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Resumen

El objetivo de esta tesis fue evaluar el potencial terapéutico de células madre mesenquimales
derivadas del endometrio equino (ET-eMSCs), preacondicionadas con prostaglandina EF (PGER), y
sus vesiculas extracelulares (VEs), en la reversion del fenotipo fibrético de miofibroblastos
endometriales y explantes, condicion asociada a la endometrosis, una patologia reproductiva comun
en yeguas. Esta investigacion propuso abordar si la interaccion entre ET-eMSCs y miofibroblastos
puede modular la secrecion de factores antifibréticos y generar cambios funcionales en las células
involucradas, mediante tres objetivos especificos: (1) caracterizar las propiedades antifibréticas de
las ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFY su secretoma, (2) determinar si las VEs derivadas de
estas células son suficientes para inducir cambios en el fenotipo de miofibroblastos, y (3) identificar,
mediante analisis protedmico cuantitativo, los mecanismos moleculares involucrados en dicha

interaccion.

Los resultados demostraron que las ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF, asi como su medio
condicionado libre de detritos y sus VEs aisladas, modulan la funcién biolégica de miofibroblastos in
vitro, reduciendo la expresion de marcadores fibroticos como U-SMA y CTGF, e inhibiendo la
deposicion de colageno tipo I. Adicionalmente, el andlisis cuantitativo proteémico mediante LC-
MS/MS y SILAC revel6 que el co-cultivo de ET-eMSCs con miofibroblastos genera un cambio
significativo en el perfil secretor de ambas poblaciones celulares. Se detectaron proteinas asociadas
a la remodelacion de la matriz extracelular, respuesta al estrés oxidativo, plegamiento de proteinas,
organizacion del citoesqueleto y regulacién inmune. En particular, la interaccién bidireccional activé
rutas que promueven la reorganizacion tisular y la resolucion del dafio, indicando que el efecto
terapéutico no se limita a una accién unidireccional, sino que ambos tipos celulares contribuyen

activamente al ambiente antifibrotico.

Esto tiene importantes implicancias para el desarrollo de terapias regenerativas en medicina
veterinaria y humana, ya que se demostré que las ET-eMSCs pretratadas con PGEF pueden ser
programadas para secretar un perfil bioactivo mas eficaz, capaz de revertir cambios fibréticos
preexistentes. Ademas, la utilizacion de VEs como herramientas terapéuticas no invasivas refuerza
la posibilidad de aplicar este enfoque de forma segura y especifica. El sistema de co-cultivo y la
integracion de herramientas protedmicas avanzadas permitieron establecer un modelo robusto para
el estudio de la fibrosis endometrial equina y aportan evidencia sélida sobre la plasticidad celular y

la posibilidad de inducir regresion del fenotipo patolégico mediante intervencién molecular dirigida.

En términos practicos, esta tecnologia ofrece un marco prometedor para mejorar la eficiencia
reproductiva en equinos mediante tratamientos personalizados que restauren la funcionalidad
endometrial. A largo plazo, podria extenderse a otras especies y contextos clinicos donde

laenfermedades fibroticas comprometan la funcion tisular.



Abstract

The objective of this thesis was to evaluate the therapeutic potential of equine endometrial-derived
mesenchymal stem cells (ET-eMSCs), preconditioned with prostaglandin Ei (PGEi), and their
extracellular vesicles (VESs), in reversing the fibrotic phenotype of endometrial myofibroblasts and
explants. This condition is associated with endometrosis, a common reproductive disorder in mares.
The research aimed to determine whether the interaction between ET-eMSCs and myofibroblasts
can influence the secretion of antifibrotic factors and cause functional changes in the cells involved,
through three specific objectives: (1) to characterize the antifibrotic properties of ET-eMSCs
preconditioned with PGEi and their secretome, (2) to assess if VEs derived from these cells can
induce changes in the myofibroblast phenotype, and (3) to identify, via quantitative proteomic

analysis, the molecular mechanisms underlying such interactions.

The results showed that ET-eMSCs preconditioned with PGEi, their detritus-free conditioned
medium, and isolated VEs influence the biological function of myofibroblasts in vitro, decreasing the
expression of fibrotic markers such as U-SMA and CTGF, and preventing the buildup of type |
collagen. Additionally, quantitative proteomic analysis using LC-MS/MS and SILAC indicated that co-
culturing ET-eMSCs with myofibroblasts causes a significant change in the secretory profile of both

groups.

Proteins associated with extracellular matrix remodeling, oxidative stress response, protein folding,
cytoskeleton organization, and immune regulation were detected. In particular, the bidirectional
interaction activated pathways that promote tissue reorganization and damage resolution, indicating
that the therapeutic effect is not limited to a unidirectional action, but that both cell types actively
contribute to the antifibrotic environment.

This has important implications for the development of regenerative therapies in veterinary and
human medicine, as it was shown that ET-eMSCs pretreated with PGEi can be programmed to
secrete a more effective bioactive profile, capable of reversing pre-existing fibrotic changes.
Moreover, the use of VEs as noninvasive therapeutic tools reinforces the possibility of applying this
approach in a safe and targeted manner. The co-culture system and the integration of advanced
proteomic tools allowed the establishment of a robust model for the study of equine endometrial
fibrosis and provided solid evidence on cellular plasticity and the possibility of inducing regression of

the pathological phenotype by targeted molecular intervention.

Proteins associated with extracellular matrix remodeling, oxidative stress response, protein folding,
cytoskeleton organization, and immune regulation were detected. In particular, the bidirectional
interaction activated pathways that promote tissue reorganization and damage resolution, indicating
that the therapeutic effect is not limited to a unidirectional action, but that both cell types actively

contribute to the antifibrotic environment.

Xl



This has significant implications for the development of regenerative therapies in both veterinary and
human medicine, as it was demonstrated that ET-eMSCs pretreated with PGEi can be programmed
to secrete a more potent bioactive profile, capable of reversing existing fibrotic changes. Furthermore,
using VEs as noninvasive therapeutic tools strengthens the potential for applying this approach safely
and precisely. The co-culture system and the integration of advanced proteomic techniques enabled
the creation of a robust model for studying equine endometrial fibrosis, providing strong evidence of
cellular plasticity and the potential to induce regression of the pathological phenotype through
targeted molecular intervention.

In practical terms, this technology offers a promising platform for improving reproductive efficiency
through personalized treatments that restore endometrial function over the long term. It could also be

applied to other species and clinical situations where fibrotic diseases impair tissue
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I.Revision Bibliogréafica

I.1Introduccién

Dentro de los animales de granja, los equinos ocupan una posicién excepcional, ya que se sitlan en
un punto intermedio entre los animales de produccién y aquellos con los que se establece un vinculo
afectivo. Esta dualidad ha contribuido a que no se escatimen recursos en su manutencion, atencion
veterinaria y en el desarrollo de programas destinados a optimizar su manejo y bienestar (Singh et
al., 2019).

En paises como Estados Unidos, Canada, Australia y Reino Unido, la industria equina genera

i mpactos anuales que van desde $122 mil mi |l |l ones USD
en Canad§, A3,39 mil millones ( ~$ 4hastaapniximadamehtd ones USD
$8 mi l mill ones USIén Hardy, 2819;s Syivia | & E&urrie, 2022; Watson,

2023).(https://horsecouncil.org/project/results-from-the-2023-national-equine-economic-impact-

study-released).(Weatherbys. Weatherbys Return of Mares. Available online:

https://www.weatherbys.co.uk.0.2.

Segun el Ultimo censo Agropecuario y Forestal, (INE 2021),Chile cuenta con una masa caballar de
aproximadamente 179.502 cabezas segun el Ultimo censo Agropecuario y Forestal, (INE 2021), esta
masa no solo genera ganancias econémicas propias de la explotacion de los animales en deportes
y produccién de carne, sino también es una fuente de empleos (INE 2021). Las mayores pérdidas
econ6micas generadas en la industria equina estan relacionadas con el manejo reproductivo.
Durante la estacion reproductiva equina existen multiples factores que pueden afectar, en menor o
mayor medida la eficiencia reproductiva. Sin embargo, la causa primaria esta relacionada a procesos
inflamatorios o degenerativos del Utero, como la endometritis y la endometrosis (Del Prete et al.,
2024; Ferreira-Dias et al., 2020). La endometritis se define como la inflamacién de la mucosa que
recubre el interior del Utero y se divide en cuatro categorias, basado en la etiologia y fisiopatologia:
(1) endometritis de transmision sexual, (2) endometritis persistente post-monta o inseminacion
artificial (IA), (3) endometritis crénica infecciosa y (4) endometrosis (endometritis degenerativa
cronica) (Morris et al., 2020; Troedsson, 1999).

No obstante, la endometritis es una respuesta fisioldgica e inmunolégica normal a la introduccion de
semen en el Gtero de la yegua (LeBlanc y Causey, 2009). Tanto después de la monta natural como
de la |A, todos los componentes del eyaculado: espermatozoides, plasma seminal, bacterias y otros
elementos presentes en éste se depositan en el Utero. La yegua sana, experimenta una reaccion
inflamatoria normal de caracter temporal a nivel uterino, en respuesta a estos componentes(Tuppits
et al., 2014). Esta inflamacion fisioldgica se resuelve con la eliminacion exitosa del liquido uterino, el

semeny las bacterias dentro de las 48 horas posteriores al servicio(Troedsson, 2006). La resolucién


https://horsecouncil.org/project/results-from-the-2023-national-equine-economic-impact-study-released
https://horsecouncil.org/project/results-from-the-2023-national-equine-economic-impact-study-released
https://www.weatherbys.co.uk.0.2/

de esta inflamacion se basa en la coordinacion efectiva de varias vias de respuesta, (1) una via
mecanica que involucra contracciones miometriales para evacuar fisicamente los desechos
inflamatorios, (2) la respuesta inmunitaria innata como principal mecanismo para eliminar el exceso
de espermatozoides y bacterias (3) y la clasica respuesta inmunoldgica antigeno-anticuerpo que en
este caso es minimayy, por lo tanto, de menor importancia en las yeguas. Juntas, estas vias funcionan
para prevenir el establecimiento prolongado del proceso inflamatorio fisiolégico (Hurtgen, 2006). Lo
anterior, permite que el ambiente uterino retorne a la normalidad, y que el embrién que ingresa al
Utero alrededor del dia 5 y 6 post ovulacién pueda interactuar exitosamente en el ambiente
endometrial. Sin embargo, si esta inflamacién permanece sin resolverse mas alla de las 48horas,
entonces se produce la condicién patolégica de endometritis endometritis persistentes post-monta o
IA. Las yeguas que muestran mecanismos de limpieza uterina eficientes y su inflamacién endometrial

transitoria cesa dentro de las 24 a 36 horas posteriores a la monta o IA se les denomina yeguas

firesi stent eso, mi entras que aquellas yeguas gue

monta o IA se definen como "susceptibles"(Canisso et al., 2020). Esta condicion las predispone a
una infeccion uterina secundaria en donde la acumulacion de liquido intrauterino persiste durante
varios dias después de la ovulacidon, comprometiendo el éxito reproductivo de estas yeguas (Canisso
et al., 2020; Hurtgen, 2006; Jasinski et al., 2021; LeBlanc y Causey, 2009). En la actualidad, no
existen marcadores que predigan si el endometrio de una yegua ser4 o no susceptible a la

endometritis post-montaolA( Jasi GBski .et al ., 2022)

En yeguas en edad reproductiva, la endometrosis se presenta como una patologia multifactorial,
donde factores como la edad de las yeguas, nimeros de partos, estado inmunolégico juegan un
papel relevante, observandose una mayor prevalencia conforme avanza la vida reproductiva. Los
cambios degenerativos a nivel del endometrio, caracteristicos de la fibrosis endometrial, disminuyen
significativamente la capacidad uterina para nutrir al embrién. Esta disfunciéon se traduce
directamente en una mayor probabilidad de pérdida temprana del concepto o en el fracaso para
llevar a término la gestacion. (Bracher et al., 1996; Buczkowska et al., 2014; Christoffersen &
Troedsson, 2017; Clerc Danvila & Cazales, 2020; Hoffmann et al., 2009).

1.2 Histofisiologia endometrial

El Gtero es un érgano tubular formado por el cuerpo (corpus) y dos cuernos (cornua). Las paredes
uterinas a su vez estan compuestas por tres capas, el perimetrio, el miometrio y el endometrio.
Periféricamente, el Gtero estd rodeado por peritoneo visceral denominado perimetrio. La pared
uterina consta de capas de musculo liso longitudinal (exterior) y circular (interior) con una capa
vascular en el medio, que constituye el miometrio. (Kenney, 1978; Lara et al., 2018; Samper, 2008).
Finalmente, la capa mas interna del Utero consiste en el endometrio, que es glandular y secretor
(Brinsko et al., 2010).

no



El endometrio esta constituido por dos capas, el epitelio luminal y la ldmina propia que se extiende
desde la membrana basal del epitelio hasta el miometrio. De manera general los componentes
celulares del endometrio incluyen el epitelio luminal y glandular, el estroma, el endotelio y algunas
células del sistema inmunitario(Yin y Ma, 2005). Especificamente el epitelio luminal esta formado por
células cuboidales altas asentadas en una membrana basal (zona basal) y la lamina propia que se
divide en dos estratos, compacto y esponjoso (zona funcional)(Rivera Cantero, 2003; Thompson et
al., 2020). El estrato compacto se dispone inmediatamente debajo del epitelio luminal y tiene una
alta densidad de capilares y células estromales de aspecto ovaladas con gran nlcleo y escaso
citoplasma. El estrato esponjoso tiene una baja densidad celular y una apariencia esponjosa, debido
a numerosas fibras que conectan células y muchos vasos linfaticos. Aqui se ubica gran nimero de
glandulas endometriales, de epitelio secretor cuboidal, ademas junto a las glandulas en este
segmento se encuentran vasos sanguineos y linfaticos (Snider et al., 2011) (Figl) Las glandulas
endometriales se derivan del epitelio luminal y se comunican con la luz uterina a través de conductos
glandulares (Gray et al., 2001). La principal funcién bioldgica de las glandulas uterinas es la secrecion
del histétrofo un liquido rico en nutrientes como glicégeno, aminoacidos, lipidos y glicoproteinas
fundamental para la adhesion del embrion, la receptividad uterina y el desarrollo fetal temprano(Filant
y Spencer, 2014; Rawlings et al., 2021; Spencer, 2014) .

El endometrio equino experimenta cambios histolégicos, tanto dentro del afio, segln, la estacion y
dentro de la estacion reproductiva durante las distintas etapas del ciclo estral (Schoniger & Schoon,
2020). Durante el anestro invernal el endometrio sufre atrofia endometrial estacional, debido a la
inactividad ovérica y a la ausencia de gonadotrofinas. Las glandulas se aprecian inactivas, de
delgado calibre, poco ramificadas y con cantidades variables de una sustancia amorfa de caracter
hialino en su lumen (Aurich, 2011).

Ciclo1 Ciclo2

T 1
Ovulation1 -+ PGF2a Ovulation 2
' '
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A Figura 1 Seccién transversal histoldgica del Gtero de una yegua. A) se aprecian las diferentes capas que conforman el
Utero y en una muestra de biopsia con mayor aumento se aprecia el epitelio luminal (EL) y la lamina propia mucosa con el
estrato compacto superficial (EC) y el estrato esponjoso mas profundo (EEs). El estrato compacto tiene un estroma denso
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(asterisco) y contiene los conductos glandulares (punta de flecha negra). El estrato esponjoso tiene un estroma suelto (simbolo
de nimero) que rodea las porciones secretoras de las glandulas endometriales (puntas de flecha blancas) y B) Resume el
comportamiento hormonal durante el ciclo estral asi como las modificaciones que sufre el endometrio en su fase proliferativa
(Fase folicular) y en la fase secretora o liteal. Modificado de. (Lara et al., 2018; Thompson et al., 2020) (Schoniger & Schoon,
2020)

Las células del epitelio luminal son cuboidales y/o escamosas, el estroma y la lAmina propia carecen
de edema (Gerstenberg et al., 1999). Durante la época reproductiva fisioldgica de las yeguas, los
ciclos ovaricos son regulares y las glandulas endometriales muestran actividad funcional. La
morfologia endometrial, caracterizada por fases proliferativa y secretora, se corresponde con las

fases folicular y lutea del ciclo estral, respectivamente(Donadeu & Watson, 2007).

Durante el estro, debido al aumento del edema uterino, las gldndulas parecen tener una distribucién
mas escasa, el epitelio luminal se torna alto y columnar, llegando a presentarse pseudoestratificado,
es frecuente la vacuolizacién y la acumulacién moderada de polimorfonucleares (Kenney, 1978)
(Schoniger & Schoon, 2020; Thompson et al., 2020). Las células poligonales de microvellosidades
estan presentes con células secretoras que rodean las aberturas glandulares siendo la mayor
actividad secretora durante esta etapa del ciclo estral (Thompson et al., 2020). Sin embargo, en el
diestro, las glandulas endometriales son mas complejas y densamente distribuidas (Kenney, 1978).
En esta etapa las células del lumen epitelial son altas o cuboidales reunidas en una sola capa,
infrecuentemente dos, la densidad aparente de las glandulas aumenta, por la disminucién del edema
y por la gran actividad que estas presentan, alcanzando en este momento su mayor ramificacion y
altura de su epitelio (Kenney, 1978; Schoniger y Schoon, 2020). No hay cambios en la densidad
vascular endometrial durante la fase folicular en comparacién con la fase lutea del ciclo estral en las
yeguas (Ferreira-Dias et al., 2001). Se conoce que en el endometrio equino la respuesta inmune
predominante es caracterizada por una respuesta innata, aunque el estudio de las células del
sistema inmune y sus productos secretados en la funcién endometrial no esté del todo documentado
(Rebordao, Galvao, et al., 2014). A pesar de ello se puede sacar en claro que los componentes
celulares principales de esta respuesta son macréfagos (Még), células dendriticas (CD), mastocitos,
eosinofilos y neutrofilos (N€). y en dependencia del ciclo estral estan en mayor o menor
representacion en el endometrio (Galvao et al., 2012; Schoniger y Schoon, 2020). Varios estudios
han demostrado un reclutamiento mayor de las células de respuesta no especifica inmediatamente
después de la ovulacion lo que sugiere el papel que juega el sistema inmunoldgico fla limpieza
uterinaddespués de la monta o IA y esto coincide con una respuesta a los estrégenos altos. Por el
contrario, los niveles altos de P4, observados durante la fase ldtea en las yeguas, inhiben la
respuesta inmune (Szostek et al., 2013). La respuesta inmunitaria inhibida podria ayudar a adaptarse

a una posible prefez.

Células Dendriticas asociadas con monocitos y Mé actllan como células presentadoras de antigenos.
Estas células procesan antigenos extrafios y presentan péptidos antigénicos en su superficie para

su eliminacion mediante la activacion de linfocitos T virgenes. Por otro lado, los N& son parte de la



respuesta inmune innata endometrial que migran hacia el estroma atraidas por un estimulo externo

como espermatozides, plasma seminal, detritus o infiltracion bacteriana (Christoffersen & Troedsson,

2017; Zerbe et al., 2004) . Junto a los Mg tienen como labor eliminar el debris y los patégenos

mediante fagocitosis y liberacién de enzimas liticas, pero bajo una hiperactivacion en procesos

inflamatorios severos, los N¢ han mostrado | a habilidad de emitir A
neutr - -filos o NETsod, que est 8n bas ad@®alvaeenal l2@l2;1 i ber aci
Neeli et al., 2009) . Estas proyecciones de ADN contienen un céctel de enzimas elastasas,

mieloperoxidasas y catepsinas, las cuales han demostrado ser factores inductores de fibrosis en

otros 6rganos(Berkes et al., 2014).

Los fibroblastos no juegan un papel pasivo a nivel inmunoldgico, estos expresan varios genes
asociados a receptores tipo Toll, lo que les permite detectar patrones moleculares relacionados a
patégenos y dafio (PAMP/DAMP) que al activarse inducen a una activacion al fenotipo
miofibroblastico y una sefializacion para la migracién de células polimorfonucleadas y macréfagos,
iniciando la inflamacion(Bhattacharyya et al., 2017; Meneghin & Hogaboam, 2007). Tanto los
componentes especificos como los no especificos de la respuesta inmunitaria secretan citoquinas
para mejorar las respuestas inmunitarias a nivel de endometrio. Sin embargo, fallas en el mecanismo
de regresion de la respuesta inmune y por consiguiente de la inflamacion generan un ambiente donde
se favorecen a nivel del tejido endometrial cambios degenerativos que conllevan al desarrollo de la

fibrosis endometrial o endometrosis.
1.3 Endometrosis

La endometrosis representa uno de los principales desafios en la reproduccién equina, ya que se
asocia con una alta incidencia de muerte embrionaria temprana y una disminucién en la tasa de
partos (Buczkowska et al., 2014; Hoffmann et al., 2009; Kenney y Doig, 1986). Esta condicién, de
naturaleza degenerativa, afecta principalmente a las glandulas uterinas, comprometiendo su
funcionalidad y, en consecuencia, la viabilidad del concepto. Desde que Kenney introdujo el término
en 1978, originalmente vinculado a los efectos de la endometritis cronica degenerativa, su definicién
ha sido ampliada y refinada. Actualmente, la endometrosis se describe como una patologia
degenerativa caracterizada por fibrosis estromal endometrial, atrofia glandular, fibrosis periglandular
(formacién de los llamados fi n i <fibr@icoso ) , aparici -n de | agunas |l infg8tica
de glandulas uterinas funcionales (Buczkowska et al., 2014; Hanada et al., 2014; Hoffmann et al.,
2009; Kenney, 1978; Lehmann et al., 2011).

El primer indicio de endometrosis es la aparicién de una diferenciacion morfolégica y funcional atipica
en las células del estroma periglandular endometrial. En la fase inicial de la fibrosis, se observan
células estromales poligonales de gran tamafio alrededor de las glandulas uterinas, que presentan
una intensa actividad en la sintesis de fibras de colageno. A medida que la fibrosis progresa, estas

células pueden adoptar un estado metabdlicamente activo o inactivo, y se pierde la evidencia de
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sintesis colagénica. Con el avance del proceso, se produce una proliferacion progresiva de glandulas
uterinas dispuestas en nichos glandulares, los cuales estan rodeados por un nimero creciente de
capas de tejido fibroso, donde se incrementa la presencia de miofibroblastos. Dentro de estos nichos
se forman quistes glandulares, mientras que el nimero de glandulas endometriales normales

disminuye progresivamente(Kilgenstein et al., 2015; Lunelli et al., 2013; Walter et al., 2001)

La fibrosis periglandular puede clasificarse en diferentes tipos en funcién de la morfologia y el estado
metabdlico de las células estromales, asi como del grado de integridad epitelial. Segin esta
clasificacién, existen formas destructivas, en las que se observa degeneracion y necrosis del epitelio
glandular, y formas no destructivas, en las que las células epiteliales glandulares permanecen
estructuralmente integras. A su vez, en cada categoria se identifican tres niveles segun la actividad
metabdlica de las células estromales: activo, inactivo o mixto, definidos en funcién del porcentaje de
focos fibréticos con células metabolicamente activas(Buczkowska et al., 2014; Hoffmann et al., 2009;
Lehmann et al., 2011; Schoniger y Schoon, 2020)

1 La categoria no destructiva activa se caracteriza por glandulas rodeadas por un estroma
denso, con células desordenadas, de nucleo ovoide hipocromatico y citoplasma opaco,
indicativo de alta actividad metabdlica.

1 En la variante no destructiva inactiva, los nichos glandulares estan rodeados por células
estromales fusiformes, con nicleos hipercromaticos y citoplasma elongado, lo que refleja un

estado metabdlico reducido.

1 En el caso de la fibrosis destructiva activa, las células estromales activas invaden el lumen
glandular y coexisten con células epiteliales degeneradas, lo que evidencia un proceso

agresivo de remodelacion.

1 Finalmente, en la fibrosis destructiva inactiva, las células estromales estan dispuestas
paralelamente al eje glandular, y se observa acumulacién de secreciones uterinas en la luz,

junto con destruccion epitelial evidente

Kenney y Doig (1986) propusieron una clasificacién histopatoldgica que actualmente se considera el
estandar de referencia para evaluar la condicidn del endometrio en yeguas. (Kenney y Doig, 1986).
Este sistema se basa principalmente en el grado de inflamacion, fibrosis y atrofia del tejido
endometrial, y permite establecer una correlacion directa entre el dafio histoldgico y la capacidad de
las yeguas para lograr una determinada tasa de paricion (Dubrovskaya et al., 2019; Lehmann et al.,
2011).

La clasificacion contempla cuatro grados de afectacion, que van desde tejido sano (Grado I) hasta

alteraciones severas (Grado Ill):



1 Grado I: Representa un endometrio sin alteraciones patolégicas evidentes. No se observan
signos de inflamacién ni fibrosis, y se asocia con una tasa de gestacion exitosa cercana al
90%.

1 Grado IIA: Corresponde a un estado leve de dafio, con fibrosis estromal inicial alrededor de
las glandulas, infiltrado inflamatorio leve a moderado, y presencia ocasional de lagunas
linfaticas. Las yeguas clasificadas en este grupo presentan entre un 50 y 80% de

probabilidad de parto exitoso.

1 Grado 1IB: Se caracteriza por cambios inflamatorios y fibréticos mas pronunciados. En
promedio, entre el 35 y el 60% de las glandulas presentan alteraciones, con 2 a 4 nichos
fibréticos por campo microscopico. La probabilidad de gestaciébn disminuye

significativamente, situdndose entre un 10 y 50%.

1 Grado lll: Describe un endometrio con dafio severo, afectando a mas del 60% de las
glandulas. Se observan mdltiples nichos fibréticos (més de 5 por campo), fibrosis extensa,

lagunas linfaticas prominentes y una tasa de parto menor al 10%.

Esta clasificacion sigue siendo una herramienta fundamental en la evaluacion prondstica de la

fertilidad en yeguas, facilitando la toma de decisiones clinicas en programas reproductivos.

Independientemente del grado, tipo y curso del cuadro, la endometrosis es un proceso fibrético. La
fibrosis es cominmente entendida como el resultado de un desequilibrio en los mecanismos
normales de reparacion tisular, donde este proceso de recuperacion se ve alterado, favoreciendo
una respuesta excesiva o desregulada (Eckes et al., 2000). En el caso del endometrio, uno de los
primeros signos de este proceso es la diferenciacién morfolégica y funcional anémala de las células
estromales, que adoptan una morfologia poligonal y alargada junto con una intensa actividad

metabdlica, lo cual se relaciona con la activacién del fenotipo miofibroblastoide (Trundell, 2022).

La activacion de los miofibroblastos constituye un evento clave tanto en la reparacion fisiologica
como en procesos patoldgicos, caracterizandose por la expresion de proteinas contractiles como la
actina de mY¥%sSMA)yda sbbiegraducdion delcomponentes de la matriz extracelular
(ECM), especialmente colageno. Estas propiedades les permiten participar activamente en la
contraccion y remodelacién del tejido lesionado (Bozyk y Moore, 2011; Garrison et al., 2013; Hinz et
al., 2007; Shinde et al., 2017).

La diferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos es esencial en la reparacion tisular, ya que
promueve la regeneracion estructural del tejido dafiado. No obstante, cuando esta activacion se
mantiene de forma persistente, ocurre una acumulacion patologica de miofibroblastos que secretan
excesivamente ECM, lo que genera una tension mecanica sostenida sobre el tejido y favorece el
desarrollo de fibrosis (Gerarduzzi y Di Battista, 2017; Hinz et al., 2012).



Bajo condiciones normales, una vez que el proceso de reparacién concluye, los miofibroblastos son
eliminados por apoptosis (Shinde et al., 2017). Sin embargo, en estados patoldgicos como la fibrosis
endometrial, dicha eliminacion es deficiente, lo que permite su persistencia en el estroma. Esta
acumulacion celular incrementa la rigidez del tejido y contribuye a la deposicion anémala de colageno
(Rebordao, Galvao, et al., 2014). Se ha desmostrado que la fibrosis periglandular no se caracteriza
Unicamente por un incremento en las fibras colagenas, sino por la presencia de fibroblastos
dispuestos concéntricamente alrededor de las glandulas. Estas células expresan marcadores
caracteristicos del fenotip o mi of i b r o b iSEIA, tropammsina v, atasiothimente, desmina,

y sintetizan ECM (colageno tipo IV, laminina y fibronectina)(Hoffmann et al., 2009).

Entre los principales inductores de la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos se encuentra el
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-b 1) , una <citoquina mul
macréfagos, neutroéfilos, plaquetas y fibroblastos, que regula proliferacion, adhesion, migraciéon y
apoptosis celular. Este factor también promueve la transicion epitelio-mesenquimal, facilitando la
reconstruccion tisular (Wipff et al., 2007). Recientemente en endometrio equino se ha reportado una

correlacion directaentreel TGF-b1 y | a e x-SMAe asiicomo unduemetito en la transcripcion

de los genes Collal, Col3al y Fnl, lo que refuerza el rol del TGF-b1 en | a patog®nesi s

endometrosis(Szostek-Mioduchowska, Lukasik, et al., 2019).

En las fases iniciales de esta condicion, la activacion epitelial se evidencia por el engrosamiento focal
de la lamina basal y la acumulacion local de células estromales productoras de colageno (Walter et
al., 2001). Diversos factores pueden desencadenar esta activacion, incluyendo endometritis
periglandular, isquemia local por angioesclerosis, cicatrizacion post-traumatica o alteraciones en el
recambio de la ldmina basal. Se ha establecido que una ladmina basal integra es critica para suprimir
la activacién epitelial y la secrecidon de factores profibréticos (Hoffmann et al., 2009). Asi, la
proliferacion de células estromales, su diferenciacién a miofibroblastos y el aumento de la sintesis
de ECM, ocurren en un entorno propicio por mediadores con accion sinérgica y auto-inductiva
(Gerarduzzi y Di Battista, 2017).

A este microambiente se suma la contribucion inmunolégica. El sistema inmune innato, primera linea
de defensa del endometrio, reconoce patrones moleculares asociados a patdégenos mediante
receptores como los tipos Toll (TLR), cuya activacion en fibroblastos puede inducir su diferenciacion
a miofibroblastos (Creaghy O8 Ne i | | , 2 0 9 l8ogabddm,2@0d).hAsimismo, los neutrdfilos,
como células reclutadas tempranamente, no solo fagocitan patégenos y restos celulares, sino que,

al activarse de forma excesiva, secretan mediadores inflamatorios y proteinasas como MMP-2 y

t

funci

MMP-9, que promueven la secrecion de TGF-b 1 , per pet uan(Harveyl ea al.,f20U6;r os i s

Nakazawa et al., 2017).

Ademas, las trampas extracelulares de neutréfilos (NETS), compuestas por cromatina y enzimas,

son abundantes en zonas de inflamacion cronica y fibrosis, estimulando alin mas la produccién de
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TGF-b1 y | a inhibici-n de (Cossierdetgly 2006aJorch-yrKubdse2017a ECM
Rebordao et al., 2021; Rebordao, Carneiro, et al., 2014). Los macr6fagos también juegan un rol dual:

son fuente de MMP y TIMP, y dependiendo de su polarizacion (M1 o M2), pueden perpetuar la
inflamacion o favorecer la fibrosis mediante la secrecion de TGF-b 1(Van Linthout et al., 2014; Wynn

y Vannella, 2016).

Se ha observado que la inflamacion sostenida en yeguas susceptibles a endometritis persistente se
acomparna de una expresion prolongada de citocinas proinflamatorias como IFN-0 ,  JUN F1IbL- | L
6 e IL-8, lo cual contribuye a la activacién del eje inflamacién-fibrosis (Christoffersen et al., 2012;
Woodward et al.,, 2013). Adicionalmente, factores fisiolégicos como la disminucion de las
contracciones uterinas y una respuesta inmune local alterada favorecen la retencién de material

inflamatorio, generando dafio endometrial progresivo(Christoffersen y Troedsson, 2017).

Por otro lado, se ha observado que los cambios endocrinos ciclicos y estacionales tienen poca
influencia sobre el curso de la fibrosis, especialmente en estadios avanzados, donde la expresién de
receptores de progesterona y estrogenos esta disminuida (Hoffmann et al., 2009). La progresion de
la fibrosis puede mantenerse incluso después de la resolucién del estimulo inflamatorio (Aresu et al.,
2012; Cadario et al., 2002), siendo impulsada por la persistencia de miofibroblastos resistentes a la

apoptosis y su capacidad de continuar modificando la ECM (Shete et al., 2020).

En este contexto, el papel de la prostaglandina EF(PGERF adquiere relevancia. Esta molécula ejerce
efectos inmunosupresores potentes que favorecen la resolucion de la inflamacion y promueven la
regeneracion tisular. La PGEF actla de forma autocrina o paracrina sobre fibroblastos y células
epiteliales, interrumpiendo la cascada fibrética y contribuyendo al restablecimiento de la homeostasis
(Lara et al., 2018; Li et al., 2021).

I.3.1 Relevancia de la prostaglandina E Fen la regulacion inmuney en la endometrosis.

Numerosos estudios han demostrado que la prostaglandina EF (PGEF) ejerce efectos anti-fibroticos
en distintos tejidos al inhibir la proliferacién y migracion celular, asi como la expresion y depésito de
coldgeno. Ademas, actla suprimiendo la diferenciacién de fibroblastos hacia un fenotipo
miofibroblastico (Barnthaler et al., 2020; Huang et al., 2007; Kohyama et al., 2001).

Las prostaglandinas (PGs), también conocidas como prostanoides, forman parte de la familia de los
eicosanoides, lipidos oxigenados derivados de acidos grasos de 20 carbonos. Se reconocen cinco
tipos principales: PGEF, PGDF, PGFRJ,  PyGromboxano AF (TXAR), los cuales son sintetizados
por diversas células, especialmente aquellas involucradas en respuestas inflamatorias (Narumiya et
al., 1999) . A diferencia de otras moléculas de sefializacién, las PGs no se almacenan en las células,
sino que se sintetizan de novo a partir del acido araquidénico (AA) en respuesta a estimulos

especificos, incluyendo dafio tisular, inflamacion o sefales bioquimicas(Park et al., 2006).



La prostaglandina E: es la prostaglandina mas abundante y relevante en mamiferos, y puede ser
producida por multiples tipos celulares, como fibroblastos, macréfagos y células epiteliales (Harris et
al., 2002; Kalinski, 2012). Su funcién es altamente contextual: puede desempefiar roles tanto
proinflamatorios como antiinflamatorios, ademas de participar en la homeostasis, vasodilatacion,
induccion de fiebre y relajacion del musculo liso. En el sistema reproductivo, la PGEF esta implicada
en procesos fisiolégicos como la ovulacién, implantacion, mantenimiento del cuerpo lGteo,
contracciones uterinas, dilatacion cervical y eventos del parto y posparto (Criséstomo, 2018; Lee et
al., 2016; Rebordao et al., 2019; Weems et al., 2006).

La biosintesis de PGEF se inicia con la liberacion del acido araquidénico desde los fosfolipidos de
membrana, un proceso catalizado por la fosfolipasa AF (CPLAF), activada por sefiales inflamatorias y
flujos de calcio intracelular. Una vez liberado, el acido araquidénico es convertido por la
ciclooxigenasa (PTGS1 o PTGS2) en prostaglandina GF (PGGPF y luego en prostaglandina HF
(PGHR). Esta ultima es transformada en PGEF por la accion especifica de la PGEFsintasa (mMPGES).
Finalmente, la PGEFpuede salir de la célula por difusién pasiva o mediante transporte activo a través
del transportador MRP4 (Narumiya et al., 1999; Park et al., 2006).

Los efectos biol6gicos de la PGEF son mediados por su interaccién con cuatro receptores acoplados
a proteina G, denominados EP1, EP2, EP3 y EP4. Cada uno de estos receptores activa diferentes
vias de sefalizacién intracelular, lo que determina la diversidad de efectos fisiolégicos de esta
prostaglandina. En particular, la activacion de EP2 y EP4 estimula la produccién de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), favoreciendo respuestas como la relajacién del muasculo liso, proliferacion
celular y neovascularizacion a través de la induccion de factores como el VEGF (Bozyk y Moore,
2011; Lee et al., 2016).
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Figura 2 Ruta biosintética de la prostaglandina E2. Se muestra la conversion de acido araquidénico a PGG2 y luego a
PGHZ2, son catalizadas por la ciclooxigenasa y la conversiéon subsiguiente de PGH2 a cada PGEF es catalizada por PGEF
sintasa. Tomado y modificado de Li et al, (Li et al., 2021).

La sefializacién mediada por el receptor EP1 incrementa los niveles intracelulares de calcio (Cazd),
lo que induce la contraccidn de las células musculares lisas. Por su parte, la activacién del receptor
EP3 reduce la concentracion de AMPc, modulando asi la proliferaciéon celular e inhibiendo la
relajacién del musculo liso (Bozyk y Moore, 2011; Lee et al., 2016; Niringiyumukiza et al., 2018;
Sacco et al., 2012). En este contexto, el eje COX-2/PGEF establece un circuito autocrino y paracrino
gue influye en la progresion del ciclo celular y en los procesos apoptéticos, regulando la viabilidad

celular a través de la activacion de uno o varios subtipos de receptores EP (Lee et al., 2016).

Por otra parte, se ha demostrado que la PGEFtambién participa en la regulacién de la fibrosis tisular
en distintos érganos, proceso en el que estan implicadas diversas células como fibroblastos, células
epiteliales alveolares, células mesangiales renales y células estrelladas hepaticas (Li et al., 2021).
El efecto que ejerce la PGEF sobre estos procesos depende del tipo de receptor activado. La unién
a EP2 o EP4 se ha asociado con respuestas antifibroticas, mientras que la interacciéon con EP1 o
EP3 favorece la progresion fibrotica. De esta manera, el balance entre los distintos subtipos de
receptores presentes en los tejidos determina el desenlace funcional. A nivel local, la PGEF puede
actuar sobre fibroblastos o células epiteliales mediante mecanismos autocrinos 0 paracrinos,

interrumpiendo el avance del proceso fibrotico. Numerosos estudios han documentado que la
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sefializacion PGEREP2/EP4, a través de la via del AMPc/PKA, inhibe la proliferaciéon y migracion
celular, reduce la sintesis y depésito de colageno, y bloquea la diferenciacion de fibroblastos (Bozyk
y Moore, 2011; Lacy et al., 2019; Li et al., 2021; Wang et al., 2017).

Estos hallazgos respaldan la importancia de continuar explorando los mecanismos de accion de la
PGEF, particularmente su capacidad de modular el secretoma celular, con el fin de desarrollar
estrategias terapéuticas innovadoras para el tratamiento de enfermedades fibréticas como la

endometrosis.
|.4 Tratamientos de la endometrosis

No existe un tratamiento satisfactorio para la endometrosis equina al ser una patologia asociada a
degeneracion irreversible del tejido endometrial (Katila y Ferreira-Dias, 2022). Sin embargo, se han
empleado diferentes soluciones que estan mas enfocados a tratar la endometritis y con ello prevenir
el desarrollo de la endometrosis como por ejemplo el uso de agentes ecbdlicos y el lavado uterino
que apuntan a la via mecanica al ayudar al aclaramiento fisico, y con esto limitar el tiempo de
inflamacion mediado por exposicién a agentes infecciosos o retencion de fluidos (Katila, 2016; Morris
et al., 2020). También se han empleado agentes de naturaleza irritante como queroseno, DMSO y
sales isotdnicas; con el propésito de realizar la reparacion del endometrio, desprender la capa
fibrética y aprovechar la capacidad de regeneracion endometrial para el restablecimiento de la
funcionalidad o utilizar estas soluciones por la capacidad de producir edema y permitir la expulsién
de las excreciones retenidas en las glandulas endometriales (Bradecamp et al., 2014; Ley et al.,
1989; Lu y Von Dollen, 2021; Samper, 2008; Trundell, 2022). Adicionalmente, existen tratamientos
dirigidos a la via de respuesta inmunolégica. El uso de glucocorticoides o drogas antiinflamatorios
no esteroidales (NSAIDs = Non-steroidal anti-inflammatory drugs) se indican en yeguas susceptibles
para prevenir una inflamacién excesiva mientras que los NSAIDs inhiben la sintesis de
prostaglandinas en respuesta a la inflamacién endometrial (Wolf et al., 2012). Esto reduce la
inflamacion y explica la mejora de la fertilidad observada después del tratamiento con
glucocorticoides como dexametasona (Bucca y Carli, 2011; Bucca et al., 2008) o prednisolona
(Dell'aqua Junior et al., 2006; Papa et al., 2008) en yeguas susceptibles. Sin embargo, dado el papel
de los NSAIDs en la inhibicion de la liberacion de prostaglandinas y su potencial para reducir las
contracciones miometriales necesarias para evacuar el liquido uterino, se justifica una mayor
evaluacion de la eficacia del tratamiento con NSAIDs y se recomienda el tratamiento con un ecbdlico

como la oxitocina (Cadario et al., 2002; Morris et al., 2020; Risco et al., 2009).

También se han aplicado con cierto grado de éxito terapias no convencionales como es el uso del
plasma rico en plaquetas (PRP) en yeguas con baja fertilidad, observandose mejoras en la tasa de
prefiez cuando se usa combinado con antibidticos (Carluccio et al., 2020; Dawod et al., 2021,
Pascoe, 1995). Los mecanismos biolégicos del PRP sobre la respuesta inflamatoria alin no estan

bien dilucidados. Sin embargo, algunos estudios han demostrado una accién antiinflamatoria del
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PRP debido a su capacidad para suprimir la expresién de COX-2, metaloproteinasa-3 (MMP-3),
TNFU, I L1 y mol ®c ul a sAdidimalnzedtd lesggianulos de plaguetad cantienen
péptidos antimicrobianos (RANTES, factor plaquetario 4 y timosina beta-4), que pueden contribuir a
la conocida actividad bactericida del PRP (Reghini et al., 2016; Segabinazzi et al., 2021; Segabinazzi
et al.,, 2017). Esto ha sido corroborado cuando el tratamiento de yeguas susceptibles con PRP
condujo a una regulaci-n a | a baja de (Matcak 2044;
Metcalf et al., 2012). Otro estudio también informé que el PRP disminuyé la expresién endometrial
de COX-2, asi como el nimero de PMN en lumen uterino y aumenté en las tasas de
prefiez(Segabinazzi et al., 2017).

