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ABREVIATURAS

ACN Acetonitrilo

AF Activation function (funcién activadora de la transcripcién)

AG-205 Antagonista de PGRMC(C1

AH Acido hialurénico

uma Unidad de masa atomica

mRNA Messenger RNA (ARN mensajero)

TRA Tecnologia de reproduccion asistida

BL21 Células competentes (cepa de Escherichia coli)

BSA Bovine serum albumin (albumina de suero bovino)

BUS B-upstream segment (segmento B-upstream)

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

cDNA Complemntary DNA (ADN complementario)

CIP Calf-intestinal alkaline phosphatase (fosfatasa alcalina)

Cos Controlled ovarian stimulation (estimulacién ovarica controlada)

COX-2 Ciclooxigenasa-2

cRNA Complementary RNA (ARN complementario)

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (4’,6-Diamino 2-Fenil-indol)

DIGE Differential in gel electrophoresis (electroforesis diferencial en
gel)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Medio de cultivo Eagle
modificado de Dulbecco)

DTT 1,4-dithiothreitol

E2 Estradiol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (acido

etilendiamminotetraacetico)
EEC Epithelial endometrial cells (células endometriales epiteliales)
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas)

EP Early proliferative phase (fase proliferativa temprana)

ERA Endometrial receptivity array (array de receptividad
endometrial)

NR-ERA Endometrial receptivity array - non receptive array de

receptividad Endometrial no receptivo
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R-ERA

ES
dESC

ESC
ESI
FDR
FOXO01
FSH
GFP
GnRH

GST
HRE
HRP
H-score
HSP

ICC

IGF
IGFBP-1

IL-8
IMC
I0P
IPTG
1U-1IVI
Kd
KGN
LB
LBD
Lef
LH

ABREVIATURAS

Endometrial receptivity array - receptive (array de receptividad
endometrial receptivo)

Early secretory phase (fase secretora temprana)
Decidualized endometrial stromal cells (células estromales
endometriales decidualizadas)
Endometrial stromal cells (células estromales endometriales)
Electrospray ionization (ionizacién mediante electroespray)
False discovery rate (tasas de descubrimientos falsos)
Forkhead Box Protein 01 (factor de transcripcién FOX01)
Follicle stimulating hormone (hormona foliculo estimulante)
Green fluorescent protein (proteina verde fluorescente)
Gonadotropin-releasing hormone (hormona liberadora de
gonadotropina)

Glutation S-transferasa

Hormone response element (elementos de respuesta)
Horseradish peroxidase (peroxidasa de rabano)

Puntuacién H

Heat shock protein (proteina de choque térmico)
Immunocytochemistry (inmunocitoquimica)

Insulin Growth factor (factor de crecimiento insulinico)
Insulin-like growth factor-binding protein 1 (proteina de uniéon
al factor de crecimiento similar a la insulina-1)
Interleucina-8

Indice de masa corporal

Insuficiencia ovarica primaria
[sopropil-B-D-tiogalactopirandsido

Instituto Universitario-1VI

Constante de disociaciéon

Linea celular tumoral de células de la granulosa

Luria Bertani broth (caldo Luria Bertani)

Ligand binding domain (dominio de unién al ligando)
Lymphoid enhancer-binding factor (factor estimulador linfoide)

Luteinizing hormone (hormona luteinizante)
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LP

LS
MAPK
MEC
MPA
mPR

MS
NacCl

ndESC

NF-kB
nPR

NR

NTD

ORF

P4

P4-BSA

PAQR

PBS

PBS-T

PCR

pET

PFA
PGRMC(C1

ABREVIATURAS

Late proliferative phase (fase proliferativa tardia)
Late secretory phase (fase secretora tardia)
MAP quinasa

Matriz extracelular

Medroxiprogesterona
Membrane progesterone receptor (receptor de membrana de la
progesterona)

Middle secretory phase (fase secretora mediana)

Sodium chloride (Cloruro de sodio)

Non decidualized endometrial stromal cells (células estromales
endometriales no decidualizadas)

Nuclear factor kB (factor nuclear kB)

Nuclear progesterone receptor (receptores de progesterona
nucleares)

No receptivo

N-terminal domain (dominio amino terminal)

Open Reading frame (Marco abierto de lectura)
Progesterona

Progesterone conjugated to bovine serum albumin
(progesterona conjugada a albumina de suero bovino)
Progesterone and AdipoQ receptor (receptor de Progestina y
AdipoQ)

Phosphate buffered saline (solucién salina tamponada con
fosfato)

Phosphate buffered saline with tween 20 (solucién salina
tamponada con fosfato-tween)

Polymerase chain reaction (Reaccién en cadena de la
polimerasa)

Personalized embryo transfer (transfer embrionario
personalizado)

Paraformaldehido

Progesterone receptor membrane component 1 (Receptor de la

progesterona componente de Membrana 1)
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pH
PKA
PR-A
PR-B
PRE

PRL
PSM
PVDF

RIN
RIPA

RP-LC-MS/MS

RU486
DE

SDS
SDS-PAGE

SERBP1

SIGC
SREBP

STAR

SUMO
TBS
Tcf
TF
TFA

ABREVIATURAS

Potencial de hidrégeno
Proteina quinasa A

Progesterone receptor-A (receptor de progesterona A)
Progesterone receptor-B (receptor de progesterona B)
Progesterone response element (elementos de respuestas a la
progesterona)

Prolactina

Peptide-spectrum match (coincidencia del espectro peptidico)
Polyvinylidene difluoride (fluoruro de polivinilideno)
Receptivo
RNA integrity number (nimero de integridad del ARN)
Radio-immunoprecipitation assay (tampo6n de ensayo de
radioinmunoprecipitacion)

Reverse phase-liquid chromatography-mass spectrometry
(cromatografia liquida en fase reversa acoplada a
espectrometria de masas)

Mifepristona

Sesviacion estandar

Dodium dodecyl sulfated (dodecilsulfato so6dico)

Sodium dodecyl sulfated gel polyacrylamide electrophoresis
(electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida)

SERPINE1 mRNA binding protein 1 (proteina de unién al
ARNm de la SERPINA1)

Linea celular de la granulosa

Sterol regulatory element-binding protein (proteina de unién al
elemento de respuesta a esteroles)

Steroidogenic Acute Regulatory Protein (proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda)

Pequefia proteina modificadora parecida a la ubiquitina
TRIS-buffered saline (solucién salina tamponada con tris)
T-cell factor (factor derivado de las células T)

Transcription factor (factor de transcripcién)

Trifluoroacetic acid (acido trifluoroacético)
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TMB

Tris-HCI
ulNK
WOI

ABREVIATURAS

Tetramethylbenzidine (solucién de reactivo de
Tetrametilbenzidina)

Tris hydrochloride (Tris hidroximetil cloridrato)
Uterine natural killer cell (célula natural killer uterina)

Window of implantation (ventana de implantacién)
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INTRODUCCION

1. El endometrio humano

El endometrio, un tejido sensible a las hormonas esteroideas y a los factores
proteicos locales, es el revestimiento de la mucosa del Utero que deriva de la capa
interna del mesénquima ductal paramesonéfrico embrionario (Huang et al. 2014).
El desarrollo y la funcién del endometrio en primates de orden superior que
menstrian (incluidos los humanos) es complejo en comparacién con la mayoria de
otros mamiferos (Brenner and Slayden 2004; Jabbour et al. 2006). El endometrio
humano se ha dividido clasicamente en dos capas principales: la capa funcional
superior transitoria y la capa basal inferior permanente, adyacente al miometrio
(Ferenczy and Bergeron 1991). La capa funcional estd revestida por epitelio
luminal, que contiene epitelio glandular superficial y estroma (Figura 1A, B). Es la
capa en la que se produce la proliferacién endometrial, los cambios de secrecion, la
implantacién y el desprendimiento menstrual, regenerandose por completo
sucesivamente y después del parto (Ferenczy and Guralnick 1983)(Gargett, Chan,
and Schwab 2008). La capa funcional se puede dividir en la zona esponjosa mas
profunda con una zona estromal poco organizada y una zona compacta superficial
con un estroma mas compacto (Ferenczy 1980) (Wynn 1989) (Figura 1B). El
estrato basal, situado entre la zona esponjosa y el miometrio, contiene la parte
terminal de las glandulas endometriales y el estroma densamente organizado. Este
estrato no se desprende durante la menstruaciéon o en el parto, permaneciendo
después del cese de la ciclicidad ovarica como un endometrio postmenopdausico
atréfico e inactivo (Chhieng and Hui 2011), pudiendo ademas repoblar todas las
células en la zona funcional después del desprendimiento menstrual. En esta zona
basal probablemente es donde se encuentran las células madre, responsables en
parte de la regeneracion del tejido (Gargett and Masuda 2010). Los otros
componentes del endometrio, es decir, los vasos sanguineos y las células
inmunitarias, existen en ambas capas (Bulmer, Longfellow, and Ritson 1991)
(Spencer, Gimble, and Lopez 2011).

El acceso a todo el grosor del endometrio, que contiene tanto el estrato
basal como un estrato funcional, generalmente requiere histerectomia y por lo
tanto, particularmente cuando se estudia endometrio de mujeres sanas o con

endometrio benigno, los investigadores han considerado principalmente el estrato
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funcional que se obtiene facilmente con una biopsia endometrial ambulatoria

(Hapangama et al. 2008). Sin embargo, se ha postulado que la respuesta hormonal,

por ejemplo, difiere entre el estrato funcional y el basal (Prianishnikov 1978)

(Padykula et al. 1989).

B Glandula uterina

Capa compacta

. Endometrio
- Capa esponjosa

} Capa basal

- Miometrio

Arteria helicoidal

Figura 1. Estructura del endometrio. Secciones uterinas y endometriales in vivo (A). Descripcion
esquematica de las capas endometriales (B).
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2. Control endocrino del ciclo ovarico v ciclo endometrial

La reproduccién en los humanos depende de la funcién de unas neuronas
especificas del hipotadlamo que secretan hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y junto al eje hipotadlamo-hipéfisis-génadas, representan la
via central de regulacion de la fertilidad. En las mujeres, la secrecion pulsatil de
GnRH estimula la hipéfisis para secretar dos gonadotropinas, la hormona
luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) en momentos especificos, creando
asi el entorno hormonal apropiado para el desarrollo folicular ovarico y
controlando el ciclo reproductivo (I. ]J. Clarke et al. 1987)(Wildt et al. 1981)
(Marshall and Griffin 1993). Las frecuencias de pulso de GnRH mas altas estimulan
la sintesis y liberacion de LH, mientras que las frecuencias de pulso de GnRH mas
bajas favorecen la sintesis y liberacion de FSH (Wildt et al. 1981)(Wildt et al. 1981)
(Knobil 1980) (Dalkin et al. 1989). Las gonadotropinas activan la gametogénesis y
estimulan el ovario para la sintesis de hormonas esteroideas, estrégeno y
progesterona, asi como varios péptidos claves autocrinos, paracrinos y endocrinos.
Dichas hormonas esteroideas a su vez estimulan la proliferacion endometrial y
afectan a muchos oOrganos terminales. Estréogeno y progesterona forman
centralmente circuitos de retroalimentaciéon tanto negativos como positivos.
Aunque tengan cierta retroalimentacién a nivel del hipotalamo para modular la
funcion de la GnRH, la retroalimentacion mas dindmica ocurre a nivel de la
pituitaria anterior para regular la respuesta a la GnRH.

La foliculogénesis, la ovulacién, la luteinizacién y el crecimiento y
disminuciéon del endometrio durante el ciclo menstrual dependen de los factores
autocrinos, paracrinos y endocrinos mencionados anteriormente producidos a

partir de este eje.

2.1 Ciclo ovdrico y ciclo endometrial

La duracién de un ciclo endometrial es la cantidad de dias entre el primer
dia de sangrado menstrual de un ciclo y el inicio de la menstruacion del ciclo

siguiente. La duraciéon media de un ciclo endometrial es de 28 dias, con la mayoria
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de las longitudes de ciclo entre 25 y 30 dias. El ciclo ovarico y endometrial pueden
dividirse en dos fases: (1) fase folicular y (2) fase lutea (en el ovario) o (1) fase
proliferativa y (2) fase secretora (en el endometrio). Mas detalladamente, las fases
proliferativa y secretora del ciclo endometrial podrian ser subdivididas de tal
manera: “fase proliferativa temprana-media” (early-midproliferative phase) (dias

7.0

1-8); “fase proliferativa tardia” (late proliferative phase) (dias 9-14); “fase
secretora temprana” (early secretory phase) (dias 15-18); “fase secretora
media” (middle secretory phase) (dias 19-22); “fase secretora tardia” (late
secretory phase) (dias 23-28) (Figura 2).

La fase folicular comienza desde el primer dia de la menstruacién hasta la
ovulacion. El desarrollo de foliculos ovaricos caracteriza esta fase. El aumento de
LH se inicia por un drastico aumento del estradiol producido por el foliculo
preovulatorio, dando como resultado la posterior ovulacién. El aumento de LH
estimula la luteinizacion de las células de la granulosa y estimula la sintesis de la
progesterona responsable del aumento de FSH a mitad del ciclo. Ademas, el
aumento de LH estimula la reanudacion de la meiosis y la finalizacién de la divisiéon
de reduccién en el ovocito con la liberaciéon del primer corpuisculo polar. La fase
lutea dura 14 dias en la mayoria de las mujeres (Figura 2).

Las hormonas esteroideas ovaricas regulan la funcién endometrial y la
menstruaciéon humana. Durante los afios reproductivos de una mujer, el estradiol
circulante, derivado de los ovarios y la progesterona, inducen cambios ciclicos en el
endometrio como preparacion para la implantacién del blastocisto (H. N. Jabbour
et al. 2006)(Henriet, Gaide Chevronnay, and Marbaix 2012). Durante la fase
proliferativa (folicular) del ciclo endometrial, los niveles circulantes de estradiol
estimulan la proliferacion de las células epiteliales endometriales, asi como el
crecimiento y la vascularizaciéon de las glandulas. El estradiol aumenta la sintesis
endometrial de su propio receptor intracelular, lo que aumenta su efecto y la
producciéon de receptores de progesterona, preparando el endometrio para
responder a la produccion lutea de progesterona.

Al final de la fase folicular, cuando los niveles de estradiol son mas altos, la
respuesta cambia de retroalimentacién negativa a positiva a través de un
mecanismo que aun no esta bien descrito. La accién de la retroalimentacion

positiva del estradiol inicia un gran aumento continuo en la liberacién de GnRH
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(Moenter, Caraty, and Karsch 1990)(Moenter et al. 1991) que, junto con un
aumento en la respuesta de las gonadotropinas a la GnRH (Adams, Norman, and
Spies 1981)(Aiyer, Fink, and Greig 1974)(1. ]. Clarke et al. 1988) (Crowder and Nett
1984), provoca un aumento en la liberacion de LH de la hipéfisis, iniciando la
ovulacion. Tras la ovulacion, el cuerpo luteo secreta altos niveles de progesterona
para mantener la receptividad endometrial en caso de que ocurra la fecundacién

del 6vulo y posterior implantaciéon embrionaria.
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Figura 2. Esquema del ciclo ovarico y ciclo endometrial (Figura adaptada de Stuart Ira Fox:
Fisiologia humana, 14e).
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En ausencia de embarazo, el cuerpo ldteo retrocede (acaba atrofiado),
causando una fuerte disminucién en los niveles circulantes de progesterona. La
retirada de progesterona resultante da como resultado la menstruaciéon. Esta
ampliamente aceptado que esta fuerte disminucion es el factor desencadenante de
la menstruacion en las mujeres. Los estudios en humanos, utilizando antagonistas
de la progesterona como la mifepristona (o RU486) durante la fase secretora
media, han aumentado nuestro conocimiento de los eventos endometriales locales
durante la menstruacién humana, proporcionando pruebas de que la retirada de
progesterona es importante en la fisiologia menstrual.

La caida de progesterona desencadena una respuesta inflamatoria local en
el endometrio que involucra infiltracién de leucocitos, liberacién de citoquinas,
edema y activacion de metaloproteinasas de la matriz (H. N. Jabbour et al. 2006). El
resultado es un colapso de las glandulas endometriales, una constricciéon de los
vasos sanguineos, ruptura del tejido y el desprendimiento de los dos tercios

superiores del endometrio (la capa funcional) durante la fase menstrual del ciclo.

3. Decidualizacion endometrial

Durante la fase secretora (después de la ovulaciéon hasta la menstruacion)
del ciclo endometrial, la progesterona actia sobre un endometrio que ha estado
expuesto a estrogenos. El endometrio responde al rapido aumento de la
progesterona con cambios secretores en las células luminales, mayor desarrollo de
las glandulas, decidualizacién de las células del estroma y desarrollo de vasos en
espiral.

El término decidua se deriva del verbo latino “decidere”, que significa morir,
desprenderse o separarse. La decidualizacion del endometrio se produce solo en
especies en las que la placentacion implica la ruptura del epitelio luminal y la
invasion de los tejidos maternos por el trofoblasto, aunque se ha descrito una
reaccion similar a la decidualizacion en algunas especies con placenta no invasiva,

como las ovejas (Johnson et al. 2003).
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El proceso de decidualizacién convierte las células del estroma endometrial
alargadas en células deciduales mas esféricas, aumentando su produccién de
prolactina, de la proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina-1
(IGFBP-1) y glucégeno (] J Brosens, Hayashi, and White 1999) (Dunn, Kelly, and
Critchley 2003). La decidualizacién es iniciada por la Adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) y ocurre en las células del estroma perivascular antes de extenderse en una
"onda" a través del compartimiento del estroma. El proceso de decidualizacion va
acompafado de cambios marcados en la diferenciacion celular; es decir, conversion
de las células estromales endometriales (ESC) similares a fibroblastos en células
deciduales de tipo epitelial rodeadas por una matriz extracelular (MEC),
enriquecida en proteinas similares a membranas basales tales como colageno IV y
laminina (Wewer et al. 1985) (Church et al. 1996) (Iwahashi et al. 1996) (Schatz et
al. 1999). Generalmente, a la diferenciacion celular sigue la detencién del ciclo
celular y la inhibiciébn de la proliferacion celular, como en el caso de la
decidualizacion de las células estromales endometriales (Rider et al. 2005)
(Loercher et al. 2005) (Derynck and Wagner 1995).

Durante la decidualizacién, mas de 33 genes efectores epigenéticos se
modulan en las ESC, sugiriendo que la modificacion epigenética compleja
proporciona un amplio rango de plasticidad requerida para la transformacién de
las ESCs en células deciduales (Grimaldi et al. 2012). Ademas, una decidualizacién
alterada esta fuertemente asociada con la pérdida recurrente del embarazo, lo que
sugiere la importancia de una maduracidon celular decidual adecuada para
mantener el embarazo (Salker et al. 2010) (Lucas et al. 2016).

Cabe resaltar que durante el proceso de decidualizacién hay una extensa
comunicacion bidireccional (crosstalk) entre células estromales uterinas e
inmunes. La poblacién de leucocitos uterinos estd compuesta en gran parte por
células natural killer (uNK), una poblacion especializada. Después de la ovulacion,
el nimero de células uNK aumenta dramaticamente, y constituyen muchas veces
una proporcidn sustancial (30% -40%) de células en el compartimento estromal.
La poblacidén de células uNK sigue siendo prominente en la decidua temprana pero,
en ausencia de embarazo, desaparece antes de la menstruaciéon (Croy et al. 2006)

(Figura 3).
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3.1 Cambios tisulares: caracteristicas celulares y ultraestructurales de las

células deciduales

Durante la fase proliferativa, las ESCs tienen una apariencia similar a los
fibroblastos, con un reticulo endopldsmico rugoso y aparato de Golgi bien
desarrollados, poco citoplasma y nucleos alargados (Cornillie, Lauweryns, and
Brosens 1985) (Lawn, Wilson, and Finn 1971). La transformacién decidual, tanto in
vivo como in vitro, se asocia con redondeo del nucleo, aumento del nimero de
nucléolos, dilataciéon del reticulo endoplasmico rugoso y del aparato de Golgi, y
acumulacion de glucégeno y gotas de lipidos en el citoplasma en expansion

(Kajihara et al. 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Redes de sefializaciéon durante el proceso de decidualizacién. Las moléculas clave
para la decidualizacion estan representadas en este dibujo. La decidua estd compuesta de células
estromales (ESC) diferenciadas (deciduales) muchas de las cuales estdn diferenciadas
terminalmente (poliploides). La decidualizacién implica la coordinacién de varios procesos,
incluida la poliploidia, y varios tipos de moléculas, como receptores de citoquinas, enzimas,
morfégenos, hormonas y factores de transcripcion. ADM, adrenomedulina; BV, vaso sanguineo;
DEDD, proteina que contiene el dominio efector de la muerte; IL-11Ra, receptor de interleuquina 11
o; mTORC1, complejo 1 diana de rapamicina en mamiferos; SGK1, quinasa regulada por
suero y glucocorticoides 1; Sphk1/2, esfingosina quinasa 1/2 (Figura adaptada de Cha J y cols,
2012).
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En la fase de secretora temprana y media del ciclo, las extensiones
citoplasmicas delgadas se extienden hacia el tejido conectivo edematoso, liberando
posiblemente glucégeno y otros productos secretores en el espacio extracelular. En
la fase secretora tardia, las células que se van decidualizando muestran
extensiones similares a pseudopodos que engloban a la matriz extracelular (MEC)
y aumenta el nimero de fagosomas y lisosomas intracelulares. La decidualizacién
de las ESCs exhibe actividad fagocitica, lo que puede contribuir a la intensa

remodelacion de la MEC (Cornillie, Lauweryns, and Brosens 1985).

3.2 Marcadores de decidualizacion

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada a
partir de células especializadas de la glandula pituitaria anterior, las lactotropas.
Pero, aunque la principal fuente de sintesis y secrecion de PRL es la glandula
pituitaria anterior, también otros érganos y tejidos en el cuerpo tienen esta
capacidad, como hipotadlamo (Alonso et al. 1988) (Harlan et al. 1989), placenta
(Handwerger 1991), decidua (Andersen 1990) (Clementes et al. 1983), glandula
mamaria (Nolin and Witorsch 1976), sistema inmune (Gala and Shevach 1994). La
PRL es altamente versatil, con funciones biol6gicas multiples en diferentes
especies que se dividen en las siguientes categorias generales: reproduccion,
embarazo y lactancia, crecimiento y desarrollo, metabolismo, modulacién inmune,
transporte de electrolitos, regulacion de la epidermis, comportamiento y
carcinogénesis (Marano and Ben-Jonathan 2014).

El liquido amnidtico contiene una cantidad abundante de prolactina (PRL),
con niveles que alcanzan su maximo entre las 18 y 26 semanas de embarazo. Las
concentraciones de PRL amniética pueden exceder los niveles circulantes desde 50
a 100 veces (N Ben-Jonathan et al. 1996) (Kletzky et al. 1985). En 1978, se
descubri6 que la fuente de la PRL amniética no es la pituitaria sino la decidua
(Golander et al. 1978) (Riddick et al. 1978). La produccién de PRL endometrial se
demostrd antes del embarazo, alrededor del dia 22 del ciclo, en las ESCs en el
proceso de decidualizacién (Maslar and Riddick 1979) (Daly, Maslar, and Riddick
1983).
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La proporcién de células que expresan PRL en la decidua aumenta durante
el embarazo (Daly, Maslar, and Riddick 1983), y el nivel de expresion se
correlaciona positivamente con el tamafo de la célula decidual (W. X. Wu et al.
1995).

Se ha sugerido que la PRL en la unidad uteroplacentaria estimula el
crecimiento y la invasion del trofoblasto, promueve la angiogénesis, modula la
supervivencia de las células natural killer uterinas (uNK), previene el rechazo
inmunitario y regula el transporte de agua a través del amnios hacia el
compartimiento materno (H. Jabbour and Critchley 2001) (Stefanoska et al. 2013)
(Nira Ben-Jonathan, LaPensee, and LaPensee 2008) (Corbacho, Martinez De La
Escalera, and Clapp 2002) (Tyson, Mowat, and McCoshen 1984). Otro producto
proteico importante de un endometrio no gestante durante la fase secretora media
y tardia, y que se produce en abundancia en la decidua, es la IGF-binding protein-1
(IGFBP-1), también conocida como proteina placentaria 12 (Bohn and Kraus 1980)

y oi-globulina endometrial dependiente de progesterona (a1-PEG) (Bell et al.

1988) (Rutanen et al. 1985).

La familia del factor de crecimiento insulinico (IGF) es importante en el
desarrollo ciclico endometrial durante el ciclo menstrual y en el proceso de
implantacién (Giudice 1997). Los miembros del sistema IGF incluyen los péptidos
IGF, las proteinas de union a IGF (IGFBPs) y los receptores de IGF. En el endometrio
humano, los miembros de esta familia sufren cambios unicos en la expresion a lo
largo del ciclo menstrual y en la gestaciéon temprana (Giudice et al. 1991) (Giudice
et al. 1994) (Giudice et al. 1993) (Giudice, Dsupin, and Irwin 1992). La expresion
célulo-especifica de los ARNm que codifican los IGF y sus receptores subrayan los
potenciales roles autocrino (estromal) y paracrino (epitelial-estromal) para los IGF
en la funcién celular endometrial (Irwin et al. 1993) (Frost, Mazella, and Tseng
1993).

IGFBP-1 es secretada exclusivamente por parte de la decidua en la unidad
materna fetal y no es en absoluto una proteina placentaria. En humanos, la IGFBP-1
es un producto principal del endometrio secretor tardio (16 ug/g de proteina), y su
produccién aumenta varios érdenes de magnitud en ladecidua gestante (1224 ug/
g de proteina) (Giudice 1997), alcanzando sus niveles maximos alrededor de las 16

semanas de gestacion, precediendo a los de PRL (Wathen et al. 1993).
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IGFBP-1 regula la biodisponibilidad de IGF-1, la cual puede cambiar en base
a su estado de fosforilacion. Aunque el higado produce una unica isoforma
altamente fosforilada, las células deciduales producen principalmente variantes
no- o hipofosforiladas que son menos efectivas en el secuestro de IGF-1 (Carter et
al. 2004). También ha sido reportado que IGFBP-1 estimula la invasién del
trofoblasto (Gleeson et al. 2001).

La decidualizacién también se asocia con la expresién alterada de
numerosos ligandos, receptores, intermediarios de sefial y factores de
transcripcién, que a su vez coordinan la expresion de redes de transcripcién
especificas de diferenciaciéon. Ademas, varios reguladores deciduales clave se
regulan positivamente en la diferenciacién de las ESCs a nivel de proteina pero no a
nivel de ARNm, incluida la proteina supresora de tumores p53 (Pohnke et al. 2004)
y el supresor de metastasis CD82 (KAI-1) (Birgit Gellersen et al. 2007). La
decidualizacién también estd asociada a cambios profundos en el citoesqueleto,
representados por una disminucion en la alpha actina y una reduccién de la cadena
2 de la miosina fosforilada activa (Fazleabas and Strakova 2002) (Schwenke et al.
2013) (Ihnatovych et al. 2007).

Estudios de microarray han demostrado que la decidualizacién implica la
reprogramacion secuencial de familias enteras de genes relacionados
funcionalmente, involucradas en la organizacion de la matriz extracelular, adhesion
celular, organizaciéon citoesquelética, transduccion de sefal, metabolismo,
diferenciacion y apoptosis (Popovici, Kao, and Giudice 2000) (Brar et al. 2001)
(Tierney et al. 2003). Se piensa que esta reprogramacion de las células
endometriales sea esencial para una controlada invasion del trofoblasto y la
formacién de una placenta funcional (Jan ]J. Brosens, Pijnenborg, and Brosens
2002).

Garrido-Gomez y cols. utilizaron, por otro lado, enfoques proteémicos y
secretdmicos para caracterizar el fenotipo decidual en cultivos primarios tratados
con estradiol y progesterona. Identificaron 47 proteinas intracelulares y 18
secretadas diferencialmente expresadas. El analisis funcional destacd, también en
este caso, una abundancia de proteinas involucradas en la organizacién del
citoesqueleto y en la composicion de la ECM, chaperonas moleculares, citoquinas y

quimiocinas (Garrido-Gomez et al. 2011a).
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En consecuencia, se han propuesto una variedad de factores y cambios
celulares que pueden servir como marcadores putativos de decidualizacion,
aunque pocos son tan especificos y bien definidos como PRL e IGFBP-1.

