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Lista de siglas, abreviaturas, acronimos y anglicismos

2-AG: 2-araquidonil-glicerol.

AA: Acido araquiddnico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AEA: Araquidonoiletanolamina.

apo: Apolipoproteina.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

CI: Intervalo de confianza (de sus siglas en ingles, confidence interval)
COL: Colesterol.

COX: Ciclooxigenasa.

DP: Receptor de prostaglandina D.

EEC: Células del epitelio endometrial (de sus siglas en inglés,
endometrial epithelial cells).

ERA: Array de receptividad endometrial (de sus siglas en inglés,
endometrial receptivity array).

ESC: Células del estroma endometrial (de sus siglas en inglés,
endometrial stromal cells).

TE: Transferencia de embriones.
EP: Receptor de prostaglandina E.

EVCT: Células extra-vellosas citotrofoblasticas (de sus siglas en inglés,
extra-villous cytotrophoblast cells).

E2: Estradiol.

FAAH: Amida acido graso hidrolasa (de sus siglas en inglés, fatty acid
amide hydrolase).

FC: Tasa de cambio (de sus siglas en inglés, fold change).



FF: Fluido folicular.
FIV: Fecundacion in vitro.
FP: Receptor de prostaglandina F.

FSH: Hormona foliculo estimulante (de sus siglas en inglés, follicle-
stimulating hormone).

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas (de sus siglas en inglés,
gonadotropin-releasing hormone).

hCG o HCG: Gonadotropina coriénica humana (de sus siglas en inglés,
human chorionic gonadotropin).

HDL: Lipoproteina de alta densidad (de sus siglas en inglés, high
densisty lipoprotein).

ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (de sus siglas en
inglés, intracitoplasmic sperm injection).

IMC: indice de masa corporal.
IP: Receptor de prostaglandina I.

LDL: Lipoproteina de baja densidad (de sus siglas en inglés, low density
lipoprotein).

LH: Hormona luteinizante (de sus siglas en inglés, luteal hormone).

LPA: Acido lisofosfatidico (de sus siglas en inglés, lisophospahatidic
acid).

LPA3: Receptor 3 del &cido lisofosfatidico (de sus siglas en inglés,
lisophosphatidic acid receptor 3).

MEC: Matriz extracelular.
MGL: Monoacilglicerol lipasa.

MMP: Metaloproteinasa de matriz (de sus siglas en inglés, matrix
metalloproteinase).



NAPE: N-araquidonil-fosfatidil etanolamina (de sus siglas en inglés, n-
arachidonil-phosphatidyl ethanolamine).

NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohdlico (de sus siglas en
inglés, non-alcoholic fatty liver disease).

NK: Células asesinas naturales (de sus siglas en inglés, natural killers).
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

oxLDL: LDL oxidado.

P: Progesterona.

PBS1x: Tampdn fosfato salino 1x (de sus siglas en inglés, phosphate
buffered saline 1x).

PE: Fosfatidil etanolamina (de sus siglas en inglés, phosphatidyl
ethanolamine).

PFA: Paraformaldehido.
PG: Prostaglandina.

PGT: Transportador de prostaglandinas (de sus siglas en inglés,
prostaglandin transporter).

PLA2: Fofolipasa A2 (de sus siglas en inglés, phospholipase A2).
PLD: Fosfolipasa D (de sus siglas en inglés, phospholipase D).

PPARy: Receptor y de proliferadores activados de peroxisoma (de sus
siglas en inglés, peroxisome proliferator-activated receptor y).

PR: Pre-receptivas.
PS: Post-receptivas.
R: Receptivas.

RIF: Fallo de implantacion recurrente (de sus siglas en inglés, recurrent
implantation failure).



ROS: Especias reactivas de oxigeno (de sus siglas en inglés, reactive
oxygen species).

SELDI-TOF-MS: Espectrometria de masas asociada a tiempo de vuelo
y desorcion/ionizacion por laser inducida en superficie (de sus siglas en
inglés, surface enhancer laser desorption/ionization-time of flight-mass
spectrometry).

SHBG: Globulina portadora de hormonas sexuales (de sus siglas en
inglés, sexual hormones binding globulin).

SOP: Sindrome de ovario poliquistico.

S-DHEA: Dehidroepiandrosterona-sulfato (de sus siglas en inglés,
sulphate- dehydroepiandrosterone)

TG: Triglicéridos.
T4: Hormona tiroidea.

TP: Proteina receptora de tromboxano (de sus siglas en inglés,
tromboxane receptor protein).

TRA: Técnica de reproduccion asistida.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad (de sus siglas en ingles, very
low density lipoprotein).

vs.: del latin versus

WOI: Ventana de implantacion (de sus siglas en inglés, window of
implantation).
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Apolipoproteinas y receptividad endometrial

1.1. Obesidad y fertilidad

La obesidad es cada vez mas frecuente en las mujeres,
principalmente en los paises occidentales donde mas de la mitad de la
poblacion adulta tiene sobrepeso y mas del 30% tienen obesidad clinica
(Bellver y cols., 2003; Haslam y James, 2005; Bellver y cols., 2006;
Bellver, 2013). Se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer
aterosclerosis,  hipertension, enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, diabetes, apnea del suefio, enfermedades
gastrointestinales, artritis y cancer (Bellver y cols., 2003; Haslam y
James, 2005; Bellver y cols., 2006; Bellver, 2013). Ademas, la dislipemia
y en particular la hipertrigliceridemia se ha relacionado con un mayor
riesgo de desarrollar enfermedades metabélicas como la enfermedad del
higado graso no alcohdlico (NAFLD), la cual puede dar lugar a
esteatohepatitis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (Barr y cols., 2012).
También se sabe que un peso corporal excesivo altera la funcion
reproductiva femenina (Green y cols., 1988), alargando el tiempo para
conseguir un embarazo en mujeres obesas y con sobrepeso en
comparacion con mujeres con peso normal, especialmente en mujeres

nuliparas (figura 1) (Wise y cols., 2010).