1.4.1 Uso de la s células madre mesenquimales en el tratamiento de la endometrosis.

Las células madre mesenquimales (MSC) han sido ampliamente investigadas como herramientas
de terapia celular y han demostrado ser eficaces en el tratamiento de diversas enfermedades, gracias
a su capacidad para restaurar la homeostasis en tejidos inflamados, dafiados o alterados (Levy et
al., 2020; Voga et al., 2020). Estas células, extraidas de distintos tejidos, poseen la capacidad de
autorrenovarse, multiplicarse y diferenciarse en una amplia variedad de tipos celulares y tejidos
(Gugjoo y Sharma, 2019). En medicina veterinaria, el uso de MSCs esta especialmente extendido al
tratamiento de lesiones musculoesqueléticas en equinos, dada la alta incidencia de patologias
articulares asociadas al deporte (Depuydt et al., 2021; Schnabel y Koch, 2023).

Las MSCs autologas han sido utilizadas tanto en medicina humana como veterinaria para modular
la respuesta inflamatoria en condiciones agudas y cronicas (Voga et al., 2020). Estas células
secretan una amplia gama de moléculas bioactivas en respuesta a la lesion tisular, entre ellas
compuestos inmunomoduladores como PGEF, TGF-b 1 , -10] HLA-G, LIF, IL-1Ra e iNOS (da Silva
Meirelles et al., 2009) Estas moléculas permiten que las MSC modulen procesos inflamatorios en
contextos tanto experimentales como clinicos(da Silva Meirelles et al., 2008; Le Blanc et al., 2004).
Las MSCs también han sido propuestas como agentes clave en la regeneracion celular de tejidos
con alta capacidad de recambio, como el endometrio (Cabezas et al., 2014; Gargett, 2006). El
endometrio exhibe una notable capacidad de renovacién, comparable con la observada en tejidos
altamente regenerativos como la médula ésea hematopoyética, la epidermis o el epitelio intestinal,
donde las MSCs son responsables de la produccién y regeneracién celular continua (Gargett y
Masuda, 2010). Durante el ciclo estral, el endometrio experimenta mudultiples procesos de
proliferacion, apoptosis y regeneracién, regulados por hormonas sexuales que controlan la
diferenciacion de células estromales y epiteliales, tanto en el ciclo estral como en la gestacion
(Gargett, 2006).

Células madre endometriales han sido identificadas en humanos (Gargett, 2006), ratones (Chan y
Gargett, 2006), y animales de granja, como cerdos (Baregundi Subbarao et al., 2015; Miernik y
Karasinski, 2012), ovejas (Letouzey et al., 2015), vacas (Cabezas et al., 2014) y equinos (Rink et al.,

2017). Esta evidencia ha motivado la exploracion de las MSC equinas (eMSCs) como herramienta
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terapéutica para tratar la endometrosis, dado su potencial inmunomodulador y su capacidad para
intervenir en el remodelamiento tisular asociado a esta patologia.

Se han desarrollaron protocolos de administracion intrauterina de eMSCs equinas derivadas de tejido
adiposo (AT-eMSCs), utilizando una cénula de inseminacion en yeguas con distintos grados de
endometrosis. Las células trasplantadas, marcadas previamente con un fluoréforo, fueron
detectadas en el tejido endometrial 21 dias después de la infusién, localizadas principalmente en
regiones glandulares y periglandulares, lo que demuestra su capacidad de integracién en el tejido
lesionado(Mambelli et al., 2013).

En un estudio posterior, los mismos autores aplicaron un disefio experimental similar para evaluar
los cambios en el patron de expresidn de proteinas asociadas a procesos fibréticos en el endometrio
tras la infusibn de AT-eMSCs. A los 7 dias, se observaron modificaciones en la localizacion
intracelular e intraglandular de proteinas clave como laminina, vimentina, Ki-6 7 ,-SMA y CK18,
todas ellas relacionadas con la fisiopatologia de la fibrosis endometrial. Asimismo, se reporté una
modulacién positiva en la expresion de proteinas secretoras y una mayor proliferacion de células
epiteliales glandulares, sugiriendo un efecto beneficioso en el entorno endometrial afectado.
(Mambelli et al., 2014).

Otros autores, utilizaron eMSCs alogénicas administradas intrauterinamente antes de la
inseminacion artificial, observando una modulacién de la respuesta inflamatoria inducida por los
espermatozoides en yeguas sanas(Ferris et al., 2014).

Recientemente se ha implementado un modelo experimental de endometritis inducida mediante la
infusion de espermatozoides muertos. Veinticuatro horas después, las yeguas fueron tratadas con

AT-eMSCs o con MSCs derivadas del endometrio equino (ET-eMSCs). Los resultados mostraron

una disminucion significativa en la expresion de IL-6 y TNF-U , as2 como una menor

PMNSs en el endometrio. Ademas, se comprobd la persistencia de las células trasplantadas hasta 30
dias después, lo que sugiere una integracion duradera. (Navarrete, Saravia, et al., 2020).Sin
embargo, debido a la complejidad de la patologia y al mecanismo de accion alin no completamente
dilucidado, se requieren mas estudios para profundizar en el potencial terapéutico de las MSCs en
el tratamiento de la endometrosis.

Una estrategia alternativa al uso directo de eMSCs consiste en aplicar el medio condicionado (CM)
derivado de estas células, que contiene los factores solubles secretados en cultivo. Se han evaluado
el uso del CM alogénico como diluyente de semen en IA y como tratamiento intrauterino previo a la
monta, observando en ambos casos una reduccién de la inflamacion endometrial, evidenciada por
menor nimero de PMNs y menor acumulacién de fluido intrauterino(de Oliveira Tongu et al., 2021).
El CM ha demostrado ser eficaz en la estimulacion de la regeneracién estructural y funcional en
tejidos como médula espinal (Bi et al., 2007; Gnecchi et al., 2006) , renal (Togel et al., 2005), de
cardiomiocitos (Quertainmont et al., 2012; Timmers et al., 2007) y de tenddn (Lange-Consiglio et al.,
2013) tejidos. Estos efectos se atribuyen a Mecanismos paracrinos que estimulan células madre

endégenas mediante la liberacion de factores solubles bioactivos (como citoquinas, factores de
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crecimiento, lipidos y miRNAs), capaces de inhibir la apoptosis y la fibrosis, promover la angiogénesis
y la proliferacion celular, y modular la inmunidad (Rezakhani et al., 2021). Ademas, investigaciones
recientes han identificado en el CM vesiculas extracelulares (VEs) que actian como mediadores
clave en la comunicacion intercelular (Perrini et al., 2016).

1.4.2 Vesiculas extracelulares : posibles herramientas terapéuticas para el tratamiento de la
endometrosis.

1.4.2.1 Aspectos generales sobre las vesiculas extracelulares

Las células secretan vesiculas extracelulares (VEs) que pueden tener un origen endosomal o de
evaginaciones de la membrana plasmatica (Casado-Diaz et al., 2020). Existe gran heterogeneidad
en las VEs y esto es debido a diferencias en la composicion de la membrana, el contenido
encapsulado, el tamafio y el origen celular (Nikoloff et al., 2021). Inicialmente, las VEs se
consideraron desechos celulares o una forma de excretar productos toxicos o innecesarios de las
células, pero sus antiguos origenes evolutivos y sus mecanismos de generacion conservados indican
que estas desempefian funciones fisiolégicas esenciales en la comunicacion célula-célula (Sedgwick
y D'SouzaZschorey, 2018).

Las VEs se han clasificado de manera general, en tres tipos teniendo en cuenta su tamafio y
biogénesis, los exosomas con un tamafio entre 40-100 nm, son liberados del compartimento
intracelular por la via endolisosomal a partir de la gemacion intraluminal de cuerpos multivesiculares
(MVB del inglés multivesicular bodies) y fusion de los MVB con la membrana celular(Chen y Yang,
2024). Las microvesiculas (MVs) que brotan directamente de la membrana celular con un tamafio
variable de entre 100- 1000 nm y los cuerpos apoptéticos que surgen de la superficie celular;
mediante ampollas hacia el exterior de la membrana celular y reticulo endoplasmico, a través de
procesos apoptoéticos (1000-5000 nm) (Casado-Diaz et al., 2020; EI Andaloussi et al., 2013; Nikoloff
et al., 2021). Tanto las microvesiculas como los exosomas contienen proteinas, lipidos, glicolipidos,
glicoproteinas y acidos nucleicos, incluidos ADN, ARNm y ARN no codificante, sin embargo, debido
a su biogénesis altamente regulada, los exosomas suelen acomodar algunos componentes definidos
adicionales como proteinas de membrana que incluyen receptores y moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) (El Andaloussi et al., 2013; Sedgwick y D'SouzaZschorey, 2018). En
el caso de los cuerpos apoptéticos su composicion se basa en fracciones nucleares, restos de
organulos celulares (El Andaloussi et al., 2013).

Especificamente, las vesiculas exosomales o exosomas son un tipo de VESs, que se definen como
estructuras esferoides con una bicapa lipidica, sin capacidad de replicacion, y su biogénesis esta
relacionada con el transporte intracelular y la degradacién (Casado-Diaz et al., 2020). Los exosomas
se generan en un proceso que implica la doble invaginacion de la membrana plasmatica en el
endosoma temprano y la formaciéon de MVB que contienen vesiculas intraluminales (ILV), que
maduran durante el proceso de degradacion (Kalluri y LeBleu, 2020; Van Niel et al., 2006). En una

misma célula pueden coexistir dos tipos de MVB, aquellos que se fusionaran con los lisosomas para
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la degradacion de su contenido y aquellos que se fusionardn con la membrana plasmatica para
liberar su contenido al exterior (Raposo y Stoorvogel, 2013). La diferencia entre estas dos
poblaciones parece ser el contenido en proteinas y lipidos de superficie por ejemplo se ha descrito
una poblaciéon de MVB rica en colesterol se dirige hacia la via de secrecién de exosomas y otra,
morfolégicamente idéntica, pero pobre en colesterol para la via lisosomal (Doyle y Wang, 2019). De
forma general al originarse del compartimento endolisosomal tienden a estar mas enriquecidos en
componentes del complejo mayor de histocompatibilidad, tetraspaninas CD37, CD53, CD63, CD81
y CD82, complejo de clasificacibn endosomal necesario para el transporte (ESCRT) (el cual es
indispensable para la formacién de los MVB), Alix, proteina del gen de susceptibilidad tumoral 101
(TSG101); ambas proteinas accesorias de la via ESCRT y algunas chaperonas, que son
independientes del tipo de célula (Doyle y Wang, 2019). En su composicion estan presentes acidos
nucleicos ADN y practicamente todas las especies de ARN (ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosémico (ARNr) y ARN de transferencia (ARNt), ARN largo no codificante (IncARN), microARN
(miARN), snoARN involucrados en la regulacion de la expresién génica. En particular, se sabe que
los INcRNAs se unen a objetivos complementarios de ADN o ARN, pero también actian como
ligandos aptaméricos para otras biomoléculas como las proteinas, para regular la transcripciéon de
genes, eventos postranscripcionales y epigenéticos, especialmente durante los procesos de
desarrollo y diferenciacion (Riazifar et al., 2017). Es importante destacar que los miARN, son ARN
pequefios (aproximadamente 22 nucle6tidos), monocatenarios y no codificantes, que desempefian
funciones criticas en la regulacién de la expresion génica celular al unirse a secuencias
complementarias en los ARNm especificos, lo que lleva a la represién traslacional o a la degradacion
de los ARNm especificos (Riazifar et al., 2017). Interesantemente los miARNSs transferidos a través
de VEs a otras células pueden alterar las respuestas de las células receptoras de ahi su importancia
en la modulacién de la funcién de las células receptoras. Ademas de los acidos nucleicos también
estan presentes proteinas citoplasmaticas y de membrana, incluidos los receptores (Casado-Diaz et
al., 2020; El Andaloussi et al., 2013).

El proceso de formacion de las MVs es a través de evaginacion de zonas ricas en fosfatidilserina en
la monocapa externa de la membrana. El mecanismo que permite la formacion de estas vesiculas,
en sentido contrario a como es habitual en la membrana plasmatica (por endocitosis o invaginacion),
no se conoce en detalle y parece depender de numerosas moléculas, incluso de la desorganizacion
del citoesqueleto y de la pérdida de asimetria de la membrana plasmatica. (Sedgwick y D'SouzaZz
Schorey, 2018). Entre los componentes que se requieren en la ruta de formacion de MV estan los
componentes del citoesqueleto, como actina y microtubulos, proteinas de la membrana plasmatica,
proteinas citosolicas, acidos nucleicos y otros metabolitos. Debido a que las MV se originan por
evaginacion de la membrana plasmatica, estan expuestas continuamente al material citoplasmatico,
a diferencia de las vesiculas intraluminales, que estan encerradas dentro de las MVB. Sin embargo,
los mecanismos activos propios de las células pueden enriquecer las MVs con &cido nucleico,

proteinas y componentes lipidicos, y, al igual que los exosomas, la biogénesis de las MVs también
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podria usar ESCRT para completar la brotacién (Riazifar et al., 2017). El nimero de MVs producidos
depende del estado fisioldgico y del microambiente de las células receptoras.

Una vez liberados, tanto los exosomas como las MVs, tienen que difundir y reconocer a sus células
diana. El reconocimiento parece estar mediado por moléculas de superficie. La célula diana puede
iniciar la respuesta, a veces por el simple contacto con moléculas de la superficie de la vesicula, pero
en otras el contenido de la vesicula ha de entrar en el interior de la célula por lo que tiene que haber
fusion vesicula-membrana plasmatica de la célula diana o ser captada por endocitosis (la vesicula
se fusionaria con la membrana del endosoma quedando el contenido de la vesicula en el citosol de
la célula diana). La fosfatidilserina en las membranas de las vesiculas favorece la incorporacion de
estas vesiculas por las células. Sin embargo, en otras ocasiones las vesiculas se romperan vy
liberaran su contenido en la matriz extracelular (Colombo et al., 2014; Zaborowski et al., 2015). Las
VEs se han detectado en multiples fluidos corporales, incluyendo orina (Pisitkun et al., 2004), saliva
(Ogawa et al., 2011), sangre (Caby et al., 2005), leche (Admyre et al., 2007); liquido ascitico (Andre
et al., 2002), semen (Aalberts et al., 2012), por lo que estan facilmente disponibles para su analisis.
La mayoria de estos estudios atribuyeron las vesiculas aisladas a los exosomas. Sin embargo, es
probable que las vesiculas circulantes estén compuestas tanto de exosomas como de MVs (Raposo
y Stoorvogel, 2013).

Varias son las técnicas de purificacion de las VEs basados en diferentes principios que van desde
ultracentrifugacion seriadas con gradientes o sin gradiente, cromatografias de exclusién molecular,
precipitacion con polimeros, ultrafiltracién hasta purificacién por inmunoafinidad (Tang et al., 2021,
Yang et al., 2020). En la actualidad no existe un consenso de cual es el método ideal para la
purificacion de las EV, pero en todos los casos el método de eleccién debe salvaguardar la integridad
de las vesiculas y obtener un producto lo mas puro posible para garantizar el éxito de su aplicacién.
Las VEs han demostrado ser una oportunidad real para el tratamiento de diferentes patologias en
gran medida por los grandes cambios que inducen al modificar el comportamiento de la célula diana
y provocar cambios en la vecindad de esta. Se describen dos mecanismos generales por lo cual se
lleva a cabo estos procesos: la transferencia de proteinas funcionales y la entrega de ARN que
inducen una reprogramacion de las células diana. Ambos mecanismos dependen principalmente de
la entrada de los VEs en las células receptoras. En otros casos, la superficie de los VEs puede
desencadenar la sefializacion a través de la interaccion con los receptores en la superficie celular y
activar una serie de sefiales que conlleven a diferentes respuestas en dependencia del tipo celular
sin que exista fusién de las membranas (Capomaccio et al., 2019).

1.4.2.2 Potencial terapéutico del secretoma y las vesiculas extracelulares derivadas de MSCs

Las vesiculas extracelulares exhiben, in vitro, propiedades biolégicas similares a las de sus células
parentales, incluyendo la promocidn de la proliferacion celular (Tan et al., 2014), la prevencién de la
apoptosis (Zhou et al., 2013), la modulacién de la respuesta inmunitaria (Théry et al., 2009) , la

supresion de la fibrosis y la promocién de la angiogénesis(Capomaccio et al., 2019; Lacy et al., 2019).
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Sin duda, una de las funciones mas prometedoras y emergentes de las VEs es su papel en el
mantenimiento de la homeostasis tisular. En particular, el uso de VEs secretadas por MSCs ha
demostrado ser una estrategia terapéutica alentadora para el tratamiento de diversas patologias
equinas, como lesiones tendinosas, enfermedades articulares y heridas cutaneas (Capomaccio et
al., 2019). Esto se debe a que las VEs derivadas de MSC podrian ser mas adecuadas para
aplicaciones clinicas que las propias células, ya que estan exentas de potencial inmunogénico, lo
que reduce significativamente el riesgo de rechazo (Admyre et al., 2007; Lee et al., 2021; Toh et al.,
2017).

Ademas, diversos estudios han demostrado que el secretoma de las MSC posee efectos terapéuticos
notables, incluyendo actividades antiinflamatorias, regenerativas, inmunomoduladoras,
proangiogénicas y antiproteoliticas. (Bari et al., 2020; Bari et al., 2019; Ferreira et al., 2018) Por esta
razén, existe un creciente interés por optimizar el potencial terapéutico de las MSC mediante la
modulacién de su secretoma. Una de las estrategias mas estudiadas para este fin es el
preacondicionamiento celular con moléculas bioactivas.

Se ha reportado que el preacondicionamiento con citoquinas como IFN-o y - ($#abo et al.,
2015), | L ICarrero et al., 2012), PGEF(Lara et al., 2017), o combinaciones de PGEFYy sustancia P
(Cabezas et al., 2020), asi como con TGF-b 1(Dubon et al., 2018; Wong et al., 2024), puede inducir
cambios significativos en el perfil secretor de las MSCs, potenciando asi su eficacia terapéutica en
diversos contextos patoldgicos.

El preacondicionamiento de MSCs se ha consolidado como una estrategia biotecnol6gica eficaz para
potenciar sus propiedades terapéuticas sin necesidad de modificar genéticamente las células. Este
enfoque se basa en la exposicion de las MSCs a estimulos bioactivos que inducen respuestas
adaptativas y funcionales, optimizando asi la composicién de su secretoma. Entre los agentes
utilizados, PGEF ha demostrado particular relevancia por su capacidad para modular el perfil secretor
y potenciar la actividad inmunomoduladora y antifibrética de las MSCs.

Diversos estudios han documentado el efecto de la PGEF en la reprogramacion funcional de MSCs
derivadas de distintos tejidos. En un estudio reciente se demostré que el preacondicionamiento in
vitro de MSCs equinas derivadas de tejido adiposo con PGEF, sola o combinada con sustancia P,
modificé significativamente el secretoma proteico de estas células, mejorando su capacidad
inmunomoduladora sin comprometer su multipotencial (Cabezas et al., 2020). Del mismo modose ha
reportado que el desafio in vitro con PGEF alter6 la expresion transcriptdmica y las propiedades
funcionales de MSCs endometriales bovinas, lo que indica un efecto directo sobre rutas relacionadas
con inflamacion, matriz extracelular y migracion celular (Lara et al., 2017).

Estas observaciones concuerdan con trabajos mas amplios sobre preacondicionamiento, en los
cuales se destaca que distintos estimulosd incluyendo citoquinas, hipoxia, farmacos o mediadores
lipidicos como la PGEF, pueden activar rutas de sefalizacion que derivan en un secretoma

enriquecido con factores bioactivos, como citoquinas antiinflamatorias, factores angiogénicos, MMPs

18



y VEs cargadas con miRNAs terapéuticos. (Hu y Li, 2018; Li et al., 2022; Matta et al., 2022). En
particular se ha reportado que la exposicion de AT-eMSCsaTGF-b1 genera ves2cul
con alta carga de miRNAs antifibréticos, lo que sugiere que mediadores bioactivos como la PGEF
también podrian inducir perfiles similares (Wong et al., 2024)

Por otra parte, estudios actuales subrayan que el precondicionamiento no solo modifica el secretoma
sino también la matriz extracelular y el microambiente pericelular, lo cual puede amplificar los efectos
paracrinos de las MSCs (Ahmadi et al., 2023; Andreeva et al., 2025). Otros estudios que refuerzan
esta perspectiva al proponer el uso del medio condicionado por MSCs preactivadas como alternativa
a la terapia celular, especialmente en contextos como la regeneracion tisular y la fibrosis (Joseph et
al., 2020; Strecanska et al., 2024).

En conjunto, estos hallazgos posicionan al preacondicionamiento con PGEF como una estrategia
prometedora para reprogramar el secretoma de las MSCs y potenciar sus aplicaciones en contextos
inflamatorios y fibroticos, como es el caso de la fibrosis endometrial. Este enfoque se alinea con la
tendencia actual de utilizar terapias basadas en productos derivados de MSCs (como el secretoma
o0 las vesiculas extracelulares) que poseen menor riesgo inmunolégico y mayor estandarizacion que

las terapias celulares convencionales.

19

as

extr



Il.Fundamentos
Hipotesis:

El secretoma de las células madre mesenquimales equinas de origen endometrial cultivadas in vitro
y preacondiciondas con PGEFfavorece la activacion de mecanismos antifibréticos a nivel molecular
que atenuan el fenotipo de fibrosis endometrial en dos modelos establecidos a partir de fibroblastos

y explantes endometriales
Obijetivos:
Objetivo General:

Evaluar el efecto antifibrético de la interaccion del secretoma de las células madre mesenquimales
equinas de origen endometrial preacondicionadas con PGEF con dos modelos in vitro establecidos

a partir de fibroblastos/explantes endometriales de yeguas.
Obijetivos Especificos

1. Caracterizar el efecto antifibrético de la interaccidon de las secreciones de células madre
mesenquimales equinas derivadas de tejido endometrial preacondicionadas con PGEF, para
revertir la fibrosis en un modelo in vitro de miofibroblastos

2. Caracterizar el efecto antifibrético de la interaccién de las secreciones de células madre
mesenquimales equinas derivadas de tejido endometrial preacondicionadas con PGEF, para
revertir la fibrosis en un modelo in vitro de explantes endometriales.

3. Determinar mediadores proteicos solubles con potencial antifibrético presentes en el
secretoma de las células madre mesenquimales equinas derivadas de tejido endometrial

preacondicionadas con PGEF
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Ill. Materiales y métodos

El Comité de Bioética de la Universidad de Concepcion, Chile, aprobé todos los procedimientos
experimentales relacionados con el manejo y muestreo de animales bajo el nimero de aprobacion
CEBB 907-2021. Las muestras fueron obtenidas durante la temporada reproductiva del hemisferio

sur (de agosto a enero 2023-2024).
IIl.1 Muestras biolégicas

Muestras de tejido endometrial: los Gteros fueron recolectados post mortem inmediatamente después
del sacrificio de yeguas Pura Sangre Chilenas clinicamente sanas (n = 6) durante el faenado rutinario
en una planta faenadora distantes a 8kms del laboratorio. Previo a la recoleccion del tejido, todos los
animales fueron examinados por un veterinario autorizado para confirmar su salud reproductiva y
sistémica. Solo se seleccionaron para su procesamiento aquellas yeguas claramente identificadas
en la fase folicular del ciclo estral, segun lo determinado por la morfologia ovarica. Los Uteros se
incidieron longitudinalmente para acceder a la cavidad uterina, y el tejido endometrial se extrajo en
tiras longitudinales de la region del cuerno, excluyendo estrictamente la capa miometrial segun la
metodologia reportada por (Cabezas et al, 2018). La integridad del tejido se verifico
macroscopicamente antes del procesamiento, y las muestras se sometieron a una evaluacion
histopatolégica de endometrosis de acuerdo con la escala de Kenney y Doig (1986). Las muestras
fueron procesadas inmediatamente después de su extraccion; si se detectaba endometrosis
posteriormente, dichas muestras eran descartadas y no se realizaba cultivo celular para esos casos

particulares.

Ill.2 Células madre mesenquimales equinas derivadas de tejido endometrial (ET-eMSCs):

Aislamiento y caracterizacion

Las muestras de tejido endometrial fueron procesadas de forma individual. Se lavaron dos veces con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) al 1x, suplementada con una solucion antibidtica-
antimicética al 2x (codigo: 30-004-Cl; CorningE , EE. UU.). Posteriormente, se cortaron 15 g de tejido
en pequefios fragmentos de aproximadamente 1 mm para facilitar la digestion enzimatica. Los
fragmentos fueron colocados en tubos de 15 mL que contenian medio DMEM con alta concentracion
de glucosa (coédigo: D6429; Sigma-AldrichE , Saint Louis, MO, EE. UU.) suplementado con
colagenasa tipo | a 1 mg/mL (c6digo: 17100017; GibcoE , Thermo Fisher Scientific Inc, EE. UU.), y
se incubaron a 38 °C con agitacién suave durante 2 horas. Tras la incubacién, las muestras fueron
homogeneizadas utilizando una pipeta, y el sobrenadante fue filtrado a través de un tamiz celular de
40 pum (cédigo: 431750; Corning, EE. UU.) hacia un tubo de 50 mL. Las células fueron centrifugadas
a 1000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente (Heraeus Megafuge 16, Thermo ScientificE ,
Alemania). El pellet celular resultante se resuspendié en DMEM con alta concentracion de glucosa

suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) (cédigo: F2442; Sigma-AldrichE , Saint Louis,
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MO, EE. UU.) y solucion AAM al 1x. Las células fueron sembradas en cajas Petri estériles de 100
mm y se incubaron a 38 °C en una atmésfera con 5% de COF, reemplazando el medio cada 2i 3 dias
hasta alcanzar un 90% de confluencia. Los aislados celulares fueron expandidos en frascos T175
cm? (codigo: 71175, SPL Life Sciences Co., Ltd, Gyeonggi-do, Corea) y criopreservados en el pasaje
2 (P2). Para los experimentos posteriores, los aislados individuales fueron combinados (igual
densidad celular para cada cultivo individual) para conformar lo que se denominé linea celular ET-
eMSCs.

I11.3 Andlisis de marcadores de superficie celular

Los marcadores de superficie celular (CD90, CD44, CD45 y MHC Il) fueron detectados mediante
citometria de flujo utilizando un citdbmetro acustico de enfoque (Attune NXT Acoustic Focusing
CytometerE , Thermo Fisher ScientificE , Waltham, MA, EE. UU.). Para ello, los pellets celulares
fueron incubados en una solucién de BSA al 0,5% (codigo: A2153; Sigma-AldrichE , Saint Louis,
MO, EE. UU.) disuelta en PBS 1x durante una hora. Posteriormente, las células fueron lavadas dos
veces con PBS 1x y luego incubadas con los anticuerpos especificos, diluidos en AttuneE focusing
fluid (Thermo Fisher ScientificE , Waltham, MA, EE. UU.) en una proporcion 1:50, durante una hora
a4 /ArCoscuridad. Los anticuerpos utilizados se encuentran listados en la Tabla 1. Las células
fueron consideradas positivas si expresaban CD90 y CD44, y negativas si no expresaban CD45 ni
MHC I, de acuerdo con los criterios establecidos por Dominici et al. (2006) y Ranera et al.
(2011)(Dominici et al., 2006; Ranera et al., 2011).

Tabla 1 Anticuerpos empleados para la identificacion por citometria de flujo de marcadores de células

madre mesenquimales equinas, caracterizacion de vesiculas extracelulares e inmunodeteccion
mediante transferencia Western de proteinas SMA, CTGF y GAPDH.
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Il.4 Diferenciacion trilinaje

Para el ensayo de diferenciacion multilinea, las células fueron sembradas por triplicado en el pasaje
3 (P3) en placas de 12 pocillos (c6digo: 30012, SPL Life Sciences Co., Ltd., Gyeonggi-do, Corea),
utilizando DMEM con alta concentracion de glucosa suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) y solucién antibidtica-antimicética al 1x. Las células se cultivaron hasta alcanzar un 807 90%
de confluencia. En ese punto, se retird el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1x.
Posteriormente, se afiadi6 medio de induccién especifico para cada linaje: adipogénico (cédigo:
A1007001), condrogénico (codigo: A1007101) y osteogénico (codigo: A1007201) (todos de GibcoE ,
Thermo Fisher Scientific Inc, EE. UU.) en los pocillos correspondientes. Las células fueron
mantenidas bajo condiciones de diferenciacién durante 21 dias. Todos los experimentos incluyeron
controles negativos consistentes en células no diferenciadas, sometidas a los mismos protocolos de

tincion.

En el dia 15, se utilizé una de las placas para la extraccidon de ARN total y se analizé la expresion
relativa de genes asociados a la diferenciacion mediante RT-PCR en tiempo real: PP ARD

(adipogénesis), RUNX2 (osteogénesis) y SOX9 (condrogénesis), segun se detalla en la Tabla 2.
En el dia 21, se realizaron tinciones especificas para cada linaje:

Tincion de Alizarin red para la diferenciacion osteogénica: las células se lavaron dos veces con PBS
1x y luego se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min a temperatura ambiente (TA) y se
tifieron con 1 mL por pocillo de Alizarin red S al 2% (cédigo: TMS-008, Sigma-AldrichE , Saint Louis,
MO, EE. UU), pH 4,1 a 4,3, se incubo durante 20 minutos con agitacion suave. El exceso de tincion
se eliminé lavando 4 veces en 1 mL de PBS 1x durante 5 minutos con agitacion gentil. Finalmente,
las placas se examinaron bajo el microscopio invertido empezando por el objetivo de menor aumento

al mayor, para buscar cristales de hidroxiapatita.

Tincién con Alcian Blue para la diferenciacion condrogénica: las células se lavaron dos veces con
PBS al 1% y luego se fijaron con etanol al 100% durante 60 minutos a TA, se lavé con PBS al 1%y
se tifieron con 1 mL por pocillo de Alcian Blue 8GX (codigo: TMS-010, Sigma-AldrichE , Saint Louis,
MO, EE. UU), pH 1, durante 3 horas con agitacidn suave y posteriormente se lavé 3 veces con 1 mL
de etanol al 100% durante 5 minutos con agitacion. El exceso de liquido se elimind y luego se evaluo

bajo el microscopio invertido para glicosaminoglicanos acidos (GAG).

Tincién con Oil red para la diferenciacién adipogénica: las células se lavaron dos veces con PBS 1x
y luego se fijaron con formaldehido al 10% durante 20 min a TA, se lavaron y se tifieron con la
solucion de Oil red (cédigo: 1.02419, Sigma-AldrichE , Saint Louis, MO, EE. UU) durante 20 minutos
bajo agitacion sutil. Las células se lavaron 3 veces con 1 mL de PBS al 1% para eliminar el exceso

de colorante. Finalmente, las células se visualizaron bajo el microscopio invertido empezando por el
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objetivo de menor aumento al mayor, para observar la coloracion roja de las vacuolas lipidicas dentro
de las células.

IIl.5 Evaluacion del secretoma de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFen un modelo de

miofibroblastos in vitro (Objetivo especifico 1).

Disefio Experimental

(Ver Figura 3 para una representacion esquematica del disefio experimental).
I11.5.1 Induccién del fenotipo fibrotico en fibroblastos endometriales .

Para este trabajo se empled una linea celular de fibroblastos endometriales equinos previamente
aislada y caracterizada en nuestro laboratorio, segun lo descrito por Wong et al(Wong et al., 2023) .

En este estudio no se utilizaron lineas celulares comerciales.

Los fibroblastos fueron descongelados en un frasco T75 cm?2 (cAdigo: 70075; SPL Life Sciences Co.,
Ltd., Gyeonggi-do, Corea) que contenia DMEM con alta concentracién de glucosa, suplementado
con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1 mM de piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina y solucién
antibiética-antimicdtica al 1X (AAM). Las células se cultivaron hasta alcanzar un 80% de confluencia.
Posteriormente, fueron sembradas a una densidad de 1 x 1 0 células/cm? en placas de 12 pocillos
(por triplicado), bajo las mismas condiciones de cultivo.

Al dia siguiente, las células fueron lavadas con PBS 1x e incubadas durante 18 horas a 3 8 ddIC
5% de COFen un medio de preinduccién compuesto por DMEM con alta glucosa, 0,5% de FBS, 1
mM de piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina y AAM al 1x. Transcurrido este tiempo, se afiadié un
coctel de induccion compuesto por TGF-b TNF-U JL-6 e IL-1 bcada uno a una concentracion de 10
ng/mL (codigos: 100-21-10UG, 300-01A-50UG, AF-200-06-20UG, 200-01B-10UG, respectivamente;
GibcoE , Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.). Las células fueron incubadas durante 24 horas
adicionales a3 8 o®IC5% de COF(Wong et al., 2024).

I11.5.2 Experimento 1: Co-cultivo de miofibroblastos con ET-eMSCs preacondicionadas con

PGEE evaluacién del secretoma en co-cultivo .

Este experimento evalud la influencia combinada de los mediadores solubles y de las interacciones
celulares indirectas proporcionadas por las ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF sobre el
comportamiento de los miofibroblastos. Para ello, los miofibroblastos fueron co-cultivados con ET-
eMSCs preacondicionadas a través de una membrana permeable, y se analizaron sus marcadores
de activacion y actividad de deposito de ECM, con el fin de determinar como los factores secretados

y las sefiales mediadas por membrana modulaban el fenotipo fibrético.

En el Dia 1, los fibroblastos fueron sembrados en placas de 12 pocillos a una densidad de

1 1T 10 c(@t tniplicads)/ siguiehdo un protocolo previamente establecido para la induccion
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del fenotipo fibrético. En paralelo, las ET-eMSCs fueron sembradas en insertos Transwell (tamafio

de poro de 0 , e4n; codigo: 37012, SPL InsertE Hanging; SPL Life Sciences Co., Ltd., Corea)
colocados sobre placas de 12 pocillos, a una densidad de 6 1T 10 c @&l 2u |ndesDMENN]
con alta concentracion de glucosa suplementado con 10% de FBS y solucion antibiotico-antimicética

al 1x.

En el Dia 3 (48 horas después), las ET-eMSCs fueron lavadas con PBS 1x e incubadas a3 8 olrC
5% de COF durante 24 horas adicionales en un medio de precondicionamiento que contenia3 & M
de PGEF (cédigo: 14010; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE. UU.).

En el Dia 4 (72 horas desde el Dia 1), se retir6 el medio de induccién de las culturas de
miofibroblastos y las células fueron lavadas dos veces con PBS 1x. Luego, los insertos Transwell
que contenian las ET-eMSCs preacondicionadas fueron transferidos a las placas con
miofibroblastos, y se afiadi6 1 nde medio condicionado tanto en la cAmara superior como en la
inferior para permitir el intercambio bidireccional de biomoléculas. El co-cultivo se mantuvo hasta el

Dia 6. Este experimento incluyé los siguientes grupos:

1 Grupo ET-eMSCs + PGEFE miofibroblastos co-cultivados con ET-eMSCs preacondicionadas
con PGEFR

1 Grupo ET-eMSCs i PGEF miofibroblastos co-cultivados con ET-eMSCs no expuestas a
PGEFR

1 Grupo Myo: miofibroblastos cultivados solo en medio minimo (control).

111.5.3 Experimento 2: Cultivo de miofibroblastos con sobrenadante libre de residuos celulares
proveniente de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFE Evaluacion del secretoma de ET-

eMSCs preacondicionadas con PGEF(solo medio condicionado)

Este experimento evalud el efecto de los factores solubles presentes en el secretoma de ET-eMSCs
preacondicionadas con PGEF sobre la reduccion del fenotipo fibrotico. Los miofibroblastos fueron
cultivados en medio condicionado filtrado, obtenido de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF, y

se cuantificaron los cambios en la expresion de genes profibroéticos.

En el Dia 1, los fibroblastos fueron sembrados en placas de 24 pocillos (c6digo: 30024; SPL Life
Sciences Co., Ltd., Gyeonggi-do, Corea) a una densidad de 1 1T 10 ¢ (®dr triplieado}, c m|
siguiendo el mismo protocolo de induccion del fenotipo fibrotico utilizado en el Experimento 1.
Simultdneamente, las ET-eMSCs fueron sembradas en insertos Transwell bajo las mismas

condiciones descritas anteriormente.

En el Dia 3, las ET-eMSCs fueron lavadas con PBS 1x e incubadas durante 24 horas en un medio

de precondicionamiento con 3  ¢dMPGEF En el Dia 4, se recolectd el medio condicionado de las
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ET-eMSCs, el cual fue clarificado mediante centrifugacién a 700 x g durante 5 minutos y luego filtrado
a través de una membrana de 0 , 2 2 paeamliminar residuos celulares. Posteriormente, se afiadio
directamente 1  nak este sobrenadante libre de residuos a las culturas de miofibroblastos, que se

mantuvieron en cultivo hasta el Dia 6. Este experimento incluyé los siguientes grupos:

1 Grupo ET-eMSCs + PGEFE miofibroblastos tratados con sobrenadante libre de residuos
celulares proveniente de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF

1 Grupo ET-eMSCs i PGEE miofibroblastos tratados con sobrenadante libre de residuos
celulares de ET-eMSCs no expuestas a PGEFR

1 Grupo Myo: miofibroblastos cultivados solo en medio minimo (control fibrético).

111.5.4 Experimento 3: Cultivo de miofibroblastos con VEs aisladas de ET-eMSCs

preacondicionadas con PGEF

Este experimento se realizé con el objetivo de cuantificar el papel especifico de las VEs liberadas
por las ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF. Las VEs purificadas fueron afiadidas a cultivos de
miofibroblastos en un medio definido libre de suero, y se analiz6 su efecto sobre la expresion de
marcadores antifibréticos. Al centrarse en la fraccidon vesicular, se buscé demostrar que
componentes como microARNSs, proteinas y lipidos contenidos en las VEs eran suficientes para
inducir un cambio hacia un fenotipo menos fibrético. De este modo, se comparé directamente el

potencial antifibrético de cada secretoma en los distintos esquemas experimentales.
111.5.4.1 Aislamiento de VEs a partir de ET-eMSCs

Las ET-eMSCs fueron sembradas en frascos T75 (cédigo: 70075; SPL Life Sciences Co., Ltd.,
Corea) a una densidad de 6 T 1 6élulas/cm? en un volumen final de 10 mL de DMEM con alta
concentracion de glucosa, suplementado con AAM al 1x y 10% de FBS. Se utilizaron seis frascos
para el grupo tratado (preacondicionadas con 3 ¢ Mde PGER y seis frascos para el grupo control

(sin PGER. Las células fueron incubadas a3 8 &k @na atmosfera humidificada con 5% de COR.

Después de 48 horas, los cultivos fueron lavados con PBS 1x y posteriormente incubados durante
24 horas en 10 mL de medio de preacondicionamiento (DMEM con alta glucosa, AAM al 1xy3 & M
de PGER. En el caso del grupo control, las células se cultivaron en DMEM con alta concentracion

de glucosa suplementado solo con AAM al 1x.

Pasadas las 24 horas, se recolectd el medio condicionado, que fue clarificado mediante
centrifugacién a 700 x g durante 5 minutos, seguida de una segunda centrifugacién a 10.000 x g
durante 10 minutos. El sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de O, 2 2 Esten.

procedimiento se aplicé de forma idéntica a ambos grupos experimentales.
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El aislamiento de VEs se realiz6 utilizando el exoEasy Maxi Kit para aislamiento de exosomas
(QIAGEN, Hilden, Alemania), que emplea un paso de afinidad basada en membrana para capturar
exosomas Yy otras VES, siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Las VEs aisladas
fueron resuspendidas en 5 0 0 d&RBS comercial filtrado a 0 , 2@ (codigo: 10010023, GibcoE ,
Thermo Fisher ScientificE , MA,LEE. UU. ) .

Las vesiculas obtenidas fueron caracterizadas mediante andlisis de Western blot para los
marcadores CD9 y Alix (los anticuerpos y sus concentraciones se detallan en la Tabla Suplementaria
S1). La heterogeneidad y concentracién de las vesiculas purificadas se evaluaron mediante analisis
de seguimiento de nanoparticulas (NTA) utilizando el instrumento Nanosight NS300 (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido). Las muestras fueron diluidas en una proporcion de 1:50 en PBS
comercial 1x y se inyectaron al sistema con un flujo continuo de 5 pL/min. El seguimiento de
particulas se realizé con un rango de 10 a 100 particulas por cuadro, mientras que el PBS 1x (< 7
particulas por cuadro) fue utilizado como control negativo. Los datos fueron capturados y analizados
mediante el software NTA (version 3.2, Dev Build 3.2.16), y el andlisis grafico revelo la distribucion
del tamafio de las particulas, mientras que la concentracién fue reportada como particulas por

mililitro.

111.5.4.2 Cultivo de miofibroblastos con VEs aisladas de ET-eMSCs preacondicionadas con
PGEF

En el Dia 1 del Experimento 3, los fibroblastos fueron sembrados en placas de 24 pocillos a una
densidad de 1 x 1 0 células/cmz (por triplicado), siguiendo el protocolo estandar de induccion del

fenotipo fibrotico.

En el Dia 4 (72 horas después del Dia 1), los cultivos de miofibroblastos fueron lavados dos veces
con PBS 1x para eliminar el medio de induccion. Luego se afiadi6 DMEM con alta concentracion de
glucosa suplementado con AAM al 1x, y se incorporaron las VEs aisladas a una concentracion final
de 0,5 x 1 0 particulas/mL en un volumen total de 2 0 0 El medio suplementado con VEs se

mantuvo en cultivo hasta el Dia 6.
Este experimento se organizé en los siguientes grupos:

1 Grupo ET-eMSCs + PGEE miofibroblastos tratados con VEs aisladas de ET-eMSCs
preacondicionadas con PGEF.

1 Grupo ET-eMSCs i PGEF miofibroblastos tratados con VEs aisladas de ET-eMSCs no
expuestas a PGEFR.

1  Grupo Myo: miofibroblastos cultivados Gnicamente en medio minimo (control fibrético).
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Tras finalizar los ensayos, las muestras de miofibroblastos y los sobrenadantes correspondientes
fueron recolectados y procesados para la extraccion de ARN total y proteinas. Cada experimento se

realiz6 por duplicado: un juego de placas se desting al analisis de ARN y otro al andlisis de proteinas.