De tal manera, PRL e IGFBP-1, hoy en dia, se consideran marcadores
establecidos y ampliamente utilizados para evaluar el estado de diferenciaciéon de
las ESC en cultivo, junto a la distribucion de los filamentos de F-actina, sefial de una

remodelacion del citoesqueleto.

3.3. Inducciéon de la decidualizacion: importancia del papel de cAMP vy

progesterona

La decidualizaciéon depende de la convergencia de las vias de sefializacion
de cAMP y progesterona, asi como de la induccién y/o activaciéon de los factores de
transcripcion (TF, transcription factors) nucleares deciduales (Birgit Gellersen and
Brosens 2014) (J ] Brosens, Hayashi, and White 1999).

En cultivo primarios, el tratamiento prolongado de ESC con estradiol y
progesterona aumenta la produccién de cAMP e induce genes marcadores de
decidualizacién. Sin embargo, esta induccién puede ser bloqueada con un inhibidor
de proteina quinasa A (PKA), lo que subraya la importancia de la via de cAMP en la
respuesta de las ESC a las hormonas ovaricas (Matsuoka et al. 2010) (Yoshino et al.
2003) (Brar et al. 1997). La diferenciacion de ESCs dependiente de progesterona
coincide pues con un aumento gradual en los niveles de cAMP intracelular y es
inhibida en presencia de un inhibidor de PKA.

Se ha demostrado que la sefializacién de cAMP altera profundamente la ruta
de las pequefias proteinas SUMO (Small Ubiquitin-like modifier) en ESC, de una
manera dependiente del tiempo, lo que lleva a la hiposumoilacién de la forma
activada de la isoforma A del receptor de la progesterona (PR-A) y a la activacién
transcripcional de los genes especificos de la decidua (Jones et al. 2006).

El momento de la respuesta decidual en la fase secretora del ciclo es, por lo
tanto, crucial y depende de la convergencia de las vias de cAMP y progesterona.
Aunque la decidualizacién depende de niveles elevados de progesterona, existe una

clara evidencia que sugiere que el inicio de este proceso requiere niveles elevados
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de cAMP intracelular (Jan ]. Brosens, Pijnenborg, and Brosens 2002) (B Gellersen
and Brosens 2003) (] ] Brosens, Hayashi, and White 1999) (B Gellersen et al. 1994)
(Christian, Zhang, et al. 2002) (Christian, Pohnke, et al. 2002) (Mak et al. 2002) y
que tal elevacién intracelular es primordial para el estado decidualizado de las ESC

(Telgmann et al. 1997).

3.4 Ciclo celular de las células deciduales

La decidualizacién in vitro de las ESC en respuesta al tratamiento con
analogo de cAMP, estradiol (E2) y medroxiprogesterona (MPA) se ha visto asociada
con un paro inicial del ciclo celular en GO/G1, y detencion en fases G2/M en etapas
posteriores, y el compromiso de miembros de la via de p53 (Logan et al. 2012).

Se ha demostrado que el cAMP (que se desencadena por el pico de la
hormona luteinizante) tiene una respuesta inicial de decidualizacién mas rapida,
mientras que la progesterona tiene una respuesta mas lenta y persistente (B
Gellersen and Brosens 2003) (Tierney et al. 2003). Tanto el cAMP como la
progesterona activan los mecanismos moleculares de la parada del ciclo celular,
que involucra muchas proteinas reguladoras del ciclo celular. El cAMP, mediante la
regulacion positiva del factor de transcripcion FOXO1 (Forkhead Box Protein O1) y
del receptor de progesterona A (PR-A), activa la regulacion negativa de la ciclina D1
(Qian et al. 2005) (Schmidt et al. 2002) (Takano et al. 2007) y la inhibicion de la
proteina retinoblastoma, deteniendo las células en la fase G1 e impidiendo la
entrada en la fase S (Cobrinik 2005) (Cloke et al. 2008). En las células epiteliales y
estromales de endometrio, se ha demostrado que el tratamiento con progesterona,
sin cAMP, detiene el ciclo celular en la fase G2/M al disminuir la expresién de la

proteina ciclina B1 (L. Tang et al. 2009).

3.5 Protocolos de decidualizacidn in vitro

Se han establecido numerosos protocolos para inducir la decidualizacion in

vitro (Birgit Gellersen and Brosens 2014) (Tabla 1). Los protocolos comunmente
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utilizados implican el tratamiento de las células con 1) estradiol y progesterona (o
un progestageno), 2) un factor o analogo inductor de cAMP, o 3) una combinacién
de analogo de cAMP y progesterona o progestageno. La duracién del tratamiento

varia profundamente entre los estudios, que van de unas pocas horas a 10 o mas

dias.

Tratamiento Duracion Chequeo final Referencia
Explantes endometriales
P4 + E2 6-10 dias Secrecién PRL Daly DCy cols., 1983
P4 2-28 dias Secrecion PRL Maslar IAy cols., 1986
Cultivos primarios de ESC
8-Br-cAMP 12-24 horas Induccién promotor PRL Telgmann Ry cols., 1997
8-Br-cAMP 1-3 dias ARNm PRL, ARNm IGFBP-1 Samalecos A y cols., 2009
8-Br-cAMP 2 dias Analisis microarray Popovici RM y cols., 2000
8-Br-cAMP 24-48 horas Andlisis microarray Tierney EP y cols., 2003
CRH 8 dias Secreciéon PRL Ferrari Ay cols., 1995
db-cAMP 4 dias Secrecion PRL Tang By cols., 1993
FSH = LH o hCG 4-6 dias Secrecién PRL Tang By cols., 1993
MPA 10-20 dias ARNm PRL, ARNm IGFBP-1 Tseng Ly cols., 1992
MPA + 8-Br-cAMP 4-10 dias Secreciéon PRL Brosens JJ y cols., 1999
MPA + E2 + activina A 10 dias Secrecion PRL Josens RLy cols., 2002
MPA + E2 + PGE2 3 dias Secrecién PRL Frank GRy cols., 1994
MPA +IGF-1 28 dias Secrecion PRL Rosenberg y cols., 1991
MPA + RLN 6 dias Secrecién PRL Telgmann y cols., 1997
MPA + RLN + E2 5 dias Secrecion PRL Huang JRy cols., 1987
MPA o P4 20 dias Secrecion PRL Zhu HH y cols., 1990
P4 + cortisona + 8-Br-cAMP 4 dias ARNm PRL, ARNm IGFBP-1 Kuroda Ky cols., 2013
P4 + DES + EGF 25 dias Secrecion PRL Irwin JCy cols., 1991
P4 + DHT + 8-Br-cAMP 4-8 dias Secrecion PRL e IGFBP-1, ARNm PRL Cloke B y cols., 2008
P4 + E2 10-15 dias Secrecion PRL Irwin JCy cols., 1989
P4 + E2 14 dias Secreciéon IGFBP1 Hess AP y cols., 2007
P4 + E2 + EGF 10 dias Andlisis microarray Popovici RM y cols., 2000
P4+ E2 + IL-11 12 dias Secrecion PRL e IGFBP-1 Dimitriadis E y cols., 2002
Explantes deciduales
P4 3-10 dias Secrecién PRL Hamaguchi My cols., 1990

Birgit Gellersen and Jan J. Brosens et al. 2014

Tabla 1. Tratamientos deciduogénicos utilizados para decidualizacién in vitro de las ESCs.
Abreviaturas: DES, dietilestilbestrol; E2, estradiol; P4, progesterona.
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El cAMP de accién rapida induce, in vitro, un fenotipo totalmente decidual
dentro de los 3 primeros dias, mientras que la progesterona de accién lenta genera
una respuesta tardia entre 14-23 dias de tratamiento para inducir un fenotipo
completamente decidual (Birgit Gellersen and Brosens 2014). Por lo tanto, el cAMP

y la progesterona siguen dos vias separadas.

4. Accidn esteroidea: estradiol y progesterona

Los estrogenos, la progesterona y los androgenos son las tres principales
hormonas esteroides ovaricas clasicas que ejercen sus efectos sobre las células
endometriales, principalmente a través de sus receptores afines (Ov D Slayden and
Brenner 2004). El 17B-estradiol (E2) y las estronas son los dos principales
estrogenos disponibles para un endometrio sin embrion implantado, y éstos
ejercen sus funciones celulares a través de receptores nucleares, ERa y ERf, que
son factores de transcripcion inducibles por hormonas (Vani et al. 2008) (Crandall
and Barrett-Connor 2013).

La progesterona (P4) es una hormona esteroidea sintetizada por la
placenta, los ovarios y las gldndulas suprarrenales, y es esencial para las funciones
reproductivas, como la ovulacion y la iniciacién y mantenimiento del embarazo
(Morel et al. 2016). En particular, las funciones fisioldgicas de la progesterona
incluyen también la regulacion de otros tejidos, incluidos el cerebro, las mamas y
los huesos (Brisken 2013) (Xiu et al. 2016) (Rossetti et al. 2016).

Los principales objetivos uterinos para la progesterona son las células
estromales y epiteliales en el endometrio, las células del musculo liso en el
miometrio y los fibroblastos estromales y las células epiteliales glandulares en el
cuello uterino.

Los efectos de la progesterona en estas células estan mediados
principalmente por la unién del ligando a receptores de progesterona nucleares
(nPR) especificos (PR-A y PR-B), que representan la via de sefalizacion clasica, y
sus acciones pleiotrépicas se deben a variaciones especificas del tipo celular en la

senalizacion de nPR.
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Estos nPR, unidos a sus ligandos, se unen posteriormente a regiones
reguladoras de genes que incluyen elementos de respuestas a la progesterona
(Progesterone Response Element, PRE), para iniciar la transcripcion de genes que
responden a la progesterona (Jacobsen and Horwitz 2012).

La etiologia de las patologias uterinas, que incluyen endometriosis,
leiomioma, cancer de endometrio, cancer de cuello uterino y pérdida recurrente

del embarazo, se han asociado con una sefializacion de la comunicacion aberrante.

4.1 Via cldsica de la progesterona: receptores nucleares (nPR)

Los nPR tienen dos isoformas de receptores bien descritos: PR-A (94 kDa) y
PR-B (120 kDa) (Grimm, Hartig, and Edwards 2016) (Lessey, Alexander, and
Horwitz 1983) (] D Graham et al. 1995) (J. Dinny Graham and Clarke 1997) (Figura
4). Aunque PR-A es estructuralmente una version truncada de la isoforma B, ha
adquirido funciones divergentes, especialmente en el itero. Ambas isoformas estan
codificadas por un Unico gen, pero se transcriben a partir de diferentes promotores
para generar distintas subclases de ARNm de PR (C. L. Clarke and Graham 2012).
Las isoformas PR-A y PR-B comparten dominios con funcién activadora de la
transcripcion (AF) AF-1 y AF-2; la isoforma PR-B contiene un segmento N-terminal
especifico AF-3, que contiene el segmento B-upstream (BUS), ausente en la
isoforma PR-A (Figura 4).

Tanto PR-A como PR-B contienen ambos el dominio de unién al ligando C-
terminal (LBD) y la regién de bisagra (dominio h) (Figura 4). Un motivo consenso
para conjugacion de la proteina SUMO estd presente en el dominio N-terminal
(NTD) de PR-A y PR-B, y la sumoilacién modula la actividad transcripcional
ligando-dependiente sobre los promotores que contienen los elementos de
respuestas a la progesterona (Progesterone Response Element, PRE) (Abdel-Hafiz
and Horwitz 2012). EI NTD codifica una secuencia rica en prolina, que tiene un
sitio de unién para el dominio SH3 de SRC tirosina quinasa, una proteina que

contribuye a la sefalizacidn de progesterona extranuclear (Hill et al. 2012).
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Figura 4. Dominios del receptor de progesterona y modificaciones postraduccionales. PR-B es
la isoforma del receptor de longitud completa; PR-A carece de 164 aminoacidos en el extremo N-
terminal. Dominio de unidén al ligando (LBD), dominio de unién al ADN (DBD), dominio amino
terminal (NTD), bisagra (h), funciones de activacidn transcripcional AF1, AF2, AF3. Motivo de
poliprolina (421-427) que se une al dominio SH3 de la tirosina quinasa c-Src, fosforilaciones de
serina (P), sumoilaciéon (SUMO) (Figura adaptada de Krista K. Hill y cols, 2012).

4.1.1. Mecanismo de accion de los receptores cldsicos de progesterona

El receptor nPR no unido a su ligando existe en ambos compartimentos
subcelulares, citoplasma y nucleo, y reside en complejos con proteinas de choque
térmico (Heat shock proteins, HSP), tales como HSP70 y HSP90 (Kosano et al.
1998). La union de la progesterona a nPR induce la disociacién de HSP, la
dimerizacion del nPR, su translocacion desde el citoplasma al nicleo y retencién en
este ultimo del nPR dimerizado, que se une a determinados elementos de
respuesta (HREs) con consecuente activacion de la transcripcién de genes
especificos. Numerosos factores de transcripcion (AP1, SP1, STAT) estan
involucrados en la accion de nPR, y pueden activar o inhibir las actividades
transcripcionales (Stoecklin et al. 1999) (Owen et al. 1998) (Figura 5). Las
modificaciones postraduccionales de nPR, como la fosforilacién de serina N-
terminal y la acetilacion de lisina, también pueden alterar la actividad
transcripcional de nPR y afectar la selectividad del promotor (Abdel-Hafiz and

Horwitz 2014).
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4.1.2 Expresion endometrial de los nPR

Se han utilizado enfoques farmacolégicos (p.ej., RU486/mifepristona) para
estudiar las funciones del nPR en el tutero; sin embargo, los modelos de ratones
mutantes deficientes en su expresién de cada isoforma nPR han sido muy
instructivos para dilucidar las acciones fisiolégicas de los PR (revisado en (Lydon
et al. 1996) (Mulac-Jericevic and Conneely 2004).

Aunque la capa endometrial basal muestra una expresiéon persistente a lo
largo del ciclo menstrual, los nPR tienen diferentes expresiones a nivel temporal y
de localizacion en la capa funcional (Lessey et al. 1988) (Snijders et al. 1992). El
nPR estda ampliamente presente durante la fase proliferativa del ciclo, con elevada
expresion de ambas isoformas, PR-A y PR-B (Koshiyama et al. 1995) (J. D. Wang et
al. 1994) (H. Wang et al. 1998). Pero, después de la ovulacién, hay una disminucién
significativa de estos receptores en las células epiteliales glandulares de la capa
funcional. En cambio, nPR persiste en el compartimento del estroma de la capa

funcional a lo largo de la fase secretora, particularmente en la region perivascular.
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Andlisis inmunohistoquimicos del tejido humano han revelado que la
isoforma predominante durante la fase secretora es PR-A, mientras que PR-B
disminuye en ambas células estromales y glandulares en la segunda mitad del ciclo
(H. Wang et al. 1998) (] ] Brosens, Hayashi, and White 1999) (Mote et al. 2001).
Por lo tanto, las células del estroma endometrial siguen siendo sensibles a la
progesterona a lo largo de la fase secretora. Sin embargo, el compartimento
estromal se caracteriza por una considerable heterogeneidad celular. De hecho,
estudios de colocalizacion, con doble marcaje para nPR y PRL, han mostrado una
subpoblacién de ESC en la decidua que retienen elevados niveles de expresion de
nPR, pero a la vez una sefial muy débil para PRL. Por otro lado, aquellas células que
secretan PRL presentan no solamente caracteristicas morfolégicas deciduales, sino
que también muestran inmunoreactividad muy baja para nPR (J. D. Wang et al.

1994).

4.2 Via no cldsica de la progesterona

Se cree que las acciones de la progesterona, en el sistema reproductivo
femenino, estan principalmente mediadas por los clasicos nPR.

Sin embargo, no todas las acciones fisiologicas de la progesterona pueden
explicarse por la activacion de los nPR. De hecho, se conoce que la progesterona
actia también a través de vias de sefializacion no clasica (Mueck et al. 2014) que
pueden ser dependientes o independientes de la regulacién transcripcional o
genomica (Vicent et al. 2013). Ademas de la modulacién de la transcripcion génica
por nPR, varios segundos mensajeros y vias de transduccién de sefiales
desempefian un papel importante para ejercer efectos hormonales rapidos, en
cuestion de segundos, mediados por una sefializacién no clasica (Mani et al. 2012)
(Contro, R. Basile, and Proia 2015).

Dichas respuestas rapidas a la progesterona estdn mediadas por la
activacion de receptores de la membrana celular, citoplasmaticos o cascadas de
sefializacién intracelular independientes del receptor clasico (Frye et al. 2006)
(Dressing et al. 2011). Pero, en general, los receptores de las vias no clasica suelen

localizarse en la superficie celular y estan estructuralmente relacionados con
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receptores acoplados a proteina G y receptores transmembrana unicos (Gerdes, D
Wehling, M Leube, B Falkenstein 1998) (Saner et al. 2003) (Zhu, Bond, and
Thomas 2003) (Price, Hansen, and Oliver 2005) (Younglai et al. 2006) (Behera et
al. 2009) (Lee et al. 2010), con la consecuente asociacion a la actividad de la
tirosina quinasa y posterior activaciéon de la via de las MAP quinasas (MAPK)
(Migliaccio et al. 1998) (Lange 2004).

El soporte para una via alternativa a una mediacién de las acciones de la
progesterona proviene principalmente de estudios de cuerpos luteos de rata. Por
ejemplo, se ha visto que la progesterona reduce la tasa de apoptosis en los cuerpos
luteos (Kuranaga et al. 2000) y ademas, inyecciones de un antagonista de la
progesterona, RU486 (mifepristona), promueve la desaparicidn del cuerpo ltteo en
ratas (Telleria et al. 2001). Al igual que los estudios que involucran células luteales
de los primates, estas observaciones son consistentes con una participaciéon de
nPR. Sin embargo, las células luteas de rata no expresan nPR (Goyeneche et al.
2003) (Park and Mayo 1991). Estos hallazgos cuestionan el mecanismo a través del
cual la progesterona promueve la viabilidad de las células luteas. También existen
discrepancias en el mecanismo de acciéon antiapoptética de la progesterona con
respecto a las células de la granulosa. La progesterona previene la apoptosis de las
células de la granulosa (] ] Peluso 2003) (] ] Peluso and Pappalardo 1994) (] ]
Peluso and Pappalardo 1998) después del pico de LH (Svensson et al. 2000) (Quirk,
Cowan, and Harman 2004). Pero es muy importante destacar, que solo las células
de la granulosa aisladas después del pico de LH, expresan nPR (Park and Mayo
1991) (Quirk, Cowan, and Harman 2004). Por lo tanto, en las células de la
granulosa aisladas antes del pico de LH, la progesterona debe ser capaz de activar
una via antiapoptotica que sea independiente de la via de los nPR. Los nPR se
expresan después de la exposicion a LH (hCG), pero solo de forma transitoria,
durante un periodo de aproximadamente 2-4 h en el periodo preovulatorio (Park
and Mayo 1991) (Svensson et al. 2000) (Quirk, Cowan, and Harman 2004) (Park-
Sarge et al. 1995) (Natraj and Richards 1993). Durante este tiempo, las células de
la granulosa se vuelven mas resistentes a la apoptosis (Svensson et al. 2000)
(Quirk, Cowan, and Harman 2004).

La relevancia fisiolégica de los receptores no clasicos no esta clara, ya que

su capacidad para unir progesterona es relativamente baja, en comparacién con los
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nPR, y algunos estudios sugieren que nisiquiera son activados por la progesterona
(Krietsch et al. 2006). Sin embargo, las acciones no clasicas de la progesterona se
han demostrado estar asociadas con la modulacién del comportamiento sexual
(Frye et al. 2006), maduraciéon meiética en ovocitos de Xenopus (Finidori-Lepicard
et al. 1981a) y la reaccion acrosémica en esperma humano (Foresta, Rossato, and
Di Virgilio 1993), asi como la regulacion del flujo de iones en neuronas (Viéro et al.
2006), miocitos vasculares (Barbagallo et al. 2001) y células epiteliales (G. M. Head
etal. 1999).

Los efectos de la progesterona en el estroma endometrial probablemente se
ven facilitados a través del nPR localizado en las ESC, donde los niveles
relativamente altos de nPR se mantienen a lo largo la fase secretora del ciclo, lo que
permite a la nPR actuar como factor de transcripcion para regular directamente la
transcripcion de genes (Ov D Slayden and Brenner 2004). Sin embargo, el nPR es
indetectable en las células epiteliales de las glandulas localizadas en la zona
funcional durante la mitad de la fase secretora tardia del ciclo, por lo tanto, la via
de regulacion de los efectos de la progesterona sobre el epitelio uterino no se

acaban de entender completamente (Ov Daniel Slayden and Keator 2007).

4.2.1 Receptores PAOQR y PGRMC

Se han identificado dos familias de receptores de progesterona de
membrana no clasicos, que incluyen el receptor de Progestina y AdipoQ (PAQR) y la
familia del componente de membrana del receptor de progesterona (PGRMC) (Y. T.
Tang et al. 2005) (Cahill 2007b) (John ] Peluso 2007) (Thomas 2008) (Thomas and
Pang 2012) (Figura 6).

Los miembros de la familia PAQR, con supuesta actividad de unién a la
progesterona, pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G e
incluyen receptores de progesterona de membrana «,  y y (también llamados
Paqr7, Paqr8 y Paqr5, respectivamente). Cada gen ha sido clonado y parcialmente
caracterizado en mamiferos (Zhu, Bond, and Thomas 2003). Si bien se ha
demostrado que estos receptores tienen acciones biolégicas in vitro (Karteris et al.

2006), otros han cuestionado la validez de los receptores de membrana (mPR)
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como receptores de progesterona de bona fide (Karteris et al. 2006).
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Figura adaptada de Kowalik M.K. et al, 2013
Figura 6. Vias de seiializacion celular clasica y no clasica de la progesterona. (Figura tomada

de Magdalena K. Kowalik Q, Robert Rekawiecki, Jan Kotwica 2013).

La segunda familia de receptores de progesterona no clasicos es la familia

PGRMC, que incluye PGRMC1, PGRMC2, neudecina y neuferricina. Los respectivos

genes de PGRMC1 y PGRMC2 se clonaron originalmente como proteina de dominio

hem-1 o HPR6.6 y Dg6, respectivamente (Falkenstein et al. 1996) (Meyer et al.

1996) (Gerdes et al. 1998). Curiosamente, las acciones de los miembros de las

familias PGRMC y PAQR pueden estar relacionadas, ya que se ha demostrado una

interaccion fisica entre PGRMC1 y PAQR7 en células cultivadas (Thomas, Pang, and

Dong 2014) (Sueldo, Liu, and Peluso 2015) (Figura 6) .
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5. Ventana de implantacion

El endometrio humano es un tejido altamente dindmico, especializado, con
la capacidad de sufrir cambios dramaticos en respuesta a las hormonas
esteroideas, que no es receptivo al embrién durante la mayor parte del ciclo
menstrual. La coordinacién del desarrollo embrionario, el estado endometrial y la
comunicacién entre el embrion y el endometrio (Cha ], Vilella F, Dey S 2013) son
cruciales para un embarazo exitoso. La implantaciéon del embrién representa el
paso mas critico del proceso reproductivo en muchas especies. Consiste en un
fenomeno bioldgico Unico, mediante el cual el blastocisto se conecta intimamente
con la superficie endometrial materna para formar la placenta, que proporcionara
una interfaz entre el feto en crecimiento y la circulacion materna (Denker 1993)
(Aplin 2000).

La implantacién implica una secuencia compleja de eventos de sefalizacion
que son cruciales para el establecimiento del embarazo. Se ha postulado que una
gran cantidad de mediadores moleculares identificados, bajo la influencia de las
hormonas ovaricas, estan involucrados en esta interaccién temprana feto-materna.
Estos mediadores abarcan una gran variedad de moléculas interrelacionadas que
incluyen moléculas de adhesidn, citoquinas, factores de crecimiento, lipidos y otros
(Lessey et al. 1992) (Simo6n, Martin, and Pellicer 2000).

La receptividad endometrial consiste en la adquisicion de ligandos de
adhesion junto con la pérdida de componentes inhibidores que pueden actuar
como una barrera para un embriéon adherido (Aplin 2000). Una implantacion
exitosa requiere por tanto un endometrio receptivo, un embrion normal y
funcional en la etapa de desarrollo del blastocisto y un didlogo sincronizado entre
los tejidos maternos y embrionarios (Simoén, Martin, and Pellicer 2000).

El proceso de implantacién se puede clasificar en tres etapas: aposicion,
adhesion e invasion (Enders and Schlaftke 1967). Durante la aposicidon y adhesion
de blastocisto, las células de trofoblasto se adhieren al epitelio endometrial
receptivo. El blastocisto posteriormente se anclara a la lamina basal endometrial y
a la matriz extracelular estromal (MEC). A continuacién se produce la penetraciéon
invasiva de blastocisto a través del epitelio luminal (Enders and Schlafke 1967).

Sorprendentemente, la adquisiciéon de la receptividad endometrial se limita a un
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periodo muy corto, entre los dias 20 y 24 de un ciclo menstrual regular (dia LH + 7
a LH + 11), en el cual el tejido endometrial adquiere un estado morfologico,
funcional y transitorio dependiente de las hormonas esteroideas ovaricas que
permite la adhesidn del blastocisto (Psychoyos 1973). A lo largo de este periodo,
que se denomina comunmente “ventana de implantacién” o “window of
implantation” (WOI), el endometrio humano esta preparado para la adhesion del
blastocisto. Dicha ventana de implantacién dura entre 12 h y 2 dias, y varia de
mujer a mujer (Ruiz-Alonso et al. 2013). El epitelio luminal adquiere el fenotipo
receptivo al adquirir cambios estructurales y funcionales especificos relacionados
con la reorganizacion del citoesqueleto (Martin et al. 2000) (Thie and Denker
2002).

El factor mas estudiado en el proceso de implantacidn es el propio embrion,
aunque el factor endometrial también se ha estudiado ampliamente desde la
década del 1970, cuando apareci6 por primera vez el método "estandar de oro"
para la evaluacion del estado endometrial (Noyes, Hertig, and Rock 1975). El
método de Noyes describe la apariencia morfoldgica "especifica" de los diferentes
compartimentos del endometrio a lo largo del ciclo menstrual. De tal manera se
distinguen diferentes fases del ciclo sobre la base de las caracteristicas histolégicas
e incluso la datacién endometrial durante la fase lutea. Estos articulos clasicos han
sido los mas citados en nuestro campo y seguidos como "la" herramienta de
diagnodstico para la datacion endometrial y la investigacién endometrial en todo el
mundo. Sin embargo, la precisiéon y la relevancia funcional de los criterios de
fechado de Noyes han sido cuestionadas y examinadas en muchos estudios
retrospectivos (Shoupe et al. 1989) (Balasch et al. 1992), prospectivos (Creus et al.
2002) (Ordi et al. 2003) y aleatorizados (Murray et al. 2004) (Coutifaris et al.
2004) concluyendo que la datacion endometrial histolégica no proporciona
informacioén clinica util y por tanto, debe abandonarse como una herramienta de
diagnostico. Ademas, esta metodologia no tiene la capacidad de discriminar entre

parejas fértiles e infértiles (Coutifaris et al. 2004).
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6. Receptividad endometrial: enfoque -o0mico endometrial

6.1 Transcriptomica endometrial

En las dltimas décadas, muchos grupos de investigaciéon han investigado
sobre los eventos moleculares en el endometrio, utilizando el enfoque molecular
preferido en modelos animales y/o humanos, con el objetivo de definir los
mecanismos basicos involucrados en la receptividad endometrial. El desarrollo de
la tecnologia de microarray (Schena et al. 1995) ha permitido analizar la expresiéon
de miles de genes al mismo tiempo en una muestra especifica. Esta tecnologia nos
permite abordar, de forma global, la genémica del desarrollo endometrial.

Dos estudios independientes han demostrado la identificacion gendmica de
diferentes fases del ciclo menstrual basadas en el perfil de grupos de genes que se
expresan de una manera especifica para cada etapa (Ponnampalam et al. 2004)
(Talbi et al. 2006). Talbi y sus colegas han examinado las firmas moleculares
bioquimicas del endometrio humano para probar su posible aplicacién como
herramienta de fenotipado molecular (Talbi et al. 2006).