En este campo, la obesidad se relacionado con un riesgo elevado
de aborto espontaneo y recurrente, desérdenes menstruales, hirsutismo,
infertilidad y complicaciones obstétricas, principalmente en el tercer
trimestre, como hipertension, preeclampsia, diabetes gestacional,
tromboembolismo, infeccién del tracto urinario, macrosomia fetal,

hemorragia post-parto, muerte intrauterina, distocia o endometritis en el



G. Tamarit

puerperio (Bellver y cols., 2003; Haslam y James, 2005; Bellver y cols.,
2006; Bellver y cols., 2007; Galliano y Bellver, 2013).
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Figura 1. Relacién entre IMC y fecundabilidad, con el estatus de parto, ajustada por splines culbicos
segmentarios. El nivel de referencia para la tasa de fecundabilidad es un IMC de 22 kg/m?. La linea punteada
representa rangos pertenecientes al Gltimo nudo usado en el ajuste por splines, indicando los rangos que tienen
menos informacion. Las curvas se ajustaron para edad, edad de la pareja, regularidad del ciclo, longitud del
ciclo, IMC de la pareja, actividad fisica, habito de fumar, consumo de alcohol, frecuencia coital y
circunferencia de las caderas (adaptado de Wise y cols., 2010).

En la tabla 1 se resumen las complicaciones a corto y a largo
plazo para la descendencia y la madre asociadas con la obesidad. Todos
estos problemas llevan a que exista un menor nimero de nacimientos
vivos y bebés sanos en mujeres obesas (Bellver y cols., 2006). En las
técnicas de reproduccion asistida (TRA), aunque no hay consenso, se
deja entrever una reduccién significativa de las tasas de implantacion,
embarazo y recién nacidos vivos en mujeres obesas con ciclos de
fecundacién in vitro (FIV) (figura 2) (Nichols y cols., 2003; Bellver y

cols., 2010; Bellver y cols., 2011; Bellver, 2013); asi como una reduccion
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de hasta la mitad en la probabilidad de conseguir un embarazo durante el
tratamiento (Wang y cols., 2000). Estas mujeres obesas presentan una
mejora significativa en la fertilidad cuando se reduce el indice de masa
corporal (IMC) (Norman y cols., 2004). Algunos estudios no han
encontrado una relacién entre indices de masa corporal elevados y una
mayor tasa de aborto, quizas por considerar umbrales de IMC para
determinar la obesidad demasiado bajos: > 25 kg/m* o > 27 kg/m?
(Bellver y cols., 2006). En cambio, si se observa dicha relacion cuando se
toman como referencia los parametros de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), que determinan la obesidad cuando el IMC es igual o

superior a 30 kg/m? (Bellver y cols., 20086).

La obesidad se asocia con un aumento dramatico de los niveles de
triglicéridos en el fluido folicular de las mujeres con este problema, asi
como en los niveles de acidos grasos libres. Este aumento en los niveles
lipidicos se sabe que es un iniciador de las respuestas de lipotoxicidad
que ocurren como resultado de la obesidad, incluyendo estrés oxidativo,
estrés del reticulo endomplasmico y produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS); las cuales pueden tener efectos perjudiciales por la
generacion de complejos oxidados como LDL oxidado (Robker y cols.,
2011). Ademas, se puede alterar la funcion mitocondrial en los ovocitos,
pudiendo contribuir a los defectos en la maduracion de ovocitos,
fertilizacion y desarrollos embrionario y fetal observados en ratones
obesos (Minge y cols., 2008; Robker y cols., 2011).
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Maternas

Fetales/Neonatales

Post-natales

Aborto

Hipertension gestacional no
proteindrica

Preeclampsia

Diabetes Mellitus Gestacional
Infecciones urinarias

Partos prematuros

Parto instrumental

Cesarea

Infeccidn post-operatoria
Hemorragia post-parto
Endometritis en el puerperio
Tromboembolismo post-parto
Complicaciones anestésicas
Hospitalizacion mas larga
Pérdida del feto

Anomalias congénitas:

- Defectos de tubos
neurales

- Hidrocefalia

- Onfalocele

- Enfermedad
congénita del corazén

Sufrimiento fetal agudo
Macrosomia (> 4,5 kg)
Hidramnios

Distocia de hombros
Hipoglucemia

Ictericia

Obesidad
Diabetes tipo 2

Enfermedades cardiovasculares
Osteopordsis

Cancer

Retraso neurodegenerativo
Autismo

Esquizofrenia
Envejecimiento prematuro

Tabla 1. Complicaciones a corto y a largo plazo para la descendencia y la madre asociadas con la obesidad

materna.
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Figura 2. Tasas de implantacion, embarazo y recién nacido vivo en ciclos de FIV-ICSI de acuerdo al IMC de
la mujer. Cada punto representa porcentaje y 95% de intervalo de confianza (adaptado de Bellver y cols.,

2010).
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1.2. Alteraciones endocrinas relacionadas con la obesidad y su

efecto en la fertilidad

Existe un consenso en que los fallos en la funcion ovérica 'y en el
resultado reproductivo debido a la obesidad son consecuencia de distintas
alteraciones endocrinas y metabdlicas como efectos en el metabolismo
esteroideo y secrecion y funcién alterada de insulina, y otras hormonas
como leptina, grelina, resistina, adiponectina y péptido PY'Y3-36. Estas
alteraciones pueden afectar el crecimiento folicular, el desarrollo del
embridn y la implantacién, ya sea en ciclos naturales o en ciclos ovaricos
sustituidos (Bellver y cols., 2006; Budak y cols., 2006).

Hay una estrecha relacion entre el sindrome de ovario poliquistico
(SOP) y la infertilidad (Bellver y cols., 2003; Budak y cols., 2006;
Bellver y cols., 2007). Ademas, se sabe que las mujeres con SOP tienen
una mayor prevalencia de obesidad; por lo que se ha establecido una
relacion causa-efecto entre ambas entidades. Ambos desordenes
comparten alteraciones endocrinas que podrian ser responsables de
abortos tempranos como hiperandrogenemia, resistencia a insulina o
aumento de los niveles de leptina (Bellver y cols., 2003; Budak y cols.,
2006; Bellver y cols., 2007). El éxito de la implantacién embrionaria
depende tanto del endometrio como del embridn; asi que mientras los
factores ambientales podrian afectar la receptividad endometrial, la
calidad del embrion también es importante. En este aspecto, se ha visto
que los embriones donados de pacientes con SOP no tienen efecto
ninguno en el desarrollo del embarazo, salvo en los casos en los que

también hay obesidad y resistencia a insulina. Por lo tanto, se podria
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considerar que la obesidad es un factor de riesgo independiente de aborto
espontaneo, afectando al embrién, al endometrio o a ambos (Bellver y
cols., 2003).