Experimental Design
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1 I 1 I I 1 0
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Figura 3: Representacién esquematica del flujo de trabajo experimental para modelo de miofibroblastos . El ensayo se
dividio en tres experimentos debido al gran volumen de muestra y a la complejidad de los procedimientos requeridos para
cada condicién. Sin embargo, todos los experimentos siguieron el mismo flujo de trabajo estandarizado, con ajustes segun
los requisitos especificos de cada ensayo. El diagrama ilustra los pasos secuenciales involucrados, incluyendo el cultivo
celular, el aislamiento de vesiculas extracelulares (VES), los sistemas de co-cultivo y las condiciones de tratamiento aplicadas
a los miofibroblastos (Fig 3 creada con BioRender.com).

111.6 Caracterizacion del efecto antifibrotico del secretoma de ET-eMSCs preacondionadas con
PGEFen un modelo in vitro de explantes endometriales mediante el andlisis de la expresion

relativa de genes asociados a la fibrosis endometrial (Objetivo especifico 2).
Disefio Experimental

(Ver Fig 4 para una representacion esquematica del disefio experimental).

I11.6.1 Induccién del fenotipo fibrético en explantes endometriales in vitro .
111.6.1.1 Obtencion de la muestra en planta faenadora.

La recoleccion de muestras bioldgicas se realiz6 en la planta faenadora Frigo Sur. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo durante la estacion reproductiva, con el fin de garantizar que las

yeguas se encontraran ciclando. Se efectu6 una evaluacion macroscopica de los ovarios,
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considerando la presencia de un foliculo en crecimiento o un cuerpo liteo. Solo se incluyeron Gteros

en fase folicular y endometrosis grado |.
111.6.1.2 Cultivo de explantes endometriales in vitro

Los Gteros fueron lavados con PBS 1x suplementado con 1 0 0 O gé estteptomicina (cédigo:
S9137; Sigma-AldrichE , Saint Louis, MO, EE. UU)y 1 0 0  Ude penitilina (cédigo: P3032; Sigma-
AldrichE , Saint Louis, MO, EE. UU). Posteriormente, se abrié el Gtero en la region central ipsilateral
al ovario activo y se extrajeron tiras de endometrio, separando cuidadosamente el miometrio con

tijeras para aislar exclusivamente el tejido endometrial.

Se tomaron dos muestras endometriales, las cuales fueron fijadas en formaldehido tamponado al
4 para su evaluacion histolégica y clasificacién endometrial. Los endometrios fueron analizados
histologicamente de acuerdo segun el indice de clasificacion de Kenney y Doig (Kenney y Doig,
1986). En este ensayo de induccidn, solo se consideraron los endometrios clasificados como grado
I, con el fin de excluir la variabilidad atribuible al estado histolégico del tejido.

Las tiras endometriales fueron colocadas en una solucién de PBS 1x con antibidticos( 1 0 0 @g / mL
estreptomicinay 1 0 0 Ude/penicilina) dentro de una placa de Petri mantenida en hielo. En estas
condiciones, se realizaron cortes que generaron fragmentos de entre 20 y 3 Ung. Cada fragmento

fue depositado individualmente en pozos de una placa de 12 pocillos, en 1  mde medio DMEM
suplementado con albumina de suero bovino (BSA) al 0, 1 (pA9 (cddigo: BSAV-RO; Roche
Diagnostics, Merck, Mannheim, Germany) y 1X AAM. Los explantes fueron incubados durantel h or a
a3 8 ArCatmoésfera humidificada con 5 #@le COF, siguiendo protocolos previamente descritos
(Amaral et al., 2020; Criséstomo, 2018; Nash et al., 2008).

111.6.1.3 Induccion del fenotipo fibrético en explantes de endometrio de yeguas

Finalizado el periodo de incubacién, el medio de cultivo fue reemplazado (el medio recolectado se
utilizé para evaluar la viabilidad del explante) por un medio de induccién del fenotipo fibrético,
consistente en DMEM suplementado con albdmina de suero bovino al 0 , 1 (p/®, 1 ée AAM, al
cual se adicionaron1 0 n gié TGE-b TNF-U JL-6 e IL-1 bLos explantes fueron incubados durante

2 4 h emrlas snismas condiciones de cultivo.

I11.6.2 Co-cultivo de explantes con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEE efecto
antifibrético de la interaccion del secretoma de ET-eMSCs sobre explantes endometriales

obtenidos de yeguas con endometrosis grado IIAy IIB.
111.6.2.1 Obtencion de biopsias endometriales.
Los explantes se obtuvieron a partir de biopsias de yeguas de entre 6-15 afos, con historial clinico

de bajas tazas de prefiez. Para las biopsias endometriales, la muestra de tejido fue tomada desde la
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parte dorso medial de la base del cuerno uterino, utilizando una pinza de biopsia de 3/8 pulgadas de
diametro (EquiBov, Campbellville, Ontario, Canada) siguiendo el procedimiento descrito por Kenney
(Kenney, 1978). Las biopsias se transportaron en solucion de transportaron en solucién de sales
balanceadas de Hanks (c6digo:H9269, Sigma-AldrichE , Saint Louis, MO, EE. UU) suplementado
con antibiético( 1 0 0 @@éstreptomicinay 1 0 0  Ude/penicilina). Se tomaron un total de tres

biopsias por yeguas.

111.6.2.2 Obtencion de los explantes a partir de biopsias endometriales.

Las biopsias se colectadas se colocaron en una solucion de PBS 1x con antibidticos ( 1 0 0 @g / mL

estreptomicinay 1 0 0  Ude/penicilina) dentro de una placa de Petri mantenida en hielo. En estas
condiciones, se realizaron cortes que generaron fragmentos de entre 20y 3 0 rfegplantes de
aproximadamente 3 mm). Cada fragmento fue depositado individualmente en pozos de una placa de
12 pocillos, en 1 ik medio DMEM suplementado con albimina de suero bovino (BSA) al0, 1
(p/v) (codigo: BSAV-RO; Roche Diagnostics, Merck, Mannheim, Germany) y 1x AAM. Los explantes
fueron incubados durante 1 h @r@3& ArCatmosfera humidificada con 5 #e COF, hasta el

comienzo del experimento de co-cultivo.
111.6.2.3 Co-cultivo de explantes con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF

Disefio Experimental: El sistema experimental consisti6 en un modelo de co-cultivo indirecto
mediante inserciones tipo transwell, disefiado para evaluar la interaccién entre explantes de

endometrio equino y ET-eMSCs, preacondicionadas PGEF.
(Ver Fig 4para una representacion esquematica del disefio experimental).

Las ET-eMSCs fueron sembradas sobre placas de 12 pocillos, aunadensidadde6 T 10 c
en 2 mide DMEM con alta concentracion de glucosa suplementado con 10% de FBS y solucién
antibiotico-antimicética al 1x. Pasadas 48 horas, las ET-eMSCs fueron lavadas con PBS 1x e
incubadas a 38 Ad 5% de COF durante 24 horas adicionales en un medio de

preacondicionamiento que contenia3 edMPGEFR

En el Dia 4 (72 horas desde el Dia 1), se llevd a cabo el co-cultivo empleado el sistema Transwell
para ello, los explantes se colocaron en la camara superior embebidos en 1mL de medio
preacondicionado y las ET-eMSCs quedaron en la camara inferior con 1mL de medio restante. En
estas condiones de cultivo se incub6 a 3 8 @IC5% de COF durante 48 horas. Transcurrido este
tiempo, se extrajo el ARN total de los explantes y de las ET-eMSCs. El ensayo incluyo los siguientes

grupos experimentales:

1 Grupo Control explante (CE): explante endometrial sin contacto con células, mantenido

Unicamente en medio DMEM alto en glucosa suplementado con 1x de AAM.
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1 Grupo ET-eMSCs-
con PGEFR

1
PGEF

1 Grupo ET-eMSCs:

con 1x de AAM.

Experimentaldesign
0

PGEE explante co-cultivado con ET-eMSCs sin preacondicionamiento

Grupo ET-eMSCs+PGEE explante co-cultivado con ET-eMSCs preacondicionadas con

ET-eMSCs cultivadas en medio DMEM alto en glucosa suplementado

24 Time(hours)
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Figura 4 Representacion esquematica del flujo de trabajo experimental

The explant is processed to extract
RNA and proteins
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para el modelo de explante. Cada grupo

experimental consto con 3 réplicas técnicas (Fig 4 creada con BioRender.com).

En total se procesaron 6 yeguas grado IIA (n=4) y IIB (n=2) como se describe en la Tabla 2.

Tabla 2 Resumen de las caracteristicas de las yeguas incluidas en el experimento.
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Ol: ovario Izquierdo; OD: ovario derecho; Edema endometrial: escala del 1 al 3; Cx: grado de apertura del cuello
uterino, escala del 1 al 3.

I11.7 Andlisis de expresién génica mediante RT qPCR.

El ARN total fue aislado a partir de las células utilizando el kit EZNA Total RNA Kit | (OMEGA,
Madison, WI, E E . i &kb.résuspendio en 2 0 d@ lagua grado molecular. La calidad del ARN fue
evaluada mediante la medicion del cociente 2 6 0 / 2 8usandonun espectrofotometro (BioTek
EPOCH, Agilent TechnologiesE , EE.  WSiguigndo las instrucciones del fabricante, se utilizo un
microgramo de ARN total por muestra para la sintesis de ADN complementario (cDNA), utilizando
transcriptasa reversa M-MuLV y cebadores aleatorios (New England Biolabs).

Los transcritos fueron analizados mediante gPCR en el sistema Mx3000 gPCR (Agilent, EE. UU. )
empleando la mezcla Brillant Il SYBR Green gPCR master mix (Agilent Technologies, E E . yu. )
cebadores especificos previamente optimizados (Tabla 3). Cada muestra experimental fue corrida

por triplicado. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 1 2 , 5 coaténiendo

6 , 5 deeldmezcla SYBR Green, 0 , 5 desuba mezcla de cebadores directos e inversos( 1 0 n M) ,
0, 1 8 de celdrante, 3, 5 6 desajua grado moleculary 2  gld cDNA diluido 1:2 en agua libre de

ARNasa. Se incluyeron controles negativos sin molde en todos los ensayos.

Tabla 3. Lista de cebadores utilizados para el analisis de PCR
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La adquisicion de datos se llevé a cabo con el software MxPro QPCR. La expresién de cada gen fue
normalizada en relacion con la expresion del gen GAPDH equino. Los niveles relativos de expresion
génica fueron calculados utilizando el método 2 ~ T ogCOviak y Schmittgen, 2001). El grupo de

miofibroblastos fue utilizado como referencia para la normalizacién de cada condicién experimental.
111.8 Ensayos de SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras celulares de miofibroblastos homogeneizadas fueron separadas por electroforesis en
geles de SDS-PAGE al 10%, segun lo descrito por Sambrook et al (Sambrook et al., 1989), bajo
condiciones reductoras que incluyeron 5% de b-mercaptoetanol, 1% de glicerol, 0,4% de SDS y
12, 5 denvisi HCI a pH 6,6. Se cargaron 3 0 d@gada muestra directamente desde el pellet
celular lisado en tampon RIPA, el cual contenia 1 50 deMNaCl, 1 0 nd#TrisiHCI, 1 mdé
EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de SDS y 0,1% de deoxicolato de sodio, suplementado con un

coctel inhibidor de proteasas 1X (Cell Signaling TechnologyE , MA, E E . uu. ) .

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
Hybond-C utilizando una celda de transferencia semiseca Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, E E .

monoclonales dirigidos contra las proteinas -SMA, CTGF y GAPDH. Los anticuerpos secundarios

LEUandlisis de Western blot se realizé utilizando anticuerpos

empleados fueron anti-lgG de raton HRP o anti-lgG de conejo HRP (Tabla 1). Las concentraciones
proteicas se determinaron mediante el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, E E . uu. ) .

La deteccion de la sefial de Western blot se llevo a cabo utilizando el sistema de fluorescencia
GeneGnome XRQ (Syngene, CA, Cambridge, Reino Unido). El analisis de densitometria de las
relaciones U-SMA/tincién con rojo Ponceau y C T G F-acfina fue realizado empleando el software

ImageJ 1.48 (National Institutes of Health, University of Tennessee, Knoxville, E E . uu. ) .
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111.9 Cuantificacion de PGEFy AMPc contenido en el sobrenadante de cultivo de las ET-eMSCs.

Tras 24 horas de preacondicionamiento de las ET-eMSCs con PGEF, se recolecté el medio de cultivo
para su andlisis. Las concentraciones de PGEF y adenosin monofosfato ciclico (AMPc) fueron
determinadas mediante kits de ELISA comerciales: Prostaglandin EFExpress ELISA Kity Cyclic AMP
ELISA Kit (ambos de CaymanE , Ann Arbor, M|, E E . urgdog los procedimientos se realizaron

siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.
I11.10 Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad en la distribucién de los datos. Para
los analisis que involucraron tres 0 mas grupos experimentales, se aplic6 un ANOVA de una via,

seguido de pruebas de comparaciones multiples: Tukey.

En los casos en que se compararon solo dos grupos experimentales, se emple6 la prueba t de

Student no pareada.

Cuando los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, se aplicé la prueba no paramétrica

de Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de comparaciones mdultiples de Dunn.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism, version 10.0.0
(GraphPad Software, Boston, MA, E E.  UWww.graphpad.com). Se consideraron estadisticamente

significativos los valores de p < 0,05.

I11.11 Sistema de co-cultivo indirecto para evaluar la comunicacién bidireccional en un modelo
de fibrosis endometrial equina basado en la interaccion entre las ET-MSCs

preacondiocionadas con PGEFy miofibroblastos

111.11.1 Andlisis protedmico de la interaccidon entre miofibroblastos endometriales ET-eMSCs
preacondicionadas con PGEF para el estudio de la endometrosis (Experimento 1 de

protedmica)

Este experimento evalud el efecto combinado de los mediadores solubles y de las interacciones
celulares indirectas mediadas por ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFsobre el comportamiento
de los miofibroblastos. Los miofibroblastos se co-cultivaron con las ET-eMSCs preacondicionadas
utilizando un sistema transwell que permiti6 Unicamente la sefalizacion paracrina. Las lineas

celulares de ET-eMSCs se combinaron en un Unico cultivo y el ensayo se realiz6 por triplicado.
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EXPERIMENTAL DESIGN FOR PROTEOMICS
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Figura 5 Representacion esquematica del disefio experimental para el andlisis proteémico (Experimento 1 de

proteémica) . Los miofibroblastos fueron inducidos durante 24 horas mediante un coctel de citoquinas (TGF-b 1TNF-U JL-1 b
e IL-6) antes de ser co-cultivados con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF (3 € M n un sistema transwell. Este sistema

permitié el intercambio bidireccional de factores solubles sin contacto celular directo. Se recolectaron muestras en dos puntos

temporales:(i) en el tiempo cero, que incluyé el medio condicionado por las ET-eMSCs (secretoma TO) y los extractos totales

de proteinas de los miofibroblastos (proteoma T0), y (ii) a las 48 horas de co-cultivo, obteniéndose el medio condicionado por

PGEF con secreciones de miofibroblastos (secretoma 48 horas) y los extractos totales de proteinas de los miofibroblastos

(proteoma 48 horas). Cada muestra fue analizada por triplicado. (Fig 5 creada con BioRender.com).

111.11.1.2 Induccién de miofibroblastos a partir de fibroblastos endometriales

Los fibroblastos se sembraron a una densidad de 1 x 1 0 células/cm? en placas de 12 pocillos de
fondo plano, en DMEM de alta concentracion de glucosa (Sigma-AldrichE D6429; Saint Louis, MO,
EE. UU.) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) (Sigma-AldrichE F2442; Saint Louis,
MO, EE. UU.) y 1x solucién antibidtico-antimicética (AAM) (CorningE  30-004-Cl; EE. UU). Se
siguieron los pasos descritos en el acapite I11.5.1 (Induccién del fenotipo fibrético en fibroblastos

endometriales) de Materiales y Métodos.
111.11.1.3 Cultivo de ET-eMSCs para ensayos de co-cultivo.

Las ET-eMSCs se sembraron en la camara superior de un sistema Transwell (tamafio de poro de
0,4 em; SPLInsertE Hanging 37012, SPL Life Sciences Co., Ltd, Corea) a una densidad de 6 x 1 0
células/cm? en 2 mL de DMEM con alta concentracion de glucosa, suplementado con 10% de FBS
y 1x AAM. Las células se incubaron bajo estas condiciones de cultivo a 38 °C en una atmoésfera
himeda con 5% de COF durante 48 horas.Tras las 48 horas, las ET-eMSCs se transfirieron a un
medio acondicionado con 3 ¢ Mde PGEF (DMEM con alta concentracién de glucosa suplementado
con 1x AAM y 3 ¢ Mde PGEF, Cayman Chemical 14010, Ann Harbor, MI, EE. UU) y se incubaron

durante 24 horas adicionales (72 horas en la Figura 5).
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111.11.1.4 Co-cultivo de miofibroblastos y ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF

El dia 4 (72 horas en la Figura 5), se retir6 el medio de induccion de las placas con miofibroblastos
y estos se lavaron dos veces con PBS 1x para eliminar cualquier resto de medio. La co-cultura de
miofibroblastos y ET-eMSCs preacondicionadas con 3 ¢ Mde PGEF se realiz6 utilizando un sistema
Transwell, que permiti6 el intercambio bidireccional entre las células sembradas en la camara

superior y las de la camara inferior, sin contacto fisico directo.

Para el co-cultivo, las ET-eMSCs en la camara superior se transfirieron al pocillo donde se
encontraban los miofibroblastos en el fondo de la placa (cAmara inferior). A ambos compartimentos

se les afladid 1 mL de medio condicionado con PGEF procedente de las ET-eMSCs.

Las muestras de miofibroblastos (obtenidas 24 horas después de la induccién con el céctel de
citoquinas) y los sobrenadantes de cultivo de ET-eMSCs (preacondicionadas durante 24 horas con
PGER se recolectaron al inicio del co-cultivo (proteoma TO y secretoma TO, respectivamente) y
nuevamente después de 48 horas (proteoma 48 horas y secretoma 48 horas, respectivamente).

Cada muestreo se realiz6 por triplicado.

Las muestras de sobrenadante de cultivo destinadas al analisis del secretoma se colectaron y se
suplementaron con un coctel inhibidor de proteasas (Cell Signaling TechnologyE 7012, MA, USA) a

una concentracion final de 1x, posteriormente se almacenaron a1 8 0C hasta su procesamiento.

Para las muestras de miofibroblastos, la monocapa celular se recolecté con raspadores, se
resuspendié en 100 pL de PBS comercial 1x (Gibco 10010023, Thermo Fisher Scientific, USA)
suplementado con céctel inhibidor de proteasas a una concentracion final de 1x y se almacené a1 8

°C hasta su procesamiento. La Figura 5 resume las condiciones experimentales.

I11.11.2 Identificaciébn candnica de proteinas y cuantificaciébn relativa de la interaccion entre
miofibroblastos endometriales y ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFmediante el método

SILAC (Experimento 2 de prote6mica )

La identificacion de proteinas y la cuantificacion relativa de la interaccion entre miofibroblastos
endometriales y ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF se llevaron a cabo utilizando el kit SILAC

Protein Quantitation Kit (Trypsin).

Este ensayo tuvo como objetivo determinar, dentro del sobrenadante del co-cultivo entre
miofibroblastos y ET-eMSCs (como en el experimento 1), las proteinas especificas aportadas por
cada linea celular. Para ello, se cultivaron dos poblaciones celulares en medios suplementados con
aminoacidos isotodpicos livianos o pesados, respectivamente, siguiendo el protocolo del kit SILAC
Protein Quantitation Kit (Trypsin)(Mann, 2006) (Fig 6).
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EXPERIMENTAL DESIGN FOR SILAC
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Figura 6 Representacion esquematica del disefio experimental empleado para el experimento de co-cultivo con
SILAC. Los co-cultivos se mantuvieron en medio SILAC condicionado hasta el dia 21 para permitir el intercambio molecular
bidireccional.Se recolectaron muestras en dos momentos:(i) en el tiempo cero, que incluy6 el medio condicionado por las ET-
eMSCs (TOMSC) y el obrenadante de los miofibroblastos (TOMyo), y (ii) a las 48 horas de co-cultivo, obteniéndose el medio
condicionado con PGEF que contenia secreciones tanto de miofibroblastos como de ET-eMSCs (48H-PGEF), ademas del
grupo control (48H-SPGEF.Cada muestra fue analizada por triplicado. (Fig creada con BioRender.com).

111.11.2.1 Preparacién del marcaje isotépico diferencial (SILAC) de las lineas celulares .

Para este ensayo, se utilizo el kit SILAC Protein Quantitation Kit (Trypsin) i DMEM (cédigo: A33972;
Pierce Biotechnology, Thermo Fisher Scientific Inc., USA), que incluia medio DMEM/F12 para SILAC,
13C215NFL-Lisina-HCI, L-Lisina-HCI, 13C3215NUL-Arginina-HCI, L-Arginina-HCI y suero fetal bovino
dializado. El medio SILAC fue suplementado con 10% de FBS dializado (incluido en el kit) y solucién
antibiotico-antimicética 1x, siguiendo las instrucciones del fabricante para el cultivo celular y el

marcaje proteico.

Los fibroblastos fueron marcados con isotopologos pesados de lisina (13C3915NF L-Lisina-HCI),
mientras que las ET-eMSCs fueron marcadas con isotop6logos pesados de arginina (13C315N"L-
Arginina-HCI). Ambas poblaciones celulares se subcultivaron durante siete duplicaciones de
poblacién, y el medio de cultivo se reemplaz6 cada 48 horas. La densidad de siembra celular se
ajustdé para mantener la proliferacion activa dentro de la fase de crecimiento logaritmico, logrando

aproximadamente un 90% de confluencia en placas de cultivo celular de 100 mm.

En el dia trece, las ET-eMSCs fueron sembradas en la camara superior de un sistema Transwell
(poros de O , e4n; SPLInsertE Hanging 37012; SPL Life Sciences Co., Ltd, Corea) a una densidad

de 6 x 1 Océlulas/cm2en2 nidé DMEM/F12 suplementado con 13C315NUL-Arginina-HCI, 10% de
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FBS dializado y AAM1x. Las células se incubaron durante 48 horas a 3 8 dnQuna atmdsfera
humidificada con 5% de COR

Paralelamente, los fibroblastos fueron sembrados a una densidad de 1 x 1 0 células/cm? en placas
de 12 pozos (por triplicado), en1  ndé DMEM/F12 suplementado con 13C315NFL-Lisina-HCI, 10%

de FBS dializado y AAM 1x. Las células se incubaron bajo las mismas condiciones durante 48 horas.

I11.11.2.2 Induccion de miofibroblastos a partir de fibroblastos endometriales .

Después de 24 horas de cultivo, los fibroblastos fueron lavados con PBS 1X e incubados durante 18
horas a3 8 dIC5% de COFen un medio de preinduccion (DMEM/F12 suplementado con 13C?
15NFL-Lisina-HCI, 0,5% de FBS dializado y AAM1x ).

Finalizado este periodo, se afiadié un cdctel de induccién (siguiendo los pasos descritos en el acépite
de 11.11.1.2 de Materiales y Métodos) Los fibroblastos se incubaron durante 24 horas adicionales a

38 obIC5% de COFpara inducir su diferenciaciéon a miofibroblastos.
111.11.2.3 Preacondicionamiento de ET-eMSCs con PGEF

Tras 48 horas de cultivo, las ET-eMSCs fueron lavadas con PBS 1x e incubadas durante 24 horas
adicionales a 38 408 5% de COF en un medio de preacondicionamiento compuesto por
DMEM/F12 suplementado con 13C?3 15NM L-Arginina-HCI, AAM 1x y 3 edd PGEF (Cayman
Chemical 14010, Ann Arbor, MI, USA). Para el grupo control, las ET-eMSCs se mantuvieron en un
medio con DMEM/F12 suplementado con 13C315NM L-Arginina-HCl y AAM 1x, sin la adicion de
PGEFR

111.11.2.4 Co-cultivos .

En el dia 19, se recolectd el medio de induccién de los cultivos de miofibroblastos (muestra TOMYO),
el cual fue suplementado con un céctel inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Cell
Signaling TechnologyE 7012, MA, USA) a una concentracion final de 1x y almacenado a i 8 0
hasta su procesamiento. Posteriormente, los miofibroblastos fueron enjuagados dos veces con PBS
1x.

A continuacion, se insertaron los Transwell que contenian las ET-eMSCs preacondicionadas en las
placas con miofibroblastos, y se afiadié 1  nde medio condicionado (suplementado con 13C315Nk
L-Arginina-HCI) tanto en la cAmara superior como en la inferior, permitiendo asi el intercambio

molecular bidireccional. Los co-cultivos se mantuvieron durante 48 horas.

Como se muestra en la Figura 2, durante este periodo también se recolectaron muestras de
sobrenadante del cultivo de ET-eMSCs preacondicionadas (muestra TOMSC), siguiendo el mismo

protocolo que para las muestras TOMYO.
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Al cabo de las 48 horas de co-cultivo, se recolectaron los sobrenadantes de los pozos con ET-eMSCs
preacondicionadas con PGEF, y se suplementaron con céctel inhibidor de proteasas (c6digo:7012,
Cell Signaling TechnologyE , MA, USA) a una concentracion final de 1x. Las muestras fueron

almacenadas ai8 0 Hhasta su procesamiento.

Los pasos de extraccién proteica para el analisis por espectrometria, asi como la preparacién para
espectrometria de masas (MS) y la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS), fueron similares a los descritos anteriormente, considerando las

recomendaciones de Kani (Kani, 2017).
111.11.3 Extraccion de proteinas y preparacion para espectrometria de masas.

La extraccion de proteinas se realiz6 utilizando 100 pL de tampén de lisis que contenia 50 mM
HEPES (pH 8,0), 1 % (p/p) Triton X-100, 1 % (v/v) NP-40, 1 % (v/v) Tween 20, 1 % (p/p) desoxicolato
de sodio, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1 % (v/v) glicerol, inhibidor de proteasas Complete 1x y 5 mM
DTT. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 60 °C y se homogeneizaron mediante
sonicacién durante 2 minutos en ciclos de 10 segundos, a una amplitud del 40 %. Posteriormente,
las proteinas se alquilaron con 20 mM de yodoacetamida en 25 mM de bicarbonato de amonio y se
incubaron en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

La purificacion de proteinas se llevo a cabo mediante el método de precipitacion cloroformo/metanol.
En resumen, un volumen del extracto proteico se mezclé con cinco volimenes de metanol, un
volumen de cloroformo y tres volimenes de agua Milli-Q. Tras centrifugacion a 15 000 x g durante 5
minutos, el disco de proteina se lavé cuatro veces con metanol al 100 % y se secé en un concentrador

rotatorio durante la noche a 40 °C.

Para asegurar una purificacion adicional y compatibilidad con la digestion, el pellet proteico también
se someti6 a precipitacién con acetona fria (5 volumenes de acetona a1 2 €C, todalanocheaTl 8
°C). Los pellets se centrifugaron a 16 000 x g durante 15 minutos a 4 °C, se lavaron tres veces con

acetona fria al 80 % y se secaron.

Los pellets de proteina se resuspendieron en 30 pL de 8 M de urea en 25 mM de bicarbonato de
amonio. La reduccién se realizé con 20 mM de DTT, seguida de alquilacion con 20 mM de
yodoacetamida en condiciones protegidas de la luz. Las muestras se diluyeron 8 veces con 25 mM

de bicarbonato de amonio antes de la digestién enzimética.

La digestién con tripsina se realizé con una proporcién enzima/proteina de 1:50 (masa/masa) durante
16 horas a 37 °C. La reaccion de digestién se detuvo con acido férmico al 10 % y 200 ng de péptidos
se limpiaron usando columnas desechables C18 Evotips (EVOSEP EV02018, Biosystems,

Dinamarca) segun las instrucciones del fabricante.
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I11.11.4 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tAndem (LC-MS/MS).

Las columnas Evotips fueron montadas en un sistema Evosep One (Evosep Biosystems,
Billedskeerervej 15, Dinamarca), acoplado a un espectrémetro de masas timsTOF Pro2 ( A Tr apped
lon Mobility Spectrometry i Quadrupole Time of Flight Mass Sp e c t r o BrekereDalonics),
utilizando una columna EVOSEP Performance ( 1 5 xd¢ 0 @eérasdel , 5 Ré&épnoSil-Pur C18,
EVOSEP Biosystems, Billedskeerervej 15, Dinamarca).

La cromatografia liquida se realizé utilizando el modo de 30 SPD ("Samples per-Day") en todas las
muestras. El gradiente aplicado fue del 2% al 35% del tampon B (0,1% de &cido férmico en

acetonitrilo).

La adquisicién de datos se llevé a cabo con el software Tims Control 2.0 (Bruker Daltonics), bajo 10
ciclos PASEF, con un rango de masas de 100 a 1 . 7 0 O iomzadon por capilara 1. 509 V
temperatura del capilarde 1 8 0 LA f@ecuencia del analizador TOF se configuréen1 0  kcHrzupa
resolucionde50. 000 F WHM.

I11.11.5 Identificacién de proteinas y cuantificacion relativa .

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software MSFragger v4.1 (Kong et al., 2017),
ejecutado en la plataforma Fragpipe v22.0 (https://fragpipe.nesvilab.org/), utilizando el flujo de trabajo
por defecto. El anélisis se realiz6 en un servidor de datos con 48 nicleosy5 1 2 démBemoria RAM.
Se emplearon parametros de tolerancia de masa para los precursores de i20a2 0 P § Mnha

tolerancia para los fragmentosde 4 0 P P M.

En las opciones de digestién, se selecciond tripsina como enzima, con modo de digestidn especifica
y un maximo de 2 sitios de corte no realizados por péptido. Las modificaciones postraduccionales
(PTMs) consideradas fueron: carbamidometilacion de cisteinas (modificacién fija), oxidacion de
metionina (M) y acetilacion del extremo N-terminal, estas dos Ultimas como modificaciones variables.
Para la identificacién de proteinas, se utilizd la base de datos del proteoma de Equus caballus
(UP000002281), disponible en UniProt. Se incluyé una estimacién de FDR <1% mediante el uso de
una base de datos tipo decoy. Ademas, se incorporé una base de datos de contaminantes comunes

en espectrometria de masas para refinar la identificacion proteica candnica.

Los recuentos espectrales de las proteinas candnicas identificadas fueron utilizados para realizar un
andlisis de abundancia diferencial empleando los paquetes de R EdgeR y Limma. Se excluyeron
aquellas proteinas con un recuento total inferior a 5 espectros, y la normalizacion se realizé mediante
el método TMM (Trimmed Mean of M-values). El andlisis de proteinas diferencialmente abundantes
se efectud ajustando un modelo lineal general con distribucidon binomial negativa, considerando un
FDR <0,05.
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Los resultados se visualizaron mediante volcano plots y heatmaps generados con el paquete ggplot2
de R. Para el analisis funcional, se utilizé el paquete gProfiler2, considerando categorias de ontologia

génica (Proceso Biolégico, Componente Celular, Funciéon Molecular) y rutas de Reactome.

Ademas, se analizaron las proteinas diferencialmente abundantes mediante anotaciones de Gene
Ontology (GO), clasificandolas en categorias de Proceso Biolégico (BP), Componente Celular (CC)
y Funcion Molecular (MF). Se utilizaron las bases de datos KEGG (http://www.genome.jp/kegg) y
Reactome (https://reactome.org) para la asignacion de proteinas a sus rutas metabdlicas
correspondientes. Asimismo, se empledé la base de datos STRING para examinar redes de
interaccién proteina-proteina (PPI), considerando conexiones tanto fisicas como funcionales entre

las proteinas seleccionadas.

Finalmente, se llevo a cabo un analisis de enriquecimiento de proteinas relacionadas con fibrosis en
muestras de miofibroblastos y secretoma utilizando la base de datos FibroAtlas
(http://biokb.ncpsb.org/fibroatlas/).

111.11.5.1 Cuantificacion proteica basada en Marcaje de Is6topos Estables con Aminodacidos
(SILAC)

La cuantificacién proteica mediante SILAC se realiz6 utilizando el paquete lonQuant (versién 1.11.9).
Se definieron los canales isotépicos como: canal "pesado” (K8/R10 para lisina-8 y arginina-10) y
canal "ligero" (KO/RO para lisina y arginina no marcadas). A partir de estas etiquetas isotopicas, se
calcularon las razones de intensidad Pesado/Ligero (H/L) para cada muestra experimental,

permitiendo la cuantificacion relativa de las proteinas candnicas segun su origen celular.

Los archivos de salida cuantitativa generados por FragPipe fueron importados en R (versién 4.3.2)
y filtrados para conservar Unicamente las proteinas anotadas para Equus caballus, descartando
duplicados y muestras de baja calidad. Utilizando un script personalizado en R, se extrajeron las
intensidades correspondientes a los canales ligero (KO/R0) y pesado (K8/R10), y se calcularon las

razones H/L para cada proteina en cada muestra.

Posteriormente, la matriz de datos resultante fue reorganizada y normalizada utilizando

normalizacién por cuantiles, mediante funciones del paquete Limma (version 3.58.1).

Se realizaron comparaciones por pares entre los grupos experimentales mediante el ajuste de un
modelo lineal en Limma, y se evalud la abundancia diferencial mediante el método eBayes. Se
consideraron como proteinas diferencialmente abundantes aquellas con un valor p ajustado < 0,05.
Ademas, se generaron tablas completas con todas las proteinas canénicas cuantificadas, asi como

aqguellas clasificadas como diferencialmente abundantes (valor p ajustado < 0,05).

Finalmente, se integré la informacion obtenida de los péptidos marcados (modificaciones:

K[+8.0142], R[+10.0083]) para asignar el origen celular mas probable de cada sefial (ET-eMSCs,
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MYO o ambas). Esta anotacion fue afiadida a las tablas finales de abundancia total y abundancia

diferencial.
111.11.6 Andlisis bioinformatico

Las proteinas cuantificadas se filtraron mediante la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica,
corregidas para pruebas mdltiples con un valor p ajustado por Benjamini-Hochberg < 0,05 y un factor
de cambio (FC) 00,5 o < -0,5, para investigar con mas detalle solo aquellas estadisticamente

significativas y alteradas en la progresion de la fibrosis. Las comparaciones realizadas fueron:

ASecretoma en diferentes momentos: secretoma 48 horas (MYO-ET-eMSCs+PGER vs. secretoma
TO (ET-eMSCs+PGER).

AMiofibroblasto en diferentes momentos: proteoma 48 horas vs. proteoma TO.
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IV Resultados

IV.1 Objetivo especifico 1: Caracterizar el efecto antifibrético de la interaccion de las
secreciones de ET-eMSCs preacondi cionadas con PGEEF, para revertir la fibrosis en  un modelo

in vitro de miofibroblastos
IV.1.1 Caracterizacion de las ET-eMSCs.

Las lineas de ET- eMSCs se aislaron a partir de 6 Uteros sanos de yeguas en etapa reproductiva
durante la estacién de reproduccién. La caracterizacion de las ET-eMSCs se llevo a cabo siguiendo
los criterios planteados por Dominici et al (Dominici et al., 2006) y reevaluados para equinos por
Barberini et al (Barberini et al., 2014). Las células mostraron adhesion al plastico ademas de un
fenotipo celular de fibroblastoide entre las 24-72horas de cultivo. Los cultivos se mantuvieron de
forma individual y se expandieron hasta pase 2 donde se crioconservaron. Para los experimentos de
diferenciacion y posteriores ensayos las lineas individuales fueron combinadas generandose una

linea de trabajo que denominamos ET-eMSCs.

Las ET-eMSCs en pase 4 se sometieron a un ensayo de diferenciacién multilinaje para evaluar el
potencial de diferenciacién en linajes mesodérmicos. A los 15 dias de induccién se observé un
aumento significativo (p <0,0001) en la expresiéon por gPCR en tiempo real de los transcriptos
relacionadas con la diferenciacion trilinaje (PPAR-= para diferenciacion adipogénica, RUNX2 para
diferenciacion osteogénica y SOX 9 para diferenciacién condrogénica) de las muestras inducidas
con respecto a los controles sin inducir (Fig 7g-i). Mientras, que a los 21 dias de induccién se
comprobd la diferenciacion adipogénica mediante la acumulacién de gotas de lipidos en el
citoplasma cuando las células fueron tefiidas con Oil Red O (Fig 7b). De igual forma se pudo observar
la diferenciacion osteogénica por deteccién de depoésitos de mineralizacion de calcio en la matriz
empleando la tincién con colorante rojo de alizarina (Fig 7d). y la diferenciacién condrogénica con
Alcian Blue que detecta los depdésitos de proteoglicanos y glucosaminoglicanos acidos (GAG) (Fig.
7f). Adicionalmente se realiz6 la inmunoidentificaciéon de marcadores moleculares por citometria de
flujo y se observo positividad para CD90 y CD44, asi como bajos niveles de deteccion (<5%) para
MCHIl y CD 45. (Fig 7 j-m).

43



R Trer see

F e 800 2500 80000
a b, s ) al
e - o
o 5 a I g 2000 2 soo0
5 & 5
2 T f 1500
¢ ? ? 3 40000
. > § 1000 P
@ -] S 20000
E 200 3 500 a
. [}
0 1 N
h & & oé$ o°‘p‘
& & 9 9
& o K
9 G » &
& & & ¢
2
& ¢

R4 -MHC IT

Count
Count

BL2-A BL2-A

Figura 7: Potencial de diferenciacion multilinaje y caracterizacién inmunofenotipica de ET-eMSCs en pase 4. Las
imagenes representativas incluyen células de control no inducidas (indiferenciadas) (a, c, e) y diferenciacion inducida en
linajes adipogénicos, osteogénicos y condrogénicos. La diferenciacion adipogénica se evidencia por la acumulacion de gotitas
lipidicas tefiidas con QOil Red O (b), la diferenciacién osteogénica por depésitos de calcio tefiidos con Alizarin Red (d) y la
diferenciacion condrogénica por depositos de proteoglicanos tefiidos con Alcian Blue (f). Las expresiones relativas de los
marcadores de diferenciacion trilinaje (PPAR-2 para adipogénesis, RUNX2 para osteogénesis y SOX9 para condrogénesis)
se evaluaron mediante gPCR en tiempo real después de 15 dias de diferenciacién, mostrando una regulacién positiva
significativa en las muestras inducidas en comparacién con los controles (g, h, i). El analisis de citometria de flujo de los
marcadores de superficie indico expresion positiva de CD90 (87,22%) y CD44 (21,08%), con una deteccion minima de MHC
11 (0,21%) y CD45 (4,47%) (j, k, I, m). El aumento para imagenes de microscopia fue de 40x.

IV.1.2 Induccién in vitro de la diferenciacién a miofibroblastos de fibroblastos endometriales .

Para caracterizar las diferencias entre los fibroblastos y fibroblastos inducidos a miofibroblastos en
el establecimiento de un modelo celular para utilizar en experimentos posteriores, evaluamos la
expresién génica de marcadores tipicos de fibrosis. Como se muestra en la Figura 8 (a-f), el coctel
de citoquinas que incluyd6 TGF b 1 + T N F UB + leh uha concentracion de 10ng/mL. utilizado para
la diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos, indujo un incremento significativo (p<000,1)
en la expresion relativa de los transcriptos que codifican para las proteinas U S M @actina de musculo
liso 2), CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo 2), COL1A1 (Colageno tipo | alfa 1), COL3A1
(Colageno tipo Il alfa 1), asi como MMP2 (Metaloproteinasa de matriz- 2) and MMP9
(Metaloproteinasa de matriz- 9). Ademas, pudimos observar un cambio en la morfologia del cultivo
pasadas 24 horas de adicionar el céctel de induccion (Fig. 8g-i), donde se aprecia la contractilidad
del cultivo al formar agregados celulares. En los siguientes experimentos de co-cultivo, utilizamos

fibroblastos inducidos a miofibroblasto como modelo in vitro para la fibrosis endometrial.
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Figura 8 Induccion de la diferenciacion de miofibroblastos en fibroblastos endometriales como modelo de fibrosis in
vitro . (ai f) Andlisis de la expresion génica de los marcadores relacionados con la fibrosis ACTA2 ( US MEGN2 (CTGF),
COL1A1(COL I), COL3A1L (COL IlI), MMP2 y MMP9 mediante gPCR en tiempo real. (gi i) Cambios morfolégicos observados
en fibroblastos tratados con el cdctel de induccion, incluyendo contractilidad y agregacion celular, 24 horas después del
tratamiento. Las imagenes con aumentos de 20x y 40x revelan la formacion de agregados celulares indicativos de la
diferenciacion de miofibroblastos. Se indican las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (***p < 0,001,
**xxn < 0,0001). Las barras de error representan la desviacion estandar.

IV.1.3 Caracterizaciéon de las VEs contenidas en el medio acondicionado con PGEFde la ET-
eMSCs.

