Nuevos abordajes in vitro para el estudio del eje embrio-endometrial

New in vitro approaches to study embryo-endometrial dialogue

Laura Fernandez', Elizabeth Soczewski!, Maria Soledad Gori', Lucila Gallino', Gustavo

Martinez’, Marcela Irigoyen?, Claudia Pérez Leiros', Rosanna Ramhorst' y Esteban Grasso'.

! Laboratorio de Inmunologia Reproductiva y de la Fertilidad
CONICET, Universidad de Buenos Aires. Instituto de Quimica Biologica de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (IQUIBICEN). Buenos Aires, Argentina.

2 FERTILIS Medicina Reproductiva. San Isidro, Buenos Aires, Argentina.

Resumen

El establecimiento del embarazo requiere un didlogo entre un embridn competente y
un endometrio receptivo. Recientemente se ha propuesto que la decidua tiene la capacidad de
sensar la calidad embrionaria limitando la invasion de blastocistos inviables. Los mecanismos
involucrados no estan completamente elucidados, lo cual se debe parcialmente a la falta de
modelos in vivo adecuados.

El objetivo de este trabajo es estudiar el sensado de la calidad embrionaria por parte de
las células decidualizadas utilizando distintos modelos in vitro: 1) de decidualizacion, usando
la linea celular HESC; 2) de interaccién embrio-endometrial, utilizando células HESC
decidualizadas y medios condicionados de blastocistos (MCB); y 3) de invasion
trofoblastica, mediante el co-cultivo de células HESC con esferoides de células trofoblasticas
(linea celular Swan 71). La decidualizacion in vitro indujo la expresion de marcadores
caracteristicos (IGFBP1, PRL, KLF13) asi como la expresion de quimioquinas (SDF-1,

MCP-1 e IL-8). Al evaluar el efecto de los MCB sobre las células decidualizadas, observamos



un incremento de SDF-1 con los MCB provenientes de blastocistos de desarrollo competente
(DC), mientras que los de desarrollo detenido (DD) indujeron MCP-1 y la actividad de
MMP-9, ambos asociados a la remodelacion endometrial y al inicio de la menstruacion.
Finalmente, el modelo de invasion in vitro mostr6 que las células decidualizadas permiten una
mayor invasion (vs no diferenciadas), lo cual se sostiene en el tratamiento con MCB de DC,
mientras que se restringe con MCB de DD. Estos resultados sugieren que los MCB de DC
favorecen la homeostasis inmune, mientras que los MCB de DD inducirian un microambiente

hostil asociado a la menstruacion.
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Summary

Early pregnancy establishment requires a successful interaction between a competent
embryo and a receptive endometrium. Particularly, it has been recently proposed that the
decidua is able to sense embryo quality allowing the implantation of competent embryos
while limiting the invasion of impaired development ones. The mechanisms involved in this
process are not completely elucidated, which is partially due to the lack of suitable in vivo
models.

Here we will study the endometrial selection of human embryos using the following in
vitro models: 1) a decidualization model using the HESC cell line, 2) an embryo
endometrial interaction model using decidualized HESC cells and blastocyst conditioned
media (BCM); and 3) a trophoblast invasion model, where HESC cells are co cultured with
trophoblastic cells spheroids from Swan 71 cell line. We found that in vitro decidualization

process induces the expression of specific markers (IGBP1, PRL and KLF13) and



chemokines (SDF-1, MCP-1 and IL-8). When BCM effect on decidualized cells was
evaluated, we observed increased levels of SDF-1 on normal development (ND) BCM
stimulation, while impaired development (ID) BCM induced MCP-1 expression and MMP-9
activity, which are both associated to endometrial remodelation and menstruation induction.
Finally, the invasion model showed that decidualized cells allow a higher invasion index
compared to not decidualized ones. Invasion index remained elevated with ND BCM, while
ID BMC reduced it. These results suggest that ND BCM promotes the immune homeostasis,

while ID BCM would induce a hostile microenvironment associated to menstruation.
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Introduccion

La reproduccion humana es un proceso altamente complejo que presenta una
eficiencia relativamente baja en comparacion con otras especies (1). Para que el embarazo se
produzca, debe ocurrir una serie de eventos temporalmente coordinados: la ovulacion, la
copulacion, la fecundacion y, finalmente, la implantacion e invasion trofobléstica. Para esto
ultimo, no solo se requiere de un embrion competente y de un endometrio receptivo, sino
también de un “didlogo embrio-endometrial” exitoso. Dicho didlogo estd mediado por
factores producidos localmente que inducen circuitos tanto autécrinos como paracrinos (2).

