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2.2 RESUMEN

Las células madre mesenquimales (MSC) son un grupo heterogéneo de células
multipotentes que han adquirido gran importancia en el ultimo tiempo debido a su
potencial aplicacion en el desarrollo de terapias celulares. La principal limitante para
estos tratamientos ha resultado ser la dificultad para el aislamiento de un numero
suficiente de células para los procedimientos propuestos. Recientemente, se ha
identificado una poblacion de estas células en el fluido menstrual, lo que permitiria
superar esta dificultad. Las células madre aisladas desde fluido menstrual (MenSC) son
una poblaciéon de MSC cuyo aislamiento poco invasivo y regularidad de obtencién las
ubican en una posicion ideal para el desarrollo de terapias celulares. Entre las
caracteristicas mas destacadas de este tipo celular se encuentran una alta tasa
proliferativa, una alta estabilidad cariotipica y buenas propiedades pro-angiogénicas y
migratorias. Sin embargo, aun se desconocen gran parte de las propiedades y funciones
de las MenSC, especialmente las relacionadas al nicho en donde se encuentran. Con
respecto a este nicho, es posible hipotetisar que uno de los procesos en el cual las
MenSC podrian tener un rol regulatorio corresponderia a la implantacion embrionaria,
que a su vez esta regulada por los cambios hormonales del ciclo menstrual que generan
un endometrio receptivo, capaz de interactuar con el embridn y permitir la implantacion.
Por lo tanto, se investigaron los efectos de los cambios hormonales del ciclo menstrual
sobre las MenSC aisladas de pacientes sanas, con el fin de evaluar cambios fenotipicos,
especialmente los referidos (directa o indirectamente) al proceso de la implantacion
embrionaria. Para esto se cultivaron MenSC en condiciones que imitan el contexto
hormonal que ocurre durante el ciclo menstrual, es decir, las concentraciones de

Estrogeno y Progesterona tanto de la ovulacibn como del periodo de maxima



receptividad uterina, conocido como “ventana de implantacién”. Los primeros genes
analizados fueron aquellos que han sido reportados repetidamente como importantes
para la ventana de implantacién, tal es el caso del factor inhibidor de leucemia (LIF),
Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A (VEGFa), Factor de Crecimiento
Transformante beta 1 (TGF-), y Homeobox A-10 (HOXA-10). De los cuatro marcadores
investigados solo LIF presenté diferencias significativas respecto al control al tratar a las
MenSC con las concentraciones de Progesterona y Estradiol que imitan la ovulacion y la
ventana de implantacion. Las segundas caracteristicas evaluadas, fueron las
propiedades pro-migratorias y pro-angiogénicas de las MenSC en respuesta a las
hormonas del ciclo menstrual. Las MenSC estimuladas con las diferentes
concentraciones de hormonas no presentaron diferencias significativas en su capacidad
migratoria independientemente del tratamiento realizado. Por el contrario, tanto la
capacidad de las MenSC de inducir la generacion tubulos en células endoteliales de
cordén umbilical, como la expresién de los marcadores pro-angiogénicos Endoglina
(CD105) y Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (FGF-2) presentaron diferencias
significativas respecto al control al tratar a las MenSC con las concentraciones de
Progesterona y Estradiol que se suceden desde la ovulacién hasta la ventana de
receptividad del ciclo menstrual. Estos resultados apoyan la posibilidad de que las
MenSC podrian estar participando en procesos relevantes para la implantacion del
embrion como son los procesos de angiogenesis. Este conocimiento podria ser
importante para entender de mejor manera el rol de las MenSC en la regulacion del
proceso fisiolégico de la implantacion, como su participacién en los procesos
fisiopatoldgicos relacionados con ella, abriendo la puerta a potenciales usos como
marcadores de enfermedades relacionadas a la implantacién o a la generacion de

terapias celulares basadas en sus propiedades.



2.2 ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are a heterogeneous group of multipotent cells that
have acquired great importance in recent years due to their potential application in the
development of cellular therapies. The main limitation for these treatments has been the
difficulty in isolating enough cells for the proposed procedures. Recently, a population of
these cells has been identified in the menstrual fluid, which would allow to overcome this
difficulty. Stem cells isolated from menstrual fluid (MenSC) are a population of MSCs
whose minimally invasive isolation and regularity of collection place them in an ideal
position for the development of cellular therapies. Among the most outstanding features
of this cell type are a high proliferative rate, high karyotype stability and good pro-
angiogenic and migratory properties. However, much of the properties and functions of
the MenSC, especially those related to the niche in which they are found, are still
unknown. Regarding this niche, it is possible to hypothesize that one of the processes in
which the MenSC could have a regulatory role would correspond to the embryonic
implantation, which in turn is regulated by the hormonal changes of the menstrual cycle
that generate a receptive endometrium, capable of interacting with the embryo and
allowing implantation. Hence, the effects of the hormonal changes of the menstrual cycle
on the MenSC isolated from healthy patients were investigated to evaluate for phenotypic
changes, especially those referred (directly or indirectly) to the process of embryo
implantation. For this, MenSC were cultured in conditions that mimic the hormonal
context that occurs during the menstrual cycle, i.e. the estrogen and progesterone
concentrations of both the ovulation and the period of maximum uterine receptivity,
known as the "implantation window". The first genes analyzed were those that have been

repeatedly reported as important for the implantation window, such as Leukemia



Inhibitory Factor (LIF), Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFa), Transforming
Growth Factor beta 1 (TGF -B) and Homeobox A-10 (HOXA-10). Of the four markers
investigated, only LIF showed significant differences compared to the control when
treating the MenSC with the concentrations of Progesterone and Estradiol that mimic the
ovulation and the implantation window. The following characteristics evaluated were the
pro-migratory and pro-angiogenic properties of MenSC in response to menstrual cycle
hormones. MenSC stimulated with the different concentrations of hormones did not
present significant differences in their migratory capacity regardless of the treatment
performed. In contrast, both the ability of MenSC to induce tubule generation in umbilical
cord endothelial cells (HUVEC) and the expression of the pro-angiogenic markers
Endoglin (CD105) and Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2) showed significant differences
in respect of the control when treating the MenSC with the concentrations of
Progesterone and Estradiol that transpire since the ovulation to the window of receptivity
of the menstrual cycle. These results support the possibility that the MenSC could be
involved in processes relevant to the implantation of the embryo such as the process of
angiogenesis. This knowledge could be important to better understand the role of the
MenSC in the regulation of the physiological process of implantation, as well as its
participation in the pathophysiological processes related to it, opening the door to
potential uses as markers of diseases related to implantation or the generation of cellular

therapies based on their properties.