Para evaluar el efecto antifibrético mediado por las VEs presentes en el medio acondicionado de las
ET-eMSCs, se aislaron y caracterizaron las VEs a partir de los sobrenadantes de cultivo de ET-
eMSCs pretratadas con PGEFy ET-eMSCs sin tratar. El contenido de ambos aislados se caracterizé
con el empleo de un instrumento de caracterizacion de nanoparticulas NanoSight NS300 (NTA). En
general, los medios acondicionados de las ET-eMSCs con PGEFYy las no tratadas fueron similares
con respecto al contenido total de VEs y el tamafio medio de particula (Fig.9). Es importante destacar
gue el medio acondicionado con PGEFYy el no tratado contenian VEs de 110 a 300 nm de diametro
y similar grado de dispersiéon como se aprecia en los histogramas (Fig. 9). La concentracién en ambos
aislados fue de 2,99e+10 +/- 1,20e+09 particulas/mL y 3,95e+10 +/- 2,13e+09 particulas/mL para
ET-eMSCs acondicionadas con PGEFy ET-eMSCs respectivamente. En el caso de la muestra de

PBS solo se detecté una concentracién de 3,20e+007 +/- 2,95e+006 particulas/mL. Ademas, el
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andlisis de Western blot confirmé la presencia de marcadores especificos de VEs Alix y CD9, lo que

corrobora la presencia de vesiculas extracelulares en las muestras analizadas.
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Figura 9. Caracterizacion de vesiculas extracelulares (VEs) aisladas de medios de cultivo de ET-eMSCs
condicionados con PGEFYy sin tratar. La distribucién del tamafio y la concentracion de vesiculas extracelulares (VES) se
analizaron mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). El andlisis mediante Western blot valida la identidad
de las particulas aisladas como VEs mediante la deteccion de los marcadores especificos Alix y CD9. Carril 1: sobrenadante
de cultivo de fibroblastos (control positivo); Carril 2: marcador de peso molecular; Carril 3: VEs aisladas del sobrenadante de
cultivo de ET-eMSCs condicionadas con PGEFE Carril 4: VE aisladas del sobrenadante de cultivo de ET-eMSCs sin tratar.

IV.1.4 Evaluacién de los niveles de PGEFy AMPc después del preacondicionamiento de
PGEF

Los niveles de PGEFse cuantificaron en el sobrenadante de las células estimuladas y no estimuladas
por PGEF utilizando ELISA especifico. Después de 24 horas de preacondicionamiento, las
concentraciones de PGEF en el sobrenadante de cultivo fueron comparables entre las células
estimuladas y no estimuladas (Fig. 10a). Sin embargo, cuando se midieron los niveles de AMPc
extracelular, se detectd6 un aumento significativo en el sobrenadante de las células

preacondicionadas con PGEFen comparacion con aquellas sin adicion de PGEF (Fig. 10b).
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Figura 10 Cuantificacion de los niveles de PGEFy AMPc extracelular tras el preacondicionamiento de PGEF (a) Las
concentraciones de PGEF en el sobrenadante de cultivo de ET-eMSCs después de 24 horas de preacondicionamiento de
PGEF (dia 0) fueron similares entre las células estimuladas con PGEF y las no estimuladas. (b) Los niveles de AMPc
extracelular fueron significativamente mayores en el sobrenadante de cultivo de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFque
en las células no estimuladas (p<0,05). Los datos se presentan como media + desviacion estandar.

IV.1.5 Evaluacién de los efectos antifibréticos del secretoma ET-eMSCs condicionado con

PGEFsobre la expresién de marcadores de miofibroblastos.

La evaluacion de la respuesta antifibrética se realiz6 mediante la cuantificacion de la expresion
génica relativa de los genes ACTA 2(US MAGCN2 (CTGF), COL1A1, COL3A1, asociados a la
transicion de fibroblastos a miofibroblastos, junto con la determinacion de la expresion relativa de las

proteinas actina de musculo liso alfa 2 ( U S MyAfjctor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF).

Como se muestra en la Figura 11a, los niveles relativos de expresion de ARNm de U S M Ae
redujeron significativamente (p < 0,05) en los miofibroblastos tratados con secreciones de ET-eMSCs
acondicionadas con PGEF (ET-eMSCs+PGEF en comparacion con los controles de miofibroblastos
no tratados en los Experimentos 1y 3. Sin embargo, en el Experimento 2, los miofibroblastos tratados
con un medio condicionado con PGEF mostraron un aumento notable en la expresion de ARNm de
U S MAEn el Experimento 1, no se observaron diferencias significativas entre los miofibroblastos
cocultivados con ET-eMSCs+ PGEF y los tratados con ET-eMSCs no condicionada (ET-eMSCs-
PGER). Por el contrario, el Experimento 3 revelé un aumento sustancial en los niveles de ARNm de
U S M&n el grupo tratado con EVs aislados de sobrenadantes ET-eMSCs-PGEF.

La Figura 11b ilustra que, en el Experimento 1, los miofibroblastos tratados con el secretoma ET-
eMSCs+PGEF mostraron una regulacion a la baja de la expresion de ARNm de CTGF. Por el
contrario, en el Experimento 3, los miofibroblastos tratados con EV derivados de ET-eMSCs-PGEF
mostraron un aumento significativo en los niveles de ARNm de CTGF en comparacion con los
tratados con EV de ET-eMSCs+PGEF Ademas, en el Experimento 2, los tratamientos ET-
eMSCs+PGEFy ET-eMSCs-PGEFaumentaron significativamente los niveles de ARNm de CTGF en
relacion con el grupo de control. En cuanto a las transcripciones de COL1A1 y COL3AL, el
Experimento 1 no revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados con ET-eMSCs+ PGEFy
ET-eMSCs-PGEF. Sin embargo, ambos grupos mostraron una disminucién significativa en
comparacion con los controles de miofibroblastos no tratados. Para el Experimento 2, las
transcripciones de COL1A1 mostraron un aumento significativo en los grupos tratados con medios
ET-eMSCs+ PGEF y ET-eMSCs-PGEF en comparacion con el grupo control, siendo en el grupo
tratado con ET-eMSCs+ PGEFIos niveles significativamente mas altos (p < 0,0001). Por el contrario,
en comparacién con el control, las transcripciones de COL3A1 en el Experimento 2 mostraron una
reduccién significativa en los grupos tratados con ET-eMSCs+ PGEF y ET-eMSCs-PGEF, sin
diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento. En el Experimento 3, las
transcripciones de COL1A1 y COL3AL se redujeron significativamente en los grupos tratados con

ET-eMSCs-PGEFy ET-eMSCs+PGEF en comparacion con sus respectivos controles. En particular,
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los VEs aislados de los sobrenadantes ET-eMSCs+PGEF regulaban ain mas a la baja las
transcripciones de COL3A1 en comparacion con los EV derivados de los sobrenadantes ET-eMSCs-
PGEF(Fig 11 cy d).
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Figura 11. Andlisis de la expresion relativa de genes relacionad os con el fenotipo fibrético en miofibroblastos tratados
con el secretoma o VEs derivados de ET-eMSCs+PGEF mediante gPCR en tiempo real. Experimento 1: Co-cultivo de
ET-eMSCs con miofibroblastos; Experimento 2: miofibroblastos tratdos con el medio condicionado de ET-eMSCs y
Experimento 3: miofibroblastos tratados con VEs. Las barras negras (ET-eMSCs+ PGEF) indican miofibroblastos tratados con
secretoma o VEs de ET-eMSCs preacondicionados con PGEF las barras rosas (ET-eMSCs-PGER indican tratamiento con
secretoma o VEs de ET-eMSCs sin precondicionamiento de PGEE y las barras verdes representan miofibroblastos cultivados
en medio minimo (control). El eje Y muestra cambios en la expresion relativa normalizado contra GAPDH como gen
normalizador. Las diferencias estadisticamente significativas estdn marcadas con asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001), las barras de error representan las desviaciones estandar.

Con el objetivo de evaluar si los tratamientos aplicados inhibian la diferenciacion de los
miofibroblastos inducidos por el coctel de TGF b 1 + T N F UL+bl HL6 se evalu6 en los diferentes
experimentos los niveles de produccion de proteina U S MQACTGF. Para ello se inmunoidentificaron
mediante Western blot las proteinas U S MACTGF (Fig. 12). Para el andlisis de la expresion relativa
de la proteina U S M 8e empled la tincién con rojo Ponceau, mientras que para CTGF se utiliz6 la
inmunodeteccion de b-actina como normalizador. En el Experimento 1 pudimos detectar una

disminucion significativa (p<0.0001) en los niveles de expresion relativa de la proteina U S M para el
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grupo tratado con el ET-eMSCs+PGEFcon respecto al grupo tratado con ET-eMSCs-PGEFy el grupo
control. En el caso de los niveles relativos de produccién de proteinas CTGF pudimos detectar un
incremento de estos valores para los grupos tratados con ET-eMSCs+PGEFy ET-eMSCs-PGEFcon
respecto a los miofibroblastos sin tratar (Fig 12 Experimento 1). Para el Experimento 2 se observd
un aumento significativo(p<0.0001) en la expresion de U S M An respuesta a los tratamientos con
los sobrenadantes de cultivos provenientes de las ET-eMSCs tanto preacondicionada o no con PGEF
con respecto a los miofibroblastos no tratados. Sin embargo, para la proteina CTGF se observé una
disminucién en los niveles de proteina para los grupos tratados con el medio de las ET-eMSCs+PGEF
y ET-eMSCs-PGEF con respecto a su grupo control (Fig 12 Experimento 2). En el caso del
Experimento 3 se observd en el grupo tratado con las VEs aisladas de ET-eMSCs+PGEF una
disminucion significativamente en la expresion de U S M &n comparacion con el grupo control,
mientras que en el grupo tratado con los VEs de las ET-eMSCs-PGEF se observd resistencia a la
reversion del fenotipo de miofibroblastos al no mostrar diferencias con lo miofibroblastos no tratados.
Mientras que para la proteina CTGF se visualizé un incremento en los niveles de expresion relativos
para los grupos tratados con las VEs con respecto a su grupo control (miofibroblastos en medio
minimo) y no mostraron diferencias entre los grupos ET-eMSCs+PGEFy ET-eMSCs-PGEF (Fig 12

Experimento 3).
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Figura 12 Anélisis representativos de Western blot y cuantificacion relativa de la expresion de proteinas U S M A
CTGF en miofibroblastos tratados con secretoma o vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de ET-eMSCs
acondicionadas con PGEFen tres ensayos experimentales. Las barras azules corresponden a miofibroblastos tratados
con el secretoma o VEs de ET-eMSCs+ PGEF, las barras marrones representan miofibroblastos tratados con el secretoma o
VEs de ET-eMSCs-PGEF y las barras verdes indican miofibroblastos incubados con un medio minimo. La tincién de Ponceau
sirvi6 como control de carga para la US MAmientras que la b-actina funcioné como normalizador para el CTGF. Las
cuantificaciones se llevaron a cabo utilizando el software ImageJ basado en tres réplicas independientes. Se indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p<0.0001). Las barras de
error representan la desviacion estandar.

IV.1.6 Caracterizacion déas respuestasle MMP9/MMP2 y sus inhibidore§TIMP1 y TIMP2)

En el Experimento 1 los niveles de transcripcion de MMP9 aumentaron en los miofibroblastos

tratados con el co-cultivo de ET-eMSCs-PGEF en comparacién con su respectivo grupo control (p <
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0,001) y con el grupo tratado con ET-eMSCs+PGEF (p < 0,01; Fig. 13 Experimento 1). Sin embargo,
el grupo tratado con ET-eMSCs+PGEF mostré una disminucién significativa en los niveles de

transcriptos para MMP9 con respecto a los miofibroblastos no tratados.

En los experimentos 2 y 3, se observo una reduccion significativa en los niveles de ARNm de MMP9
en los grupos tratados con el medio acondicionado de ET-eMSCs+ PGEFy ET-eMSCs-PGEF en
comparacion con los miofibroblastos no tratados (p < 0,05; p < 0,001, respectivamente (Fig. 13,

Experimentos 2 y 3).

Ademads, se evaluaron los niveles de ARNm de MMP2. En el Experimento 1, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos con ET-eMSCs acondicionado y no acondicionado
con PGEF Sin embargo, los niveles de transcripcidn de este gen se redujeron significativamente en
comparacion con el grupo control (p < 0,0001; Fig. 13, Experimento 1). En el Experimento 3, se
observé una disminucion significativa en los niveles de ARNm de MMP2 en los grupos tratados con
VEs independientemente del acondicionamiento de PGEF, en comparacion con el grupo de control.
Ademas, los niveles de ARNm de MMP2 fueron significativamente mas bajos en el grupo tratado con
VEs derivados de ET-eMSCs+ PGEF que en los tratados con EV de ET-eMSCs-PGEF (Fig. 13,

Experimento 3).
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Figura 13 Andlisis de la expresion relativa de ARNm que codifica para las metaloproteinasas MMP9y MMP2 en tres
ensayos : Experimento 1 (cocultivo), Experimento 2 (tratamiento con medio acondicionado) y Experimento 3
(tratamiento con vesiculas extracelulares, VESs). Barras negras: miofibroblastos tratados con secretoma o VEs derivados
de ET-eMSCs+ PGEEF barras rosas: miofibroblastos tratados con secretoma o VEs de ET-eMSCs-PGEF Barras verdes:
miofibroblastos incubados con un medio minimo. Todos los andlisis se realizaron con tres repeticiones, y se utiliz6 GAPDH
como gen de referencia para la normalizacion. Las barras de error representan la desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos: *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001 y ***p < 0,0001; ns: no
diferencias significativas.

Ademas, se evaluaron en las muestras de miofibroblastos los niveles relativos de ARNm que
codifican para el inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP1) y el inhibidor tisular de

metaloproteinasas 2 (TIMP2), que inhiben MMP9 y MMP2 respectivamente. En el Experimento 1,
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los tratamientos con ET-eMSCs+ PGEF y ET-eMSCs-PGEF disminuyeron significativamente los
niveles de ARNm de TIMP1 y TIMP2 en comparacién con sus respectivos grupos de control (p <
0,0001; Fig 14, Experimento 1). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las

células condicionadas y no condicionadas.

En el Experimento 2, para los niveles de ARNm de TIMP1, no se detectaron diferencias significativas
entre el grupo tratado con el secretoma ET-eMSCs+ PGEF, el grupo control o el grupo tratado con
ET-eMSCs-PGEF. Sin embargo, el grupo tratado con ET-eMSCs-PGEF mostr6 una regulacion
positiva en los niveles de ARNm de TIMP1 en comparacion con el grupo control (p < 0,05; Fig 14,
Experimento 2). Para los niveles de ARNm de TIMP2 en el Experimento 2, no se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos o controles (Fig 14, Experimento 2).

En el Experimento 3, se observé una regulacion positiva de la transcripciéon de TIMP1 y TIMP2 en
los grupos tratados con EV derivados de sobrenadantes de cultivo ET-eMSCs+ PGEFy ET-eMSCs-

PGEFen comparacién con sus grupos de control negativos (Figs 14, Experimento 3).
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Figura 14 Andlisis de la expresion relativa de ARNm que codifica para TIMP1y TIMP2 en miofibroblastos tratados
con tres ensayos: Experimento 1 (co-cultivo), Experimento 2 (sobrenadante) y Experimento 3 (VESs). Las barras negras
representan los tratamientos ET-eMSCs+ PGEF, las barras rosas los tratamientos ET-eMSCs-PGEFy las barras verdes los
controles no tratados. En el Experimento 1, ambos tratamientos redujeron significativamente los niveles de TIMP1 y TIMP2
en comparacion con los controles (p < 0,0001). En el Experimento 2, los niveles de TIMP1 aumentaron en el grupo ET-eMSCs-
PGEF (p < 0,05), mientras que TIMP2 no mostré cambios. En el Experimento 3, los EV de ambos tratamientos aumentaron
los niveles de TIMP1 y TIMP2. Los datos representan triplicados, normalizados a GAPDH, con significacién indicada (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Para evaluar mejor el equilibrio entre MMPs y TIMPs, se calcularon las proporciones de
MMP9O/TIMP1 y MMP2/TIMP2. Como se muestra en la figura 15a, en el Experimento 1, la relacion
MMP9/TIMP1 mostré un desequilibrio ascendente significativo en los miofibroblastos co-cultivados
con ET-eMSCs-PGEF, que se asocié con una mayor actividad de MMP9. En los Experimentos 2 y 3,

se evidencié una reduccién notable en la relacion MMP9/TIMP1 en los grupos tratados con el
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secretoma y las VEs de ET-eMSCs+PGEFy ET-eMSCs-PGEF, en comparacion con los controles

negativos.

Para la relacion MMP2/TIMP2 en el Experimento 1, se registraron valores significativamente mas
bajos en los miofibroblastos co-cultivados con ET-eMSCs+ PGEF y ET-eMSCs-PGEF en
comparacion con el grupo no tratado (p< 0,0001; Fig.15b, Experimento 1). En particular, el grupo ET-
eMSCs+ PGEF exhibi6 la proporcion mas baja, significativamente diferente de todos los demas
grupos. En el Experimento 2, se detectdé un desequilibrio al alza en la relacion MMP2/TIMP2, con
aumentos significativos en los grupos ET-eMSCs+ PGEFy ET-eMSCs-PGEF en comparacién con
los miofibroblastos no tratados. La razén mas alta se observé en el grupo tratado con medio ET-
eMSCs -PGEF (p < 0,005 y p < 0,0001; Fig. 15b, Experimento 2).

Para el Experimento 3, la relacion MMP2/TIMP2 fue significativamente menor en los miofibroblastos
tratados con VEs aislados del medio condicionado de ET-eMSCs+ PGEF, en comparacién con todos

los demas grupos experimentales (p< 0,05y p < 0,0001; Fig. 15b, Experimento 3).
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Figura 15 Cociente MMP9/TIMP1 y MMP2/TIMP2 en miofibroblastos bajo diferentes tratamientos . Las barras negras
representan los tratamientos con el secretoma o EV de ET-eMSCs+ PGEF, las barras rosas representan ET-eMSCs-PGEFy
las barras verdes corresponden a controles medios minimos. (a) Relacion MMP9/TIMP1: se observé un aumento significativo
en el Experimento 1 para ET-eMSCs-PGEF (p<0,0001), mientras que los Experimentos 2 y 3 mostraron una disminuciéon
significativa en comparacion con los controles. (b) Relacion MMP2/TIMP2: El experimento 1 mostré una reduccion significativa
(p<0,0001) en ET-eMSCs+PGEF en comparacion con los controles. En el Experimento 2, las proporciones aumentaron
significativamente para ET-eMSCs-PGEF (p< 0,005) y ET-eMSCs+ PGEF (p<0,0001). El experimento 3 mostré6 una
disminucion significativa de los EV de ET-eMSCs+ PGEF (p<0,05; p<0,0001). Todos los analisis se realizaron por triplicado,

normalizados a GAPDH.

IV.2 Objetivo especifico 2: Caracterizar el efecto antifibrotico de la interaccion de las
secreciones de células madre mesenquimales equinas derivadas de tejido endometrial
preacondicionadas con PGEF, para revertir la fibrosis en un modelo in vitro de explantes

endometriales .
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IV.2.1 Induccién in vitro del fenotipo fibrético en explantes endometriales (modelo biolégico) .

Con el objetivo de evaluar las potencialidades del uso de explantes endometriales como modelos
biolégicos in vitro para el estudio de la endometrosis, se realizé un ensayo de induccién del fenotipo
fibrotico en explantes frescos. Para ello se emplearon 2 Gteros (obtenidos en matadero) de yeguas
sanas en etapa reproductiva. Como se muestra en la figura 14, el céctel de citoquinas utilizado para
la diferenciacion al fenotipo fibrético incluyd TGF b 1 + T NF U 6 K Leb @na concentracion de
10ng/mL de cada uno. La exposicién de los explantes al coctel de induccion por 24h, indujo un
incremento significativo en la expresion relativa de los transcriptos que codifican para las proteinas
CTGF, COL3Al, asi como MMP2 y MMP9. Mientras, que para la expresion relativa de los
transcriptos que codifican para USMA y COL1Al1 se observd una disminucion significativa en
comparacion con las muestras de explantes no tratadas con el coctel de induccién. Adicionalmente
se apreciaron cambios en la arquitectura tisular asociados a la disgregacion celular, perdiéndose la
estructura caracteristica del tejido endometrial pasadas 24 horas de cultivo. Este cambio fue mas

marcado en los explantes tratados con el coctel de induccion (Fig. 16 g-i).
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Figura 16 Induccién del fenotipo fibrético en explantes endometriales como modelo de fibrosis in vitro . (ai f) Analisis
de la expresion génica de los marcadores relacionados con la fibrosis ACTA2 ( US M&EN2 (CTGF), COL1A1(COL 1),
COL3AL1 (COL lil), MMP2 y MMP9 mediante qPCR en tiempo real. (gi i) Cambios morfol6gicos observados en la arquitectura
tisular de los explantes cultivados con el cdctel de induccién, incluyendo contractilidad y agregacion celular, 24 horas después
del tratamiento. Las imagenes con aumentos de 20x y 40x revelan la formacién de agregados celulares indicativos de la
diferenciacion de miofibroblastos. Se indican las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (***p < 0,001,
**+*n < 0,0001). Las barras de error representan la desviaciéon estandar.

Debido al notable deterioro de los explantes inducidos a fibrosis, se decidié realizar el resto de los
ensayos que involucraban explantes, empleado muestras de yeguas diagnosticadas con

endometrosis en grado I1A y IIB.

53



IV.2.2 Caracterizacion del efecto antifibrético de las secreciones de ET-eMSCs
preacondi cionadas con PGEF empleando explantes con grado IIA y IIB de endometrosis

mediante la expresion relativa de diferentes genes relacionados con la fibrosis endometrial.

La expresion génica relativa de marcadores asociados al fenotipo fibrético fue evaluada en explantes
endometriales de grado IIA y 1IB tras 48 horas de cultivo en tres grupos experimentales: co-cultivo
con ET-eMSCs + PGEF, co-cultivo con ET-eMSCs sin preacondicionamiento (ET-eMSCs), vy
explantes cultivados en medio sin suero (Control explante). Para ello se evaluaron los transcriptos
delosgenes ACT A2 ( U £ONRJCTGF), COL1AL, COL3A1, MMP9 y MMP2.

Como se muestra en la Figura 17a, los niveles relativos de expresién de ARNm para U S M Ae
redujeron significativamente en los explantes tratados con secreciones de ET-eMSCs+PGEF en
comparacion con los controles de explantes no tratados (control explante) tanto en los de grado II1A
como IIB. No se observd diferencias significativas en entre los grupos ET-eMSCs+PGEFy ET-eMSCs

tanto en grado IIA como IIB.

En los explantes grado IIA (Fig.17b) se observé una disminucion en la expresion de CTGF en el
grupo co-cultivado con ET-eMSCs + PGEFrespecto al control de explante y al grupo ET-eMSCs. Sin
embargo, en los explantes IIB se observa un aumento significativo en los grupos de co-cultivo con

respecto al grupo control.

Para el caso de la expresion de Col3A1 y CollAl en los explantes de grado IIA no hay diferencias
significativas entre ninguno de los grupos experimentales (Fig.17c-d, izquierda). Sin embargo, en los
explantes de grado 1IB, se observd para Col3Al una disminucion significativa en el grupo ET-
eMSCs+PGEF con respecto al grupo control. Mientras que para CollAl se obtuvo un aumento

significativo de este grupo experimental con respecto a su control de explante (Fig.17c-d, derecha).

La expresion de MMP9 en los explantes grado Il1A no mostré diferencias entre los diferentes grupos
experimentales (Fig. 17e izquierda). En los explantes de grado IIB (Fig 17e derecha), los niveles de
transcripcion de MMP9 aumentaron significativamente en el grupo tratado con el co-cultivo de ET-

eMSCs+PGEFen comparacion con su respectivo grupo control.

Por otro lado, MMP2 mostr6 una ligera tendencia al aumento en el grupo ET-eMSCs + PGEF para
ambos tipos de explantes, sin diferencias marcadas entre ellas. La expresiéon de MMP2 se redujo
significativamente en el grupo ET-eMSCs en comparaciéon con el control y con el grupo ET-
eMSCs+PGEFindependiente del grado de endometrosis (Fig 17f).
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Figura 17 Andlisis de la expresion relativa de genes relacionados con el fenotipo fibrético en explantes de endometrio
en grado A y IIB (Kenney y Doig, 1986) co- cultivadas con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF, mediante gPCR
en tiempo real. Graficos de la izquierda explantes con grado IIA 'y gréficos de la derecha explantes con grado IIB. Las barras
negras (ET-eMSCs+PGER): explantes co- cultivados con ET-eMSCs - PGEF, las barras rosas (ET-eMSCs): indican explantes
co-cultivados con ET-eMSCs; y las barras verdes (control de explante) representan los explantes cultivados en medio minimo.
El eje Y muestra cambios en la expresion relativa de los transcriptos empleando GAPDH como gen normalizador. Las
diferencias estadisticamente significativas estan marcadas con asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001), las barras de
error representan las desviaciones estandar.
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IV.2.3 Evaluaci6n de marcadores asociados al fenotipo fibrético en ET-eMSCs
preacondicionadas con PGEF co-cultivadas con explantes con grado IIA y I1IB de

endometrosis.

A la par de la caracterizacion de la expresion relativa de genes asociados al fenotipo fibrético en
explantes tratados con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF, se evalué en las ET-eMSCs la
expresién de marcadores seleccionados, relacionados con la diferenciacion a miofibroblastos como
sonACTA 2 ( UMMRI)y TGF b 1seincluyé PTEGS como gen relacionado con la via de sintesis

de PGEF Los resultados para cada gen se describen a continuacion:

Como se aprecia en la figura 18a, se observa una disminucion significativa en la expresion relativa
de U S M an todos los grupos de ET-eMSCs co-cultivadas con los explantes con respecto al grupo
no expuesto al explante (grupo control de células). Ademas, se observa una mayor disminucion de
la expresion relativa en los ET-eMSCs expuestas a los explantes en grado IIB con respecto a las ET-

eMSCs co-cultivas con los explantes en grado IIA.
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Figura 18 Analisis de la expresion relativa de genes relacionados con el fenotipo fibrético en ET-eMSCs co- cultivadas
con explantes de endometrio en grado IIA y IIB, mediante qPCR en tiempo real. Las barras negras, ET-eMSCs+ PGEF
co-cultivadas con los explantes en grado IIA. Las barras rosas, ET-eMSCs-PGEF co-cultivadas con los explantes en grado
IIA. Las barras verdes, representan ET-eMSCs+PGEF co-cultivadas con los explantes en grado IIB. Las barras moradas,
indican ET-eMSCs-PGEF co-cultivadas con los explantes en grado IIB. Las barras magentas representan ET-eMSCs
cultivadas en medio minimo. El eje Y muestra cambios en la expresion relativa normalizado contra GAPDH como gen
normalizador. Las diferencias estadisticamente significativas estan marcadas con asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001), las barras de error representan las desviaciones estandar.

Una expresion relativa similar se detecté para el gen MMP9 (Fig. 18b). Se observo una disminucion
significativa en todos los grupos de las ET-eMSCs co-cultivados con los explantes con respecto al
grupo control. En el caso de las ET-eMSCs expuestas a los explantes en grado 1IB la disminucién

fue mas marcada con respecto al resto de los grupos experimentales.
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En el andlisis de la expresion relativa para los transcriptos de TGF b {Fig 18c) se observé una
regulacion significativa a la baja en los grupos co-cultivados con los explantes, siendo mas marcado

en los grupos co-cultivados con los explantes provenientes de hembras con endometrosis grado IIB.

Para los transcriptos de PTEGS se observé un aumento significativo (p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001;
p< 0,0001) en los grupos de ET-eMSCs (llA), ET-eMSCs+PGEF(1IB) y ET-eMSCs (lIB) con respecto
al grupo control. Mientras que el grupo ET-eMSCs+PGEF (11A) no presenta diferencias significativas

con respecto al grupo control.

IV.3 Objetivo especifico 3: Determinar mediadores proteicos solubles con potencial
antifibrético presentes en el secretoma de las células madre mesenquimales equinas

derivadas de tejido endometrial preacondicionadas con PGER

IV.3.1. Experimento 1: Andlisis de la abundancia diferencial de proteinas durante el co -cultivo
de miofibroblastos con ET -eMSCs preacondicionadas con PGEF mediante deteccion de

proteinas canénicas en ensayo de protedmica fishotgun o .

Para investigar la respuesta antifibrética inducida en los miofibroblastos por la interacciéon con ET-
eMSCs+ PGEF, se realiz6 un andlisis protedmico mediante espectrometria de masas acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS). Los perfiles protedmicos fueron evaluados a partir de muestras

del secretoma de ET-eMSCs y miofibroblastos recolectados en distintos tiempos experimentales.

Para el grupo ET-eMSCs + PGEF, las muestras del secretoma se obtuvieron en dos puntos
temporales: al inicio del experimento (secretoma O horas) y tras 48 horas de co-cultivo con
miofibroblastos (secretoma 48 horas) (Fig 5). En el caso de los miofibroblastos, las muestras se
recolectaron antes del co-cultivo (proteoma 0 horas) y después de 48 horas de co-cultivo con ET-
eMSCs + PGEF (proteoma 48 horas). Este disefio experimental permitié analizar y comparar los
cambios proteémicos en ambas poblaciones celulares durante la interaccion, utilizando un sistema

transwell.

La extraccién de proteinas se realizd a partir del secretoma de las muestras de ET-eMSCs y de
miofibroblastos, y los datos obtenidos por espectrometria de masas fueron analizados mediante la
plataforma computacional FragPipe, utilizando el motor de busqueda MSFragger y el proteoma de

referencia de Equus caballus (ID UniProt: UP000002281) para la identificacion de proteinas.

El analisis de componentes principales (ACP) revelé una clara separacion entre las muestras de 0y
48 horas tanto en el secretoma de ET-eMSCs (Fig. 19a) como en el de miofibroblastos (Fig 19b), lo

gue pone de manifiesto diferencias biolégicas marcadas entre ambos tiempos.
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Secretome Proteome

a) b)

Fig 19 Andlisis de Componentes Principales (  ACP) de los perfiles proteémicos .(a) EI ACP del secretoma de las muestras

de ET-eMSCs muestra una clara separacion entre las condiciones de 0 horas (azul) y 48 horas (rojo), lo que evidencia

diferencias biolégicas marcadas tras el preacondicionamiento con PGEFR(b) EI ACP del proteoma de las muestras de

miofibroblastos también demuestra una separacién entre las condiciones de 0 horas (azul) y 48 horas (rojo), indicando

cambios proteémicos inducidos por el co-cultivo

Se identificaron un total de 3.861 proteinas cuantificables en las muestras de miofibroblastos y 1.410

proteinas en el secretoma de las muestras de ET-eMSCs. En los miofibroblastos, 139 proteinas

mostraron una abundancia diferencial significativa al comparar el proteoma a 0 horas con el de 48

horas de co-cultivo con ET-eMSCs. De estas, 79 proteinas presentaron una disminucién en su

abundancia (logFC <-0 , 5; FDR < 0, 05), mi entras que 60 prote2nas

0,5; FDR < 0,05), como se visualiza en el diagrama de volcan de la Figura 20a.

En el secretoma de las ET-eMSCs, de las 1.410 proteinas cuantificables, 468 exhibieron una
abundancia diferencial significativa tras 48 horas de co-cultivo en comparacion con el tiempo cero.
De ellas, 85 prote2nas most-0,%FDRxO0,05)y383pekentarxchamci a (| og
aumento de abundancia (logFC O 0, 5; FD®b.< 0, 05), como

Este analisis pone de relieve los cambios en el proteoma tanto de los miofibroblastos como del
secretoma de ET-eMSCs bajo condiciones de co-cultivo. Para el conteo total de proteinas, se
consideraron posibles proteoformas cuando fue posible, ya que algunas de ellas podrian diferir en
su actividad bioldgica. Las Tablas S1 y S2 (Archivos Suplementarios) contienen los listados de las

proteinas con abundancia diferencial.
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Volcano plot of Differential proteins 48hours vs 0 hours Volcano plot of Differential proteins 48 hours vs 0 hours (control)
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Figura 20 Grafico de volcan que muestran la abundancia diferencial de proteinas en miofibroblastos y en el secretoma
de muestras de ET-eMSCs después de 48 horas de co-cultivo, en comparacién con el tiempo 0.(a) Gréficos de volcan
que representa los cambios en la abundancia de proteinas en miofibroblastos. Las proteinas clave de interés se encuentran
etiquetadas. (b) Gréafico de volcan correspondiente al secretoma de las muestras de ET-eMSCs. En ambos gréficos, el color
rojo indica proteinas de baja abundancia, mientras que el color verde representa proteinas de alta abundancia. Las proteinas
destacadas con mayores cambios de pliegue (fold change) se encuentran resaltadas. Las lineas discontinuas sefialan los
umbrales de significancia (FDR < 0,05y log Fold Ch a n §,8dX 0,5).

Adicionalmente, se realiz6 la reconstruccién de redes funcionales y fisicas de genes utilizando la
herramienta STRING, con el fin de visualizar las interacciones entre las proteinas de baja y alta
abundancia en los miofibroblastos y en el secretoma de ET-eMSCs bajo condiciones de co-cultivo
(Fig. 21). Las redes construidas para las proteinas de baja y alta abundancia en los miofibroblastos
mostraron un enriquecimiento significativo en interacciones proteina-proteina en comparacion con

conjuntos aleatorios de proteinas (p = 1,12 x 10wt y p = 1,33 x 10w, respectivamente).

En el caso del secretoma de ET-eMSCs, el enriquecimiento de proteinas tanto de baja como de alta

abundancia fue altamente significativo (p < 10t )

Se analizaron las proteinas con abundancia diferencial, revelando que, entre las proteinas de baja
abundancia en los miofibroblastos, se identificaron 10 conglomerados significativos mediante andlisis
de redes de interaccion proteina-proteina (PPI), utilizando el algoritmo de agrupamiento MCL. Del
mismo modo, se identificaron 10 conglomerados significativos entre las proteinas de alta abundancia

(Tabla S3, Archivos Suplementarios).

Paralelamente, el andlisis del secretoma de ET-eMSCs revel6 12 conglomerados entre las proteinas
de baja abundancia y 78 conglomerados entre las de alta abundancia (Tabla S4, Archivos

Suplementarios).
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a) Proteoma (miofibroblastos) proteinas de baja abundancia.
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b) Proteoma (miofibroblastos) proteinas de alta abundancia.
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c) Secretoma proteinas de baja abundancia
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d) Secretoma proteinas de alta abundancia

Figura 21 Red reguladora de interacciones proteina -proteina. Las proteinas con abundancia diferencial (DAPs) en
miofibroblastos y en el secretoma de ET-eMSCs se utilizaron para construir redes de interaccién proteina-proteina (PPI)
mediante el software STRING. Las fuentes activas de interaccion incluyeron mineria de texto, datos experimentales, bases
de datos, coexpresion, vecindad gendémica, fusiones génicas y co-ocurrencia, con un puntaje minimo de confianza en la
interaccion de 0,4 (confianza media). Los paneles (a) y (c) representan las proteinas de baja abundancia, mientras que los
paneles (b) y (d) corresponden a las proteinas de alta abundancia en el proteoma y en el secretoma, respectivamente. Los
conglomerados estan identificados por colores; los circulos del mismo color pertenecen al mismo conglomerado (Tablas S3
y S4).
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IV.3.1.2. Experimento 1: Andlisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) y rutas

Reactome de las proteinas con abundancia diferencial en el secretoma de ET-eMSCs.

Con el objetivo de comprender mejor las funciones y vias biolégicas asociadas a las proteinas con
abundancia diferencial (DAPs), se realizaron andlisis de enriquecimiento de términos de ontologia

génica (GO), vias KEGG y de rutas Reactome (Fig 22 y Tabla S5, Archivos Suplementarios).

El analisis revel6 que las proteinas de baja abundancia se asociaron con 48 términos enriquecidos
relacionados con procesos biolégicos (BP). Los 10 términos principales estuvieron relacionados con
la regulacién negativa de la actividad endopeptidasa, protedlisis, metabolismo de proteinas, actividad
catalitica, coagulacién sanguinea y organizacion de fibras supramoleculares (Fig. 22a). En contraste,
las proteinas de alta abundancia presentaron un enriquecimiento significativo en 127 términos
relacionados con BP. Los 10 términos GO mas significativos incluyeron: organizacién de fibras
supramoleculares, plegamiento de proteinas, organizacion del citoesqueleto de actina, organizacién
de la matriz extracelular, transporte mediado por vesiculas desde el reticulo endoplasmatico al

aparato de Golgi, desintoxicacion celular y regulacion del empalme (splicing) de ARN (Fig. 22b).

En cuanto a la funcion molecular (MF), las proteinas de baja abundancia se asociaron con 13
términos de enriquecimiento, entre los que se encuentran: componentes estructurales de la
epidermis cuténea, actividad inhibidora de endopeptidasas, actividad reguladora de peptidasas,
actividad inhibidora de endopeptidasas de tipo serina, uniébn a glicosaminoglicanos, actividad
reguladora de enzimas, actividad de moléculas estructurales, unién a lipidos, actividad del receptor
del factor de crecimiento epidérmico y unién a iones metalicos (Fig. 22c). En contraste, las proteinas
de baja abundancia se asociaron con 13 términos de enriquecimiento, entre los que se encuentran:
componentes estructurales de la epidermis cutanea, actividad inhibidora de endopeptidasas,
actividad reguladora de peptidasas, actividad inhibidora de endopeptidasas de tipo serina, union a
glicosaminoglicanos, actividad reguladora de enzimas, actividad de moléculas estructurales, unién a
lipidos, actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico y unién a iones metalicos (Fig
22d).

En cuanto a los componentes celulares (CC), las proteinas de baja abundancia se asociaron con
componentes celulares como el espacio extracelular, filamentos intermedios, filamentos de
queratina, fibras supramoleculares, miofibrillas, fibras citoesqueléticas poliméricas, envolturas
cornificadas, sarcomeros y el complejo de ataque a membranas (Fig. 22e). Por el contrario, las
proteinas de alta abundancia mostraron enriquecimiento en 76 términos, que incluyen localizaciones
como el complejo T que contiene chaperoninas, membranas de vesiculas revestidas, cubiertas de
vesiculas, matriz extracelular con colageno, membrana basal, complejo de endopeptidasas,

citoesqueleto de actina y complejo accesorio del proteasoma (Fig 22f).
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En cuanto al secretoma, las proteinas reguladas negativamente en las vias KEGG a las 48 horas
estuvieron enriquecidas en procesos inmunoldgicos y de coagulacion, destacandose la via del
complemento y las cascadas de coagulacion, junto con rutas asociadas a infecciones como
Staphylococcus aureus y enfermedades autoinmunes como el lupus sistémico eritematoso. En
contraste, las proteinas secretadas que aumentaron su abundancia en el medio tras 48 horas
mostraron un enriquecimiento funcional amplio y diverso. Se identificaron rutas significativamente
representadas como adhesion focal, procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico ,
metabolismo de azlicares y proteinas, y ensamblaje del citoesqueleto. También se evidencié una
participacion importante en rutas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas,
inmunoldgicas y de sefializacion intracelular. Entre las proteinas destacadas figuran integrinas,

coldgenos, proteinas del proteasoma, y elementos de la maquinaria de transporte vesicular.

El andlisis de enriquecimiento de rutas Reactome revel6 que las proteinas de alta abundancia
participaron en 194 términos enriquecidos, que incluyeron rutas como el plegamiento de proteinas
mediado por TriC/CCT, organizacion de la matriz extracelular, degranulacion de neutrofilos,
desestabilizacion de ARNm mediada por AUF1 (hnRNP DO0), aminoacilacion de ARNt en el citosol,
transporte anterégrado del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, regulacién de la estabilidad
del ARNm por elementos ricos en AU, respuestas inmunes innatas y respuestas al estrés celular (Fig
22k y Tabla S5, Archivos Suplementarios).

En contraste, las proteinas de baja abundancia se asociaron con 30 términos enriquecidos, entre los
que se incluyen rutas como el transporte y captacion del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF) por IGFBPs, formacién de la envoltura cornificada, fosforilacién postraduccional de proteinas,
degranulacion plaquetaria, queratinizacion, formacion de coagulos de fibrina, activacion y agregacién
plaguetaria, hemostasia y regulacién de la cascada del complemento (Fig 22e y Tabla S5, Archivos
Suplementarios).

Todos los graficos muestran los 10 procesos 0 rutas mas significativos de cada analisis,
seleccionados en funcién de los valores de FDR mas bajos y del mayor nimero de proteinas
asociadas (recuento génico). El tamafio de los circulos representa la cantidad de proteinas
vinculadas a cada término, mientras que el gradiente de color indica el nivel de significancia
estadistica (FDR). Estos términos enriquecidos destacan procesos biolégicos y rutas funcionales
estrechamente relacionadas con las interacciones celulares durante el co-cultivo, lo que permite una

interpretacion focalizada de los resultados mas relevantes.
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Secretome low-abundance proteins.
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Secretome low-abundance proteins.

Celiular Component (Gene Ontology) enrichment
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Secretome low-abundance proteins.
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Figura 22 Andlisis de ontologia génica de 487 proteinas con abundancia diferencial (DAPSs) entre los sobrenadantes

de ET-eMSCs preacondicionadas durante 24 horas con PGEFYy los sobrenadantes del co-cultivo de ET-eMSCs con
miofibroblastos . Se presentan las diez categorias principales de procesos biolégicos, componentes celulares y funciones
moleculares. Los gréaficos corresponden al andlisis de familias proteinas con alta abundancia y baja abundancia. El tamafio
de cada burbuja indica la cantidad de genes enriquecidos en cada categoria, y el gradiente de color representa los valores de
la tasa de descubrimiento falso (FDR). El andlisis se realizé utilizando la herramienta STRING v12.0, con un umbral de FDR
de 0,05 y una sefial minima de 0,01.



IV.3.1.3. Experimento 1: Andlisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) y rutas

Reactome de proteinas con abundancia diferencial en miofibroblastos

El andlisis GO, que comparé los miofibroblastos co-cultivados durante 48 horas con aquellos en el
tiempo 0, revelé términos de enriquecimiento significativos en las categorias de procesos bioldgicos
(BP), funciones moleculares (MF) y componentes celulares (CC) (Fig. 23 y Tabla S5, Archivos

Suplementarios).

Especificamente, se identificaron 11 términos significativos para BP (8 asociados a proteinas de alta
abundanciay 3 a proteinas de baja abundancia), 12 términos para MF (11 relacionados con proteinas
de alta abundancia y 1 con proteinas de baja abundancia) y 14 términos para CC (9 vinculados a
proteinas de alta abundancia y 5 a proteinas de baja abundancia).