Durante la fase secretoria del ciclo menstrual las células endometriales se
decidualizan, volviéndose receptivas a la implantacion embrionaria. Desde una perspectiva
fisiologica, la decidua presenta caracteristicas y funciones esenciales para la implantacion y
placentacion: la capacidad de regular la invasion trofoblastica, de controlar la calidad del

embrion y de modular la respuesta inmune local (3). Estos cambios se producen gracias a la



modulacion de la expresion de distintos genes, tales como citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, factores de crecimiento, quimioquinas y sus receptores, entre otros (4).

En los ultimos afios se ha propuesto que entre los 2 a 4 dias posteriores a la
implantacion embrionaria existe un periodo denominado “ventana de seleccion natural de
embriones”. En esta etapa, las células decidualizadas actian como biosensores de la calidad
embrionaria, permitiendo Uinicamente la continuidad de la invasiéon de embriones viables. En
este sentido, ensayos in vitro demuestran que las células decidualizadas responden a los
embriones con desarrollo detenido inhibiendo la secrecion de distintos inmunomoduladores y
factores pro-implantatorios (4,5). No obstante, atin se desconocen cudles son los mediadores
secretados por el blastocisto que modulan la respuesta de las células deciduales, asi como los
mecanismos involucrados.

El estudio de la implantacion embrionaria y la formacion de la interfase materno-fetal
plantean un gran desafio desde el punto de vista ético y practico debido, por un lado, a la falta
de modelos in vivo que representen adecuadamente estos procesos en el ser humano y, por el
otro, a que la posibilidad de utilizar blastocistos para investigacion depende de la legislacion
de cada pais. Particularmente, en Argentina existen limitaciones legales para la obtencion y el
uso de muestras humanas, tales como blastocistos o placentas de primer trimestre de
embarazos normales. Asimismo, existen diferencias importantes entre la gestacion en
humanos y otras especies, lo cual limita el uso de animales como modelos in vivo. Por
ejemplo, en el ser humano la decidualizacion es ciclica e independiente de la fecundacion del
embridn, mientras que en murinos s6lo ocurre en presencia del blastocisto. Si bien el modelo
animal mas representativo lo constituyen los primates, el uso de los mismos es dificultoso e
incluso cuestionado desde el punto de vista ético (6,7). Estas limitaciones han llevado al
desarrollo de multiples modelos in vitro que, aunque no sean capaces de simular totalmente

los procesos de implantacion y placentacion, permiten estudiar ciertos aspectos de los mismos



(8,9). En este sentido, en nuestro laboratorio estudiamos la interfase materno-placentaria
utilizando lineas celulares humanas de trofoblasto, tanto de primer como de tercer trimestre, y
de estroma endometrial. Ademas, utilizamos un modelo in vitro de decidualizacion que nos
permite evaluar los mecanismos celulares involucrados en este proceso. A su vez, estudiamos
el didlogo embrio-endometrial estimulando a las células decidualizadas con medios
condicionados de blastocistos humanos obtenidos de tratamientos de fertilizacion in vitro
(FIV/ICSI). Este modelo nos permite estudiar la respuesta de las células decidualizadas a los
factores solubles secretados por el embrion. Por ultimo, utilizamos un modelo in vitro de
implantacion embrionaria que simula la unién y la invasion del blastocisto a la decidua (9).
En el presente trabajo nos propusimos evaluar el eje embrio-endometrial
enfocandonos particularmente en la capacidad de las células decidualizadas de sensar la
calidad embrionaria y de contribuir a la adhesion e invasion de aquellos blastocistos con
desarrollo competente. Para ello utilizamos distintos abordajes experimentales como
aproximacion a los procesos que ocurren fisiologicamente en humanos. Particularmente,
utilizamos modelos in vitro de decidualizacion, de interaccion embrio-endometrial y de
implantacion embrionaria. De este modo evaluaremos la expresion y la cinética de distintos
marcadores caracteristicos de decidualizacion, la capacidad de las células deciduales de
responder diferencialmente a los medios condicionados de blastocistos de acuerdo a la calidad

