo especifico anti-pERK. Los controles de
especificidad se realizaron omitiendo el anticuerpo primario. V, Vehiculo; DM, decidua mesometrial; DAM,
decidua antimesometrial. Barra: 500 pm.

Concluimos, que el desarrollo subdptimo de los Sls de ratas tratadas con ONA+ICI
esta asociado a la recuperacion de los niveles del RPA, el RPB, el REa y pERK en
relacién a las muestras tratadas con los antagonistas por separado. Sugerimos que la
recuperacion del nivel de receptores y de la activaciéon de ERK seria responsable del
rescate de la prefiez producido. Por otro lado, el tratamiento temprano con ONA+ICI
aumenta los niveles de moléculas claves para el desarrollo de la decidua como Hand?2
y Bmp2 en relaciéon al tratamiento con vehiculo. En relacién al tratamiento con ICI, la
ausencia de pERK en la zona U de estas muestras indicaria una funcion de ERK en el

correcto desarrollo vascular.

2.1.1.5 ICI rescata parcialmente de la accion deletérea de ONA

Nos preguntamos si los Sls que mostraron un desarrollo subéptimo en el dia 7
pc en respuesta al tratamiento con ONA+ICI, eran capaces de continuar su desarrollo
y llevar la prefiez a término. Para contestar esta pregunta analizamos el desarrollo de
Sls a diferentes tiempos post-coito (10, 14 y 20 dpc) luego de la administracion
temprana de ONA+ICI (Figura 14B).

El analisis macroscopico de los uteros y sus correspondientes Sls (Figura 25)
mostroé que en el dia 10 pc, en concordancia con lo observado en el dia 7 pc (Figura
15y 16), los Sls de ratas tratadas con ONA+ICI fueron de menor tamaro que los Sls
de ratas tratadas con vehiculo (Figura 25 y Figura 26). En el dia 14 pc los Sls de ratas
tratadas con ONA+ICI mantuvieron el mismo tamafio que en el dia 10 pc, indicando un
freno o un retroceso en el desarrollo. En el dia 20 de prefiez los Sls redujeron

notablemente su tamafo en relacion a lo observado en los dias 10 y 14 pc (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre el avance de
la preinez. Ratas prefiadas fueron tratadas tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona
(ONA), en combinacion con el antagonista del RE, ICI182.780 (ICl). Las ratas control fueron inyectadas
con aceite (Vehiculo). Los Sls fueron colectados en los dias 10, 14 y 20 pc. La morfologia de los Uteros
fue analizada por tincion de cortes transversales con HE. Se muestran imagenes de los Uteros enteros y
a su izquierda, las imagenes obtenidas por tincion con HE de un Sl representativo para cada tratamiento y
tiempo analizados. Der, cuerno uterino derecho; Izq, cuerno uterino izquierdo; DM, decidua mesometrial;
DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; adm, area adyacente al miometrio; Mio,
miometrio; p, placenta; e, embrién. La flecha indica el crecimiento externo al miometrio en el extremo
mesometrial. Barra utero: 1cm, barra SI: 1000 pm.

A continuacién analizamos la morfologia de los Sls en cortes transversales de
los Sls tefidos con HE (Figura 26). En las muestras del dia 10 pc cuantificamos el
area total de la decidua y confirmamos una reduccion significativa en el tamafio de los
Sls de los animales tratados con ONA+ICI en relacion a los Sls de ratas tratadas con
el vehiculo. En los Sls del dia 10 pc de ratas tratadas con el vehiculo observamos una
decidua mesometrial con gran desarrollo de vasos, una decidua antimesometrial
compacta y en retroceso, y desarrollo placentario y embrionario (Figura 9 y 26). En
este mismo dia todos los Slis de ratas tratadas con ONA+ICI analizados (7/7Sls/3ratas)
presentaron desarrollo decidual, aunque no en todos los casos distinguimos la misma
organizacién de las zonas de la decidua que presentaron los animales tratados con el
vehiculo (Figura 26). La organizacion y el grado de vascularizacion varié entre las
muestras de ONA+ICI, y con respecto a los Sls de las ratas tratadas con el vehiculo
(Figura 26 y 27). En los Sis de ratas tratadas con ONA+ICI, la DAM practicamente

estuvo ausente y en el 71,4% (5/7Sls/3ratas) de los Sls hubo desarrollo del cono ecto-
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placentario y presencia de células trofoblasticas gigantes. Un numero aun mas
reducido (42,9% - 3/7Sls/3ratas) presentd desarrollo placentario y embrionario, aunque
el grado de proliferacién y diferenciacién fue variable entre los distintos Sls analizados.
Las placentas de los Sls tratados con ONA+ICI fueron mas pequehas que las
placentas de los animales tratados con el vehiculo. En algunos casos observamos
defectos en la orientacion de la placenta en la decidua. (Figura 26).

En el dia 20 pc las tinciones con HE confirmaron la reabsorcién de todos los
sitios analizados. Observamos una masa celular sin diferenciacion en el lumen del
utero y conectada al mesometrio uterino. En el lado mesometrial externo del miometrio
notamos un extrafio crecimiento, probablemente, producto del proceso inflamatorio de

regeneracion del utero (Figura 25).
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Figura 26. Efecto del tratamiento temprano con los antagonistas del RP y el RE sobre el desarrollo
de la decidua, la placenta y el embrion. Ratas prefiadas fueron tratadas tempranamente con el
antagonista del RP, Onapristona (ONA), en combinacién con el antagonista del RE, IC1182.780 (ICl). Las
ratas control fueron inyectadas con aceite (Vehiculo). Los Sis fueron colectados en el dia 10 pc. La figura
muestra imagenes de tincion con HE de varios Sls para cada tratamiento. Los paneles inferiores muestran
en detalle la zona de desarrollo de la placenta y el embrién (10x). Tabla) Analisis cualitativo y cuantitativo
de Sls de 10 dpc. La tabla muestra el niumero de Sls/rata/tratamiento; el promedio + SD del area total y el
grado de desarrollo de los Sls analizados, expresado como el numero de Sls con desarrollo de las
diferentes estructuras analizadas sobre el total de Sls analizados. DM, decidua mesometrial; DAM,
decidua antimesometrial; U, zona de union entre M-AM; adm, area adyacente al miometrio; mio,
miometrio; ee, extra-embrionario. Las flechas indican la orientacion de la placenta. a, diferencia
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estadistica Vehiculo v. ONA+ICI; b, nimero de Sls con desarrollo de las diferentes estructuras analizadas
sobre el total de Sls analizados. Barra: 500 um.

Como indicamos anteriormente, observamos que la localizacion de pERK se
correlaciona con el desarrollo vascular en los dias 7 y 8 pc. En el dia 7 pc pERK se
localiza en la zona de union entre el M-AM, y en el dia 8 pc la sefial se desplaza hacia
la decidua mesometrial, donde la formacién de vasos comienza a tener lugar (Figura
11). Esta correlacion se pierde en el dia 10 pc, cuando la sefal de pERK se limita a la
zona en contacto con la placenta en desarrollo (Figura 11).

Con el objetivo de investigar una posible relacion entre la activacion de ERK, el
grado de diferenciacion decidual y la formacion de vasos sanguineos en la decidua
analizamos mediante IHQ la localizacion de pERK y del marcador de células
endoteliales CD31 en los Sls de 10 dpc tratados con ONA+ICI (Figura 27). La senal
de CD31 tuvo un patron de localizacion variado entre los distintos Sls de ratas tratadas
con ONA+ICI (Figura 27, panel superior). Aquellos Sls con mayor desarrollo
placentario tuvieron un patrén de vasos similar a las ratas tratadas con el vehiculo. A
pesar de esto, pERK siempre se localizé en coincidencia con la sefial de CD31 en los
Sls de ratas tratadas con ONA+ICI a diferencia de lo observado en los Sls de las ratas

tratadas con el vehiculo (Figura 27, panel inferior).
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Figura 27. Relacion entre la activacion de ERK y la formacién de vasos en Sls de 10 dpc.
Inmunodeteccion con anticuerpo especifico anti-CD31 y anti-pERK en Sls de ratas prefiadas y tratadas
tempranamente con el antagonista del RE 1CI1182.780 (ICI) solo o en combinacion con el antagonista del
RP, Onapristona (ONA+ICI). Los Sls fueron colectados en el dia 10 pc. Los paneles superiores muestran
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los resultados de la localizacion de CD31 y los inferiores la localizaciéon de pERK. DM, decidua
mesometrial; DAM, decidua antimesometrial. Barra: 500 ym.

Los Sls tratados con ONA+ICI durante los dias 5 y 6 pc, recuperaron los niveles del
RP, REa y pERK y mostraron una sobre-expresion de factores claves para el
desarrollo decidual. Sin embargo, el desarrollo subéptimo que se observa en el dia 7
pc no es suficiente para llevar a término la prefiez y los Sls se reabsorben entre los
dias 10 y 14 pc. Por otro lado, en el dia 10 pc, en muestras tratadas con ONA+ICI la
sefial de pERK continta correlacionando con la formacién de vasos a diferencia de lo

ocurrido en los Sls de ratas tratadas con el vehiculo.

2.1.2 Efectos de la inhibicion de la activacion de ERK sobre el desarrollo

temprano de la decidua

Debido a los antecedentes de nuestro laboratorio que relacionan la actividad de
los receptores de hormonas esteroideas con la activacién de ERK (Vallejo, Ballaré y
col., 2005; Vallejo, 2009) y dado los resultados recién presentados que relacionan a
pERK con la regulacion hormonal in vivo y el desarrollo de la decidua, estudiamos el
efecto de la inhibiciéon de la fosforilacion de ERK sobre la decidualizacién temprana.
Administramos diferentes dosis de PD98059, inhibidor de MEK (Alessi, Cuenda y col.,
1995), mediante la implantacion de mini bombas osméticas en el Utero de ratas en el
dia 5 pc y colectamos las muestras al dia 7 pc. Mediante este abordaje experimental
suministramos PD en el lumen uterino de manera local y continua durante los dias 5 y
6 pc. Utilizamos 3 concentraciones distintas de PD: 0 (1% DMSO, vehiculo), 100 y 200
nM (Figura 28A). Analizamos los niveles de pERK resultantes de cada dosis de PD
mediante western blot y observamos que la dosis de 100 nM PD fue la dosis efectiva
para reducir de los niveles de activacién de ERK en los Sls de 7 dpc en relacion a los
niveles de los Sis tratados con 1% DMSO (Figura 28B). Este resultado resulto
llamativo ya que esperabamos una mayor disminucion de la activacién de ERK a dosis
creciente de PD. Sin embargo, debido a la rapidez de la fosforilacion y la
desfosforilacion de ERK, no podemos concluir que la dosis de 200 nM no haya sido

efectiva a un tiempo no analizado.

71



RESULTADOS

A B
.3
. Mini-bomba & 8 10—
Espermatozoides osmoética W
+ o O a

T >
t | :

28 05
0 5 dpc .g $
: - 50
i i 23

< oo

PD[uM] O 100 200

PD [uM]

Figura 28. El tratamiento con el inhibidor especifico de MEK. Minibombas osméticas conteniendo 100
ul de una soluciéon de 0 (vehiculo), 100 o 200 puM del inhibidor especifico de MEK, PD98059, fueron
implantadas en el cuerno uterino derecho de ratas con 5 dias de prefiez. Los Sls fueron colectados en el
dia 7 pc y los extractos proteicos fueron analizados por western blot. A) Esquema del tratamiento con
PD98059. B) Niveles de activacion de ERK. Para cada dosis los valores de unidades arbitrarias (UA) de
las intensidades de las bandas de los western blots de pERK se relativizaron por los niveles de la proteina
control ERK2. Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Slis tratados con el
vehiculo. Los valores del gréafico representan la media de las veces de cambio + DS de tres muestras
independientes. La figura muestra una imagen de un western blot representativo. La dosis de ONA que se
muestra en el western blot corresponde a 1 mg. Cat, catéter; bo, bomba osmética; Der, cuerno uterino
derecho. La flecha indica la unién bomba-utero. P < 0.05; a, diferencia estadistica v. Vehiculo.