En la categoria de procesos bioldgicos (BP), las proteinas de baja abundancia se asociaron con
términos relacionados con la organizacion de la matriz extracelular, el desarrollo del sistema
circulatorio y la organizacion de fibrillas de colageno. Por el contrario, los 10 términos GO mas
significativos asociados a proteinas de alta abundancia incluyeron: regulacién de procesos
multicelulares, angiogénesis, adhesiéon celular, migracion celular, regulaciéon positiva de la
locomocion, respuesta a sustancias orgénicas, regulacién de la migracion celular y regulacion

positiva de la migracion celular (Fig. 23 a) y b)).

En cuanto a la funcién molecular (MF), el Gnico término identificado para las proteinas de baja
abundancia fue componente estructural de la matriz extracelular. En contraste, las proteinas de alta
abundancia se asociaron con los siguientes términos: unién a glicosaminoglicanos, union a heparina,
unién a proteoglicanos, unién a factores de crecimiento, unién a derivados de carbohidratos, union
a integrinas, unién a aminoacidos modificados, unién a complejos que contienen proteinas, unién a

receptores de sefiales, union a sindecanos y union a fosfatidilserina (Fig 23 c) y d)).

Respecto a los componentes celulares (CC), las proteinas de baja abundancia se asociaron con los
siguientes términos: trimero de colageno fibrilar, matriz extracelular con colageno, trimero de
colageno, matriz extracelular y membrana basal. Por su parte, las proteinas de alta abundancia
estuvieron enriquecidas en regiones extracelulares, superficie celular, periferia celular, espacio
extracelular, matriz extracelular, membrana plasmatica, sistema endomembranoso, vesiculas

citoplasmaticas y lumen de la envoltura nuclear (Fig 23 €) y f)).

Los andlisis de enriguecimiento funcional para las vias KEGG realizados sobre las proteinas
diferencialmente expresadas entre las 48 horas y el tiempo basal (0 h) revelan rutas biolégicas
relevantes asociadas a la respuesta de miofibroblastos y al secretoma inducido por el co-cultivo con
ET-eMSCs+PGEF. En los miofibroblastos, las proteinas que mostraron un decremento de la
abundancia proteica estuvieron asociadas significativamente con rutas relacionadas con la

interaccibn matriz-receptor (ECM-receptor interaccion) la sefalizacion AGE-RAGE en
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complicaciones diabéticas, y la digestion y absorciébn de proteinas, todas representadas
mayoritariamente por colagenos y proteinas de matriz extracelular como COL1Al1, COL1A2,
COL2A1y THBS2 (Fig. 23 h))

El analisis de rutas Reactome identific6 14 rutas enriquecidas asociadas a proteinas de baja
abundancia. Estas incluyeron: interacciones membrana-matriz extracelular independientes de
integrinas, ensamblaje de fibrillas de colageno y otras estructuras multiméricas, proteoglicanos de la
matriz extracelular, degradacion de colageno, degradacion de matriz extracelular, trimerizacion de
cadenas de colageno, sefializacion mediada por PDGF, organizacién de la matriz extracelular,
formacién de colageno e interacciones de integrinas en la superficie celular (Fig 23 g) y Tabla S5,

Archivos Suplementarios).

Cabe destacar que no se identificaron rutas de vias KEGG ni Reactome significativamente

enriquecidas para las proteinas con abundancia aumentada.
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Myofibroblasts: low-abundance proteins.

Cellular Component (Gene Ontology) enrichment

e) FOR
- 1.00:05
- 2.90-05
Fibrillar collagen trimer ® poes
2.50-04
® 7.40-04
Collagen timer
@ § s
Coliagen-containing extracellular Gene count
matrix -
_— ] 2
matrix . O 6
O
Basement membrane —‘
05 06 07 08 09 10 1.1 12 13

Myofibroblasts: high-abundance proteins.

f) Cellular Component (Gene Ontology) enrichment -
b @1 ..
Extraceliular region @ 1.0e-04
Extracelular space @ i [ g
Extracellutar matrix E: l £ ey
Nuclear envelope lumen ® l g Gene count
ol porhery D Ig 52
Plasma membrane -.
Cytopiasmic vesice =) l O &
A i1 O

03 04 05 06 07 08 09

75



Myofibroblasts: low-abundance proteins.

KEGG Pathways enrichment

FOR
g) - 360-04

- 5.8¢-04
9.5¢-04
ECM-receptor interaction 1.5¢-03
b3 2.50-03
z 4.1e-03
Protein digestion and absorption --. .2 Gene count
2 4
3
S 5
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic
complications
0.40 045 0.50 0.55 0.60 065 0.70
Signal
Myofibroblasts: low-abundance proteins.
h) Reactome Pathways enrichment
FOR
Non-integ ECM - 1.5¢-06
- 3.36-06

Assembly of collagen fibrils and other 7.0¢-06
multimeric structures 14605
Collagen degradation 3.1e-05
6.6e-05
Collagen chain trimerization .

Collagen formation ‘

ECM proteoglycans

Groups at similarity 0.8
@ o §
2

Degradation of the extracelular
matrix

E matrix org: @

Signaling by PDGF == @

s

Integnn cell surface nteractons —.

09 1.0 11 12 13 14
Signal

Figura 23 Andlisis de ontologia génica de 136 proteinas con abundancia diferencial (DAPs) entre miofibroblastos en
el tiempo 0y miofibroblastos co-cultivados con ET-eMSCs durante 48 horas. Se presentan las diez principales categorias
de procesos biolégicos, componentes celulares y funciones moleculares. Los gréaficos corresponden al andlisis de familia
proteinas con abundancia alta y baja . El tamafio de cada burbuja indica la cantidad de genes enriquecidos en cada categoria,
y el gradiente de color representa los valores de la tasa de descubrimiento falso (FDR).EI andlisis se realizé utilizando la
herramienta STRING v12.0, con un umbral de FDR de 0,05 y una sefial minima de 0,01.
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IV.3.1.4. Experimento 1: Analisis de enriquecimiento de proteinas relacionadas con fibrosis

en miofibroblastos y en el secretoma de ET-eMSCs

Se realizé un andlisis de enriquecimiento utilizando la lista de genes relacionados con fibrosis
publicada por Liu et al. (Liu et al., 2019), con el objetivo de analizar las proteinas implicadas en la
regulacion de procesos fibréticos. Las proteinas cuantificables fueron evaluadas tanto en los

miofibroblastos como en el sobrenadante de cultivo (secretoma) de las muestras de ET-eMSCs.

En el secretoma de ET-eMSCs se identificaron 137 proteinas asociadas a fibrosis, de las cuales 33
presentaron una abundancia aumentada y 15 una abundancia disminuida (Tabla S6, Archivos
Suplementarios). En los miofibroblastos, se identificaron 212 proteinas vinculadas a procesos
fibroticos utilizando la base de datos FibroAtlas, entre las cuales 11 mostraron abundancia

significativamente baja y 9 abundancia elevada (Tabla S7, Archivos Suplementarios).

Se analizé la abundancia de proteinas fibréticas identificadas en el secretoma de ET-eMSCs y en
miofibroblastos bajo las condiciones experimentales mediante un algoritmo de ensamblaje, el cual
revel6 dos ramas claramente diferenciadas: A (proteinas de alta abundancia) y B (proteinas de baja
abundancia) (Fig. 24). Este algoritmo también permitié visualizar los cambios en la abundancia
proteica en respuesta a la interaccidon entre miofibroblastos y ET-eMSCs preacondicionadas con

PGEF, tanto a nivel de los miofibroblastos como del secretoma.

El mapa de calor (Fig. 24a) muestra los perfiles de abundancia de proteinas relacionadas con fibrosis
que presentaron cambios diferenciales en las muestras de miofibroblastos en dos puntos de tiempo:
0 horas (Myo.0H) y 48 horas (Myo.48H) de co-cultivo con ET-eMSCs+PGEF. La escala de colores
representa los cambios en la abundancia: rojo indica proteinas de alta abundancia, verde indica baja

abundancia y negro indica cambios minimos o nulos.

El andlisis de agrupamiento jerarquico revelé dos conglomerados distintos. El Cluster 1,
representado en el panel izquierdo, incluyd proteinas cuya abundancia aumenté predominantemente
a las 48 horas, tales como trombospondina 1 (THBS1), prostaglandina G/H sintasa 2 (PTGS2),
receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas ( P D G F Rnétalgproteinasa de matriz
14 (MMP14), cadena alfa de clusterina (CLU), activador del plasmindégeno (PLAT), factor 2 de la red
de comunicacién celular (CCN2/CTGF) y proteina de uniones gap (GJAL), todas asociadas a

procesos profibroticos.

En contraste, el Cluster 2 mostré una reduccién significativa en la abundancia de proteinas como
colageno tipo | alfa 1 y 2 (COL1A1, COL1A2) y colageno tipo Ill alfa 1 (COL3A1) a las 48 horas de
co-cultivo, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por PCR. Asimismo, se observaron
disminuciones relevantes en metaloproteinasa de matriz 1 (MMP1), prostaciclina sintasa (PTGIS), el
transductor y activador de la transcripcion 3 (STAT3), la proteina Forkhead box O1 (FOXO1) y la
quimiocina CXCLS6.
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El mapa de calor (Fig. 24b) presenta el andlisis de proteinas con abundancia diferencial en las
muestras de secretoma de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF (eMSCs.0H) y tras 48 horas de

co-cultivo con miofibroblastos (eMSCs.48H).

El andlisis de agrupamiento jerarquico revelé dos conglomerados bien diferenciados, donde las

proteinas de alta abundancia se representan en rojo y las de baja abundancia en verde.

En el grupo eMSCs.0H, se observd una alta abundancia de proteinas involucradas en las rutas de
cascada del complemento y coagulacién, como C5, C6 y F5. Sin embargo, luego de 48 horas de co-
cultivo (eMSCs.48H), estas proteinas mostraron una disminucion notable en su abundancia, lo que

indica una reduccién en sus niveles.

Por el contrario, se observé un aumento significativo en la abundancia de proteinas como MMP-9,
MMP-1 y MMP-14 (involucradas en procesos catabdlicos del colageno); Sarcoglicano alfa (SGCA);
Lisil oxidasa homéloga 2 (LOXL2); molécula de adhesion de uniones intercelulares A (F11R); CCN2;
PLAT; activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (PLAU) e interleucina-8 (CXCLS8), todas ellas

relacionadas con la migracion celular.

Asimismo, otras proteinas asociadas con la organizacion de filamentos de actina, como gelsolina
(GSN), FERMT2 (proteina que contiene el dominio FERM, kindlin-2) y la subunidad de 34 kDa del

complejo Arp2/3 (ARPC2), también mostraron un aumento significativo.

Estos hallazgos indican una respuesta dindmica del secretoma de ET-eMSCs durante su interaccion

con los miofibroblastos.
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Figura 24 Mapas de calor de abundancia diferencial de proteinas relacionadas con fibrosis en miofibroblastos y en
el secretoma de muestras de ET-eMSCs.(a) El mapa de calor ilustra los perfiles de abundancia de proteinas relacionadas
con fibrosis que presentaron cambios diferenciales en muestras de miofibroblastos co-cultivadas con ET-eMSCs+PGEF en
dos puntos de tiempo: 0 horas (Myo.0H) y 48 horas (Myo.48H). (b) El mapa de calor muestra las proteinas con abundancia
diferencial en el secretoma de ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF (eMSCs.0H) y tras 48 horas de co-cultivo con
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miofibroblastos (eMSCs.48H). La escala de colores representa los cambios en la abundancia proteica: el rojo indica
sobreexpresion, el verde indica subexpresion y el negro representa cambios minimos o nulos.

IV.3.2 Experimento 2. Intercambio bidireccional de proteinas en co-cultivos

miofibroblasto/ET -eMSCs preacondicionadas con PGEFrevelado por protedmica SILAC

Para investigar la contribucion de cada tipo celular al secretoma general, se disefid un ensayo
mediante marcaje con is6topos estables de aminodacidos en cultivo celular (SILAC). Esta técnica
permitié discriminar el origen de las proteinas en el secretoma basandose en el peso molecular de
los aminodcidos ligeros o pesados utilizados durante el crecimiento de cada cultivo celular. En este

estudio, se incluyd un grupo control de ET-eMSCs + PGEF (Fig 6).

Los fibroblastos se cultivaron en medio que contenia isétopos pesados de lisina, mientras que las
ET-eMSCs se mantuvieron en medio con isétopos pesados de arginina, logrando una incorporacion
>98.5% (Figura S1, Archivos Complementarios). La cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS) permitié identificar proteinas marcadas como pesadas tanto en el
secretoma de los co-cultivos como en los secretomas individuales de miofibroblastos y ET-eMSCs

(Fig 25 y Tabla S8, Archivos Complementarios).

Ratio: HL

Type Quantfied - Significant

415

689

506

200 400 600

Protein number

Figura 25 Comparacion del namero total de proteinas cuantificadas (barras amarillas) y proteinas diferencialmente

abundantes con significancia estadistica (barras verdes) para cada contraste evaluado mediante la relacién
Heavy/Light (H/L) de SILAC. Las muestras se recolectaron en dos puntos temporales: (i) tiempo cero, incluyendo el medio
condicionado de ET-eMSCs (TOMSC) y el sobrenadante de miofibroblastos (TOMyo); y (ii) tras 48 horas de co-cultivo,
recolectando el medio condicionado con PGEF que contiene secretomas de miofibroblastos y ET-eMSCs (48H-PGER y el
grupo control (48H-SPGER). Significancia estadistica definida como p<0.01 (correccién de Benjamini-Hochberg)

En el contraste TOEMSCS vs TOMYO se cuantificaron 433 proteinas, identificandose 26 con
abundancia significativamente mayor. Para 48hSPGEF vs TOMYO se registraron 415 proteinas

cuantificadas, de las cuales 77 mostraron regulacién diferencial significativa. En la comparacién
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48hSPGEFvs TOEMSCS se detectaron 689 proteinas, con 75 que exhibieron cambios significativos
en abundancia. El analisis 48hPGEF vs TOMYO arroj6 361 proteinas cuantificadas, siendo 76
significativamente reguladas. En el contraste 48hPGEFvs TOEMSCS se cuantificaron 506 proteinas,
de las cuales 39 presentaron variaciones sustanciales. Finalmente, en 48hPGEF vs 48hSPGEF se

identificaron 511 proteinas, con 37 que mostraron diferencias estadisticamente significativas.

Tras identificar las proteinas presentes en los secretomas de los distintos grupos experimentales,
realizamos un analisis dirigido de aquellas proteinas previamente asociadas con la modulacién del
proceso fibrético. El enfoque se centr6 en metaloproteinasas (MMPS), sus inhibidores, citoquinas y
marcadores de fibrosis, segun se detalla en la Tabla 4. También incluimos proteinas que, aunque no
mostraban abundancia diferencial en el experimento previo, poseian relevancia biolégica significativa

(etiquetadas como ‘igual’ en la Tabla 4).

Destacablemente, MMP-1, MMP-2 y MMP-9 se detectaron en todos los grupos y fueron rastreadas
tanto a ET-eMSCs como a miofibroblastos, mientras que MMP14 aparecio en los grupos 48 h PGEF,
48 h sPGEF y TOMYO, pero no en TOMSC. Los inhibidores TIMP1 y TIMP2, asi como las
trombospondinas THBS1 y THBS2, estuvieron presentes en todas las muestras y se atribuyeron a

ambos tipos celulares.

La proteina remodeladora de matriz 5 (MXRAS5) se detectd en los grupos 48 h PGEF, 48 h sPGEF
y TOMYO procedente de ambas poblaciones celulares, mientras que MXRASS8 fue exclusiva de los
grupos 48 h PGEFy 48 h sPGEFy se originé Unicamente en ET-eMSCs. Las quimiocinas CXCL6 y
CXCL8 se identificaron en los secretomas de los grupos de 48 horas con PGEF y sPGEF
detectandose CXCL6 también en TOMYO. CXCLS6 fue secretada exclusivamente por miofibroblastos,

mientras que CXCLS8 se origino tanto en ET-eMSCs como en miofibroblastos.

Finalmente, los marcadores de fibrosis CCN2 y TGF-b 1se detectaron en el secretoma de 48 h
SPGEFy en muestras de miofibroblastos, producidos ambos por las dos poblaciones celulares. Este
enfoque basado en SILAC permitio una atribucién proteica precisa y posibilité una evaluacioén integral

de las interacciones celulares subyacentes al fenotipo fibrético.

Tabla 4. Mediadores proteicos de comunicacion ET-eMSCs+PGERmiofibroblastos: regulacion
diferencial (Exp.1) y origen celular por SILAC (Exp.2).

Secretoma Experimento 1 Secretoma Experimento 2 (identificacion en muestras de Origen
(abundancia) donantes) celular

Genes Secretoma 48horas vs 0 hora 48H/ &$% 48HS &$t TOMSC TOMYO
MMP1 abundancia alta + + + + ambos
MMP2 Igual + + + + ambos
MMP9 abundancia alta + + + + ambos
MMP14 abundancia alta + + - + ambos
TIMP1 Igual + + + + ambos
TIMP2 Igual + + + + ambos
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MXRA5
MXRAS8
CXCL6
CXCL8

C-C motif chemokine
HMGB1
THBS 1
THBS 2
PLAU
SERPINE 1
CCN2/CTGF
3&%wé hy
INHBA
PCOLCE
PCOLCE2

abundancia alta
abundancia alta
abundancia alta
abundancia alta

Igual

Igual

Igual

Igual
abundancia alta
abundancia alta
abundancia alta

Igual
abundancia alta
abundancia alta

Igual

+ + + + 4+ + 4+ + o+ +

+

+
+

+ + + + 4+ + + + + 4+ + + + + o+

+

ambos
ET-eMSCs
MYO
ambos
MYO
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos
ambos

*Ambos: ** Presencia de péptidos marcados con arginina pesada y lisina pesada, indicando
proteinas producidas por ET-eMSCs y miofibroblastos respectivamente.

*ET-eMSCs: ** Deteccion de péptidos exclusivamente marcados con L-Arginina HCI-3C3 MN
*MYO: ** Deteccidn de péptidos exclusivamente marcados con L-Lisina-2HCI-3C3 EN

**+** Representa la deteccion de la proteina en la muestra.

**_+* Ausencia de deteccion de la proteina en la muestra.
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V Discusién
V.1 Caracterizacion del efecto antifibrotico del secretoma de las células madre

mesenquimales de origen endometrial preacondicionadas con PGE; sobre miofibro blastos.

En este estudio se evaluo el potencial antifibrético del secretoma de ET-eMSCs+PGEF, utilizando un
modelo de fibrosis in vitro. Dos investigaciones recientes demostraron que la PGEF actia como
principal mediador de la funcién antiinflamatoria presente en el medio condicionado de MSC (Szabo
et al., 2015; Yang et al., 2018). Estudios de este laboratorio reportan que al estimular in vitro MSCs
bovinas de origen endometrial con PGEF, se indujo un reordenamiento masivo del transcriptoma
celular, con efectos més notables en genes y rutas relacionadas con respuesta inmune, angiogénesis
y proliferacion celular. Adicionalmente, evidenciaron que la PGEF suprime las vias de sefializacion
Whnt-b-catenina y TGF-b 1 en células endometriales, hallazgo relevante para estudios en
endometrosis (Lara et al., 2017).

En otro estudio realizado por nuestro grupo de investigacion se preacondicionaron MSCs equinas
derivadas de tejido adiposo con PGEF y su combinacion con sustancia P, observando
sobrerregulacion de procesos biologicos relacionados con localizacion, transporte, organizacion y
desensamblaje de matriz extracelular (Cabezas et al., 2020). Asimismo se ha demostrado que el
preacondicionamiento a corto plazo con TGF-b en MSC adiposas equinas induce un fenotipo
antifibrotico, caracterizado por secrecion de miRNA antifibréticos, aumento de secrecién de PGEFy
elevacidn de transcritos de PTGES y COX2 (Wong et al., 2024).

En nuestra investigacion, se aislaron 6 cultivos primarios de ET-eMSC y mediante cultivo agrupado
se obtuvo una poblacion homogénea de ET-eMSCs, caracterizadas segun perfiles de expresion
establecidos por Dominici et al. (2006) y adaptados para equinos por Barberini et al (Barberini et al.,
2014; Dominici et al., 2006). La multipotencia se demostr6 mediante diferenciacion trilineal
(adipogénica, osteogénica, condrogénica) y aumento de niveles de expresién génica asociados a
estas rutas. Estos resultados confirman el aislamiento exitoso de MSCs segun criterios ISCT
(Dominici et al., 2006).

En condiciones experimentales, fibroblastos endometriales expuestos durante 24 horas a una
combinacion de citoquinas proinflamatorias (TGF-b 1 IL-1 b IL-6, TNF-U )mostraron incrementos
significativos en transcritos de genes marcadores de fibrosis ( U S M@TGF, COL1A1, COL3AL).
Estos hallazgos concuerdan con estudios previos siendo indicativo de la transicion fenotipica a
miofibroblastos (Szostek-Mioduchowska, Lukasik, et al., 2019; Wong et al., 2023). Adicionalmente,
se observé un aumento en transcritos de MMP2 y MMP9, divergiendo con otros reportes donde no
se detectd incrementos en MMP2 al estimular fibroblastos endometriales equinos Unicamente con
TGF-b 1 (A. Szostek-Mioduchowska et al.,, 2020). En otros estudios demostraron regulacion

transcripcional de varias MMPs (incluyendo MMP2/9) en respuesta a IL-1 be IL-6 en cultivos de
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calota craneal murina. (Kusano et al., 1998) Ademas, se han reportado aumentos de transcritos de
MMP2/9 en fibroblastos dérmicos y pulmonares humanos asociados a IL-1 bpero no a TGF-b {Mia
et al., 2014). En este estudio, la combinacién de citoquinas con mecanismos de accién diversos

estimul6 genes de contractilidad tisular e indujo una respuesta potenciada de MMP2 y MMP9.

Esta transicion subraya la intrincada interrelacion entre citoquinas proinflamatorias y los mecanismos
moleculares que impulsan la fibrosis, estableciendo las bases para evaluar el potencial antifibrético
del secretoma de ET-eMSCs+PGEF sobre miofibroblastos como modelo biolégico. Para ello, los
miofibroblastos se cultivaron en tres experimentos independientes, cada uno disefiado para evaluar
una fraccion diferente del secretoma generado por ET-eMSCs+PGE: (secretoma total del co-cultivo

de las ET-eMSCs y los miofibroblastos, medio acondicionado y vesiculas extracelulares)

En el Experimento 1, se observé una disminucion en los niveles de ARNm para U-SMA, CTGF,
COL1Al1ly COL3A1 en comparacion con miofibroblastos no tratados. Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas entre los grupos de co-cultivo con ET-eMSCs + PGEFy aquellos sin PGEF.
Este resultado indico que la respuesta estaba mediada por las secreciones intrinsecas de las ET-
eMSCs, lo cual se explicé por concentraciones similares de PGEF en los sobrenadantes de cultivo
de ambos grupos tras 24 horas de tratamiento. Adicionalmente, se detect6 AMPc en ambos grupos,

demostrando los efectos autocrinos y paracrinos de la PGEF secretada por las ET-eMSCs.

Con base en estos resultados, fue evidente que la secrecion natural de PGEF por las ET-eMSCs fue
suficiente para ejercer un efecto antifibrético a nivel de ARNm para U-SMA, CTGF, COL1Al y
COL3A1 en ambos grupos experimentales. Numerosos estudios han reportado que el tratamiento
de miofibroblastos con PGEFincrementa los niveles de AMPc mediante la estimulacion de receptores
EP2/EP4, suprime la expresion de U-SMA mediada por TGF-b 1y reduce los niveles de colageno |
(Garrison et al., 2013; Huang et al., 2007; Kolodsick et al., 2003; Lacy et al., 2019) . Adicionalmente,
los miofibroblastos pueden secretar sefiales que mantienen la estimulacion en las ET-eMSCs,
perpetuando asi la respuesta antifibrotica mediada por la interaccion PGER EP2/EP4. Esto fue
respaldado por los resultados obtenidos en el Experimento 2 donde no se detect6 efecto antifibrético
en los niveles de expresion génica de los transcriptos evaluados cuando los miofibroblastos fueron

tratados Unicamente con medio condicionado (Experimento 2).

En el experimento donde se afiadieron VEs a los miofibroblastos (Experimento 3), se observé una
disminucion significativa en los niveles de ARNm de US MAGOL1A1 y COL3A1 en los
miofibroblastos tratados con VEs aisladas de los sobrenadantes de cultivo de ET-eMSCs + PGEx,
en comparacion con el grupo control. Curiosamente, en este ensayo, a diferencia del Experimento
1, se detecté un aumento estadisticamente significativo en la expresion relativa de los genes U S MA
y CTGF en el grupo tratado con VEs aisladas de los sobrenadantes de ET-eMSCs no
preacondicionadas. Este resultado indicé que el preacondicionamiento con PGE: de las ET-eMSCs

indujo la secrecion de moléculas con actividad antifibrética, modificando la carga de las VEs,
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potencialmente al incluir miARN u otras biomoléculas con propiedades antifibréticas. Por el contrario,
una respuesta profibrotica parecié predominar en el grupo no preacondicionado. Estos resultados
son consistentes con los observados en estudios realizados por nuestro grupo en 2020, los cuales
revelaron que las células madre mesenquimales endometriales equinas en su estado basal
presentan una regulacion al alza de la sefalizacién de TGF-b1 y de las vias de multipotencia, como
demostraron los analisis transcriptomicos y del miRNoma de las VEs (Navarrete, Wong, et al., 2020).
Esta observacion puede explicar por qué la carga de las VEs en el grupo no precondicionado con

PGE: esta més enriquecida con elementos asociados a la actividad profibrotica.

Al mismo tiempo, la disminucion en la expresién relativa de genes fibréticos observada en los
miofibroblastos tratados con VEs aisladas del sobrenadante de cultivo de ET- eMSCs+ PGE2, podria
deberse a que se observé un aumento significativo en los niveles de AMPc secretado en el grupo
tratado con PGE2 en comparacion con el grupo no tratado (Fig.10). Este hallazgo respaldé la
hipotesis de que el preacondicionamiento con PGE: indujo una sobreestimulacion de los receptores
EP2y EP4, lo que resulté en una elevacion sustancial de los niveles de AMPc en comparacion con
los niveles basales encontrados en las ET-eMSCs no preacondicionadas. Reportes demostraron que
la estimulacion de cultivos de células endoteliales con forskolina combinada con rolipram aument6
significativamente los niveles de AMPc intracelular. También observaron que el AMPc extracelular
era expulsado al espacio extracelular y podia empaquetarse como carga dentro de las VEs. Aunque
estos autores no demostraron que las VEs enriquecidas con AMPc pudieran entregar este segundo
mensajero a células de origen o cercanas para activar su mecanismo de accion, concluyeron que el
AMPc dentro de las VEs queda encapsulado en una bicapa lipidica, lo que lo protege de las
ectoenzimas. Esta encapsulacion podria prevenir su degradaciéon y permitir que la sefializacion del

AMPc se transduzca nuevamente mediante accion endocrina o paracrina (Sayner et al., 2019).

Por otro lado, al medir la presencia de los marcadores de fibrosis U S M CTGF a nivel proteico, se
observo una reduccion en la expresion de la proteina U S M &as el tratamiento con ET-eMSCs +
PGE-:, especialmente en los Experimentos 1y 3, lo que destaca los potenciales efectos antifibroticos
de estos tratamientos. Estos resultados son consistentes con Zhu et al. (2019), quienes demostraron
gue el co-cultivo de células estromales endometriales con células madre menstruales atenu6 el
aumento mediado por T GF Bn la expresion de las proteinas marcadoras de fibrosis U S M A
Colageno | (Zhu et al., 2019). La falta de reduccion significativa en los niveles de U S M gon las VEs
de ET-eMSCs no sometidas a preacondicionamiento con PGE:z en el Experimento 3 respalda auin
mas la nocion de que el preacondicionamiento con PGE2 potencia las propiedades antifibréticas de
las VEs.

Los niveles elevados de CTGF observados en la mayoria de los grupos de tratamiento,
particularmente en los Experimentos 1y 3, podrian reflejar una respuesta compensatoria a las vias

de sefalizacion fibrética en curso. Se sabe que CTGF desempeiia un doble papel en la fibrosis,
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promoviendo la fibrogénesis y la remodelacion tisular, como han reportado otros autores (Leask y
Abraham, 2004; Tsai et al., 2018). Si bien la expresion elevada de CTGF puede parecer
contradictoria, estudios han demostrado que las células madre mesenquimales estimuladas con
PGE: pueden inducir un aumento en la expresién de CTGF mediado por la activacion de activina A,
lo que resulta en una via alternativa que no afecta la expresion de U S MACOL1 ni FN1 (Kusama et
al., 2021).

La reduccion en la expresion de CTGF observada en los miofibroblastos en el Experimento 2 tras el
tratamiento con medios acondicionados por ET-eMSCs (tanto con como sin PGE2) concuerda con
los hallazgos previamente discutidos. En este ensayo, a diferencia de los experimentos 1y 3, la
presencia y el efecto de la PGE: se ven significativamente disminuidos, probablemente debido a su

degradacion mediada por factores secretados por los miofibroblastos en el sobrenadante de cultivo.

Ademas de estudiar los marcadores de fibrosis a nivel de los miofibroblastos bajo diferentes
tratamientos, también se evalué la expresion de MMP2, MMP9, TIMP1 y TIMP2, asi como el
equilibrio entre las MMPs y sus inhibidores. La modulacién de las metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPS) es crucial en la patogénesis de las
fibrosis, como lo demuestran diversos estudios (Centeno et al., 2024; Szostek-Mioduchowska,
Baclawska, et al., 2019; Szymanowski et al., 2016). En un estudio reciente se investigo la expresion
de MMPs y TIMPs en la endometrosis equina, revelando que, TGF-b Iregula al alza la MMP-1, -9, -
13y TIMP1 en fibroblastos endometriales, mientras regula a la baja la MMP-3. Esto sugiere un papel
regulador complejo del TGF-b len la remodelacion de la matriz extracelular (PGER (A. Szostek-
Mioduchowska et al., 2020).

En nuestro estudio, la reduccion observada en los niveles de ARNm de MMP9 en miofibroblastos
tratados con el secretoma de ET-eMSCs+PGE2, particularmente en el ensayo de co-cultivo
(Experimento 1), resalta el potencial antifibrotico del preacondicionamiento con PGEz. Esto es
consistente con el papel de MMP9 en la degradacion e inflamacion de la MEC, ya que la actividad
excesiva de MMP9 contribuye a la remodelacion patologica del tejido. La disminucion observada
sugiere un cambio hacia la estabilizacion de la ECM, probablemente mediado por factores
reguladores enriquecidos en el secretoma y los VEs de ET-eMSCs+ PGE:z (Bonnans et al., 2014;
Das et al., 2021; A. Z. Szostek-Mioduchowska et al., 2020; Zhao et al., 2016).

La ausencia de diferencias significativas en los niveles de ARNm de MMP2 entre los tratamientos
con ET-eMSCs+PGE:; y ET-eMSCs-PGE:2 en el Experimento 1 subraya la complejidad de la
regulacion de la PGEF Sin embargo, la reduccién sustancial en la expresion de MMP2 observada
en el Experimento 3 dentro de los grupos tratados con VESs resalta el potencial de estas para modular
la actividad de MMPs. Ademas, las diferencias notables entre los grupos tratados con VEs derivadas
de ET-eMSCs + PGE: y aquellos sin PGE2 confirman el papel modulador del preacondicionamiento

con PGE2 en el mantenimiento de la homeostasis tisular. Moustafa et al. (2018) identificaron a MMP2
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como un mediador critico de la degradacién de la PGEF, y su supresion como beneficiosa para

mitigar el dafio tisular asociado con estrés oxidativo e inflamacién (Moustafa et al., 2018).

Por otra parte, la regulacién a la baja de los niveles de TIMP1 y TIMP2 en el Experimento 1,
independientemente del preacondicionamiento con PGEz, sugiere un efecto regulador generalizado
de las ET-eMSCs sobre la actividad de TIMP. Esto podria implicar otras moléculas, como factores
de transcripcién u otros inhibidores de proteasas con efectos inhibidores sobre la actividad de
metaloproteinasas no relacionados con los TIMPs (Alpoim-Moreira, Fernandes, Pimenta, et al., 2022;
Harwood et al., 2021). La regulacion al alza de TIMPs en los grupos tratados con VEs en el
Experimento 3 sugiere una relacién directa entre la activacion de TIMP y la regulacién de MMP, a
diferencia del ensayo de co-cultivo. Navarrete et al. (2020) encontraron que las VEs de ET-eMSCs
transportaban miARNSs involucrados en la reorganizacion de la matriz extracelular, lo que podria
relacionarse con el entorno dinamico del endometrio y el papel fundamental de las MSC en el

mantenimiento de la homeostasis tisular(Navarrete, Wong, et al., 2020).

Los TIMPs son inhibidores clave de las MMPs, y su supresién podria reflejar un equilibrio finamente
regulado necesario para la remodelacién de la matriz extracelular sin promover una fibrosis excesiva.
Esta observacion confirma los hallazgos que enfatizan la importancia de mantener un balance 6ptimo
MMP-TIMP durante la reparacion y regeneracion tisular (Bonnans et al., 2014). Los cocientes
calculados de MMPY/TIMP1 y MMP2/TIMP2 ilustran auin més los efectos reguladores de los
tratamientos con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEF. En el Experimento 3, los cocientes
MMP/TIMP significativamente mas bajos en los miofibroblastos tratados con vesiculas extracelulares
derivadas de ET-eMSCs+PGEF sugieren un cambio hacia una menor degradacion de la matriz
extracelular y una mayor estabilizacion tisular. Esto concuerda con los efectos antifibréticos
observados en terapias con MSCs moduladas por PGEF, destacando el potencial de las vesiculas
extracelulares como vehiculos de liberacién dirigida de moléculas bioactivas que median la

remodelacion de la matriz extracelular (Najar et al., 2016; Noronha et al., 2019).

Como conclusion de este capitulo (objetivo experimental), el preacondicionamiento con PGE:2 de las
ET-eMSCs demostr6 un doble efecto modulador sobre su secretoma y la carga de las VEs,
potenciando su eficacia antifibrética. Este preacondicionamiento indujo cambios en la carga de las
VEs que redujeron significativamente la expresion de genes asociados a fibrosis ( U S MGTGF,
COL1A1, COL3A1) en los miofibroblastos, efecto probablemente mediado por niveles elevados de
AMPc que potenciaron la sefalizacion a través de mecanismos paracrinos y endocrinos.
Adicionalmente, el preacondicionamiento con PGE: alter6 la expresion de MMPs y TIMPs, asi como

los cocientes MMP/TIMP, favoreciendo una degradacién més controlada de la MEC.

Nuestros resultados evidencian que el preacondicionamiento con PGEF desempefia un papel
decisivo en la orientacién de los efectos antifibréticos del secretoma. Este hallazgo concuerda con

estudios previos sobre la remodelacion de la matriz extracelular y destaca el valor de la PGEFcomo
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agente de preacondicionamiento en el desarrollo de terapias basadas en MSCs para el tratamiento
de enfermedades fibréticas.

Finalmente, para trasladar estos hallazgos a aplicaciones clinicas, futuros estudios deberan
profundizar en la carga molecular de las VEs. Identificar los mediadores antifibréticos clave dentro
de estas vesiculas y evaluar su eficacia in vivo sera crucial para avanzar hacia el uso terapéutico de

los tratamientos con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFR.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en el Experimento 1 (co-cultivo de miofibroblastos con ET-
eMSCs preacondicionadas con PGEF) son particularmente reveladores, ya que demuestran una
respuesta antifibrética en miofibroblastos impulsada por su interaccion con las ET-eMSCs. Destaca
especialmente que las sefales emitidas por los miofibroblastos estimularon y sostuvieron una
respuesta antifibrética en las ET-eMSCs a lo largo del tiempo, permitiendo a estas células madre

ejercer un efecto modulador significativo sobre los miofibroblastos.

V.2 Caracterizacion del efecto antifibrético del secretoma de las células madre
mesenquimales de origen endometrial preacondicionadas con PGE2 sobre explantes

endometriales con grado IlIA y IIB de endometrosis.

El estudio de la endometrosis empleando explantes endometriales constituye un modelo biolégico
muy atractivo debido a diferencia de los cultivos primario de células estromales, en el explante se
preserva la microarquitectura tisular, manteniéndose la organizacién espacial original (glandulas,
estroma, vasos) y las interacciones células-células y células -matriz extracelular, cruciales para

estudiar procesos inflamatorios o fibréticos.

En un primer ensayo se emplearon explantes obtenidos a partir de Uteros sanos provenientes de
matadero, los cuales se incubaron con un coctel de citoquinas (TGF b 1 T NF UL,1 be IL6) para
inducir un fenotipo fibrético. Tras 24 horas de exposicion, se observé un incremento en la expresion
relativa para los transcriptos de CTGF, COL3A1, MMP9 y MMP2, mientras que para los transcriptos
de USMA y COL1A1 se apreci6 un decremento significativo con respecto a su grupo control.
Rebordao et al reportd6 aumentos significativos en la expresion relativa para COL3 cuando tratd
explantes en grado l/IIA con catepsina G que es una a serina proteasa, especificamente una serina
proteasa de neutrdfilos, que desempefia un papel en el sistema inmunolégico, particularmente en la
eliminacion de patégenos y la inflamacion (Rebordao et al., 2018), mientras que no observaron
cambios significativos a nivel de ARNm de COL1. Resultados similares reportd6 Monteiro de Barros
et al , donde en estudios de transcriptomica encontré una regulacion negativa de COL1A2 unido a
una regulacion a la alza de MMP9 a las 24 horas del cultivo (Monteiro de Barros et al., 2021). De
igual forma otros autores han inducido un fenotipo inflamatorio a nivel de explante con la incubacién

con LPS (Ibrahim et al., 2019; Penrod et al., 2013), aunque en su mayoria lo trabajos estan enfocados
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a evaluar la respuesta de secrecidon de prostaglandinas como mediadores de la las respuesta

inflamatoria a nivel de endometrio.

Estudios previos han reportado la pérdida de viabilidad de explantes entre las 48-72h (Ibrahim et al.,
2019; Lopez et al., 2023; Monteiro de Barros et al., 2021; Nash et al., 2010; Rebordao et al., 2018;
Thompson, 2020), esta pérdida de la viabilidad en algunos casos es significativamente mayor en los
explantes que han sido sometidos a algun tratamiento con respecto al control (Ibrahim et al., 2019).
Nuestros resultados muestran que a las 24 horas hay una tendencia a la pérdida de la arquitectura
tisular siendo mas notoria en los explantes expuestos al coctel de induccién (Schwinghamer et al.,
2018). Ademas, otros autores han reportado como una desventaja el empleo de (teros de matadero
como fuente para la obtencién de los explantes, pues se desconoce si los explantes provienen de
Uteros de yeguas resistentes o susceptibles y esto puede determinar el tipo de respuesta genética
antes diferentes estimulos (Nash et al., 2010). Teniendo en cuenta los resultados anteriores se
decidio realizar los siguientes ensayos empleando biopsias de yeguas con historial clinico conocido

y con grado lIAy 1IB en el indice de clasificacion de Kenny.

En los explantes de grados IIA y IIB tratados con co-cultivo de ET-eMSCs, se observé una
disminucion en la expresion relativa de transcritos que codifican U S MACTA2) en comparacion con
explantes no tratados, tras 48 horas de co-cultivo. Esta reduccion podria asociarse a la produccién
de PGE:2 por las ET-eMSCs, la cual induciria indirectamente una disminucion en la sintesis de TGF-

b 1factor responsable del aumento de U S M &n células estromales (Teegala et al., 2023).

Al analizar la expresion relativa del ARNm que codifica para Col3A1l en explantes de grado IIA, no
se observaron diferencias significativas tras 48 horas de co-cultivo, resultados que coinciden con lo
reportado por Rebordéao et al. (Rebordao et al., 2018). En cambio, en los explantes de grado IIB se
evidencié una disminucidon de la expresién en el grupo co-cultivado con ET-eMSCs+PGEF en
comparacion con el grupo control. Esta reducciéon podria estar relacionada con el reemplazo de
colageno tipo Ill por colageno tipo I, dado el aumento significativo de COL1A1 observado en los
explantes IIB. Al mismo tiempo se observa un aumento significativo en los valores de MMP9 y MMP2
en los explantes de grado 1B, este aumento pudiera estar inducido por los altos niveles de coladgeno
tipo 1. Resultados similares obtuvo Monteiro de Barros et al, donde reportan aumentos de los
transcripto de MMP9 tras 24 y 48 horas de cultivo de los explantes asociados a una restructuracion

de la matriz extracelular (Monteiro de Barros et al., 2021).

Los transcriptos de CTGF en explantes de grado IIA muestran una disminucidn significativa en el
grupo de co-cultivo con las ET-eMSCs+PGE2, mientras que para los explantes de grado IIB se
observa un aumento significativo en ambos grupos tratado con el co-cultivo de ET-eMSCs. Este
resultado se explica en gran medida por la complejidad de funcién a nivel de endometrio que se le
atribuyen a CTFG donde una variedad de funciones biol6gicas importantes, como la proliferacion

celular, la diferenciacion, la adhesion y la angiogénesis, asi como en multiples procesos patolégicos,
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como el desarrollo de tumores y la fibrosis tisular(Li et al., 2019; Wang et al., 2021). Diversos autores
han reportado un aumento de los niveles de CTGF asociado a una mayor expresion de TGF-
b(Effendi y Nagano, 2022; Isshiki et al., 2024; Leask y Abraham, 2004; Ren et al., 2024; Tsai et al.,
2018; Yanagihara et al., 2022). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que, en el caso de CTGF,
podria existir una via de estimulacién alternativa independiente de TGF-b Esta hipotesis se basa en
el analisis de los niveles de transcritos de TGF-b en ET-eMSCs expuestas a explantes con distintos
grados de endometrosis, donde se observé una relacion inversamente proporcional entre la
expresion de PTGS2 (enzima clave en la sintesis de PGEF y TGF-b .Especificamente, en los
explantes de grado 1B, donde los niveles de TGF-b fueron mas bajos, se detectd un incremento

significativo en la expresién de CTGF.