En medicina reproductiva, uno de los desafios mas importantes ha sido
poder identificar y diagnosticar la ventana de receptividad endometrial. Debido a
la necesidad de trasladar a las clinicas de reproduccién asistida un método de
datacién preciso, objetivo y molecular para el estado de receptividad del
endometrio, Diaz-Gimeno y cols. (Ruiz-Alonso et al. 2013) (Diaz-Gimeno et al.
2011) en nuestro laboratorio desarrollaron el “Endometrial receptivity
array” (ERA), un microarray de expresion personalizado que identifica la firma
transcriptémica de la ventana de implantacién (WOI). El ERA puede determinar el
estado de receptividad endometrial de una paciente, independientemente de la
apariencia histolégica del endometrio, comparando el perfil transcriptémico de
una muestra de prueba para controlar muestras en ciclo natural (7 dias después
del pico de la hormona luteinizante) o de reemplazo hormonal (5 dias después de
la administracion de progesterona después de estréogeno cebado). El microarray
del ERA contiene 238 genes diferencialmente expresados entre estos perfiles y
estas diferencias se implementan en un predictor computacional que puede

diagnosticar objetivamente la WOI personal de la paciente (Ruiz-Alonso et al.
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2013) (Diaz-Gimeno et al. 2011). La grandeza de la herramienta ERA reside en la
ruptura de la idea de que la WOI es constante y siempre permite la implantacién
(Diaz-Gimeno et al. 2014), complementando la tecnologia de reproduccion asistida
(ART) con la medicina personalizada, identificando los desplazamientos de WOI e
introduciendo el concepto de transfer embrionario personalizado (pET) (Ruiz-
Alonso et al. 2013). El test ERA diagnostica los perfiles transcriptémicos como
'receptivos' cuando el endometrio estad listo para la adhesién embrionaria y 'no
receptivo' cuando no lo es. En este caso, también nos aporta informacién sobre el
estado 'preceptivo' y 'postreceptivo’. Los resultados del ERA fueron reproducibles
en los mismos pacientes hasta 29-40 meses después de la primera prueba (Diaz-
Gimeno et al. 2013).

Estos avances tecnoldgicos, junto con el creciente interés en la investigacion
del papel del endometrio en la implantacién, estdn permitiendo nuevas
investigaciones en esta area con una profundidad sin precedentes, mejorando el
conocimiento de la receptividad humana de las siguientes maneras: refinando
nuestro conocimiento global del endometrio, incluidos los ultimos hallazgos en el
campo de la 6mica (proteémica, transcriptémica, lipidémica y metabolémica);
aplicando técnicas de alto rendimiento y andlisis masivo de datos; la evolucién de
las técnicas actuales para hacerlas menos invasivas, lo que permite la transferencia

de embriones en el mismo ciclo.

6.2 Protedmica endometrial

Dado que las proteinas traducidas de los genes transcritos son los efectores
finales en los tejidos, nuestro grupo llevé a cabo también una firma proteémica de
receptividad endometrial (Garrido-Goémez et al. 2014). La proteémica del
endometrio humano ya se habia abordado previamente en diferentes articulos
(DeSouza et al. 2005) (Dominguez et al. 2009) (Parmar et al. 2009) (Hannan et al.
2010) comparando muestras endometriales obtenidas a lo largo del ciclo
menstrual. Para comparar y cuantificar los perfiles de expresién total de mezclas
de proteinas complejas, uno de los métodos mas utilizados es la electroforesis

diferencial en gel (DIGE) (Unlii, Morgan, and Minden 1997).
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Gracias a la técnica del DIGE (Difference In Gel Electrophoresis) y a la
estrategia de espectrometria de masas, nuestro laboratorio obtuvo informacién
sobre la firma proteémica de la receptividad endometrial, analizando muestras de
endometrio ya diagnosticadas como receptivas (R) o no receptivas (NR) mediante
la prueba de diagnostico establecida, ERA, comentada previamente (Garrido-
Gémez et al. 2014). De tal manera, se pudieron identificar 24 proteinas
desreguladas estadisticamente significativas mediante la comparacién de muestras
endometriales ERA-R y ERA-NR. Los pathways estadisticamente significativos
asociados a esta comparacion entre muestras ERA-R y ERA-NR se relacionaron al
proceso de biosintesis de los carbohidratos y al empalme (splicing) del ARNm
nuclear mediante la maquinaria del espliceosoma. Entre estas proteinas se
identifico una sobreexpresion de PGRMC1 (Progesterone Receptor Membrane
Component 1) en muestras endometriales ERA-NR versus ERA-R (Garrido-Gémez
etal. 2014).

Como ya hemos mencionado, PGRMC1 es un receptor no clasico de
progesterona muy poco estudiado en la biologia reproductiva, cuya funcién y
mecanismo de accion sigue siendo dificil de interpretar. El mismo patron de
disminucién durante la ventana de implantaciéon de la fase secretora media se
identifico también por otros grupos tanto a nivel transcriptomico (Kao et al. 2002)
como protedmico (Chen et al. 2009). Desde entonces ha sido la primera vez que la
expresion de la proteina PGRMC1 ha sido asociada a la receptividad endometrial

humana.

7. PGRMC1

PGRMC1 ha recibido una gran atencién en varias disciplinas biomédicas,
incluida la biologia reproductiva. PGRMC1 esta altamente expresado en tejidos
reproductivos femeninos de ratén (Zhang et al. 2008), rata (J ] Peluso et al. 2006)
(Intlekofer and Petersen 2011) (Lodde and Peluso 2011), mono (Keator, Mah, and
Slayden 2012), vaca (Alberto M Luciano et al. 2010) (Slonina, Kowalik, and Kotwica
2012) y humano (Engmann et al. 2006a) (Zhang et al. 2008) (John ] Peluso, Liu, et
al. 2009a) (John ] Peluso, Gawkowska, et al. 2009). Se expresa también en los
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espermatozoides humanos (R. M. Losel et al. 2008) y ha sido localizado por
inmunocitoquimica (ICC) en las membranas celulares externas de los
sincitiotrofoblastos de placenta humana (Zhang et al. 2008).

A cerca de su expresion y funcién en el endometrio humano la informacion
es escasa. Un estudio reciente demostré, por ejemplo, que PGRMC1 es necesario
para la funcién reproductiva femenina en hembras de ratén, donde la inhibicién
condicional de este gen da como resultado una alteraciéon de la fertilidad y
contribuye al desarrollo de quistes endometriales consistentes con el
envejecimiento prematuro (McCallum et al. 2016).

Sin embargo, en los foliculos ovaricos, PGRMC1 ha sido profundamente
estudiado, donde se encuentra altamente expresado, en particular en células de la
granulosa humanas (Engmann et al. 2006b), asi como en todos los ovarios de
mamiferos examinados hasta el momento, incluidos ratones (Cai and Stocco 2005),
ratas (J ] Peluso et al. 2006), monos (Bishop et al. 2012) y vacas (Kowalik and
Kotwica 2008) (A M Luciano et al. 2011).

7.1 Estructura de PGRMC1

PGRMC1 es una proteina de 195aa (25 kDa) unida a la membrana celular,
que contiene un péptido luminal corto, un Unico dominio transmembrana N-
terminal y un dominio de unién a hemo C-terminal relacionado con el citocromo b5
(I. S. Ahmed, Rohe, Twist, Mattingly, et al. 2010) (Figura 7). Los primeros 20
aminodcidos codifican para el dominio extracelular, los aminoacidos 21-40
codifican el dominio transmembrana, que la ancla a la membrana celular, y los
aminodacidos 70-170 representan el dominio de unién al citocromo P450 b5 (Cahill
2007b) (Figura 7). Presenta, ademas, sitios de uniéon a la progesterona de alta
afinidad (constante de disociacién, Kd= 11 nM) y baja afinidad (286 nM) (Meyer et
al. 1996).

Los estudios de modificacién quimica sugieren que el sitio de unién a la
progesterona se encuentra dentro del dominio citoplasmico de PGRMC1, justo
distal al dominio transmembrana (Falkenstein et al. 2001a). Dado que la

progesterona es permeable a la membrana, este sitio de unidon deberia ser
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relativamente accesible para la progesterona a pesar de que reside en el lado
citoplasmico de la membrana. Curiosamente, la reduccién de cualquier segmento
de aminoacidos elimina la unidn de progesterona, lo que sugiere que se requiere
toda la molécula de PGRMC1 para la unién eficaz a la progesterona (John ] Peluso,

Romak, and Liu 2008).
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Figura 7. Estructura de PGRMC1. Secuencia proteica de PGRMC1 (A). Modelo de PGRMC1 usando
la estructura por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de Arabidopsis (B, C, D). La secuencia de
aminoacidos de PGRMC1 (SwissProt 000264) esta representada con los motivos funcionales debajo
de la secuencia (B). Vista desde el lado del sitio de uniéon del ligando (C). Vista desde el lado opuesto
al que contiene el sitio de unién al ligando (D) (Figura tomada de (Cahill 2007b).
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Evidencias cristalograficas de PGRMC1 publicadas recientemente en (Kabe,
Nakane, et al. 2016) han confirmado muchas predicciones estructurales,
pareciéndose a estructuras conocidas de proteinas relacionadas (Cahill 2007b)
(Rohe et al. 2009) (Mifsud and Bateman 2002). Ademas, han surgido nuevos
avances en nuestro conocimiento de la funcién PGRMC1 (Kabe, Yamamoto, et al.
2016). Lo mas importante, es que la uniéon a moléculas de hemo dimeriza la
proteina. Dicha dimerizaciéon resulta ser necesaria para su interaccién con la

enzima citocromo P450 (Kabe, Yamamoto, et al. 2016) (Figura 8).

Figura 8. Estructura por
cristalografia de rayos X de
PGRMC1. (a) Estructura del dimero
PGRMC1 formado a través de
moléculas hemo apiladas. Dos
subunidades PGRMC1 (estructuras
en verde y azul) dimerizan
mediante el apilamiento de las
moléculas de hemo. (b)
Coordinacién de PGRMC1 por parte
de la molécula de hemo con el
residuo de Tyr113. Comparacién de
PGRMC1 (azul) y citocromo b5
(amarillo). (c) PGRMC1 tiene una
hélice mas larga (a.a.147-163), que
es desplazada de la molécula hemo
(flecha) (Kabe, Yamamoto, et al.
2016).

Un antagonista especifico de PGRMC1, denominado AG-205, interacciona
especificamente con el dominio de unién al citocromo b5/hemo (I. S. Ahmed, Rohe,
Twist, Mattingly, et al. 2010), compitiendo con hemo por el dominio de unién de
PGRMC1 (I. S. Ahmed, Rohe, Twist, Mattingly, et al. 2010), lo que explicaria la
interrupcion inducida por AG-205 de los dimeros/oligdmeros de PGRMC1.

7.2 Sublocalizacion celular de PGRMC1

PGRMC1 se localiza a diferentes niveles subcelulares, como el reticulo
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endoplasmico, el nucleo y la membrana plasmatica, en la mayoria de las células
estudiadas (Cahill 2007b) (R. M. Losel et al. 2008) (Zhang et al. 2008).
Curiosamente, PGRMC1 se detecta en la membrana plasmatica y el citoplasma vy,
ocasionalmente, en los nucleos de las células de la granulosa de los foliculos
preantrales y antrales en crecimiento (] ] Peluso et al. 2006). Este patron de
expresion es consistente con que PGRMC1 es un mediador de las acciones de la

progesterona en las células de la granulosa.

7.2.1 Localizacién nuclear y accién genémica de PGRMC1

Como PGRMC(1 esta presente también en el nucleo (J J Peluso et al. 2010)
(John ] Peluso, DeCerbo, and Lodde 2012), es probable que la activacién de
PGRMC1 nuclear regule la expresiéon génica.

Para evaluar este hecho, se llevaron a cabo experimentos para identificar
genes cuya expresion fuera dependiente de PGRMC1 (] ] Peluso et al. 2010) (John ]
Peluso, Lodde, and Liu 2012). Estos estudios son dificiles de evaluar porque la
expresion de genes dependientes de PGRMC1 puede no ser el evento inicial
desencadenado por PGRMC1 activado por la progesterona (P4). Por lo tanto, se
realizaron estudios para identificar factores de transcripcion, cuya actividad se
regula por la activacion de P4-PGRMC1. Se seleccionaron un total de 48 factores de
transcripcion y Tcf/Lef se identific6 como un factor de transcripcién cuya actividad
es reprimida por la progesterona (John ] Peluso, Lodde, and Liu 2012). Cabe
destacar que PGRMC1 no posee un dominio de unién a ADN como tal, entonces,
PGRMC1 podria funcionar mas como una proteina molde (scaffold) en un complejo

transcripcional.

7.3 Funciones putativas de PGRMC1 y asociaciones clinicas reproductivas

PGRMC1 ha sido atribuido al control de diversas funciones, debido
sobretodo a sus diferentes localizaciones subcelulares, que confieren mas

dificultad a la hora de atribuirle una funcién y un mecanismo de accién claros. De
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hecho, todas las funciones biologicas asociadas abarcan diferentes ambitos
fisiologicos. Ademas, PGRMC1 se une a multiples ligandos y por eso se le atribuyen
varias propuestas funcionales fisiologicas. PGRMC1, puede unirse a otros
esteroides: andrdgenos, corticoides y hormonas sintéticas (como la progestina
R5020), aunque la funcionalidad de la mayoria de estas interacciones receptor-
ligando es desconocida (Rohe et al. 2009).

PGRMC1 se ha visto implicado en la mediacién de la respuesta a la
progesterona, biosintesis del colesterol, modulacién de la actividad del citocromo
P450 (I. S. A. Ahmed, Chamberlain, and Craven 2012) (I. S. Ahmed, Rohe, Twist,
Mattingly, et al. 2010), esteroidogénesis (Hughes et al. 2007) (Rohe et al. 2009),
contractilidad del miometrio (W. Wu et al. 2011), maduracién de los ovocitos
(Alberto M Luciano et al. 2010), proliferacion celular y supervivencia de las células
ovaricas in vitro (John ] Peluso, Romak, and Liu 2008). Se cree que esta
involucrada, ademas, en canceres del tracto reproductivo femenino, guia neuronal,
trafico de membranas y regulacién de la via del mevalonato (Cahill 2007b) (1. S. A.
Ahmed, Chamberlain, and Craven 2012) (R. M. Losel et al. 2008).

Lo que estd bien descrito es que PGRMC1 juega un papel clinicamente
importante en la regulacion de la funcién ovarica, como lo demuestran sus niveles
disminuidos en mujeres con sindrome de ovario poliquistico (Schuster et al. 2010)
o insuficiencia ovarica prematura (Mansouri et al. 2008) (Schuster et al. 2010).
Igualmente, niveles bajos endometriales de ARNm de PGRMC1 y PGRMC2 se
encuentran en mujeres con endometriosis, sobretodo en estroma endometrial
ectopico y eutdépico (Bunch et al. 2014), valores que se vuelven estadisticamente
significativos en la fase secretora (Bunch et al. 2014). Otro estudio muestra la
disminucién de la transcripcién y de la expresiéon proteica de PGRMC2 en macacos
con endometriosis avanzada (Keator, Mah, and Slayden 2012), sin embargo, la
disminucién de la expresién se produjo principalmente en el tejido glandular. La
regulacion negativa relativa de dichos receptores, PGRMC1 y PGRMC2, de accién
rapida en el endometrio en fase secretora, podria contribuir a una respuesta a la
progesterona atenuada en mujeres con endometriosis, alterando asi la
proliferacién y una apropiada diferenciaciéon (Bunch et al. 2014).

Se ha visto, ademas, que algunas deleciones y mutaciones puntuales en la

secuencia de PGRMC1, estan asociadas a fallo ovarico precoz (Mansouri et al.
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2008).

Ademas, una expresion reducida de PGRMC1 también se encuentra en las
membranas fetales entre las mujeres con ruptura prematura de las membranas
(Feng etal. 2014).

Por contra, la sobreexpresion de PGRMC1 se asocia con escaso desarrollo
folicular en mujeres sometidas a estimulacién ovarica controlada por
gonadotropina y fecundacidn in vitro, como parte de su tratamiento de infertilidad
(Elassar et al. 2012). En algunas pacientes infértiles, se han detectado niveles
elevados de PGRMC1 en sus células ovaricas (granulosa/luteales) recolectadas en
el momento de la puncion folicular para la recuperacion de los ovocitos. Por lo
tanto, el cambio en la expresiéon de PGRMC1 podria reflejar directamente la funcién

ovarica alterada.

7.4 Modificacidn de la sefializacién de PGRMCI1 mediante fosforilacidn

En la secuencia aminoacidica de PGRMC1 se encuentran sitios de sumoilacion,

Biocuckoo.org/online.php).

a nivel de los residuos de lisina 136, 187 y 193 (ver http: // sumosp.
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Figura 9. Representacion esquematica de la estructura proteica de PGRMC1, mostrando la
posicion de cada dominio y de los sitios de fosforilacion.
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Las evidencias cristalograficas de PGRMC1 publicadas por Kabe y col. 2016
también revelan ideas previamente desconocidas sobre la posible regulacion de la
funcién de PGRMC1 por fosforilacién. La aparente diversidad de la funcion de
PGRMC1 puede estar relacionada con los sitios de uniéon predichos para la
interaccion de las proteinas de sefializacién del dominio SH2 o SH3 (Figura 9)
(Cahill 2007b) (Vicent et al. 2013). Se ha predicho que estas interacciones estan
reguladas por fosforilacién en sitios especificos dentro de la molécula de PGRMC1
(Cahill 2007b) (Ostman, Hellberg, and Bohmer 2006). Brevemente, las secuencias
consenso de dominio SH2 se centran en Y139 e Y180 (Figura 7) y podrian requerir
la fosforilacion de tirosina para que las proteinas SH2 se unan (Cahill 2007b)
(Neubauer et al. 2008). Esta unién puede activar eventos de manera similar al
reclutamiento de proteinas a receptores de hormonas fosforiladas con tirosina

(Ostman, Hellberg, and Bohmer 2006).

7.5 PGRMC1 y la mediacién del metabolismo del colesterol

Especificamente, PGRMC1 se une y activa a los miembros de la familia
CYP51A1 (llamada, también, lanosterol 14-alfa demetilasa), que estan involucrados
en promover la sintesis de colesterol (Hughes et al. 2007), e interactia con las
proteinas SCAP e INSIG1 (Suchanek, Radzikowska, and Thiele 2005). Las
interacciones con SCAP (proteina activadora a través del clivaje de SREBP) e
INSIG1 controlan el metabolismo del colesterol, al regular la actividad
transcripcional de la proteina de unién al elemento de respuesta a esteroles
(SREBP), que induce la expresion de la proteina reguladora de la esteroidogénesis

aguda (STAR) (Yang et al. 2002).

7.6 PGRMC1 y el ciclo celular

Para obtener una idea de cémo progesterona y PGRMC1 controlan la
mitosis, se determino la velocidad a la que las células de la granulosa entran en la

etapa de metafase del ciclo celular cultivindolas con colchicina, que detiene las
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células en metafase. Curiosamente, PGRMC1 se ha visto que localiza en el huso
mitotico e interactiia directamente con la proteina del huso mitético principal, f3-
tubulina, seguin lo revelado por el ensayo de in situ proximity ligation (Lodde and
Peluso 2011).

Ademas, la P4 aumenta la estabilidad de los microtubulos del huso. Dado
que la progesterona reduce la velocidad del desensamblaje de f3-tubulina, esto
prolonga la duracion de la metafase y extiende la duracion del ciclo celular (Lodde
and Peluso 2011). En conjunto, estos resultados sugieren que la activacion de
PGRMC1 mediante progesterona disminuye la velocidad de la mitosis en dos
puntos al: (1) suprimir la velocidad de entrada en el ciclo celular y (2) prolongar la
duracion de la metafase. No se conoce como la activacion de PGRMC1 mediante
progesterona afecta a la velocidad a la que las células atraviesan el ciclo celular en

ninguno de estos puntos.

8. PGRMC1 v su interaccién con SERBP1

La relacién entre progesterona y PGRMC1 no es una simple interacciéon
ligando-receptor. Recientemente se ha sugerido que la proteina de uniéon al ARNm
de la SERPINA1, SERBP1 (ntimero de acceso XM 216160), también conocida como
PAIRBP1 (proteina de unién a ARNm del PAI-1, inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1), podria estar implicada también en la mediacién de la accién
de la progesterona en las células de la granulosa inmadura, y en las células de la
granulosa inmortalizadas espontaneamente (SIGC) (J ] Peluso et al. 2004a). Esta
hipdtesis se sugiere por las siguientes observaciones: 1) la sobreexpresion de
SERBP1 en SIGC aumenta la uniéon de 3H-P4 y la capacidad de respuesta a la
progesterona y 2) un anticuerpo para SERBP1 anula la accién antiapoptdtica de la
progesterona en estas células (J ] Peluso et al. 2004a).

SERBP1 es también una proteina de unioén a acido hialurénico (AH), por lo
que indica que PGRMC1 puede correlacionarse con el AH. En un estudio, los
autores encontraron que la expresion de PGRMC1 esta asociada con el nivel de AH
en pacientes con insuficiencia ovarica primaria (IOP) y que el AH promueve la
expresion de PGRMC1 en células KGN (linea celular tumoral de células de la
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granulosa) (Zhao et al. 2014). Esto indica que PGRMC1 es un gen diana del AH
(Zhao et al. 2014) (Zhao et al. 2015). También demostraron que el AH promueve la
expresion de PGRMC1 a través de la regulaciéon del microRNA miR-139-5p en
células de la granulosa y que este ultimo, a su vez, promueve la apoptosis e inhibe
la funcién de las células de la granulosa.

Debido a que SERBP1 no posee un dominio transmembrana, se ha
propuesto que SERBP1 se una a una proteina transmembrana para formar un
complejo receptor-membrana-P4 (] ] Peluso et al. 2004a). La observacion de que el
tratamiento con el anticuerpo SERBP1-1 atenda la accion antiapoptética de la
progesterona e inmunoprecipita una proteina de unidén a progesterona de
membrana en las células de la granulosa y lateas (Falkenstein et al. 1996) (Meyer
et al. 1998) (Nolte et al. 2000) refuerza este concepto, y coloca a SERBP1 en la via
de transduccion de sefal de la progesterona, que preserva la viabilidad de estos

tipos de células ovaricas.

8.1 Secuencia vy mecanismo de interaccién PGRMC1-SERBP1

Recientemente se ha identificado en PGRMC1 la secuencia de aminoacidos
responsable de su interaccion con SERBP1. Esto se logré generando una serie de
mutaciones de delecion de PGRMC1-GFP y usandolas en ensayos de pulldown
(John J Peluso, Romak, and Liu 2008). A partir de estos estudios, quedé claro que el
segmento PGRMC1 entre los aminoacidos 70 y 130 se une a SERBP1. Ademas, la
transfeccidn de la secuencia de los aminoacidos 70-130 de PGRMC1 en lineas SIGC
o células primarias de la granulosa, interrumpe la interaccién entre PGRMC1
endégeno y SERBP1 e induce rapidamente apoptosis en las células, incluso en
presencia de progesterona, PGRMC1 y SERBP1 (John ] Peluso et al. 2013).

Es posible por tanto que SERBP1 funcione como una proteina scaffold que
acerca PGRMC1 a las enzimas de sumoilacién (John J. Peluso 2013). Este concepto
se basa en la observacion de que SERBP1, se une a las enzimas que estimulan la
sumoilacién, incluidas las ligasas E3 SUMO y la subunidad 2 de la enzima
activadora de SUMO (Lemos and Kobarg 2006). Bajo este escenario, PGRMC1 no

sumoilado se uniria a SERBP1 y quedaria sumoilado, lo que daria como resultado

64



INTRODUCCION

su liberacién de SERBP1. Aunque este aspecto del mecanismo de accién de
PGRMC1 requiere pruebas mas claras, implicaria que la sumoilacién podria ser una
modificaciéon postraduccional importante, que influiria en los eventos de la ruta
P4-PGRMC1 que ocurren después de la interaccion SERBP1-PGRMC1 (John ].
Peluso 2013) (Figura 10).

8.2 Modelo putativo de la via de transduccién de seiial de P4-PGRMC1 y de

la entrada en el ciclo celular

Teniendo en cuenta los estudios de Peluso y cols., se puede delinear un
mecanismo preliminar que define la cascada de sefalizacion P4-PGRMC1 en el
contexto del desarrollo del foliculo ovarico. Se ha propuesto que esta cascada de
transduccion de sefial comienza mediante la uniéon de P4 a PGRMC1 en o cerca de
la membrana plasmatica. Esta unién ocurre a concentraciones relativamente bajas
de P4, ya que la constante de disociacion (Kd) para la unién de PGRMC1 a P4 esta
entre 10 y 40 nM (John ] Peluso, Romak, and Liu 2008) (John ] Peluso, Liu, et al.
2009b). La unién de P4 probablemente altera la forma no sumoilada de PGRMC1
de tal manera que facilita su interaccion con SERBP1, que esta presente en el
citoplasma (Figura 10). SERBP1 actiia como una proteina scaffold que lleva las
enzimas de sumoilacion muy cerca de PGRMC1. Como resultado, PGRMC1 es
sumoilado y su capacidad para unir SERBP1 se reduce, liberando asi PGRMC1 y
facilitando su transporte al ntcleo (Figura 10). Una vez en el nucleo, se propone
que PGRMC1 interactia con los sitios de unién del factor de células T y factor
estimulador linfoide (Tcf/Lef) que estan dentro de los promotores de los genes
inmediatos tempranos. PGRMC1 en presencia de estimulos mitogénicos aumenta la
actividad de Tcf/Lef, que a su vez estimula la expresion de genes inmediatos
tempranos (por ejemplo, c-myc y c-jun) y posteriormente induce las células de la
granulosa a entrar en el ciclo celular (Figura 10) (Peluso 2013). Este mecanismo es
consistente con las observaciones de que en los foliculos en crecimiento PGRMC1
se localiza en el ndcleo de aproximadamente el 30% de las células de la granulosa,
que es el mismo porcentaje de células de la granulosa que se encuentran en fase S

del ciclo celular (Pedersen 1970).
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Sin embargo, a medida que estos foliculos crecen, sintetizan mas P4 (Roy
and Greenwald 1987). Los niveles crecientes de P4 retroalimentan para reducir la
capacidad del PGRMC1 nuclear para unir estos sitios de unién a Tcf/Lef. Esto haria
mas dificil que los estimulos mitogénicos induzcan la expresion de genes que
inician la mitosis y, en ultima instancia, ralentizarian la tasa de proliferacion de
células de la granulosa (Figura 10).

Esta hipotesis estd de acuerdo con el hallazgo de que a medida que el
foliculo antral aumenta de tamafio disminuye la frecuencia de células granulosas
en la fase S del ciclo celular (Pedersen 1970) y aumenta la sintesis de esteroides
(Roy and Greenwald 1987) (Hirshfield 1991). Si este mecanismo de accién se

produce o no y como se lleva a cabo en el endometrio humano estd atn por

discernir.

Célula de la granulosa
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Figura 10. Resumen esquematico e hipotético de posibles mecanismos de accién propuestos
para PGRMC1. (A) La proteina PGRMC1 puede unirse a diferentes ligandos: hemo, andrégenos,
corticoides y progestagenos, aunque la funcionalidad de la mayoria de estas interacciones receptor-
ligando es desconocida (Rohe et al. 2009). (B) PGRMC1 puede existir en la célula en forma
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monomérica o dimérica. Su dimerizacidon puede ser inhibida por el antagonista especifico, AG205.
(C) La estructura de PGRMC1 presenta sitios de regulaciéon de la funcién por fosforilacién, la cual
podria activar eventos de reclutamiento de otras proteinas. PGRMC1 interacciona con el citocromo
p450, involucrado en promover la sintesis de colesterol. El antagonista AG205 compite con el
ligando hemo para el dominio de unién especifico del citocromo p450, impidiendo asi su
dimerizacion. PGRMC1 interactia ademas con las proteinas SCAP e INSIG1, las cuales controlan el
metabolismo del colesterol (D). La unién de P4 probablemente altera la estructura de PGRMC1 de
tal manera que facilita su interaccion con SERBP1, presente en el reticulo endoplasmatico (1).
SERBP1 llevaria las enzimas de sumoilacion muy cerca de PGRMC1. Como resultado, PGRMC1
estaria sumoilado y esto facilitaria su transporte al nicleo (2). Una vez en el ntcleo, se propone que
PGRMC1 interactia con los factores de transcripcion Tcf/Lef. En presencia de estimulos
mitogénicos, PGRMC1, aumenta la actividad de Tcf/Lef, que a su vez estimula la expresidn de c-myc
y c-jun, y posteriormente induce las células a entrar en el ciclo celular (Peluso 2013) (3). Sin
embargo, a medida que la concentracidon de P4 aumenta, por un mecanismo de retroalimentacion se
reduciria la capacidad del PGRMC1 nuclear para unir estos sitios de union a Tcf/Lef. Esto haria mas
dificil que los estimulos mitogénicos induzcan la expresiéon de genes que inician la mitosis y, en
ultima instancia, ralentizarian la tasa de proliferacion de las células (4).
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OBJETIVOS

Como los tejidos uterinos, en particular el endometrio, y los tejidos
placentarios representan las dianas principales de la accién de la progesterona, es
posible que algunas causas de infertilidad de origen desconocido se deriven de la
alteracion funcional de la activacion de los receptores de la P4. Por ello, es
importante investigar mejor la activacion no clasica de los receptores implicados.