Luego analizamos la morfologia de los Sls por tincién con HE y cuantificamos
el area total y las proporciones de las distintas zonas deciduales. A pesar de la
disminucion en los niveles de pERK, no observamos diferencias morfologicas entre las
muestras tratadas con 100 nM de PD y las muestras vehiculo (Figura 29). Tampoco

percibimos alteraciones en la cantidad y localizacion vasos presentes.
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A
HE-7 dpc OuM PD 100uM PD 200 uM PD
DAM
B
PD [uM] 0 100 200
#Sls/rata 9+5 1216 12+ 1
Didmetro (mm) 34104 34£0.2 35+02
Area (mm2) 6.6+1.0 6.3:05 74+06
DAM (%) 405+20  371:27  381:06
DM (%) 12525 124124 12106
El (%) 471+18  504:49  498:12

Figura 29. Efecto del tratamiento temprano con el inhibidor especifico de MEK sobre la morfologia
de los Sls. Mini-bombas osméticas conteniendo 100 ul de una solucién de 0 (vehiculo), 100 o 200 uM
del inhibidor especifico de MEK, PD98059 fueron implantadas en el cuerno uterino derecho de ratas con
5 dias de prefiez. La morfologia de los Sls fue analizada por tincién con HE en cortes transversales. Las
distintas areas de la decidua fueron cuantificadas. A) La figura muestra imagenes de tincién con HE de un
Sl representativo para cada tratamiento. B) Cuantificacion de las areas deciduales de Sls mostrados en
A. La tabla muestra el numero de Sls/rata/tratamiento; el promedio + SD del area, la longitud y el
porcentaje de area correspondiente a cada zona decidual dentro de cada SI relativo al area total de la
decidua. DM, decidua mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; adm,
zona adyacente al miometrio; Mio, miometrio. Barra: 1000 um.

La inhibicién temprana de la activacion de ERK no tiene un efecto significativo en el
desarrollo de la decidua de Sls de 7 dpc. La activacibn de ERK comienza a
incrementar en el dia 6 pc, un dia después del inicio del tratamiento temprano, y es
maxima al dia 8 pc. Estos datos sugieren que una inhibicion mas tardia resultaria mas
eficiente para el estudio del papel de ERK y su interaccion con las vias de sefalizacion

del RP y el RE durante la decidualizacion.
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2.2. Decidualizacion tardia

El tratamiento tardio (dias 6 y 7 pc) con ONA e ICI, solos y en combinacién
reduce la extension de las distintas areas diferenciadas de la decidua de los sitios de
implantacién analizados en el dia 8 pc (Vallejo, 2009; Vallejo, Mestre-Citrinovitz y col.,
2011). Estos mismos resultados muestran que la expresion del RPA, RPB y REa y la
activacion de ERK son mayores en el dia 8 pc en relacién a los dias anteriores de la
cinética de prefiez. Teniendo en cuenta estos resultados y los obtenidos por la
administracion temprana de PD extendimos nuestro analisis del efecto de los
antagonistas ONA e ICl y del inhibidor de MEK sobre el desarrollo tardio de la decidua.

El protocolo de administracién que utilizamos se muestra en la figura 30.

. Antagonistas
Espermatozoides Inhibidor de MEK
* |
HE
WB

Figura 30. Tratamiento tardio de ratas prefiadas con los antagonistas del RP y el RE o el inhibidor
de MEK. Ratas prefiadas fueron inyectadas con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el
antagonista del RE, IC1182.780 (ICl), o su combinacion (ONA+ICI) o PD98059 durante los dias 6 y 7 pc.
Las inyecciones con antagonistas fueron administradas via subcutanea y las de PD via intraperitoneal.
Las ratas control del tratamiento con antagonistas no fueron inyectadas y las ratas control del tratamiento
con PD fueron inyectadas con DMSO (Vehiculo). Los Sls fueron colectados en el dia 8 pc y embebidos en
parafina para estudios histolégicos o congelados en nitrégeno liquido para el andlisis de expresion
proteica y de ARNm. dpc, dias post-coito; HE, tincion con hematoxilina-eosina; WB, western blot.

2.21 Interaccion entre las vias de senalizacion del RP y el RE en la

decidualizacion tardia

Los tratamientos tardios con los antagonistas redujeron los niveles proteicos
del RPA, el RPB y el REa (Vallejo, 2009). Estudiamos, entonces, los efectos de los
antagonistas sobre la localizacion de los receptores RP y RE y de pERK en Sls de 8

dpc de ratas tratadas siguiendo el protocolo tardio de administracion (Figuras 30 y 31).
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Los resultados de IHQ mostraron una distribucion para RP, REa, REB y pERK
igual a la observada en los Sls de ratas no tratadas (Figuras 10, 12 y 31). La senal del
RP fue exclusivamente citoplasmatica en la zona de la decidua antimesometrial y
nuclear tanto en las células indiferenciadas de la zona U como en la region de la DM.
REB present6 el mismo patrén que RP. La sefial del REa fue homogénea en toda la
decidua, con localizacién nuclear en la zona de la DM y en las células indiferenciadas
de la zona de U, y localizacion tanto citoplasmatica como nuclear en las células de la
DAM. La localizacion de pERK fue nuclear y restringida a las células indiferenciadas

de la zona U (Figura 31).
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Figura 31. Localizacién del RP, el REa, el REB y pERK en sitios de implantacion de rata con 8 dias
de preiiez tratadas tardiamente con ONA e ICI. Cortes transversales de Sls de 8 dpc de ratas tratadas
tardiamente con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, IC1182.780 (ICl), o
su combinacion (ONA+ICI) fueron analizados por inmunohistoquimica con anticuerpos especificos anti-
RP, anti-REaq, anti-REB o anti-pERK. La figura muestra el SI completo y a la izquierda se muestran
detalles de las distintas areas de la decidua (10X). Los controles de especificidad se realizaron omitiendo
el anticuerpo primario. DM, decidua mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unién entre
M-AM; adm, zona adyacente al miometrio; Mio, miometrio. Barra: 500 um; barra detalles: 30 pm.

En resumen, la accion tardia de los antagonistas no modifica la localizacion de los
receptores ni la de pERK en los Sls de 8 dpc. El efecto de ONA e ICI sobre la
regulacion del RP, REa y pERK estaria limitado a los niveles de expresion de los

receptores y a la activacion de ERK.

Con el objetivo de evaluar el nivel de diferenciaciéon decidual de los Sls de
ratas tratadas con ONA e ICl de manera tardia analizamos los niveles de DESMINA y
CCND3 mediante western blot. Para este analisis tuvimos en cuenta que en el dia 8 pc
la expresion de DESMINA y CCND3 comienza a decaer en coincidencia con el
proceso de retroceso de la DAM que acompania al crecimiento del embrion (Figuras 9
y 12).

El tratamiento tardio con ONA+ICI disminuy6 los niveles de CCND3 en el dia 8
pc al igual que lo observado en el dia 7 pc con el tratamiento temprano (Figuras 32 y
19). Los tratamientos con ONA e ICI por separado no influyeron en la expresion de
CCNDS3. Por otro lado, los niveles de DESMINA aumentaron significativamente en
respuesta al tratamiento tardio con ONA en relacion a los niveles de las ratas tratadas
con el vehiculo (Figura 32). Datos previos del laboratorio indicaban que los Sis de 8
dpc de animales tratados con ONA tardiamente tienen un miometrio mas extenso que
el de los Sls de las ratas no tratadas (NT) (Vallejo, 2009). Debido a que DESMINA
tiene una alta expresion en musculo, el aumento que observamos en los Sls de ratas
tratadas con ONA se deberia en parte a su expresion en el miometrio (Paulin y Li
2004; Korgun, Cayli y col., 2007). El tratamiento tardio con ICI no produjo variaciones
en la expresién de DESMINA y en la combinacion con ONA aumenté levemente en
relacion a las muestras NT. Este aumento en los niveles de DESMINA muy
probablemente sea resultado de un proceso de diferenciacion o de regresién de la

DAM retrasado respecto del desarrollo en las ratas NT (Figura 32).
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Figura 32. Efecto del tratamiento tardio con los antagonistas del RP y el RE sobre la diferenciacion
del estroma endometrial. Western blot de Sls de ratas tratadas tardiamente con el antagonista del RP,
Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, 1CI182.780 (ICI), o su combinaciéon (ONA+ICI). Las ratas
control no fueron tratadas (NT). Los Sls fueron colectados en el dia 8 pc. Para cada tratamiento los
valores de unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los western blots de DESMINA
y CCND3 se relativizaron por los niveles de la proteina control GAPDH. Estos valores fueron luego
normalizados por los valores obtenidos en Sis NT. Los valores del grafico representan la media de las
veces de cambio = DS de tres muestras independientes. La figura muestra una imagen de un western blot
representativo. V, Vehiculo. P < 0.05; a, diferencia estadistica v. NT.

Por lo tanto, el grado de diferenciacion, medido por los niveles de marcadores de
diferenciacion, de los Sls de 8 dpc de ratas tratadas tardiamente con los antagonistas
del RP y el RE se correlaciona con las morfologias observadas previamente en el
laboratorio. En relacién al tratamiento con ICl, la administracion temprana y tardia
tuvieron el mismo efecto en el grado de diferenciacién, no encontrandose variaciones
de DESMINA y CCND3 respecto a los animales no tratados. Los Sls tratados
tardiamente y tempranamente con ONA+ICI presentaron una diferencia en los niveles
de DESMINA en relacion a los Sls NT. DESMINA no mostré variaciones en el
tratamiento tardio, mientras que disminuy6 en las muestras del tratamiento temprano.
Esta diferencia se deberia a que el tratamiento tardio resultaria ineficiente para bajar

DESMINA que ya se encuentra en el dia su nivel maximo en el dia 6 pc.

2.2.2 Efectos de la inhibicion de de la activacion de ERK sobre el desarrollo

tardio de la decidua

A diferencia del tratamiento temprano con ONA e IClI, el tratamiento temprano
con el inhibidor de MEK tuvo un efecto nulo en la proliferacion y diferenciacién de los
Sls de 7 dpc (Figuras 28 y 29). Por otro lado, observamos mediante IHQ que pERK
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tiene una localizacion mas extendida en los dias 7 y 8 pc que en el dia 6 pc (Figura
10).

En consecuencia, evaluamos el efecto de la inhibicion de MEK sobre el
desarrollo decidual tardio. Siguiendo el mismo esquema que para el tratamiento
tardio con los antagonistas del RP y el RE, inyectamos 5 mg de PD98059/dia en ratas
prefadas durante los dias 6 y 7 pc (Figura 30). En principio observamos que el
tratamiento tardio con PD fue efectivo en reducir los niveles de activacion de ERK en
los Sls del dia 8 pc con respecto a los niveles de las ratas tratadas con el vehiculo
(Figura 33).
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Figura 33. Tratamiento tardio con el inhibidor especifico de MEK. Niveles de activacion de ERK.
Ratas prefiadas fueron inyectadas de manera intraperitoneal con 5 mg/dia PD98059 durante los dias 6 y
7 pc. Las ratas control fueron inyectadas con DMSO (Vehiculo). Los Sls fueron colectados en el dia 8 pc.
Para cada tratamiento los valores de unidades arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los
western blots de pERK se relativizaron por los niveles de la proteina control ERK2. Estos valores fueron
luego normalizados por los valores obtenidos en Sls vehiculo. P < 0.05; a, diferencia estadistica v.
Vehiculo.