Los resultados obtenidos en este objetivo demuestran que el secretoma derivado de células madre
mesenquimales endometriales preacondicionadas con PGEF ejerce efectos antifibréticos
diferenciados segun el grado de severidad de la endometrosis en los explantes endometriales. La
utilizacion de un modelo ex vivo basado en explantes permitié preservar la arquitectura tisular y
reproducir condiciones mas cercanas al microambiente fisiopatolégico del endometrio. En los
explantes de grado lIAy 1IB se observd una modulacién de la expresion de genes clave asociados a
fibrosis, como ACTA2, COL3A1, COL1Al, MMP2, MMP9 y CTGF, destacandose una disminucion
de ACTA2 en ambos grados, lo que sugiere una inhibicion del fenotipo miofibroblastico.
Particularmente en los explantes de grado IIB, el co-cultivo con ET-eMSCs+PGEFindujo un aumento
de COL1A1 y de metaloproteinasas, posiblemente como parte de un proceso de reorganizacién de
la matriz extracelular. Asimismo, los cambios observados en CTGF sefialan la existencia de vias de
regulacioén independientes de TGF-b posiblemente mediadas por la accion de PGEF. En conjunto,
estos hallazgos apoyan el potencial terapéutico del secretoma de ET-eMSCs preacondicionadas con
PGEFpara el tratamiento de la fibrosis endometrial equina, con respuestas que varian segun el grado
de avance de la lesion. Estos datos indican que las células madre mesenquimales
preacondicionadas con PGEF participan en una interaccién bidireccional con el entorno fibrético
(explantes o miofibroblastos), modulando activamente las sefiales que conducen a la atenuacion del

fenotipo fibrético

V.3 Identifica r, mediante analisis protedmico, mediadores proteicos solubles con potencial
antifibrético presentes en el secretoma de células madre mesenquimales equinas derivadas

de tejido endometrial preacondicionadas con PGEFR

El presente estudio revela el intrincado dialogo molecular entre los miofibroblastos endometriales y
las células madre mesenquimales derivadas de endometrio equino (ET-eMSCs) en un modelo in
vitro. Evalla el potencial terapéutico de las ET-eMSCs + PGEFy su secretoma para el tratamiento

de la endometrosis equina.
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El andlisis protedmico cuantitativo libre de marcaje (label-free) demostré una modulacién significativa
de marcadores asociados a fibrosis en los miofibroblastos tras el co-cultivo con ET-eMSCs + PGEF,
respaldando la hipétesis de que las interacciones paracrinas median un mecanismo regulador
bidireccional. Este intercambio no solo promovi6 sefiales antifibréticas en los miofibroblastos, sino
gue también potencio la capacidad terapéutica del secretoma de ET-eMSCs, como previamente
demostrd nuestro grupo de investigacion (Cabezas et al., 2020; Navarrete, Saravia, et al., 2020;
Navarrete, Wong, et al., 2020; Wong et al., 2024).

La reconstruccién de la red génica funcional y fisica utilizando la herramienta STRING permite una
visualizacion integral de las interrelaciones entre las proteinas cuya abundancia se alter6 en
respuesta a la interaccion entre miofibroblastos y células ET-eMSCs + PGE: en condiciones de co-
cultivo. Esta metodologia proporciona evidencia solida de la organizacién y el grado de interconexion
entre los diferentes componentes proteicos implicados en la patogénesis de la endometrosis en

yeguas (Szklarczyk et al., 2023).

En el modelo in vitro para inducir el fenotipo miofibroblastico, se emple6 la estimulacion con TGF-b1,
TNF-U JL-6 e IL-1 bVarios autores han descrito que el TGF-b1, en particular, desempefia un papel
crucial en la induccién de la transicion de fibroblastos a miofibroblastos mediante la activacion de
vias candnicas (Smad2/3) y no candnicas (MAPK, PI3K/AKT, Rho/ROCK, YAP/TAZ), promoviendo
la abundancia de U-SMA, colagenos y otros componentes de la matriz extracelular(Biernacka et al.,
2011; Frangogiannis, 2020; Gallardo et al., 2025). Esta diferenciacion hacia el fenotipo
miofibroblastico se asocié con una deposicién excesiva de proteinas de la matriz extracelular y la
rigidez tisular caracteristica de la fibrosis endometrial (Alpoim-Moreira, Fernandes, Rebordao, et al.,
2022; Pohlers et al., 2009; Vallee y Lecarpentier, 2019).

Cuando los miofibroblastos endometriales se co-cultivaron con ET-eMSCs+ PGEFdurante 48 horas,
se observo una atenuacion de la fibrosis. Esto se asocid con una inhibicion significativa de proteinas
de matriz fibrilar (COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL2A1, COL7Al) y sus andamiajes
(fibronectina, versicano). Este hallazgo se considerd altamente relevante, ya que estudios previos
habian asociado la alta deposicién y acumulacién de matriz extracelular en el tejido endometrial
particularmente alrededor de glandulas endometriales y nidos fibrosos con pérdida de funcién
secretora y exacerbacion del proceso fibrético (Aresu et al., 2012; Centeno et al., 2024; Giantin et
al., 2012; Oddsdottir, 2008; Szo6stek-Mioduchowska et al., 2019; Zeisberg y Kalluri, 2013).
Adicionalmente, a nivel de los miofibroblastos se observé un aumento en enzimas y proteinas
moduladoras responsables del remodelado y degradacién controlada de la matriz (MMP-14, PLAT,

CTSK [catepsina K]), asi como factores que reforzaron la sefial antifibrotica (PTGS2).

Aunque el papel de la MMP14 en el desarrollo de la endometrosis no ha sido descrito en detalle, se
ha reportado que esta metaloproteinasa no solo degrada directamente el colageno tipo I, sino que

también activa las formas inactivas de MMP-2 y MMP-9, amplificando asi la degradacién pericelular
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de la matriz extracelular (Aresu et al., 2012; Rohani y Parks, 2015). Por otro lado, se ha demostrado
que PLAT convierte el plasminégeno en plasmina, una serina proteasa capaz de degradar fibrina y
diversos componentes de la matriz extracelular, asi como de activar pro-MMPs como MMP2 y MMP9
(Jaiswal et al., 2018; Sillen y Declerck, 2021). En contraste, se ha encontrado que CTSK (catepsina
K) actda principalmente en compartimentos lisosomales acidos y en el entorno pericelular acido,
donde degrada con alta eficiencia fibras de colageno tipo | y lll, especialmente en tejidos
mineralizados o patolégicos (Diaz-Espinosa et al., 2020). Se considera que la activacion de plasmina
por PLAT facilita la conversién de pro-MMP14 y otras pro-MMPs, mejorando asi su cooperacion en
la corteza pericelular. Por su parte, CTSK actla sobre fragmentos de coldgeno resistentes,
completando la eliminacién de la matriz residual. En tejidos fibréticos, se ha observado que el
aumento combinado de MMP14 y PLAT acelera la disolucién del colageno y la fibrina, lo que favorece
la migracion celular y la regeneracion. A este proceso le sigue la accion de CTSK, responsable de la
degradacion de los fragmentos persistentes de colageno (Amar et al., 2017). Otro hallazgo
importante fue la disminucion significativa de los niveles de MMP1 en los miofibroblastos tras 48
horas de co-cultivo con ET-eMSCs + PGEF, lo que podria estar asociado con la reduccion en los

valores de concentracion de colageno.

Trabajos previos han demostrado que la PGEF puede revertir la diferenciacién de miofibroblastos
inducida por TGF-bg, lo que resulta en una disminucion significativa, dependiente de la dosis y del
tiempo, de los niveles de ARNm y proteina de colageno tipo | en modelos de fibroblastos pulmonares,
dérmicos y de piel, pero no de endometrio (Garrison et al., 2013; Wipff et al., 2007) . En fibroblastos
dérmicos tratados con TGF-b1, la PGEF redujo la sintesis de colageno asociado a cicatrizacién a
través de la sefializacion mediada por el receptor EPR AMPc y mediante el desplazamiento del
equilibrio MMP/TIMP. De forma similar, en cultivos de 6rganos de piel envejecida, niveles elevados
de PGEF se correlacionaron con una menor abundancia de procolageno tipo | (Li et al., 2015; Zhao
et al., 2016). Efectos antifibroticos similares, relacionados con la acumulacién de coldgeno, también
se han reportado en fibroblastos de tendén y muestras histologicas de higado fibrético de rata (Cilli
et al., 2004).

Nuestros resultados mostraron una disminucion en la abundancia de mediadores de sefializacion
profibréticos, especificamente STAT3 y FOXO1. El factor de transcripcion STAT3 es un efector
aguas abajo bien conocido de TGF-b1 e IL-6 que promueve el fenotipo miofibroblastico; su inhibicion
transcripcional contribuye a una menor activacion fibrogénica (Becerra et al., 2017; Zhao et al., 2021).
Estos hallazgos respaldan la idea de que la PGEF modula la sefializacion de TGF-b1 de manera
indirecta, a través de segundos mensajeros. Al atenuar la actividad de STAT3, la PGEF interrumpe
la transcripcion de genes profibréticos y proliferativos, posicionandose como un regulador negativo

por retroalimentacion dentro de las vias fibroticas mediadas por JAK/STAT. De acuerdo con esto,
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Lee et al. reportaron que la PGEF suprime directamente la actividad de STAT3 en células de cancer

de mama y modelos de xenoinjerto (Lee et al., 2019).

Por otro lado, FOXO1 funciona como un factor de transcripciébn que potencia la sefalizacion
profibrética inducida por TGF-b1 en fibroblastos; su regulacion negativa refuerza adn mas el bloqueo
de las sefiales intracelulares profibréticas. Estudios previos también han demostrado que la
desfosforilacion de Akt inducida por PGEFregula a los miembros de la familia FOXO, lo que confirma
que la PGEFreprime la funcion de FOXO1 mediante modificaciones postraduccionales, reduciendo
asi las rutas transcripcionales dirigidos por FOXO1(Meng et al., 2006; Naini et al., 2016). En modelos
en los que FOXO1 fue inhibido o eliminado genéticamente en fibroblastos, se observé una marcada
disminucion en la deposicion de matriz extracelular, en la abundancia de U-SMA y en la rigidez del
tejido, lo que posiciona a FOXO1l como un objetivo terapéutico prometedor en estrategias
antifibréticas (Xin et al., 2018).

A su vez, se observd una sobreexpresion de JAK1, actuando como mediador de la sefializacion de
citocinas profibréticas (particularmente aguas abajo de IL-6 y TGF-b1), promoviendo la activacion de
fibroblastos y la deposicion de matriz extracelular (Liu et al., 2023). Sin embargo, en el contexto de
nuestro ensayo, su activacion podria estar asociada a vias de retroalimentacion que modulan el eje
antiproliferativo mediado por los receptores EPT AMPc/PKA en fibroblastos, especialmente cuando
se acompafia de un aumento significativo en la produccién de la Prostaglandina-endoperoéxido
sintasa 2 (PTGS2/COX-2). PTGS2 fue identificada como la enzima limitante en la sintesis de PGEF
y responsable de catalizar la produccién de prostaglandinas, reforzando asi el circuito antifibrético al
amplificar la sefial de PGEF(Bozyk y Moore, 2011). Este circuito ilustra como la regulacién positiva
de JAK1 y la produccion de PGEF interactian para modular de manera precisa las actividades de
STAT3 y FOXO01, con posibles implicancias en el control de la progresion fibrotica mediante la

modulacién dirigida de estos nodos de sefializacion.

Lo anterior condujo a la hipotesis de que la sobreexpresion de JAK1 potencia la sintesis de PGEFa
través de la induccion de PTGS2 mediada por STAT3, mientras que el aumento de PGEF ejerce un
efecto de retroalimentacion negativa que suprime la sefializacién de STAT3 y atenda la actividad de
FOXO1 mediante mecanismos postraduccionales especificos. En conjunto, estas dinamicas
establecen un circuito regulador en el que JAK1 se encuentra sobreexpresado, promoviendo la

produccion de PGEF, y esta Ultima, a su vez, regula negativamente a STAT3 y FOXOL1.

Después de 48 horas de co-cultivo, se observd una sobreabundancia marcada de lumican (LUM),
trombospondina-1 (THBS1), CCN1 y CCN2(CTGF) en las muestras de miofibroblastos, lo que
sugiere que la matriz extracelular fue reorganizada hacia una estructura mas ordenada y menos
rigida. El lumican regula el diametro y el espaciamiento de las fibrillas de colageno tipo I, previniendo

su agregacion en haces gruesos y manteniendo una red fibrilar equilibrada (Rixon et al., 2023;
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Stamov et al., 2013). Por su parte, la trombospondina-1 activa la forma latente del TGF-b1 v,
mediante su unién a metaloproteinasas de matriz como la MMP-14, permite el anclaje focalizado de
estas enzimas dentro de la matriz, promoviendo asi un remodelado controlado y menos patologico

(Sweetwyne y Murphy-Ullrich, 2012).

Aunque clasicamente se ha asociado a CCN1 y CCN2 con actividades profibréticas, también se ha
demostrado su implicacién en la degradacion de matriz y la angiogénesis (Chaqour, 2020). CCN1,
por ejemplo, puede inducir la expresion de MMP-1, lo que conduce a la fragmentacioén de las fibrillas
de colageno y a la reconfiguracion de la red fibrilar(Qin et al., 2023). En un contexto regulado, como
el secretoma derivado de células madre mesenquimales preacondicionadas con PGEF, este efecto
localizado podria contribuir de manera eficaz a desmantelar el exceso de colageno y reducir la rigidez
tisular. Por otro lado, CCN2(CTGF), cuya abundancia es incrementada por TGF-b1, actia como un
cofactor que amplifica la sefializacion profibrotica, estimulando la activacion de miofibroblastos, la
proliferacion celular y la deposicion de colageno, como se ha descrito previamente (Effendi y Nagano,
2022; Kubota y Takigawa, 2015).

Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que el efecto antifibrotico observado en las muestras de
miofibroblastos co-cultivadas durante 48 horas con ET-eMSCs preacondicionadas con PGEFestaria
mediado por moléculas secretadas al medio de cultivo, en el marco de un intercambio bidireccional
entre ambos tipos celulares. A nivel del secretoma, se identificaron proteinas diferencialmente

abundantes relacionadas con procesos fibroticos.

En las muestras de secretoma se observé una disminucién en la abundancia de proteinas
involucradas en el entramado de la matriz extracelular y en marcadores fibréticos (como periostina
y la proteina oligomérica de matriz cartilaginosa [COMP]), asi como de proteinas asociadas con la
dinamica del citoesqueleto y la respuesta al estrés celular (incluyendo gelsolina, proteina de choque
térmico b 1y cadenas pesadas de miosina). La reduccién de periostina y COMP sugiere el
desmantelamiento de puentes rigidos dentro de la matriz extracelular (Posey et al., 2018; Qiao et al.,
2024; Yamaguchi, 2014). De igual forma, los niveles mas bajos de factores de coagulacion y
componentes del complemento podrian reflejar un microambiente menos inflamatorio y menos
trombogénico. La disminucién de proteinas relacionadas con el citoesqueleto y el estrés celular

indica que las vias de activacion de los miofibroblastos probablemente fueron atenuadas.

Las proteinas mas abundantes en el secretoma estuvieron asociadas a varios grupos funcionales:
organizadores matricelulares (Tenascina-C, Fibrilina-1 [dos proteoformas], CCN2/CTGF,
Dermatopontina); proteasas de matriz y sus reguladores (MMP-1, MMP-9, MMP-14, activador del
plasminégeno tipo uroquinasa [PLAU] y su inhibidor PAI-1 [SERPINEL1]); enzimas modificadoras de
colageno (procolageno-lisina 5-dioxigenasa, lisil oxidasa); factores antioxidantes y de homeostasis

(superoxido dismutasa, catalasa, 12-lipooxigenasa de acido araquidénico); remodeladores de
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adhesion celular y citoesqueleto (integrina U 3 kindlina-2, complejo Arp2/3, JAM-A); y moduladores

de factores de crecimiento y quimiocinas (IGFBP-5, CXCL6, CXCL8, estanniocalcina-1).

A nivel de secretoma, las proteinas asociadas a la matriz remodelaron el andamiaje extracelular
favoreciendo la elasticidad y manteniendo una rigidez controlada. Se ha demostrado que la
tenascina-C modula la arquitectura de la ECM y la mecanotransduccion, previniendo la rigidez
excesiva al influir en el comportamiento de los fibroblastos en contextos fibréticos (Bhattacharyya et
al., 2016; Imanaka-Yoshida y Aoki, 2014). Las estructuras de fibrilina otorgan elasticidad y resiliencia
a los tejidos conectivos, ademas de secuestrar factores de crecimiento que regulan el remodelado
de la matriz (Rathaur et al., 2024). En este contexto CCN2 (CTGF) actu6 como un versatil modulador
matricelular, regulando la adhesion, proliferacion y sintesis de ECM de forma dependiente del
contexto, influenciando la organizacion de la matriz sin necesariamente promover rigidez patoldgica.
Por su parte, la dermatopontina regula la fibrilogénesis de colageno y fibronectina, promoviendo la
formacion equilibrada de fibrillas que favorecen la plasticidad tisular mas que la rigidez patol6gica
(Kato et al., 2014).

Nuestros resultados demostraron que las proteasas de matriz y sus reguladores conforman una red
degradativa finamente regulada que permite la degradacion localizada del coldgeno en los
miofibroblastos sin una pérdida excesiva de matriz. Especificamente, las metaloproteinasas de
matriz (MMP-1, MMP-9 y MMP-14), junto con el sistema activador del plasminégeno tipo uroquinasa
(UPA/PLAU) y su inhibidor PAI-1 (SERPINE1), desempefian un papel central en la regulacion del
recambio de la matriz extracelular (ECM) en modelos fibréticos. Su abundancia coordinada limita la
acumulacion patoldgica de colageno al tiempo que previene una degradaciéon descontrolada. Del
mismo modo, el equilibrio entre los activadores del plasminégeno y PAI-1 contribuye a mantener la
homeostasis tisular mediante la regulacion de la protedlisis mediada por plasmina y MMPs; su
desregulacién puede conducir tanto a fibrosis como a una pérdida excesiva de matriz, dependiendo
del contexto, tal como ha sido reportado por otros autores(Ghosh y Vaughan, 2012; Giannandrea y
Parks, 2014).

En el secretoma obtenido tras 48 horas de co-cultivo entre miofibroblastos y ET-eMSCs + PGEF se
observé una sobreexpresién de las quimiocinas CXCL6 y CXCL8. Se ha demostrado que CXCL6
participa en el reclutamiento de neutréfilos y en la modulacion del trafico de células inmunes en
contextos inflamatorios, y su neutralizacion ha reducido la inflamacion y la fibrosis pulmonar en
modelos experimentales (Dai et al., 2023). Por su parte, CXCL8 se ha implicado en el reclutamiento
de neutréfilos y monocitos hacia lesiones fibréticas, asi como en la activacion de fibroblastos
mediante la sefalizacién via CXCR1/2. Niveles elevados de CXCL8 han sido reportados en fibrosis
pulmonar y de médula dsea, y se han asociado con la progresién de la enfermedad (Dunbar et al.,

2023). Por tanto, el aumento observado de CXCL6 y CXCL8 respalda un papel modulador de estas
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quimiocinas en el proceso fibrético, en concordancia con estudios previos que han documentado su

sobreexpresion en microambientes fibréticos.

Durante el Experimento 1 se realiz6 un analisis comparativo del perfil protedmico de las
metaloproteinasas de matriz (MMPSs) y del secretoma obtenido tras 48 horas de co-cultivo entre
miofibroblastos y ET-eMSCs en un sistema Transwell. Este andlisis revel6 una modulacién
diferencial de las MMPs en el secretoma en comparacion con el proteoma, acompafiada de una
disminucién significativa en las concentraciones de colageno tipo | y tipo Ill en los miofibroblastos.
Simultdneamente, se evidencid una reestructuracion de la matriz extracelular y alteraciones en la
organizacion del citoesqueleto de los miofibroblastos, lo que indica que el secretoma derivado del

co-cultivo contribuy6 a la recuperacion de la homeostasis tisular en el modelo experimental.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la incubacién de células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AT-eMSCs) con TGF-b ldurante 24 horas induce un
fenotipo profibrético, asociado a una disminucion en la produccion de PGEF(Wong et al., 2024). Con
base en estos antecedentes, se evalud el efecto de las ET-eMSCs en un contexto fibrético, con el
fin de determinar si estas células contribuian a perpetuar el estado fibrético o, por el contrario,

ejercian un efecto modulador antifibrético al interactuar con miofibroblastos endometriales equinos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que las ET-eMSCs+PGEF indujeron
una reversion parcial del fenotipo miofibroblastico. Especificamente, el secretoma de estas células
contenia factores solubles capaces de atenuar la abundancia de marcadores profibréticos en los
miofibroblastos y de promover un fenotipo caracterizado por una menor capacidad contractil y una
disminucién en la sintesis de matriz extracelular fibrética. De manera reciproca, los miofibroblastos
secretaron mediadores que potenciaron las funciones inmunomoduladoras y el mantenimiento de la
viabilidad de las ET-eMSCs + PGEF. Este mecanismo de modulacién paracrina bidireccional sugiere
la existencia de un didlogo dinamico que favorecio la restauracion de la homeostasis endometrial en
el modelo de co-cultivo, fenédmeno que, hasta donde sabemos, no ha sido descrito previamente en

el contexto de la fibrosis endometrial.

El uso de la técnica SILAC (del inglés: fStable isotope labeling by amino acidso jue fundamental en
este estudio, ya que permitié diferenciar con precision el origen celular de las proteinas secretadas
dentro del modelo de co-cultivo. Mediante el marcaje metabdlico de ET-eMSCs y miofibroblastos con
aminoacidos isotépicos ligeros y pesados, respectivamente, fue posible rastrear y cuantificar el
origen de cada proteina presente en el secretoma compartido. Este enfoque proporcioné una
precision cuantitativa y una reproducibilidad superiores en comparacion con las técnicas protedémicas
tradicionales o sin marcaje. En consecuencia, SILAC facilitd un analisis riguroso y especifico por tipo
celular de enzimas proteoliticas, inhibidores, citocinas y marcadores de remodelacion de la matriz,
componentes clave del fenotipo fibrético, lo que incrementé significativamente la profundidad y

fiabilidad de nuestros resultados.
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Mediante el empleo de SILAC, se confirmé que las MMP-1, MMP-2 y MMP-9 eran producidas tanto
por ET-eMSCs como por los miofibroblastos, lo que coincidié con los hallazgos obtenidos en el
Experimento 1 de proteémica. Este resultado fue particularmente relevante, ya que demostré que
los miofibroblastos endometriales secretaban MMP-14, lo que resalta su posible papel en la
activacion de otras MMPs y en el mantenimiento de la homeostasis tisular. Asimismo, los inhibidores
de metaloproteinasas TIMP-1 y TIMP-2 se detectaron en todas las condiciones experimentales, lo
que refuerza su papel esencial en la regulacion de la actividad proteolitica. La presencia de
trombospondinas THBS1 y THBS2 en todos los grupos celulares evaluados corrobor6 su funcion

clasica en la mediacion de la comunicacion célula-célula y célula-matriz (Lawler, 2000).

En relacién con las proteinas de remodelacion de la matriz, MXRA5 y MXRA8 mostraron patrones
de abundancia diferenciados: MXRAS5 fue identificada en los grupos 48 h PGEF, 48 h sPGEFy
TOMYO, y fue secretada por ambos tipos celulares, en concordancia con su rol documentado en el
ensamblaje de la matriz extracelular, la organizacién del colageno y sus funciones antiinflamatorias
y antifibréticas (Peng et al.,, 2023; Poveda et al., 2017). Por el contrario, MXRA8 se detecto
exclusivamente en los grupos 48 h PGEFy 48 h sPGEF, y fue producida Gnicamente por las ET-
eMSCs, lo que concuerda con su funcién conocida en la adhesién celular y la remodelacion de la
matriz extracelular (Ichihara et al., 2022; Xu et al., 2022). La quimiocina CXCL6 se observo
Unicamente en los secretomas de miofibroblastos de los grupos 48 h PGEF, 48 h sPGEFy TOMYO,
lo que sugiere una induccién especifica asociada al fenotipo miofibroblastico, en concordancia con
informes previos (Gharaee-Kermani et al., 2012; Kebschull et al., 2009). En cambio, CXCL8 se
detecté en ambos tipos celulares bajo las mismas condiciones, lo que respalda su papel

proinflamatorio y su potencial implicacion en la activacion de miofibroblastos.

Los resultados obtenidos para CCN2 (CTGF) fueron inconsistentes en comparacion con los del
Experimento 1 de protedmica, ya que esta proteina no fue detectada en las muestras del secretoma
condicionado con PGEFa 48 horas durante el Experimento 2 basado en SILAC. No obstante, CCN2
fue identificada en el secretoma de miofibroblastos en tiempo cero y en el secretoma del grupo 48
horas sPGEF, en los cuales fue secretada por ambos tipos celulares. Esta discrepancia representa
una limitacién del estudio, considerando que se esperaba que el grupo condicionado con PGEF por
48 horas presentara resultados comparables a los del Experimento 1 de protedmica en el mismo

punto temporal.

Finalmente, TGF-b 1fue detectado Unicamente en el secretoma del grupo 48 h sPGEFy no en los
grupos TOMYO, 48 h PGEFni en las muestras de ET-eMSCs, lo cual respalda el efecto antifibrético
de PGEF a través de la inhibicion de la sefializacion mediada por TGF-b 1 Su ausencia en TOMYO
también sugiere que la liberacion de TGF-b locurre en pulsos intermitentes en lugar de manera
continua, lo que concuerda con observaciones previas sobre su secrecién episodica y su impacto

biologico prolongado(Tan et al., 2013).
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Este estudio demuestra que el secretoma de las células madre mesenquimales endometriales
equinas preacondicionadas con PGEF ejerce un efecto antifibrético significativo mediante la
modulacién de redes proteicas criticas en miofibroblastos endometriales. El analisis protedmico y la
metodologia SILAC revelaron un didlogo paracrino bidireccional que: 1) suprime mediadores
profibréticos (STAT3, FOXO1, TGF-b 1y colagenos fibrilares; 2) potencia enzimas remodeladoras
(MMP-14, PLAT, CTSK) y organizadores matricelulares (Tenascina-C, Fibrilina-1); 3) induce un
circuito regulador JAK1-PTGS2-PGEF que atenla la sefalizacion fibrética; y 4) reorganiza la matriz
extracelular hacia un fenotipo menos rigido mediante moduladores como lumican y trombospondina-
1. Estos hallazgos identifican mediadores proteicos solubles en el secretoma de ET-eMSCs/PGEF
que revierten caracteristicas clave de la endometrosis equina, ofreciendo nuevas bases moleculares

para estrategias terapéuticas basadas en medicina regenerativa.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis representan un avance significativo en el campo
de la medicina regenerativa aplicada a enfermedades fibréticas, al demostrar por primera vez que el
secretoma derivado ET-eMSCs, preacondicionadas con PGEF, establece una interaccion
bidireccional funcional con modelos bioldgicos de fibrosis, ya sea a nivel celular (miofibroblastos) o

tisular (explantes endometriales con clasificacion 11A/11B).

La novedad de este trabajo radica en evidenciar que dicha interaccion no es unidireccional ni pasiva,
sino que se basa en un dialogo molecular dinamico y reciproco, donde tanto las ET-eMSCs como el
entorno fibrético modulan activamente su comportamiento. En particular, se observé que las sefiales
provenientes del microambiente fibrético son capaces de activar una respuesta sostenida en las ET-
eMSCs, favoreciendo la produccién de mediadores antifibréticos en su secretoma. A su vez, estos
factores actlan sobre los miofibroblastos y tejidos fibroticos atenuando marcadores clave del

fenotipo patolégico, reorganizando la matriz extracelular y suprimiendo rutas pro-fibréticas.

Este fendmeno de retroalimentacion positiva se manifesté en ambos modelos experimentales. Tanto
en el co-cultivo de miofibroblastos con ET-eMSCs+PGEF como el modelo ex vivo de explantes
endometriales, se document6 una reduccion sostenida de marcadores profibréticos. En el modelo ex
vivo de explantes endometriales, se evidencié una modulacién de genes asociados a fibrosis, con
una respuesta diferenciada segun el grado de severidad de la lesidn, reflejo de un efecto terapéutico

adaptativo y contexto-dependiente.

El andlisis proteémico mediante SILAC aporté una capa adicional de comprensién mecanistica,
identificando redes de proteinas solubles en el secretoma ET-eMSCs+PGEF con capacidad
para:suprimir factores centrales en la progresion fibrotica (como TGF-b 1 STAT3 y FOXO1),
promover la actividad de metaloproteinasas y proteinas organizadoras de la matriz (como MMP-14,
PLAT, CTSK, TNC, FBNL1),activar circuitos intracelulares reguladores como JAK1i PTGS2i PGEFy

estimular la remodelacién de la matriz hacia un fenotipo menos rigido.
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En conjunto, estos hallazgos no solo consolidan el papel del secretoma de ET-eMSCs+PGEFcomo
agente antifibrético, sino que establecen un nuevo paradigma basado en la modulacién reciproca
entre terapias celulares y el entorno fibrético, lo cual amplia significativamente el potencial clinico de
las MSCs condicionadas. Esta capacidad de respuesta adaptativa y dirigida posiciona al secretoma
como una plataforma versatil y eficaz para el desarrollo de intervenciones terapéuticas
personalizadas contra la fibrosis endometrial equina y, potencialmente, otras patologias fibréticas de

origen inflamatorio crénico.

99



VI. Conclusiones:

1.

El preacondicionamiento con PGE: de las ET-eMSCs demostré un doble efecto modulador sobre
su secretoma y la carga de las VEs, potenciando su eficacia antifibrética en un modelo in vitro
de fibrosis basado en miofibroblastos endometriales

Las secreciones de ET-eMSC preacondicionadas con PGEF ejercen un efecto antifibrético en
explantes endometriales equinos 11A/1IB, modulando de forma diferencial genes asociados a
fibrosis (ACTA2, COL3A1, COL1A1, MMP2, MMP9, CCN2). La disminucién consistente de
ACTAZ2 en ambos grados sugiere la inhibicion del fenotipo miofibroblastico y respalda el potencial
terapéutico de esta estrategia.

El analisis protedmico y la metodologia SILAC revelaron un didlogo paracrino bidireccional que:
1) suprime mediadores profibréticos (STAT3, FOXO1, TGF-b 1y)colagenos fibrilares; 2) potencia
enzimas remodeladoras (MMP-14, PLAT, CTSK) y organizadores matricelulares (Tenascina-C,
Fibrilina-1); 3) induce un circuito regulador JAK1-PTGS2-PGEF que atenla la sefializacion
fibrética; y 4) reorganiza la matriz extracelular hacia un fenotipo menos rigido mediante
moduladores como lumican y trombospondina-1. Estos hallazgos identifican mediadores
proteicos solubles en el secretoma de ET-eMSCs/PGEF que revierten caracteristicas clave de la
endometrosis equina, ofreciendo nuevas bases moleculares para estrategias terapéuticas

basadas en medicina regenerativa
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!'n! ovH NBEOSLIi2NI gozZnnNMcIMcNAIAnAnNIAnNT
y Dw. Mman|LINRGSAY wmac M M pn bwmp 526y
Tt
''nl [ n {SNAYSKUOKNHIMDOHCIMHHAZANANIAMM
H {¢Yoy|1AYlL &S oy |m TYy TC onwm 5246y
Wdzy . mN@LZ T
't GNFyalO|uZydicIncy NINNH
Cc,p! n W b. FI OG2NJ &dzg y nT HZ mmvpd ng 520y
Tt
''nl d[ n HXypdcZnynannZnnaqnznmd
y wLDL |wb! &aSyiaz2zNc M N ™M ppc 524y

122




'n! ovH lwC D¢tlraguIynpgeInunnInnqnInny
n ! wCD! | Oa@lay3d Up on 00 TpM™ 5246y
/| Kt 2NARS A cCICcTYy nInnn
Cc! Cool/[L/H|OKIYYSt H |mITd(cc oXMmHcd ppT 524y
Tt
HEXITYypcZnopgnZnnanqnXnoH
Cc+,¢o/Ch-hmM|{C2N]lKSIFR g ¢ pp ™M MM M 524y
T
'n!'ovH w! . ummjw! . mm FlIEYANHZTYQqQCZNnopRANZANANZIAHC
n p AYUiSNI Oay3dp 00 nn HHDP 520y
Tt
t NPaGFItryuInydcZungnInngqnInun
Cc,abDn/t¢DL{|aeyidKI&as c op po npy 524y
T
''n!t d[ n '!'Cam aLSOANuInmpgcInuynIangqnInnc
n i C[ ™ M y HY y p MMy 520y
' RIELIG2NI NE
''nl [ n LINEGiSAY OZ2HZoTdTIMnNH nInnc
M 't o5m|adzodzyAll RYp ho P> yrepd mc p 524y
T
''nl d[ n R R HXHOdcZydHANZnnAnZInmp
T 55. HM|59m®@52 E KSf |y M T T g H M) 524y
(A3IyFt GNHT
FOa @l 12N 2HIHHHCIPHTAZANAANZIAHDN
''n!l p[ nl{ ¢! ¢co|GNFyaONRK LI c ny Ty ypo 526y
T
{fAY3&K20G [HEIMTdcInuydnInnNnInoo
Cc+xvrtp {{lo |[LK2aLKLIG{l arT np bm yco 520y
LYGiSNFSNRY n
''nl [ n FILOG2NI H OQHEIMT/ACINMANINNANIAHO
y LWCH. |LINRGSAY H |m no HT ppy 524y
T
''nl d[ n t5% YR [UHEmMcdcIdpydnIangqnInny
c t 5[ La|H y pn ny TpM™ 5240y
T
'n! ovH bdzOft S NJ N§HEIMmMdcIunAqnIanaMAaIanp
y bw. t MoAYRAY3 LNy M p M TP 524y
Tt
''nl d[ n HXZnygcXZdpnMANInNnNnAnIaMmT
H {9a! ol{SYl LK2NAY ¢ do T H dhcc 526y
T
''nl d[ n HZNCMCZNHTAZANNNZNAHH
y IV {twm/l&allkas wmay ny T nop 520y
Tt
/2tf 138y GuInmpcIydg nIanp
'!'n! pCp|/ h[H!|Mm OKFAY n nT cZpmypd y on 526y
wK2kwl O 3dmn
''n!l pCp ydzOft S2e RS |[HZnndTImnag nInanm
H ''wl DO|FI Ol 2NJ H ) TC yZmHcd ppy 520y
Tt
[ $dzOAYS NAMIBpTHCcIppYANIAnAqnInHo
Ct/ DIOM[ ww/ n|O2y Gl AyAyIn no cMm HNp 524y
I A3K Y20Aflm
Pal p[ al! n! o[ |ydzOt S2a2YdmIpnT T ImMni NIANH
n £ R2YFIAY ™ ® nwm HZHmppd p 1 @ 520y
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'n! ovH /' D.tii a1l BgmIpngcZopriAnInaNMnNInno
n /I 9[ Cm|FlLYAfE& YSYo T pH con 524y
(A3ylFf GNMT
!'n! ovH FOa @I (i2Nl 2MIpHdCcIpHTINIAANAZIANODP
y {¢! ¢o| NI yaONK LJg c py TC TMT 520y
alyygaet 11
2t A3d2al OOKMZIdHgCcIpHYAZAANAZANA
Cc! [ 90 ahD{ 3t dzO2 a ARl & n ™ ™M M M H 524y
T
'n! ovH {b2 R2YFIAYMIydycIymdnIannqnInamn
c {b2m |02yl AYyAYT D M p cCM o 520y
aA ONZ ( dzo dzt
Faa2O0Al GSH
Yay22E&3Sy|n
Ot LRYAY HmIcdhncIymdnIanaqnInom
!nlovHalL/ ! [|R2YFIAYy O2y H oy HCO 524y
't RSK&RS Tt
'n! ovH RSKERNRIASY MIpHAOTIYTY nInnm
M [ 51 mMTFFEYAER YSYo cn TXamed nno 524y
T
'n! ovH {lo R2YIFAYMInpdTIAMHAZIANANZINAOM
n {1 o5mO2y Gl AYyAYyTH TO np Y MH 524y
{ G NHzO G dzNJ £|
'n! ovH YEAYGSYylrydmIndTInunganIaaNanInnm
/ n {alo |OKNRBY2a2Y9 ho hn BT 0 524y
T
''nl [ n ¢SONI GNROZ2mInny TXnyAqnInnNnInod
0 ¢¢/ oy|NBLISIFG R2VYn n y nodp 520y
CrYAf& gAldm
'n! [ nClamm|aAYAEFNRGYMInnNTEIHAAAZAAANIAMT
p M YSY6SNI I m |y y yy HNp 524y
T
''n!l pCp {wt NBOSLI{mZoyHTInunnZanAgnInndg
c {wt w! |l fLKI H T p pH CMO 5246y
T
''nl d[ n MZXZO0CC nnnaqnznamd
M tt t SNALI F1AYYy TSYTYTH Py H 520y
CrYAfe gAldm
ClamMM|aAYATFINRGYMZIonATZITONRANIANANZAMT
''nl [ nf ™ YSYOSNI ! m |c nec H N e c 524y
Ck NJ dzLJa G NE
St SYSyil OAMIHWYyTITYdqnInnqnIamrt
CTt. 9, 7/C!. to|lLINPGSAY o |T py pMm e c 520y
Jead8AyS Hm
''n! [ n NAOK R2YFAMIHMTIPMANIANANIAHT
c /1 hw5| 02yl AyAy3Im pn np nagec 526y
T
''n!l pCp [ 2tf 138y GmIunMyZIprT
T /' hip!|m OKFAY T cCM™ HEIymid T ZTmp| 526y
T
I'n! pCp t Ndzy S K2YZ2mImpntScecdnInnqnInuc
H tw! b9|gAGK ./ 1 Hec ho TO HY & 524y
Tt
'!'n!l ovH ' f RSK&RS MIMOYTIDpHAIAAAANZIAMp
''p 1'[ 51 M RSKERN23ISY ™ pH Hp HY O 524y
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FaLld NI 3AY

q
deyiKSGlIragmn
''n! ovH w3 dzird YAYgmEImapgy Imco nInno
T 1 { b{ KERNREt&l Ay p oy oZnmypd n AN 526y
T
''nl d[ n MZATMYZHOOAZANANZAMM
n {¢abm{iFIGKYAY Mo H yp cCoT 520y
T
''n! d[ n :thM wh! jManHTZd)nwnZnnwnZnnp
[04) it Cm FYR ¢t agaog pT M p Tp 520y
T
''nl [ n [ 2€t€13ASy GmInnndIppW
/I hlm!|H OKFAY M TH MZgupd MIpm9|l 524y
T
''nl [ n [/ 2tf+3Sy dGmInanNMyIananInayanInnp
n /I hip!|m OKFAY y ny co M oM 5246y
'n! d[ n T TZMTMNnZnAnNnZInoo
n ¢l . {H|¢CKNRYO2AaLIZAn>XdycgnT co p MO 5209y
T
nl [ al!n! o[ |/ 2€6¢ 38y GnZdptrddInHy nInann
M am FfLKF m OKo nm H X dmcd np 524y
T
'n! ovH R nIdcpdIHpp
9™ t-5b t SNPEARF &40 TP pXamyd HIHMP| 5246y
T
Laz2ft Glowdly §nZyydy = dmn nIanp
''n! pCp/lL! w{m|fATI &S 0 TT T X arcpd n ¢ 524y
T
''nl [ n /2tf1+3Sy GnXyoNdpZpnd nInann
M /h[o!|lFfLKIFE m OKH y ¢ nZuamrg np 520y
T
!'n! ovH I SLI Ny adnZynd dpInuH NZNNH
n I {t DH|LINRGS23tedHn yn HEZmpd T Mn 520y
M T T
''nl [ n F2N¥YetGSONnIynMyZIynaqanInnqnInnt
p [ 51 M S RSKe@RNRIy nH ny HPp 524y
T
'nl pCp {LXAOAY3 HnZtpyyZnpnnInnynInort
M {Co.H|A&dzoodzy Al H |cC pH np nnmw 5246y
T
'n! ovH NZTpogyzyyacnznnjqnzZnmH
p JV{¢ |/ 1FELIAlErayn T HT ypn 524y
T
''nl d[ n {LXAOAY3 HnZtniyIpoannInaMnzInon
0 {Co. H|&dzodzyAl H |0 dn Tg hmc 520y
T
'n! ovH nrtnndZnyag nnnp
09 P {¢ |/ 1FELIAadlayy H y>mmpd nom 524y
T
Lazt Qlowdhly §nZtonqySyodnInnAqnInuHo
!'n! pCp/L! w{m|fATIAS n y dn ppy 526y
Tt
nzrmyM dbZmbdranZanaqnzZnannc
Ct5,on+/!hb +SNBAOIY n y M nm dbnrT 520y
T
''nl [ n /2tf1+ 38y GnIZcohpmnIcag
M I hlm!|m OKIAY c M cIXnmyd H S HMP| 526 Y
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T
'n! pCp nxccddznnr nxnnp
c £/ 1b |[£+SNBAOIY (-7 nT yZpmpd nom 524y
T
' n! ovH Laz2¥F2NY . HAZpTy dhZpcynZannqnZamm
nn we¢bn |wSoe Omzf 2y p OH p H onm 520y
T
''n! ovH /I 2FG2YSN) dnZpoddZcnanZnnqnZnHH
2 I ht! | LKE ® P H yp ppod 524y
T
'n! ovH nEInTtTHGEIyTHAEZEnnQnZEnom
H PLw{m|! fI yilkwts! | no H H Yy MH 520y
t N2adlmEty
SYR2LISNREApPpIddY cIMH]p nInann
hmpmyolt ¢D{H|a8YUKI &S HTn cp p = mmptd o m Pl
'n! ovH / Sttt Oeldf gpZcmdpz=ydnp nInano
0 /[t Dm| ™M O H cy nxpmpd noo pLd
''nl [ n {2tdziS OFNp=ZHprApZcyNnZanqnznny
n {[/p!'|YSYOSNI o M C H pn TpM Pl
'n!l ovH nNZANTCXZNy M nnnm
n W! Ym Wl ydza 1AYlicy Yy H MZ nmpd o0 0 0 pLd
5A802ARAY Y2
''nl [ n [// ] R2YFIAnInuHycZIcpM nann
c 5/ .[5/02yidlAyAy3Icc 04 MZ HIOCY T H C Pl
'n!l ovH {[L¢e FTYR HoXdri1cInor nInno
£n {[Lew/ FILYAf& YSYydo M T oXwHmcpd nnn L L
[ ealiSAyS N
'n! ovH iNyyaYSYoNoZyddcIpHd
¢p / wLam{ NB3dz I §2NI|mH nT cSdmyd HIampo|! LI
¢dzy2NJ ySON
NBEOSLIi2NJ 3§
YSYOGSNI m!
''nt o[ n[ h/ mn|-o OZyMmMT pZdnn nxnnp
y nyon H g T T >7mmpd dpnc P LJ
[ 5d2OAY S NN
'n! ovH FYR AYYdzy2oZtdhdpIdndnInnqnIamt
M [ wLDmM|fA1S R2YlIAco no cCM e c L L
''n! pCp t NEGU20FRKgoEMMACIANOTNIANAANAIAMT
T t/ 51 D/ 3FYYl &dz¥Hndg Yy H 0T dgc c i LI
1 Oe! adyli
''nl d[ n AK2NI OKIFIAHMIyTTCcIHNAAZIAAANIAHD
T '/ {{H|YSYOSNI H pp TO nn MHT 'L
''n! [ n wLbD Uy3aSNHZocpcZogagnInnjqnInmm
H wbCHRN|HRN nc HT 00 cCoT i LJ
{2tdziS OFNHZoHGCcIMCTAZIAAANIAHDN
n! p[ n{[/oy|loy YSYoSNInp OH HY ypo ]
''nl [ n LYUGSNFSNRY HZIHMQOCZQH nann
n LCbDw/{NBOSLIi2NJ v MmN pH oXamcd ocCy N
! - [ NBOSLWWjuImcrncInyMnInnNynInno
Cc+9=xnl! -] 1Ayl a$s c y T HC M 1 H ]
'n! ovH ¢CN} YAYSYONHIMH]T IpoWN nxnnn
Y% 0 ta9ap|LINRPGSAY pdcn pH TXpmidynm 'L
t SLlo Ret Ifme
F' YARF oy 3 MEdecMcInddNIAN]ASAHH
'n! pCplt! a Y2y22Ee3Sy|nd oT [o)¢s) nop i LI
''nl [ n LYdiSaNIt YMITpHTITO(
0" L¢an. |LINRPGSAY H.|T pc cXamyd H X ampo|! LI
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bSRRn FFEYAMITMATIHCT nInnm
b5CLt | AYyGiSNI Oaydcr yp MZ mmHpd 0 0 0 LJ
[ 5] NBOSLIimZcorTtIncp nInnn
[wt Ma|LINRPGSAY wmAany no HZNdged T C H LJ
MZpPpTPEMAZM(
¢l . {MCKNRYO24LIZpp o] 0 X2 dor/9 M X prOCY LJ
MZPCTTXZHRMT nxnannn
{[Len|{fAl 3TIdzARInoO nn p = mpd by p LJ
¢CNRLIK20tlFadAmZnnd NZNNAH
¢t.D |F3fte202LINRGIS o TXCHAHITYPd T O™ LJ
DIFIL) 2dzyOo2MZoy T TIHANYNZIANANINHC
DW! m F € LK ™ TT M oM HHP LJ
ttFGSt S F
ANRPGGK FLdQmZIoonyZInyH nInnm
t 5DCwW|NBOSLIi2NI || ny nm $> meed ¢ o LJ
LyadzZ Ay A
FILOG2NI OAY MIHTTTIHATAZAANAZAON
LDC. t|T np pn cc TTN LJ
/St fdzZ I NJ
O2YYdzy AOF g MIHTHTIHCTAIANNNZINOM
/I bm |[ySGg2N] FllyrT p y p Y MH LJ
tfFAYAY23gMEIMTHTIY TN nIanp
t[!¢ F Oa Ol 12 NE | dp po c>ampd y bn LJ
l'be¢-w OStfmImvmcyTIpudnInannInnm
''be¢.- wlY2fS50dzZA S Mmum y 0 cn PT O LJ
MZMngrTZncnanZanamMnzZnanon
[ ! a [ dzY A Ol v o no nn THRN LJ
{@YRSOILY gmIntdmnzImp
{5/ .t|LINRPGSAY HT H o>mond c X mand | ! LI
/'t OAdzYit @2
I iSR OKI Y
IV /bl |l dzZEAfALNE |nSdhddy=mydnZandnZnnc
M Ff LKIFHRSt oo py yc M MY LJ
Pa&LI NIeftItf(nZchppTIdhDAnSnnAqnInuo
I D! F&as no H o NH y o LJ
nxdpmny ZTny NXNNH
/]! / £ dzZaGSNRAY [T ™ cn H X epd n g LJ
nyypgmnzmy
/I ¢{Y |/ FTOKSLWBAAY |nc M M cXaomrd y S nrHg® | | LI
1 OAljdA y 2§
08 i2OKNRYS
! NBRdzOGI a8 |nZycyyZIcHp nInnc
57 v/ w/|LINRPGSAY H |pH co pZ mmpd y o LJ
/ St fdzf I NJ
O2YYdzyAOl g nZypayInTtTdnInnqnsnmH
Cc - I/ bun |ySG@e2N] FlHc M 0 T M HT LJ
'n! NZyH]p nznnnnznny
) ' Yo | RSyeftlidS |1tm yXcTTCT MPpP M LJ
''n! nNnXITT1q9gdIdnH
n Dt ba.|Df @02LINR G mn 0 oXymyd H X mmpd| ! LJ
'n! NZTNMMAOZNNM
V H Dt ba.|Df 802LINRPGYgy D H pZdgmyd H I ampd|! LI
'nl LyadZ Ay ftAnZctTHDZAaTMMAZanAnZAMnN
T LDCHw|/FFEOG2NI H Nndo no op THT LJ
'n! nccnmMmnzancnzanManznann
M C!'{b |Clge I OAR |pn TT TT M M H LJ
I'nl ''Yef2AR 089nZcecNdpIvMecynInngnInmH
0" Ittt LINB OdzNBE 2 NJ| n o cM™ pMm pny LJ