Debido a que en nuestros estudios previos hemos identificado una
disminuciéon de PGRMC1 en la fase receptiva del endometrio, hemos dirigido
nuestro interés hacia dicho receptor para una mejor descripcién y analisis
funcional a nivel endometrial. Debido a este hallazgo hemos centrado parte del

trabajo en la relacion de PGRMC1 con el proceso de decidualizacion de las ESC.

Por todo ello, nuestros objetivos especificos son los siguientes:

1. Caracterizar la expresion y localizacién del receptor PGRMC1 y su proteina
de interaccion putativa SERBP1 en el endometrio humano a lo largo del

ciclo menstrual.

2. Analizar la expresion del ARNm / proteina PGRMC1 y SERBP1 en las ESC

durante el proceso de decidualizacion in vitro.

3. Estudiar la interaccion de PGRMC1 con SERBP1 durante el ciclo menstrual

y en las ESC durante el proceso de decidualizacion.

4. Analizar la sobrexpresion de PGRMC1 en las ESC y evaluar funcionalmente

su efecto sobre la decidualizacion in vitro.

5. Investigar el efecto funcional del tratamiento de las ESC con Progesterona-
BSA y antagonista de PGRMC1 (AG-205) sobre el proceso de

decidualizacion.
6. Buscar nuevas interacciones proteicas de PGRMC1 en el endometrio

humano para comprender mejor la implicacion de dicha proteina en el

proceso de implantacion y decidualizacion.
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1. Muestras

Este estudio recibi6 la aprobacion de la Junta de Revision Institucional del
Comité de Etica del Instituto Universitario-IVI (IU-IVI) (1405-FIVI-024-FD,
Valencia, Espafia). Para los experimentos in vivo e in vitro se han utilizado un total
de 72 biopsias endometriales humanas, obtenidas a partir de donantes de ovocitos
(n=21 para los analisis de inmunohistoquimica, n=15 para la cuantificaciéon de
ARNm in vivo, y n =36 para experimentos in vitro), que acuden a la clinica IVI
Valencia, de 18-32 afios, con un indice de masa corporal (IMC) entre 20 y 25 kg/m2
y ciclos menstruales regulares (21-35 dias). Para las tomas de muestras fueron
excluidas mujeres con endometritis, enfermedades inflamatorias pélvicas o
sangrados irregulares, patologias anatémicas uterinas, ciclos menstruales
irregulares (<21 o >35 dias), tratamiento hormonal o embarazo dentro de los 3
meses antes de la biopsia.

Las biopsias endometriales han sido tomadas del fondo uterino, utilizando

una canula Pipelle de Cornier® (CCD Laboratories, Paris, France) en condiciones
estériles.
Para los experimentos in vitro, la toma de las muestras endometriales coincide con
el dia de la recuperacion de ovocitos en ciclos de estimulacion ovarica controlada
(COS) y, inmediatamente, fueron procesadas para separar las células del estroma y
del epitelio (Dominguez F 2010).

Para los estudios inmunohistoquimicos y de cuantificacién por PCR, las
muestras endometriales fueron recolectadas en diferentes dias del ciclo menstrual
(ciclo natural) y distribuidas en cinco grupos: fase temprana-medio proliferativa
(early-to-midproliferative phase) (n=4, dias 1-8); fase proliferativa tardia (late
proliferative) (n=4, dias 9-14); fase secretora temprana (early secretory phase)
(n=5, dias 15-18); fase secretora mediana (middle secretory phase) (n=4, dias
19-22); y fase secretora tardia (late secretory phase) (n=4, dias 23-28). Los tejidos
se fijaron inmediatamente en 4% vol/vol de paraformaldehido. Todas las muestras
fueron obtenidas tras informar a la paciente del estudio y firmado el

consentimiento informado correspondiente.
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1.1 Separacién células endometriales estromales (ESC)/epiteliales (EEC) v

cultivo celular.

Para separar el estroma endometrial de la fraccion epitelial, las biopsias se
sometieron previamente a una disgregacion mecanica mediante la utilizacion de
bisturis. Se limpiaron primero con medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's médium, Sigma-Aldrich) para librarlas de moco y sangre, y luego se
trocearon cuidadosamente hasta alcanzar fragmentos menores de 1 mm. Tras la
disgregacion mecanica se llevd a cabo una disgregaciéon enzimdtica suave con
colagenasa de tipo IA (0,1%, Sigma-Aldrich), diluida en medio de cultivo DMEM,
colocando las piezas de las biopsias troceadas en un tubo cénico en un volumen
final de 10ml a 4 ° C durante la noche.

Al dia siguiente las células del estroma (células individuales o agregados
pequefios) y las glandulas epiteliales se separaron en base al tamafio, mediante
sedimentacién por gravedad y filtracién por membrana. Para ello se posicionaron
los tubos en posicion vertical durante 5 minutos, en los cuales las células
glandulares y epiteliales caen al fondo del tubo. El sobrenadante (con las células
estromales) se retir6 y recolectd, mientras que el sedimento (con las células
glandulares y epiteliales) se lavd tres veces, durante 5 minutos, en 3-5 ml de
DMEM, recolectando cada vez el sobrenadante. Finalmente, se centrifugaron los
sobrenadantes recuperados, para luego resuspender los sedimentos y plantar las
ESC.

Las ESC se cultivaron en medio DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12, Sigma-Aldrich) que contiene 10% de suero bovino
fetal y 0,1% de antibidticos (fungizona y gentamicina) en todos los experimentos in

vitro.

2. Inmunohistoquimica PGRMC1 y SERBP1 en Tejido endometrial

Los tejidos endometriales de las diferentes fases del ciclo endometrial
fueron fijados, incluidos en parafina, cortados en secciones de 6 mm, y colocados

en portaobjetos de microscopio (Thermo Fisher Scientific). Después de la
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desparafinacién y rehidrataciéon en una serie de gradientes de alcohol, las
secciones se enjuagaron tres veces con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) durante 5 minutos. La inmunohistoquimica fue realizada en secciones
endometriales empleando el kit LSAB peroxidasa (DAKO).

Las muestras fueron tratadas previamente con una solucién de
recuperacion del antigeno inducida por calor con tampén de citrato a pH 6.0. Los
cortes fueron bloqueados durante 1 hora en seroalbimina bovina al 10% (BSA;
Sigma) y luego fueron incubados durante la noche a 42C con el anticuerpo de
conejo monoclonal anti-PGRMC1 (1 mg/ml; Abcam) o de conejo policlonal anti-
SERBP1 (dilucién 1:500; Abcam) humanos, ambos diluidos en PBS con 3% de BSA.
Incluimos, ademas, muestras de control negativo (incubado con PBS y 3% BSA en
ausencia de los anticuerpos primarios) y positivo (riién humano y testiculo, para
PGRMC1 y SERBP1, respectivamente).

Los anticuerpos secundarios estan incluidos en el kit de peroxidasa LSAB
(DAKO) y son validos para los anticuerpos primarios de conejo, ratén o de cabra. La
deteccion de inmunoreactividad fue llevada a cabo utilizando el kit de sustrato
DAB, produciendo una tincién marrén. Después de una contratincién con
hematoxilina durante 10 segundos y lavando con agua destilada, los cortes se
montaron con medio de montaje de endurecimiento rapido Eukitt (Sigma). Los H-
Scores fueron calculados por parte de tres observadores independientes ciegos
(S.S., A.Q., y S.P) y distribuidos entre completa ausencia de tincién (0) hasta una
sefial muy fuerte (3) (Dominguez F 2003). Los resultados han sido presentados

como la media aritmética +/-_ desviacion estandar (SD).

3. Decidualizacion in vitro

Las ESC separadas de las EEC fueron cultivadas en medio DMEM-F12 al
10% de suero bovino fetal, hasta un 70% -80% de confluencia. A continuacién el
medio fue reemplazado por medio fresco con el 2% de suero bovino fetal, para asi
inducir la decidualizacién in vitro mediante 17-acetato de medroxiprogesterona
(MPA; 1mM) y 8- bromo-cAMP (0,5mM), analogo estable del adenosin monofosfato

3’5’ciclico (cAMP), durante 3 dias. ESC controles fueron cultivadas en paralelo sin
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tratamiento hormonal. Los medios condicionados de estas células fueron
recolectados y agrupados para confirmar la decidualizacion mediante ELISA de la
proteina PRL (Abnova). Se usaron células en paralelo para la confirmacién
morfolégica mediante tincidn de F-actina con Rodamina-faloidina. Para ello las ESC
controles y decidualizadas se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% y guardadas

a 4°C en PBS, hasta la realizacion de la tincion de los filamentos de F-actina.

3.1 Decidualizacidn in vitro en combinacién con AG-205 y P4-BSA

Para una mejor comprension de la implicacién en la decidualizacién de los
receptores no clasicos de P4 y en particular de PGRMC1, hemos empleado una P4
impermeable a la membrana (P4-BSA), que evita la entrada de P4 en la célula,
activando de tal manera solamente los receptores de membrana. Ademas, hemos
introducido también un antagonista de PGRMC1, AG-205, que bloquea
especificamente su activacion.

La decidualizacién in vitro ha sido inducida en las ESC mediante dos
protocolos, en paralelo:

¢ Protocolo largo (Long protocol), usando P4(1uM) /E2 (estradiol) (10nM),
duracion de 8 dias
* Protocolo corto (Short protocol), usando cAMP (0,5mM) /MPA (1mM),

duracién de 4 dias.

La P4 y el MPA, del protocolo largo y corto respectivamente, han sido
sustituidos por P4-BSA (1uM) en combinacién con AG-205 (50uM). De esta manera

hemos establecido, para cada protocolo, cuatro diferentes condiciones de

decidualizacion in vitro:

, 0 o Protocolo Decidualizacién Corto (Short)
1) P4 / E2 1) cAMP / MPA
2) P4-BSA / E2 2) cAMP / P4-BSA
3) P4 /E2 + AG-205 3) cCAMP / MPA + AG-205
4) P4-BSA/ E2 + AG-205 4) cAMP / P4-BSA + AG-205
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4. ELISA para el analisis de PRL

Al fin de poder evaluar la correcta decidualizacién inducida in vitro a las
ESC, nos enfocamos en la secrecion de unos de los mayores marcadores de
decidualizacién, la prolactina (PRL). Después de los 4 u 8 dias de estimulo de
decidualizacién, los medios condicionados de las ESC no decidualizadas (ndESC) y
decidualizadas (dESC) fueron recolectados y evaluados por duplicado para
determinar la concentracién de PRL, usando el kit comercial “Prolactin Human Kit”
(Abnova). El siguiente kit se basa en un ensayo por
inmunoabsorciéon ligado a enzimas (ELISA). El sistema de ensayo utiliza un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-prolactina humana para la inmovilizacién en
fase solida (pocillos de placas de 96) y otro anticuerpo monoclonal de ratén anti-
prolactina presente en la solucién de conjugado anticuerpo-enzima (peroxidasa de
rabano).

Las muestras se dejaron reaccionar simultaneamente con los anticuerpos, lo
que resulta en que las moléculas de prolactina se intercalan entre la fase sélida y
los anticuerpos ligados a la enzima. Después de una incubacién de 45 minutos a
temperatura ambiente, los pocillos se lavaron con agua para eliminar los
anticuerpos marcados no unidos. Se anadi6 una solucién de reactivo de
Tetrametilbenzidina (TMB) y se incub6 a temperatura ambiente durante 20
minutos, dando como resultado el desarrollo de un color azul. El desarrollo del
color se detuvo con la adicién de la solucién de parada, generando asi un color
amarillo y se midi6 espectrofotométricamente a 450 nM. La concentracién de
prolactina resulta ser directamente proporcional a la intensidad de color de las
muestras.

Los valores de cada muestra se determinaron usando un curva patron (o
estandar). El limite de deteccion para los correspondientes ensayos de ELISA de

PRL fue de 2 ng/ml.

5. Tinciéon de F-actina con Rodamina-faloidina

Debido a la profunda remodelacién del citoesqueleto que sufren las ESC

durante el proceso de diferenciacion, otra estrategia que hemos empleado para
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poder verificar una correcta decidualizacién, ha sido realizar una tincién de los
filamentos de F-actina mediante Faloidina.

Las células ndESC y dESC de cada disefio experimental se lavaron con PBS
1X y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3% durante 20 minutos. Después de
la fijacidn, las células se lavaron dos veces con PBS 1X durante 10 minutos y luego
fueron permeabilizadas incubandolas con 0.2% de Tritén X-100, por 5 minutos a
temperatura ambiente. Después se ha procedido con dos lavados con PBS 1X y la
incubacion en oscuridad con 1,5 mg/ml de Rodamina faloidina (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a temperatura ambiente, para tefiir los filamentos de F-actina.
Con la siguiente tincién es posible visualizar la estructura del citoesqueleto de una
célula no decidualizada (ndESC), con sus filamentos elongados, y decidualizadas
(dESC), con una estructura totalmente redondeada/poligonal.

Todas las ESC, contratefiidas también con 4’,6-Diamino-2-Fenilindol (DAP],
Life Technologies), fueron visualizadas y fotografiadas utilizando un microscopio

Nikon invertido Eclipse TE200 (n=7 para cada grupo).

6. Inmunofluorescencia _de PGRMC1, SERBP1 v PRAB y estudios de

Colocalizacion

Las sublocalizaciones de PGRMC1, SERBP1 y PRAB (PR-A y PR-B) fueron
evaluadas por inmunofluorescencia. Las ndESC y dESC de todos los experimentos
de decidualizacion fueron fijadas durante 30 minutos con paraformaldehido (PFA)
al 4%, lavadas dos veces en PBS-T (Tween 20 al 0,05%), permeabilizadas con
Tritén X-100 al 0,1% por 5 minutos, y lavadas en PBS-T nuevamente. Las células
fueron bloqueadas con BSA al 1% (Sigma), lavadas en PBS-T e incubadas durante
toda la noche a 42C con los anticuerpos primarios de PGRMC1 (0.5 mg/mL; Sigma),
SERBP1 (5 mg/ml; Abnova) o PRAB (reconce ambas las isoformas, PR-A y PR-B)
(1:1.000, Cell Signaling). A continuacion, los cristales fueron lavados tres veces con
PBS e incubados con anticuerpos secundarios AlexaFluor 488 anti-conejo de cabra
(1: 1.000) y anti-ratén de cabra (1: 500) (Santa Cruz), en agitaciéon durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con PBS, los nucleos celulares

se contratifieron con el medio de montaje ProLong Diamond Antifade con 4’6-
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Diamino-2-Fenilindol (DAPI) (Molecular Probes, Life Technologies). Los controles
negativos fueron preparados para cada muestra siguiendo el mismo procedimiento
de tincion en ausencia de los anticuerpos primarios. Los cristales fueron
analizados con un Microscopio confocal FV1000 Olympus. Los experimentos
fueron repetidos cinco veces. Para la colocalizacion in vivo de PGRMC1 y SERBP1, la
inmunofluorescencia fue llevada a cabo utilizando series de secciones de parafina
de diferentes tejidos de cada fase del ciclo endometrial (n=15, tres diferentes
biopsias por fase).

La recuperacion de antigenos (Antigen retrieval) para exponer los sitios
antigénicos ocultos, fue realizada por ebullicién de los cortes durante 20 minutos
en tampon de citrato 10 mM (pH 6,0). Después de la recuperacién del antigeno, los
cortes fueron permeabilizados con 0.3% de Triton X-100, bloqueados con 5% de
BSA (Sigma)/5% suero normal de cabra (Sigma), e incubados con el anticuerpo
primario de SERBP1 (3 mg/ml; Abnova) durante toda la noche a 42C en una caja
humeda. Los portaobjetos fueron lavados tres veces con solucién salina tamponada
con tris (TBS) e incubadas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
anti-ratéon de cabra AlexaFluor 568 (1: 500) (Santa Cruz) durante 1 hora.

Después del lavado, los portaobjetos fueron incubados con el anticuerpo
primario PGRMC1 (0.5 mg / mL; Sigma) a temperatura ambiente durante 1 hora,
lavados con TBS, y finalmente incubados con el anticuerpo secundario anti-conejo
de cabra AlexaFluor 488 (1: 1,000) (Santa Cruz) durante 1 hora. Las secciones
fueron montadas con medio de montaje ProLong Gold Antifade con DAPI (Sondas
moleculares, Life Technologies). Los controles negativos fueron preparados para
cada muestra siguiendo el mismo procedimiento de tincién en ausencia de los
anticuerpos primarios. Los portaobjetos fueron analizados usando un microscopio

Nikon Eclipse 80i equipado con una camara digital Nikon DS-L1.

7. Sobreexpresion de PGRMC1 en ESC

La sobreexpresion de PGRMC1 en ESC primarias fue realizada mediante
transfeccion de un plasmido pCMV6-AC-GFP que contiene la secuencia ORF de

PGRMC1 (Origene Inc.). Como control negativo se utilizé un vector vacio (Origene
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Inc.) (Figura 11). Las células fueron cultivadas en condiciones estdndar, con medios
completos (DMEM/F12, 10% de suero bovino fetal, 0,1% de antibi6ticos), en una
placa de 24 pocillos, dejandolas crecer hasta el 50% - 70% de confluencia, antes de
la transfeccidon. Las células, obtenidas a partir de 25 muestras de biopsias
endometriales, fueron transfectadas con 1 mg de PGRMC1-pCMV6-AC-GFP (n=17)
o plasmido vacio (n=8), usando el reactivo Lipofectamine 3000 (Life Technologies)

de acuerdo con el protocolo del fabricante.
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Figura 11. Plasmidos empleados para la transfecciéon de las ESC. Plasmido pCMV6-AC-GFP que
contiene la secuencia ORF de PGRMC1, utilizado para llevar a cabo la sobrexpresiéon de nuestra
proteina de interés en las ESC (A). Pldsmido pCMV6-AC vacio, utilizado como control negativo de la
transfeccién (B).

Las ESC tratadas solamente con medios basicos sin aditivos fueron
utilizadas como control. La transfeccion se dejé actuar durante 14 horas y después
fue evaluada su eficiencia examinando en un microscopio de fluorescencia el
porcentaje de células que expresaban GFP, y bioquimicamente mediante real time
PCR cuantitativa y Western blot (proteina y ARNm de PGRMC1). Después, los
medios de cultivo fueron reemplazados por los medios de decidualizaciéon que
contienen MPA (1 mM) y 8-bromo-cAMP (0,5 mM). Después de 3 dias, se
recogieron los medios y las células para evaluar el proceso decidualizacion, tras
tincion de F-actina y cuantificacién de los niveles de los marcadores secretados

(PRL).
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8. Extraccion del Proteoma Subcelular

Las fracciones proteicas citoplasmicas, de membrana/organulos y nucleares
de ndESC y dESC fueron preparadas empleando un kit de extracciéon de proteoma
subcelular (ProteoExtract Kit, Calbiochem, VWR International Ltd.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (n= 3 por fraccién subcelular). La pureza de cada
fraccion fue analizada mediante inmunotransferencia, usando anticuerpos contra
las proteinas marcadoras: anticuerpo monoclonal de conejo anti-Hsp70 humano
(dilucion 1:1.000; System Biosciences) para la fracciéon citosélica, anticuerpo
policlonal de conejo anti-CD98 humano (dilucién 1: 1000; Santa Cruz) para la
fraccién de membrana/organulos y anticuerpo policlonal de conejo anti-Histona4
N-Terminal humano (dilucién 1: 1.000; Sigma) para la fraccién nuclear. Hay que
tener en cuenta que en este protocolo la fraccion de membrana contiene
membranas plasmaticas, asi como las membranas de los organulos
citoplasmaticos.

Finalmente, en todas las localizaciones subcelulares fueron analizados

PGRMC1 y SERPBP1 por Western blot.

9. Western Blot

Las proteinas totales fueron extraidas de células ndESC y dESC
transfectadas y no transfectadas. Las células fueron lisadas con tampé6n RIPA que
contiene 0,5% de Triton X-100, 0,5% de Deoxicolato, 20mM de Tris-HCl a pH 7,5,
150mM de NaCl, 10mM de acido etilendiamminotetraacetico (EDTA), 1mM de 1,4-
dithiothreitol (Cleland's reagent) (DTT), 1X de inhibidor de proteasa (Roche
complete 7X) y 1X de inhibidor de fosfatasa (Sigma 100X). Después de 15 minutos
de incubacién en hielo, las células lisadas se centrifugaron a 13,000 rpm durante
20 minutos a 4°C. Tras ello, las proteinas fueron desnaturalizadas a 952C durante 5
minutos y fueron separadas (15ug) por electroforesis discontinua (stacking gel con
4% de poliacrilamida y resolving gel con 12% o 8% de poliacrilamida) durante 1
hora a 180V. Luego se procedi6 a la electrotransferencia de las proteinas por via

himeda a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF), utilizando
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tampdn de transferencia Tris/glicina (BioRad). La transferencia fue llevada a cabo
a 120V durante 2 horas. El bloqueo de la membrana de difluoruro de polivinilideno
se efectud con leche sin grasa (5%), a temperatura ambiente durante 1 hora.

A continuacioén, las membranas se incubaron con los siguientes anticuerpos
primarios durante toda la noche a 4°C: anticuerpo monoclonal de conejo anti-
PGRMC1 humano (0.5ug/mL; Abcam); anticuerpo policlonal de cabra anti-
PGRMC1 (0.2ug/ml); anticuerpo policlonal de conejo anti-SERBP1 humano
(0.5mg/ml; Abcam); anticuerpo policlonal de conejo anti-BAP31 humano (0.4 ug/
ml; Novus); anticuerpo policlonal de ratén anti-MAOB (Dilucién 1:500; Abnova) y
anticuerpo monoclonal de ratén anti-b-actina humano (Diluciéon 1:2.500; Santa
Cruz). Después, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios
policlonal de cabra anti-raton/conejo/cabra IgG-HRP (dilucién 1: 2.000; Santa
Cruz), a temperatura ambiente durante 1 hora. El revelado se llevo a cabo mediante
el sistema de Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo
Fisher). Finalmente, las membranas de difluoruro de polivinilideno han sido

escaneadas utilizando el programa Fujifilm LAS-300.

10. Microarray de expresion de las muestras decidualizadas mediante
protocolo largo en presencia de AG-205 y P4-BSA

El ARN total se extrajo de muestras no decidualizadas y decidualizadas
mediante el Protocolo Largo (Long Protocol) en combinaciéon con AG205 y P4BSA
(n = 4), utilizando kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. La calidad del ARN se evalué mediante la carga de
300 ng de ARN total en un RNA LabChip y se analizé en un Bioanalizador A2100
(Agilent Technologies). Para el analisis mediante microarray, se seleccionaron
todas las muestras con un numero de integridad de ARN (RIN) > 7. De las muestras
utilizadas para la extracciéon, todas mostraron un RIN con un valor de 10. De tal
manera, se pudieron incluir todas en el posterior analisis.

La preparacion de las muestras y la hibridacién se realizé segun el manual
técnico de Agilent. El ADN complementario de la primera cadena (cDNA) se

transcribi6é a partir de 200ng de ARN total, utilizando primers promotores de T7-
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Oligo (dT). Las muestras se transcribieron in vitro y se marcaron con Cy-3
mediante el kit de marcaje Quick-AMP (Agilent Technologies). Después de una
ronda adicional de limpieza (QIAGEN), el ARN complementario se fragment6 en
piezas que varian entre 35 y 200 bases, como se confirmé con la tecnologia Agilent
2100 Bioanalyzer. Para la siguiente hibridacion en los cristales de microarray, se
utilizaron 1,65 pg de ARN complementario fragmentado. Las muestras se dejaron
hibridando a 65 ° C durante 17 horas, con rotacién constante. Luego se lavaron las
micromatrices en dos pasos de 1 minuto, en cada uno de los dos tampones de
lavado (Agilent Technologies). Los microarray hibridados se escanearon en un
escaner Axon 4100A (Molecular Devices) y los datos se extrajeron con el software
GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices). Solo se incluyeron las muestras que

incorporaron el fluoréforo con una actividad> 9.

11. Extraccion de ARN, transcripciéon inversa y PCR a tiempo real

El ARN celular total fue aislado de las muestras de biopsia endometrial total
en diferentes fases del ciclo menstrual (n=3 por fase) y de las muestras
decidualizadas con protocolo largo en presencia de AG205 y P4BSA, para validar
los resultados obtenidos tras el analisis de microarray de expresién (cuatro
muestras empleadas en el array y tres muestras de biopsias diferentes). La
extraccion se llevé a cabo usando un RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para la trancripcién inversa a cDNA se utilizé 1ug de
ARN total de cada muestra, utilizando el PrimeScript RT Kit (Clontech
Laboratories).

La PCR en tiempo real (RT-qPCR) se realiz6 con el SYBR Green I fluorescente
(LightCycler, Roche). Cada mezcla de reaccion contenia FastSTART DNA Master
SYBR Green [, MgCI2 (3 mM), 10 mM de primer Forward y 10 mM de primer
Reverse (Invitrogen), y 200 ng de cada muestra, que fue amplificada por triplicado
durante 30 ciclos utilizando un instrumento BioRad iCycler. Los niveles relativos de
expresion fueron determinados mediante el método AACt y normalizados frente a

la expresion génica de la B-actina (Livak Kj, 2001). En la Tabla 2 se presentan los
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primers especificos para cada gen analizado por RT-qPCR.

Producto

Secuencia Fw Secuencia Rv PCR (bp)

5'-ATTTTCACGTCGCCGCTCA-3' 5'-CCCTGGATGCATCTCTTCCA-3'

5’- AGATGCCTATGAGCAAGCCC-3’
5’-AGTGTGACAAGTTCCCCGAG-3’ 5’- ATCCTCAGTGCAAACTCGCT-3’

5’-AGCAACAAATGCGACGTGGT-3’ 5’-CATGGTGGATCAGACGCTCA-3’

5’-AACAGCCTGTACCCTGATGG-3’ 5’-GCCCATCATTCTTGGTCACT-3’

Tabla 2. Primers utilizados para amplificar por RT-qPCR cada gen analizado.

La secuencia de PGRMC1 humana (598 pb) fue amplificada mediante el
MyTaq™ Mix 2X (Bioline), usando los siguientes primers, con los extremos 5' del
Forward y del Reverse flanqueados por los sitios de restriccion BamHI y EcoRI
respectivamente: Forward 5'-GGATCCatggctgccgaggatgtggtg-3'; Reverse 5'-
GAATTCatcatttttccgggcact-3'. El producto de PCR fue clonado en el vector pCR™4-
TOPO® TA (Invitrogen) (Figura 12) de acuerdo con el protocolo del fabricante y el
vector clonado se utiliz6 para transformar células competentes DH5a. Algunas
colonias positivas fueron seleccionadas y secuenciadas.

La proteina de fusion glutation S-transferasa (GST) se produjo fusionando la
secuencia PGRMC1 a la GST en el vector de expresion pGEX6P-1 (Addgene,
Cambridge, MA). Para construir el plasmido pGEX:PGRMC(1, se aisld el fragmento
de PGRMC1 de 598 pb a partir del vector pCR™4-TOPO® TA: PGRMC1, después de
digerirlo con BamHI y EcoRI, y se insert6 en el vector de expresion pGEX6P-1,
previamente digerido también con los mismos sitios de restriccién. Primero se

procedio con la digestion del enzima BamHI (6 pg o 5 pug de vector, para pCR ™ 4-


https://www.bioline.com/uk/downloads/dl/file/id/2741/mytaq_mix_product_manual.pdf
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TOPO® TA:PGRMC1 y pGEX6P-1, respectivamente) a 372C durante 1 hora,

confirmando mediante electroforesis en gel de agarosa.