2.3 INTRODUCCION

MSC y MenSC

Las células estromales mesenquimales multipotentes, (también conocidas como células
madre mesenquimales, MSC por sus siglas en inglés) han sido destacadas en el ultimo
tiempo por sus propiedades y su amplio rango de posibles aplicaciones, especialmente
en el ambito de la terapia celular. Estas son un grupo heterogéneo de células (Tolar,
2010) unificado exclusivamente por el cumplimiento de tres criterios minimos definidos
por la “sociedad internacional para la terapia celular” en el afio 2006: (a) adherencia al
plastico, (b) expresion de antigenos de superficie especificos y (c) potencial de
diferenciacion multipotente. Los antigenos de superficie minimos que toda MSC debe
expresar son CD105, CD73 y CD90 en al menos un 95% de la poblacion. Ademas, estas
deben carecer de la expresién de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA
de clase I, siendo el maximo de expresion aceptable de estos ultimos un 2% (Dominici
et al, 2006). Las MSC también deben ser capaces de diferenciarse en tejido osteogénico,
adipogénico y condrogénico bajo condiciones estandar de diferenciacion in vitro. Esta
diferenciacion debe ser demostrada mediante tinciones con “Alizarin Red” o “Von Kossa
staining” (Osteoblastos), “Oil Red” (Adipositos) y “Alcian Blue” (Condriocitos) in vitro
(Dominici et al, 2006). Aunque no se incluye dentro de los criterios minimos definidos por
Dominici y colaboradores, también se ha descrito y demostrado en numerosos estudios
que este grupo celular es capaz de modular la respuesta inmune mediante interacciones
con células del sistema inmune innato y del sistema inmune adaptativo (Katz et al, 2008;
Castro-Manrreza et al, 2015). Como ejemplo, se ha visto que algunas subpoblaciones
de MSC aisladas de distintos tejidos son capaces de expresar la enzima IDO

(Indoleamina-2,3-dioxigenasa), una molécula capaz de mediar la inmunosupresion de



células T (Katz et al, 2008). La potencialidad de diferenciacion en al menos tres tipos
celulares distintos en conjunto a la capacidad de modular al sistema inmune son los
principales motivos de la importancia que han adquirido las MSC en el ultimo tiempo. En
particular, se ha desarrollado un gran interés en este campo debido a las posibles
aplicaciones en medicina regenerativa y desarrollo de terapias celulares. Las MSC han
sido aisladas de diversos tipos de tejidos como la medula ésea (Friedenstein AJ., 1990),
el tejido adiposo (Minteer et al., 2012), el musculo esquelético (Wang et al., 2004), el
rinon (Wang et al., 2004), el higado (da Silva et al, 2006) y el cordéon umbilical
(Arutyunyan et al., 2016). Sin embargo, el aislamiento de MSC desde dichas fuentes
implica el empleo de complejas y en ocasiones costosas metodologias, lo que supone
una limitante para su aplicacion industrial. No obstante, en el afo 2007 Meng y
colaboradores lograron aislar células desde el fluido menstrual (MenSC del inglés
menstrual stem cells) que cumplen con los criterios definidos para ser catalogadas como
MSC (Meng et al, 2007; Khoury et al, 2014) y son considerablemente mas faciles de
obtener que las MSC de otras fuentes mas tradicionales. A pesar de esta ventaja, aun

es poco lo que se sabe sobre las MenSC y la funcién que tienen.

Propiedades y Nicho de las MenSC

Como se menciond, Meng y colaboradores establecieron en el 2007 que las MenSC
cumplen con los criterios minimos para ser consideradas MSC. En los ultimos afios
también se ha descrito que las MenSC poseen una alta tasa de proliferacion, estabilidad
fenotipica a largo plazo y alto potencial migratorio y angiogénico en relacion a las BM-
MSC (Alcayaga-Miranda et al, 2015). Ademas, las MenSC tienen la capacidad de
producir factores inmunosupresivos y de favorecer la expansion de células CD34+ (Luz-

Crawford et al, 2015; Alcayaga-Miranda et al, 2015). Se ha demostrado que las MenSC



secretan una variedad de factores como el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A
(VEGFa), el Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y el Factor de Crecimiento de
Insulina (IGF-1) (Du et al, 2016); son capaces de diferenciarse en tejido neuronal y
cardiaco (Patel et al, 2008), aumentan la supervivencia de ratones afectados por GVHD
(enfermedad de injerto contra huésped; Luz-Crawford et al, 2015) y confieren proteccion
frente a heridas causadas por isquemia-reperfusion en rinones de raton mediante un

efecto inmunomodulador (Sun et al, 2016), entre otras propiedades.

Con respecto a su nicho, las MenSC provienen del tejido endometrial que recubre el
interior del Utero y que es eliminado cada mes con el flujo menstrual (Ulrich et al., 2013).
El endometrio corresponde a la capa mas interna del utero, la cual a su vez se subdivide
en la capa basal (“stratum basalis”) y en la capa funcional (“stratum functionalis”). Ambas
capas estan similarmente compuestas por células epiteliales embebidas en un estroma,
sin embargo, estas tienen funciones diametralmente distintas (Jones & Lépez, 2014).
Las células de la capa funcional responden a los estimulos hormonales del ciclo
menstrual mediante la especializacién en el tejido glandular y epitelial responsable de la
interaccion con el embridén (Jones & Lopez, 2014). Este tejido especializado se pierde
durante la menstruacién y es nuevamente originado en la fase proliferativa por las células
de la capa basal, la cual no se pierde durante la menstruacion. El endometrio es el
escenario sobre el cual se desarrollan una compleja serie de eventos ciclicos
interrelacionados que permiten la implantacién del embrion y el desarrollo del embarazo,
estos eventos se conocen globalmente como el ciclo menstrual y son vitales para la
reproduccion humana (Jones & Lépez, 2014). Durante este ciclo el endometrio esta en
constante cambio debido al efecto (directo o indirecto) de distintas hormonas sexuales,

sin embargo, es posible distinguir tres fases distintas dependiendo del estado en el que



se encuentra la capa funcional del endometrio (Figura 1): (a) la fase menstrual (dias 0-
5), (b) la fase proliferativa (dias 5-14) y (c) la fase secretora (dias 14 a 28) (Jones &

Lopez, 2014).
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Figura 1: El ciclo menstrual y su relacion con las hormonas Estradiol (E2) y Progesterona (P4), modificado

de Jones & Lépez, 2014. En rojo el periodo de maxima receptividad o “ventana de implantacion”.

Cada una de estas fases juega un papel clave en el desarrollo de un endometrio capaz
de interactuar con el embrién. La fase menstrual o folicular se caracteriza en primer lugar
por la apoptosis de la capa funcional del endometrio del ciclo anterior, esto debido a los
bajos niveles de las hormonas Progesterona (P4) y Estradiol (E2). En respuesta a este
fenébmeno inicia un crecimiento de los foliculos mediante la accién de las hormonas
Luteinizante (LH) y Foliculo Estimulante (FSH), lo que a su vez reinicia la produccion de
E2 en las células de la teca y granulosa del foliculo. Durante la fase proliferativa o
folicular los niveles cada vez mayores de E2 desencadenan un aumento en el grosor del
endometrio, la aparicion de receptores de LH en las células de la granulosa del foliculo
y, al final de este periodo, la ovulacion. Finalmente, durante la fase secretora o llutea, la
aparicion de los receptores de LH en las células granulosas genera en estas un cambio

en la via de sintesis de esteroides, disminuyendo la sintesis de E2 e iniciando la sintesis



de P4. Esto genera que estas células se transformen en el cuerpo luteo y que las células
del endometrio empiecen a prepararse fenotipicamente para la llegada del embrion. De
no ocurrir esto ultimo, las concentraciones cada vez mayores de P4 y E2 generan una
inhibicion de en la produccién de las hormonas LH y FSH. Con ello ocurre la
degeneracion del cuerpo luteo y la perdida de la fuente de las hormonas P4 y E2, lo que
a su vez da inicio una vez mas a la fase menstrual, completandose el ciclo (Jones &

Lopez, 2014).