''nl d[ n ncoy@ZHbrnZanaqnInamn
p aCDO9y|[ | Ot RKSNWN ny OH o) oM LJ
' n! ovH 9DC tA1S NnZcotndIHodnIZannAgnInmm
T 95L[ 0| RAAO2ARAY | M® pp on onm LJ
LYGSaNRy ¢
! ' oVH p nIpdH bEmvnnonnZznnMnznop
- n L¢D. p _ __|PYy yp pp Ty LJ
Df dzu | YI U
RSK&@RNR3ISY nZppdmnIoH nInnn
'n! [ n|D[ ! 5mM YAG2O0K2YRNMNT H cXumcd cnm LJ
''nl d[ n al GNME nxpndgmnzpn nxnnp
H aatwmn|YSGFff2LNR NT M M cXHmgpd noo LJ
l¢t adyiKlHnIpmpmnIcw nIanm
Cc!myT/!¢tpC|oSil CH c TYXmped nno LJ
nnrty mMnznd nnno
VHYyoTH D{b DSt aztay Hp dH n>ampd 1 HY LJ
I'n! ovH wWAD2YydzOf SHHnZncddEyopgnInnqnInom
p M wblM |[AYKAOGAG2NI|yT H yn HCO LJ
[h/ Mmn| t dz2NAYS ydz{nInHdMNnIMgAZIANANINH
Ct! %5 MHDPp H LK 2 a LIK2 NE | dbT op HC THY LJ
{ LISOGNR Yy MMINANZANANIAMH
Cc!tbn{t¢! b|SNEBGKNRORYNnZnannorT e HT LJ
{LSOUNRYTRHAnEZnAaHMMIAgAIANAAIANY
Cc!tat/{t¢! b|SNBEGKNRORYcoO H H ny Mp M LJ
'n!l ovH {LSOGNRYTNIlnZoddMMEIngnInn nInmo
0" {t¢! b|SNBGKNR OB MO pcC c DM M LJ
'n! pCp nzoytnmMmnZydnznannMnznoy
n lb-1p|! YYSEAY np P H oc y bp LJ
'n!t d[ n l'¢t adeyiOKFnZottmnIpdnInngqnInon
0 I ¢t 608Gl YAl np n o MM M LJ

Andlisis de secuencia de las isoformas

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:  AOA3Q2IDL1 484 aa
Sequence 2:  AOA3Q2H6US 463 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 93.0886
Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...
Group 1: Sequences: 2
Alignment Score 2664

Score:7069

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]
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clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US5

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

AOA3Q2IDL1
AOA3Q2H6US

MATTNGAVENGQPDRKPPALPRPIRNLEVKFTKIFINNEWHESKSGKKFATYNPSTLEKI
MATTNGAVENGQPDRKPPALPRPIRNLEVKFTKIFINNEWHESKSGKKFATYNPSTLEKI

*kk

CEVEEGDKPDVDKAVEAAQAAFQRGSPWRRLDALSRGRLLHQLADLVERDRAVLATLETM
CEVEEGDKPDVDKAVEAAQAAFQRGSPWRRLDALSRGRLLHQLADLVERDRAVLATLETM

*kk

DSGKPFLHAFFIDLEGCIKTLRYFAGWADKIQGRTIP
DSGKPFLHAFFIDLEGCIKTLRYFAGWADKIQGRTIPTDDNVVCFTRHEPVGVCGAITPW

*kkk

TVVWKLAPALCCGNTVVVKPAEQTPLTALYLGSLIKEVGFPPGVVNIVPGFGPTA
NFPLLMLVWKLAPALCCGNTVVVKPAEQTPLTALYLGSLIKEVGFPPGVVNIVPGFGPTA

kkkkkk *kkkkkkkk

GAAISSHPQISKIAFTGSTEVGKLVKEASSQSNLKRVTLELGGKNPCIVCADADLDLAVE
GAAISSHPQISKIAFTGSTEVGKLVKEASSQSNLKRVTLELGGKNPCIVCADADLDLAVE

CAHQGVFFNQGQCCTAASRVFVEEQVYADFVRRSVEYAKKRPVGDPFDVRTEQGPQIDQK
CAHQGVFFNQGQCCTAASRVFVEEQVYADFVRRSVEYAKKRPVGDPFDVRTEQGPQIDQK

QFNKILDLIDSGKEEGAKLECGGSAMEDRGLFIKPTVFSEVTDTMRIAREEIFGPVQPIL
QFNKILDLIDSGKEEGAKLECGGSAMEDRGLFIKPTVFSEVTDTMRIAREEIFGPVQPIL

KFKSIEEVIKRANSLEYGLTAAVFTKNLDKALKLASALEAGTVWINCYNALYAQAPFGGF
KFKSIEEVIKRANSLEYGLTAAVFTKNLDKALKLASALEAGTV-----=-=n=nmnmnm-

KMSGNGRELGEYALTEYTEVKTVTIKLDDKNP

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

F6U187
AOA9LOTKAS

487 aa
530 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 84.5996

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:6738

Alignment Score 2401
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CLUSTAL: Alignment file created [clustalw.aln]

clustalw.aln
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

F6U187 MLGLV
AOA9LOTKA3  MVEEMRDCQPIGAALRVMGSKFIQWTCLLQSRPPPNCRRVGAGTAAGLSLHPDSAMLGLV

*kkkk

F6U187 GRVAAASASGALRGLSPSAPLPQAQLLLRAAPAALQPARDYAAQTSPAPKAGAATGRIVA
AOA9LOTKA3  GRVAAASASGALRGLSPSAPLPQAQLLLRAAPAALQPARDYAAQTSPAPKAGAATGRIVA

FeU187 VIGAVVDVQFDEGLPPILNALEVQGRETRLVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEGLVRGQKYV
AOA9LOTKA3  VIGAVVDVQFDEGLPPILNALEVQGRETRLVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEGLVRGQKV

FeU187 LDSGAPIKIPVGPETLGRIMNVIGEPIDERGPIKTKQFAAIHAEAPEFMEMSVEQEILVT
AOA9LOTKA3  LDSGAPIKIPVGPETLGRIMNVIGEPIDERGPIKTKQFAAIHAEAPEFMEMSVEQEILVT

F6U187 GIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVLIMELINNVAKAHGGYSVFAGVGERTREGND
AOA9LOTKA3  GIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVLIMELINNVAKAHGGYSVFAGVGERTREGND

*kkk * * * *kkk

F6U187 LYHEMIESGVINLKDATSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEGQDVLLFI
AOA9LOTKA3  LYHEMIESGVINLKDAT

*kkkkkkkkkkkkkkkk

F6U187 DNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQAIYVPAD
AOAQLOTKA3 - SKVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQAIYVPAD

* * *k%k * *% * *kk *kk *%

F6U187 DLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGTEHYEVARGVQ
AOA9LOTKA3  DLTDPAPATTFAH LDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIM DPNIVGTEHYEVARGVQ

*kkkkkkkhkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *%

F6U187 KILQDYKSLQDIIAILGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSQPFGEVGTPERDHQRIPADF
AOA9LOTKA3  KILQDYKSLQDIIAILGMDELSEEDKLTVSRAR KIQRFLSQPFQVAEVFTGHLGKLVPLK

kkkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkhkkkkhkkkhkkkkkkkkkk

F6U187 GR
AOA9LOTKA3  ETIKGFQQILAGDYDHLPEQAFYMVGPIEEAVAKADKLAEEHS

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:  AOA3Q2IF55 779 aa
Sequence 2:  AOA3Q2LD09 785 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

(Partial alignment)
Sequences (1:2) Aligned. Score: 85.8793

130


https://www.genome.jp/tools-bin/pushfile?250213053934GXjeV+clustalw.aln
https://www.genome.jp/tools-bin/pushfile?250213053934GXjeV+clustalw.aln

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:12401

Alignment Score 4442

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LDO09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

MYDSCHKVNNILSYCNKKATSLGSSQPSRTHAGETAPATKVSTSF
MAFASWWYQTHVNEKTSGSPSKSGEKKGSDEKKATSLGSSQPSRTHAGETAPATKVSTSF
* k- . * * *

*kkk

ASTSKSYSMNPTETKAIPVSKQMEGPHSPNKKRHRKQAVKTEPEKKSQSTKPSVVHEKKT
ASTSKSYSMNPTETKAIPVSKQMEGPHSPNKKRHRKQAVKTEPEKKSQSTKPSVVHEKKT

QEVKPKEHTEPKSLPKHTSDAGSKDAHQEKAVSTSSEQLKSEKSAKPKAKSQDTIPADGK
QEVKPKEHTEPKSLPKHTSDAGSKDAHQEKAVSTSSEQLKSEKSAKPKAKSQDTIPADGK

TVVAGVAAASGKPDDKKKESKSLTSAVPVESKPEKPSGESGIDAALNDLIDTLGEPEGAE
TVVAGVAAASGKPDDKKKESKSLTSAVPVESKPEKPSGESGIDAALNDLIDTLGEPEGAE

EDTTTYTGPEVLDPMSSTFIEELGKREVTLPPKYRELLAKKGVPGPPPDSLTPVGPDDAI
EDTTTYTGPEVLDPMSSTFIEELGKREVTLPPKYRELLAKKGVPGPPPDSLTPVGPDDAI

DALASDFTCSSPTASGQKTEEEKSTGEVLKAQSAGFVKSPAPPQEKKRKVEEDAISDQAL
DALASDFTCSSPTASGQKTEEEKSTGEVLKAQSAGFVKSPAPPQEKKRKVEEDAISDQAL

EALSASLGSPKPDPEPDFSSLKEVDEAKAKEEKLKKCGEDDETVPSEYRLKPATDKDGKP
EALSASLGSPKPDPEPDFSSLKEVDEAKAKEEKLKKCGEDDETVPSEYRLKPATDKDGKP

LLPESEEKPKPLSESELIDELSEDFDQSKRKEKQLKPAEKTKESRAAAPAPVGEAVSQTS
LLPESEEKPKPLSESELIDELSEDFDQSKRKEKQLKPAEKTKESRAAAPAPVGEAVSQTS

MCSVQSAPPKPATVVSDPLGIEKKGTVPDDAVEALAGSLGKKEADPEGGKPVEDQVKEKS
MCSVQSAPPKPATVK --------- GTVPDDAVEALAGSLGKKEADPEGGKPVEDQVKEKS

*kkkkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkk

KEEDREKLGEKEETIPPDYRLEEVKDKDGKPLLHKDPKESLPPLSDDFLLDALSEDFAGP
KEEDREKLGEKEETIPPDYRLEEVKDKDGKPLLHKDPKESLPPLSDDFLLDALSEDFAGP

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

QDTSSLQKQFEDAKLSAVISEVVSQTPAPTTHAARPPPDALQSDNKELDDALDQLSDSLG
QDTSSLQKQFEDAKLSAVISEVVSQTPAPTTHAARPPPDALQSDNKELDDALDQLSDSLG

QRQPDPDENKPVEDKVKEKVKAEHRDKLGERDDTIPPEYRHLLDKNDEGKPVKPPEKKPG
QRQPDPDENKPVEDKVKEKVKAEHRDKLGERDDTIPPEYRHLLDKNDEGKPVKPPEKKPG
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AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

AOA3Q2IF55
AOA3Q2LD09

ESKKTADDQDPIDALSGDFDSCPSTTESSENTAKDKDKKNASSSKAPKTGGKAKDSAKAK

ESKKTADDQDPIDALSGDFDSCPSTTESSENTAKDKDKKNASSSKAPKTGGKAKDSAKAK

KETSKPKADEKKTS

KETSKPKADEKKTS

*kkkkkkkkkkkkk

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

AOA9LOR7P4 1718 aa
AOAS5F5PRZ7 1843 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.2433
Guide tree file created: [clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2  Score:29415
Alignment Score 11569

CLUSTAL: Alignment file created [clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOAS5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOAS5F5PRZ7

MDVHTRWKARSPLRPGAPLLSPLLLLLLLWAPPPSRAAQPADLLKVLDFHNLPDGITKTT
MDVHTRWKARSPLRPGAPLLSPLLLLLLLWAPPPSRAAQPADLLKVLDFHNLPDGITKTT

GFCATRRSSKGPDVAYRVTKDAQLSAPTKQLYPASAFPEDFSILTTVKAKKGSQAFLVSI
GFCATRRSSKGPDVAYRVTKDAQLSAPTKQLYPASAFPEDFSILTTVKAKKGSQAFLVSI

YNEQGIQQIGLEMGRSPVFLYEDHTGKPGPEDYPLFRGINLSDGKWHRIALSVHKKNVTL
YNEQGIQQIGLEMGRSPVFLYEDHTGKPGPEDYPLFRGINLSDGKWHRIALSVHKKNVTL

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

ILDCKKKTTKFLDRSDHPMIDVNGIIVFGTRILDEEVFEGDIQQLLFVSDHRAAYDYCEH
ILDCKKKTTKFLDRSDHPMIDVNGIIVFGTRILDEEVFEGDIQQLLFVSDHRAAYDYCEH

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

YSPDCDTAVPDTPQSQDPNPDEYYPEGENEGETYYYEYPYYEDTEDVSKEPPPTKTPVEA
YSPDCDTAVPDTPQSQDPNPDEYYPEGENEGETYYYEYPYYEDTEDVSKEPPPTKTPVEA

ARETTEIAEELTLPPTEAAPVTDASEGPGKEDDVGIEDYDYVPSEDYYTPPPYEDLNYGE
ARETTEIAEELTLPPTEAAPVTDASEGPGKEDDVGIEDYDYVPSEDYYTPPPYEDLNYGE
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AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASFSPRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4

GLENPDENPDQLPEPRARAEVPTSTVSTSNGSNPAPPPEEGRDDLEGEFTEETIKNLDEN
GLENPDENPDQLPEPRARAEVPTSTVSTSNGSNPAPPPEEGRDDLEGEFTEETIKNLDEN

YYDPYYDPTVSPSEIGPGMPANQDTIYEGIGGPRGEKGQKGEPAIIEPGMLLEGPPGPEG
YYDPYYDPTVSPSEIGPGMPANQDTIYEGIGGPRGEKGQKGEPAIIEPGMLLEGPPGPEG

PAGLPGPPGTTGPTGQVGDPGERGPPGRPGLPGADGLPGPPGTMLMLPFRFGGGGDAGSK
PAGLPGPPGTTGPTGQVGDPGERGPPGRPGLPGADGLPGPPGTMLMLPFRFGGGGDAGSK

GPMVSAQESQAQAILQQARLALRGPAGPMGLTGRPGPMGPPGSGGLKGEPGDMGPQGPRG
GPMVSAQESQAQAILQQARLALRGPAGPMGLTGRPGPMGPPGSGGLKGEPGDMGPQGPRG

VQGPPGPAGKPGRRGRAGSDGARGMPGQTGPKGDRGFDGLAGLPGEKGHRGDPGPSGPPG
VQGPPGPAGKPGRRGRAGSDGARGMPGQTGPKGDRGFDGLAGLPGEKGHRGDPGPSGPPG

PPGDDGERGDDGEVGPRGLPGEPGPRGLLGPKGPPGPPGPPGVTGMDGQPGLKGNVGPQG
PPGDDGERGDDGEVGPRGLPGEPGPRGLLGPKGPPGPPGPPGVTGMDGQPGLKGNVGPQG

*kkk *kkk

EPGPPGQQGNPGAQGLPGPQGAIGPPGEKGPLGKPGLPGMPGADGPPGHPGKEGPPGEKG
EPGPPGQQGNPGAQGLPGPQGAIGPPGEKGPLGKPGLPGMPGADGPPGHPGKEGPPGEKG

*kkkhkkkkkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *% *

GQGPPGPQGPIGYPGPRGVKGADGIRGLKGTKGEKGEDGFPGFKGDMGIKGDRGEIGPPG
GQGPPGPQGPIGYPGPRGVKGADGIRGLKGTKGEKGEDGFPGFKGDMGIKGDRGEIGPPG

*kkkkkkkhkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *% *

PRGEDGPEGPKGRGGPNGDPGPLGPPGEKGKLGVPGLPGYPGRQGPKGSIGFPGFPGANG
PRGEDGPEGPKGRGGPNGDPGPLGPPGEKGKLGVPGLPGYPGRQGPKGSIGFPGFPGANG

*kkkkkkkhkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *%

EKGGRGTPGKPGPRGQRGPTGPRGERGPRGITGKPGPKGNSGGDGPAGPPGERGPNGPQG
EKGGRGTPGKPGPRGQRGPTGPRGERGPRGITGKPGPKGNSGGDGPAGPPGERGPNGPQG

*kkkkkkkhkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *% *

PTGFPGPKGPPGPPGKDGLPGHPGQRGETGFQGKTGPPGPPGVVGPQGPTGETGPMGERG
PTGFPGPKGPPGPPGKDGLPGHPGQRGETGFQGKTGPPGPPGVVGPQGPTGETGPMGERG

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkk

HPGPPGPPGEQGLPGVAGKEGTKGDPGPAGLPGKDGPPGLRGFPGDRGLPGPVGALGLKG
HPGPPGPPGEQGLPGVAGKEGTKGDPGPAGLPGKDGPPGLRGFPGDRGLPGPVGALGLKG

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

NEGPPGPPGPAGSPGERGPAGAAGPIGIPGRPGPQGPPGPAGEKGAPGEKGPQGPAGRDG
NEGPPGPPGPAGSPGERGPAGAAGPIGIPGRPGPQGPPGPAGEKGAPGEKGPQGPAGRDG

LQGPVGLPGPAGPVGPPGEDGDKGEIGEPGQKGSKGDKGEQGPPGPTGPQGPIGQPGPSG
LQGPVGLPGPAGPVGPPGEDGDKGEIGEPGQKGSKGDKGEQGPPGPTGPQGPIGQPGPSG

ADGEPGPRGQQGLFGQKGDEGPRGFPGPPGPVGLQGLPGPPGEKGETGDVGQMGPPGPPG
ADGEPGPRGQQGLFGQKGDEGPRGFPGPPGPVGLQGLPGPPGEKGETGDVGQMGPPGPPG

PRGPSGAPGADGPQGPPGGIGNPGAVGEKGEPGEAGEPGLPGEGGPPGPKGERGEKGESG
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AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASF5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOASFSPRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

AOA9LOR7P4
AOA5F5PRZ7

PRGPSGAPGADGPQGPPGGIGNPGAVGEKGEPGEAGEPGLPGEGGPPGPKGERGEKGESG

*kk

PSGAAGPPGPKGPPGDDGPKGSPGPVGFPGDPGPPGEPGPAGQDGPPGDKGDDGEPGQTG
PSGAAGPPGPKGPPGDDGPKGSPGPVGFPGDPGPPGEPGPAGQDGPPGDKGDDGEPGQTG

*kk

SPGPTGEPGPSGPPGKRGPPGPAGPEGRQGEKGAKGEAGLEGPPGKTGPIGPQGAPGKPG
SPGPTGEPGPSGPPGKRGPPGPAGPEGRQGEKGAKGEAGLEGPPGKTGPIGPQGAPGKPG

*kk

PDGLRGIPGPVGEQGLPGSPGPDGPPGPMGPPGLPGLKGDSGPKGEKGHPGLIGLIGPPG
PDGLRGIPGPVGEQGLPGSPGPDGPPGPMGPPGLPGLKGDSGPKGEKGHPGLIGLIGPPG

*kk

EQGEKGDRGLPGPQGSSGPKGEQGITGPSGPIGPPGPPGLPGPPGPKGAKGSSGPTGPKG
EQGEKGDRGLPGPQGSSGPKGEQGITGPSGPIGPPGPPGLPGPPGPKGAKGSSGPTGPKG

* *kkk

EAGHPGPPGPPGPPGEVIQPLPIQASRTRRNIDASQMLDDGDGENYMDYADGMEEIFGSL
EAGHPGPPGPPGPPGEVIQPLPIQASRTRRNIDASQMLDDGDGENYMDYADGMEEIFGSL

*kkk *kkk

NSLKLEIEQMKRPLGTQQNPARTCKDLQLCHPDFPDGEYWVDPNQGCSRDSFKVYCNFTA
NSLKLEIEQMKRPLGTQQNPARTCKDLQLCHPDFPDGEYWVDPNQGCSRDSFKVYCNFTA

GGATCVFPDKKSEGSKMARWPKEQPSTWYSQYKRGS!:4--------=-=------
GGATCVFPDKKSEGARITSWPKENPGSWFSEFKRGKLLSYVDAEGNPVGVVQMTFLRLLS

kkkkkkkkkkkkkkeroo kkkkek kekeokkk k.

ASAHQNITYNCYQSVAWQDAATGSYDKAMRFLGSNDEEMSFDNSPYIRALVDGCATRKGY

QKTVLEIDTPKVEQVPIVDIMFNDFGEASQKFGFEVGPACFLG

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

517 aa
642 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 98.2592

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:8188

Alignment Score 3025

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]
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clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOA9QLOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOA9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOA9LOS7Y5
AOAI9LOSXF6

AOA9LOS7Y5
AOAI9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

AOAI9LOS7Y5
AOA9LOSXF6

MSDDVGDTLATGEKAEITEMPSSGSLPKDAEVHCDSATISNEPTPADPRGDEHENAAIQG
MSDDVGDTLATGEKAEITEMPSSGSLPKDAEVHCDSATISNEPTPADPRGDEHENAAIQG

AETADIRHPEQPKDISAMEPPVNGEVTEDTLTECIDSVSLEAEPGSEIPLKEQSNPAVDS
AETADIRHPEQPKDISAMEPPVNGEVTEDTLTECIDSVSLEAEPGSEIPLKEQSNPAVDS

PPHGGGWAGWGSWGKSLLSSASATVGHGLTAVKEKAGATLRIHSVNSSSSEGAQTDTENG
PPHGGGWAGWGSWGKSLLSSASATVGHGLTAVKEKAGATLRIHSVNSSSSEGAQTDTENG

VPQTDAATDESPAESPPASPSSGSRGVLSAITSVVQNT--------m-mmmmmemee
VPQTDAATDESPAESPPASPSSGSRGVLSAITSVVONTGKSVLTGGLDALEFIGKKTMNV

MLREAKEKEKQRLAQQLTAERTAHYGMLFDEYQGLSH
LAESDPGFKRTKTLMERTVSLSQMLREAKEKEKQRLAQQLTAERTAHYGMLFDEYQGLSH

*kkk

LEALEILSNESESKVQSFLSSLDGEKLELLKNDLISIKDIFAAKELENEENQEEQG-- LE
LEALEILSNESESKVQSFLSSLDGEKLELLKNDLISIKDIFAAKELENEENQEEQGKGLE

* *kk *k*k * *% * * *kk *kk * *% *%

EKGEEFASMLTELLFELHVAATPDKLN
EKGEEFASMLTELLFELHVAATPDKLNKHAVVDTGPHLSKWVRKGQKEAVRWRESNFFIS

*kkkkkkkhkkkkk *%

KAMKKAHDCMDEDQT
GRGHRLWQVNDLNTVGNCLIHLRAAPATAQSVYDASKVPLVYLHSQAMKKAHDCMDEDQT

rkkkkkkkkkkkkkk

VVSVDVAEESEEKTKKEEGEEKPENPKEDGKEGRRTKTVEEVYMLSIESLAEVTARCIEQ
VVSVDVAEESEEKTKKEEGEEKPENPKEDGKEGRRTKTVEEVYMLSIESLAEVTARCIEQ

*kkkkkkkhkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *% *

LHKVAELILHGQEEEKSAQYQAKVLIKLTTAMCKEVASLSKKFTNSLTTVGSNKKAEVLN
LHKVAELILHGQEEEKSAQYQAKVLIKLTTAMCKEVASLSKKFTNSLTTVGSNKKAEVLN

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkk

PMINSVLLEGCNSMTYVQDAFQLLLPVLQVSHIQTSCSKAQP
PMINSVLLEGCNSMTYVQDAFQLLLPVLQVSHIQTSCSKAQP

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkhkkkkk

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

ADA3Q2KSV4
AODA3Q2HEQ2

527 aa
521 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...
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Sequences (1:2) Aligned. Score: 83.6852

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score: 7650

Alignment Score 2797

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA3Q2KSV4  MECVYCFLGFLLLAARLPLDAAKRFHDVLSNERPSGYMREHNQLKGWSSDENDWNEKLYP
AOA3Q2HEQ?2 MREHNQLKGWSSDENDWNEKLYP
AOA3Q2KSV4  VWKRGDPRWKNSWKGGRVQAVLTSDSPALVGSTMTFVVSLVFPRCQKEDANGNIVYETNC
AOA3Q2HEQ2 VWKRGDPRWKNSWKGGRVQAVLTSDSPALVGSTMTFVVSLVFPRCQKEDANGNIVYETNC
AOA3Q2KSV4  RNDTGPSPDPFVYNWTAWTEDDDWGNDSSQGHHNVFPDGKPFPRPPGWKKRNFVYVFHTL
AOA3Q2HEQ2 RNDTGPSPDPFVYNWTAWTEDDDWGNDSSQGHHNVFPDGKPFPRPPGWKKRNFVYVFHTL
AOA3Q2KSV4  GQYFQRLGRCSARVSINTTNVPLGPQLMEVTVYRRHGRAYCPIAKVKDVYVVTDRIPIFV
AOA3Q2HEQ2  GQYFQRLGRCSARVSINTTNVPLGPQLMEVTVYRRHGRAYCPIAKVKDVYVVTDRIPIFV
AOA3Q2KSV4  TMSQKNDRNSSDETFLRDLPIVFNVLIHDPSHFLIESSINYKWNFGDNTGLFVSNNSTLN
AOA3Q2HEQ2 TMSQKNDRNSSDETFLRDLPIVFNVLIHDPSHFLIESSINYKWNFGDNTGLFVSNNSTLN
AOA3Q2KSV4  HTYVLNGTFSLNLTVQAAVPGPCPTPSPRPLTPTPALLPGGDNPLQLRDVPDENCRINRY
AOA3Q2HEQ2  HTYVLNGTFSLNLTVQAAVPGPCPTPSPRPLTPTPALLPGGDNPLQLRDVPDENCRINRY
AOA3Q2KSV4  GYFKATIEIVDGILEVNIIKMTDVLMPVPQPDDSVVDFVVTCEGTIPTEVCTVISDPTCR
AOA3Q2HEQ2  GYFKATIEIVDGILEVNIIKMTDVLMPVPQPDDSVVDFVVTCEGTIPTEVCTVISDPTCR
AOA3Q2KSV4  ITQSTVCDPVDVDVGELCLLTVRRAFSGSGTYCMNLTLGDEASLALTSTLKTOG-
AOA3Q2HEQ2  ITQSTVCDPVDVDVGELCLLTVRRAFSGSGTYCMNLTLGDEASLALTSTLVSVPGRDPAS

dhkkkkkkkkkhkkhhkhhkhkhhkkhhkhhhhhhhkhhhhhhhhhkhhhhkhiix
JN0Y 16 Y2 )V A — LQTDRKQYWDRGQRKEAECFSQPCKGCVLPRKPGKR
AOA3Q2HEQ2  PLRIANGVLFSVGCLTIVVTVIALLVYKKHKDYRPIENSTGIVVKGKRLNVFLNRAKAVF

K e . * *

AOA3Q2KSV4  STAQEPPRNSLNLQPYS -
AOA3Q2HEQ2  SRGNQEKDPLLKNHPGTL

* e ke ok -

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments
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Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

AOA5F5PJP7 1230 aa
AOA5F5PJ23

1455 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.7561

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:20269

Alignment Score 7694

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

MCRDGARALQVGGRESARGRAARTLVQRRSRAPRSWRAARACLPADSGVTVRARRTGNSP

SVGHSRACRRGAQPRTARSRLRNVSPGATSLDSTQAGRSAQDTERRHTFAGPEPRGRLPG

THRGTARGRGRYERPIGTLLVGGCRRRVLIGPCVPAPPSWLRAVRALHHSPAGTRRGRCC

MVQQVPENINFPAEEEKILQFWSEFNCFQECLKQSKHRPKYTFYDGP
FPRATVRETLSNKMVQQVPENINFPAEEEKILQFWSEFNCFQECLKQSKHRPKYTFYDGP

PFATGLPHYGHILAGTIKDIVTRYAHQSGFHVDRRFGWDCHGLPVEYEIDKTLGIRGPED
PFATGLPHYGHILAGTIKDIVTRYAHQSGFHVDRRFGWDCHGLPVEYEIDKTLGIRGPED

VAKMGIVEYNNQCRAIVMRYSTEWKSIVTRLGRWIDFDNDYKTLYPQFMESVWWVFKQLY
VAKMGIVEYNNQCRAIVMRYSTEWKSIVTRLGRWIDFDNDYKTLYPQFMESVWWVFKQLY

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkhkkkkk

DKGLVYRGVKVMPFSTACNTPLSNFESHOQNYKDVQDPSVFVTFPLEEDENISLVAWTTTP
DKGLVYRGVKVMPFSTACNTPLSNFESHQNYKDVQDPSVFVTFPLEEDENISLVAWTTTP

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

WTLPSNLALCVNPDMQYVKIKDVVRGKLLILMEARLSALYKLESDYEILERFPGAYLKGK
WTLPSNLALCVNPDMQYVKIKDVVRGKLLILMEARLSALYKLESDYEILERFPGAYLKGK

KYTPLFDYFVKD DYRVCMDFGIIQKDSL
KYTPLFDYFVKCKENGAFTVLVDNYVREEEGTGVVHQAPYFGADDYRVCMDFGIIQKDSL

*kkkkkkkkkk Kkkkkkkkkkkkkkkkk
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AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOAS5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOAS5F5PJ23

AOA5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOASF5PJP7
AOA5F5PJ23

AOAS5F5PJP7
AOA5F5PJ23

AOAS5F5PJP7
AOA5F5PJ23

PICPVDASGCFTAEVTDFMGQYVKDADKNIIRTLKEHGRLLVASTFTHSYPFCWRSDTPL
PICPVDASGCFTAEVTDFMGQYVKDADKNIIRTLKEHGRLLVASTFTHSYPFCWRSDTPL

IYKAVPSWFVRVEHMVDQLLRNNDLCYWVPEFVREKRFGNWLKDARDWAVSRNRYWGTPI
IYKAVPSWFVRVEHMVDQLLRNNDLCYWVPEFVREKRFGNWLKDARDWAVSRNRYWGTPI

PLWVSDDLEEVVCVGSMAELEELSGAKISDLHRESIDHLTIPSRCGKGSLHRISEVFDCW
PLWVSDDLEEVVCVGSMAELEELSGAKISDLHRESIDHLTIPSRCGKGSLHRISEVFDCW

FESGSMPYAQVHYPFESKREFEEAFPADFIAEGIDQTRGWFYTLLVLATALFGQPPFKNV
FESGSMPYAQVHYPFESKREFEEAFPADFIAEGIDQTRGWFYTLLVLATALFGQPPFKNV

IVNGLVLASDGQKMSKRKKNYPDPLSVIHKYGADALRLYLINSPVVRAENLRFKEEGVRD
IVNGLVLASDGQKMSKRKKNYPDPLSVIHKYGADALRLYLINSPVVRAENLRFKEEGVRD

VLKDVLLPWYNAYRFFIQNILRLQKEEEMEFLYNENTVKESANITDRWVLSFMQSLVEFF
VLKDVLLPWYNAYRFFIQNILRLQKEEEMEFLYNENTVKESANITDRWVLSFMQSLVEFF

KAEMAAYRLYTVVPRLVKFVDVLTNWYVRMNRRRLKGENGMEDCVLALETLFSVLLSLCR
KAEMAAYRLYTVVPRLVKFVDVLTNWYVRMNRRRLKGENGMEDCVLALETLFSVLLSLCR

*kkk *kkk

LMAPYTPFLTEMMYQNLKMLIDPVSVQDKDTLSIHYLMLPHVREELIDKKTESAVSRMQS
LMAPYTPFLTEMMYQNLKMLIDPVSVQDKDTLSIHYLMLPHVREELIDKKTESAVSRMQS

*kkkkkkkkkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *%

VIELGRVIRDRKTIPIKYPLKEIVVIHQDPEALNDIKSLEKYIIEELNVRKVTLSTDKSK
VIELGRVIRDRKTIPIKYPLKEIVVIHQDPEALNDIKSLEKYIIEELNVRKVTLSTDKSK

*kkkkkkkkkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *% *

YGIRLRAEPDHMVLGKRLKGAFKVVMTAIKQLSSEELEQFQRRGTIVVEGHELHEEDIRL
YGIRLRAEPDHMVLGKRLKGAFKVVMTAIKQLSSEELEQFQRRGTIVVEGHELHEEDIRL

*kkkkkkkhkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *%

MCTFDQAASGTAQFEAHSDAQALVLLDVTPDQSMVDEGMAREVINRIQKLRKKCNLVPTD
MCTFDQAASGTAQFEAHSDAQALVLLDVTPDQSMVDEGMAREVINRIQKLRKKCNLVPTD

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

EITVYYKAKSEGEYLNNVIESHTEFIFATIKAPLKPYPVPTADKILIQEKTQLKGSDLEI
EITVYYKAKSEGEYLNNVIESHTEFIFATIKAPLKPYPVPTADKILIQEKTQLKGSDLEI

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkkkkkkkk

TLTRGSSVPGPACAYVNLNICTNGSEQGGVLLLENPKGDNRLDLLKLKSVVTSIFGVKTT
TLTRGSSVPGPACAYVNLNICTNGSEQGGVLLLENPKGDNRLDLLKLKSVVTSIFGVKTT

RLAVFHGETEIQNQTDLLSLSGKTLCVTAGSAPSLIDSPSALLCQYVNLQLLDADPQECL
RLAVFHGETEIQNQTDLLSLSGKTLCVTAGSAPSLIDSPSALLCQYVNLQLLDADPQECL

MGTVGTLLLENPLGQSGLTHQGLLYEAAKVFGLRSRKLKLFLNETQTDEITEEIPMKTLN
MGTVGTLLLENPLGQSGLTHQGLLYEAAKVFGLRSRKLKLFLNETQTDEITEEIPMKTLN

MKTVYVSVLPTTADF
MKTVYVSVLPTTADF

*kkkkkkkkkkkkkk
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CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

879 aa
897 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.3174

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:14520

Alignment Score 5512

CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOAS5F5PFU1L
AOA9LORE13

AOAS5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1

MATEHPEPPKGELQLPPPPPPGHYGAWAAQELQAKLAEIGAPIQEREELVERLQTYTR
MATEHPEPPKGELQLPPPPPPGHYGAWAAQELQAKLAEIGAPIQAGSREELVERLQTYTR

*kkkkkkkhkkkkk *% *% *kkkhkkkk kkkkkkkhkkkk

QTGIVLNRPVLRGEDGDKAAPPPMSAQLSGIPMPPPPMGLPPLQPPPPPPPPPPGLGLGF
QTGIVLNRPVLRGEDGDKAAPPPMSAQLSGIPMPPPPMGLPPLQPPPPPPPPPPGLGLGF

*kkkkkkkhkkkkk *% *% *kkkhkkkhkkkkk *%

PMAVGPRPPNLGPPPPLRVGEPVALSEEERLKLAQQQAALLMQQEERAKS---
PMAVGPRPPNLGPPPPLRVGEPVALSEEERLKLAQQQAALLMQQEERAKQQGDHSLKEHE

*kkkkkkkhkkkkk *% *% *kkkhkkkhkkkkk

AAVLLEQERQQQEIAKMGTPVPRPPQDLGQIGVRTPLGPRVAAPVGPTPTVLP
LLEQQKRAAVLLEQERQQQEIAKMGTPVPRPPQDLGQIGVRTPLGPRVAAPVGPTPTVLP

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

MGAPVPRPRGPPPPPGDENREMDDPSVGPKIPQALEKILQLKESRQEEMNSQQEEEEMET
MGAPVPRPRGPPPPPGDENREMDDPSVGPKIPQALEKILQLKESRQEEMNSQQEEEEMET