Los Sls tratados con 5 mg de PD fueron de menor tamafo que los Sls de ratas
inyectadas con DMSO (vehiculo). Las cuantificaciones del diametro (longitud M-AM)
de los Sls confirmé la reduccion de tamafo con respecto a los Sls de los animales
tratados con el vehiculo (Figura 34A). Al estudiar la morfologia de la decidua en cortes
transversales de los Slis tefidos con HE observamos una reduccion de la extension del
tejido decidual, tanto en la zona de la DAM como en la DM (Figura 34B). Debido a la
menor extension de la DAM la zona adyacente al miometrio (adm) aumentd su
extensiéon en proporcion. En la zona U observamos mayor compactacion celular que
en los Sls de ratas tratadas con el vehiculo. Cortes seriados del sitio de implantacion
evidenciaron una completa reaccion de cierre del lumen uterino (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto morfolégico del tratamiento tardio con el inhibidor especifico de MEK. Analisis
morfolégico de Uteros y Sls de ratas prefiadas inyectadas de manera subcutanea con 5 mg/dia de
PD98059 durante los dias 6 y 7 pc. Las ratas control fueron inyectadas con DMSO (Vehiculo). Los Sis
fueron colectados en el dia 8 pc y embebidos en parafina para estudios histoldgicos o congelados en
nitrégeno liquido para el analisis de expresién proteica y de ARNm. A) Uteros enteros y grafico
mostrando la cuantificacion del diametro de los Sls. B) La morfologia de los Sls fue analizada por tincién
con HE de cortes transversales, las distintas areas de la decidua fueron cuantificadas. La figura muestra
imagenes de tincion con HE de un Sl representativo para cada tratamiento (PD o DMSO). dpc, dias post-
coito; HE, tincion con hematoxilina-eosina; WB, western blot, DM, decidua mesometrial; DAM, decidua
antimesometrial; U, zona de unién entre M-AM; adm, zona adyacente al miometrio; Mio, miometrio. Barra:
1000 pm.

La activacion de ERK regulada por la administracion temprana de los
antagonistas (Figuras 14A y 24), sugiere la existencia de una regulacion reciproca.
Para estudiar esta relacién analizamos por western blot los niveles proteicos del RPA,
el RPB, el REa y el REB en extractos de Sls de ratas tratadas tardiamente con PD o
vehiculo (Figura 30 y 35). El tratamiento con PD disminuyd significativamente los
niveles del REa pero no del REB, mientras que los niveles del RPA y B disminuyeron

levemente en relacién a las ratas tratadas con el vehiculo.
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Figura 35. Efecto del tratamiento tardio con el inhibidor especifico de MEK sobre la expresién del
RP y el RE. Western blot de extractos proteicos de Sls de ratas tratadas tardiamente con 5 mg/dia de
PD98059 durante los dias 6 y 7 pc. Las ratas control fueron inyectadas con DMSO (Vehiculo). Los Sls
fueron colectados en el dia 8 pc. Para cada tratamiento los valores de unidades arbitrarias (UA) de las
intensidades de las bandas de los western blots del RPA, RPB, REB y REa se relativizaron por los niveles
de la proteina control B-ACT. Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en Sls
tratados con el vehiculo. Se muestra una imagen de western blot representativa. P < 0.05; a, diferencia
estadistica v. Vehiculo.

Concluimos que la inhibicién tardia de la activacion de ERK, a diferencia de la
inhibicion temprana, tiene un efecto en el desarrollo de la decidua. La disminucion en
los niveles de pERK afecta la extension de las zonas diferencias de la decidua,
aumenta la diferenciacion de la zona U y la reacciéon de cierre de los sitios de
implantaciéon en formacion. Estos resultados funcionales sugieren distintos papeles
para pERK en relacion a su diferente localizacion en los Sls de 8 dpc.

- La presencia de pERK en la zona U y la mayor compactacion de esta zona luego del
tratamiento con PD, indican una funcién de ERK en la regulacion del mantenimiento de
un estado indiferenciacion en la zona U. El estado indiferenciado, ho compacto, seria
necesario para el correcto desarrollo vascular.

- La presencia de pERK en la DM refuerza un papel de ERK en el desarrollo vascular

de la decidua.
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- La presencia de ERK en el borde de la DAM y la menor extension de la misma en
respuesta al tratamiento con PD marcan la importancia de ERK en la limitaciéon del
desarrollo de la DAM.

Por otro lado, al igual que el tratamiento con ICI regula la activaciéon de ERK durante la
decidualizacién, la regulaciéon reciproca también fue detectada. Sin embargo, ICI
regula la activacion de ERK tempranamente, mientras que la regulacion inversa se da

tardiamente.
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2.3. Conclusiones parciales

El tratamiento temprano con ONA e ICI permite estudiar la interaccion entre las vias
de senalizacién del RP y el RE durante la decidualizacion:

- La administracion temprana de ICl revela el papel del E,, mediada por su union al

RE, en la organizacién vascular de la decidua.

- La dosis de 1 mg de ONA resulta deletérea para el desarrollo de la prefiez

temprana.

- La administracion de ONA+ICI:
- Rescata la reabsorcién de los Sls producida por 1 mg de ONA revelando que la
ausencia de actividad del RP resulta mas nociva para el desarrollo de la prefiez
que la disminucién conjunta de las vias de sefializacion del RP y el RE. Estos
resultados destacan la importancia del correcto balance de actividades del RP y
el RE durante el desarrollo de la decidua y el establecimiento de la prefiez
temprana.
- Este rescate genera una decidua morfolégicamente normal pero con un
desarrollo subdptimo incapaz de llevar el desarrollo de la prefiez a término mas
alla de los dias 10-14 pc. Este estado subdptimo es evidenciado en el dia 7 pc
por un menor tamarfio de los Sls y la disminucién de DESMINA y CCND3 en
relacion a los Sls de las ratas vehiculo. Por otro lado la administracion de
ONA+ICI recupera de los niveles del RPA, RPB, REa, CX43, PCNA y pERK en
relacion a los tratamientos con ONA e ICI por separado. Por ultimo, ciertos
genes claves en la sefializacion del PR y el RE aumentan en respuesta al

tratamiento conjunto: Hand2, Bmp2'y Pri8a2.

El tratamiento tardio con PD98059 permite estudiar el papel de ERK activado durante
la decidualizacién. La inhibicién tardia de la activacion de ERK afecta la extension de
la decidua y la reaccion de cierre de los sitios de implantacién en formacion. En cuanto
a la regulacion reciproca de las vias de sefializacion de las hormonas esteroideas

ovaricas, pERK regula positivamente la expresién del REa.
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Capitulo 3: CSD-C2: papel durante la decidualizacién y regulacién por hormonas

esteroideas ovaricas

En nuestro laboratorio hemos caracterizado el patron de expresion génica
durante la diferenciacion in vitro inducida por SFB-ch de las células Ulll, mediante
micro-arreglos de ADNc (Vallejo, Maschi y col., 2010). Dichos estudios mostraron a
Csd-c2 como el gen mas sobre-regulado. Su sobre-expresion fue validada en el
modelo de diferenciacion in vitro de las células Ulll y en la decidualizacion in vivo
(uteros de ratas no prefiadas v. Sls de 8 dpc) mediante PCR semicuantitativa (Vallejo,
Maschi y col., 2010). De estos resultados surge nuestro interés por la funciéon de CSD-

C2 en el utero, donde fuimos los primeros en describir su expresion.

3.1 Expresion y regulacion hormonal de Csd-c2 durante la decidualizacién in

vitro

Para estudiar la expresion de Csd-c2 y su regulacion por hormonas
esteroideas ovaricas realizamos inicialmente un abordaje in vitro utilizando la linea
celular Ulll, donde previamente describimos la expresién de Csd-c2 (Vallejo, Maschi y
col., 2010). Las células Ulll se trataron en presencia de 10® M de la progestina
sintética R5020 (R) y 10 M de estradiol (E,), solos o en combinacién (R+E), y 100 nM
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), previamente descripto como inductor de la
decidualizaciéon en células endometriales in vitro (Taga, Sakakibara y col., 1995).
Analizamos por RT-PCR semicuantitativa la expresion de Desmina y de Csd-c2. Dos
dias de tratamiento con EGF aumentaron la expresién de Desmina y Csd-c2 en
relacion al dia cero de cultivo (T0), Dicho aumento fue reforzado en el dia 4 de
tratamiento (Figura 36A). Los niveles de Desmina y Csd-c2 también aumentaron en el
dia 2 de tratamiento con R, E; y R+E (Figura 36B). Los tratamientos con 10% de SFB-
libre de esteroides (SFB-ch) y con etanol (OH, vehiculo) disminuyeron los niveles de
los ARNm respecto al TO (Figura 36A). Los estimulos hormonales resultaron mas
eficientes que 10% SFB-ch para inducir la expresion de Desmina y Csd-c2 en las
células Ulll en el dia 2 de cultivo.

Debido a la disminucién en el nivel de los receptores de hormonas esteroideas
que suele ocurrir de manera espontanea en células con un alto numero de pasajes
(Nishida 2002), analizamos la respuesta a hormonas en los primeros pasajes de una
linea celular de endometrio uterino. Esta linea fue obtenida en nuestro laboratorio a

partir de cultivos primarios de células endometriales de rata. A estas células las
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denominamos Ulll-like y se encuentran en proceso de caracterizacion. Tratamos a las
células Ulll-like con R+E, EGF y 10% de SFB-ch. Observamos que en el TO de cultivo
los niveles de Desmina y Csd-c2 fueron altos en relacion a sus niveles en el dia 2 del
tratamiento con etanol (OH, vehiculo). Los tratamientos con Ry E, de manera conjunta
(R+E) o con EGF, al igual que lo observado en las células Ulll, fueron méas efectivos
que 10% de suero para aumentar los niveles de Desmina en el dia 2 de cultivo en
relacion a los niveles del cultivo con OH. Los niveles de Desmina disminuyeron en el
dia 4 en presencia de R+E mientras que el estimulo con EGF mantuvo sus niveles
altos y, el tratamiento con 10% de suero produjo un aumento de su expresiéon en
relacion al dia 2 de cultivo (Figura 36B). Los niveles de Csd-c2 aumentaron en el dia 2
en presencia de OH en un mayor nivel que los demas estimulos. La presencia de 10%
SFB-ch disminuydé fuertemente sus niveles en relacion al TO y a los demas
tratamientos en el dia 2 de cultivo. En el dia 4 observamos las mismas variaciones en
la expresion de Csd-c2 que en el dia 2 de cultivo. Los aumentos en los niveles de
ambos ARNm en respuesta a OH indicarian un proceso de diferenciacién espontaneo.
La diferenciacion espontanea también fue previamente descripta para las células Ulll

(Prigent-Tessier, Barkai y col., 2001).

A
ulll
Dia TO 2 4 TO 2
% SFB-ch - 1 1 - 1 1 1 1 10
estimulo - EGF EGF - OHR+E R E, s
Desmina —| WSS S — — =
Csdc2 —|° e —
B-Actina — L T [ ——
B
Ulll-like
Dia TO 2 4
% SFB-¢ - 1 1 10 1 1 1 10 1
estimulo - |OHR+E s EGF/OH R+E s EGF
Desmina —| D TS G S TR ww .=
Csd-c2 —| wes |pumn ™ | - o
B-ACling —| s | wen s e | — —— .

Figura 36. La expresion de Csd-c2 y su regulacion por las hormonas esteroideas ovaricas y EGF
in vitro. Las células se incubaron en medio con 1% o 10% de suero charcolizado y se estimulé con EGF
100 nM, etanol (OH - Vehiculo), R5020 10®M (R), con Estradiol 10°M (E) o R10*M + E10®M (R+E) segun
se indica. Los tratamientos fueron continuos por 0 (T0), 2 o 4 dias. La figura muestra las imagenes
representativas de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio con los resultados de PCR a tiempo

85



RESULTADOS

final para los genes de Desmina, Csd-c2 y 3-Actina (control de carga). A) Células Ulll. B) Células Ulll-like,
cultivos primarios.

En resumen, la decidualizacion in vitro de las células Ulll es inducida por EGF de
manera mas temprana que por los demas estimulos analizados. El estimulo con
hormonas solas y en combinacion hasta el dia 2 de cultivo fue mas eficiente para
aumentar la expresion de Desmina y Csd-c2 que el tratamiento con 10% suero libre de
esteroides. Las células Ulll-like, mostraron una respuesta a R+E y a EGF aumentando
los niveles de ambos ARNm analizados. Sin embargo, estas ultimas células parecen

diferenciar espontaneamente mas rapido que las células UlII.

3.2 Expresién, regulacion y funcion de CSD-C2 durante la decidualizacién in vivo

Resultados previos del laboratorio mostraron que los niveles de ARNm de Csad-
c2 aumentan in vivo en los Sls de 8 dpc en relacion a su expresion en Uteros de ratas

no prenadas (Vallejo, Maschi y col., 2010).