Implantacién

La funcion principal del ciclo menstrual es la de preparar la capa funcional del endometrio
para interactuar con el trofoblasto, permitiendo la implantaciéon del embrion (Jones &
Lopez, 2014). Este proceso solo puede ocurrir durante la fase secretora del ciclo
menstrual, momento en el cual se secretan cantidades altas de P4 y moderadas de E2.
Este corto periodo de receptividad se conoce como la ventana de implantacién (WOI por
sus siglas en inglés) (Lessey, 2011; Valdez-morales, 2015; Jones & Lopez, 2014). La
WOI se refiere al espacio temporal en el cual pueden ocurrir las interacciones
endometrio-embrién necesarias para el fenédmeno de implantacion, es decir, la migracion
y remodelacion de las arterias espirales por el sinciciotrofoblasto y el trofoblasto
extravelloso invasor, lo cual ocurre aproximadamente entre los dias 20-24 de un ciclo
“‘normal” de 28 dias (Lessey, 2011; Valdez-morales, 2015; Jones & Lopez, 2014). Este
proceso depende en su totalidad del ciclo menstrual y de las hormonas que participan,
e implica una precisa regulacioén del sistema inmune, la proliferacion celular, la migracién
e invasion del sinciciotrofoblasto y del trofoblasto extravelloso invasor, y la angiogénesis,

entre otras (Zhang et al, 2013; Norwitz et al, 2001; Tessier et al., 2014).
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Como se mencioné anteriormente, las MenSC poseen como nicho el endometrio y
poseen capacidades inmunomoduladoras, proliferativas, pro-angiogénicas y pro-
migratorias. Todas estas propiedades podrian potencialmente demostrar que las MenSC
jugarian un rol relevante en la implantacion, para lo cual deberian responder a las
distintas concentraciones hormonales de E2 y P4 que estan presentes durante el ciclo

menstrual.

Respuesta Hormonal de MenSC y Marcadores de Receptividad

El efecto que tienen las dos principales hormonas relacionadas con el control del ciclo,
P4 y E2, sobre las MenSC aun se desconoce, pero existe evidencia de los efectos de
éstas sobre MSC derivadas de otros tejidos. La Progesterona es esencial para la
implantacién en todas las especies que han sido estudiadas (Jeeyeon Cha et al, 2012)
y es capaz de fomentar la capacidad que poseen algunas MSC de modular la respuesta
inmune (Zhao et al, 2012; Kyurkchiev et al, 2011). Esto ocurre a través de cambios en la
via de las MAP kinasas, o bien, el aumento en la expresion de HLA-G, entre otros (Zhao
et al, 2012; Kyurkchiev et al, 2011). Por otro lado, el rol de Estradiol es mas desconocido,
se cree que este podria aumentar la proliferacién de las MSC, aunque solo a
concentraciones bajas (DiSilvio et al, 2006). Otros estudios indican que es capaz de
fomentar la diferenciacién a osteoblastos mediante la activacién de BMP-2 (Zhou et al,
2003). Teniendo en cuenta lo anterior, es posible suponer que las MenSC, al igual que

otras MSC, serian capaces de responder a las hormonas sexuales del ciclo menstrual.

No obstante, es necesario que la respuesta de las MenSC a las hormonas sea evaluada
y esté relacionada con las caracteristicas del endometrio receptor. Existen marcadores
de receptividad de la ventana de implantacion, moléculas cuya expresion en el

endometrio alcanza un maximo/minimo durante la ventana y que, por lo tanto, permiten
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identificar el momento de maxima receptividad del endometrio para con el embrién
(Ackema & Charité, 2008; Nasef et al, 2008). Asimismo, esta expresion sincronizada a
la ventana de implantacion es un indicativo de que los marcadores podrian estar
relacionadas con el mecanismo de implantacion como tal (Ackema & Charité, 2008;
Nasef et al, 2008). Al igual que en el caso de las hormonas sexuales, se desconoce la
expresion de estos marcadores en las MenSC, pero se ha descrito que algunas MSC
son capaces de expresar marcadores de receptividad in vitro, permitiendo suponer que
las MenSC también podrian expresar estos marcadores bajo las condiciones adecuadas.
En resumen, la literatura permite sustentar la suposicién de que las MenSC tendrian la
capacidad de responder a las concentraciones de las hormonas sexuales que existen
durante el ciclo menstrual mediante la expresion de marcadores especificos del periodo
de maxima receptividad uterina. Algunos de los marcadores de la ventana de
implantacién mas mencionados en la literatura y aceptados son el factor inhibidor de
leucemia (LIF), la caja de entrada A-10 (HOXA-10), el factor de crecimiento vascular
endotelial A (VEGFa) y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) (Lessey,

2011; Valdez-Morales et al., 2015; Talbi et al., 2006; Achache and Revel, 2006).

La proteina LIF presenta una baja expresion en el endometrio salvo durante la fase
secretora, alcanzando su maximo durante la WOI (Kodaman et al, 2004; Talbi et al, 2006;
Diaz.Gimeno et al, 2010; Aghajanova, 2004). LIF estimula la produccion de fibronectina
por parte del trofoblasto, lo que facilita su anclaje y su diferenciacion en un fenotipo
invasivo (Kodaman et al, 2004). Se ha observado en madres LIF-/- que los embriones
no logran implantarse, fenotipo que pudo ser rescatado con la suplementacion de esta
proteina. Ademas, los embriones LIF-/- son capaces de implantarse en el endometrio de

ratones normales (Kodaman et al, 2004; Achache & Revel, 2006; Aghajanova, 2004).
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HOXA-10 es un gen “homeobox” responsable de la identidad morfolégica del utero, sin
embargo, su expresion en células estromales del Utero aumenta durante la WOI
(Kodaman et al, 2004; Bagot et al, 2001; Zhang et al, 2013). Ademas, se ha demostrado
que esta proteina es capaz de estimular la expresion de la integrina B3, y las mujeres
qgue presentan una menor expresion de HOXA-10 tienen una tasa de implantacion menor
(Kodaman et al, 2004). Incluso se ha observado que en ratonas HOXA-10-/- no ocurre
implantacién (Bagot et al, 2001), pero que los embriones HOXA-10-/- son viables en
madres normales (Taylor et al., 1998). También se ha demostrado que su expresion

aumenta al exponer células endometriales in vitro a P4 y E2 (Taylor et al., 1998).

VEGFa es un factor angiogénico que podria tener injerencia sobre la implantacion (Talbi
et al, 2006; Kao et al, 2002). Los fluidos de mujeres con infertilidad inexplicable presentan
una reduccion significativa de esta proteina y la aplicacion de VEGFa humano
recombinante (rhVEGFA) causa que los blastocitos se adhirieran y esparzan sobre un
area significativamente mayor (Hannan et al, 2011). Ademas, ésta es capaz de aumentar
la expresion de la integrina 3. Sin embargo, se desconoce el mecanismo mediante el
cual VEGFa afectaria la implantacion (Hannan et al, 2011). Finalmente, la aplicacién de
anticuerpos contra VEGF disminuye significativamente y de forma dosis-dependiente la

implantacién de los embriones de rata (Demir et al, 2010).

En el caso de TGF-B1 algunos estudios indican que se encuentra sobre-expresado
durante la implantacién (Kao et al, 2002; Kodaman et al, 2004). Se ha demostrado que
esta proteina es capaz de modular la inmunotolerancia, inducir la expresion de LIF in
vitro, y restringir la invasion del trofoblasto durante la implantacion (Valdez-Morales et al,
2015; Achache & Revel, 2006; Kodaman et al, 2004). También se cree que TGF-f3 podria

estar influenciando la implantacion a través de la regulacion en la produccion de VEGF
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o de IGFBP-1, o bien promover la adhesion de trofoblasto a la matriz extracelular, donde

esta proteina se almacena de forma latente (Dimitriadis et al., 2005).

Mecanismos de la Implantacion y MenSC

Si bien los marcadores de receptividad son buenos indicadores de una respuesta a las
hormonas sexuales relacionadas a la implantacion, se requiere de un indicador mas
directo. Para esto es necesario evaluar si las MenSC son capaces de modular
directamente alguna funcion de importancia para este proceso, tal como la migracién o
la angiogénesis. Estos dos procesos interactuan entre si intimamente, y son vitales para
la remodelacion de las arterias espirales, proceso indispensable para una implantacion

exitosa (Cha et al., 2012).