11 Ry plndyg oo e ——— Figura 12. Estructura del

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GIGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC Vector pCR ™ 4-TOPO® TA
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Para evitar la auto-circularizaciéon del vector, los grupos 5'-fosfato de los
ADN plasmidicos fueron eliminados afiadiendo fosfatasa alcalina (CIP, Alkaline
Phosphatase, Calf Intestinal, New Englands Biolabs) en la reaccion de digestion
con BamHI.
Los productos de la mezcla de digestion se purificaron con el QIAquick
PCR purification Kit (Qiagen) y se utilizaron para la segunda digestion con EcoR],
a 37°C durante 1 hora. Los productos de digestion se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. Después se procedio a cortar y purificar, mediante
el mi-Gel Extraction kit (Metabion, Alemania) las bandas del inserto, aislado a
partir del vector pCR ™ 4-TOPO® TA:PGRMC1 digerido, y del vector pGEX6P-1
(Figura 13).
Tras ello, el inserto de PGRMC1 y el vector se unieron mediante reaccidn de
ligacion, con un ratio vector : inserto de 1:3 (50 ng de vector) a 222C durante toda

la noche.
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Figura 13. Digestion mediante enzimas de restriccion de los vectores pCR™4-TOPO® TA:
PGRMC1 (donante del inserto) y pGEX6P-1 (vector recipiente).

Con el producto de ligacidn, se transformaron células DH5a competentes y
luego se seleccionaron 20 colonias para ejecutar una PCR de screening. Mediante
miniprep se aislo el ADN plasmidico de algunas colonias positivas y se confirmé la

secuencia entera de PGRMC1 mediante secuenciacion (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de ligacion del vector pGEX6P-1 con el inserto PGRMC1 y transformacion

bacteriana.
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Para comprobar la regién relativa a la secuencia de la GST se utilizaron los
siguientes cebadores (primers): Forward 5'- GCACTCCCGTTCTGGATAATG-3' y
Forward 5'- GAGCGTGCAGAGATTTCAATG-3'. Mientras para comprobar la
secuencia completa de PGRMC1 se utilizaron los siguientes primers: Forward 5'-

GCAGGGCTGGCAAGCCACG-3"y Reverse 5’-GCTTGTCTGTAAGCGGATGC-3".

13. Expresion v purificaciéon de la proteina GST v proteina de fusiéon para

ensavos de Pull-down

Para la expresiéon de las proteinas PGRMC1-GST (GST en el extremo N-
terminal) etiquetada y GST, se transformaron células competentes BL21 de E. coli
mediante los vectores de expresion, pGEX:PGRMC1 o pGEX (control negativo) para
la GST, se cultivaron en medio LB complementado con ampicilina durante toda la
noche a 37°C en agitacion. Las proteinas GST se expresaron segun la siguiente
descripcion. Las células BL21 fueron inducidas para expresar proteinas GST
mediante 0.3 mM/] de isopropil-f-D-tiogalactopirandsido (IPTG), durante 2 horas
a 37°C. Después, las células se recogieron por centrifugaciéon a 6.000 g durante 20
minutos a 4°C.

Para la inmovilizaciéon de las proteinas GST, se resuspendieron los pellets
celulares BL21 en 20 ml de TBS 1X, suplementado con inhibidores de proteasa y
fosfatasa (Roche). Mediante un homogeneizador de alta presiéon (GEA Niro Soavi
Panda PLUS 2000) se llevo a cabo la lisis bacteriana. Todos los pasos se ejecutaron
manteniendo las muestras en frio. El material insoluble se elimindé por
centrifugacion a 18,000 g, durante 30 minutos a 4°C y los extractos proteicos
solubles se recogieron e incubaron durante toda la noche a 4°C con resina de
Sefarosa Glutation (GE Healthcare), preequilibrada con TBS1X. La resina se lavd
cuatro veces con 50 ml de TBS1X y tres veces con 1 ml de TBS1X a 1000 rpm,
durante 5 minutos a 4°C, para eliminar las proteinas no unidas a nuestra proteina

de interés.
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Figura 15. Esquema induccidn de la expresion y purificacion de la proteina GST y proteina de
fusion.

La pureza y la cantidad de proteina se calculé6 comparando frente a patrones
de BSA mediante separacion por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida tefiida
con Coomassie (SDS-PAGE) (Figura 15). El gel y el western blot correspondientes

se muestran en la Figura 16.
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14. Preparacion de los lisados ESC y ensayos de pulldown PGRMC1-GST

Con el fin de descubrir nuevas interacciones de PGRMC1 e identificar si
hubiera alguna interacciéon proteina-proteina diferente durante el proceso de
decidualizacién en las ESC, hemos realizado un ensayo de Pull-down en ndESC y
dESC. Ademas, para ver si los diferentes protocolos de decidualizacién in vitro
generan alguna diferencia en dichas interacciones, hemos utilizado muestras en las
que se ha inducido decidualizacion in vitro con protocolo largo (P4/E2) y corto

(cAMP/MPA) (Figura 17).
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Figura 17. Esquema ensayo Pull-down.

Gracias al kit de extraccion de proteoma subcelular ProteoExtract
(Calbiochem, VWR International Ltd.) se extrajeron las fracciones proteicas del
citosol, membrana/organulos y nucleo a partir de ndESC y dESC obtenidas tras los
protocolos de decidualizacion largo (LONG) y corto (SHORT) (n = 2 por protocolo).

Los ensayos de GST-pulldown se realizaron como se describe a
continuacién. Primero, cada fraccién proteica especifica se incubé con la proteina
GST sola, inmovilizada sobre resina de sefarosa a 42C durante toda la noche, para

realizar un pre-aclarado. A continuacién, se recuperaron los lisados mediante
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centrifugacion e incubaron con la proteina GST-PGRMC1 o GST (control negativo)
para continuar con el ensayo de Pull-down durante 2 horas a 4°C (Figura 17). Las
resinas de GST-PGRMC1-Sefarosa o GST-Sefarosa se lavaron cuatro veces con
TBS1X a 1000 rpm, durante 5 minutos a 4°C. Las muestras del ultimo lavado se
recuperaron para ser almacenadas a -20°C, hasta el analisis de espectrometria de

masas.

La cuantificacion de proteinas de las muestras de Pull-down (1/10 de cada

fraccion) se realiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE. La resina con las proteinas
unidas se mezcl6 con tampo6n de carga SDS-PAGE (en un volumen de hasta 50 pl),
se desnaturalizaron calentando a 100C durante 5 minutos, y se cargaron en geles
de poliacrilamida (10% gel separador/4% gel concentrador), con un grosor de
0,75 mm. Después de la electroforesis, el gel se tind con Coomassie coloidal
(GelCode ™ Blue Stain Reagent, ThermoFisher) para la visualizaciéon y
cuantificacion de las proteinas, tomando como referencia los estandares de peso
molecular (Broad-Range SDS-PAGE Standards, BioRad).

Para el analisis del proteoma de interaccion, los 9/10 restantes de las
muestras de Pull-down se resuspendieron en un volumen de 100 pl de tampén de
carga SDS-PAGE, se desnaturalizaron a 100°C durante 5 minutos y luego se
cargaron en pocillos de 1,2 cm de ancho en un gel SDS-PAGE con la misma
composicion que el descrito anteriormente. Una vez que el frente de electroforesis
entré en el gel separador 3mm se par6 la electroforesis, de modo que todo el
proteoma quedd concentrado en la interfaz del gel concentrador/separador.

Las bandas conteniendo el proteoma concentrado correspondientes a
nucleo, citoplasma y membrana de las 3 condiciones experimentales (control,
Long, Short), tanto para la construccion GST-PGRMC1 como para la GST, se
visualizaron tras tincion con Coomassie, se recortaron en cubos de 2 x 2 mm
(Figura 18) y se colocaron en tubos de microcentrifuga de 0,5 ml (Moreno, M.L.,

2014) para ser digeridas por separado.
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Figura 18. Tincion comassie de las muestras pulldown previas al analisis por espectrometria
de masas.

Las piezas de gel fueron destenidas en acetonitrilo:agua (ACN: H20, 1: 1),
reducidas, alquiladas (los enlaces disulfuro de los residuos de cisteina fueron
reducidos con DTT 10 mM durante 1 hora a 56°C, y luego los grupos tiol libres se
alquilaron con yodoacetamida 50mM durante 1 hora a temperatura ambiente en la
oscuridad) y digeridas in situ con tripsina grado de secuenciaciéon (Promega,
Madison, WI) como lo describen Shevchenko et al. (Shevchenko, A 1996) con
algunas modificaciones menores. A continuacién, las piezas de gel fueron
deshidratadas usando acetonitrilo (ACN). El acetonitrilo se retir6 y las piezas de gel
se secaron totalmente en un Speedvac. Las piezas de gel secas se rehidrataron de
nuevo en bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.8, conteniendo tripsina (60 ng/ul) a
una ratio 5:1 proteina:tripsina (w/w). Los tubos se mantuvieron en hielo durante 2

horas y, posteriormente, se incubaron a 37°C, durante 12 horas. La digestion se
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interrumpié mediante la adicion de TFA (acido trifluoroacético) al 1%. Los
sobrenadantes se secaron y se desalaron mediante OMIX C18 (Agilent
Technologies), para almacenarse a -80°C hasta su andlisis mediante espectrometria

de masas.

16. Analisis del los experimentos de Pull-down mediante cromatografia
liguida en fase reversa acoplada a espectrometria de masas en tandem (RP-

LC-MS/MS)

Los péptidos obtenidos tras las digestiones ya desalados se secaron, se
resuspendieron en 10 pl de acido foérmico al 0,1% y se analizaron mediante
cromatografia liquida en fase reversa acoplada a espectrometria de masas (RP-LC-
MS/MS), en un sistema Easy-nLC Il acoplado a un espectrometro de masas hibrido
LTQ-Orbitrap-Velos-Pro (Thermo Scientific).

Con el fin de simplificar el nimero de muestras a analizar, se mezclaron los
digeridos de las distintas fracciones (citosol, membrana/organulos y ntcleo) para
cada condicidn, no decidual y decidual, tanto para los Pull-down con GST cdmo para
los Pull-down con GST-PGRMC1. Se pincharon un total de 1,5ug (0,5 pg nucleo+0,5
ug citoplasma+0,5 pg membrana/organulos) de proteoma digerido realizando dos
réplicas técnicas por muestra. Los péptidos se concentraron (en linea) mediante
cromatografia de fase reversa usando una precolumna C18 RP de 0,1 mm x 20 mm
(Thermo Scientific) para luego separarse usando una columna C18 RP de 0,075
mm X 250 mm (Thermo Scientific), con un flujo de 0,3 ul / min. Los péptidos se
eluyeron empleando un gradiente en dos etapas de 100 minutos de duracién: de 5
a 25% de disolvente B durante 68 minutos, seguido de un gradiente de 25 a 40%
de disolvente B durante 90 minutos (Disolvente A: 4cido férmico al 0,1% en agua,
disolvente B: Acido férmico al 0,1%, acetonitrilo al 80% en agua). La ESI
(ionizacién mediante electroespray) se realizé utilizando una interfaz de acero
inoxidable con un diametro interno de 30 um (Proxeon) (Ruth Alonso 2015).

Los péptidos se detectaron en espectros de barrido completo de 400 a 1600
uma (unidad de masa atémica) (1 pscan), seguidos por 15 espectros de

fragmentaciéon (MS/MS) dependientes de datos, empleando un ancho de
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aislamiento de 2u (en unidades de ratio masa-carga), una energia de colisién
normalizada del 35% y una exclusién dindmica aplicada durante periodos de 30
segundos. La identificaciéon y cuantificacion de los péptidos, a partir de los datos
sin procesar, se llevd a cabo utilizando el software PEAKS Studio 8.5
(Bioinformatics Solutions Inc.) (Zhang ] 2012, Han X 2011, Yonghua Han 2004). La
busqueda en la base de datos se realiz6 frente a uniprot-homo sapiens.fasta (decoy-
fusion database).

Para las busquedas, se aplicaron los siguientes parametros: corte triptico
después de Arg y Lys, hasta dos sitios de corte omitidos, tolerancia de 20 ppm para
iones precursores y 0,6 Da para fragmentos MS/MS. Las busquedas se han
realizado permitiendo la oxidaciéon opcional de Met y la carbamidometilacién de
Cys.

La tasa de falsos positivos (False Discovery Rate, FDR), para los espectros de
fragmentacion de los péptidos (PSM), se limité a 0,01. S6lo aquellas proteinas con
al menos dos péptidos distintos identificados a partir de los analisis de LC-MS/MS
se consideraron identificadas de forma fiable. En el analisis de cuantificaciéon
relativa, las proteinas con un valor de significancia 213 fueron seleccionadas y

consideradas estadisticamente significativas.

17. Validacion de interacciones por inmunofluorescencia y Co-

inmunoprecipitacion (Co-IP)

Los resultados obtenidos tras los experimentos de Pull-down seguidos por
espectrometria de masas fueron validados mediante estudios de colocalizacion por
inmunofluorescencia de PGRMC1 y de las proteinas seleccionadas mediante
ensayos de Co-inmunoprecipitacion (Co-IP). Para ambas estrategias, solo fueron
validadas las interacciones en células decidualizadas mediante el protocolo corto.

La inmunoprecipitacién se realiz6é utilizando el kit Pierce™Crosslink IP
(Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen,

20ul de resina de agarosa A/G (Pierce Protein A/G Plus Agarose) se afiadieron a

una columna del kit (Pierce Spin column), se centrifug6 a 1000 x g por 1 minuto y

se lavo dos veces con un tampdn de acoplamiento 1X (Coupling Buffer 20X del Kkit,
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fosfato de sodio 0.01 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2). Después, 10 ug de Anticuerpo (Ab)

(MAOB, BAP31) se ajustaron a 100ul de tampé6n de acoplamiento 1X, fueron
afiadidos a la columna y se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente,
dejando la columna en rotaciéon. La columna se lavo 3 veces con el tampoén de
acoplamiento 1X, antes de proceder con el entrecruzamiento (crosslinking) del
anticuerpo. Para ello, el anticuerpo contenido en la columna se incub6 en rotacién
con el reactivo de entrecruzamiento DSS (Disuccinimidil suberato) durante 60
minutos y se lavo con tampon de elucién (pH 2,8, del kit).

Las proteinas de dESC decidualizadas con protocolo corto, fueron extraidas
utilizando el tampén de lisis del kit (Tris 0.025 M, NaCl 0.15M, EDTA 0.001M,
NP-40 1%, glicerol 5%; pH 7.4), en presencia de inhibidores de fosfatasas y
proteasas. El lisado total fue preclareado con Resina de Agarosa Control del kit
(80ul de resina para cada mg de lisado) incubandolo a 4°C en rotacién en otra
columna durante una hora. Después de centrifugar 1 minuto a 1000 x g, finalmente
1mg de lisado pre-clareado fue incubado en rotaciéon con el anticuerpo
inmovilizado a 4°C durante dos horas.

Las columnas se lavaron tres veces con tampdn de lavado del kit (Tris 0.025
M, NaCl 0.15M, EDTA 0.001M, NP-40 1%, glicerol 5%; pH 7.4) y una vez con el
tampodn de acoplamiento 1X. Los antigenos unidos se eluyeron en 40ul de tampdn
de elucidn y se analizaron por western blot.

Para los estudios de co-localizacién de las proteinas seleccionadas, a fin de
validar sus interacciones con PGRMC1, hemos seguido el mismo protocolo de
inmunocitofluorescencia descrito previamente en el apartado 6. Las células fijadas
(ndESC y dESC) fueron incubadas con el anticuerpo primario de BAP31 (2ug/ml;
Novus) o MAOB (ug/ml; Abnova) durante toda la noche a 4°C en agitaciéon. A
continuacién, fueron lavadas, incubadas con los anticuerpos secundarios
AlexaFluor 568 anti-conejo de cabra (1:500) y anti-raton de cabra (1:500) durante
una hora a temperatura ambiente.

Después de lavar tres veces con PBS-T, las células fueron incubadas
nuevamente con el anticuerpo primario de PGRMC1 (0.5ug) durante toda la noche
a 4°C n agitacion. Al dia siguiente se procedi6 con los lavados y la incubacién con el
anticuerpo secundario AlexaFluor 488 anti-cabra (1:1.000) durante una hora a

temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con PBS-T, los nucleos celulares
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se contratifieron con el medio de montaje ProLong Diamond Antifade con 4’6-
Diamino-2-Fenilindol (DAPI) (Molecular Probes, Life Technologies). Los controles
negativos fueron preparados para cada muestra siguiendo el mismo procedimiento
de tincion en ausencia de los anticuerpos primarios. Los cristales fueron

analizados con un Microscopio a fluorescencia (ZEISS AX10 Vert.A1).

18. Andlisis estadistico

Para calcular los valores P de dos colas y con el fin de analizar las
diferencias intergrupales globales, se emple6 un T-test Student. Se han considerado
como estadisticamente significativos los valores P de 0.05 o menos. Los resultados
promedios de experimentos multiples, se presentan como la media aritmética +/-
desviacién estandar (SD). Para estudiar los cambios de ARNm a lo largo del ciclo
menstrual hemos realizado un analisis de varianza de una via (ANOVA).

El andlisis de expresion génica diferencial de todas las comparaciones se
llevd a cabo utilizando un T-test Student. Con el fin de minimizar la cantidad de
falsos positivos, los valores P fueron corregidos utilizamos los procedimientos
convencionales de correccion de multiples pruebas propuestos por Benjamini

Hochberg (FDR).
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1. Inmunolocalizacion y expresion de ARNm de PGRMC1 y SERBP1 en el

endometrio humano durante el ciclo menstrual

De acuerdo con nuestros resultados previos que mostraron una diferente
expresion de la proteina durante el ciclo menstrual, procedimos a la localizacién de
PGRMC1 y de su proteina putativa asociada, SERBP1, en muestras de endometrio
humano de distintas fases del ciclo menstrual (Figura 19). En cada una de las fases
analizadas, PGRMC1 mostr6 una mayor abundancia en el compartimento estromal
endometrial en comparacién con el compartimento glandular y epitelio luminal.
Ademas, observamos una expresion moderada que parecio ser constante durante
todo el ciclo menstrual en el compartimiento del estroma (Figura 19A-1D y 19Q),
excepto en la fase secretora tardia donde la sefal se detecté disminuida (Figura
19E y 19Q). La proteina PGRMC1 mostré una sefial creciente de forma gradual
durante la fase proliferativa (proliferative phase) y desde la fase secretora
temprana (early secretory phase) hasta la media (midsecretory phase) en las
glandulas y en el epitelio luminal (Figura 19A-D y 19Q). Sin embargo, se observd
una disminuciéon en la fase secretora tardia en todos los compartimentos
endometriales (Figura 19E y 19Q).

Por otro lado, SERBP1 mostré una menor expresiéon en el compartimento
estromal en comparacién con el compartimento glandular y epitelio luminal
(Figura 19L y 19R). En contraste con la expresiéon de PGRMC1, la senal de la
proteina SERBP1 se observé aumentada de forma gradual a lo largo de todo el ciclo
menstrual y logré un maximo nivel de expresion en la fase secretora tardia en el
estroma (Figura 19M y 19R). La tincidn parecié ser equivalente en el epitelio
glandular y luminal durante todo el ciclo, aunque result6 disminuir en la fase
secretora tardia (late secretory phase) en el epitelio glandular (Figura 19M y 19R).

Las sefiales de tincion de inmunohistoquimica de las muestras de biopsias
endometriales humanas embebidas en parafina (n = 4-5 por dia de ciclo), fueron
evaluadas segin una puntuacién H (H-score), por tres observadores
independientes, clasificAndolas como 0 (ausente), 1 (sefial débil), 2 (sefal fuerte) o
3 (sefnal muy fuerte). Los resultados se presentaron como la media aritmética (SD)

en el grafico de la Figura 19 (Figura 19Q y 19R).
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Figura 19. Inmunolocalizacién in vivo de PGRMC1 y SERBP1 en el endometrio humano a lo
largo del ciclo menstrual. Inmunotincién para PGRMC1 (A-E) y SERBP1 (I-M) en cortes de
endometrios humanos en diferentes fases del ciclo menstrual. Tejidos de control positivo (rifién y
testiculo, para PGRMC1 y SERBP1 respectivamente; F-G; N-O) y controles negativos (H, P). Se
detectaron en el caso de PGRMC1 tinciones fuertes en el rifién (control positivo) (F, G) y en el caso
de SERBP1 en el testiculo (N, O0), con ausencia de sefial en los respectivos controles negativos (H, P).
Resultados de la puntuaciéon H (H-score) representados como media aritmética de la expresion de
PGRMC1 (Q) y SERBP1 (R) en las biopsias endometriales durante el ciclo menstrual. EP = fase
proliferativa temprana; ES = fase secretora temprana; LP=fase proliferativa tardia; LS = fase
secretora tardia; MS = fase secretora mediana

A continuacién, cuantificamos por PCR en tiempo real (Real Time PCR) la
expresion de ARNm de ambas proteinas, en otras biopsias endometriales
igualmente recogidas en distintas fases del ciclo menstrual (Figura 20A y 20B). Se
observd una disminucion significativa de la expresion del ARNm de PGRMC1 (*P
<0.05) en la fase secretora tardia (late secretory phase) en comparacion con la fase
proliferativa temprana (early secretory phase) (Figura 20A). Por otro lado, la
expresion del ARNm de SERBP1 alcanz6 su punto maximo alrededor de la fase
proliferativa temprana (early proliferative phase) y secretora temprana (early
secretory phase) (Figura 20B). Ademas, su expresion en la fase proliferativa tardia
(late proliferative phase) fue reducida de forma estadisticamente significativa (**P
<0.01) en comparacion con la fase proliferativa temprana (early proliferative
phase) (Figura 20B). Cada fase del ciclo en el histograma es el resultado de la
media de la expresion de PGRMC1 y SERBP1+ DE de tres biopsias distintas en

diferentes dias de ciclo.
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Figura 20. Cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) de PGRMC1 y SERBP1 en muestras de

endometrio humano a lo largo del ciclo menstrual. Diferencias significativas han sido
encontradas entre las fases proliferativa temprana (EP) y secretora tardia (LS) en los niveles de
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ARNm de PGRMC1 (A), y entre la fase proliferativa temprana (EP) y tardia (LP) en los niveles de
ARNm de SERBP1 (B) (* P <.05, ** P <.01).

2. Co-localizacion de PGRMC1 y SERBP1 en ESCy Tejido endometrial humano

Con el fin de corroborar la interaccion putativa de PGRMC1 y SERBP1 en las
células estromales endometriales (ESC), se realiz6 una doble deteccion de
inmunofluorescencia para colocalizar ambas proteinas in vitro en estas células

(Figura 21).

Non-decidualized endometrial stromal cells (ndESC) Decidualized endometrial stromal cells (dESC)

Merge SERBP1

PGRMC1/SERBP1

RMC1/SERBP1
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Figura 21. Colocalizacion de PGRMC1 y SERBP1 en células estromales endometriales no
decidualizadas y decidualizadas (ndESC / dESC) (A-L) y en endometrio humano durante el
ciclo menstrual (M-R). Las sefiales de PGRMC1 (verde) y SERBP1 (rojo) se colocalizaron in vitro en
el citoplasma y en la regidn perinuclear de ndESC (], ]) y dESC (K, L), como se indica mediante las
flechas (I, K) y se muestra a aumento 100X (], L). (M-R) En el analisis de colocalizacién in vivo en
tejido endometrial humano a lo largo del ciclo menstrual, la tincién no fue homogénea entre las
ESC. Una fuerte sefal de colocalizaciéon para PGRMC1 y SERBP1 se observo en las fases proliferativa
temprana (M), proliferativa tardia (N) y secretora temprana (0), como se indica mediante flechas.
Se observé una fuerte tinciéon para PGRMC1 en el estroma de la fase secretora media (P), aunque
pocas células mostraron colocalizacion. Al contrario, la senial de PGRMC1 disminuyé fuertemente en
la fase secretora tardia en el estroma (Q), aunque se detectd una sefal elevada en las regiones
periglandulares (R), como se indica por el asterisco. Se observd una superposicion de las sefiales
PGRMC1 y SERBP1 también en el epitelio glandular de la fase secretora tardia (R). Las imagenes de
los recuadros pequefios en M-R se tomaron a un aumento 60X. (EP= proliferativa temprana; ES=
secretora temprana; LP= proliferativa tardia; LS = secretor tardio; MS=secretora media).

PGRMC1 y SERBP1 mostraron una clara colocalizacién en el citoplasma de
células estromales no decidualizadas (ndESC) (Fig. 211 y 21]) y decidualizadas
(dESC) (Fig. 21Ky 21L).

Ademas, dicha colocalizacién de ambas proteinas en el compartimiento
estromal fue confirmado también in vivo, a lo largo del ciclo menstrual (Fig. 21M-
Q). Curiosamente, no todas las células mostraron una colocalizaciéon de ambas
proteinas. La colocalizacion de PGRMC1-SERBP1 se detect6 principalmente en las
fase proliferativa y secretora temprana (Fig. 21M-0). Una disminucién de la sefal
de PGRMC1 se encontré nuevamente en el estroma de la fase secretora tardia
(Figura 21Q), aunque una fuerte sefial de PGRMC1 se detecté dentro de las
regiones periglandulares (Figura 21R). Una superposiciéon de las sefiales
correspondientes a PGRMC1 y SERBP1 se observd, ademas, en el epitelio glandular

durante la fase secretora tardia (Figura 21R).

3. La proteina PGRMC1 cambia su localizacion en ESC durante el proceso
decidualizacién in vitro

Para evaluar si la localizacién de PGRMC1 cambia durante el proceso de
decidualizacién, inducimos la decidualizaciéon in vitro de ESC primarias y
realizamos una tincion mediante inmunofluorescencia para visualizar su

localizacion. Como se muestra en la Figura 20, PGRMC1 se localizé en la membrana
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y en el citoplasma de las células estromales no decidualizadas (ndESC) (Figura
22A-C), mientras que en las células estromales decidualizadas (dESC), PGRMC1
pareci6 concentrarse cerca o en el nucleo, mostrando una expresion

predominantemente a nivel nuclear y perinuclear (Figura 22D-F).
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Figura 22. Localizacion de PGRMC1 y SERBP1 en células estromales endometriales (ESC) no
decidualizadas (ndESC) y células estromales endometriales decidualizadas (dESC). (A-L)
Doble tincion por inmunofluorescencia para PGRMC1 (verde; A, B, D, E) o SERBP1 (verde; G, H, ], K)
y F-actina (rojo; C, F I, L) en ndESC y dESC. Los ntcleos se tifieron con 6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) (azul). Las células fijas se analizaron mediante microscopia confocal (40X y 60X). C, I
(ndESC) y E L (dESC) representan el citoesqueleto celular usando una tincién de rodamina-
faloidina. F y L mostraron la clasica forma poligonal /redonda de las dESC. Las barras laterales a las
figuras B, C, E, F, H e I representan la reconstruccion del eje Z de seis secciones. (M, N) Western blot
de PGRMC1 y SERBP1 a partir de fracciones subcelulares en ndESC y dESC. Las fracciones
enriquecidas para membrana/organulo (n=3), citosol (n=4) y ntcleos (n=4) también fueron
analizadas para los marcadores especificos de cada compartimento: CD98 (Membrana), HSP70
(Citosol) e His4 (Nucleo). De tal manera se aseguro la pureza de cada fracciéon analizada.

Al mismo tiempo, evaluamos también la localizacién de la proteina SERBP1
(Figura 22G-L), siempre mediante inmunofluorescencia. Sin embargo, en este caso
no observamos ningin cambio en la localizacién de dicha proteina. La proteina
SERBP1 fue localizada en el citoplasma y el ntcleo en ambas condiciones, no
decidual y decidual (Figura 22G-L). Para verificar estos resultados, decidimos
aislar las distintas subfracciones celulares de células ndESC y dESC: citoplasma,
membrana/organulos, y nucleo.

El analisis por Western Blot confirmo la presencia de PGRMC1 y SERBP1 en
todas las subfracciones analizadas (Figura 22M y 22N). Las bandas
correspondientes a PGRMC1 revelaron un aumento en la fraccion de las dESC en
comparacion con la fraccion nuclear de las ndESC (Figura 22M).