3.2.1 Expresion de CSD-C2 durante la decidualizacion in vivo

Nos propusimos, por lo tanto, caracterizar la expresién de CSD-C2 durante el
desarrollo decidual. Evaluamos por western blot los niveles proteicos de CSD-C2 en
distintos dias de la cinética de prefiez temprana. Los niveles de CSD-C2 aumentaron
desde dia cero de prefiez (ratas no prefiadas - NP) hacia el dia 8 pc acompafando el
desarrollo de la decidua (Figura 37A). A continuacién analizamos la localizacién de
CSD-C2 en Sls de 8 dpc mediante IHQ con un anticuerpo especifico. CSD-C2 se
localizé en el M, el AM y en la zona U (Figura 37B). A nivel subcelular su expresion fue
tanto nuclear como citoplasmatica en la zona U y en la DAM, con excepcién de
algunos nucleos que no mostraron sefial positiva. La sefial de CSD-C2 en la DM fue

mayormente nuclear.
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Figura 37. Expresiéon de CSD-C2 durante el desarrollo decidual. A) Cinética de la expresion de CSD-
C2 durante la prefiez. Para cada punto de la cinética (NP, 4, 6 y 8 dpc) de prefiez los valores de unidades
arbitrarias (UA) de las intensidades de las bandas de los western blots de CSD-C2 se relativizaron a los
niveles de la proteina control ERK2. Estos valores fueron luego normalizados por los valores obtenidos en
uteros de hembras no prefiadas (NP). Los valores del grafico representan la media de las veces de
cambio + DS de tres muestras independientes. P < 0.05; a, diferencia estadistica v. NP. La figura muestra
una imagen representativa. B) Cortes transversales de Sls de 8 dpc fueron analizados por
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos anti-CSD-C2. La figura muestra el S| completo y detalles
de mayor aumento (20x) de las distintas areas de la decidua. Los controles de especificidad se realizaron
omitiendo el anticuerpo primario. DM, decidua mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de
union entre M-AM; adm, area adyacente al miometrio; Mio, miometrio. Barra: 500 um; barra detalles: 50
pum.

3.2.2 Regulacion hormonal de la expresiéon de CSD-C2 durante la decidualizacién

in vivo

Debido a que la expresion de Csd-c2 estd regulada por las hormonas
esteroideas ovaricas in vitro (Figura 36), analizamos su regulacién por P, y E;
durante la decidualizacion in vivo. Evaluamos los niveles de ARNm mediante qRT-
PCR en las muestras de Sls de 7 dpc de ratas tratadas tempranamente con los
antagonistas (Figuras 14A y 38). El tratamiento con 0.5 mg de ONA redujo los niveles
de Csd-c2 mientras que la dosis de 1 mg de ONA (reabsorciones) y 0,5 mg de ICI no
causaron modificaciones respecto a las muestras de ratas tratadas con el vehiculo. La
combinacion de ONA+ICI, aumentd los niveles de ARNm de Csd-c2 respecto a los

demas tratamientos (Figura 38A).
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Figura 38. Efecto de la administraciéon de los antagonistas del RP y el RE sobre la expresion de
Csd-c2 en los Sls. Cuantificacion de ARNm mediante PCR en tiempo real de Sls de ratas tratadas
tempranamente con el antagonista del RP, Onapristona (ONA), con el antagonista del RE, IC1182.780
(ICl), o su combinacion (ONA+ICI). En los graficos de barra los fentogramos de ARNm de Csd-c2 relativos
a los valores correspondientes a 8-Actina fueron divididos por el nivel de expresién de mensajero de las
muestras vehiculo correspondientes. Los valores del grafico representan la media de las veces de cambio
+ DS de tres muestras independientes. P < 0.05; a, diferencia estadistica v. Vehiculo; b, diferencia
estadistica v. 1 mg ONA; c, diferencia estadistica v. ICI; d, diferencia estadistica v. 0.5 mg ONA.

La expresion de CSD-C2 in vivo acomparia el desarrollo de la decidua y su expresion
a nivel de ARNm es regulada positivamente por P, Asimismo, notamos que su
regulacién hormonal in vivo difiere de la observada in vitro. Las diferencias en la
regulacién por hormonas esteroideas encontradas in vitro e in vivo, pueden deberse a

la diferencia de complejidad de los modelos de estudio.

3.2.2 Evaluacién de la relevancia biolégica de CSD-C2

Dada la relacién entre la expresion de CSD-C2, el avance de la prefiez y la
regulacion hormonal in vivo e in vitro nos propusimos estudiar la posible relevancia
biolégica de CSD-C2 en el utero. Para ello nos centramos en el estudio de los
fenotipos deciduales asociados a la pérdida de funcion de CSD-C2 durante la prefiez
temprana. Administramos de manera intrauterina (IU) ARNs pequefos de interferencia
(ARNpi) especificos contra Csd-c2. Las inyecciones fueron administradas bajo
anestesia la manana del dia 5 pc (Figura 39A). Para cubrir un rango mayor de
efectividad del tratamiento con ARNpi y aprovechando la caracteristica bicornea del
utero de la rata, probamos dos concentraciones de ARNpi en paralelo. En el cuerno
uterino derecho inyectamos 100 ul de una solucién 100 nM y en el izquierdo una
solucion 10 nM de ARNpi especifico contra Csd-c2. Las ratas Vehiculo fueron

inyectadas con las mismas dosis de ARNpi inespecifico (NE). Ademas, probamos dos
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agentes de transfeccion diferentes, Interferina y Oligofectamina. Colectamos los Slis en
el dia 7 pc y analizamos por western blot los niveles de expresion de CSD-C2.
Observamos que, independientemente de la concentraciéon de ARNpi (10 o 100 nM) o
del agente de transfeccion (Interferina u Oligofectamina) utilizado, los niveles de CSD-
C2 disminuyeron unicamente en los Sls tratados con la solucién de ARNpi especifico
(Figura 39B y C). Continuamos los subsiguientes estudios con los Sls de los cuernos
tratados con 100 nM de ARNpi.

A Inyeccién IU de ARNpi
DER: || _ [ 1za
[100nM] " [10nM]

Espermatozoides
| p—

t I
|

5 6 [ dpc
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B c
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ARNpi NE Csd-c2 NE Csd-c2 ARNpi NE Csd-c2 NE Csd-c2
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i
GAPDH — ——_——— oaPoH — (MRS S

Figura 39. Efecto del tratamiento con ARN pequefio de interferencia contra Csd-c2 sobre los
niveles proteicos de CSD-C2. A) Esquema del tratamiento con ARN pequefio de interferencia. Ratas
con 5 dias de prefiez fueron inyectadas en ambos cuernos uterinos con 100 pl de una solucion 10 nM
(cuerno izquierdo) y 100 nM (cuerno derecho) de ARNpi especifico contra CSD-C2 o inespecifico (NE).
Los Sls fueron colectados en el dia 7 pc y los extractos proteicos fueron analizados por western blot. B)
Niveles de CSD-C2 de muestras tratadas con ARNpi utilizando Interferina como agente de transfeccion.
C) Niveles de CSD-C2 de muestras tratadas con ARNpi utilizando Oligofectamina como agente de
transfecciéon. En todos los casos se utilizé GAPDH como control de carga. Se muestra una imagen
representativa. 1U, intrauterina; DER, cuerno uterino derecho; 1ZQ, cuerno uterino izquierdo; v, vagina.

Los uteros inyectados con el ARNpi especifico para Csd-c2 e Interferina
como agente de transfeccion presentaron Sls mas pequenos, con menor diametro y
area decidual, respecto a los sitios de ratas inyectadas con ARNpi NE (Figura 40). En
el analisis morfoldgico de los Sls tefidos con HE observamos un alargamiento de la
zona DAM hacia el mesometrio, una DM practicamente sin desarrollo y ausencia de
desarrollo de vasos en la zona U (Figura 40 B). El porcentaje del area indiferenciada
no presentd diferencias significativas entre tratamientos a pesar que las é&reas

diferenciadas si lo hicieron (Figura 40B).
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[nM] 100
ARNpi

Interferina
ARNpi NE Csd-c2
#|Ss/rata 14+1 11£3
Diametro (mm) 43+0.1 3.7+0.12
Area (mm?) 104 +1.1 8.6+0.22
DAM (%) 373+1.1 488 +5.6°
DM (%) 16722 4.0+0.82
500um El (%) 46.1+1.5 47257

Figura 40. Efecto del tratamiento con ARNpi especifico contra CSD-C2 utilizando Interferina como
agente de transfecciéon sobre la morfologia de los Sls. A) Imagen de los cuernos uterinos derechos
correspondientes al dia 7 de prefiez provenientes de ratas tratadas intrauterinamente con 100 pl de una
solucion 100 nM de ARNpi contra CSD-C2 o NE utilizando Interferina como agente de transfeccion. B)
Cortes en parafina teflidos con HE de un Sl representativo para cada tratamiento con ARNpi. Tabla.
Cuantificacion de las distintas areas deciduales. La tabla muestra el nimero de Sls/rata/tratamiento; el
promedio + SD del area, la longitud y el porcentaje de area correspondiente a cada zona decidual relativo
al area total de la decidua. DAM, decidua antimesometrial; DM, decidua mesometrial; U, zona de union
AM-M; adm, area adyacente al miometrio; Mio, miometrio; El, estroma indiferenciado. DER, cuerno uterino
derecho; NE, ARNpi inespecifico. Barra en A = 1cm, barra en B = 500um.

Los Sls de las ratas tratadas con ARNpi y Oligofectamina como agente de
transfeccion presentaron una morfologia distinta a la observada utilizando Interferina.
Los Sls de los uteros inyectados con el ARNpi especifico contra Csd-c2 y
oligofectamina tuvieron un didmetro y area total mayores en relacion con a los Sls de
ratas tratados con el ARNpi NE (Figura 41). En cortes transversales de los Sls tenidos
con HE observamos un area total mayor y un desarrollo mas avanzado de la decidua
que en los Sls tratados con ARNpi NE. En cuanto a las proporciones, la DAM no
mostré diferencias significativas a pesar de presentar un area mayor que los Sls de
ratas tratadas con ARNpi NE. Esto se debe a que el area total de los Sls también
resultdé mayor. Las demas zonas presentaron diferencias significativas: la proporcion
de la DM resulté de mayor, y la zona de union (U) presentd mayor desarrollo de vasos
que los Sls tratados con ARNpi NE (Figura 41B). La proporcion de la zona de células

indiferenciadas resultd menor en los Sls de ratas tratadas con ARNpi especifico que
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en los Sls de las tratadas con ARNpi NE. El embrién, por otro lado, contuvo un cono

ecto-placentario mas extendido en presencia del ARNpi especifico (Figura 41).

A
[nM]
ARNpi Csd-c2
B
Oligofectamina
ARNpi NE Csd-c2
#|Ss/rata 1411 113
HE Diametro (mm) 3.9+09 48+0.12
Area (mmz2) 7504 11.9+0.52
DAM (%) 418+20 411+£3.1
DM (%) 126+23 205+2.6°
El (%) 457186 384+4.92

Figura 41. Efecto del tratamiento con ARNpi especifico contra CSD-C2 utilizando Oligofectamina
como agente de transfeccion sobre la morfologia de los Sls. A) Imagen de los cuernos uterinos
derechos correspondientes al dia 7 de prefiez provenientes de ratas tratadas intrauterinamente con 100 pl
de una solucion 100 nM de ARNpi contra CSD-C2 o NE utilizando Oligofectamina como agente de
transfeccion. B) Cortes en parafina tefiidos con HE de un Sl representativo para cada tratamiento con
ARNpi. Tabla. Cuantificacion de las distintas areas deciduales. La tabla muestra el numero de
Sls/rata/tratamiento; el promedio + SD del area, la longitud y el porcentaje de area correspondiente a cada
zona decidual relativo al area total de la decidua. DAM, decidua antimesometrial; DM, decidua
mesometrial; U, zona de union AM-M; adm, area adyacente al miometrio; Mio, miometrio; El, estroma
indiferenciado. DER, cuerno uterino derecho; NE, ARNpi inespecifico. Barra en A = 1cm, barra en B =
500um.