de los mismos y de modular la adhesion e invasion de células trofoblasticas.

Materiales y métodos

Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares de citotrofoblasto humano de primer trimestre (Swan 71) y de
estroma endometrial humano (HESC). Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10% suero fetal bovino, penicilina (50 U/ml),



estreptomicina (50 pg/ml) y glutamina (2 mM). Para los distintos ensayos, las células HESC
fueron cultivadas en placas de 24 pocillos hasta alcanzar un 70% de confluencia, momento en
que se inician los distintos tratamientos. Las mencionadas lineas celulares fueron cedidas

gentilmente por el Dr. Gil Mor (Universidad de Yale, Estados Unidos).

Modelo in vitro de decidualizacion

Las células HESC fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en medio completo en presencia
de medroxiprogesterona (MPA) 10"M y dibutiril AMPc 2,5 10°M durante 8 dias, renovando
el estimulo cada 48h. El ultimo dia de tratamiento, los estimulos de decidualizacion fueron

removidos (Figura 1).

Modelo in vitro de didlogo embrio-endometrial

Las células HESC decidualizadas fueron estimuladas durante 24h con 30ul de medios
condicionados de blastocistos (MCB) humanos en un volumen final de 300ul. Finalmente, se
recuperaron las células o su sobrenadante para posteriores analisis (Figura 1). Como control,
las células decidualizadas no tratadas con MCB fueron estimuladas con el medio comercial en
el cual se cultivan los blastocistos (G2 plus, Vitrolife).

Los MCB humanos fueron donados por FERTILIS Medicina Reproductiva (San Isidro,
Buenos Aires). Los oocitos fecundados se obtuvieron de pacientes que se realizaron
fecundaciones in vitro como tratamiento terapéutico. Dichos oocitos fecundados se cultivaron
individualmente durante 5 dias en medio comercial (G2 plus, Vitrolife).

Una vez constatada la fecundacion, los oocitos con dos pronucleos fueron cultivados hasta el
Dia 3 en grupos de 5 en gotas de 50 pl de medio G1 plus (Vitrolife) bajo aceite Ovoil

(Vitrolife), para luego pasarlos a cultivo individual en gotas de 35ul de medios G2 plus



(Vitrolife) hasta el Dia 5. Las condiciones de cultivo fueron: 5% 02, 6% CO2, sin
humidificaciéon y a 37°C.

En el momento de la transferencia de los blastocistos, los medios se recolectaron y se
congelaron a -20°C. Antes de transferir los blastocistos, se evalu6 la calidad de los mismos
segun el consenso de Estambul (10). Los medios condicionados derivados de blastocitos con
posibilidades de implantar (que fueron transferidos o criopreservados para futuras
transferencias) fueron clasificados como de desarrollo competente (DC), mientras que los
aquellos que se detuvieron en el estadio de embrién temprano se clasificaron como de

desarrollo detenido (DD)

Modelo in vitro de implantacion embrionaria

Células trofoblasticas humanas de la linea celular Swan71 fueron cultivadas en placas de baja
adherencia durante 48h para permitir la formacion de estructuras esféricas denominadas
esferoides similares a blastocistos (ESB). Los ESB carecen de macizo celular interno, no
obstante, su superficie remeda al trofoectodermo del blastocisto, la capa que interacciona con
las células epiteliales y deciduales. La viabilidad de los ESB fue evaluada por tincion con azul
de Trypan (viabilidad >99%). Tras esto, los ESB fueron seleccionados morfologicamente bajo
lupa y marcados con la sonda fluorescente CFSE. Luego, fueron transferidos a un pocillo de
células HESC en monocapa (10-15 ESB por pocillo), las cuales a su vez fueron previamente
tratadas con distintos estimulos, segin se indica en cada caso. Los co-cultivos fueron
monitoreados mediante microscopia de fluorescencia (Olympus Lifesciences, USA) durante
48h. Finalmente, se traz6 una elipse alrededor de cada ESB con el software Imagel y se

calcul6 el indice de invasion como “1 — (eje menor/eje mayor)” (Figura 2).