Las células emplean los mecanismos migratorios para generar la traccion que requieren
para movilizarse en su medio. La migracion es un proceso dinamico que involucra una
compleja interrelacion entre el ensamblaje y des-ensamblaje de los complejos de
adhesion focal con la polimerizacién del esqueleto de actina (Gardel et al., 2010). Este
proceso se puede dividir en cuatro pasos discretos: Protrusion de un segmento de la
membrana, adhesion del segmento a la matriz extracelular, generacién de traccion
mediante el emparejamiento del flujo retrogrado de la actina con las adhesiones focales
y des-ensamblaje de las adhesiones focales posteriores. Este proceso permite al
sinciciotrofoblasto y al trofoblasto extravelloso invadir y migrar a través del tejido
endometrial hasta alcanzar las arterias espirales, luego de lo cual estas son re-
modeladas mediante mecanismos angiogénicos (Tessier et al.,2015; Juneo & Rogéria,

2016).
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La angiogénesis se define como el desarrollo de nuevos vasos a partir de vasos
sanguineos pre-existentes (Demir et al, 2010). Una implantacion exitosa depende de un
desarrollo vascular coordinado en ambos lados de la interfaz endometrio-embrion (Torry
et al, 2007). Existen estudios que han observado que los sitios de implantacién presentan
un aumento significativo en la permeabilidad de sus vasos y en su densidad vascular
tempranamente en la gestacion en ratones (Torry et al, 2007). Ademas, en ratédn, la
inhibicion de la angiogénesis con compuestos anti-angiogénicos antes o poco después
de la implantacion interrumpe la placentacion e induce la reabsorciéon de todos los
embriones (Torry et al, 2007). Entre los factores angiogénicos mas conocidos se
encuentran VEGFa, CD105 (Endoglina) y FGF-2, entre otros (Cross & Claesson-Welsh,
2001; Presta et al., 2005; Liu et al., 2014). Aunque los mecanismos exactos mediante
los cuales VEGFa, CD105 y FGF-2 afectan a la implantacion se desconocen, se sabe
de su importancia para este proceso (Demir et al., 2009; Torry et al., 2007; Sherer &
Abulafia, 2001; Chadchan et al., 2016), haciéndolos buenos candidatos evaluar la

capacidad angiogénica de las MenSC.
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Planteamiento

Si bien se desconoce la funciéon que tienen las MenSC en el endometrio, la evidencia
apuntaria a que podrian estar bajo el control de las hormonas sexuales, regulando asi la
expresion de moléculas y de procesos que modulen la implantacion. Se propuso estudiar
la expresién de marcadores de implantacion en MenSC expuestas a las diferentes
concentraciones hormonales de P4 y E2 que ocurren durante el ciclo menstrual.
Ademas, se evaluaron las capacidades pro-angiogénicas y pro-migratorias in vitro de

estas células bajo los estimulos hormonales mencionados.



2.4. MATERIALES Y METODOS

Cultivo y exposicion hormonal de MenSC

Se utilizaron muestras de pacientes obtenidas previamente para el desarrollo de otro
proyecto, las muestras se encontraban congeladas en crio-viales y en pasajes 2, 3 y 4.
Estas fueron cultivadas hasta alcanzar los pasajes deseados, 4, 5 y 6. Las condiciones
de cultivo de las MenSc fueron: Medio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM; Gibco;
10313-021), 15% suero fetal bovino (FBS; HyClone; SH30396.03), 1%
Penicilina/estreptomicina (P/S; HyClone; SV30016) y 1% Glutamina (Gibco; 11360-070).
Las células se mantienen en cultivo en botellas T175 (Thermo Fisher Scientific). Para los
diferentes ensayos las células fueron lavadas con PBS 1X, tripzinisadas con “HyClone™
Trypsin Protease” (HyClone; SH30042.01), y cultivadas en placas de 60mm con 300.000
células por pocillo en 3mL de medio DMEM 15% FBS, 1% P/S y 1% Glutamina. Cuando
las placas alcanzaron un 70-80% de confluencia, el medio fue reemplazado por 3 ml de
DMEM sin rojo fenol (Gibco; 21063-029) con 1% P/S, 2% Glut y 10% FBS tratado con
carbono activado (Penreac AppliChem; 121237.1610). 4 horas post cambio de medio las
células fueron cultivadas, luego de remover los medios anteriores, con diferentes
estimulos hormonales (Tabla 1) durante 48 horas: 1) tratamiento control sin hormonas
durante 48 horas, 2) tratamiento si hormonas durante 24 horas seguido de un tratamiento
con E2 + P4 en concentraciones acordes a la ventana de implantacién durante 24 horas
(E2: 146pg/ml; P4: 11ng/ml; Stricker et al., 2006; Maathuis et al., 1978; Anttila et al.,
1991) y 3) tratamiento con E2 conforme a la ovulacion (Sigma-Aldrich; E2758. 213 pg/ml;
Stricker et al., 2006; Maathuis et al., 1978) por 24 horas, seguido de un cambio de medio
y 24 horas de E2 + P4 acorde a la ventana de implantacion (E2: 146pg/ml; P4: 11ng/ml;

Stricker et al., 2006; Maathuis et al., 1978; Anttila et al.,, 1991). Para todos los
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tratamientos hormonales se utilizé DMEM sin rojo fenol (Gibco; 21063-029) con 1% P/S,
2% Gluty 10% de FBS tratado con carbono activado.
Tabla 1: Tratamientos realizados sobre las MenSC. Los colores de cada columna

imitan los colores de cada fase del ciclo presentados en la Figura 1, donde amarillo
indica fase secretora, rojo la fase menstrual y azul la fase proliferativa.

Tratamiento Dia 0 Dia 1 Dia 2

1) Control - - -

2) E2+P4 - - Estradiol + Progesterona
3) E2; E2+P4 - Estradiol Estradiol + Progesterona

Extraccion de RNA con TRizol

Se extrajo el ARN total de las células mediante el método de TRIzol (life technologies;
15596-018) segun el protocolo recomendado por el fabricante. Las MenSC fueron
lavadas con PBS1X, se les agrego 1mL de Trizol a cada placa de 60mm y se incuban
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células con el TRIzol de cada placa
fueron transferidas a tubos eppendorf de 1,5 ml, y se le agrego 200 ul de cloroformo, se
mezclé vigorosamente por 15 seg y se incubd por 3 min a temperatura ambiente.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 12.000xg por 15 min a 4°C
obteniéndose una fase acuosa y una fase organica. Se recupero la fase acuosa en un
tubo eppendorf, se agregaron 500 pl de isopropanol (100%) a cada tubo, y se
centrifugaron a 12.000xg por 10min a 4°C obteniéndose un pellet. El pellet fue lavado
con 1ml de etanol al 75% y centrifugado a 7.500xg por 5min a 4°C. Posteriormente el
pellet fue secado por 10 min aproximadamente, y resuspendido en 20 uL de agua DEPC

libre de nucleasas a 55°C por 15min para luego ser guardado a -80°C.
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La concentracion de ARN fue cuantificada mediante Nanodrop (Thermo Scientific), y la
calidad de este fue evaluada mediante gel de agarosa 1% (Lonza; 50004). Brevemente,
500 ng de ARN fueron mezclados con 2L de gel red (Biotium; cat: 41002), 7uL de buffer
de carga (New England BiolLabs), y completado con con agua libre de nucleasa hasta
llegar a 12 yl. EI ARN fue resuelto en un gel de agarosa 1% y visualizado en in

transiluminador (Sigma T2201)