En un estudio de Bellver y cols. (Bellver y cols., 2003) se
comprobo que la obesidad esta asociada con un aumento significativo de
hasta cuatro veces, comparado con pacientes normales, de abortos
tempranos; asi como una tendencia hacia peores tasas de implantacion y
de embarazo. De los datos presentados en este estudio se puede
determinar que los ovocitos de mala calidad y los embriones resultantes
no son la causa de los abortos espontaneos tempranos de mujeres con
SOP; sino que un factor endometrial es el responsable de ello (Bellver y
cols., 2003). De los tres factores con mayor riesgo de aborto comunes
entre SOP y obesidad se ha visto que la hiperandrogenemia, caracterizada
por niveles elevados de hormona luteinizante (LH) y de hormona tiroidea
(T4), no es un factor de riesgo en estos pacientes (Bellver y cols., 2003).
En cambio, el uso de metformina (un sensibilizador de insulina) que
reduce el peso de los pacientes y los niveles séricos de insulina y
androgenos si que tiene un impacto en la reduccion de las tasas de aborto
(Bellver y cols., 2003). El uso de ratones deficientes de leptina y de
receptores de leptina ha permitido ver que la alteracion de los niveles de
leptina per se afectan a la fertilidad, la implantacion embrionaria y la
placentacion (Bellver y cols., 2003; Budak y cols., 2006).

Varios estudios han descrito un estado de “resistencia a
gonadotropina”, en el cual se requieren grandes cantidades de

gonadotropina en mujeres obesas para estimular los ovarios en FIV 0 en
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inyeccion de esperma intracitoplasmatica (ICSI) (Bellver y cols., 2006).
Ademas, los periodos de estimulacion ovéarica suelen ser mas largos y
con tasas de cancelacién mas altas en mujeres obesas, resultado de una
respuesta insuficiente a la estimulacion (Bellver y cols., 2006). De hecho,
se ha encontrado una correlacion negativa entre el IMC y la
concentracion intrafolicular de gonadotropina coriénica humana (HCG),
pudiendo estar relacionado con la disminucion de la calidad de los
embriones y de los indices de embarazo observados en pacientes con
sobrepeso y con obesidad (Bellver y cols., 2006). Durante la estimulacion
ovarica controlada, para seleccionar los foliculos, se necesita que los
niveles de FSH en plasma superen un umbral; pero en mujeres obesas el
efecto umbral de FSH administrado es mas bajo, haciendo que se
seleccionen menos foliculos, menos ovocitos y que Se necesiten
cantidades mas altas de hormona para la estimulacion (Bellver y cols.,
2006). Algunos autores han postulado que las dosis elevadas de
gonadotropina que se administran para compensar la resistencia inducida
por la obesidad podrian perjudicar la calidad del ovocito o del embrion,
afectar a la implantacion y generar complicaciones en el embarazo,
explicando asi la gran cantidad de abortos recurrentes (Bellver y cols.,
2006).

Volviendo a la leptina, esta hormona también podria generar
resistencia a gonadotropina ya que inhibe el efecto estimulatorio de FSH
en la sintesis de esteroides a través de las células granulosas y se ha
relacionado una concentracion intrafolicular elevada de leptina con la

aparicion de resistencia a gonadotropina en ciclos de FIV en mujeres con
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SOP, las cuales comparten alteraciones metabolicas y endocrinas con
mujeres obesas (Bellver y cols., 2006). Por otro lado, la existencia de
niveles altos en plasma de esta hormona, clave en la regulacion del peso
corporal y del gasto energético, se correlaciona con la cantidad de tejido
adiposo en el cuerpo y cuanto mayores son los adipocitos, mas leptina
secretan (Budak y cols., 2006). Los efectos de la leptina sobre la funcion
reproductiva femenina se pueden resumir en: inicio del desarrollo de la
pubertad, aceleracion de la secrecion de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), estimulacién de LH y FSH en la pituitaria,
ayuda al desarrollo embrionario, facilitacion de la implantacién y el
embarazo, posible papel patofisioldgico en la endometriosis y posible
relacion entre niveles bajos de leptina y amenorrea hipotaldmica (Budak
y cols., 2006). En cuanto al hombre, se ha sugerido también un papel de

la leptina sobre la funcidn testicular (Budak y cols., 2006).

Ademas de la correlacion negativa existente entre niveles de
grelina e IMC, esta hormona estimuladora del apetito y promotora de la
adiposidad también se ha relacionado con la funcion reproductora (Budak
y cols., 2006). Se ha demostrado que la grelina puede disminuir el
nimero total de células en los blastocistos e inhibir el desarrollo
embrionario (de manera para- y autocrina), la implantacion, y la
proliferacion y la diferenciacion de células de Leydig inmaduras y

células espermatogénicas (Budak y cols., 2006).

Las adipocitoquinas o proteinas secretadas por adipocitos,
resistina y adiponectina, poseen efectos reguladores de la sensibilidad a

la insulina, pudiendo contribuir a la resistencia insulinica existente en

10
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obesidad y diabetes tipo 2 (Budak y cols., 2006). En cambio, existen
diferencias en cuanto a sus posibles efectos en la funcion reproductora ya
que no se ha encontrado ninguna relacion entre adiponectina y
reproduccion; mientras la resistina podria operar como un mediador entre
la energia homeostatica y la reproduccion al igual que leptina y grelina
(Budak y cols., 2006). Ademas, la resistina se expresa, regulada por
gonadotropinas, en los testiculos; por lo que podria tener un papel en la

espermatogénesis (Budak y cols., 2006).

Por ultimo, el péptido Y'Y3-36 producido por el intestino también
tiene un papel inhibidor del apetito y del consumo alimenticio. Aunque
se ha detectado su presencia en la placenta y en las membranas fetales, se
necesitan mas estudios para determinar su posible papel en el embrién o

el endometrio (Budak y cols., 2006).

1.3. Calidad embrionaria y receptividad endometrial en mujeres

obesas

Las mujeres obesas necesitan mas tiempo para la concepcion,
tienen tasas de infertilidad més altas, tasas de embarazo mas bajas, mas
abortos y mas complicaciones en el embarazo. Estas alteraciones podrian
deberse a la actuacién de la obesidad en el ovario y/o en el endometrio;
de hecho, existe controversia en este aspecto (Bellver y cols., 2006;
Bellver y cols., 2007; Bellver, 2013).