PCR en tiempo final y en tiempo real



Las células recuperadas luego de los distintos tratamientos fueron resuspendidas en Trizol
(Life Technologies), se extrajo el ARN total y se gener6 el ADN copia (ADNc) utilizando
transcriptasa reversa MMLYV, inhibidor de RNAsas y oligo dT (Promega, USA) como se
describio previamente (11). La PCR en tiempo real se llevd a cabo en un termociclador
BioRad MyiQ2 utilizando MasterMix (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados se muestran relativizados a la condicidon considerada control en cada ensayo
(células no decidualizadas o células decidualizadas estimuladas con G2 plus, segin el
ensayo), y fueron normalizados a la expresion del gen GAPDH. Para determinar la presencia
o ausencia de expresion de marcadores de decidualizacion se utilizo PCR a tiempo final y el
resultado se revel6 mediante electroforesis en gel de agarosa. Las secuencias de primers se

muestran en la Tabla 1.

ELISA

Para la cuantificacion de IL-8 en sobrenadantes de cultivo se utiliz6 la técnica de ELISA
sandwich (BD Biosciences, USA) y se procedi6 de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, el anticuerpo especifico anti IL-8 fue adsorbido a la placa y, tras el
bloqueo con PBS 2% SFB, se incubaron las muestras y la curva estandar. Posteriormente se
incubd con el anticuerpo policlonal anti-IL-8 conjugado con biotina y luego con
estreptavidina conjugada a HRP. Finalmente, se agregd el sustrato de reaccion (OPD) y luego
una solucion de H,SO, 4N para detener la reaccion. El revelado se llevé a cabo determinando
la densidad optica a 450 nm mediante un lector de placas y los resultados se expresaron en

ng/ml.

Zimografia



Para la cuantificacion de la actividad de metaloproteinasas se utilizo la técnica de zimografia.
Brevemente, se realizd una electroforesis de proteinas sembrando sobrenadantes de células
decidualizadas estimuladas con MCB de DC o DD. Se utiliz6 un gel de poliacrilamida 10%
con agregado de gelatina (1 mg/ml) y un gel concentrador de poliacrilamida al 5%. Este
procedimiento se realizd por duplicado y en condiciones desnaturalizantes. Luego de la
corrida electroforética, ambos geles fueron lavados permitiendo la renaturalizacion de las
MMP, y uno de los geles se incubd con un buffer conteniendo Ca** para permitir a actividad
de metaloproteinasas, mientras que el otro se incub6 con un buffer conteniendo EDTA 0,5 M
a fin de inhibir dicha actividad. Posteriormente, se tifieron los geles con una solucion de azul
de Coomasie 0,5 % y se revelaron por colorimetria utilizando un transiluminador (Amersham
Imager 600). La actividad de metaloproteinasas se determind por la presencia de bandas de
degradacion de la gelatina contenida en el gel, considerando especificas aquellas bandas
presentes en el gel incubado con Ca*" y ausentes en el gel incubado con EDTA. La

cuantificacion se realizo utilizando el software Image].

Resultados

El programa de decidualizacion in vitro induce la expresion de marcadores caracteristicos.