Si bien los ensayos de pérdida de funcion mostraron resultados diferentes segun el
agente de transfeccion utilizado, en ambos casos la ausencia de Csd-c2 llevé a un
aumento en la extension de las zonas diferenciadas. En el caso de Interferina dicho
aumento fue unicamente en la DAM, mientras que con Oligofectamina tanto la DAM
como la DM presentaron mayor tamario y desarrollo. En conjunto, estos resultados

indican un papel de CSD-C2 como un factor limitante del desarrollo decidual.

3.2.3 Capacidad de CSD-C2 uterino para unirse a sus ARNm blancos

Por ultimo, en colaboracion con el laboratorio de la Dra. Di Liegro primer grupo

en describir a CSD-C2 (Castiglia, Scaturro y col., 1996), realizamos ensayos in vitro de
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union de la proteina CSD-C2 uterina al ARNm de la Histona H3.3. El grupo de la Dra.
Di Liegro describi6 a la histona H3.3 como uno de los ARNm blanco de CSD-C2 en
cerebro (Nastasi, Scaturro y col. 1999). Nuestro resultados mostraron que la proteina
CSD-C2 presente en los Sls de 7 dias de prefiez fue incapaz de unirse in vitro al
ARNmM de la histona H3.3 mientras que la proteina presente en el cerebro de rata si se
unio (Figura 42).
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Figura 42. CSD-C2 es inefectiva para unirse in vitro al ARNm de H3.3. A) Esquema de protocolo
seguido para el ensayo de proteccion contra la RNasa T1 con muestras de Sls rata del dia 7 pc y de
cerebro. Entre 25 y 50 ug de extractos proteicos de Sls de ratas de 7 dpc fueron incubados con el ARNm
de la histona H3.3 marcado radioactivamente. Luego se incubé a 37°C durante 30 min con la ARNasa T1
y posteriormente se traté las muestras con luz UV. Los extractos resultantes fueron analizados en gel de
poliacrilamida desnaturalizante con SDS (SDS-PAGE). Los geles se revelaron por autoradiografia. B)
Resultado del ensayo de unién descripto en A. Las calles corresponden a las siguientes muestras: 1, Sl
de 7 dpc; 2, control positivo: extracto de cerebro de rata; 3, control: H3.3 radioactiva. El control de carga
corresponde a la imagen de proteinas totales obtenida mediante tincion del gel de acrilamida con azul de
Coomasie. Se muestran los niveles correspondientes a CSD-C2 previo al ensayo.

Por lo tanto, CSD-C2 de origen uterina no pudo unirse in vitro al mensajero de H3.3,
un conocido ARNm blanco en cerebro. Proponemos que existirian otros genes blanco
no descriptos para la proteina CSD-C2 uterina que tendremos que investigar en el

futuro.
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3.3 Conclusiones parciales

Las células Ulll y las células las Ulll-like aumentan los niveles de expresion de

Desmina 'y Csd-c2 en respuesta al tratamiento con EGF y R+E.
La expresion de CDS-C2 in vivo acompana el desarrollo de la decidua y sus niveles de
ARNmM son regulados por las hormonas esteroideas ovaricas, en particular de manera

positiva por P,.

CSD-C2 uterina estaria relacionada con la inhibicién de la proliferacion de las células

deciduales.

El ARNm de H3.3 no seria blanco de la CSD-C2 expresada en el Utero, o existirian

inhibidores en el extracto del dia 7 pc que impedirian esta unién.
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Localizacién del RP, el REaq, el RE y ERK activado en la decidua

Los receptores de las hormonas esteroideas ovaricas se localizaron en toda la
decidua de los Sls de 8 dpc, sin embargo presentaron distinta distribucién subcelular
en cada area. Observamos la presencia del RP y el REB unicamente en el citoplasma
de las células de la decidua antimesometrial (DAM), mientras que en las células de la
decidua mesometrial (DM) los receptores se localizaron en el citoplasma y el nucleo.
Debido a que en el dia 8 pc la DAM completé su desarrollo y la DM continda en
formacion, el cambio en la localizacién subcelular de estos receptores, del nucleo al
citoplasma, correlaciona con la diferenciacion avanzada de las células en la DAM
respecto a la DM. Por otro lado, la presencia del RP, el REa y el REfB en un mismo
compartimiento posibilitaria la accion conjunta de los receptores.

La zona de union entre M-AM (U) y la zona adyacente al miometrio (adm) no
diferencian a pesar de la presencia de los receptores hormonales. En el area U y en el
borde de la DAM, limite con la zona adm, se encontré una sefial nuclear fuerte de ERK
activado en el dia 8 pc, ademas de la presencia de los receptores estudiados. Esta
localizacion conjunta en una misma area de la decidua sugiere una funcion de pERK
como factor limitante de la diferenciacion en esa zona.

La DM en el dia 8 pc presenta pERK y los receptores de hormonas estudiados.
Esta zona se diferencia y es donde la formacion de vasos tiene lugar. La sefial de
pERK en la zona U y la zona DM sugiere un papel de ERK durante la angiogénesis
decidual.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se describié que el RP unido a la
progestina R5020 puede interaccionar con el REB, activando las vias ERK y AKT en el
citoplasma y, de esta manera, regular la proliferacion de las células Ulll (Vallejo,
Ballaré y col., 2005). Los resultados de presentados en esta tesis sugieren que en las
células no decidualizadas de la zona U y en las células diferenciadas de la zona DM
se conectarian las vias de sefalizaciéon de los receptores de hormonas esteroideas
con la via de ERK.

Resultados previos del laboratorio mostraron que los niveles de proteina de
estos receptores disminuyeron en distinto grado dependiendo del tratamiento tardio
con los antagonistas (Vallejo, 2009; Vallejo, Mestre-Citrinovitz y col., 2011). Sin
embargo, la distribucion regional de PR, REB, REa y pERK que observamos en los Sls
de 8 dpc de ratas vehiculo no varié en presencia de los antagonistas de Progesterona

y Estradiol. Concluimos entonces que los efectos de los antagonistas sobre el RP, el
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REB y el REa estarian limitados a la regulacion de los niveles de expresién y no

influirian en la distribucidon de los mismos.

Efectos morfolégicos de la accion de los antagonistas del RP y el RE

El tratamiento temprano™ con el antagonista del receptor de progesterona en
dosis alta (1 mg) produjo los efectos mas drasticos a nivel morfoldgico. Los sitios de
implantacién no tuvieron desarrollo decidual y estaban en proceso de reabsorcién.
Estos resultados respaldan el papel de la P, como la principal hormona en llevar
adelante el programa de desarrollo decidual y el avance de la prefiez (Lydon, DeMayo
y col., 1995). Una dosis menor de ONA (0.5 mg)no produjo cambios significativos en la
morfologia de los Sls. Resultados previos del laboratorio (Vallejo, 2009) demostraron
que dosis altas de ONA (1 mg) administradas tardiamente (dias 6y 7 pcenvezde 5y
6 pc) provocan un efecto morfolégico mas drastico que una baja dosis de ONA (0.5
mg) administrada tempranamente. En ninguno de estos casos se sigui6 el desarrollo
de la prefiez mas alla de los dias 7 u 8 pc, por lo tanto no se tiene informacion acerca
del porcentaje y la calidad de los Sls que llegan a término para cada tratamiento.

En base a estos resultados se puede inferir que hay un nivel minimo de
actividad del RP, asociado a un limite temporal, necesario para que la prefiez se
establezca. Proponemos dos posibles modelos para la relacién dosis ONA / dia post-
coito de administracion de la droga (Figura 43). En primer lugar, la existencia de un
umbral de dosis-tiempo por encima del cual la decidualizacion no progresa y todos
los Sls se reabsorben luego de la administracion de ONA. En cambio, por debajo de
ese umbral la prefiez contintia su curso a término (Figura 43A). De manera alternativa,
proponemos la existencia un gradiente de dosis de ONA en relacion al tiempo de
administracion asociado a un continuo de resultados que van desde el desarrollo
normal del embrién a la reabsorcién (Figura 43B). Este gradiente quedaria encerrado
entre dos curvas:

- una curva de umbral de prenez, por debajo de la cual la prefiez no se
afecta, mientras que por encima de la misma el desarrollo de la decidua es variable y
el desarrollo de la prefiez se no es dptimo.

- una curva de umbral de reabsorcion, similar a la descripta para el modelo

del umbral, que separa el desarrollo deletéreo del desarrollo variable de la decidua.

" Siempre que se habla de tratamiento temprano se refiere al tratamiento de las hembras
prefiadas a partir del dia 5 pc (esquema en Figuras 14, 28A y 39A). El tratamiento tardio en
cambio se refiere al tratamiento a partir del dia 6 pc (esquema en Figura 30).
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De esta manera, este ultimo modelo integra el concepto del modelo de la Figura 43A.
Chwalisz y col., utilizando una dosis de 0.3 mg ONA administrada durante los dias 5,
6, y 7 pc, describieron un efecto marginal de ONA sobre el desarrollo de la prefez.
Analizaron los Sls en los dias 8 y 18 pc. Los Sls de 8 dpc presentaron una menor
extensién de la decidua y, algunos Sls, embriones necréticos. En el dia 18 pc
observaron que el numero de Sls disminuyd y los embriones presentaron en peso
menor en relacion a las ratas tratadas con el vehiculo (Chwalisz, Winterhager y col.,
1999). Suponiendo que los embriones obtenidos por Chwalisz no presentaron
anomalias en su desarrollo, estos resultados respaldarian al modelo esquematizado
en la Figura 43A e indican que la accién de ONA sobre el establecimiento y avance de
la prefiez seria sitio de implantacién-especifica y no general sobre todos los Sis de la

misma rata tratada.

A B

L dpc

Referencias: @® 1mgONA/dia5y6

¢ 05mgONA/dia5y6 =l GRADIENTE de desarrollo
®® 1mgONA/dia6y7 + Desarrollo de la decidua
=== Umbral de reabsorcion = mbral de prefiez

sl reasbsorcion

=] Prefiez

Figura 43. Modelos propuestos del efecto de ONA sobre el desarrollo de la prefiez. A) Modelo del
umbral. B) Modelo del gradiente. Nuestros resultados no nos permiten aproximar un tipo de funcion
matematica para el comportamiento del desarrollo decidual en respuesta a las dosis de ONA y al tiempo
de administracion. Las rectas que se muestran son esquematicas.

En cuanto al analisis de las reabsorciones, la morfologia observada seria el
resultado de un desarrollo anémalo, producido por la administracion de 1 mg de ONA,
concomitante con un proceso avanzado de reabsorcion, que regenera al endometrio

uterino a su estado no prefado. Debido a que el fenotipo observado excederia la mera
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ausencia de la actividad del RP, consideramos que esta posible combinacion de
procesos es un factor importante a tener en cuenta en las interpretaciones de los
niveles proteicos y de expresién de ARNm obtenidos en los SIs de 7 dpc de ratas
tratadas con 1 mg de ONA.

El tratamiento temprano con ONA+ICI, sorprendentemente, revirtio el efecto
drastico observado por el tratamiento con ONA en alta dosis. En cortes transversales
del dia 7 pc observamos sitios de implantacion de menor tamano pero con
diferenciacion del estroma a las distintas areas deciduales en comparacioén a los Sls
vehiculo. Estos resultados indican que por mas que la accion de ambos receptores
esté bloqueada por sus respectivos antagonistas la actividad residual seria suficiente
para un desarrollo de la decidua reducido pero apropiado. De esta manera, la
ausencia de actividad del RP y el RE resulté menos deletérea que el bloqueo del RP
solo. La variable que difiere entre los dos tratamientos es, en un caso, la disminucién
de la actividad de ambos receptores y, en el otro, la accién del RE en ausencia o baja
actividad del RP. Este resultado respalda la idea de que no solo la ausencia de
actividad del RP resulta en una desregulaciéon del programa de decidualizacion
dependiente de la progesterona, sino que la accién remanente del E, aporta al efecto
deletéreo contra la prefiez. Previamente, se ha descripto que la P, influye en la
regulacion negativa de la accidén del RE (Conneely, Mulac-Jericevic y col., 2002;
Kurihara, Lee y col., 2007; Li, Kannan y col., 2011). Por lo tanto, una hiperactividad del
RE podria potenciar el desarrollo anormal de la decidua que lleva a la pérdida de la
prefiez.