11
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La mayoria de los investigadores han sugerido un papel clave del
ovario en las alteraciones reproductivas de mujeres obesas, basandose en
diferentes observaciones de induccién ovulatoria y técnicas de
reproduccion asistida (TRA) (Robker y cols., 2011; Valckx y cols., 2012;
Ramirez 2013; Seli y cols., 2014). La respuesta ovarica y la calidad del
ovocito podrian estar comprometidas como consecuencia de la obesidad,
como han sugerido algunos estudios en los que se han visto una respuesta
reducida del ovario a la estimulacion controlada, menos ovocitos
recuperados, menos ovocitos maduros, ovocitos y embriones de peor
calidad y tasas de fertilizacion mas bajas (Robker y cols., 2011; Valckx y
cols., 2012; Ramirez 2013; Seli y cols., 2014); sin embargo, otros han
fallado en encontrar dicha relacion (Robker y cols., 2011; Ramirez,
2013). Por ejemplo, en un modelo murino de obesidad el tratamiento con
el agente insulina-sensibilizante rosiglitazona genera embriones
desarrollados a tiempo y aumenta el porcentaje de masa celular interna
por embridn, indicando una mejora en el desarrollo embrionario (Minge
y cols., 2008). Ademas, el fluido folicular de las mujeres obesas posee
niveles elevados de insulina y lipidos, lo que se asocia con una peor

calidad ovocitaria (Seli y cols., 2014).

La tecnologia “time-lapse” o lapso temporal permite mejorar la
seleccion de los embriones de mejor calidad, en comparacion con los
criterios morfoldgicos tradicionales, en base a parametros dindmicos
como el patron temporal de divisiones celulares (tiempo de division de
blastdmeras) o la duracion de cada ciclo celular; pudiendo asi determinar
el efecto de la obesidad de mujeres receptoras de 6vulos sobre la calidad

12
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de los embriones (Bellver y cols., 2013a). Haciendo uso de esta
tecnologia y los parametros morfocinéticos del desarrollo embrionario en
un estudio preliminar, no se han encontrado efectos deletéreos
significativos de la obesidad femenina sobre el embrion; aunque si se vio
una tendencia diferente de la morfocinética embrionaria de mujeres
infértiles de peso normal frente a la de mujeres infértiles obesas (Bellver
y cols., 2013a). De hecho, si asumimos que una division mas temprana
de las blastomeras es un indicador de buena calidad embrionaria,
entonces habria embriones mayor calidad en el grupo de mujeres fértiles
(Bellver y cols., 2013a). En cualquier caso, hay que tener en cuenta que
se trata de un estudio preliminar en el que se determina el efecto de la
obesidad sobre la calidad embrionaria solo hasta el dia 3 de desarrollo,
sabiendo ademés que quizas los efectos mas importantes ocurren en

estados del desarrollo méas avanzados.

Por otro lado, el endometrio esta sujeto a cambios periodicos
morfoldgicos y funcionales tanto en la capa epitelial como en el estroma
(Ramirez, 2013). Por tanto, el endometrio podria estar afectado por la
obesidad, y una receptividad endometrial inadecuada podria ser una
explicacion para los fallos de implantacion y los abortos (Bellver y cols.,
2006; Bellver y cols., 2007; Bellver y cols., 2010). La receptividad
endometrial es un set de circunstancias temporales y espaciales en el
endometrio que facilita la implantacién embrionaria (Giudice, 1999a).
Un ambiente intrauterino desfavorable podria ser responsable de la alta
prevalencia de abortos precoces; pero el hecho de que dichos abortos no

tiendan a ser recurrentes parece sefialar de nuevo a la calidad del ovocito
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como principal implicado (Bellver y cols., 2006). La mayoria de las
complicaciones del segundo y del tercer trimestre se deben al sindrome
metabolico de la madre junto con la inflamacion subclinica consecuente
y la deficiencia vascular. Sin embargo, lo que ocurre entre la concepcién
y el primer trimestre parece ser consecuencia de una mala relacion entre

embrion y endometrio (Bellver y cols., 2010; Bellver y cols., 2011).

Para diseccionar entre calidad ovocitaria o alteraciones en la
implantacion, el mejor modelo es el de donacion de 6vulos, en el que se
usan ovocitos de buena calidad procedentes de mujeres sanas y jovenes;
por lo que cualquier influencia de la obesidad en el desarrollo del
embarazo serd causa del endometrio de la mujer receptora o de su
ambiente (Bellver y cols., 2006; Bellver y cols., 2007; Bellver y cols.,
2010). Solo unos pocos estudios han analizado el éxito reproductivo
siguiendo este modelo, determinando las tasas de implantacion, de
embarazo y de aborto segun los indices de masa corporal (IMC) de las
mujeres que reciben los 6vulos (Bellver y cols., 2006; Bellver y cols.,
2007).

En algunos casos no se observan efectos del IMC en las tasas de
implantacion, de embarazo o de aborto (Seli y cols., 2014); pero se trata
de estudios con algunos problemas como un numero no significativo de
mujeres obesas, poblacion de estudio baja, uso de primeros y segundos
ciclos de estimulacion ovérica o tasas de aborto demasiado altas en los
grupos control (Bellver y cols., 2006; Bellver y cols., 2007). El grupo de
Bellver y cols. (Bellver y cols., 2007) en cambio, realizd un estudio

retrospectivo en el que se compara entre mujeres receptoras delgadas y
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obesas, donde considera un elevado numero de mujeres receptoras, solo
primeros ciclos de donacion ovocitaria y excluyen varios factores que
aumentan el riesgo de aborto. Aunque no se observan diferencias
significativas en un principio, si que se ve una tendencia hacia peores
resultados cuando aumenta el IMC e incluso diferencias significativas
cuando se toman en conjunto mujeres obesas y con sobrepeso en
comparacion con mujeres normales y delgadas (Bellver y cols., 2007).
De este estudio se puede concluir que: 1) el ovario no es el Unico
responsable de los fallos reproductivos en pacientes obesas, es decir, el
endometrio o su ambiente también contribuyen; 2) las mujeres delgadas
no presentan peores resultados en el embarazo en el modelo de donacién
ovocitaria; y 3) el sobrepeso también deberia tenerse en cuenta puesto
que mujeres con sobrepeso, pero no obesas, tenian una prognosis

reproductiva negativa (Bellver y cols., 2007).