El programa de decidualizacion induce la expresion de multiples genes, siendo los
marcadores caracteristicos la proteina de unién al factor de crecimiento insulinico 1
(IGFBP1), la prolactina (PRL) y el factor de transcripcion Kruppel like factor 13 (KLF13).
Por lo tanto, para validar el modelo de decidualizacion in vitro, analizamos la expresion de
estos genes a lo largo del proceso de decidualizacion. La cinética de expresion realizada a los
2, 4 y 8 dias de tratamiento mostré que ambos marcadores inducen su expresion a los 8 dias
post tratamiento (Figura 3). Seguidamente evaluamos la expresion de quimoquinas y

receptores de quimoquinas asociadas a la decidualizacion. Particularmente evaluamos



quimioquinas caracteristicas del reclutamiento de linfocitos T regulatorios (SDF-1 o
CXCL12), de neutrofilos (IL-8 o CXCLS8) y de monocitos y células dendriticas (MCP-1 o
CCL2). La expresion de estos tres genes aumenta en las células decidualizadas respecto a las
no diferenciadas (Figura 4). Los presentes resultados nos sugieren que las células estromales,
luego de su diferenciacion in vitro, no solo adquieren la expresion de marcadores
caracteristicos de la decidualizacion sino que también participarian activamente en el
reclutamiento selectivo de poblaciones leucocitarias contribuyendo en conjunto a la
formacion de la interfase materno placentaria.

Las células decidualizadas in vitro modulan la expresion de quimioquinas y
metaloproteinasas dependiendo de la calidad del blastocisto

Con el objeto de estudiar la capacidad de las células decidualizadas de sensar la calidad
embrionaria, utilizamos un modelo in vitro de didlogo embrio-endometrial que consiste en el
tratamiento de las células decidualizadas con medios condicionados de blastocistos (MCB).
Este modelo permite evaluar la respuesta de las células endometriales a los factores solubles
secretados por los blastocistos de acuerdo a la calidad de los mismos.

En primer lugar evaluamos si los factores secretados por los blastocistos de desarrollo
competente (DC) y por blastocistos de desarrollo detenido (DD) modulan la produccion de
quimoquinas. Los MCB de DC indujeron la expresion de SDF-1, mientras que los MCB de
DD incrementaron la expresion de MCP-1, sugiriendo que pueden reclutarse distintas
poblaciones leucocitarias de acuerdo a la calidad de los MCB (Figura 5).

Dado que la remodelacion endometrial estd mediada por proteinas que degradan la matriz
extracelular, evaluamos la actividad gelatinolitica de las células decidualizadas luego de ser
estimuladas con MCB. Mediante la técnica de zimografia, detectamos un aumento de la
actividad de MMP-9 en respuesta a los MCB de DD (Figura 6 A). Por otra parte, cuando

evaluamos la expresion de los inhibidores de las MMP, familia TIMP, no se observaron



diferencias en los niveles de TIPM1 y TIMP2 en presencia de los MCB (Figura 6 B,C). Los
presentes resultados indican que las células decidualizadas en presencia de MCB DD
aumentan la actividad de MMP9, pero no de los inhibidores sugiriendo una potencial

remodelacion endometrial asociada a la menstruacion.

Las células decidualizadas modulan la invasion de células trofobldsticas de acuerdo a la
calidad del blastocisto

Con el objeto de profundizar atin més en la interaccion fisica entre las células decidualizadas
y las trofoblésticas, utilizamos un modelo in vitro de implantacion embrionaria. En este
modelo, esferoides de células Swan 71 (ESB) son co-cultivados con células HESC en
monocapa y se sigue la invasion mediante microscopia de fluorescencia (ver Materiales y
Meétodos). Como se observa en la Figura 7 A-C, las células decidualizadas permiten una
mayor invasion de los ESB que aquellas no diferenciadas. Esta respuesta se sostiene en el
tratamiento con MCB de DC, mientras que el estimulo de las células decidualizadas con MCB
de DD restringe la capacidad de invasion de los ESB (Figura 7 D). Los resultados obtenidos
en este modelo son similares a los eventos que se propone ocurren fisioldgicamente en la

ventana de seleccidn embrionaria.

Discusion

El proceso de decidualizacion es critico para que el endometrio sea receptivo a la invasion del
blastocisto y, por lo tanto, para la formacion de la interfase materno-placentaria. La formacion
de esta interfase es un proceso altamente complejo donde intervienen tanto células de origen
materno (estroma y epitelio endometriales y células inmunes) como embrionario

(citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto). En este trabajo, abordamos el estudio del eje



embrio-endometrial a través del desarrollo y de la utilizaciéon de modelos in vitro, logrando
estudiar distintos aspectos del mismo.