El tratamiento temprano con el antagonista del receptor de estradiol produjo
efectos mas leves a nivel morfolégico en comparacion con los tratamientos con ONA
(1 mg) solo o en combinaciéon con ICI. Los sitios de implantacién presentaron un
tamano normal y la decidua mostré diferenciacion a las distintas areas. Nuevamente
reforzamos la idea de la P, como la principal hormona en dirigir el desarrollo decidual
(Lydon, DeMayo y col., 1995). Por otro lado, el efecto mas evidente de la accion de ICI
correspondié a la desorganizacion de los vasos en la zona del mesometrio. Los
modelos experimentales de ratones salvajes o knockout para REa (REKO)
ovariectomizados (ovx) han sido extensamente utilizados para estudiar el papel del
estradiol en el desarrollo de la decidua. En particular Curtis y col., utilizando ratones
ovx tratados con P4, y Law y col., utilizando ratones ovx tratados con P, e IC1182.780 +
E,, llegaron a resultados contradictorios respecto a la funcion de E, mas alla de las
primeras etapas de la implantacién (Curtis, Clark y col., 1999; Paria, Tan y col., 1999).

Estas contradicciones llevaron a Das y col. a ahondar en la investigacién del papel del
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estradiol durante la decidualizacion. Utilizando ratones ovx de manera posterior a la
reaccion de adhesion del blastocisto al epitelio uterino, observaron que el estradiol de
origen ovarico no participa en la diferenciacion decidual (Das, Mantena y col., 2009).
Sin embargo, administrando a estos ratones ovx un inhibidor de la sintesis de E,
determinaron que la produccion de novo de E, en la decidua es critica para la
decidualizacion y la correcta angiogénesis de los sitios de implantacion (Das, Mantena
y col. 2009). Nuestros resultados suman evidencia para asociar la funciéon de E, a la

angiogénesis durante la decidualizacion.

Efectos de la accion de los antagonistas del PR y el RE sobre la expresion de

marcadores de decidualizacion

En cuanto a la regulaciéon hormonal de PCNA en la decidua, Ogle y col.,
estudiaron la proliferacion durante el desarrollo del mesometrio decidual en ratas ovx y
posteriormente tratadas con E,, P4 0 E>+P4 y determinaron que la expresion de PCNA
es dependiente, solo, de la accion de la P4 (Ogle, George y col. 1998). Mientras que la
accién del E, sobre la proliferacion endometrial estaria restringida al epitelio (Dey, Lim
y col. 2004; Tong, Niklaus. y col. 2008).

En cuanto a nuestros resultados, las muestras de Sls en reabsorcion en el dia
7 pc mostraron baja expresion de PCNA en concordancia con su menor tamano y la
falta de desarrollo decidual, el cual involucra gran proliferacién celular. Estos
resultados estan en concordancia con lo descripto por Ogle y col. (Ogle, George y col.
1998).

Las muestras de Sls de ratas tratadas con ICl tuvieron una leve disminucién de
los niveles de PCNA en correlacion con la disminucion del tamafo observado y en
concordancia con su funcién en la estimulacion de la proliferacién del epitelio durante
los primeros dias post-coito y no del estroma endometrial (Tong, Niklaus. y col. 2008).

Para nuestra sorpresa, el tratamiento con ONA+ICI no produjo una diferencia
significativa en la expresion de PCNA en relaciéon al tamafio observado. El primer
evento durante el desarrollo decidual que ocurre en el estroma endometrial es la
proliferacion celular en respuesta a los estimulos hormonales. Luego de la cual ocurre
la diferenciacién celular especifica de cada area. Claramente, la ausencia de accién de
P,y E>disminuyd la proliferacion en las muestras de ONA+ICI, sin embargo los niveles
de PCNA observados en el dia 7 pc no lo reflejan. Esta discrepancia entre los tamanos
observados y los niveles de PCNA detectados en las muestras de ONA+ICI, se

deberia a una recuperacion de los niveles de PCNA comparables a los normales
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ocurrida luego de una reduccion no detectada al tiempo de analisis. . Esta
recuperacion de los niveles de PCNA permitiria que los Sls continien creciendo hacia
el dia 10 pc como observamos.

Las fallas en el proceso de diferenciacion decidual se vieron reflejadas en las
variaciones de los niveles de expresion de genes cuyos productos han sido
previamente relacionados con la decidualizacion. Entre ellos encontramos marcadores
estructurales clasicos, indicadores del estado enddcrino de la decidua y moléculas
claves para la formacién de la decidua. En particular nosotros nos centramos en el
analisis de CCND3 (Tan, Raja y col. 2002), DESMINA (Glasser y Julian 1986), CX43
(Laws, Taylor y col. 2008) y Pri8a2 (Rasmussen, Orwig y col. 1997).

En general los niveles de expresion de los marcadores analizados
correlacionaron con las morfologias observadas en cada tratamiento. Los niveles bajos
de todos los marcadores en las muestras tratadas con ONA en alta dosis
correlacionan con la ausencia de desarrollo decidual.

Los niveles proteicos de DESMINA y CCND3, que aumentaron acompanando
el progreso de la decidualizacion, disminuyeron con todos los tratamientos. Esto indica
un menor grado de diferenciacion decidual en presencia de los antagonistas. ICI
disminuyd en menor medida la expresion de DESMINA y CCND3 en relacién al
tratamiento con ONA o a la combinacidon de ambos antagonistas en concordancia con
el buen desarrollo de la decidua observado. En las muestras tratadas con ONA+ICI,
pese a presentar diferenciacion a las distintas areas de la decidua, los niveles de
ambos marcadores fueron mas bajos que en las muestras vehiculo, indicando un
desarrollo decidual de menor calidad, subdptimo.

Los niveles de expresion de CX43, factor clave para el desarrollo decidual
(Laws, Taylor y col. 2008), disminuyeron en respuesta al tratamiento con ICI en
coherencia con la descripta dependencia de E, para la expresion de esta proteina
(Grummer, Chwalisz y col. 1994). CX43 ha sido relacionada previamente con la
angiogénesis de la decidua (Laws, Taylor y col. 2008; Winterhager, Gellhaus y col.
2013). Su baja expresion en las muestras de ratas tratadas con ICI correlaciona con el
desarreglo en la formacion de vasos observado.

Las muestras de ratas tratadas con ONA+ICI| recuperaron la expresion de
CX43 a niveles comparables con las muestras vehiculo, indicando que la formacion de
uniones gap entre las células de la decidua no estaria alterada en presencia de ambos
antagonistas. Por otro lado, las vias de sefializacion célula a célula en las que participa

CX43 y que resultan importantes para el desarrollo decidual podrian no estar

100



DISCUSION

afectadas permitiendo el menor, pero adecuado, desarrollo observado (Grimmer y
Winterhager 2008).

En respuesta a los tratamientos con ICI, ya sea solo o combinado con ONA,
Pri8a2 estuvo fuertemente sobre-expresado, comportandose de manera diferente a los
demas marcadores analizados. La baja actividad del RP y el RE durante el
establecimiento de la prefiez genera una situacion critica en el endometrio en proceso
de decidualizacion. La elevada expresién de Pri8a2 en respuesta a la baja actividad
del RE y RP refuerza su importancia en la adaptacion de la prefiez frente a agentes o
situaciones estresantes (Alam, Konno y col. 2007).

De estos resultados notamos que los marcadores de diferenciacién analizados
se comportan de manera diferente en respuesta al tratamiento de ONA+ICI. Aquellos
marcadores relacionados con la estructura o morfologia de los Sls como DESMINA vy
CCND3 se encuentran disminuidos en respuesta al tratamiento conjunto de los
antagonistas indicando un desarrollo decidual subdptimo. Sin embargo aquellos
marcadores mas relacionados con las vias de sefalizacion necesarias para llevar
adelante el proceso de decidualizacion como CX43 y PRL8A2 presentan niveles
iguales o mayores que las ratas tratadas con el vehiculo. Proponemos a estos dos
ultimos marcadores como factores necesarios para el desarrollo decidual observado

en las muestras de ratas tratadas con ONA+ICI.

Efectos de la accion de los antagonistas del PR y el RE sobre la angiogénesis

El efecto de la ausencia de actividad de P, y E, a través de sus receptores
clasicos sobre la angiogénesis fue evaluado morfologicamente, por HE e
inmunodeteccién del marcador de células endoteliales CD31, y mediante el analisis de
los niveles de expresién de dos moléculas claves para el desarrollo vascular, FGF-2 y
VEGFA.

Los Sls en reabsorcion no fueron analizados por IHQ para CD31, pero se
midieron los niveles de FGF-2 y Vegfa. Luego del tratamiento con ONA en alta dosis,
ambos factores proangiogénicos aumentaron su expresion en relacion al vehiculo y a
los demas tratamientos. Estas moléculas serian importantes para la reorganizacion del
utero que se estaria llevando a cabo en las reabsorciones.

Los Sls de ratas tratadas con ICI presentaron una gran desorganizacion a nivel
de la formacion de vasos en la zona del mesometrio. Este resultado fue acomparnado
por un amento de CD31 en la zona U, elevados niveles de FGF-2 y , Vegfa mostro

una tendencia a estar mas elevada con respecto a los niveles del vehiculo. Laws y col.
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han descripto que la ausencia total de CX43 en el utero correlaciona con una
disminucion en la expresion de FGF-2 y VEGFA, y un menor desarrollo vascular en la
decidua (Laws, Taylor y col. 2008). Recientemente, Winterhager y col., utilizando un
raton con una mutacion puntual en el gen de Conexina43 (G60S), vieron que los
niveles de expresion de CX43 y la formacion de uniones gap disminuian respecto de lo
observado en el raton salvaje. A diferencia de lo descripto por Laws, esta disminucion
de CX43 observada por Winterhager correlaciona con una mayor expresion de
moléculas claves para la neoangiogénesis, Vegfa, Flt1, Kdry Ffg2, y con un aumento
en la formacion de vasos (Winterhager, Gellhaus y col. 2013). La diferencia entre estos
dos estudios es que en el primer caso existe una completa ausencia de CX43 y, en el
segundo, la expresion de una forma no funcional para la formacioén de uniones célula-
célula pero probablemente capaz de funcionar como traductor de senales dentro de la
célula (Gellhaus, Dong y col. 2004). En los resultados presentados en este trabajo no
existe una correlacion entre la expresion de CX43, FGF-2 y Vegfa en respuesta al
tratamiento con ICI. Sugerimos que la expresion no coordinada de CX43, FGF-2 y
Vegfa contribuiria a la desorganizacién que se observa a nivel vascular en las
muestras de ratas tratadas con ICI.

Con respecto a la regulacion de la expresion de los factores proangiogénicos
estudiados, la expresion de FGF-2 ha sido previamente asociada a la estimulacion por
el RE (Hyder y Stancel 1999), sin embargo, otros reguladores de FGF-2 han sido
descriptos en la decidua de rata, como por ejemplo PRL (Srivastava, Gu y col. 1998).
PRL8A2 es secretada por las células deciduales del antimesometrio (Rasmussen,
Orwig y col. 1997) y podria tener un efecto paracrino en la regulacién de FGF-2 en el
lado del mesometrio (Srivastava, Gu y col. 1998). Como se muestra en el presente
trabajo, la expresion de ARNm de Pri8a2 aumenta en los Sls tratados con ICl solo y en
la combinaciéon con ONA. Por lo tanto, es un posible regulador positivo de la expresion
de FGF-2 en las muestras de ratas tratadas con ICI.