Igualmente, también la proteina SERBP1 se detectd en todas las fracciones
subcelulares analizadas (Figura 22N). El Western blot revel6, ademads, una
disminucién en la fraccion de membrana/organulos en las dESC en comparacion

con las ndESC (Figura 22N).
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4. La sobreexpresion de PGRMC1 inhibe la Decidualizacidn in vitro de las ESC

Para evaluar el efecto funcional de la sobreexpresion de PGRMC1 en ESC
primarias, inducimos el aumento de la expresion de la proteina PGRMC1 en estas
células mediante un plasmido de fusién GFP.

De tal manera las ESC se incubaron con 1 pg de PGRMC1-pCMV6-AC-GFP
(PGRMC1 transfeccion, n = 17), o 1 ug de plasmido vacio, utilizado como control
negativo (Vector vacio, n=8). Las ESC de control solo fueron incubadas con medio

base (No transfeccion, n=25) (Figura 23A).

\F e e Control
S T v “ & v (No transfeccion)
Sobrexpresion T Vector e @
PGRMC1 vacio
Cultivo primario ESC Cultivo primario ESC Cultivo primario ESC
“
14 horas 14 horas 14 horas
Estimulos Decidualizacion
cAMP/MPA
_ 3dias
CHEQUEO DE{:{?UALIZACION
¥ desc™
ELISA (Niveles Prolactina) Tincion F-actina
B No Vector PGRMC1
transfeccion vacio transfeccion

ndESC  dESC ndESC  dESC ndESC dESC

PGRMC1 | M S ‘” —

42 KDa

Bactin | S s — ——— —

Figura 23. Disefio experimental para la sobreexpresion de PGRMC1 y analisis de la expresion
proteica en las células estromales endometriales primarias (ESC). (A) Cultivos de ESC se
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transfectaron con un vector de fusion pCMV6-AC-GFP que contenia la secuencia PGRMC1 ORF (n=17),
para poder sobreexpresar PGRMC1. Como controles de transfeccion transfectamos las mismas
células ESC con un vector vacio (n=8). COmo controles negativos se usaron ESC adicionales no
transfectadas. Las imagenes mostraron una morfologia intacta y una buena fluorescencia de las ESC
transfectadas con los vectores de fusion y vacio (pCMV6-AC-GFP). Después de 14 horas de
transfeccion, el medio fue reemplazado con medio de decidualizacion (cAMP y MPA). La
decidualizacién se verificé midiendo los niveles de PRL mediante ELISA y la tincién con F-actina con
Rodamina-Faloidina. (B) Andlisis por Western Blot de la sobreexpresion de PGRMC1 en ESC no
transfectadas, y transfectadas con vector vacio y de fusion. Cada grupo fue analizado en la condicién
no decidual (ndESC) y decidual (dESC).

La sobreexpresion de PGRMC1 fue comprobada adicionalmente mediante
Western blot, que mostré un correcto aumento de la proteina PGRMC1 en las
células transfectadas (Figura 23B).

A continuacién, para comprobar funcionalmente el proceso de
decidualizacion, en todos los sobrenadantes de las ESC del disefio experimental
anterior, medimos las concentraciones del marcador de decidualizacion, prolactina
(PRL). Tal como representamos en la Figura 244, después de 3 dias de estimulo de
decidualizacién, las ESC controles (Non-transfected ESC) mostraron un aumento
significativo de los niveles de PRL, en comparaciéon con las células transfectadas
con el vector de fusion (PGRMC1 transfected ESC) en condiciones deciduales. Dicha
diferencia significativa también se observo entre los valores de PRL de las células
transfectadas con el vector vacio (Empty transfected ESC) y las células
transfectadas con el vector de fusién (PGRMC1 transfected ESC) (Figura 24A), lo
que indica un fallo de decidualizacién en las ESC que presentan una sobrexpresion
de PGRMC1.

Para corroborar ain mas el efecto perjudicial de la sobreexpresiéon de la
proteina PGRMC1 sobre el proceso de decidualizacion, se evaluaron los cambios
morfoldégicos de las ESC mediante tincion de los filamentos de F-actina (Figura
24B-G). Las ESC controles no transfectadas, después de los estimulos de
decidualizacién in vitro, mostraron una morfologia celular redondeada, tipica de
una célula decidualizada (Figura 24C). Sin embargo, las ESC transfectadas con el
vector de fusion (PGRMC1 transfected ESC), después de 3 dias de estimulos con
MPA y 8-bromo-cAMP, no mostraron las caracteristicas morfologicas clasicas,

confirmando asi una decidualizacion comprometida (Figura 24E).
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Figura 24. Efecto de la sobreexpresion de PGRMC1 sobre la decidualizacién en células
estromales endometriales humanas (ESC). (A) Los niveles de PRL se midieron mediante ELISA en
los medios condicionados de ESC no transfectadas (Non-transfected ESC), transfectadas con el vector
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vacio (Empty transfected ESC) y transfectedas con el vector de fusion (PGRMCI transfected ESC). Los
resultados mostraron una reduccion significativa en las células deciduales donde sobreexpresamos
PGRMC1 (PGRMCI transfected ESC) en comparacion con las ESC no transfectadas y transfectadas con
el vector vacio. (B-G) Andlisis de la estructura del citoesqueleto. La tincion de F-actina en las células
ESC no transfectadas mostrd los cambios morfoldgicos tipicos del proceso de decidualizacion en las
dESC no decidualizadas (ndESC) (B, C). No se observaron diferencias en la distribuciéon de los
filamentos de F-actina entre las condiciones no deciduales (D) y deciduales (E) en las ESC que
sobreexpresaron PGRMCI1. (F, G) Las ESC transfectadas con el vector vacio mostraron la misma
morfologia de las células no transfectadas. Cada columna representa la mediatdesviacion estandar (SD).
Cada muestra se analiz6 por triplicado. (* P <.05, ** P <.01.)

De hecho, en este grupo de células (PGRMC1 transfected ESC) no se
observaron diferencias en la distribucién de los filamentos de F-actina entre la
condicion no decidual y decidual (Figura 24D y 24E). El grupo de las ESC
transfectadas con el vector vacio (Empty transfected ESC) también mostré la
misma forma redonda que las ESC control no transfectadas bajo condiciones
deciduales (Figura 24G), excluyendo que los efectos observados en el grupo de las
ESC que sobreexpresan PGRMC1, se deban propiamente al proceso de transfeccion.
En conjunto, estos resultados indican que son necesarios bajos niveles de PGRMC1
para que se produzca el mecanismo de decidualizacion, sugiriendo que la proteina

PGRMC1 puede ser un componente importante en este proceso.

Non-transfected ESC PGRMC1 overexpressed

Cytosol Nucleus Cytosol Nucleus

°8 o o) ) @)
-l - c - c © c T
50 kDa- - . —
- ——
37 kDa- : : |
v .
25 kDa- p—— ” ~ PGRMC1
20 kDa- s
i -

Figura 25. Expresion de PGRMC1 en fracciones citoplasmaticas y nucleares de ESC
transfectadas con vector de expresion de PGRMC1. La sobrexpresion de PGRMC1
probablemente induce un aumento de la dimerizaciéon del receptor (banda 46kDa) en citosol y
nucleo, comparado con ESC no transfectadas. La presencia de la misma banda, en el lisado control,
probablemente se debe a la presencia del dimero en la fraccion de membranas y organulos, que
quedaron excluidas en el fraccionamiento.
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Después realizamos un western blot de las fracciones citoplasmaticas y
nucleares de las ESC transfectadas y se observo la presencia de una banda de
aproximadamente 46kDa, tanto en las fracciones citoplasmaticas como nucleares
de ndESC y dESC donde sobrexpresamos PGRMC1. Dicha banda podria
corresponder a un dimero de PGRMC1 ya que probablemente la sobrexpresion

estaria induciendo la dimerizacidn del receptor (Figura 25).

5. La inhibicion de la actividad de PGRMC1 mediante AG205 puede inducir la
decidualizacidén en las ESC, en ausencia de la entrada de Progesterona

Para comprender mejor la posible implicacion de los receptores no clasicos
de P4 en la decidualizacién, en particular de PGRMC1, hemos empleado una P4
impermeable a la membrana (P4-BSA), que evita la entrada de P4 en la célula,
activando de tal manera solamente los receptores de membrana. Ademas, hemos
introducido también un antagonista de PGRMC1, AG-205, que bloquea
especificamente su activacion.

Debido a la posibilidad de decidualizar las ESC tanto con un protocolo
clasico largo (8 dias) mediante P4 combinada a E2 como también con un protocolo
mas rapido (4 dias) mediante cAMP y MPA, hemos introducido la P4BSA y AG205
en ambos, estableciendo asi diferentes condiciones de decidualizacién (descritos
en la seccién 3.1 de “Materiales y métodos”). De esa manera, hemos podido
también analizar si se generaban efectos diferentes entre los dos tipos de
protocolos.

La P4 y el MPA, del protocolo largo y corto respectivamente, han sido
sustituidos por P4-BSA (1uM) en combinacion o no con AG-205 (50uM).

Después de 8 dias de cada estimulo de decidualizacién, segtn las distintas
condiciones establecidas para el Protocolo largo (P4/E2, P4-BSA/E2, P4/
E2+AG205 y P4BSA/E2+AG205), la secreciéon de prolactina (PRL) disminuyd
significativamente en presencia de P4-BSA/E2 en comparacion con el grupo dESC
decidualizado con P4/E2 (p <0,01) (Figura 26A). Por contra, los niveles de PRL se

revertian aumentando significativamente en presencia del inhibidor AG205 y P4-
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BSA/E2 en comparacion con ndESC y el grupo dESC decidualizado solamente con
P4-BSA/E2 (p <0,05) (n=7).

Sin embargo, en el Protocolo corto de 4 dias, todos los grupos fueron
capaces de secretar altos niveles de PRL e IGFBP1, incluso en presencia de P4-BSA/

cAMP o P4-BSA/cAMP y AG205 (n=7) (Figura 26B).
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Figura 26. Niveles de secrecion de PRL en células estromales endometriales humanas (ESC)
en presencia de los estimulos de decidualizacion del protocolo Largo (A) y Corto (B).
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Analizando nuestro segundo chequeo de decidualizacion mediante la
tincion de los filamentos de F-actina, para el Protocolo Largo se mostr6 una falta de
remodelacion del citoesqueleto en el grupo decidualizado con P4-BSA en
comparacion con la forma poligonal tipica observada en los controles. La
disposicién correcta de los filamentos de F-actina de las dESC se restauré en el
grupo P4-BSA en presencia de AG205 (Figura 27 y 28).

En el caso del Protocolo Corto de decidualizacion, las dESC de todos los
grupos mostraron una estructura correcta decidualizada de los filamentos de F-

actina, también en presencia de P4-BSA/cAMP o P4-BSA/cAMP y AG205.

6. La ausencia de la entrada de progesterona y AG205 inducen cambios de

localizacion de los receptores de progesterona durante la decidualizacion en
las ESC

El receptor clasico de P4 (PR-A y PR-B) sufre un cambio de localizacion
durante el proceso de decidualizaciéon. Con la entrada y el aumento de la P4 en las
ESC, el receptor PR se activa y transloca al nucleo, donde actua como factor de
transcripcién, mientras que PGRMC1, conforme la ESC se va decidualizando, se
acumula mayormente a nivel perinuclear. Para evaluar los efectos de los diferentes
estimulos de decidualizaciéon inducidos sobre las ESC, combinados con P4BSA y
AG205, también analizamos la localizacién de dichos receptores de progesterona.

Los experimentos de inmunolocalizacion por inmunocitofluorescencia
revelaron, con respecto a las condiciones del Protocolo largo, una clara localizacion
perinuclear y nuclear de PGRMC1 en los grupos dESC decidualizados con P4/E2 y
P4/E2 + AG205, aunque ligeramente disminuida en este ultimo (Figura 27). Sin
embargo, PGRMC1 pareci6 persistir en la membrana y en el citosol en los grupos
dESC decidualizadas con P4-BSA/E2 y P4-BSA/E2 + AG205 dESC (Figura 27).

En cuanto al receptor PR utilizamos un anticuerpo capaz de reconocer
ambas las isoformas A y B (PRAB). En las ESC no decidualizadas (Control ndESC) el
receptor PRAB muestra una tincion casi indetectable en el citosol, debida a su poca
expresion. Como se ha descrito, después del estimulo de progesterona, aumenta su

expresion y se transloca al nucleo de las ESC (Figura 28, P4+E2 dESC).
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Control ndESC P4+E2 dESC P4-BSA+E2 dESC P4+E2+AG205 dESC P4-BSA+E2+AG205 dESC
(o}

Figura 27. Inmunolocalizacién de PGRMC1 en los diferentes estimulos de decidualizacién del
protocolo largo (PGRMC1, verde; DAPI, azul; F-actina, rojo).

Control ndESC P4+E2 dESC P4-BSA+E2 dESC P4+E2+AG205 dESC P4-BSA+E2+AG205 dESC

Figura 28. Inmunolocalizacion de PRAB en los diferentes estimulos de decidualizacién del
protocolo largo mediante P4 y E2 (PRAB, verde; DAP], azul; F-actina, rojo).

Sorprendentemente, en el grupo dESC P4-BSA / E2, sigue translocandose al
nucleo como ocurre con el estimulo de decidualizaciéon (P4 / E2) y en presencia de
AG205 (P4+E2+AG205). Sin embargo, la sefial de PRAB disminuy6 fuertemente en
el grupo dESC decidualizadas con P4-BSA+E2 + AG205 (Figura 28, P4-BSA/
E2+AG205).
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Control ndESC MPA+cAMP dESC P4-BSA+cAMP dESC MPA+cAMP+AG205 dESC P4-BSA+cAMP+AG205 dESC

= &\ ! .

Figura 29. Inmunolocalizacién de PGRMC1 en los diferentes estimulos de decidualizacion del
protocolo corto mediante cAMP y MPA (PGRMC1, verde; DAPI, azul; F-actina, rojo).

Por otro lado, el ensayo de inmunocitofluorescencia en el protocolo corto de
decidualizacién no mostré diferencias de localizacion de PGRMC1 en los diferentes
grupos, aunque en el grupo P4BSA+cAMP+AG205 disminuy6 su localizacién a nivel

perinuclear (Figura 29).

Control ndESC MPA+cAMP dESC P4-BSA+cAMP dESC MPA+cAMP+AG205 dESC P4-BSA+cAMP+AG205 dESC

Figura 30. Inmunolocalizacion de PRAB en los diferentes estimulos de decidualizacién del
protocolo corto mediante cAMP y MPA (PRAB, verde; DAPI, azul; F-actina, rojo).
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Mientras que con respecto a PRAB, se observo su translocacion en el nicleo
en todas las condiciones de decidualizacién inducidas, frente a su leve expresion
citoplasmatica, casi indetectable, en las células ndESC. En presencia de P4-
BSA+cAMP, PRAB no mostré tampoco su translocacién nuclear, como en el caso del

control (ndESC) (Figura 30).

7. Alteraciones en los Perfiles Transcriptomicos Globales en las ESC
decidualizadas con diferentes tratamientos

A continuacion, utilizamos la estrategia de microarray para identificar los
cambios moleculares subyacentes a las diferencias funcionales de decidualizacién
encontradas en las ESC decidualizadas con el antagonista de PGRMC1, AG205 y P4-
BSA. Ya que los mayores cambios, tanto a niveles de secrecion del marcador de
decidualizacién (PRL), como de localizacién subcelular de los receptores de P4, se
han producido prevalentemente en las condiciones del protocolo largo y debido a
que este ultimo es lo mas semejante a la condicion fisioldgica, decidimos llevar a
cabo el andlisis transcriptémico solo de las siguientes condiciones: Control
(ndESC), P4/E2, P4/E2 + AG205, P4-BSA/E2 y P4-BSA/E2 + AG205.

Los niveles de PRL secretados por cada grupo no decidualizado y
decidualizado se muestran en la Figura 31A. Una visién resumida de los resultados

esta representada en la tabla de la Figura 31B.

Down-regulated | Up-regulated
genes genes

P4 vs C
P4+AG205 vs C
P4-BSAvs C
P4-BSA+AG205 vs C
P4+AG205 vs P4
P4-BSA vs P4
111 P4-BSA+AG205 vs P4

N P4-BSA+AG205 vs P4-B5A [INONI IRRRORN
N\

PRL ng/mL
g
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C

P4+AG205vs C P4-BSAvs C

P4-BSA+AG205vs C

Upregulated
genes

D

P4+AG205vs C P4-BSAvs C

~ P4-BSA+AG205 vs C

Downregulated
genes

Figura 31. Andlisis transcriptémico de los diferentes estimulos de decidualizacion
mediante protocolo largo. Confirmacion, mediante ELISA, de los niveles de Prolactina secretados
en los medios condicionados de cada grupo de decidualizacién y en el Control (A). Tabla con
numero de genes diferencialmente expresados, comparando cada grupo de decidualizacion con el
Control y P4 (n=4) (B). Diagramas de Venn entre los genes diferencialmente expresados,
aumentados (Upregulated genes) (C) y disminuidos (Downregulated genes) (D), de los diferentes
grupos de decidualizaciéon comparando con el Control.

En el estado decidual fisiolégico (P4 vs Control), 91 genes disminuyeron de

manera estadisticamente significativa y 73 genes aumentaron, en base a una tasa
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de descubrimientos falsos (FDR) <0.05 y al menos dos veces diferencialmente
expresados.

En presencia del antagonista de PGRMC1, AG205 (P4/E2+ AG205 vs
Control), se encontr6 un aumento considerable en el nimero de transcritos génicos
diferencialmente expresados (230 genes disminuidos y 153 genes aumentados)
(Figura 31B). Estos incluyen muchos genes en comtn con la comparacién de P4
frente al Control, conocidos por estar implicados en la decidualizacion
endometrial. Algunos genes se encontraron aumentados, como por ejemplo PRL,
IGFBP1, THBD (Thrombomodulin), THSD7A (Thrombospondin type-1 domain-
containing protein 7A), IRS2 (Insulin Receptor Substrate 2), GREB1 (Growth
Regulation By Estrogen In Breast Cancer 1), DPP4 (Dipeptidyl Peptidase 4) y otros
disminuidos, como por ejemplo IGFBP5 (Insulin Like Growth Factor Binding
Protein 5) y SRFP1 (Secreted Frizzled Related Protein 1) (Figura 32A). Mas de la
mitad de los genes diferencialmente expresados fueron inducidos por la presencia
del antagonista de PGRMC1 (exclusivos del grupo P4+AG205) tal como se
desprende del diagrama de Venn de la Figura 31C y 31D (91 genes aumentados y
147 disminuidos). Entre estos genes encontramos algunos aumentados, como
MAOB (Monoamine Oxidase B), MAOA (Monoamine Oxidase A), GPX3 (Glutathione
Peroxidase 3), SLC7A11 (Solute Carrier Family 7 Member 11), SLC7A8 (Solute
Carrier Family 7 Member 8), SLC7A7 (Solute Carrier Family 7 Member 7), ATP8AZ2
(ATPase Phospholipid Transporting 8A2), y otros disminuidos como RAB15
(RAB15, Member RAS Oncogene Family), SOD3 (Superoxide Dismutase 3), RAB3B
(RAB3B, Member RAS Oncogene Family) y TAGLN (Transgelin) (Figura 32B-C).

A P4vsC P4+AG205 vs C B P4+AG205 vs C
fold padj fold padi fold padj
PRL 0.002 0.001 MAOB - 0.015
MAOA 0.034
IGFBP1 0017 0.009 GPX3 | 3.606  0.027
THBD 0.001 0 SLC7A11 = 3.366  0.037
THSD7A 0.001 0 SLC7A8 = 2.972  0.001
IRs2 | 3.898 0.008 0.001 SLC7A7  2.434  0.001
GREB1 2.444 0001 2509 0 ATP8A2 2.179  0.003
DPP4 2322 0001 | 3208 O RABLS REEECE 0014

SoD3 | -2.63  0.007
IGFBP5 | -3.916 0.004 -3.891 0.002 RAB3B 0.029
srrp1 49720 o001 [ESRAEN o TAGLN 0.01
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C Exclusive genes P4+AG205 vs C
P4+AG205 Control (C)

a4
N
D Biological process
P4+AG205 vs P4
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5

isoprenoid biosynthetic process (25)
cholesterol biosynthetic process (48)  —
sterol biosynthetic process (52) e ——
intra-Golgi vesicle-mediated transport (38) .
acyl-CoA metabolic process (87) | E—
coenzyme biosynthetic process (143) | E—
cofactor biosynthetic process (169) | E—

DNA replication-dependent nucleosome assembly (29) ————— 1
DNA replication-dependent nucleosome organization (29) |

Figura 32. Andlisis de los cambios transcriptémicos inducidos por el antagonista de PGRMC1
en el estimulo fisioldgico de decidualizacion. Genes comunes, aumentados y disminuidos, entre
P4vsC y P4+AG205vsC, bien conocidos por jugar un importante rol durante el proceso de
decidualizacion (A). Algunos de los genes exclusivos de P4+AG205, como genes que codifican para
antioxidantes celulares (GPX3 y SOD3), monoaminoxidasas (MAOA y MAOB), ATPasa flippasa de
clase 4 (ATP8A2), transportadores aminoacidicos (SLC7A11, SLC7A8 y SLC7A7), miembros de la
familia oncogénica RAS (RAB3B y RAB15) y una proteina de uniéon a la actina cual la
trangelina(TAGLN) (B). Heat map de los genes exclusivos del grupo P4+AG205 comparado con el
Control. En la escala del color rojo estan representados los foldchange de los genes aumentados y
en azul los foldchange de los genes disminuidos, con un FDR <0.05 (C). Procesos bioldgicos
diferencialmente regulados (barras rojas, aumentados; barras azules, disminuidos; p < 0.05),
durante el proceso de decidualizacion en presencia de AG205, comparando P4+AG205 vs P4 (D).

A nivel de procesos biologicos, AG205 determiné un aumento significativo

de los procesos relacionados con la biosintesis del colesterol, esterol y acetil CoA y
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transporte intra-Golgi mediado por vesiculas. Procesos relacionados con el
ensamblaje y la organizacién del nucleosoma aparecieron estar disminuidos
(Figura 32D). Durante el estimulo de decidualizacién tras P4-BSA (P4-BSA vs
Control) no se encontraron diferencias significativas, contrariamente a los 76
genes diferencialmente expresados y estadisticamente significativos (FDR <0.05)

identificados al comparar P4-BSA con el grupo P4 (36 genes disminuidos y 40

aumentados) (Figura 31B).
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. abueyop|o4

B Biological process
P4vs C

dolichol-linked oligosaccharide biosynthetic process (19)
phagosome acidification (23)

pH reduction (40)

intracellular pH reduction (39)

transferrin transport (29)

mitochondrial translational termination (77)

negative regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle
establishment or maintenance of apical/basal cell polarity (37)
establishment or maintenance of bipolar cell polarity (37)
ithelial cell apical/basal polarity (30)
regulation of histone H3-K4 methylation (27)

positive regulation of excitatory postsynaptic membrane potential (22)
mammary gland epithelial cell proliferation (27)

mitetic G2 DNA damage checkpoint (15)

osteoblast development (18)

regulation of establishment of planar polarity involved in neural tube closure (14)
planar cell polarity pathway involved in neural tube closure (13)

seminiferous tubule development (11)

establishment or r of ep

cardiac muscle cell myoblast differentiation (10)
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protein localization to kinetochore (10)

seminiferous tubule development (11)

establishment or maintenance of epithelial cell apicalbasal polarity (30)
mammary gland epithelial cell proliferation (27)
nucleotide-excision repair, DNA incision (38)

regulation of histone H3-K4 methylation (27)

negative regulation of viral genome replication (46)
establishment or maintenance of apicallbasal cell polarity (37)
establishment or maintenance of bipolar cell polarity (37)
nucleotide-excision repair, DNA incision, 5-to lesion (35)
translesion synthesis (37)

positive regulation of histone methylation (35)

regulation of chromosome segregation (41)

RNA polyadenylation (39)

postreplication repair (48)

intracellular pH reduction (39)

pH reduction (40)

ferric iron transport (32)

trivalent inorganic cation transport (32)
transferrin transport (29)

Figura 33. Analisis transcriptomico y de los procesos bioldgicos desregulados en el grupo de
decidualizacion P4BSA comparado con el estimulo fisioldgico de decidualizacion (P4). Heat
maps del grupo P4 comparado con el Control (A) y PABSA comparado con P4 (C). En la escala del
color rojo estan representados los foldchange de los genes aumentados y en azul los foldchange de
los genes disminuidos, con un FDR <0.05 (A y C). Procesos bioldgicos diferencialmente regulados
(barras rojas, aumentados; barras azules, disminuidos; p < 0.05), comparado el estimulo de
decidualizacién fisioldgico versus el control (B) y el estimulo con P4BSA versus P4 (D). Es evidente
el patréon exactamente inverso de las dos comparativas, confirmando que el grupo de
decidualizacién P4/BSA se comporta como un Control.

Observando el heat map (Figura 33C) y el enriquecimiento funcional
(Figura 33D) (P4BSA vs P4), podemos ver cémo la distribucion de la expresion
diferencial y los procesos biolégicos significativos de P4BSA vs P4 reflejan

exactamente la situacién contraria a la condicién fisiolégica, cual P4 vs C (Figura

123



RESULTADOS

33A-B). Por lo tanto, todo confirma que el grupo decidualizado con P4-BSA mostro
un comportamiento muy similar al grupo control.

A continuacion, en presencia de AG205, el grupo P4BSA + AG205 mostro
solamente cinco genes diferencialmente expresados de manera estadisticamente
significativa, comparado con el Control (2 genes disminuidos y 3 disminuidos)

(Figura 31B).

A Biological process
P4BSA+AG205vs C

serotonin transport (16)

mitochondrial electron transport, NADH to ubiguinone (45)

NADH dehydrogenase complex assembly (56)

mitochondrial respiratory chain complex | assembly (56)
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mitochondrial translational elongation (76)

mitochondrial translational termination (77)

mitochondrial respiratory chain complex assembly (81)

ATP synthesis coupled electron transport (78)

translational termination (93)

oxidative phosphorylation (89)

mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport (77)
respiratory electron transport chain (93)

regulation of cellular amine metabolic process (86)

establishment of protein localization to endoplasmic reticulum (79)
protein targeting to ER (78)

nuclear-transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay (98)
cotranslational protein targeting to membrane (75)

regulation of synapse assembly (79)

SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane (70)
positive regulation of cellular component biogenesis (65)

positive regulation of nervous system development (62)

positive regulation of synapse assembly (62)

B Biological process
P4BSA+AG205 vs P4BSA
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e

serotonin transport (16)

NADH dehydrogenase complex assembly (56)
mitochondrial respiratory chain complex | assembly (56)
mitochondrial respiratory chain complex | biogenesis (56)
mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone (45)
mitochondrial translational termination (77)
mitochondrial translational elongation (76)
mitochondrial respiratory chain complex assembly (81)
ATP synthesis coupled electron transport (78)

oxidative phosphorylation (89)

mitotic spindle organization (78)

androgen receptor signaling pathway (59)

mitotic sister chromatid segregation (85)

sister chromatid cohesion (118)

protein localization to chromosome (51)

mRNA polyadenylation (38)

DNA replication initiation (39)

regulation of histone methylation (60)

sister chromatid segregation (95)

DNA geometric change (72)

DNA synthesis involved in DNA repair (31)

mismatch repair (27)

strand displacement (23)

positive regulation of nuclease activity (14)

Figura 34. Andlisis de los procesos bioldgicos desregulados en el grupo de decidualizacion
P4BSA+AG205 comparado con el Control (A) y con P4BSA (B).
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Aunque se hayan identificado pocas diferencias significativas y ninguna en
el caso de las comparativa P4BSA+AG205 vs P4BSA, el enriquecimiento funcional
ha identificado aspectos interesantes. El antagonista de PGRMC1, AG205,
determiné un aumento significativo de todos los procesos biologicos asociados a
actividad mitocondrial (Figura 34A-B) y una disminucién de actividad de
transporte intracelular, como por ejemplo localizaciéon de proteinas en el reticulo
endoplasmatico y membrana (Figura 34A), localizacién de proteinas en los
cromosomas, organizacion del spindle mitético, segregacién de las cromatidas ,
reparacion y replicacién del ADN y regulacién positiva de la actividad nucleasa
(Figura 34B).