En primer lugar, utilizamos un modelo de decidualizacion in vitro, mediante el cual pudimos
observar la expresion de marcadores caracteristicos (IGBP1, PRL y KLF13). En trabajos ya
publicados, este modelo nos permitio estudiar la generacion de un microambiente
proinflamatorio asociado a la implantaciéon embrionaria exitosa (9). En este sentido, se ha
propuesto que la generacion de un microambiente proinflamatorio controlado es necesario
para que las células trofoblésticas sean capaces de invadir la decidua (12). Si bien los
mecanismos responsables de iniciar esta respuesta inmune ain no estan totalmente
dilucidados (12,13), nuestro laboratorio ha reportado, mediante el uso de este modelo, que el
estrés del reticulo endoplasmatico y la respuesta a proteinas mal plegadas contribuyen, al
menos parcialmente, a la generacion de esta respuesta inflamatoria a través de la produccion
de IL-1B (11).

Un paso mas en la complejizacion del modelo de decidualizacién fue el uso de medios
condicionados de blastocisto (MCB) de distinta calidad segin su desarrollo. La estimulacion
de las células decidualizadas con MCB permite simular ciertos aspectos de la interaccion
embrio-endometrial, a fin de estudiar los mecanismos por los cuales dichas células son
capaces de sensar de la calidad embrionaria. Al respecto, se ha propuesto que los factores
liberados por blastocistos de baja calidad alteran el transcriptoma de las células deciduales,
modificando la expresion de cientos de genes (5,14). En linea con esto, en el presente trabajo
observamos que las células HESC decidualizadas son capaces de responder diferencialmente
a los factores secretados por los blastocistos seglin la calidad de los mismos, modulando la
expresion de quimioquinas y la produccion de metaloproteinasas. Los MCB de desarrollo
detenido producen un incremento de MCP-1, una quimioquina que cldsicamente recluta

monocitos (15), al mismo tiempo que incrementa la actividad de MMP-9. Ambos procesos se



asocian a la remodelacion del endometrio y al inicio de la menstruacion (16,17). En contraste,
los MCB de alta calidad, aumentan la expresion de SDF1, una quimioquina asociada al
reclutamiento y retencion en mucosa de linfocitos T regulatorios (Tregs), los cuales
contribuyen al control de la homeostasis inmune(18-20).

Por ultimo, utilizando la linea celular trofoblastica Swan 71, desarrollamos un modelo in vitro
que nos permite simular los momentos iniciales de la implantacion embrionaria.
Especificamente, podemos evaluar las interacciones celulares entre las células trofoblasticas y
las deciduales, y como distintos tratamientos regulan la capacidad invasiva de las primeras
sobre las segundas (11). Este modelo es capaz de responder a situaciones experimentales de
forma andloga a lo que sucede fisiologicamente, ya que las células decidualizadas se
mostraron mas permisivas a la invasiéon que las no diferenciadas; este comportamiento se
revirtié parcialmente al estimular con MCB DD, mientras que se mantuvo en el tratamiento
con MCB de DC. Este modelo puede complejizarse ain mas con el agregado de Matrigel,
permitiendo simular no sé6lo la interaccidon entre células trofobléasticas y endometriales sino
también con la matriz extracelular (21), lo cual nos abre a futuro la posibilidad de profundizar
en el estudio de los mecanismos por los cuales las células deciduales son capaces de sensar la
calidad embrionaria.

La reproducibilidad e integridad de un modelo es un factor esencial para su aplicacion como
herramienta de deteccion. Un punto importante que contribuye a la reproducibilidad es la
utilizacion de lineas celulares, lo cual permite la estandarizacion del modelo para comparar
diferentes condiciones, algo que no es aplicable usando cultivos primarios frescos obtenidos a
partir de biopsias (11,22,23).