Tratamiento con DNAsa

Antes de la sintesis de cDNA mediante transcripcion reversa, se elimind el ADN
contaminante mediante tratamiendo con DNAsa. Brevemente, 2 ug de ARN fueron
mezclados con 1 ug de Buffer DNAsa 10x (Invitrogen), 1 pg de enzima DNAsa
(Invitrogen), y aforados a 9 pl con agua libre de nucleasas (Promega). La mezcla fue
incubada a 37°C durante 30min, posteriormente se agregé 1 yl de EDTA 50mM a la
mezcla y se incubo a 75°C por 10min para detener la reaccion. Todas las incubaciones
se realizaron en un equipo termociclador (MultigeneOptimax; LabNet International,;

1202133)

Transcripcion reversa

El ARN tratado con DNAsa fue retro-transcrito utilizando el kit SuperScript-Il (Invitrogen).
Brevemente, 1 yL de random primers (500ug/mL; Promega), y 1 yL de dNTP’s (10mM
c/u; Promega) fueron agregados al ARN tratado con DNAsa en el paso anterior e
incubados a 65°C por 3min. Posteriormente se agrega 1uL de la Transcriptasa Reversa
(RT; SuperScript-ll, Invitrogen), 1ul de Inhibidor de RNAsa (Applied Biosistems), 2ul de
DTT (Invitrogen), y 4ul de Buffer de la Transcriptasa Reversa 5x (Invitrogen) y se incuba

la mezcla a 25°C por 2min, luego a 42°C por 50min y finalmente a 70°C por 15min
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obteniendo el ADN copia (cDNA). Como control se utilizé la reaccién de RT sin adicionar

transcriptasa reversa.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa (QPCR)

La reaccion de gPCR se realizé con el kit Brilliant I SYBR Green QPCR Master Mix
(Agilent Technologies Catalogo: #600828) en el sistema Mx3000P (Agilent
Technologies; DE10900783). Se mezclan 2,5 uL de una dilucién 1/5 del cDNA obtenido
del paso de RT, con 1,5uL de agua libre de nucleasas, 5uL de Brilliant Il SYBR y 0,5 pyL
del forward y reverse del gen especifico (Tabla 2). La reaccién de PCR fue la siguiente:
1 ciclo de 10min a 95°C, 40 ciclos de 20seg a 95°C, 20seg a 62°Cy 20seg a 72°C.
Finalmente un ciclo de 1min a 95°C, 30seg a 62°C y 30seg a 72°C. Cada reaccion se
lleva a cabo por duplicado. Como control de PCR se agrega la mezcla de PCR sin cDNA.

Los resultados fueron analizados mediante la formula de la tabla 3.

Tabla 2: Secuencias de los partidores utilizados (UCSC Genome Browser; Kent WJ et
al., 2002)

Gen Secuencia

Forward: 3'-GTTTCCTCCAAGGCCCTCT-5’
LIF

Reverse: 3-TGTTTCCAGTGCAGAACCAA-5’

Forward: 3'-GCAGCTTGAGTTAAACGAACG-5’
VEGFA

Reverse: 3-TGGTGAGAGATCTGGTTCCC-5

Forward: 3'-CGACTCGCCAGAGTGGTTAT-5’
TGF-p1

Reverse: 3'-CTAAGGCGAAAGCCCTCAAT-5

Forward: 3'-AGAAGAGCGACCCTCACATCA-5
FGF-2

Reverse: 3'-CGGTTAGCACACACTCCTTTG-5
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Forward: 3-ACAGACGTGTCTTCCTGCATC-%’
CD105
Reverse: 3'-GATGGCAGCTCTGTGGTGTT-5
TBP Forward: 3-CACGAACCACGGCACTGAT -5

(HOUSEKEEPING) | Reverse: 3-GTTGGTGGGTGAGCACAAGG-5’

Tabla 3: Formula para el analisis de los Ct obtenidos

x = 2-hace

Donde x representa la expresién relativa del gen

Migracion

Las capacidades pro-migratorias de las MenSC se determinaron mediante un ensayo de
herida sobre células de Coriocarcinoma Humano (JEG-3). Brevemente, se sembraron
150.000 células JEG-3 por pocillo en placas de 12 pocillos, y se cultivaron en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (GIBCO) suplementado con 0,5% P/S, 10%
FBS, 1% Piruvato de Sodio y 1% de aminoacidos no esenciales. Una vez formada la
monocapa se utiliza una regla de 20cm y una punta de 10ul para formar dos brechas
rectas que cruzan el pocillo de lado a lado, comenzando a los 90° y 180° grados y
finalizando a los 270° y 360° respectivamente (utilizando el borde largo inferior de la
placa como referencia para los 0° del pocillo), de forma que exista un angulo de 90° entre
ellas. Posteriormente las células se lavan cuidadosamente se agrega 1ml de medio
condicionado de las MenSC tratadas con los diferentes estimulos hormonales
mencionados previamente. De acuerdo al protocolo establecido en el laboratorio, se
considerd al tratamiento control como verificacion del correcto funcionamiento de la

tecnica, es decir, como control positivo. Se tomaron 3 fotos a un aumento 40x con una
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camara AxioCam (ERc5s), en un microscopio invertido Carl Zeiss Primo Vert (Thermo
Fisher Scientific; 415510-1161-000), por pocillo a las 0, 4, 8, 24, 32 y 48 horas. Estas
fotos fueron analizadas mediante el software ImageJ, realizando mediciones del area no

cubierta por células de una zona determinada a lo largo del tiempo.

Angiogénesis

Las capacidades pro-angiogénicas de las MenSC fueron evaluadas mediante la
formacion de tubulos de una linea celular de endoteliales de cordon umbilical (HUVEC).
Brevemente, placas de 48 pocillo fueron tratadas previamente con Matrigel (Corning; ref:
356231) y 40.000 células HUVEC fueron sembradas en cada pocillo. Posteriormente 500
pl de medio condicionado obtenido del cultivo de las MenSC tratadas con los diferentes
estimulos hormonales fueron adicionados por pocillo. Como control positivo se utilizd
medio EGM (Lonza). 16 horas post adicion del medio condicionado se tomaron 3
fotografias representativas por pocillo a un aumento 40x con una camara AxioCam
(ERc5s), en un microscopio invertido Carl Zeiss Primo Vert (Thermo Fisher Scientific;
415510-1161-000), para su posterior analisis mediante el software “Angiogenesis

Analyzer for ImageJ” (Carpentier Gilles, 2012).

Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos se expresan como promedio + S.E.M. Cada grupo experimental
consta de 4 donantes, cada uno analizado por triplicado. Las comparaciones entre los
grupos se realizan mediante el test Kruskal-Wallis seguido de un analisis de Dunn. Se

consideran como significativas diferencias con valores p < 0,05.



2.5 RESULTADOS

Muestras Utilizadas

Se utilizaron células madre provenientes del fluido menstrual (MenSC) de 4 pacientes
nuli-gestas (Tabla 4), cada una en pasaje 4,5 y 6 para un total de 12 muestras distintas.
Estas células fueron sometidas a tres tratamientos distintos, un tratamiento control sin
hormonas, un tratamiento con E2 + P2 en concentraciones acordes a la ventana de

implantacién y un tratamiento con E2, seguido de E2 + P4 (Tabla 1).