En un estudio retrospectivo posterior, en el que también se
evallian una gran cantidad de ciclos de FIV, se estudié la morfologia de
los embriones (nimero de embriones y fragmentacién) como parametro
de la calidad embrionaria y las tasas de implantacion, embarazo, aborto y
nacimientos vivos en comparacion con el IMC (Bellver y cols., 2010).
No se encontrd correlacion entre el IMC y el habito de fumar, el factor
masculino, nimero de ciclos por paciente, protocolo de estimulacion,
niveles de E, el dia de administracion de hCG, procedimiento de
inseminacién o nimero de embriones transferidos; aunque si habia una
mayor proporcion de mujeres con oligo-ovulacion o anovulacion, una

mayor duracion de la infertilidad, menores tasas de implantacion y de
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nacimientos vivos, indices mayores de aborto y se usaron cantidades mas
altas de FSH en la estimulacion en mujeres obesas (Bellver y cols.,
2010). Ademas, se determind que no existian asociaciones significativas
entre el IMC y la tasa de fertilizacion, IMC y calidad embrionaria en dia
2 ni entre IMC y calidad en dia 3 (Bellver y cols., 2010). En definitiva,
este estudio demuestra que la calidad del embrién determinada segun el
criterio morfoldgico convencional no se ve afectada por la obesidad v,
por tanto, que el papel del endometrio es mayor de lo que se habia
sugerido hasta entonces (Bellver y cols., 2010).

Para determinar una posible asociacion clinica del IMC con la
receptividad endometrial, el mismo grupo de investigadores llevo a cabo
un estudio retrospectivo de 9.587 primeros ciclos de donacién de Gvulos
(Bellver y cols., 2013b). En este estudio se comprobd que las mujeres
donantes tenian edad, IMC y parametros de estimulacion ovarica
similares; por lo que cualquier efecto sobre la receptividad endometrial
seria causa de la mujer receptora. En este grupo existia una diferencia
significativa de 1 afio en la edad y de 6 a 8 meses en el tiempo de
infertilidad, diferencia explicada por mayor tiempo de infertilidad
asociado a las mujeres con sobrepeso o con obesidad. Teniendo en cuenta
el efecto del IMC, las tasas de implantacion, de embarazo y de nacidos
vivos eran significativamente mas bajas en las mujeres obesas (figura 3).
Por lo tanto, existen evidencias clinicas de que las mujeres obesas

presentan una receptividad endometrial reducida (Bellver y cols., 2013b).
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Figura 3. Variacion de embarazo positivo, embarazo clinico, tasas de implantacion, aborto y nacimientos
vivos, embarazos multiples y embarazos ectépicos en base al indice de masa corporal de la mujer receptora en
9.587 primeros ciclos de donacién de ovocitos (adaptado de Bellver y cols., 2013b). * Significancia
estadistica.

El analisis de expresion génica del endometrio durante el periodo
de tiempo considerado como la ventana de implantacion es otra
herramienta muy 0til para determinar el efecto del endometrio en las
complicaciones del embarazo de mujeres obesas. De hecho, algunos
autores han identificado entre 500 y 600 genes con una expresion
controlada en biopsias endometriales temporizadas durante la ventana de
implantacion usando microarrays (Carson y cols., 2002; Kao y cols.,
2002; Borthwick y cols., 2003; Riesewijk y cols., 2003; Horcajadas y
cols., 2004; Horcajadas y cols., 2007); incluso se ha desarrollado y
comprobado clinicamente un array de receptividad endometrial (ERA)

como un método de diagnostico de dicho estado del endometrio (Diaz-
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Gimeno y cols., 2011; Diaz-Gimeno y cols., 2013) mejor que los criterios
de histologia clasicos de Noyes (Noyes y cols., 1950, 1975). Ademas, en
otro estudio de expresion génica durante la implantacion en el
endometrio de mujeres con infertilidad se identificaron varios aspectos
del metabolismo lipidico que estaban afectados por la alteracion en la
regulacién génica observada en estas mujeres como el metabolismo de
acido linoleico, metabolismo de acido araquidonico y la biosintesis de
glicoesfingolipidos (Altmée y cols., 2010). En un estudio similar se vio
una expresion disregulada significativamente de dos genes relacionados
con el metabolismo lipidico: receptor de leptina (LEPR) vy
apolipoproteina D (APOD) (Allegray cols., 2012).

Siguiendo con esta estrategia, Bellver y cols. (Bellver y cols.,
2011) determinaron que las mujeres obesas presentan una expresion
génica diferente durante la implantacion que las mujeres de peso normal,
siendo mas pronunciada la diferencia cuando la obesidad se asocia con la
infertilidad. Esto se hizo mediante el analisis de expresion génica por
microarrays de biopsias de tejido endometrial de mujeres separadas en
cinco grupos: mujeres de peso normal (control), obesas fértiles y obesas
infértiles en los tres casos con ciclos naturales; y mujeres obesas con
SOP vy obesas infértiles con ciclos sustituidos en ambos casos (Bellver y
cols., 2011). Se comprobd también que las mujeres obesas con SOP
poseen el perfil de expresion génica mas alterado, después de eliminar el
posible efecto negativo sobre el endometrio de la estimulacion ovarica
controlada en los ciclos sustituidos (Bellver y cols., 2011). Habia 151

genes presentes Unicamente en los grupos de mujeres obesas de ciclos
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naturales, 39 de ellos sobre-expresados y relacionados con el desarrollo,
la regulacion transcripcional y regulacion de diferentes procesos
metabolicos. De estos genes, 101 no se habian asociados previamente
con endometrio, infertilidad, esterilidad, utero, implantacion,
receptividad, embarazo, obesidad o aborto. De los 41 genes que se habian
relacionado, 4 de ellos estaban implicados en la reproduccién: proteina
de la zona de embarazo (PZP), caspasa 8 (CASP8), molécula CD4 (CDA4)
y el factor de coagulacion Il (F2). En cuanto a los genes relacionados con
SOP, después de extraer el efecto de la estimulacion ovarica, se
encontraron 634 genes regulados Unicamente en el grupo de mujeres
obesas con SOP, la mayoria pertenecientes a desarrollo, morfogénesis y
sistema inmune. Ademas, todos estaban presentes en la region
extracelular o en la membrana; hecho muy interesante puesto que la
remodelacion de la membrana plasmatica en el endometrio es esencial
para conseguir un estado receptivo durante la ventana de implantacién
(Bellver y cols., 2011). De los 25 genes con expresion alterada que se
habian relacionado previamente con el desarrollo de la receptividad
endometrial durante la ventana de implantacion (Horcajadas y cols.,
2007), se encontraron 12 de ellos entre los 634 genes de SOP: glutatidn
peroxidasa 3 (GPx3), glicodelina (PAEP), regulador 2 del transporte
ionico que contiene dominio FXYD (FXYD2), factor inhibidor de
leucemia (LIF), proteina alfa inducible por arresto del crecimiento y dafio
en ADN (GADD45A), proteina 2 de union a hialuronico (HABP2),
clusterina (CLU), calpaina 6 (CAPNS), inhibidor 2 de ruta de factor de
tejido (TFPI2), quinasa 6 de proteina quinasa activada mitogénicamente