En respuesta al tratamiento conjunto con ONA+ICI, observamos una menor
formacion de vasos y un aumento en los niveles de Vegfa en relacion a las muestras
tratadas con el vehiculo,. Kim y col., describieron en 2013, que la angiogénesis
decidual estd mayormente regulada por VEGFA secretada en respuesta a P, por las
células que expresan el RP de la DAM (Kim, Park y col. 2013). En nuestros estudios,
no sabemos si los niveles proteicos de VEFGA correlacionan con los niveles a nivel de
ARNm. Sin embargo, a diferencia del tratamiento con ICIl, donde FGF-2 tendria una
funcion mas importante en la formaciéon/desorganizacién de vasos en la decidua, en

las muestras de ratas tratadas con ONA+ICI Vegfa seria el factor responsable de la
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formacion de vasos. Sus mayores niveles de expresion compensarian del
subdesarrollo vascular observado en el dia 7 pc. Sugerimos que la condicion de
desarrollo suboptimo que presentan estos Sls que estimularia una mayor expresién de
determinadas moléculas en relacién al vehiculo, entre ellas Vegfa. EI aumento
observado se deberia a la condicién de desarrollo subdptimo que presentan estos Sls
que estimularia una mayor expresién de determinadas moléculas en relacion al

vehiculo.

Efectos de la accion de los antagonistas del PR y el RE sobre la expresion de

dichos receptores

Los tratamientos individuales con los antagonistas, ya sea del RP o el RE,
resultaron en una significativa disminucion en la expresion del RPA, RPB y REa. De
esta manera se confirmé el efecto regulatorio de cada hormona sobre los receptores
analizados (Graham y Clarke 1997; Conneely, Mulac-Jericevic y col. 2002).

Una de las funciones del E; en el utero es la induccion de la expresién del RP,
lo cual lleva a una sensibilizacion de la respuesta a P, (Graham y Clarke 1997). Sin
embargo, Curtis y col. mediante el uso de ratones knockout para REa (REKO)
describieron que la ausencia del aumento del RP dependiente del REa no evita el
desarrollo decidual en los ratones REKO (Curtis, Clark y col. 1999). Nuestros
resultados concuerdan con la regulacion positiva del RP por E,. Los niveles del RP
remanentes en los Sls de ratas tratadas con ICl, cuya expresion seria independiente
de E,, resultaron suficientes para coordinar el desarrollo decidual que presentan los
Sls de ratas tratadas con ICI.

La administracién conjunta de ambos antagonistas recupero los niveles de las
dos isoformas del RP a niveles comparables con los niveles de las ratas vehiculo. En
menor medida, el tratamiento conjunto produjo un aumento de los niveles del REa en
comparacion con los niveles en las muestras tratadas con los antagonistas de manera
individual. Este fendmeno podria contribuir al rescate de las reabsorciones observado,
permitiendo que la decidualizacion prosiga al mantenerse altos los niveles de los

receptores y evitando que se vean afectadas sus vias de sefalizacion.

Efectos de la accion de los antagonistas del RP y el RE sobre la expresion de

moléculas dependientes del RP
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Hand2y Bmp2 se han asociado a la regulacion positiva por el RP (Bagchi, Liy
col. 2005; Li, Kannan y col. 2007). A la luz de estos antecedentes y dada la baja
expresion del RPA y RPB que presentaron las muestras tratadas con ICI, se esperaba
una menor expresion de Hand2 y Bmp2, sin embargo se observo lo opuesto. Como se
indicoé anteriormente, Curtis y col. describieron que el aumento de PR dependiente del
REa es prescindible en el desarrollo decidual en los ratones REKO (Curtis, Clark y col.
1999). Por lo tanto la disminucion del RP causada por ICI podria no repercutir
negativamente en los niveles de expresion de Hand2 y Bmp2. Por otro lado, otras vias
de sefalizacion podrian estar desreguladas a causa de la falta de actividad del RE,
como por ejemplo COUP-TFII, factor clave para la implantacion y decidualizacién que
regula la via de Wnt-Bmp2 (Kurihara, Lee y col. 2007), y llevar al aumento detectado
para estas moléculas.

Otro punto interesante a destacar es que tanto Hand2 y Bmp2 han sido
asociadas con la regulacion positiva del desarrollo vascular. Yamagishi y col.,
buscando factores de transcripcion involucrados en el desarrollo de vasos, sugirieron
un posible papel de HAND2 en la regulacién de la angiogénesis durante el desarrollo
embrionario de raton (Yamagishi, Olson y col. 2000). El factor de crecimiento BMP2 ha
sido también estudiado en relacion a la vasculogénesis embrionaria (Hogan 1996).
Con respecto a la angiogénesis postnatal, se describi6 que BMP2 estimula la
expresion de Id1 in vitro, factor de transcripcién clave para la angiogénesis, y la
formacion de vasos en tumores xenotrasplantados a ratones nude (Raida, Clement y
col. 2005). En particular, en la decidua la expresion de Bmp2 en Sls de 7 dpc de
ratones, detectada por hibridizacion in situ, se restringe a las células del mesometrio
adyacentes a las células vasculares endoteliales sugiriendo un posible papel en la
angiogénesis decidual (Ying y Zhao 2000). El elevado nivel de expresion de estas dos
moléculas presentes en los Sls de 7 dpc de ratas tratadas con ICI podria estar
relacionado con el anormal fenotipo vascular observado. Por otro lado, los altos
niveles de Hand?2 tendrian relacion con la sobre-expresion de Pri8a2 observada. Sin
embargo, la contribucion de HANDZ2 a la regulacién de la expresion de PRL no esta
aun del todo clara (Huyen y Bany 2011).

Los niveles bajos de Hand2 y BmpZ2 detectados en respuesta al tratamiento con
ONA eran esperados dado que la expresiéon de ambas moléculas ha sido previamente
relacionada a la regulacion por P4 (Bagchi, Li y col. 2005; Li, Kannan y col. 2007). Se
ha demostrado que HAND2 es uno de los mediadores del efecto de las hormonas
esteroideas para el desarrollo de la prefiez (Huyen y Bany 2011). Li y col., a través del

uso de ratones knockout condicional para el gen del RP, demostraron que la ausencia
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de la expresion de Hand2 inducida por la falta de accion de P4 conlleva a una continua
estimulacién de las via del receptor de estradiol. La ausencia de HAND2 resulta en
una mayor fosforilacion y actividad del RE. La dominancia de la via del RE estimula la
expresion de FGFs (FGF-1, -2, -9 y -18), la proliferacion de las células epiteliales y la
continua expresién de MUCH1, repercutiendo negativamente en la adhesion del
blastocisto al epitelio uterino e inhibiendo la implantacion (Li, Kannan y col. 2011). En
concordancia con estos estudios, nosotros encontramos una baja expresién de Hand2
y una alta expresion de FGF-2 en los Sls de ratas tratadas con ONA en alta dosis.
Otras moléculas reguladas por RP han sido relacionadas a la modulacion de la
respuesta a RE durante la implantacién del blastocisto, como por ejemplo COUP-TFII
(Kurihara, Lee y col. 2007). Al igual que HAND2, COUP-TFII también participa el
proceso de decidualizacién (Lee, Kurihara y col. 2010). Lee y col. demostraron que el
tratamiento con ICI en ratones deficientes de COUP-TFII revierte las fallas en el
establecimiento de la prefiez, a la vez que, recupera los niveles de expresion de Wnt4
y Bmp2 (Lee, Kurihara y col. 2010). Estos resultados sumados al desarrollo subéptimo
que observamos cuando ambos receptores tienen sus actividades disminuidas nos
llevan a sugerir que la hiperactivacion del RE contribuye fuertemente al fenotipo
deletéreo observado en ausencia de actividad del RP.

La inactivacién de ambos receptores, RP y RE, tiene un efecto positivo en la
expresion de Hand2 y Bmp2, superando la estimulacién del tratamiento con ICI solo.
Estos resultados indicarian un posible efecto compensatorio, de “rescate”, a través de
otras vias de senalizacion. Los altos niveles de Vegfa estarian también relacionados

con este efecto compensatorio de rescate que proponemos.

Regulacion hormonal de la activacion de ERK y relacion con la angiogénesis

La regulacion hormonal de la activacion de ERK sugiere la importancia de
pERK para el desarrollo de la decidua. Los niveles altos de pERK en las muestras
tratadas con ONA+ICI podrian ser, en parte, responsables del rescate de las
reabsorciones inducidas por ONA que produce el tratamiento con ICI.

La zona U, zona especializada que separa las dos areas de la decidua, no
experimenta diferenciacién decidual pese a la presencia de los receptores de E, y Py.
Esta zona pareceria ser una estructura base importante para el desarrollo de la
vasculatura decidual que mantendra al embriéon hasta la formacién de una placenta
funcional. La presencia de un tejido decidual compacto impediria el desarrollo

angiogeénico. La distribucién de ERK activado en la zona de unién de la decidua del dia
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7 pc, su correlacion con la localizacién de CD31, y su posterior avance hacia el
mesometrio en el dia 8 pc, hacia donde la vasculatura continia su formacion,
refuerzan la posible relacién de ERK con la angiogénesis. La disminucién de pERK vy
su ausencia en la zona U de la decidua en respuesta al tratamiento con ICI contribuiria
a la desorganizacion de la angiogénesis. Esta hipotesis esta, ademas, respaldada por
un trabajo de Thienel y col. en el cual describieron la colocalizacién de iINOS y pERK
en las células endoteliales de los vasos de la zona U de la decidua (Thienel, Chwalisz
y col. 2002). Por otro lado, la correlacién entre la localizacién de pERK y CD31,
observada en el dia 7 pc, se pierde en el dia 10 pc de ratas tratadas con el vehiculo,
donde se observa una localizacion antagonica, pero en los Sls de 10 dpc de ratas
tratadas con ONA+ICI se mantiene. La presencia de ERK activado en estos Sls podria
ser un indicio de un proceso de decidualizaciéon retrasado en relacion a los Sls
vehiculo y/o estar compensando la ausencia de otras moléculas de sefalizacion para

el correcto desarrollo de la decidua mesometrial y la vasculatura.

Papel de ERK durante el desarrollo decidual

Los resultados de los tratamientos con el inhibidor de MEK indican que la
activacion de ERK tendria un papel mas importante en el desarrollo decidual tardio. El
tratamiento temprano con PD98059 administrado de manera continua y local en el
lumen uterino no tuvo efectos notorios en la morfologia de los Sls en relacion a los
controles tratados con el agente vehiculo (1% DMSO). Scherle y col. describieron que
la decidualizacién artificial en ratén no estaria afectada por la inhibicién temprana de la
activacion de ERK inducida por la administracion sistémica de SL327 o U0126, ambos
inhibidores de MEK (Scherle, Ma y col. 2000).

El tratamiento tardio sistémico con PD98059 produjo cambios importantes a
nivel de la organizacion de la decidua en relacion al vehiculo. La inhibicion mas tardia
de la activacion de ERK redujo la extensiéon de la decidua mesometrial y
antimesometrial mostrando un papel positivo de ERK en el crecimiento del tejido
decidual. La inhibicidon de la activacion de ERK, ademas, aumentd la diferenciacion y
compactacion de la zona de union entre el M-AM. Este fenotipo sugiere que el déficit
en las vias de sefalizacion dependientes de ERK llevan a un desbalance en la
proliferacion de las células de la decidua mesometrial y antimesometrial en favor de la
diferenciacion de las células de la zona U. La compactacion observada a nivel de la

zona U refuerza la hipdtesis de la funcion de ERK limitando la diferenciaciéon y
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manteniendo la regionalizacion del proceso de decidualizacion. ERK, de este modo,
gobernaria la distribucion de los vasos en la decidua.

Los resultados obtenidos comparando el tratamiento temprano y tardio con PD
son coherentes con la cinética de activacion y de localizacion de ERK durante el
desarrollo de la decidua. A pesar de que en conjunto estos resultados indican que la
activacion de ERK tendria un papel mas importante en el desarrollo decidual tardio,
debemos destacar que la diferencia observada entre el tratamiento temprano y tardio
podria deberse a los diferentes métodos de administracion de PD utilizados en cada
protocolo. En el caso del tratamiento temprano el PD fue administrado continuamente,
a una concentracion constante, en el lumen uterino. De esta manera nos aseguramos
que el inhibidor de MEK alcance el estroma uterino. En las inyecciones
intraperitoneales aplicadas en el protocolo tardio, un gran volumen de droga se
administr6 en el abdomen, donde se diluye hasta alcanzar una concentracion
desconocida. El PD llega al estroma uterino directamente por difusién a través de la
cavidad abdominal (en este caso no hay una barrera de células epiteliales que le
impidan el pasaje, como puede pasar con la administracion localizada en el lumen
uterino) o por sangre a través de la vena porta, posiblemente con pérdidas de la
concentracion de PD a nivel del higado. Estas diferencias de acceso de la droga a su
organo blanco hacen que el uso de mini bombas osmaticas presente ventajas sobre la
administracién mediante inyeccion intraperitoneal. La ausencia de efectos observados
a tiempo temprano podria deberse a que a nivel del Utero las dosis de PD utilizadas en
las mini bombas resultaron menores que la dosis utilizada en las inyecciones o que la
administracién continia no resulta en un efecto tan drastico como la administracion
intraperitoneal.