Tabla 4: Caracteristicas de las muestras utilizadas

Muestra 1 2 3 4
Edad 29 26 28 33
Peso (kg) 60 53 60 54
Estatura (m) 1,60 1,69 1,65 1,64
I.M.C. 23,4 18,6 22 20,1

Anticonceptivo Preservativo  Ovulacion  Ovulaciéon Preservativo

Antecedentes No No No No
Medicacion No No No No
Fumadora No No No No

22
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Expresiéon de Marcadores de Receptividad

El objetivo fue evaluar un total de 4 genes relacionados a la ventana de implantacion
mediante gPCR. Las células fueron tratadas de acuerdo al protocolo especifcado con
anterioridad (Tabla1) y todos los resultados (Figura 2) fueron normalizados respecto al

gen de la proteina de union a TATA (TBP).
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Figura 2: Expresion relativa de genes relacionados a la ventana de implantacion (marcadores de
receptividad) en las células sometidas a los distintos tratamientos mencionados (Tabla 1). a) Gen LIF, b)
Gen VEGFa, c) TGF-B y d) HOXA-10. p<<0,05 test de Kruskal-Wallis y test comparativo de Dunn; N=4 c/u
n=6.
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Las MenSC estimuladas con las diferentes concentraciones hormonales del ciclo
menstrual (tratamientos control, P+E y E; P+E; Tabla 1) presentaron una leve tendencia
al aumento en la expresion del gen VEGFa. Sin embargo, al igual que en el caso de los
genes HOXA-10 y TGF-B, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (Figura 2). En cambio al analizar la expresion del gen LIF este presento
un aumento estadisticamente significativo en ambos grupos tratados con las diferentes
concentraciones hormonales del ciclo menstrual en comparacion al grupo sin tratamiento
hormonal, es decir, los tratamientos P+E y E;P+E generaron un aumento significativo en

la expresion del gen LIF respecto del control sin hormonas (Figura 2a).

Capacidad Pro-Migratoria MenSC
Para evaluar las propiedades pro-migratorias de las MenSC en respuesta a los diferentes
estimulos hormonales se realizé un ensayo de herida en células de coriocarcinoma

placentario humano (JEG-3, Figura 3).

Figura 3: Fotos representativas de los cambios sufridos por la herida realizada sobre Jeg-3 durante el
ensayo de aumento 40x. a) Tratamiento control 0 horas, b) tratamiento P+E 0 horas, c) tratamiento E; P+E
0 horas, d) tratamiento control 32 horas, e) tratamiento P+E 32 horas y f) tratamiento E; P+E 32 horas.
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Al realizar mediciones del area de la herida a lo largo del tiempo (mediante el software
Imaged), no se pudieron observar diferencias en los patrones migratorios de las células
JEG-3 expuestas al medio condicionado (con FBS tratado con carbono activado) de las
MenSC estimuladas con las distintas concentraciones hormonales presentes durante el
ciclo menstrual (Figura 4a). Esta observacion se comprobd al realizar una medicion de
el areas bajo las curvas de relleno de la herida, las cuales no presentaron diferencias

significativas (Figura 4b).
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Figura 4: (a) Curacién de la herida en Jeg-3 a lo largo del tiempo y (b) Area bajo la curva de cada
tratamiento. Test de Kruskal-Wallis N=3 c/u n=6.

Capacidad Pro-Angiogénica
Para evaluar las propiedades pro-angiogenicas de las MenSC en respuesta a los
diferentes estimulos hormonales se realizé el ensayo de formacion de tubulos en células

endoteliales de cordén umbilical (HUVEC, Figura 5).
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Figura 5: Imagen representativa de los resultados obtenidos con aumento 40x a) antes y b) después de
utilizar el software “Angiogenesis Analyzer”. Algunos de los distintos parametros que permiten evaluar la
complejidad de los tubulos se ven representadas con lineas de colores: En azul oscuro (puntos) se
demarcan los nodos, en rojo las uniones y en azul claro las redes.

Al analizar la formacion de nodos, uniones, y redes, todos parametros relacionados a la
complejidad de los tubulos (Figura 5) se observé un aumento estadisticamente
significativo en estos parametros solo en las células HUVEC tratadas con el medio
condicionado derivado de MenSC estimuladas con E2 y posteriormente con E2 y P4
(Figura 6), indicando un aumento en las propiedades pro-angiogénicas de las MenSC

estimuladas con estas concentraciones de hormonas presentes en el ciclo menstrual.
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Figura 6: Capacidad de estimulacion pro-angiogénica del medio condicionado por MenSC. Se evaluaron 3
propiedades de los tubulos formados: Los nodos (a), las uniones (b) y las redes (c). p<<0,05; Test de
Kruskal-Wallis y test de Dunn; N=4 c/u n=6

Dado que no se observaron diferencias en la expresion del gen pro-angiogénico VEGFa,
se evalud la expresion génica de FGF-2 y CD105, genes que tambien se encuentran
relacionados al proceso de angiogénesis, mediante la técnica de qPCR. Al analizar la
expresion de FGF-2 en MenSC tratadas se pudo observar un aumento estadisticamente

significativo con ambos estimulos hormonales en comparacién al grupo no tratado
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(Figura 7a). Por otro lado, al analizar a CD105 se pudo observar un efecto similar al

ocurrido con FGF-2, aunque limitado al tratamiento E; P+E (Figura 7b).
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Figura 7: Expresion relativa de los factores pro-angiogénicos a) FGF-2 y b) CD105 en MenSC tratadas
con las hormonas del ciclo menstrual. p<0,05; Test de Kruskal-Wallis y test de Dunn; N=4 c/u n=6.



2.6 DISCUSION Y/O PROYECCIONES

El estudio realizado durante este seminario de titulo sugiere la existencia de una relacion
directa entre las células madre mesenquimales aisladas desde el fluido menstrual y
algunos de los fendmenos celulares que estan implicados en la implantacion del embrién
en el endometrio receptivo. Los resultados observados indican que, al ser expuestas a
los estimulos hormonales presentes durante la implantacion, las MenSC desarrollan un
aumento en la expresion de LIF y FGF-2, ademas de un aumento en su capacidad pro-

angiogénica.

Efecto del Tratamiento sobre las MenSC

Los tratamientos hormonales utilizados buscaban imitar las condiciones que existen en
el nicho de las MenSC durante el periodo de maxima receptividad uterina. Los efectos
que tuvieron estas condiciones en las MenSC de las distintas pacientes fueron
heterogéneos, a pesar de lo cual fue posible establecer la existencia de una tendencia
en el comportamiento de esta poblacion de células. Los tratamientos aqui estudiados
generaron un aumento significativo en la expresion de los genes LIF y FGF-2 de las
MenSC tratadas tanto con P+E y E; P+E respecto del tratamiento control. Este resultado
indicaria que la exposicién de las MenSC a las concentraciones de progesterona y
estradiol existentes durante la fase secretora son suficientes como para inducir cambios
fenotipicos relacionados a la implantacion. A pesar de que ambos tratamientos
hormonales generaron cambios significativos, debe destacarse que los cambios
ocasionados por el tratamiento que mas se asemeja al ciclo menstrual (E; P+E) fueron
de mayor magnitud respecto del tratamiento que no incluyo un pre-acondicionamiento
con el estradiol de la fase proliferativa (P+E). Especial son los casos de CD105 y los

ensayos de pro-angiogénesis, donde solo existieron diferencias estadisticamente
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significativas al pre-acondicionar a las MenSC con Estradiol, para luego tratar a las
mismas con las concentraciones de Progesterona y Estradiol de la fase secretora. Esta
informacion indicaria que, si bien las concentraciones de Estradiol y Progesterona de la
fase secretora son suficientes como para inducir cambios fenotipicos relacionados a la
implantacién en las MenSC, un pre-acondicionamiento con el Estradiol liberado durante
la fase secretora es necesario para generar el cambio fenotipico de mayor magnitud en
las MenSC. Este aumento de magnitud podria deberse a la capacidad de Estradiol de
promover un aumento en la expresion de los receptores de Progesterona (Paulson,
2011; Ozturk & Demir, 2010), es decir, al pre-acondicionar a las MenSC con Estradiol se
estaria induciendo un aumento en la cantidad de receptores de Progesterona
disponibles, lo que potenciaria los cambios observados en LIF, FGF-2, CD105 y en la
capacidad pro-angiogénica. Estos a su vez podria estar relacionados con los

mecanismos angiogénicos que ocurren durante la implantacion del embrion.