(MAP2K®6), sorbitol deshidrogenasa (SORD) y el complejo principal de
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histocompatibilidad de clase Il DO beta (HLA-DOB) (Bellver y cols.,
2011).

Ademas del debate existente entre ovocito y endometrio, algunos
estudios dejan entrever un papel importante de la obesidad masculina
sobre los fallos en los embarazos y las tasas mas bajas de fertilidad
(Bellver, 2013). Los analisis morfologicos y de movilidad del
seminograma clasico quizas no son suficientes para determinar el efecto
negativo de la obesidad en la calidad del esperma y por ende, en la
viabilidad embrionaria, siendo necesarias herramientas moleculares para
este analisis. Pero es obvio pensar que la obesidad masculina también
influya en la fertilidad, puesto que las parejas, a menudo, comparten
habitos alimenticios y fisico-deportivos. Ademas, los investigadores
deberian tener en cuenta no sélo el IMC, sino también otros factores
como dieta, ejercicio, consumo de drogas o alcohol, tabaco, distribucion
de la grasa y patologias asociadas (diabetes, resistencia a insulina,
hipertensién y sindrome de ovario poliquistico). Asi, se podria tener un
mayor conocimiento de la influencia de la obesidad en la fertilidad y, por
tanto, un mejor control o tratamiento (Bellver, 2013). De hecho, en
ratones obesos masculinos se ha visto que la obesidad masculina genera
embriones con un desarrollo retrasado y que la dieta y el ejercicio
mejoran el estado metabdlico en el tiempo de la concepcion, la salud del
embrion y el feto conseguidos; pudiendo mejorar potencialmente las
tasas de implantacion y de nacidos vivos ya que se reestablece la
distribucion celular y la mitosis en el blastocisto (McPherson y cols.,
2013).
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A pesar de todos los avances, hay que tener en cuenta que existen
claras limitaciones éticas que dificultan los estudios de interaccion
embrion-endometrio que puedan esclarecer todos los mecanismos
moleculares que gobiernan dicha relacion y, por consiguiente, el efecto
de algunas patologias como la obesidad en este caso. Los modelos
animales transgénicos pueden servir para intentar abordar esta
problematica y, de hecho, han permitido descubrir o elucidar la funcidn
de muchos genes en la receptividad endometrial y en la implantacion
(Chay cols., 2012); aunque a veces es dificil extrapolar los resultados a

humanos.

1.4. Implantacion embrionaria y receptividad endometrial

La implantacion embrionaria es un paso critico en el proceso
reproductivo (Cakmak y Taylor, 2011; Makker y Goel, 2013), altamente
regulado y que requiere de un estrecho didlogo entre el embrién y el
endometrio, donde se produce una sincronizacion de la maduracion del
embrion hasta la fase de blastocisto con la diferenciacion del endometrio
para conseguir un estado receptivo del embrién (Wang y Dey, 2005;
Achache y Revel, 2006; Kennedy y cols., 2007; Achache y cols., 2010;
Cakmak y Taylor, 2011; Altmae y cols., 2012; Ramirez, 2013). Se sabe
que la interaccion entre los factores embrionarios y maternos secretados
es crucial para las fases de aposicion, adhesion e invasion (Cavagna y
Mantese, 2003; Hoozemans y cols., 2004; Achache y Revel, 2006;
Cakmak y Taylor, 2011).
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Durante la fase de aposicion, que tiene lugar entre los dias 5y 6
postovulacion, el embrion se posiciona en el fundus uterino y el tercio
superior de la cara posterior uterina. Esto es importante porque va a
determinar la localizacion de la placenta (Simdn y cols., 2009). La salida
del embrion de la zona pellcida es un requisito necesario para la
implantacion, la cual también puede darse in vitro o fuera del endometrio
con un retraso de un dia. Se desconoce como el blastocisto llega a su
lugar final de implantacion pero se cree que puede estar relacionado con
la presencia de receptores de quimoquinas en su superficie como el
CCR2 (receptor de MCP-1) o CCR5 (receptor de RANTES) y se sabe
que el endometrio secreta multitud de quimoquinas (Dominguez y cols.,
2005). Por tanto, se piensa que un determinado grupo de citoquinas y
quimoquinas guian al embrion hacia las células del epitelio endometrial
(EEC) y hormonas como progesterona y estradiol empiezan a preparar al
endometrio para la implantacion y promueven la expresion de MUCL en
el endometrio; actuando como molécula anti-adhesiva para la unién del

embrion (Apliny cols., 2001; Hoozemans y cols., 2004; Ramirez, 2013).

En la siguiente fase, las moléculas de adhesion implicadas en la
adhesion célula-célula y en la adhesion célula-matriz extracelular son
cruciales para la unién del blastocito al endometrio materno (Simén y
cols., 2009). El endometrio gracias a la exposicion en la superficie de las
células trofoblasticas de receptores factor inhibidor de leucemia (LIF),
factor estimulador de colonias (CSF) y factor de crecimiento epidérmico
de unién a heparina (HB-EGF), L-selectina e integrinas y a la liberacion

de mensajeros quimicos como interleukina 1-B (IL-1p) permite la unién y
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la fijacion del embrion a la pared uterina (Hoozemans y cols., 2004;
Ramirez, 2013).