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

DARSSLGQSASETEEDTVSVSKKEKNRKRRNRKKKKKPQRVRGASSESSGDREKESARPR
DARSSLGQSASETEEDTVSVSKKEKNRKRRNRKKKKKPQRVRGASSESSGDREKESARPR

GSDSPAADVEIEYVTEEPEIYEPNFIFFKRIFEAFKLTDDVKKEKEKEPEKLDKLENSAA
GSDSPAADVEIEYVTEEPEIYEPNFIFFKRIFEAFKLTDDVKKEKEKEPEKLDKLENSAA

PKKKGFEEEHKDSDDDSSDDEQEKKPEAPKLSKKKLRRMNRFTVAELKQLVARPDVVEMH
PKKKGFEEEHKDSDDDSSDDEQEKKPEAPKLSKKKLRRMNRFTVAELKQLVARPDVVEMH

DVTAQDPKLLVHLKATRNSVPVPRHWCFKRKYLQGKRGIEKPPFELPDFIKRTGIQEMRE
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AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOA5F5PFU1
AOA9LORE13

AOASF5PFU1L
AOA9LORE13

DVTAQDPKLLVHLKATRNSVPVPRHWCFKRKYLQGKRGIEKPPFELPDFIKRTGIQEMRE

*kk

ALQEKEEQKTMKSKMREKVRPKMGKIDIDY QKLHDAFFKWQTKPKLTIHGDLYYEGKEFE
ALQEKEEQKTMKSKMREKVRPKMGKIDIDYQKLHDAFFKWQTKPKLTIHGDLYYEGKEFE

*kk

TRLKEKKPGDLSDELRISLGMPVGPNAHKVPPPWLIAMQRYGPPPSYPNLKIPGLNSPIP
TRLKEKKPGDLSDELRISLGMPVGPNAHKVPPPWLIAMQRYGPPPSYPNLKIPGLNSPIP

*kk

ESCSFGYHAGGWGKPPVDETGKPLYGDVFGTNAAEFQTKTEEEEIDRTPWGELEPSDEES
ESCSFGYHAGGWGKPPVDETGKPLYGDVFGTNAAEFQTKTEEEEIDRTPWGELEPSDEES

*kk

SEEEEEEESDEDKPDETGFITPADSGLITPGGFSSVPAGMETPELIELRKKKIEEAMDGS
SEEEEEEESDEDKPDETGFITPADSGLITPGGFSSVPAGMETPELIELRKKKIEEAMDGS

*kkk *kkk

ETPQLFTVLPEKRTATVGGAMMGSTHIYDMSTVMSRKGPAPELQGVEVALAPEELELDPM
ETPQLFTVLPEKRTATVGGAMMGSTHIYDMSTVMSRKGPAPELQGVEVALAPEELELDPM

*kkk *kkk

AMTQKYEEHVREQQAQVEKEDFSDMVAEHAAKQKQKKRKAQPQDSRGGSKKYKEFKF
AMTQKYEEHVREQQAQVEKEDFSDMVAEHAAKQKQKKRKAQPQDSRGGSKKYKEFKF

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:
Sequence 3:

F6UPN4
F6UPM7
AOA3Q2GZL9 2489 aa

2464 aa
2463 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 95.2497
Sequences (1:3) Aligned. Score: 99.7565
Sequences (2:3) Aligned. Score: 99.7564

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 2 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2
Group 2: Sequences: 3

Score:40081
Score:39674

Alignment Score 44551

CLUSTAL Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
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F6UPM7 MLSSFRKRRVQKMDPSGVKVLETAEDIQERRQQVLDRYHRFKELSTLRRQKLEDSYRFQF
AOA3Q2GZL9 MLSSFRKRRVQKMDPSGVKVLETAEDIQERRQQVLDRYHRFKELSTLRRQKLEDSYRFQF

F6UPN4 e MDPSGVKVLETAEDIQERRQQVLDRYHRFKELSTLRRQKLEDSYRFQF
F6UPM7 FQRDAEELEKWIQEKLQIASDENYKDPTNLQGKLQKHQAFEAEVQANSGAIVKLDETGNL
AOA3Q2GZL9 FQRDAEELEKWIQEKLQIASDENYKDPTNLQGKLQKHQAFEAEVQANSGAIVKLDETGNL
F6UPN4 FQRDAEELEKWIQEKLQIASDENYKDPTNLQGKLQKHQAFEAEVQANSGAIVKLDETGNL
F6UPM7 MISEGHFASETIRTRLMELHRQWELLLEKMREKGVKLLQAQKLVQYLRECEDVMDWINDK
AOA3Q2GZL9 MISEGHFASETIRTRLMELHRQWELLLEKMREKGVKLLQAQKLVQYLRECEDVMDWINDK
F6UPN4 MISEGHFASETIRTRLMELHRQWELLLEKMREKGVKLLQAQKLVQYLRECEDVMDWINDK
F6UPM7 EAIVTSEELGQDLEHVEVLQKKFEEFQTDMAAHEERVNEVNQFAAKLIQEQHPEEELIKT
AOA3Q2GZL9 EAIVTSEELGQDLEHVEVLQKKFEEFQTDMAAHEERVNEVNQFAAKLIQEQHPEEELIKT
F6UPN4 EAIVTSEELGQDLEHVEVLQKKFEEFQTDMAAHEERVNEVNQFAAKLIQEQHPEEELIKT
F6UPM7 KQDEVNAAWQRLKGLALQRQGKLFGAAEVQRFNRDVDETISWIKEKEQLMASDDFGRDLA
AOA3Q2GZL9 KQDEVNAAWQRLKGLALQRQGKLFGAAEVQRFNRDVDETISWIKEKEQLMASDDFGRDLA

F6UPN4 KQDEVNAAWQRLKGLALQRQGKLFGAAEVQRFNRDVDETISWIKEKEQLMASDDFGRDLA

F6UPM7 SVQALLRKHEGLERDLAALEDKVKALCAEADRLQQSHPLSATQIQVKREELITNWEQIRT
AOA3Q2GZL9 SVQALLRKHEGLERDLAALEDKVKALCAEADRLQQSHPLSATQIQVKREELITNWEQIRT
F6UPN4 SVQALLRKHEGLERDLAALEDKVKALCAEADRLQQSHPLSATQIQVKREELITNWEQIRT

*kkkhkkkkkkkkk * * *hkkkkkkhkk *%

F6UPM7 LAAERHARLNDSYRLQRFLADFRDLTSWVTEMKALINADELANDVAGAEALLDRHQEHKG
ADA3Q2GZL9  LAAERHARLNDSYRLQRFLADFRDLTSWVTEMKALINADELANDVAGAEALLDRHQEHKG
FEUPN4 LAAERHARLNDSYRLQRFLADFRDLTSWVTEMKALINADELANDVAGAEALLDRHQEHKG
FEUPM7 EIDAHEDSFKSADESGQALLAAGHYASDEVKEKLTILSEERAALLELWELRRQQYEQCMD
AOA3Q2GZL9  EIDAHEDSFKSADESGQALLAAGHYASDEVKEKLTILSEERAALLELWELRRQQYEQCMD
FEUPN4 EIDAHEDSFKSADESGQALLAAGHYASDEVKEKLTILSEERAALLELWELRRQQYEQCMD
F6UPM7 LQLFYRDTEQVDNWMSKQEAFLLNEDLGDSLDSVEALLKKHEDFEKSLSAQEEKITALDE
ADA3Q2GZL9  LQLFYRDTEQVDNWMSKQEAFLLNEDLGDSLDSVEALLKKHEDFEKSLSAQEEKITALDE
F6UPN4 LQLFYRDTEQVDNWMSKQEAFLLNEDLGDSLDSVEALLKKHEDFEKSLSAQEEKITALDE
F6UPM7 FATKLIQNNHYAMEDVATRRDALLSRRNALHERAMYRRAQLADSFHLQQFFRDSDELKSW
AOA3Q2GZL9  FATKLIQNNHYAMEDVATRRDALLSRRNALHERAMYRRAQLADSFHLQQFFRDSDELKSW
F6UPN4 FATKLIQNNHYAMEDVATRRDALLSRRNALHERAMYRRAQLADSFHLQQFFRDSDELKSW
*kkkkkkkkkkkkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhirh
F6UPM7 VNEKMKTATDEAYKDPSNLQGKVQKHQAFEAELSANQSRIDALEKAGQKLIDVNHYAKDE
ADA3Q2GZL9  VNEKMKTATDEAYKDPSNLQGKVQKHQAFEAELSANQSRIDALEKAGQKLIDVNHYAKDE
F6UPN4 VNEKMKTATDEAYKDPSNLQGKVQKHQAFEAELSANQSRIDALEKAGQKLIDVNHYAKDE

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

F6UPM7 VAARMNEVISLWKKLLEATELKGIKLREANQQQQFNRNVEDIELWLYEVEGHLASDDYGK
AOA3Q2GZL9 VAARMNEVISLWKKLLEATELKGIKLREANQQQQFNRNVEDIELWLYEVEGHLASDDYGK
F6UPN4 VAARMNEVISLWKKLLEATELKGIKLREANQQQQFNRNVEDIELWLYEVEGHLASDDYGK

F6UPM7 DLTNVQNLQKKHALLEADVAAHQDRIDGITIQARQFQDAGHFDAENIKKKQEALVARYEA
AOA3Q2GZL9 DLTNVQNLQKKHALLEADVAAHQDRIDGITIQARQFQDAGHFDAENIKKKQEALVARYEA
F6UPN4 DLTNVQNLQKKHALLEADVAAHQDRIDGITIQARQFQDAGHFDAENIKKKQEALVARYEA
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F6UPM7 LKEPMIARKQKLADSLRLQQLFRDVEDEETWIREKEPIAASTNRGKDLIGVQNLLKKHQA
AOA3Q2GZL9 LKEPMIARKQKLADSLRLQQLFRDVEDEETWIREKEPIAASTNRGKDLIGVQNLLKKHQA

F6UPN4 LKEPMIARKQKLADSLRLQQLFRDVEDEETWIREKEPIAASTNRGKDLIGVQNLLKKHQA
F6UPM7 LQAEIAGHEPRIKAVTQKGHAMVEEGHFAAEDVKAKLNELNQKWESLKSKASQRRQDLED
AOA3Q2GZL9 LQAEIAGHEPRIKAVTQKGHAMVEEGHFAAEDVKAKLNELNQKWESLKSKASQRRQDLED
F6UPN4 LQAEIAGHEPRIKAVTQKGHAMVEEGHFAAEDVKAKLNELNQKWESLKSKASQRRQDLED

F6UPM7 SLQAQQYFADANEAESWMREKEPIVGSTDYGKDEDSAEALLKKHEALMSDLSAYGSSIQA
AOA3Q2GZL9 SLQAQQYFADANEAESWMREKEPIVGSTDYGKDEDSAEALLKKHEALMSDLSAYGSSIQA
F6UPN4 SLQAQQYFADANEAESWMREKEPIVGSTDYGKDEDSAEALLKKHEALMSDLSAYGSSIQA

*kkk

F6UPM7 LREQAQSCRQQVAPMDDETGKELVLALYDYQEKSPREVTMKKGDILTLLNSTNKDWWKVE
AOA3Q2GZL9 LREQAQSCRQQVAPMDDETGKELVLALYDYQEKSPREVTMKKGDILTLLNSTNKDWWKVE
F6UPN4 LREQAQSCRQQVAPMDDETGKELVLALYDYQEKSPREVTMKKGDILTLLNSTNKDWWKVE

F6UPM7 VNDRQGFVPAAYVKKLDPAQSASRENLLEEQGSIALRQE -----------=-=------ Q
AOA3Q2GZL9 VNDRQGFVPAAYVKKLDPAQSASRENLLEEQGSIALRQEQIDNQTRITKEAGSVSLRMKQ
F6UPN4 VNDRQGFVPAAYVKKLDPAQSASRENLLEEQGSIALRQEQIDNQTRITKEAGSVSLRMKQ

* * * * *

F6UPM7 IDNQYRSLLELGEKRKGMLEKSCKKFMLFREANELQQWINEKEAALTSEEVGADLEQVEV
AOA3Q2GZL9  VEELYRSLLELGEKRKGMLEKSCKKFMLFREANELQQWINEKEAALTSEEVGADLEQVEV
F6UPN4 VEELYRSLLELGEKRKGMLEKSCKKFMLFREANELQQWINEKEAALTSEEVGADLEQVEV

*% *kkkhkkkhkkkkk *% *kkkkkkkkkk

F6UPM7 LOQKKFDDFQKDLKANESRLKDINKVAEALESEGLMAEEVQAVQQQEVYGAMPRDEGDSKT
AOA3Q2GZL9 LQKKFDDFQKDLKANESRLKDINKVAEALESEGLMAEEVQAVQQQEVYGAMPRDEGDSKT

F6UPN4 LOQKKFDDFQKDLKANESRLKDINKVAEALESEGLMAEEVQAVQQQ------- DEGDSKT

F6UPM7 ASPWKSARLMVHTVATFNSIKELNERWRSLQQLAEERSQLLGSAHEVQRFHRDADETKEW
AOA3Q2GZL9  ASPWKSARLMVHTVATFNSIKELNERWRSLQQLAEERSQLLGSAHEVQRFHRDADETKEW
F6UPN4 ASPWKSARLMVHTVATFNSIKELNERWRSLQQLAEERSQLLGSAHEVQRFHRDADETKEW

*kkkkkkkhkkkkk *% F*kkkkkkk *%

F6UPM7 IEEKNQALNTDNYGHDLASVQALQRKHEGFERDLAALGDKVNSLGETAERLIQSHPESAE
AOA3Q2GZL9 IEEKNQALNTDNYGHDLASVQALQRKHEGFERDLAALGDKVNSLGETAERLIQSHPESAE
F6UPN4 IEEKNQALNTDNYGHDLASVQALQRKHEGFERDLAALGDKVNSLGETAERLIQSHPESAE
F6UPM7 DLQEKCTELNQAWSSLGKRADQRKAKLGDSHDLQRFLSDFRDLMSWINGIRGLVSSDELA
AOA3Q2GZL9 DLQEKCTELNQAWSSLGKRADQRKAKLGDSHDLQRFLSDFRDLMSWINGIRGLVSSDELA
F6UPN4 DLQEKCTELNQAWSSLGKRADQRKAKLGDSHDLQRFLSDFRDLMSWINGIRGLVSSDELA
F6UPM7 KDVTGAEALLERHQEHRTEIDARAGTFQAFEQFGQQLLAHRHYASPEIKEKLDILDQERA
AOA3Q2GZL9 KDVTGAEALLERHQEHRTEIDARAGTFQAFEQFGQQLLAHRHYASPEIKEKLDILDQERA
F6UPN4 KDVTGAEALLERHQEHRTEIDARAGTFQAFEQFGQQLLAHRHYASPEIKEKLDILDQERA
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk
F6UPM7 DLEKAWVQRRMMLDQCLELQLFHRDCEQAENWMAAREAFLNTEDKGDSLDSVEALIKKHE
AOA3Q2GZL9 DLEKAWVQRRMMLDQCLELQLFHRDCEQAENWMAAREAFLNTEDKGDSLDSVEALIKKHE
F6UPN4 DLEKAWVQRRMMLDQCLELQLFHRDCEQAENWMAAREAFLNTEDKGDSLDSVEALIKKHE
F6UPM7 DFDKAINVQEEKIAALQSFADQLIAAGHYAKGDISSRRNEVLDRWRRLKAQMIEKRSKLG
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AOA3Q2GZL9 DFDKAINVQEEKIAALQSFADQLIAAGHYAKGDISSRRNEVLDRWRRLKAQMIEKRSKLG

F6UPN4 DFDKAINVQEEKIAALQSFADQLIAAGHYAKGDISSRRNEVLDRWRRLKAQMIEKRSKLG
F6UPM7 ESQTLQQFSRDVDEIEAWISEKLQTASDESYKDPTNIQLSKLLSKHQKHQAFEAELHANA
AOA3Q2GZL9 ESQTLQQFSRDVDEIEAWISEKLQTASDESYKDPTNIQLSKLLSKHQKHQAFEAELHANA
F6UPN4 ESQTLQQFSRDVDEIEAWISEKLQTASDESYKDPTNIQS  ----- KHQKHQAFEAELHANA
F6UPM7 DRIRGVIDMGNSLIERGACAGSEDAVKARLAALADQWQFLVQKSAEKSQKLKEANKQQNF
AOA3Q2GZL9 DRIRGVIDMGNSLIERGACAGSEDAVKARLAALADQWQFLVQKSAEKSQKLKEANKQQNF
F6UPN4 DRIRGVIDMGNSLIERGACAGSEDAVKARLAALADQWQFLVQKSAEKSQKLKEANKQQNF
F6UPM7 NTGIKDFDFWLSEVEALLASEDYGKDLASVNNLLKKHQLLEADISAHEDRLKDLNSQADS
AOA3Q2GZL9 NTGIKDFDFWLSEVEALLASEDYGKDLASVNNLLKKHQLLEADISAHEDRLKDLNSQADS
F6UPN4 NTGIKDFDFWLSEVEALLASEDYGKDLASVNNLLKKHQLLEADISAHEDRLKDLNSQADS

*kkk *kkk

F6UPM7 LMTSSAFDTSQVKDKRDTINGRFQKIKSMAASRRAKLNESHRLHQFFRDMDDEESWIKEK
AOA3Q2GZL9 LMTSSAFDTSQVKDKRDTINGRFQKIKSMAASRRAKLNESHRLHQFFRDMDDEESWIKEK

F6UPN4 LMTSSAFDTSQVKDKRDTINGRFQKIKSMAASRRAKLNESHRLHQFFRDMDDEESWIKEK
F6UPM7 KLLVSSEDYGRDLTGVQNLRKKHKRLEAELAAHEPAIQGVLDTGKKLSDDNTIGKEEIQQ
AOA3Q2GZL9  KLLVSSEDYGRDLTGVQNLRKKHKRLEAELAAHEPAIQGVLDTGKKLSDDNTIGKEEIQQ
F6UPN4 KLLVSSEDYGRDLTGVQNLRKKHKRLEAELAAHEPAIQGVLDTGKKLSDDNTIGKEEIQQ
F6UPM7 RLAQFVEHWKELKQLAAARGQRLEESLEYQQFVANVEEEEAWINEKMTLVASEDYGDTLA
AOA3Q2GZL9 RLAQFVEHWKELKQLAAARGQRLEESLEYQQFVANVEEEEAWINEKMTLVASEDYGDTLA
F6UPN4 RLAQFVEHWKELKQLAAARGQRLEESLEYQQFVANVEEEEAWINEKMTLVASEDYGDTLA

F*kkkkkkk *% F*kkkkkkk *%

F6UPM7 AIQGLLKKHEAFETDFTVHKDRVNDVCTNGQDLVKKNNHHEENISSKMKCLNGKVSDLEK
AOA3Q2GZL9  AIQGLLKKHEAFETDFTVHKDRVNDVCTNGQDLVKKNNHHEENISSKMKCLNGKVSDLEK
F6UPN4 AIQGLLKKHEAFETDFTVHKDRVNDVCTNGQDLVKKNNHHEENISSKMKCLNGKVSDLEK

F6UPM7 AASQRKAKLDENSAFLQFNWKADVVESWIGEKENSLKTDDYGRDLSSVQTLLTKQETFDA
AOA3Q2GZL9  AASQRKAKLDENSAFLQFNWKADVVESWIGEKENSLKTDDYGRDLSSVQTLLTKQETFDA
F6UPN4 AASQRKAKLDENSAFLQFNWKADVVESWIGEKENSLKTDDYGRDLSSVQTLLTKQETFDA

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

F6UPM7 GLQAFQQEGIANITALKDQLLAAKHIQSKAIEARHASLMKRWSQLLANSATRKKKLLEAQ
AOA3Q2GZL9  GLQAFQQEGIANITALKDQLLAAKHIQSKAIEARHASLMKRWSQLLANSATRKKKLLEAQ
F6UPN4 GLQAFQQEGIANITALKDQLLAAKHIQSKAIEARHASLMKRWSQLLANSATRKKKLLEAQ

F6UPM7 SHFRKVEDLFLTFAKKASAFNSWFENAEEDLTDPVRCNSLEEIKALREAHDAFRSSLSSA
AOA3Q2GZL9  SHFRKVEDLFLTFAKKASAFNSWFENAEEDLTDPVRCNSLEEIKALREAHDAFRSSLSSA
F6UPN4 SHFRKVEDLFLTFAKKASAFNSWFENAEEDLTDPVRCNSLEEIKALREAHDAFRSSLSSA
F6UPM7 QADFNQLAELDRQIKSFRVASNPYTWFTMEALEETWRNLQKIIKERELELQKEQRRQEEN

AOA3Q2GZL9 QADFNQLAELDRQIKSFRVASNPYTWFTMEALEETWRNLQKIIKERELELQKEQRRQEEN
F6UPN4 QADFNQLAELDRQIKSFRVASNPYTWFTMEALEETWRNLQKIIKERELELQKEQRRQEEN

F6UPM7 DKLRQEFAQHANAFHQWIQETR  ------ SCMVEESGTLESQLEATKRKHQEIRAMRSQLK
AOA3Q2GZL9 DKLRQEFAQHANAFHQWIQETRTYLLDGSCMVEESGTLESQLEATKRKHQEIRAMRSQLK
F6UPN4 DKLRQEFAQHANAFHQWIQETRTYLLDGSCMVEESGTLESQLEATKRKHQEIRAMRSQLK
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F6UPM7 KIEDLGAAMEEALILDNKYTEHSTVGLAQQWDQLDQLGMRMQHNLEQQIQARNTTGVTEE
AOA3Q2GZL9  KIEDLGAAMEEALILDNKYTEHSTVGLAQQWDQLDQLGMRMQHNLEQQIQARNTTGVTEE
F6UPN4 KIEDLGAAMEEALILDNKYTEHSTVGLAQQWDQLDQLGMRMQHNLEQQIQARNTTGVTEE

F6UPM7 ALKEFSMMFKHFDKDKSGRLNHQEFKSCLRSLGYDLPMVEEGEPDPEFEAILDTVDPNRD
AOA3Q2GZL9 ALKEFSMMFKHFDKDKSGRLNHQEFKSCLRSLGYDLPMVEEGEPDPEFEAILDTVDPNRD
F6UPN4 ALKEFSMMFKHFDKDKSGRLNHQEFKSCLRSLGYDLPMVEEGEPDPEFEAILDTVDPNRD

*kk

F6UPM7 GHVSLQEYMAFMISRETENVKSSEEIESAFRALSSEGKPYVTKEELYQNLTREQADYCVS
AOA3Q2GZL9 GHVSLQEYMAFMISRETENVKSSEEIESAFRALSSEGKPYVTKEELYQNLTREQADYCVS
F6UPN4 GHVSLQEYMAFMISRETENVKSSEEIESAFRALSSEGKPYVTKEELYQNLTREQADYCVS

F6UPM7 HMKPYVDSKGRELPTAFDYVEFTRSLFVN
AOA3Q2GZL9 HMKPYVDSKGRELPTAFDYVEFTRSLFVN

F6UPN4 HMKPYVDSKGRELPTAFDYVEFTRSLFVN

*kkk

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1 : AOA9L0SJI42 702 aa
Sequence 2:  AOA3Q2L9H8 694 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 89.6254
Guide tree file created: [clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...
Group 1: Sequences: 2  Score:10242
Alignment Score 3872

CLUSTAL: Alignment file created [clustalw.aln]

clustalw.aln
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA9L0SJ42 MAQWNQLQQLDTRYLEQLHQLYSDSFPMELRQFLAPWIESQDWAYAASKESHATLVFHNL
AOA3Q2L9H8  MAQWNQLQQLDTRYLEQLHQLYSDSFPMELRQFLAPWIESQDWAYAASKESHATLVFHNL

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

AOA9L0SJ42  LGEIDQQYSRFLQESNVLYQHNLRRIKQFLQSRYLEKPMEIARIVARCLWEESRLLQTAA
AOA3Q2L9H8  LGEIDQQYSRFLQESNVLYQHNLRRIKQFLQSRYLEKPMEIARIVARCLWEESRLLQTAA

AOA9LOSJ42  TAAQQGGQANHPTAAVVTEKQQMLEQHLQDVRKRVQDLEQKMKVVENLQDDFDFNYKTLK
AOA3Q2L9H8  TAAQQGGQANHPTAAVVTEKQQMLEQHLQDVRKRVQDLEQKMKVVENLQDDFDFNYKTLK
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AOA9L0SJ42 SQGDMQDLNGNNQSVTRQKMQQLEQMLTALDQMRRSIVSELAGLLSAMEYVQKTLTDEEL

AOA3Q2L9H8  SQGDMQDLNGNNQSVTRQKMQQLEQMLTALDQMRRSIVSELAGLLSAMEYVQKTLTDEEL
AOA9L0SJ42  ADWKRRQQIACIGGPPNICLDRLENWITSLAESQLQTRQQIKKLEELQQKVSYKGDPIVQ
AOA3Q2L9H8  ADWKRRQQIACIGGPPNICLDRLENWITSLAESQLQTRQQIKKLEELQQKVSYKGDPIVQ
AOA9L0SJ42  HRPMLEERIVELFRNLMKSAFVVERQPCMPMHPDRPLVIKTGVQFTTKVRLLVKFPELNY
AOA3Q2L9H8  HRPMLEERIVELFRNLMKSAFVVERQPCMPMHPDRPLVIKTGVQFTTKVRLEAS-
AOA9LOSJ42  QLKIKVCIDKDSGDVAALRGSRKFNILGTNTKVMNMEESNNGSLSAEFKHLTLREQRCGN
AOA3Q2L9H8

AOA9LOSJ42  GGRANCDASLIVTEELHLITFETEVYHQGLKIDLETHSLPVVVISNICQMPNAWASILWY
AOA3Q2LOH8  —--emem- LIVTEELHLITFETEVYHQGLKIDLETHSLPVVVISNICQMPNAWASILWY
AOA9LOSJ42  NMLTNNPKNVNFFTKPPIGTWDQVAEVLSWQFSSTTKRGLSIEQLTTLAEKLLGPGVNYS
AOA3Q2L9H8  NMLTNNPKNVNFFTKPPIGTWDQVAEVLSWQFSSTTKRGLSIEQLTTLAEKLLGPGVNYS
AOA9LOSJ42  GCQITWAKFCKENMAGKGFSFWVWLDNIIDLVKKYILALWNEGYIMGFISKERERAILST
AOA3Q2L9H8  GCQITWAKFCKENMAGKGFSFWVWLDNIIDLVKKYILALWNEGYIMGFISKERERAILST
AOA9LOSJ42  KPPGTFLLRFSESSKEGGVTFTWVEKDISGKTQIQSVEPYTKQQLNNMSFAEIMGYKIM
AOA3Q2L9H8  KPPGTFLLRFSESSKEGGVTFTWVEKDISGKTQIQSVEPYTKQQLNNMSFAEIMGYKIM
AOA9L0SJ42  DATNILVSPLVYLYPDIPKEEAFGKYCRPESQEHPEADPGSG--+-----m---menn

AOA3Q2L9H8  DATNILVSPLVYLYPDIPKEEAFGKYCRPESQEHPEADPGAAPYLKTKFICVTPTTCSNT
AOA9L0SJ42

AOA3Q2L9H8  IDLPMSPRTLDSLMQFGNNGEGAEPSAGGQFESLTFDMELTSECATSPM

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:

AOA5F5PVK6 3400 aa
F7DY34

2260 aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.5575

Guide tree file created:

[clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2

Score:37170

Alignment Score 13787
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CLUSTAL: Alignment file created

[clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOASF5PVK6
F7DY34

AOASF5PVKG6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

MLINIKSILWMCSTLIATHALHKVKVEKSPPVKGSLSGKVNLPCHFSTLPTLPPSYNTTS

EFLRIKWSKIELDKNGKDLKETTVLVAQNGNIKIGQGYKGRVAVPTHPEDVGDASLTVVK

LRASDAGRYRCDVMYGIEDTQDTVSLAVDGVVFHYRAATSRYTLNFESAQKACLDIGAVI
MNTSKHGVVFHYRAATSRYTLNFESAQKACLDIGAVI

ATPEQLHAAYEDGFEQCDAGWLSDQTVRYPIRTPREGCYGDMMGKEGVRTYGFRSPHETY

ATPEQLHAAYEDGFEQCDAGWLSDQTVRYPIRTPREGCYGDMMGKEGVRTYGFRSPHETY

DVYCYVDHLDGDVFHITAPKKFTFEEAEEECENRDARLATVGELQAAWRNGFDQCDYGWL

DVYCYVDHLDGDVFHITAPKKFTFEEAEEECENRDARLATVGELQAAWRNGFDQCDYGWL

* *kkk

SDASVRHPVTVARAQCGGGLLGVRTLYRFENQTGFPPPDSRFDAYCFKPKQNISEATTIE

SDASVRHPVTVARAQCGGGLLGVRTLYRFENQTGFPPPDSRFDAY CFKR--------

*kkkkkkkkkkkkk *% * *kkkkkkkkkk

LNILAETASPSLSEELQMVPDRTTPIVPLITELPVITTKFPPVGNIVSFEQKATVQSQAV

THRLVTESPTPAGSTKKPGDMHYYSPSASGPLGKPDITEIKEEVPQSTTVISHRATDSWD

GVMEDTQTQESVTQIEQIEVGPLVTSMETSKHLPSKEFSVTETPFVSATMTLESKTEKKT

VSVISESVTPSHYGFTLGKADGEDRTFTVRSGQSTLVFSQIPEVITVSKTSEDITPTQPE

DAESVSASTLVSPVTIPDIDGSSMDVWEEKQTNGRMTKDFFGQNMSTTPFPSEHHTEVEF

FPYSGDKRLVEGMSTVIYPSPQIEMTQEGERRETLRPEMRTDTYTADEIQERITKDPFIG

KIEEEDFSGMKFSTASSEQIHLTESSVEMTKSFDSPALITTKLSVAPTEARDVKEDFTTT

PVGLETDGYQDTTTYDEGITTVHLTHSTLDVEVVTVSKWSWDEDNTTSKPFGSTEHAGSP
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AOA5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOASF5PVKG6
F7DY34

AOAS5F5PVKG6
F7DY34

AOAS5F5PVKG6
F7DY34

AOAS5F5PVKG6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOAS5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

AOA5F5PVK6
F7DY34

KLPPALFPTMGVSGKDEDIPSFTEDGGDEFTLIPGSTQKPFKEFPEEDTTDHGKFSVRFQ

PTTSTGIAEKSTLRDSTTEERVSPITSTEGLVVYATVEGSALDEGEDVDVSKPVSTVPQF

VHTSDVEGLAFVNYSSTQEPTTYVDTSHTVSLSLIPKTEWGVLVPSVPSEGEVLGEPSED

IHVLDQTPLEATISPETIRTTTEITQGTTQEEFPWREQTSEKPIPALSSTVGTAKEATTS

LDEQESDGSAYTVSEDRLVTSSERVPVLETTPVGKIEYSMSYPPGAVTEHKAKTDEVVTP

SMGPKVSLRPGLDQKYETEGTSPGEIVSPFSTAVTQFIEETTTEKREETSLDYIDLGSGL

FEKPKATELPEFSTINATVPSDIIAAFSSVDRLHTTSASTEKPPLIDREPGEETTSDMVI

IGESTSRVPPTTLEDVVVKETETDIDREYFTTSSTPSATQPTRPPTVEGQEAFRPQALST

PEPSAGTKFRPDINVYIIEVRENKTGRMSDLSVIGHPIDSESKEDEPCSEETDPEHDLIA
RMSDLSVIGHPIDSESKEDEPCSEETDPEHDLIA

EILPELIEIDIYHSEEDEAEDEECANATDVTTTPSVQYINGKHLVTTVPKDPEAAEARRG

EILPELIEIDIYHSEEDEAEDEECANATDVTTTPSVQYINGKHLVTTVPKDPEAAEARRG

QFESVAPSQNFSDSSESGTHQFVIAITGLSTAMQPNESKETTESLEITWKPETYPETPEH

QFESVAPSQNFSDSSESGTHQFVIAITGLSTAMQPNESKETTESLEITWKPETYPETPEH

SSSGEPDVFPTVSFHEGEATEGPESITERGPELDTLVHGHTEPVPLFSEESSGDATIDQE

SSSGEPDVFPTVSFHEGEATEGPESITERGPELDTLVHGHTEPVPLFSEESSGDATIDQE

SQKMIFSGATEVTFDEEAEKRTSVTYTPSAVPSSVSASVSEEVSVTLTEKSWPDDSLSTV

SQKMIFSGATEVTFDEEAEKRTSVTYTPSAVPSSVSASVSEEVSVTLTEKSWPDDSLSTV

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

ESWVEITPRPIVELSGSPSIPIPEGSGEAEEDKDKMFTAVTNLPQRSTTDTLVTLDASKI

ESWVEITPRPIVELSGSPSIPIPEGSGEAEEDKDKMFTAVTNLPQRSTTDTLVTLDASKI

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkk

MITEGLFDISATTVYSVSEQPFAEVVPTKFVRETDTSEWVFSTSLEGKKRKDEEVGATGT

MITEGLFDISATTVYSVSEQPFAEVVPTKFVRETDTSEWVFSTSLEGKKRKDEEVGATGT

ASTVQAHSPTQRSDQLILPPELEGSNDTVSRDSASATRNGFMSLITPMQSEREMTSSTLV
ASTVQAHSPTQRSDQLILPPELEGSNDTVSRDSASATRNGFMSLITPMQSEREMTSSTLV
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AOAS5F5PVK6  FTETSVLDDLEAPTAEPSSSGQPVVQEGLSPAPGSPVSLFMEQGSGEAAADPEATTVSSF
F7DY34 FTETSVLDDLEAPTAEPSSSGQPVVQEGLSPAPGSPVSLFMEQGSGEAAADPEATTVSSF

AOAS5F5PVK6  SFNLEPEIQTKKEAAGTLAPHVETILPFEPTGLVLSTVMDREVTEIINQTSKENLISEVS
F7DY34 SFNLEPEIQTKKEAAGTLAPHVETILPFEPTGLVLSTVMDREVTEINQTSKENLISEVS

AOAS5F5PVK6  GEPNHGAERKGFSTDFPLEEDFSGDLREYSTVSYPITKEETVVMEGSGDAAFKDTQILPS
F7DY34 GEPNHGAERKGFSTDFPLEEDFSGDLREYSTVSYPITKEETVVMEGSGDAAFKDTQILPS

AOASF5PVK6  AIPTSDHITHIADLEGPGSTSVSTSAFPWEEFTASAEGSGEQLVPVSSSVDQVFPSAMGN
F7DY34 AIPTSDHITHIADLEGPGSTSVSTSAFPWEEFTASAEGSGEQLVPVSSSVDQVFPSAMGN

AOASF5PVK6  VSGTEFPFIDQGLGEVGAITEANKRSTILPTAEAEGTEAPTEKGEVTVDGTVSVDFPQTM
F7DY34 VSGTEFPFIDQGLGEVGAITEANKRSTILPTAEAEGTEAPTEKGEVTVDGTVSVDFPQTM

AOASF5PVK6  EPAKLWSRQEVNPVRQGNESEVASEENIQEQKSSESPQSSISPEQTIFDSQTFTESGLQT
F7DY34 EPAKLWSRQEVNPVRQGNESEVASEENIQEQKSSESPQSSISPEQTIFDSQTFTESGLQT

*kkk *kkk

AOAS5F5PVK6  TDYSTLMTKKTYRTDEEMEEEGISLVDVTTPDPDSKGLEPYTTLPEVTEKSHLFLVTTSE
F7DY34 TDYSTLMTKKTYRTDEEMEEEGISLVDVTTPDPDSKGLEPYTTLPEVTEKSHLFLVTTSE

*kkkhkkkkkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *% *

AOASF5PVK6  TESIPAESVVTDSSIKEEESIKSFPEVMRPISKESDTDLLFSGLGSGEEVLPTAVSVNFT
F7DY34 TESIPAESVVTDSSIKEEESIKSFPEVMRPISKESDTDLLFSGLGSGEEVLPTAVSVNFT

*kkkkkkkhkkkkk *% *kkkhkkkhkkkkk *%

AOAS5F5PVK6  DVEQIISTLYPQTSQVESVETSSLNDTTEDYKGIENVADEVRPLISKTDSISEDKETSPS
F7DY34 DVEQIISTLYPQTSQVESVETSSLNDTTEDYKGIENVADEVRPLISKTDSISEDKETSPS

*kkkkkkkhkkkkk *% * *kkkhkkkhkkkkk *%

AOAS5F5PVK6  TTLSEISGDTRTEGPSTALLPFSTDTEHAQNQTRSWAEEIQTSRPQPTSEQVSSESSSTA
F7DY34 TTLSEISGDTRTEGPSTALLPFSTDTEHAQNQTRSWAEEIQTSRPQPTSEQVSSESSSTA

*kkkkkkkhkkkkk *% *kkkkkkkkkk *%

AOASF5PVK6  ETKETATSSTDFLARTYGLEMAKEFVTSASKPSDSFYEHSGEGSGELDIVDLVRTSGTTQ
F7DY34 ETKETATSSTDFLARTYGLEMAKEFVTSASKPSDSFYEHSGEGSGELDIVDLVRTSGTTQ

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkk

AOAS5F5PVK6  ATRQGGTTFVSDKSLERHPEVSRAEAVTVDGFPTVSVVVPLHLEQNASSPDPTSTPPSNT
F7DY34 ATRQGGTTFVSDKSLERHPEVSRAEAVTVDGFPTVSVVVPLHLEQNASSPDPTSTPPSNT

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkkkk

AOA5F5PVK6  VSSETSSEGAADSFQDHVRGFEDSTLKPDRRKATENIIIDLDKEDKDLILTITESTILEI
F7DY34 VSSETSSEGAADSFQDHVRGFEDSTLKPDRRKATENIIDLDKEDKDLILTITESTILEI

AOA5F5PVK6  LPELTSDKNTIDIDHTKPVYEDILGMPTNLDPEVPSGPHDSNEESVQEKYEAGFNLSST
F7DY34 LPELTSDKNTIIDIDHTKPVYEDILGMPTNLDPEVPSGPHDSNEESVQEKYEAGFNLSST

AOAS5F5PVK6  EENFEGSGDLLPANYTQATHNQSMPSEDRSQVDHRGFIFTTGIPVSSTETELDILLPTAT
F7DY34 EENFEGSGDLLPANYTQATHNQSMPSEDRSQVDHRGFIFTTGIPVSSTETELDILLPTAT

AOAS5F5PVK6  SLPIPSKSATVNPETEVPSTESKALDDIFESSTLSDGQAIADQSEIISTMGHLERTQDEY
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F7DY34 SLPIPSKSATVNPETEVPSTESKALDDIFESSTLSDGQAIADQSEIISTMGHLERTQDEY

*kk

AOASF5PVK6  EEKKYVGPSFQPEFSSGAEEALIDATPYVSISTIHLTAQSLTEAPNVLEGSSPPAYTDTT
F7DY34 EEKKYVGPSFQPEFSSGAEEALIDATPYVSISTIHLTAQSLTEAPNVLEGSSPPAYTDTT

*kk

AOASF5PVK6  SAVSASAKLFSPTSSSPLTVHLGSGASEHTEGPQPSALLSTSASTSQMSPGKLANIDVTS
F7DY34 SAVSASAKLFSPTSSSPLTVHLGSGASEHTEGPQPSALLSTSASTSQMSPGKLANIDVTS

*kk

AOAS5F5PVK6  KPSSEEYFYITEPPALPPDTQLEPSEDETKPKSSEQIEAAPTQLVAEEGTEIPRDSQNKT
F7DY34 KPSSEEYFYITEPPALPPDTQLEPSEDETKPKSSEQIEAAPTQLVAEEGTEIPRDSQNKT

*kk

AOA5F5PVK6  NVQLPGETIKIFASIRTPEAGTVVTAADEVKLERATSWPHSTSASVIYGIEAHVVPQPSP
F7DY34 NVQLPGETIKIFASIRTPEAGTVVTAADEVKLERATSWPHSTSASVIYGIEAHVVPQPSP

*kkk *kkk

AOASF5PVK6  QTPERPTVPSSLEVKPETQAALIRGEDFTVAAPEQQASARILDSNNQATVSTAELNTELA
F7DY34 QTPERPTVPSSLEVKPETQAALIRGEDFTVAAPEQQASARILDSNNQATVSTAELNTELA

*

AOASF5PVK6  TPSFSLLETSNETDFLIGINEESVEGTAVYLPGPDRCKTNPCLNGGTCYPTETSYVCTCV
F7DY34 TPSFSLLETSNETDFLIGINEESVEGTAVYLPGPDRCKTNPCLNGGTCYPTETSYVCTCV

AOASF5PVK6  PGYSGDQCELDFDECHSNPCRNGATCIDGFNTFRCLCLPSYIGALCEQDTETCDYGWHKF
F7DY34 PGYSGDQCELDFDECHSNPCRNGATCIDGFNTFRCLCLPSYIGALCEQDTETCDYGWHKF

AOASF5PVK6  QGQCYKYFAHRRTWDAAERECRLQGAHLTSILSHEEQMFVNRVGHDYQWIGLNDKMFEHD
F7DY34 QGQCYKYFAHRRTWDAAERECRLQGAHLTSILSHEEQMFVNRVGHDYQWIGLNDKMFEHD

AOASF5PVK6  FRWTDGSTLQYENWRPNQPDSFFSAGEDCVVIIWHENGQWNDVPCNYHLTYTCKKGTVAC
F7DY34 FRWTDGSTLQYENWRPNQPDSFFSAGEDCVVIIWHENGQWNDVPCNYHLTYTCKKGTVAC

AOASF5PVK6  GQPPVVENAKTFGKMKPRYEINSLIRYHCKDGFIQRHPPTIRCLGNGKWAMPKITCMNPS
F7DY34 GQPPVVENAKTFGKMKPRYEINSLIRYHCKDGFIQRHPPTIRCLGNGKWAMPKITCMNPS

AOA5F5PVKG6  AYQRTYSKKYFKNSSSAKDNSINTSKHEHRWSRRWQESRR
F7DY34 AYQRTYSKKYFKNSSSAKDNSINTSKHEHRWSRRWQESRR
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