LIF, FGF-2 y Angiogénesis

El rol preciso que desempefa la sefializacion de LIF por parte de las MenSC durante la
implantacién se desconoce, sin embargo, nuestros resultados podrian apuntar a la
existencia de una relacion entre esta proteina y el fendmeno de angiogénesis. LIF es un
factor secretable que interviene en sus células blanco al interactuar con un receptor
heterodimerico compuesto por dos proteinas de trans-membrana, LIFR y gp130, las que
le permiten modular una variedad de vias de sefalizacién dentro de las cuales se
encuentran las vias JAK-STAT3 y ERK-1/2 (Figura 8), dos vias que estan relacionadas
al fendmeno angiogénico (Paradis & Gendron, 2000; Megeney et al., 1996; Rosario y

Stewart, 2016; Srinivasan et al., 2009; Mavria et al., 2006).



31

Actin Cytoskeleton

E2 —— ps3 /’”‘“‘"’“"”

\ LIF é—:"-’.l".ﬂi".ﬂl
~?.umsm signaling

ERK-MAPK signaling

Ephirin receptor, VEGF signaling
signaling
FGF signaling
Inegrin signaling
Wi te ||
PTEN signaling /P osterin sigweiing
Apoptosis Notch signaling
Estrogen recepltor signaling

Figura 8: Vias activadas por LIF en el epitelio luminal del utero. Modificado de Rosario y Stewart, 2016.

La familia de proteinas transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion (o
STAT por sus siglas en inglés) son proteinas citoplasmaticas latentes que, al ser
fosforiladas, permiten la transduccion de senales provenientes de receptores de
membrana asociados a ellas. Si bien muchos receptores de membrana poseen su propia
actividad tirosina-quinasa, la mayoria de los receptores de las proteinas STAT no (Chen
& Han, 2008; Aaronson & Horvath, 2002). En su lugar, la actividad quinasa requerida
para activar a las STAT es provista por otro tipo de proteinas asociadas a los receptores,
las quinasas Janus (JAK). Una vez fosforiladas, las proteinas STAT modulan la
expresion de una gran variedad de funciones. Entre los miembros de esta familia, STAT3
es el principal regulador de la angiogénesis. Se ha demostrado que STAT3 es un
activador clave de la angiogénesis (Chen & Han, 2008), debido principalmente a su
capacidad de regular la expresién de VEGF y FGF-2 (Chen & Han, 2008; Carpenter &
Lo 2014). Ademas, otros estudios han logrado asociar la expresion de LIF con la
activacion de STAT3, e incluso a ambos con otros procesos de la implantacion (Megeney

et al., 1996; Poehlmann et al., 2005; Liang et al., 2014; Fitzgerald et al., 2008; Suman P.



32

et al., 2014). Como ejemplo, Poehimann y colaboradores demostraron en el 2005 que
un Knock-Down de STATS3 resulta en una pérdida del efecto pro-invasivo fomentado por
LIF en células JEG-3 (Poehimann et al., 2005). A pesar de que el efecto que tiene la
activacion de STAT3 por parte de LIF en el fendbmeno angiogénico aun se desconoce, la
mayoria de los resultados obtenidos apoya al menos indirectamente esta hipotesis,
siendo la Unica posible excepcion el caso de VEGFa. Aun asi, la falta de cambios a nivel
del mMRNA de VEGFa no necesariamente refleja una falta de cambios en los niveles o en
la actividad de la proteina VEGFa. Tambien es probable que la posible activacion de
STAT3 mediada por LIF regule solamente la expresion de FGF-2, por lo que estos

resultados no invalidan la hipotesis de la via STAT3 propuesta.

Por otro lado, un estudio realizado por Paradis y Gendron en el 2000 propondria que la
activacion de STAT3 por parte de LIF inhibiria la angiogénesis en lugar de activarla
(Paradis & Gendron, 2000). En este mismo estudio se plantea que STAT3 estaria
actuando como un regulador negativo de la angiogénesis inducida por LIF a través de la
via de las P41/43MAP kinasas (también conocidas como ERK-1 y ERK-2). ERK-1y ERK-
2 son proteinas serina/treonina kinasas emparentadas que participan en la cascada de
transduccién de sefiales Ras-Raf-MEK-ERK (Roskoski 2012). Esta cascada participa en
la regulacion de una gran variedad de procesos, dentro de los cuales se incluye
efectivamente a la angiogénesis (Mavria et al., 2006, Srinivasan et al., 2009). Sin
embargo, son pocos los estudios, fuera del mencionado, que relacionan a LIF y a las
proteinas ERK-1 y ERK-2 con fenédmenos de la implantacion (Suman P. et al., 2014), ni

menos con la angiogénesis que alli ocurre.

Por lo tanto, los cambios observados a nivel de mRNA de LIF en las MenSC moduladas

por hormonas esteroidales podrian potencialmente estar correlacionadas a los cambios
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vistos en las capacidades pro-angiogénicas que se observan con los medios
condicionados de MenSC en células HUVEC. Sin embargo, se requieren mas estudios
para poder establecer si los cambios a nivel de mRNA se traducen efectivamente en
cambios a nivel de proteina y para determinar cual via media el efecto de LIF sobre el
fendmeno angiogénico. Estos estudios podrian basarse en la técnica de Westernblot
para establecer si efectivamente existen variaciones en las concentraciones de proteinas
relacionadas a los mMRNA estudiados y a las vias propuestas. Otra opcién consistiria en
realizar Knock-Down'’s de los genes STAT3, ERK-1 o ERK-2, de forma de evaluar si
estos son necesarios para la angiogénesis inducida por el medio condicionado por

MenSC.

Por otro lado, el otro factor cuya expresion presento variaciones significativas fue el
factor basico de crecimiento de fibroblastos o FGF-2. Las FGF-2 son una familia de
factores secretables que incluye a miembros como FGF-1 y FGF-2 (bFGF). Esta familia
posee una multiplicidad de funciones como la supervivencia, proliferacion vy
diferenciacion de células endoteliales, destacando asi la importancia de estos factores
para la angiogénesis. Al igual que LIF, se ha reportado que estos factores son capaces
de modular las vias STAT3 y ERK-1/2, entre otras, ejerciendo asimismo una variedad de
efectos (Ornitz and Itoh, 2015; Bernard and Christine Thisse, 2005). Potencialmente, LIF
y FGF-2 podrian estar actuando coordinadamente sobre estas vias, cooperando en la
induccion de la angiogénesis que observamos en las células HUVEC. Paradis y Gendron
demostraron que LIF es capaz de modular de manera contradictoria la angiogénesis
mediante la induccién de las vias STAT3 y ERK, sin embargo, en el mismo estudio
también demostraron que la maxima formacion de estructuras pseudo-capilares se logra

al tratar a las células con la suma de los factores LIF y FGF-2 (Paradis & Gendron, 2000).
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De la misma forma, el estudio de Megeney y colaboradores de 1996 demuestra que LIF
y FGF-2 en conjunto son capaces de regular a las vias de STAT3 y ERK-1/2, fomentando
la proliferacion de mioblastos (Megeney et al., 1996), dejando abierta la posibilidad de
que estos dos factores en conjunto puedan regular la proliferacion de otros grupos
celulares, como las células endoteliales. Esta evidencia, sustenta la posibilidad de que
las proteinas LIF y FGF-2 provenientes de las MenSC tratadas esten efectivamente
actuando de manera coordinada para regular el aumento de la actividad angiogénica

qgue evidenciamos en las células HUVEC.