Por ultimo, en la fase de invasion, el blastocisto se adhiere a la
monocapa epitelial e induce una reaccidn apoptética paracrina mediada
por el sistema fas-Fas ligando que permite al blastocisto atravesar la
barrera epitelial (Simén y cols., 2009). Posteriormente, el embridn
atraviesa las EEC y se embebe en el estroma por la rotura de la matriz
extracelular a través de metaloproteasas y serina proteasas sintetizadas
por células sinciotrofoblésticas y citotrofoblastos diferenciadas a partir de
células trofoblasticas (Cavagna y Mantese, 2003; Ramirez, 2013).

La angiogénesis endometrial y embrionica es necesaria para
desarrollar un endometrio receptivo que permita la implantacion, la
decidualizacion y la formacion de la placenta. VEGF y PGs son los
principales factores angiogénicos implicados en este proceso y su
expresion depende de condiciones locales como hipoxia (Hoozemans y
cols., 2004). Ademas, durante la implantacion tiene lugar un aumento de
la permeabilidad vascular endometrial en el sitio donde se colocan los
blastocistos; donde las prostaglandinas, por sus propiedades vasoactivas,
tienen un papel importante (Wang y Dey, 2005).

El embridn, debido a su naturaleza genética paterna y materna,
puede generar una respuesta inmunologica en la madre conocida como
“restriccion materna”; la cual puede ser causa de un fallo en la
implantacion o en la placentacion (Cavagna y Mantese, 2003;
Hoozemans y cols., 2004; Achache y Revel, 2006; Cakmak y Taylor,
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2011). El estudio de la relacion entre el sistema inmune y el sistema
reproductor ha permitido demostrar la funcién de determinadas
citoquinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesiéon en los
6rganos del tracto reproductor (Dominguez y cols., 2005). De hecho, el
proceso de implantacion embrionaria presenta muchas similitudes con el
proceso de migracion leucocitaria (figura 4), ya que el leucocito en su
migracion a través del endotelio presenta unas fases similares a las del
embrion cuando atraviesa el epitelio endometrial e incluso comparte la
funcionalidad de determinados grupos de moléculas como integrinas,
selectinas y tetraspaninas (Dominguez y cols., 2005; Simon y cols.,
2009). Ademas, es esencial una inmunomodulacion para que el embrién
se implante adecuadamente; donde la glicodelina A juega un papel
importante inhibiendo la actividad de las células NK (natural Kkiller),
junto con otras moléculas inmunomoduladoras como la inhibina y el
factor de crecimiento transformante B (TGF-B) secretados por el

endometrio e IL-1 liberada por el embrion (Hoozemans y cols., 2004).
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Figura 4. Similitudes de los procesos de migracion leucocitaria transendotelial e implantacion embrionaria
(Dominguez y cols., 2005).

Se define receptividad endometrial como el estado diferencial que
el endometrio alcanza para recibir al embrion en estado de blastocisto y
permitir su implantacion. El endometrio presenta profundos cambios
tanto a nivel morfoldgico, tisular y celular, como molecular que son
provocados por la accion de hormonas esteroideas, principalmente 17f3-
estradiol (E2) y progesterona (P) (Simon y cols., 2009). El endometrio
adquiere en esta etapa del ciclo menstrual una mayor actividad secretora,
aumenta la vascularizacion y presenta unas protusiones llamadas
pindpodos en la superficie luminal del epitelio (Cavagna y Mantese,
2003; Ramirez, 2013). Ademaés, expresa moléculas de aposicion y

fijacibn como integrinas, laminina, fibronectina, mucina 1 (MUC-1),
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inhibina, LIF, CSF, prostaglandinas (PGs), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), glicodelina, factor de crecimiento similar a insulina
(IGF) y HB-EGF (Hoozemans y cols., 2004). Este estado receptivo se
adquiere entre los dias 20 y 21 de un ciclo menstrual regular de 28 dias,
en el dia +7 después del pico de LH enddgena que desencadena la
ovulacion (LH+7). Este dia representa el centro de la ventana de
implantacion, que es como se conoce este periodo, llamado Window of
Implantation (WOI) en inglés (Wilcox y cols., 1999; Achache y Revel,
2006; Achache y cols., 2010; Bellver y cols., 2011; Ramirez, 2013;
Vilella y cols., 2013b) (figura 5). De este modo, se denomina dia LH 0 al
dia que se produce el pico, y siguiendo con esta nomenclatura, el
endometrio pre-receptivo corresponderia al intervalo de LH+1 a LH+5
(dias 14 al 18 del ciclo menstrual); el endometrio receptivo,
correspondiente a la WOI, al intervalo de LH+6 a LH+8 (dias 19 al 21
del ciclo); y el endometrio post-receptivo al intervalo de LH+9 a LH+13
(dias 22 al 26 del ciclo) (Diaz-Gimeno, 2011).
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Figura 5. Ciclo menstrual y ovérico. En la parte superior de esta figura se pueden observar los cambios que
suceden en el ciclo ovérico en funcion de los niveles hormonales. En la parte intermedia se muestran los
niveles hormonales que acoplan el ciclo ovérico con el ciclo menstrual. En la zona inferior se indican los
cambios que acontecen en el endometrio en cuanto al grosor, desarrollo glandular y vascular. Se muestran las
fases del ciclo ovérico (folicular y lUtea) y las del ciclo menstrual (proliferativa y secretora). Atendiendo a la
receptividad del endometrio, podemos distinguir en la fase secretora, un periodo pre-receptivo (PR), el
receptivo (R), y el postreceptivo (PS) que culmina con la menstruacién. En la parte de debajo del endometrio
se marcan los dias del ciclo, considerando dia 1 el dia de comienzo de la regla (Aghajanova y cols., 2008a,
2008b; Simon, 2009; Diaz-Gimeno, 2011).

El andlisis computacional de la red de interacciones moleculares
entre endometrio y embrion durante la implantacion, usando los perfiles

transcriptémicos de muestras de endometrio y células embrionarias

27



G. Tamarit

cultivadas in vitro, ha permitido confirmar la implicacion de muchos
genes que ya se habian relacionado con la receptividad endometrial como
LIF, proteina de unién a hialuronato 2 (HABP2), interleukina 15 (IL15),
proteina endometrial asociada a progestageno (PAEP) y fosfoproteina
secretada 1 u osteopontina (SPP1); asi como determinar posibles nuevas
moléculas con un papel en la interaccion embrion-endometrio como
apolipoproteina D, biglicano, endotelina 1 (EDNL1), fibulina 2 (FBLN2),
factor de crecimiento fibroblastico 7 (FGF7), gastrina, Kremen 1
(KREMEN1), neuropilina 1 (NRP1), inhibidor de serina peptidasa,
miembro 3, clado A (SERPINA3) y versicano (VCAN), entre otras
(Altmde y cols., 2012). Ademas, se han identificado varias redes
genéticas que no se habian relacionado con la receptividad endometrial
como las vias de sefializacion de JAK-STAT, cascadas de complemento
y coagulacion, adhesion focal, uniones adherentes y respuestas
inflamatorias (Altmé&e y cols., 2012). Aungue no se conoce exactamente
todos los mecanismos moleculares que rigen este estado, esta claro que la
receptividad endometrial constituye el cuello de botella del proceso

reproductivo (Achache y Revel, 2006).