En relacion al efecto de la inhibicidn de la activacion de ERK sobre la expresion
de los receptores de hormonas esteroideas, la expresiéon del REa disminuyé con el
tratamiento tardio con PD98059. La morfologia observada con el tratamiento tardio
con ICI (Vallejo 2009) resulta muy distinta a la que observamos en respuesta a la
inhibicion tardia de MEK. Sugerimos que los efectos en la decidualizacion que
presentamos en este trabajo en respuesta al tratamiento tardio con PD98059 no
estarian relacionados con la accion indirecta de la inhibiciéon de la activacion de ERK a
través de la baja expresion del REa. Varios estudios indican que ERK regula a REa
mediante fosforilacion (Kato, Endoh y col. 1995; Murphy, Skliris y col. 2009), y en
células de cancer de mama la activacion de ERK es capaz de regular los niveles de
expresion del REa pero de manera opuesta a lo que nosotros describimos (Oh, Lorant

y col. 2001). En el presente trabajo observamos la presencia del REa en los nucleos
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de las células de la DAM en el dia 8 pc, pero no de los otros receptores analizados.
Esta localizacion especifica de este receptor y su regulacién dependiente de ERK
indicarian que REa seria un posible mediador del efecto de ERK en relacién a la
extension de la DAM. En resumen, nuestros resultados indican que la activacién de
ERK durante la decidualizacidon es necesaria para regular los niveles de expresion del
REa, mantener la capacidad proliferativa del estroma y limitar el proceso de

diferenciacion en regiones especificas del tejido decidual.

CSD-C2 y su papel durante la decidualizacion

Las morfologias observadas en los Sls luego de la transfeccion del ARNpi
especifico contra Csd-C2 resultaron diferentes dependiendo del agente de
transfeccion utilizado. Distintos agentes pueden transfectar con distinta eficiencia
distintos tipos celulares. La decidualizacion involucra una gran variedad de tipos
celulares que se van modificando y adquiriendo nuevas caracteristicas a la vez que
pierden otras. Sugerimos que los distintos agentes de transfeccion, Oligofectamina e
Interferina, transfectaron con eficiencia variable distintas poblaciones de las células
presentes en la decidua en formacién. Causando, en consecuencia, un diferente
acceso de los ARNpi a las células.

De todas maneras, los resultados obtenidos mostraron en ambos casos un
incremento en el tamafo de las areas diferenciadas de la decidua. Nuestra
caracterizacion de CSD-C2 durante el establecimiento de la prefiez en rata nos indica
que esta novedosa proteina podria tener una funcion importante en el desarrollo de la
decidua inhibiendo la proliferacion decidual y, posiblemente, limitando la diferenciacion
de las células deciduales mesometriales y antimesometriales. En ausencia de CSD-C2
no se limitaria la proliferacién y diferenciacion de las distintas areas, las cuales se
extendieron en mayor proporcién que en los Sls vehiculo. Interferina actuaria solo
sobre las células de la DAM, provocando la mayor extension de esta zona. En cambio
la oligofectamina afectaria también a las células de la DM generando cambios en
ambas zonas de la decidua. Nastasi y col. asociaron previamente a CSD-C2 con la
diferenciacion terminal de cierto tipo de neuronas en rata (Nastasi, Scaturro y col.,
1999), segun lo que indican nuestros resultados, en utero CSD-C2 tendria un efecto
mas importante sobre la limitacién de la proliferacién y como efecto secundario un
incremento en la diferenciacion.

Por ultimo, se ha descripto que CSD-C2 se regula por modificaciones post-

traduccionales que podrian llegar a afectar su capacidad de unirse a sus ARNm
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blanco. Bono y col. describieron que la accién de las hormonas tiroideas induce la
sumoilacion de CSD-C2 durante el desarrollo del cerebro en rata (Bono, Compagno y
col. 2007). La sumoilacién de CSD-C2 aumentaria su localizacion en el nucleo donde
tendria una participacion en las etapas mas tempranas de metabolismo de ARNm. Por
otro lado, CSD-C2 también es blanco de fosforilacion (Nastasi, Scaturro y col. 1999;
Auld, Campbell y col. 2005) y se ha postulado que solo la fraccién mas acida de CSD-
C2, probablemente la fosforilada, es la que tiene la capacidad de unirse a sus ARNm
blanco descriptos (Nastasi, Scaturro y col. 1999). La falta de uniéon de CSD-C2 uterina
al ARNm de la histona H3.3 que observamos estaria relacionado con las distintas
modificaciones post-traduccionales que presenta CSD-C2 en utero en el dia 7 pc y en
cerebro o con la presencia de inhibidores de su interaccion en los extractos proteicos.
Por el momento solo se han descripto dos ARNm blanco de CSD-C2, H1° y H3.3, por

lo que no podemos descartar la existencia de otros no identificados aun.

Hipétesis sobre preiez y adaptacion

El correcto desarrollo de la prefiez es lo que posibilita la conservacion a
aquellas especies que se reproducen sexualmente con fertilizacion interna. Por lo
tanto, es logico que un proceso tan importante tenga una fina regulacién en el alcance
de un resultado 6ptimo. La existencia de mecanismos redundantes que actuen frente a
posibles fallas ocurridas a lo largo de la prefiez posibilita un mayor numero de
nacimientos. Nuestros resultados muestran que la ausencia, durante los primeros dias
de prefiez, de la accion de progesterona a través de su receptor clasico, el RP, no
puede ser compensada con otras vias de sefalizacién, resultando en la reabsorcion
de los Sls.

La administracién conjunta del antagonista del receptor de estradiol,
ICI1182.780, y el antagonista del receptor de progesterona, Onapristona, produce un
desarrollo decidual de condicién subdptima. En el dia 7 pc se observé una decidua de
menor tamafo que en los Sls de ratas vehiculo, que presenté todas las areas
deciduales y una marcada disminuciéon de 2 de los 4 marcadores de diferenciacion
analizados, indicando el desarrollo de una decidua de menor calidad. Por otro lado, el
efecto de los antagonistas no produjo cambios en los niveles del RPA, el RPB, mostro
un leve aumento de pERK y un aumento de las moléculas importantes para el
desarrollo decidual analizadas, Bmp2 y Hand2, y de Pri8aZ2. Sobre las bases de estos
resultados, creemos que la baja actividad de los receptores podria haber activado vias

de rescate que derivaron en el aumento de las moléculas observadas. Sin embargo, la
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sobre-expresién de estos agentes claves no alcanzé para lograr el rescate de la
prefiez a término.

La figura 44 muestra en un esquema de la relaciéon entre los niveles de
activacion de las vias de activacion del RP y el RE propuesta a partir de estos
resultados. En ausencia de antagonistas y con los niveles adecuados de P,y E,, el
balance correcto de las acciones de dichas hormonas durante la prefiez se mantendria
y se llegaria a término. En presencia de ONA la actividad del RP baja y proponemos
que en consecuencia se desregula la actividad del RE, aumentando sus vias de
sefalizacién. Un mecanismo posible es la ausencia de la inhibicion que HAND2
produce sobre el RE. Estas vias de sefializacion activadas inadecuadamente sumadas
a la ausencia de actividad del RP durante los dias 5 y 6 pc llevarian a la pérdida de la
prefiez de manera temprana. La administracién conjunta de ONA+ICI bloquearia la
desregulaciéon del RE vy, debido a la situacion no 6ptima de los niveles de actividad del
RP y el RE, posiblemente activaria vias de “rescate” permitiendo un desarrollo
subdptimo de la decidua. En nuestro estudio, este desarrollo no fue suficiente para

llevar la prefiez a término.
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Figura 44. Modelos propuestos del efecto de 1 mg de ONA sobre el desarrollo temprano de la
prefiez y el rescate por ICl. Las flechas con linea llena indican las regulaciones descriptas por los
resultados presentados en esta tesis; las flechas a rayas indican posibles regulaciones no comprobadas
en esta tesis; la flecha punteada indica el mecanismo inhibitorio propuesto para la regulacion de la
actividad del RE. Hand2 regularia la actividad del RE durante el desarrollo decidual y la ausencia de esta
regulacion, debido a la administracion de ONA, llevaria a aumento en la actividad del RE afectando
tempranamente el avance de la prefiez. Este efecto deletéreo es parcialmente rescatado por la
administracion conjunta de ONA+ICI, que restituye en balance de actividades entre el RP y el RE durante

el desarrollo de la decidua y el establecimiento de la prefiez.
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La ausencia de la actividad del RP resulta en una desregulacion del
programa de decidualizacién dependiente de progesterona e influye en la
desregulacién de la accion del RE, potenciando un desarrollo anormal de la decidua

que lleva a la pérdida de la prefnez.

La disminucién en la actividad de los receptores de progesterona y estradiol
llevaria a la activacion de vias de rescate, posiblemente mediadas por la activacion

de ERK'y por el aumento de Hand2 y Bmp2.

Al activarse, estas vias de rescate desarrollarian una decidua subéptima,
incapaz de llevar la prefiez a término. El bloqueo del RP y el RE al comienzo de la

prefiez, no puede ser revertido tardiamente.

La presencia conjunta del RPA, el RPB, el REB y el REa en los nucleos de las
células de la decidua mesometrial de los sitios de implantacion de 8 pc indica una

posible accion coordinada de los cuatro receptores en el desarrollo de esta area.

La presencia conjunta del RP, el RE y pERK en la zona de células
indiferenciadas de la zona de unién entre la decidua mesometrial y antimesometrial
en los sitios de implantacién de 8 pc indica un papel de pERK en la limitacidén de la

diferenciacion a decidua de las células de esa zona.

La morfologia observada en los Sls de 8 dpc luego del tratamiento tardio con

PD98059 refuerza el papel de pERK limitando la diferenciacion de las células de la

zona U.
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La regulacion de los niveles del REa por pERK y los fenotipos observados
luego del tratamiento temprano con el antagonista del RE y el tratamiento tardio con el
inhibidor de MEK indican la importancia de estas dos moléculas para el correcto

desarrollo vascular en la decidua.

La proteina CSD-C2 tendria un papel importante inhibiendo la proliferacion de

las células estromales.
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Anexo. Orientacion de los ejes de corte de sitios de implantacién. A) Esquema de un Sl de rata con
los distintos ejes de corte posibles. C) Imagen de corte frontal al embridn y sagital al utero de dos Sls de
implantacion contiguos. Ov, ovario; A, corte sagital al embrion - transversal al Utero; B, corte transversal
al embriodn - horizontal al Gtero; C, corte frontal al embridn - sagital al utero; L, lumen uterino; DM, decidua
mesometrial; DAM, decidua antimesometrial; U, zona de unidén entre M-AM; adm, area adyacente al

miometrio; Mio, miometrio. . ESI, zona entre-sitios de implantacion; Sl, sitio de implantacién. Barra: 1000
pum.
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Fe de erratas

1.
En la figura 12A describo una disminucién en los niveles de expresion de CCND3 de
manera posterior al dia 7pc. Dicha disminucién es una tendencia y no una diferencia

estadisticamente significativa.

2.
En los graficos de la figura 22:
Los niveles de expresion de RPA y RPB de las muestras tratadas con
ONA+ICI son significativamente diferentes a los niveles de RPA y RPB

resultantes del tratamiento con ONA.

En el grafico de la figura 24A:
Los niveles de activacion de ERK de las muestras tratadas con
ONA+ICI son significativamente diferentes de los niveles de activacion de
ERK resultantes de los tratamientos con ONA e ICI por separado.
Los niveles de activacion de ERK de las muestras tratadas con ICI son
significativamente diferentes a los niveles de activacion de ERK resultantes

del tratamiento con ONA solo.
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