Para las validaciones de los resultados de microarray obtenidos, se
seleccionaron dos genes exclusivos del grupo P4+AG205, uno aumentado (MAOB)

y otro disminuido (TAGLN), comparado con el Control (Figura 35A-B).
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Figura 35. Validacién de los resultados de microarray. Entre los genes diferencialmente
expresados y estadisticamente significativos, han sido validado por RT-qPCR genes exclusivos del

grupo P4+AG205 (TAGLN y MAOB) (A) y genes comunes entre los grupos P4 y P4+AG205 (THBD y
SFRP1) (B, C), comparado con el Control.
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Ademas, se seleccionaron también dos genes comunes a los grupos
P4+AG205 y P4, con un aumento (THBD) y una disminucién (SFRP1)
estadisticamente significativa frente al Control (Figura 35C-D). Dichos genes
fueron validados en tres de las cuatro muestras utilizadas en el experimento de

array y tres mas diferentes (n=6).

8. El andlisis mediante espectrometria de masas de los experimentos de Pull-

down revela diferentes interacciones proteicas de PGRMC1 en las ESC

Para lograr una vision general de todas las posibles proteinas que
interactian con PGRMC1 durante la decidualizacién, se extrajo el proteoma
subcelular de células estromales no decidualizadas (ndESC) y decidualizadas
(dESC). Ademas, para verificar si la utilizacion de diferentes protocolos de
decidualizacion in vitro podria generar alguna diferencia en estas interacciones
proteicas, se emplearon ESC decidualizadas mediante protocolo largo (Long) y
corto (Short). Las células se lisaron y los extractos proteicos se mezclaron con GST-
PGRMC1 para poder captar las proteinas que interaccionan con nuestra proteina
de interés. Para reforzar y enriquecer la proteina de la poblacidn interactuante, los
Pull-down de GST se llevaron a cabo de manera independiente para cada fracciéon
de proteina subcelular (membrana / organulo, citosol y nucleo) de cada condicion.
Luego, todas las subfracciones de ndESC o dESC (con protocolo largo o corto)
fueron mezcladas para analizar las proteinas asociadas por RP-LC-MS / MS.

Para determinar la cantidad de cada proteina que interactiia con la proteina
de fusion GST-PGRMC1, se realizé un andlisis cuantitativo relativo basado en la
seleccion de tres péptidos Unicos mas intensos para cada proteina (segun el
software PEAKS Studio 8.5). Para identificar las interacciones especificas de
PGRMC(1, se excluyeron las proteinas que fueron purificadas por afinidad por la
proteina GST (GST-Control, GST-Long y GST-Short). Por otro lado, las proteinas con
proporciones similares en los Pull-down realizados con GST-PGRMC1 y GST se
consideraron inespecificas y fueron excluidas (Figura 36 A-C). De las proteinas
especificas solo se consideraron significativas las que presentaban un valor de

significancia superior a 13 (p value <=0.01).
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Figura 36. Screening de las proteinas especificas de interaccion con la proteina de fusion
GST-PGRMC1. Heat maps de las proteinas identificadas por espectrometria de masas en los
pulldown con GST y GST-PGRMC1 (A-C). Las proteinas comunes, identificadas por espectrometria
de masas en los ensayos de pulldown con GST y GST-PGRMC1 en muestras del protocolo Largo (A),
Corto (B) y Control (C), se consideraron inespecificas y se excluyeron. Se encontraron 26 y 27
proteinas especificas de GST-PGRMC1 en los pulldown realizados con extractos de proteinas de ESC
decidualizadas con protocolo Largo (D) y Corto (E) respectivamente, y 24 proteinas especificas con
extracto proteico de ESC no decidualizadas (F). Las proteinas con un valor de significacion> = 13
(FDR <= 5%) se consideraron estadisticamente significativas (B). L = Long; S = Short; C = Control.

Gracias a los experimentos de Pull-down acoplados a andlisis mediante
espectrometria de masas, identificamos 26 proteinas especificas, que interaccionan
con PGRMC1, en las ESC decidualizadas mediante el protocolo largo (Long), 27
proteinas en las ESC del protocolo de decidualizacion Short y 24 proteinas en las

ESC no decidualizadas (Figura 36 D-F).
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En cada una de las muestras analizadas identificamos nuestra proteina de

estudio PGRMC1, de la cual obtuvimos una buena cobertura de secuencia, lo cual

confirmé su abundancia (Figura 37).
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Figura 37. Secuencia aminoacidica correspondiente a la proteina PGRMC1 identificada

mediante RP-LC-MS / MS.

Cada listado de proteinas identificadas en los experimentos de Pull-down

esta representado en las Tablas 3,4 y 5.
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PGRMC1_HUMAN 200.00 66 41 40 21671 Membrane-associated progesterone receptor component 1
VDAC2_HUMAN 76.17 24 6 6 30348 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 (Fragment)
VDAC1_HUMAN 52.29 32 7 7 30773 Voltage-dependent anicn-selective channel protein 1
ATP5A1_HUMAN 42.37 20 10 10 59751 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
SLC25A24 HUMAN 40.25 10 5 5 53354 Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCamMC-1
NSF_HUMAN 39.23 9 6 6 82594 Vesicle-fusing ATPase
FAM213A_HUMAN 37.48 16 3 3 25764 Redox-regulatory protein FAM213A
ACSL1_HUMAN 34.67 7 5 5 77943 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1
STT3A_HUMAN 34.30 5 3 3 80530 Deolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3A
RPN1_HUMAN 32.22 11 6 6 68569 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1
VAT1_HUMAN 30.03 24 8 8 41920 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
SQRDL_HUMAN 29.32 9 3 3 49961 Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial
RPN2_HUMAN 28.97 5 3 3 69284 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2
UQCR2_HUMAN 27.57 11 4 4 48443 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
MAOB_HUMAN 26.64 15 7 6 58763 Amine oxidase [flavin-containing] B
BAP31_HUMAN 26.17 12 3 3 27992 B-cell receptor-associated protein 31
SEC22B_HUMAN 25.68 21 4 4 24593 Vesicle-trafficking protein SEC22b
SURF4_HUMAN 24.05 17 3 3 21128 Surfeit 4
SEC11A_HUMAN 19.23 10 2 2 18651 Signal peptidase complex catalytic subunit SEC11
TMEM43_HUMAN 18.95 5 2 2 44876 Transmembrane protein 43
VDAC3_HUMAN 18.29 8 2 2 30659 Voltage-dependent anicn-selective channel protein 3
SFXN1_HUMAN 17.74 7 2 2 35619 Sideroflexin-1
CCT7_HUMAN 17.68 3 2 2 59367 T-complex protein 1 subunit eta
ARF4_HUMAN 16.44 24 3 2 14553 ADP-ribosylation factor 4 (Fragment)
GSTK1_HUMAN 16.27 13 2 2 25497 Glutathione S-transferase kappa 1
ACTB_HUMAN 10.20 47 15 1 41737 Actin, cyteplasmic 1

Tabla 3. Listado de proteinas que interaccionan especificamente con PGRMC1 en ESC
decidualizadas con protocolo largo (Long).

Protein [significance[Coverage (%) #Peptides| #Unique | Avg. Mass | Description
PGRMC1_HUMAN 200.00 81 50 50 21671 Membrane-associated progesterone receptor component 1
ATP5A1_HUMAN 200.00 19 9 9 59751 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
VDAC1_HUMAN 200.00 36 8 8 30773 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
VDAC2_HUMAN 200.00 20 6 6 31567 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
MAOB_HUMAN 137.84 17 7 6 58763 Amine oxidase [flavin-containing] B
FAM213A_HUMAN 130.55 16 3 3 25764 Redox-regulatory protein FAM213A
VAT1_HUMAN 98.39 15 4 4 41920 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
RPN2_HUMAN 90.75 6 3 3 69284 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2
RPN1_HUMAN 78.54 9 5 5 68569 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1
SLC16A3_HUMAN 77.09 9 4 4 49469 Monocarboxylate transporter 4
SERPINH1_HUMAN 70.59 18 6 6 46441 Serpin H1
SEC22B_HUMAN 69.55 17 3 3 24593 Vesicle-trafficking protein SEC22b
NCLN_HUMAN 69.21 6 3 3 62974 Nicalin
MAOA_HUMAN 65.45 8 4 3 59682 Amine oxidase [flavin-containing] A
ATPS5F1_HUMAN 53.55 11 3 3 28909 ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial
STT3A_HUMAN 34.58 3 2 2 80530 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3A
GTR1_HUMAN 3261 4 2 2 54084 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1
BAP31_HUMAN 32.49 7 2 2 27992 B-cell receptor-associated protein 31
ATP50_HUMAN 31.85 11 2 2 23277 ATP synthase subunit O, mitochondrial
SFXN1_HUMAN 31.37 7 2 2 35619 Sideroflexin-1
GNB2_HUMAN 30.47 7 2 2 32408 Guanine nucleotide-binding protein G(1}/G(S)/G(T) subunit beta-2
ATP5G1_HUMAN 28.99 29 2 2 8452 ATP synthase membrane subunit g
SQRDL_HUMAN 26.11 5 2 2 49961 Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial
VAPA_HUMAN 24.55 10 2 2 27893 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A
SURF4_HUMAN 20.36 18 5 5 30394 Surfeit locus protein 4
RAB1A_HUMAN 8.90 13 2 1 22678 Ras-related protein Rab-1A
SLC25A24 HUMAN 7.23 7 3 3 53354 Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1

Tabla 4. Listado de proteinas que interaccionan especificamente con PGRMC1 en ESC
decidualizadas con protocolo corto (Short).
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PGRMC1_HUMAN 200.00 84 a3 41 21671 Membrane-associated progesterone receptor component 1
VAT1_HUMAN 113.08 28 8 8 41920 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
NSF_HUMAN 112.33 12 8 8 82594 Vesicle-fusing ATPase
SURF4_HUMAN 107.71 14 4 4 30394 Surfeit locus protein 4
VDAC2_HUMAN 105.63 14 4 4 31567 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
VDAC1_HUMAN 102.21 36 8 8 30773 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
ATP5A1_HUMAN 93.09 16 8 8 59751 ATP synthase subunit alpha, mitochendrial
SERPINH1_HUMAN 76.89 15 5 5 46441 Serpin H1
RPN2_HUMAN 75.49 8 4 4 69284 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2
RPN1_HUMAN 71.38 13 7 7 68569 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1
SLC25A24 HUMAN 62.89 12 6 6 53354 Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1
SEC22B_HUMAN 62.23 20 3 3 24593 Vesicle-trafficking protein SEC22b
BZW1_HUMAN 60.20 10 5 5 48043 Basic leucine zipper and W2 domain-centaining protein 1
ARF4_HUMAN 59.57 17 2 2 14553 ADP-ribosylation factor 4 (Fragment)
CCT7_HUMAN 30.93 3 2 2 59367 T-complex protein 1 subunit eta
ATPSO_HUMAN 30.92 11 2 2 23277 ATP synthase subunit O, mitochondrial
SFXN1_HUMAN 29.62 7 2 2 35619 Sideroflexin-1
STT3A_HUMAN 28.16 3 2 2 80530 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3A
UBA52_HUMAN 27.87 20 2 2 14728 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
SEC61A1_HUMAN 27.40 4 2 2 52265 Protein transport protein Sec61 subunit alpha isoform 1
FACE1_HUMAN 26.05 3 2 2 54813 CAAX prenyl protease 1 homolog
GPX8_HUMAN 2494 10 2 2 23881 Probable glutathione peroxidase 8
ACTB_HUMAN 9.08 42 13 1 41737 Actin, cytoplasmic 1
RAB35 HUMAN 8.88 12 2 1 21214 Ras-related protein Rab-35 (Fragment)

Tabla 5. Listado de proteinas que interaccionan especificamente con PGRMC1 en ESC no
decidualizadas.

Con el fin de entender si las proteinas encontradas tuvieran alguna relacion
biologica entre todas ellas, hemos empleado las bases de datos String (Versiéon
10.0), Go Panther (Gene Ontology
Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) y la herramienta Funrich
(Version 3.1.3). String representa una base de datos de interacciones entre
proteinas conocidas y predichas, incluyendo interacciones directas o fisicas e
indirectas o funcionales (Von Mering et al. 2003). Las interacciones entre proteinas
provienen de bases de datos primarias como BioGRID, DIP, IntAct, MINTy de datos
predichos. El Sistema de Clasificacion PANTHER (Analisis de Proteina Mediante
Relaciones Evolutivas) esta disefiado para clasificar las proteinas (y sus genes) en
base a los componentes celulares, los procesos bioldgicos, las funciones
moleculares y los pathway, a fin de facilitar el andlisis. La herramienta Funrich
representa un software independiente utilizado principalmente para el
enriquecimiento funcional y el andlisis de redes de interaccién de genes y
proteinas.

El analisis de STRING revel6 que la mayoria de las proteinas identificadas
por espectrometria de masas, interaccionan entre ellas de manera directa (fisica) e

indirecta (funcionalmente) (Figura 38B). Dichas predicciones de interacciéon se
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basan en bases de datos (Figura 38B, lineas azules) y determinaciones
experimentales (Figura 38B, lineas rosas).

Segun los andlisis mediante Go Panther y Funrich, identificamos que los
componentes celulares mas significativos en los cuales residen la mayoria de las
proteinas que interaccionan con PGRMC1 son lisosomas y mitocondrias (Figura
38D), mientras que las funciones moleculares mas representadas estan
relacionadas con actividad de transporte celular y actividad catalitica (Figura 38C,
E). Las mismas funciones moleculares y los mismos procesos bioldgicos
significativos se observaron tras el andlisis por separado de cada grupo (Control,
protocolo largo y corto), evidenciando también los mismos componentes celulares
(mitocondrias y lisosomas). Aunque, en el caso del protocolo corto, también se
identificaron procesos relacionados a procesos biologicos de o6xido-reduccion
debido a una mayor representacion de proteinas del complejo del ATP sintasa

(ATP5A1, ATP5F1, ATP5G1 y ATP50).
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PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 42 Total # function hits: 36
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B structural molecule activity (G0:0005198) (2)
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Figura 38. Heat map de todas las proteinas identificadas por espectrometria de masas en los
pulldown de PGRMC1-GST llevados a cabo con extractos de proteinas de ESC Controles y
decidualizadas con protocolo Largo y protocolo corto. En rojo estan representadas las proteinas
presentes y en verde las proteinas ausentes (A). La red de interacciones proteina-proteina para las
proteinas especificas que interactiian con PGRMC1, identificadas en ndESC (CONTROL) ha sido
mapeada buscando en la base de datos STRING (versién 10.0) con una puntuaciéon de confianza
minima de 0,4. Las diferentes lineas de color indican interacciones conocidas basadas en las bases
de datos (linea azul) y en la determinacién experimental (linea rosa) (B). Las funciones moleculares
y los procesos biolégicos mas significativos relacionados con las proteinas identificadas han sido
analizados por Go Panther (C) (entre paréntesis esta indicado el nimero de genes asociado a cada
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funcion molecular) y la herramienta Funrich (Version 3.1.3) (D-E) (Control, verde; ESC
decidualizadas con protocolo Largo, morado; ESC decidualizadas con protocolo corto, rosa. Todos
los analisis evidencian que PGRMC1 interacciona con proteinas que localizan en mitocondrias y
lisosomas, con una funcién prevalentemente de transporte celular y actividad catalitica.

Después observamos que los tres grupos analizados comparten 11
proteinas (overlapped), mostrando cada uno un set de proteinas exclusivas (8
proteinas exclusivas del Control, 9 del protocolo corto (Short Decidual) y 6 del

protocolo largo (Long Decidual) (Figura 39).

A
VTR
ACSL1 SLC16A3
TMEM43 ATP5F1
VDAC3 SLC2A1
GSTK1 | GNB2
e ATP5G
BZWV VAPA
SEC61A1
FACE1
SHORT DECIDUAL
GPX8 HORT DECIDUAL

RAB35
NON-DECIDUAL (CONTROL)

B Long and Short Common Proteins

SURF4
VAT1
SLC25A24
STT3A
RPN1
RPN2
ATP5A1
VDAC1
VDAC2
SEC22B
FAM213A
SQRDL
MAOB
BCAP31
SFXN1

Figura 39. Diagrama de Venn que muestra las proteinas que interaccionan con PGRM(C1
compartidas entre los varios grupos (Control, verde; protocolo largo (Long), morado; protocolo
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corto (Short), rosa). En los recuadros se muestran las proteinas exclusivas de cada condicion (A).
Proteinas que interaccionan con PGRMC1 en los protocolos de decidualizacién largo y corto. En
negrita estan remarcadas las proteinas elegidas para las validaciones (B).

Para las validaciones de los resultados obtenidos tras los experimentos de
pulldown y de espectrometria de masas, hemos elegido dos proteinas que parecen
interaccionar con PGRMC1, solamente durante el proceso de decidualizacién (en
ambos protocolos, largo y corto): MAOB y BCAP31.

MAOB es una mono-amino oxidasa, localizada en la membrana externa
mitocondrial, que cataliza la desaminacidon oxidativa de monoaminas (como
dopamina, serotonina y adrenalina) biogénicas y xenobioticas por liberaciéon de
perodxido. Esta bien descrito que el gen MAOB es uno de los genes cuya expresion
aumenta significativamente durante la decidualizaciéon (Aghajanova et al. 2011)
(Garrido-Gomez et al. 2011b).

BCAP31 es una de las proteinas mas abundantes del reticulo
endoplasmatico (ER). Es una proteina chaperona que participa en la exportacion
de proteinas secretadas en el ER, el reconocimiento de proteina plegada
anormalmente, en la degradacidn asociada con el reticulo endoplasmico (ERAD) y
en la apoptosis mediada por caspasa 8.

De tal manera la interaccién entre PGRMC1 y las dos proteinas, MAOB y
BCAP31, ha sido validada en ESC decidualizadas solo mediante el protocolo corto.
Para ello hemos llevado a cabo dos estrategias distintas, empleando por un lado
una inmunocitofluorescencia y por otro una Co-inmunoprecipitaciéon (Co-IP).

Gracias a los experimentos de inmunocitofluorescencia, se ha revelado total
ausencia de senal de MAOB y BCAP31 en las ESC no decidualizadas (ndESC,
Control) (Figura 40A-B). En cambio, en las ESC decidualizadas (dESC), hemos
evidenciado una clara co-localizacién (sefial naranja) de las sefiales de BCAP1 y
MAOB (rojo) en el citoplasma y a nivel perinuclear con la sefial de PGRMC1 (verde)
(Figura 40C-D).

Asimismo, las Co-IP llevadas a cabo inmunopecipitando MAOB y BCAP31 a
partir de extractos proteicos de células ESC decidualizadas, han confirmado que
PGRMC1 podria estar interactuando con dichas proteinas durante el proceso de
decidualizacién. El western blot (Figura40E) nos revel6 una leve banda del peso

molecular correspondiente al monémero de PGRMC1 (23kDa), tanto en la
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inmunoprecipitacion anti-MAOB (IP a-MAOB) como en la inmunoprecipitacion
anti-BAP31 (IP a-BAP31). Sorprendentemente, también se identificé otra banda en
la [P-a-MAOB, del mismo peso molecular que el dimero de PGRMC1, y una banda
de menor peso molecular en la I[P a-BAP31. Esto nos indica que la proteina MAOB
podria interaccionar con PGRMC1 dimerizado, mientras que alguna forma

modificada postraduccionalmente de PGRMC1 podria estar interaccionando con
BAP31.

>
vy

ndESC
ndESC

)

dESC
dESC

== . [MAOB (58 kDa)

= | BAP31 (28kDa)

% . |PeRMC1 dimer (46 kDa)
t &»| PGRMC1 (23 kDa)
-

Figura 40. Validacién de la interaccion de PGRMC1 con MAOB y BAP31. (A-D) Las proteinas
MAOB, BAP31 y PGRMC1 han sido localizadas por inmunocitofluorescencia en ndESC (A, B) y dESC
(C, D). En las ndESC no se detect6 ninguna signal ni de MAOB (A) ni de BAP31 (B). En cambio, la
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expresion de ambas proteinas, MAOB y BAP31, aumenta en las dESC, y sus sefiales colocalizan con
la sefial de PGRMC1 (C y D respectivamente) (colocalizacion sefiales, naranja; PGRMC1, verde;
MAOB y BAP31, rojo; DAPI, azul). (E) Co-IP realizadas inmunopecipitando MAOB y BAP31 en
extractos proteicos de dESC. El western blot revela que tanto la proteina MAOB como BAP31
inmunoprecipita con la proteina PGRMC1, como evidencia la leve banda del peso molecular
correspondiente al monémero de PGRMC1 (23kDa). También se identificé otra banda en la IP-a-
MAOB, del mismo peso molecular que el dimero de PGRMC1, y una banda de menor peso molecular
enla [P a-BAP31.
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Esta bien establecido que los receptores de progesterona nucleares clasicos
(nPR) contribuyen en la mayoria de los procesos de reproduccién masculinos y
femeninos (Luetjens et al. 2006), pero ha sido claramente demostrado que la
progesterona también puede desempefar sus acciones hormonales en células
completamente desprovistas de sus receptores nucleares clasicos (Ehring et al.
1998) (J. Peluso et al. 2002). Se conoce muy bien cierta implicacidn de las acciones
no clasicas de la progesterona en diferentes procesos bioldgicos y fisiolégicos,
como la regulacion del comportamiento durante la actividad sexual (Frye et al.
2006), maduraciéon meiética (Finidori-Lepicard et al. 1981), la reaccién acrosémica
en los espermatozoides (Foresta, Rossato, and Di Virgilio 1993), asi como el flujo
de iones en las células epiteliales (G. Head et al. 1999), neuronas (Viéro et al. 2006)
y musculo liso vascular (Barbagallo et al. 2001). En particular, el receptor no
clasico de la progesterona PGRMC1, se ha visto que estd implicado en diversos
eventos fisioldgicos, como la inhibicién de la apoptosis y de la proliferaciéon de
células de la granulosa/células luteales, regulaciéon del desarrollo del foliculo
antral, inhibicién de la actividad neuronal de la GnRH (John ]. Peluso 2013) (Viéro
et al. 2006) (Bashour and Wray 2012) o el aumento de la sintesis de colesterol (] ]
Peluso et al. 2004b). Ademas, se han identificado ciertas mutaciones sin sentido de
PGRMC1 en humano, que resultan estar asociadas con fallo ovarico prematuro
(FOP) (Mansouri et al. 2008). También se han identificado niveles diferentes de
expresion de la proteina en el tejido ovarico humano de mujeres con sindrome de
ovario poliquistico (SOP), apoyando la hipotesis de la implicacién de PGRMC1 en el
proceso de la esteroidogénesis.

Aunque el mecanismo de accién de PGRMC1 ha comenzado a estudiarse en
los udltimos afios en células de la granulosa, poco se sabe de su funcién en el
endometrio humano. Nuestro estudio se ha centrado en la caracterizacion de
PGRMC1 en el endometrio humano demostrando su importancia en el proceso de
decidualizacidn.

La proteina SERBP1 también se ha visto tener cierta participaciéon en las
acciones apoptoticas de la progesterona, interactuando con PGRMC1. Esta
interaccion parece ser importante ya que la transfeccion de la secuencia de
PGRMC1 que se une a SERBP1 en lineas de células de la granulosa inmortalizadas

espontaneamente, no solamente interrumpe la interaccion entre PGRMC1
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enddgeno y SERBP1, sino que también induce las células a entrar rapidamente en
apoptosis, incluso en presencia de progesterona (John J. Peluso 2013).

En nuestro estudio, la evaluacién inmunohistoquimica ha confirmado una
expresion variable endometrial in vivo de PGRMC1 durante todo el ciclo menstrual,
con una disminuciéon de la sefial en la fase secretora tardia en las células
estromales, de acuerdo con los hallazgos previos donde analizamos una cohorte
diferente de pacientes (Garrido-Gémez et al. 2014).

Debido a la alta expresion de PGRMC1 en ESCs en comparacion con células
epiteliales y su regulacidn critica durante la fase secretora mediana endometrial, es
probable que PGRMC1 juegue un papel clave en la decidualizacion.

La localizacién celular de PGRMC1 puede cambiar bajo diferentes
condiciones fisioldgicas en las células de la granulosa. Aunque se detecte expresion
en la membrana plasmatica de estas células, PGRMC1 aumenta en las células luteas
y localiza de manera difusa a lo largo del citoplasma y en el nicleo después de la
induccién de la ovulacion tras hCG en foliculos de rata (J J Peluso et al. 2006).
Ademas, PGRMC1 cambia su localizacion dindmicamente durante la maduraciéon de
los ovocitos. Especificamente, PGRMC1 comienza a asociarse con los cromosomas
en proceso de condensacion después de la ruptura de la membrana nuclear y se
localiza en la regién centromérica de los cromosomas en las fases de metafase [ y
I, mientras que en anafase/telofase se concentra en los cromosomas que se estan
separando, localizando en la zona media y en el cuerpo medio (Lodde and Peluso
2011) (Alberto M Luciano et al. 2010). De acuerdo con un analisis de secuencia de
aminodacidos capaz de predecir los sitios de escision, es posible que una escision
enzimdatica de los dominios extracelulares y transmembrana de PGRMC1 sea
necesaria para poder translocarse al nucleo (John J Peluso, DeCerbo, and Lodde
2012).

PGRMC1 presenta un bajo peso molecular (mondémero) de
aproximadamente 25 kDa, pero también puede aparecer como formas de mayor
peso molecular (250 kDa) (Falkenstein et al. 2001b) (J J Peluso et al. 2010)
(Engmann et al. 2006a)(R. Losel et al. 2005). Estas formas de mayor peso
molecular representan dimeros/oligémeros (] ] Peluso et al. 2010) (Kabe, Nakane,
et al. 2016) (Kabe, Yamamoto, et al. 2016), con algunos incluso sometidos a

sumoilacién (John ] Peluso, Lodde, and Liu 2012).
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La exposicion a estresores ambientales tales como la dioxina pueden
aumentar los niveles de PGRMC1 (I. S. Ahmed, Rohe, Twist, Mattingly, et al. 2010).
Esto puede ser una respuesta celular comun al estrés. Del mismo modo, las células
de la granulosa aisladas de mujeres que viven en ambientes altamente
contaminados presentan niveles mas altos de PGRMC1 (Cavallini et al. 2016).
Ademas, las células cancerosas de ovario expresan altos niveles de PGRMC1, que
esta predominantemente localizado en el ntcleo (John ] Peluso, Gawkowska, et al.
2009) (John J. Peluso et al. 2008). Se ha visto ademas que AG205, un antagonista de
PGRMC(1, altera la distribucién celular de PGRMC1 aparentemente reduciendo su
presencia dentro del nucleo. Dado que las formas de mayor peso molecular de
PGRMC(1 tienden a estar ubicadas en el nucleo (] ] Peluso et al. 2010), el efecto de
AG205 podria aumentar la presencia de las formas de bajo peso molecular y
disminuir las de mayor peso molecular (Will, Liu, and Peluso 2017).

En este trabajo hemos analizado la localizaciéon subcelular de PGRMC1 y
SERBP1 durante el proceso de decidualizacion. En el caso de SERBP1 se ha visto
una expresion claramente difusa en el citoplasma de células endometriales
estromales humanas, antes, durante, y después de la diferenciacién a células
deciduales, mientras que PGRMC1 primero ha sido localizada de manera dispersa
por la célula y tras la decidualizacién se ha observado una acumulacién a nivel
perinuclear. Sin embargo, después de 4 dias de decidualizacidn in vitro, la tincién
no fue homogénea, por lo tanto, no todas las células mostraron este cambio de
localizacion de la proteina. Dicho patréon de expresién esta de acuerdo con Zhang y
cols. (Zhang et al. 2008)(Cahill 2007b), que encontré un patrén similar de PGRMC1
en ratones. Este comportamiento podria explicarse con el estado de diferenciacion
discrepante entre las células, ya que en la poblacién decidual suele haber mucha
heterogeneidad con diferentes estados de diferenciacién de las células.