Por lo tanto, es plausible suponer que los cambios observados en las MenSC tratadas
con estradiol y progesterona respondan a cambios relacionados entre si y que en
conjunto permitirian a las MenSC regular el fendbmeno angiogénico que ocurre durante

la implantacion.

CD105

A pesar de ser un conocido factor pro-angiogénico, el caso de CD105 es distinto al de
FGF-2 y LIF. Mientras que estos ultimos son factores secretables, CD105 corresponde
a una glicoproteina de membrana cuya funcién es la de actuar como receptor auxiliar
para los receptores de clase Il de TGF-B (TBRII; (Duff et al., 2003; Li et al., 2000; Valluru
et al., 2011), mediando asi el efecto de TGF-B sobre la angiogénesis. Cuando TGF-8
interactia con sus receptores de clase Il sin la intervencién de CD105 se induce la
fosforilacion y activacién de las proteinas SMAD2 y SMAD3 las cuales inhiben la
migracion y proliferacion de células endoteliales, es decir, los procesos angiogénicos.
Contrariamente, la sefializacion en conjunto a CD105 inhibe esta sefializacion y favorece
la sefializacién de TGF-§ a través de SMAD1 y SMADS fosforiladas, las cuales inducen

la migracién y proliferacion de las células endoteliales (Li et al., 2000; Valluru et al., 2011;
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Liu et al., 2014). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con LIF y FGF-2, al ser
CD105 un receptor de membrana, los efectos pro-angiogénicos de esta proteina ocurren
sobre las células que la expresan, en este caso, las MenSC, por lo que el efecto que

tiene su aumento sobre la angiogénesis que ocurre durante la implantacion no es claro.

Debido a la capacidad pro-angiogénica de CD105 (Duff et al., 2003; Li et al 2000) y a la
capacidad de diferenciacién de las MenSC en tejido endotelial (Meng et al., 2007), la
aproximaciéon mas légica consiste en suponer que el aumento en la expresion de CD105
en las MenSC les permite a estas participar directamente, mediante su especializacion
a células endoteliales, de la angiogénesis que ocurre durante la implantacién. De
acuerdo a esto esta un estudio que indica que al cultivar MSC con células
mononucleares es posible inducir la formacion de tubulos en ambos tipos celulares
(Joensuu et al., 2011). Otra opcioén es que CD105 sea capaz de transducir sefiales de
otras moléculas o de la misma TGF-f3, ejerciendo otro tipo de efectos. Un ejemplo claro
es la capacidad que posee TGF- de inducir la secrecion de LIF, aunque se desconoce
el mecanismo molecular implicado (d’Hauterive et al., 2005). Esto implicaria que tal vez
TGF-B y CD105 estarian implicadas en la angiogénesis mediada por las MenSC.
También es posible que los cambios observados en la expresion de CD105 no estén
relacionados directamente con la capacidad de las MenSC de mediar el proceso de
implantacién embrionaria. Como se menciond, CD105 le permite a TGF-$ fomentar la
proliferacion de las células endoteliales (Li et al., 2000; Valluru et al., 2011; Liu et al.,
2014), por lo que posiblemente un aumento en CD105 permitiria un aumento en el
numero de integrantes de la poblacion de MenSC, lo que a su vez generaria un aumento

de la cantidad neta de factores, como LIF y FGF-2, liberados por la poblacion.
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Otros marcadores y Migracion
Es necesario también tener en cuenta aquellos fenotipos que no se comportaron como
se esperaba. Es el caso de los marcadores VEGFa, TGF-beta y HOXA-10, ademas de

la capacidad pro-migratoria.

En estos casos se asumio a priori que estos aumentarian de manera similar a lo ocurrido
con LIF, FGF-2 y la capacidad pro-angiogénica, lo que sin embargo no ocurrio. Estos
resultados pueden ser abordados desde dos perspectivas, la primera consiste en
suponer que la falta de cambios se debe al disefo del estudio, ya sea porque (1) el
modelo de ciclo menstrual omitié elementos de importancia para estos factores, como
por ejemplo la hipoxia propia del endometrio (la cual es una reguladora de importancia
de VEGFa); (2) que no se haya observado un cambio por necesitarse un numero de
pacientes (n) mas grande; (3) las vias que controlan estas propiedades de las MenSC
requieren de mas tiempo de exposicion a las hormonas antes de iniciar cambios en la

expresion de los mismos, entre otras posibilidades.

Por otro lado, podria considerarse la falta de cambios como la realidad. En este caso se
podria decir que el ciclo menstrual no genera cambios en estas caracteristicas y
propiedades de las MenSC, a pesar de la importancia de las mismas para la
implantacién. Esta opcion, sin embargo, contradice una multitud de estudios que
destacan la capacidad de VEGFa, TGF-beta y HOXA-10 de responder a las hormonas
sexuales y su importancia para la implantacion (Achache & Revel, 2006; Demir et al.,
2010; Kodaman et al., 2004; Talbi et al., 2006). Asimismo, también se ha reportado que
LIF es capaz de inducir procesos migratorios en el trofoblasto (Silva & Serakides, 2016),

haciendo menos plausible esa opcion.
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Sin embargo, lo que se debe destacar en este estudio es que, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, no hubo respuesta de los marcadores en cuestion ni de la

capacidad pro-migratoria y que la causante de esto se desconoce

Limitaciones y Proyecciones

A pesar de la significancia estadistica que presentan los resultados obtenidos en este
estudio, es necesario tener un ojo critico a la hora de su interpretacion, sobre todo
teniendo en cuenta las implicancias que estos puedan tener. En primer lugar, se debe
destacar que los resultados observados se enmarcan en el contexto de tratamientos
hormonales que intentan emular in vitro las condiciones que anteceden a la ventana de
maxima receptividad uterina in vivo. Este modelo, al igual que cualquier otro modelo, es
una aproximacion simplificada de la realidad cuyos resultados deben ser tomados con la
adecuada cautela, es decir, estos no son mas que indicadores de lo que posiblemente
ocurre en la realidad. Finalmente, otro factor a tener en cuenta es el bajo nimero de
pacientes analizados (N=4). Con solo cuatro muestras de pacientes en tres pasajes
distintos, a pesar de ser estadisticamente significativos, y logicos de un punto de vista
mecanistico, es necesario analizar los resultados con el debido cuidado. A pesar de
estas limitantes, el estudio aqui presentado cumple con su objetivo de servir como una

primera aproximacién en él lo que respecta al rol de las MenSC.

Teniendo en cuenta las limitaciones y los resultados del estudio se debiese realizar, en
caso de considerarse necesario, un ajuste del modelo de tratamiento hormonal. Para
poder tener resultados mas acordes a la realidad se debiese incluir la condicion de
hipoxia que existe al interior del endometrio a lo largo del ciclo menstrual (Ottosen, 2006)
de esta forma seria posible evaluar nuevamente el comportamiento de los marcadores

de receptividad que no respondieron, en busqueda de cambios en su expresion.
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También se debiese aumentar el nUmero de muestras incluidas en el estudio de forma
de poder obtener resultados que representen de mejor manera a la poblacién deseada.
Finalmente, se postula la medicion de mas propiedades de las MenSC, tales como el
fomento de la invasion, los niveles proteicos de los marcadores de receptividad, la

activacion o inhibicion de las proteinas STAT3 y ERK-1/2, entre otros.
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2.7 CONCLUSION

En base a los cambios fenotipicos experimentados por las MenSC tratadas en el
presente estudio es plausible proponer la existencia de una relacion entre esta poblacion
de células madre y el proceso angiogénico que ocurre durante la implantacion del
embrion. Esta relacion estaria aparentemente bajo el control del ciclo menstrual y
consistiria en una modulacion directa de las MenSC sobre el fendmeno angiogénico

estudiado.
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