El desarrollo de nuevos modelos in vitro para el estudio de la generacion de la interfase
materno-fetal, nos ha permitido ahondar en los procesos tempranos de la implantacion que

condicionan el futuro desarrollo del embarazo. Esperamos que estos y futuros avances en



modelos de investigacion permitan dilucidar los mecanismos moleculares de patologias
asociadas a la implantacién y placentacion, y de este modo, obtener nuevos biomarcadores,
asi como también desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para patologias de la

reproduccion.
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Tablas

Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la deteccion de ARNm mediante PCR. Se

indica la secuencia sentido (S) y antisentido (AS) desde el extremo 5’ a 3°.

Gen Secuencia S Secuencia AS

GAPDH | TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG | TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT
IGFBP1 | GAGCACGGAGATAACTGAGGAG TTGGCTAAACTCTCTACGACTCTG
IL-8 CCAACACAGAAATTATTGTAAAGC | CACTGGCATCTTCACTGATTC
KLFI3 | TTCGGTGGTTCCTTGGTGACTGG TGGACCCTTGGATTCTGCCTTGG
MCP-1 | CAGCAGCAAGTGTCCCAAAG GAGTGAGTGTTCAAGTCTTCGG
PRL CCACTACATCCATAACCTCTCCTC GGCTTGCTCCTTGTCTTCGG

SDFI TGCCCTTCAGATTGTAGC CGTCTTTGCCCTTTCATC

TIMPI | CTGCGGATACTTCCACCGGT GCAGGATTCAGGCTATCTGG
TIMP2 | GATGCACATCACCCTCTGTG TCCAGGAAGGGATGTCAGAG
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Figura 1. Esquema del protocolo para el modelo de interaccion embrio-endometrial.

HESC: Human endometrial stromal cells; Dec: células decidualizadas; No Dec: sin
decidualizar; DC: MCB con desarrollo competente; DD: MCB con desarrollo detenido.
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Figura 2. Esquema para la determinacion del indice de invasion de un ESB.

Se traza una elipse sobre la imagen de cada esferoide, se determinan los ejes mayor y menor y

se calcula el cociente entre ambos. Finalmente, se obtiene el indice de invasion como “1-(eje
mayor / eje menor)”.
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Figura 3. Induccion de la decidualizaion in vitro.
Las células HESC decidualizadas (Dec) expresan IGFBP1, PRL (A) y KLF13 (B) a diferencia

de las no decidualizadas (No Dec) luego de 8 dias de tratamiento.
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Figura 4. Inducciéon de quimioquinas en células decidualizadas.
La decidualizacion aumento la expresion de las quimioquinas IL-8, SDF-1 y MCP-1 (A-C) en

células decidualizadas (Dec) y con comparacion con las no decidualizadas (No Dec).
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Figura 5: Induccion de quimioquinas en células decidualizadas segun la calidad de los MCB.
Los MCB con desarrollo competente (DC) incrementan la expresion de SDF-1 (A), mientras
que los MCB con desarrollo detenido (DD) inducen un aumento de MCP-1 (B). No se

observaron modulaciones para IL-8 bajo bajo estas condiciones (C).
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Figura 6: Modulacién de metaloproteinasas y sus inhibidores por parte de las células
decidualizadas segun la calidad de los MCB.

La zimografia reveld un aumento en la actividad de la MMP-9 en el sobrenadante de las
células decidualizadas estimuladas con MCB DD (A) mientras que la expresion de los

inhibidores de metaloproteinasas TIMP1 y TIMP2 no se modularon (B-C).
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Figura 7: Invasion de ESB sobre las células decidualizadas. El modelo in vitro de invasion
trofoblastica mostré que los esferoides co-cultivados con células HESC decidualizadas
alcanzan mayor invasion que los crecidos sobre HESC no diferenciadas (A-B). En (C) se
muestra una ESB represetantivo de ambos tratamientos tras 48h de co-cultivo. Asimismo, las
células HESC decidualizadas estimuladas con MCB DC son mds permisivas a la invasion de

ESB en comparacion con aquellas tratadas con MCB DD.