PGRMC1 ha sido anteriormente detectada en una variedad de
compartimentos celulares, reticulo endoplasmico, ntcleo, citoplasma, membrana
celular y mitocondrias (Cahill 2007). Su localizacién perinuclear sugiere una
implicacion en el metabolismo de los esteroides, activando el citocromo P450 en la
membrana del reticulo endoplasmico (Crudden, Loesel, and Craven 2005) (Oda et
al. 2011) (Szczesna-Skorupa and Kemper 2011). Cuando hemos analizado la

cantidad de proteina subcelular por Western blot en células endometriales
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estromales, hemos encontrado una mayor cantidad de PGRMC1 y SERBP1 en las
fracciones citoplasmicas tanto de las ndESC como de las dESC. A pesar de que
PGRMC1 apenas se ha detectado en el nicleo, hemos encontrado mayor cantidad
en la fraccion nuclear de las dESC en comparacion con las ndESC. Esta interesante
localizacion nuclear de PGRMC1 en las dESC también ha sido encontrada en el
macaco (Keator, Mah, and Slayden 2012) y durante la gestacién temprana en el
ratéon (McCallum et al. 2016)(50), apoyando nuestros resultados y sugiriendo una
posible funcién para PGRMC1 regulando directamente la expresion de un conjunto
especifico de genes distinto de los genes diana del receptor clasico nuclear de
Progesterona durante la decidualizacion. Curiosamente, Nousiainen y cols.
(Nousiainen et al. 2006) identificaron la presencia de PGRMC1 en husos mitéticos
de ovocitos y Luciano y cols. (Alberto M Luciano et al. 2010) la co-localizaron con la
aurora quinasa B fosforilada activa en cromosomas y en los centrémeros durante la
maduracion de los ovocitos.

Por lo tanto, la presencia de PGRMC1 en el nucleo de dESC podria estar
relacionada con la regulacion de la progresion del ciclo celular. Ademas, gracias a
los experimentos de microarray y del enriquecimiento funcional de este trabajo,
hemos revelado que la antagonizacion de PGRMC1 mediante AG205 durante la
decidualizacién (P4BSA+AG205), genera una disminucién significativa de los
procesos biolégicos relacionados con la localizacién de proteinas en los
cromosomas, organizaciéon del huso mitético y segregacion de las cromatidas.
Después de la estimulacidon con progesterona, las células del estroma sufren una
diferenciacion terminal que las convierte en células deciduales, que conlleva
detencién de la division celular. Por tanto, PGRMC1 podria mediar las acciones
antimitoéticas de la progesterona en este contexto, fomentando la parada celular
durante el proceso de diferenciacion.

Basado en nuestros estudios funcionales in vitro parece que sean necesarios
bajos niveles de PGRMC1 en ESC humanas para que pueda haber una correcta
decidualizacién, ya que la sobreexpresion de PGRMC1 inhibi6 significativamente
todo el proceso, aunque el mecanismo a través del cual esto ocurre sigue estando
pendiente de determinar. La induccién, por la sobrexpresién, de formas de
PGRMC1 de mayores pesos moleculares, tanto en citoplasma como en ntcleo,

reconducibles a eventuales dimeros, podria ser una explicacién. Puede que el
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aumento de dimerizacién esté impidiendo a PGRMC1 interactuar con otras
proteinas importantes, interfiriendo con las sefializaciones necesarias para que se
genere una decidualizacién correcta. Un estudio mdas profundo a este respecto
podria ayudar a delinear mejor este mecanismo de accidn.

Las actividades de PGRMC1 y de SERBP1 podrian estar vinculadas en las
ESC. Una interaccion fisica de las dos proteinas se ha demostrado en células de la
granulosa y luteales en rata (John J. Peluso et al. 2005). Debido a que SERBP1 no
posee un dominio transmembrana, se ha propuesto que SERBP1 se una a una
proteina transmembrana para formar un complejo de membrana receptor de
progesterona (J J Peluso et al. 2004). Nuestros analisis de inmunofluorescencia
sugieren que esta interaccion entre PGRMC1 y SERBP1 puede ocurrir en el citosol
de ndESC y dESC.

En este estudio, los resultados de los pulldown acoplados a espectrometria
masas han identificado, ademads, novedosas proteinas con las cuales
interaccionaria PGRMC1 en células estromales endometriales humanas, antes y
después del proceso de decidualizaciéon. La mayoria de estas proteinas son
proteinas de membrana que residen en mitocondrias (VDAC1, VDAC2, VDACS3,
VAT1, VAT2, MAOA, MAOB, SLC25A24, SFXN1, ATP50, ATP5A1, ATP5G1, ATP5F1,
SQRDL, UQCR2, GSTK1), reticulo endoplasmatico (SEC22B, SERPINH1, RPN1,
RPN2, SURF4, SEC61A1, SEC11A, STT3A, GPX8, NCLN, BAP31, GSTK1) y vesiculas
intracelulares (NSF, ARF4, GTR1/SLC2A1, VAPA).

Ademas, en las ESC no decidualizadas (ndESC) PGRMC1 interacciona con
UBA52, un componente de la subunidad ribosomal 60s, implicada en la
degradacion asociada con el reticulo endoplasmico (ERAD) de proteinas plegadas
anormalmente. En este mismo proceso estaria implicada también la proteina
BAP31, con la cual PGRMC1 interacciona solo durante el proceso de
decidualizacién. Asimismo nuestros resultados revelan que PGRMC1 se asocia a
determinadas chaperonas que actiian tanto en el correcto plegado (folding) de las
proteinas (CCT7, participa en el plegado de varias proteinas como actina y
tubulina) como en la degradacién de proteinas plegadas de forma anormal (UBA52
y BAP31).

El endometrio ha sido tradicionalmente considerado como un objetivo de la

accion de la hormona esteroidea pero no involucrada en la biosintesis y
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metabolismo de esteroides. Andlisis transcriptémicos (Talbi et al. 2006) (Kao et al.
2003) han demostrado, sin embargo, que el tejido endometrial expresa actividades
de varios miembros de la via esteroidogénica, como STAR (Tsai et al. 2001),
CYP11A1 (Tsai et al. 2001) (Rhee et al. 2003), HSD3B (Kao et al. 2003) (Vani et al.
2007), CYP17A1 (Berstein et al. 2002), HSD17B1 (Peltoketo, Nokelainen, et al.
1999) (Peltoketo, Luu-The, et al. 1999), HSD17B2 (Zeitoun et al. 1998) y CYP19A1
(Tseng et al. 1982). Por lo tanto, parece que el endometrio es un tejido que se une a
los tradicionales 6rganos "esteroidogénicos', junto con los tejidos cardiacos y
nerviosos y otros con capacidad esteroidogénica recientemente demostrada
(Mellon and Griffin 2002) (Simpton, Cunliffe, and Hodgins 1983) (Kayes-Wandover
and White 2000).

En nuestros experimentos de decidualizacion tras la utilizacion del
antagonista AG205, la inhibicién de PGRMC1 determin6 un aumento significativo
de los procesos bioldgicos relacionados a biosintesis de acil-CoA, esterol y
colesterol. Dichos resultados podrian tener una conexién con otras proteinas
identificadas por espectrometria de masas, que estarian relacionadas de manera
directa o indirecta con PGRMC1. En las dESC (protocolo de estimulacién largo)
identificamos, por ejemplo, la proteina ACSL1, que es una isoenzima responsable
entre el 50% y el 90% de la actividad total de las acil-Coenzima A (acil-CoA)
sintetasas. Por lo tanto, esto reforzaria una de las funciones descritas para
PGRMC1, relacionada con la esteroidogénesis, ya que la acil-CoA se utiliza para la
biosintesis del colesterol.

En los resultados de microarray de expresion, encontramos que la
decidualizaciéon en presencia del antagonista de PGRMC1 (AG205) disminuyd
significativamente procesos bioldgicos relacionados al ensamblaje y la
organizacion del nucleosoma. Paralelamente, hemos identificado en las dESC
(protocolo de estimulacién largo), una proteina llamada TMEM43, que se localiza
en la envoltura nuclear. TMEM43 se requiere para que otra proteina, la emerina,
pueda estar retenida en la membrana nuclear, mediando asi el anclaje al
citoesqueleto (Liang et al. 2011). Por otro lado, en las ndESC encontramos la
proteina FACE1, localizada en la membrana nuclear y en el reticulo endoplasmico
(ER), que es una proteasa responsable del procesamiento de la Lamina A/C,

desempleando un rol en la organizacién de la envoltura nuclear. Como bien se sabe,
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durante la decidualizacioén, el ntcleo de las células estromales sufre una profunda
remodelacion. De hecho, los cambios en el tamafio y en la forma nuclear también
se asocian con la diferenciacion celular y el desarrollo (Cohen, Hernandez, and
Stewart 2008) (Margalit et al. 2005). Curiosamente, se ha visto que las proteinas de
la ldmina nuclear (A,B y C) tienen un papel importante en la modulacién de la
morfologia nuclear (Walters, Bommakanti, and Cohen-Fix 2012)(Jevti¢ et al. 2015),
aumentando la rigidez de la envoltura nuclear (Pajerowski et al. 2007), pudiendo
afectar el transporte nuclear (Pajerowski et al. 2007) (Perez-Terzic et al. 2007) y la
posible expresion genética (Pajerowski et al. 2007) (Constantinescu et al. 2006)
(Constantinescu et al. 2006). Se cree entonces, que la expresion de la lamina
nuclear y las proteinas estructurales asociadas facilitan los cambios estructurales,
que pueden afectar la organizacion de la cromatina y la expresion génica (Melcer et
al. 2012). Nuestros datos de transcriptémica y proteémica, podrian asociar
PGRMC1 también a otra funcién, implicada en los cambios nucleares que las
células ESC sufren durante el proceso de diferenciaciéon durante la decidualizacion,
aunque serian necesarios mas estudios para confirmar esta hipotesis.

PGRMC1 exhibe también un papel en el trafico regulado de vesiculas en
multiples tipos de células. Por ejemplo, PGRMC1 puede estar involucrado en la
fusion regulada de vesiculas que contienen receptores de netrina durante la guia
embriolégica del ax6n; neurotransmisores en uniones sinapticas; insulina en
células beta pancreaticas; vesiculas que contienen glucosa transportadora en el
musculo y en células adiposas en respuesta a la insulina, etc. (Cahill, Jazayeri,
Catalano, et al. 2016).

Runko y Kaprielian (Runko and Kaprielian 2004) identificaron la presencia

de varios motivos consensos YXX (¢) (donde ¢ representa un aminodacido alifatico)

conservados en PGRMC1 y proteinas relacionadas de varios organismos, también
conocidos en la literatura como motivos de activaciéon de inmunoreceptor basado
en tirosina (ITAM). Se cree que estos motivos basados en tirosina estdn implicados
en: 1) dirigir las proteinas de membrana integrales a los compartimentos de
membrana; 2) internalizacién endocitica de receptores de membrana citoplasmica,
después de la union al ligando (Marks et al. 1997); 3) transporte de vesiculas,
interactuando con los complejos proteicos de éstas (Cahill 2007a). Ademas ha sido

demostrado que PGRMC1 se requiere para la correcta localizacién en la membrana
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del receptor EGFR (I. S. A. Ahmed, Chamberlain, and Craven 2012)(I. S. Ahmed,
Rohe, Twist, and Craven 2010).

Segin nuestros resultados, PGRMC1 interaccionaria en las ESC con
proteinas que presentan prevalentemente una actividad de transporte. Es mas,
también hemos identificado proteinas que localizan en vesiculas intracelulares
(NSE ARF4, GTR1/SLC2A1, VAPA). A la vez, la inhibicion de PGRMC1 causa una
disminucién de los procesos bioldgicos relacionados con el establecimiento
(targeting) de proteinas al reticulo endoplasmatico (ER).

Como bien descrito, la decidualizacién endometrial implica mucho cambios
morfoldgicos e ultraestructurales de las células estromales: redondeo del nucleo,
aumento del nimero de nucléolos, dilatiacion del reticulo endoplasmatico rugoso y
del aparato del Golgi, acumulacién de glucogeno y de gotas de lipidos en el
citoplasma en extension (Kajihara et al. 2014) y aumento en el ndmero de
fagosomas y lisosomas (Cornillie, Lauweryns, and Brosens 1985). Teniendo en
consideracion dichos aspectos de la decidualizacion endometrial, todos estos
datos, juntos con las evidencias ya publicadas, hipotetizamos que PGRMC1 podria,
efectivamente jugar un rol muy importante en el endometrio en procesos
endociticos que generan trafico vesicular y de membranas, en particular durante la
decidualizacién, aunque esto no se haya demostrado.

Con respecto a SERBP1, proteina de fijacion al ARNm de SERPINA 1,
analizada en este estudio y muy bien conocida como proteina que interacciona con
PGRMC(1, tras los experimentos de pulldown no ha sido detectada en ninguna
condicion. Pero, sorprendentemente los andlisis por espectrometria identificaron
la proteina SERPINAH1. Probablemente PGRMC1 estaria implicada en la regulacion
post-transcripcional de la SERPINA1, interaccionando con su proteina de fijacion
correspondiente SERBP1, y luego después de la traduccién, en su transporte y
localizacion en el reticulo endoplasmatico.

Muy importante es destacar la desventaja de la producciéon de nuestra
proteina de fusién, PGRMC1-GST, en un sistema procariota. E. Coli es seguramente
el modelo ideal para la produccion de proteinas de fusion, gracias al cual se pueden
alcanzar los niveles mas altos de productividad de nuestra proteina de interés. Sin
embargo, también conlleva limitaciones. Muchas proteinas requieren para su

funciéon la inclusiéon de modificaciones postraduccionales (como glicosilacion,
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fosforilaciéon, sumoilaciéon), que no pueden llevarse a cabo en organismos
procariotas. Esta bien descrito, por ejemplo, que PGRMC1 presenta sitios de
fosforilacion y sumoilacién (Cahill, Jazayeri, Kovacevic, et al. 2016) (Kabe, Nakane,
et al. 2016), que regulan cambios conformacionales de la proteina. Por lo tanto, la
falta de dichas modificaciones en nuestra proteinas de fusion, empleada para llevar
a cabo los experimentos de pulldown para la identificacion de nuevas
interacciones, podria haber causado perdida de proteinas que interaccionarian con
PGRMC1, sobretodo proteinas nucleares que suelen estar reguladas por
fosforilacion. Para solventar esta falta, se podrian aplicar otros sistemas mas
sofisticados de interaccion proteina-proteina in vivo, como la técnica de
identificacion de biotina dependiente de la proximidad, BiolD (proximity-
dependent biotin identification) (Roux et al. 2012), combinada con espectrometria
de masas. De tal manera se tendria una representacion de interacciones mas
aproximada a lo que ocurriria in vivo.

Estudios recientes revelan que el dominio de unién al citocromo b5/hemo
es requerido para la formacion de las formas de alto peso molecular de PGRMC1
(es decir, dimeros/oligomeros) (Kabe, Nakane, et al. 2016) (Kabe, Yamamoto, et al.
2016). Dichos dimeros/oligdmeros son el resultado de una molécula de hemo que
se une a un monémero de PGRMC1 (en el dominio de unién del citocromo b5). A su
vez este mondmero interacciona con un complejo PGRMC1-hemo adyacente. (Kabe,
Nakane, et al. 2016) (Kabe, Yamamoto, et al. 2016).

AG205 compite con hemo interactuando con el dominio de unién a
citocromo b5/hemo de PGRMC1 (I. S. Ahmed, Rohe, Twist, Mattingly, et al. 2010) lo
que podria interrumpir los dimeros/oligdmeros de PGRMC1 inducida por el
antagonista.

En nuestros experimentos hemos identificado que PGRMC1 interacciona
durante el proceso de decidualizacion con la subunidad 2 del ubiquinol-citocromo
b-c1 reductasa (QRC2), enzima que cataliza la transferencia de electrones desde el
ubiquinol al citocromo c, durante la respiracién mitocondrial, jugando un papel
critico en la generacion de ATP. Este ultimo, una vez producido, podra difundir a
través de la membrana externa mitocondrial al citoplasma, gracias al canal de
aniones dependiente de voltaje (VDAC). PGRMC1, resulta interaccionar también

con dichas proteinas VDAC (VDAC1, VDAC2) en las dESC.
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La interfaz feto-materna se define como la interaccién entre el endometrio
decidualizado y las células del trofoblasto invasivo y extravelloso. Dicha interfaz
esta expuesta a grandes cambios en la tensién de oxigeno durante el embarazo e
induce una gran cantidad de especies reactivas del oxigeno (ROS) intracelulares,
como el superdxido y peroxido de hidrégeno (Almada et al. 2017). El aumento de
su produccién o un metabolismo reducido, generan estrés oxidativo. Las ROS estan
involucradas en el metabolismo celular, como por ejemplo en la cadena
respiratoria mitocondrial, donde son generadas continuamente por las células del
endometrio (Ruder et al. 2008). Dichas sefiales de estrés oxidativo se generan en
respuesta a la remodelacion intensa del tejido endometrial, generando la afluencia
de células inflamatorias y cambios dindmicos en perfusién y tensién de oxigeno.

La generacion de ROS es contrarrestada por la acciéon de las enzimas
antioxidantes, como superéxido dismutasas (SOD), que las convierten en peréxido
de hidrégeno. Mediante Inmunotincién intensiva para cobre, zinc y manganeso-
SOD se ha encontrado en ESC decidualizadas durante el embarazo temprano
(Sugino 2007) una alta presencia de estas enzimas antioxidantes en dichas células.

Las ESC decidualizadas rodean y envuelven el embrién y, su resistencia
notable al dafio oxidativo celular asegura que el embarazo esta protegido contra
estos estresores ambientales (Birgit Gellersen and Brosens 2014). En realidad, las
ESC decidualizadas son notablemente resistentes a la muerte celular oxidativa,
comparado con ESC indiferenciadas (Kajihara et al. 2006). Estos hallazgos sugieren
que en el endometrio la decidualizacion regula no solo la invasiéon embrionaria y la
homeostasis tisular, si no que presenta también una elevada resistencia al estrés
oxidativo (Okada, Tsuzuki, and Murata 2018).

Nuestros resultados indican que PGRMC1 podria estar implicada en la
proteccion de las ESC al estrés oxidativo generado durante la profunda
remodelacion que sufre el endometrio. De hecho, este estudio ha revelado que
PGRMC1 interacciona en ndESC con la glutation peroxidasa 8 (GPX8) y en dESC con
la glutation transferasa Kappa 1 (GSTK1), las monoaminoxidasas A y B (MAOA y
MAOB), y FAM213 (Miembro de la familia con secuencia similar 213), un
importante antioxidante. El ciclo red-ox del glutation es la mayor fuente de
proteccion contra bajos niveles de estrés oxidativo. La glutation peroxidasa es una

enzima que cataliza la reduccion de diferentes hidroperéxidos (ROOH y H203)
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usando glutatién reducido (GSH), contribuyendo asi a la protecciéon de las células
contra el dafio oxidativo. Por otro lado, las monoaminoxidasas (MAOA, MAOB) son
enzimas que catalizan la oxidacién de monoaminas por liberacién de peréxido de
hidrogeno, cuya expresion resulta aumentada durante la decidualizacidn.

Ademdas hemos visto que antagonizando PGRMC1 durante la
decidualizacion mediante AG205, disminuye de manera estadisticamente
significativa la expresion de la superdxido dismutasa 3 (SOD3) y aumenta la
expresion de MAOA y MAOB, aumentando también los procesos biologicos de
actividad mitocondrial celular. La enzima SOD en las células del estroma
endometrial humano aumenta con la decidualizacion y se cree que es un
componente importante de la implantaciéon embrionaria (Sugino et al. 1996)
(Sugino et al. 2000).

Muy interesante también es la identificacién de la proteina SLC25A24 en los
pulldown de todas las condiciones, ndESC y dESC (protocolos largo y corto). Esta
proteina media el intercambio electroneutral reversible de Mg-ATP o Mg-ADP
contra iones de fosfato, catalizando la captacién neta o flujo de nucleétidos de
adenina a través de la membrana interna mitocondrial. El transporte de
nucleétidos estd inactivo cuando los niveles de calcio citosélico son bajos y se
activa por un aumento en los niveles de calcio citosélico. SLC25A24 podria
desempefiar un papel en la proteccién de las células contra la muerte celular
inducida por el estrés oxidativo, probablemente promoviendo la formacién de
precipitados de fosfato de calcio en la matriz mitocondrial y, de ese modo,
amortiguando los niveles de calcio en la matriz mitocondrial.

Durante la transicion de ndESC a dESC, las células endometriales sufren un
cambio drastico en el metabolismo de la glucosa. La absorcion de esta tltima esta
determinada por los transportadores de glucosa, GLUT, y muchos de éstos han sido
identificados en el estroma endometrial (Antonina I. Frolova and Kelle H. Moley,
2011). El transporte de glucosa desde la circulacién materna al lumen uterino es
esencial para el embarazo. Se ha visto que entre los varios transportadores GLUT, el
SLCA1 es el mas abundante en las ESC, aumentando significativamente en las dESC
(Antonina I. Frolova and Kelle H. Moley, 2011) (Schneider et al., 1981). De hecho,
SLCA1 es indispensable para la decidualizacion y parece estar regulado por la P4

(Haijun Gao, 2009). En nuestros experimentos de pulldown hemos identificado
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dicha proteina, SLCA1, en las células dESC. Esto nos indica que PGRMC1 podria
también estar implicado en la regulacién de este transportador de glucosa.

Con todos estos datos, hemos desarrollado una hipotesis de funcionamiento
de PGRMC1 en las células estromales del endometrio humano (Figura 41). Antes
de decidualizarse, una célula estromal (ndESC) presentaria el receptor PGRMC1,
probablemente en forma dimérica, localizado prevalentemente en citoplasma y
membrana plasmatica, donde estaria implicado en procesos de trasporte vesicular
y mitocondriales. Con el aumento de la concentracién de la progesterona, en una
célula endometrial decidualizada (dESC), PGRMC1 aumentaria su localizacién
perinuclear en el reticulo endoplasmatico. La sobreexpresion de este receptor
inhibe la decidualizacién de las ESC, aumentando también su forma dimérica. Por
otro lado, la utilizacién de su antagonista AG205, conocido para inhibir su
dimerizacion, en presencia de los estimulos de decidualizacién, no altera la
diferenciacion de las ESC. Es probable que, para que una célula pueda llevar a cabo
su diferenciaciéon a célula decidual, necesite que PGRMC1 esté en forma
monomérica y pueda interaccionar con determinadas y diferentes proteinas. En las
ESC, en procesos de diferenciacion o ya diferenciadas (dESC), PGRMC1 podria estar
implicada en sintesis de acil-CoA; accién antioxidante que hace dichas células mas
resistentes al aumento de especies reactivas del oxigeno y aumento del trafico
vesicular, contribuyendo a la profunda remodelacién de la célula que esta
decidualizandose. Las multiples funciones que podria estar desempeifiando nuestra
proteina se deben probablemente a los diferente ligandos que PGRMC1 une. Queda
por definir cuales de ellos, entre todos estos procesos en el que estaria implicado
este receptor, depende de una activacion directa por parte de la Progesterona.

En conclusién, este estudio descriptivo y funcional revela un patrén
dindmico de expresion de PGRMC1 en el endometrio humano durante todo el ciclo
menstrual, delineando diferentes funciones para dicha proteina, destacando una
nueva implicacion de PGRMC1 en el proceso de decidualizacién humana. Adn no
queda clara su relacién con la progesterona y si su union es imprescindible para su
activacion y funciéon. Claramente, se necesita mas investigacion en este receptor
para describir su mecanismo molecular de accién, para finalmente entender su

complejo papel durante el proceso de decidualizacién humana.
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El deterioro del proceso de decidualizaciéon se asocia con infertilidad,
abortos involuntarios recurrentes y trastornos uteroplacentarios. Por lo tanto, se
espera que el conocimiento mas detallado y profundo con respecto a la
decidualizacién a lo que contribuye este receptor no clasico de la progesterona, un
proceso tan complejo, ayude a mejorar las tasas de éxito en las técnicas de
reproduccién asistida (ART) y a establecer una base para el desarrollo de nuevos

tratamientos en la practica clinica.
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Figura 41. Resumen hipotético de los procesos en los que podria estar implicado PGRMC1 en
el estroma endometrial durante la decidualizacién. En una célula estromal no decidualizada
(ndESC), el receptor PGRMC1 esta localizado prevalentemente en citoplasma y membrana
plasmatica, probablemente en forma dimérica. PGRMC1 interacciona en estas células con diferentes
proteinas implicadas en: generacion y transporte de ATP (VDAC1, VDAC2 y ATP sintasa), trafico
vesicular (VAT1, ARF4 y NSF); proteccion contra el estrés oxidativo (GPX8); biosintesis de coldgeno
(SERPINH1); cambios estructurales de la envoltura nuclear (FACE1). Por otro lado, el receptor
clasico de P4 (PRAB), en ausencia de su ligando, se encuentra unido en el citoplasma a la proteina
HSP. Con el aumento de la concentracién de la progesterona, en una célula endometrial
decidualizada (dESC), PGRMC1 aumenta su localizacién perinuclear en el reticulo endoplasmatico.
En estas células, en procesos de diferenciacion o ya diferenciadas, PGRMC1 interacciona con mas
proteinas implicadas: en generacién y transporte de ATP (UQRC2, VDAC1-3 y ATP sintasa); trafico
vesicular (VAT1, ARF4, NSF y VAPA); transporte de proteinas del reticulo endoplasmatico (BAP31);
protecciéon contra el estrés oxidativo (MAOA, MAOB, GSTK1); sintesis de acil-CoA (ACSL1);
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transporte de glucosa (SLCA1); sistema ubiquitina-proteosoma (RPN1 y RPN2); cambios
estructurales de la envoltura nuclear (TMEM43). La P4 entra en la célula en proceso de
decidualizacién, se une a su receptor clasico PRAB, y esto hace que el receptor dimerize, entre en el
nucleo y active la transcripcién de los genes especificos de diferenciacion. Como resultado, la ESC

empieza a secretar prolactina (PRL) y IGFBP1, restructurandose completamente y convirtiéndose
en una dESC.
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PGRMC(C1, junto a su proteina asociada SERBP1 tienen una expresion
variable en el endometrio humano durante el ciclo menstrual, co-
localizandose ambas en el estroma. PGRMC1 cambia su localizacién durante
el proceso de decidualizacién, encontrandose principalmente en una
localizacion perinuclear y nuclear. Esto sugiere que su forma nuclear,
modificada postranscripcionalmente tras el estimulo de la progesterona,
podria estar implicada en la remodelacién de la célula estromal durante su

diferenciacion decidual.

La sobrexpresiéon de PGRMC1 en las ESC inhibe el proceso de
decidualizacién in vitro, induciendo un aumento de la dimerizacion de
dicho receptor. Por otro lado, en ausencia de entrada de P4 en las ESC, la
activacion de los receptores no clasicos de membrana de la P4 y el
antagonista de PGRMC1, que impide la dimerizaciéon del receptor, fueron
capaces de inducir los cambios celulares tipicos de decidualizacién. Esto
indica que PGRMC1 estaria directamente implicada en el proceso de

decidualizacién probablemente en forma monomérica.

La presencia del antagonista de PGRMC1 durante los estimulos de
decidualizacién mediante un protocolo largo, genera abundantes cambios
transcriptémicos, reforzando el papel de esta proteina en el proceso de

decidualizacion.

PGRMC1 interacciona con 24 proteinas especificas en ndESC, 26 proteinas
en ESC decidualizadas con el protocolo largo y 27 proteinas en ESC
decidualizadas con el protocolo corto. Los dos protocolos de
decidualizacién, ademas, determinan diferentes interacciones proteicas
especificas de PGRMC1, lo que sugiere distintos roles de dicha proteina a lo

largo del proceso de decidualizacion.

Las proteinas identificadas que interactian con PGRMC1 en las ESC fueron

principalmente proteinas de lisosomas y mitocondrias, relacionadas con

159



VL

CONCLUSIONES

actividad de transporte celular y actividad catalitica. De hecho, hemos
identificado que el antagonista de PGRMC1 induce un aumento significativo
de los procesos relacionados con biosintesis del colesterol, acetil-CoA y
transporte intra-Golgi mediados por vesiculas durante el proceso de

decidualizacion.

En ausencia de la entrada de P4 en las ESC, la inhibicién de la actividad de
PGRMC1 y la activacion de los receptores no clasicos de membrana de la P4,
determinaron ademdas un aumento significativo de todos los procesos
asociados a actividad mitocondrial y disminucion de actividad de transporte
intracelular. Todo eso indica que PGRMC1 podria desempeiar, en las ESC,
un papel de transporte y obtencién de energia, procesos bioldgicos
importantes durante la profunda remodelacién que sufren las células

estromales durante la decidualizacion.
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