Parece ser que existe un sitio predeterminado para la implantacién
del embrién ya que el endometrio se encuentra recubierto por una capa
de mucina, que lo protege contra infecciones, reacciones inmunes y
ataques enzimaticos, donde MUC-1 se encuentra regulado positivamente
en el momento de la implantacion (Aplin y cols., 2001). Como ya se ha
comentado, el embrién debe atravesar la barrera para implantarse, lo que

se facilita por la regulacion negativa hormonal materna de MUC1
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coincidiendo con la fase de implantacion. No se sabe cémo se determina
ese sitio de implantacion, pero las prostaglandinas también podrian tener

una funcion aqui (Hoozemans y cols., 2004).

1.5. Funcion lipidica en la implantacion y la receptividad

endometrial

Los lipidos forman un grupo muy heterogéneo, con una gran
variedad estructural y funcional, lo que dificulta su clasificacion. La
clasificacion del consorcio LIPID MAPS se basa en el concepto de dos
bloques fundamentales: grupos cetoacilos y grupos isoprenoides (Fahy y
cols., 2011). Por tanto, los lipidos se definen como pequefias moléculas
hidrofébicas o anfipaticas que puede tener su origen entero o en parte por
condensaciones carbanionicas de cetoacil tioesteres y/o por
condensaciones carbacationicas de unidades de isopreno. Segun esta
clasificacion, los lipidos se han dividido en 8 categorias: acidos grasos,
glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos, saccarolipidos vy
policétidos (derivados de la condensacion de subunidades de cetoacil), y
esteroles y prenoles lipidicos (derivados de la condensacion de
subunidades de isopreno) (figura 6). Cada categoria se divide después en

clases, subclases o incluso en un cuarto nivel (Fahy y cols., 2011).
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Figura 6. Representacion de las estructuras de las 8 categorias lipidicas del consorcio LIPID MAPS (Fahy y
cols., 2011).

Se han estudiado distintos grupos lipidicos por su posible efecto
en la implantacién y en la receptividad endometrial, incluyendo
endocannabinoides,  acido  lisofosfatidico,  prostaglandinas vy
apolipoproteinas, principalmente.

Los endocannabinoides se generan “a demanda” desde
precursores de acidos grasos poli-insaturados de cadena larga derivados
del acido araquiddnico, siendo la anandamida y el 2-araquidonil-glicerol
(2-AG) los més estudiados (Taylor y cols., 2007; Maccarrone, 2009a,
2009b). Las anandamidas (N-araquidonoiletanolamina, AEA) son amidas
etanolaminas de acido araquidonico, principal precursor de la sintesis de
prostaglandinas, que se generan a partir de la hidrdlisis del precursor N-
araquidonil-fosfatidil etanolamina (NAPE) y la accion de la fosfolipasa D
especifica (NAPE-PLD) (Wang y Dey, 2005; Sun y Dey, 2008; Lipina y
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cols., 2012). Una vez sintetizada, AEA se libera al espacio extracelular y
su concentracion se controla por la accion de un transportador especifico
de anandamida y de la principal enzima degradadora intracelular FAAH
(amida acido graso hidrolasa); la cual da lugar a acido araquiddnico y
etanolamina (figura 7) (Wang y Dey, 2005). El 2-araquidonil-glicerol se
sintetiza por la hidrdlisis consecutivas de fosfatidilinositoles a través de
fosfolipasa C (Lipina y cols., 2012) y como ultima instancia por la accion
de diacilglicerol lipasas selectivas 1 y 2 (Taylor y cols., 2007); y puede
ser degradada por FAAH o por monoacilglicerol lipasa (MGL) (Fowler
2007; Sun y Dey, 2008; Maccarrone, 2009a, 2009b). Los
endocannabinoides ejercen su accion por la union a dos receptores
acoplados a proteinas G con siete dominios transmembrana, CB1 y CB2
(Suny Dey, 2008).

La sobre-activacion patoldgica del sistema endocannabinoide se
relaciona cada vez mas con la dislipemia, la obesidad y la diabetes
(Lipinay cols., 2012). Las anandamidas y 2-araquidonoil-glicerol (2-AG)
estan implicados en la implantacion en ratones y la existencia de niveles
alterados de estos lipidos produce fallos en implantacion, desarrollo del
embrion, transporte por los oviductos y placentacion, comprometiendo el
resultado del embarazo (Cha y cols., 2012; Ramirez, 2013). Ademas,
existen evidencias de que los niveles periféricos elevados de anandamida
se correlacionan con abortos recurrentes en mujeres (Cha y cols., 2012).
La actividad de la FAAH uterina esta regulada por hormonas sexuales,
por lo que el sistema endocannabinoide podria estar implicado en el
mantenimiento del embarazo en humanos (Taylor y cols., 2007). La
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existencia de niveles bajos de expresion de FAAH se relaciona con el
aumento de AEA y por tanto con un estado no receptivo del endometrio;
mientras niveles bajos de AEA se correlacionan con la receptividad
endometrial (Sun y Dey, 2008; Maccarrone, 2009a, 2009b; Ramirez
2013; Vilella y cols., 2013a, 2013b). De hecho, los niveles bajos de
FAAH en los linfocitos periféricos se han reconocido como un predictor
de abortos espontaneos en mujeres sanas y de fallos en el embarazo tras
una transferencia de embriones fertilizados en ciclos de FIV
(Maccarrone, 2009a, 2009b). De la misma forma, una expresion o una
activacion elevada de NAPE-PLD vy, por tanto, de AEA se relaciona con
un Gtero no receptivo v sitios inter-implantatorios; mientras en el Utero
receptivo y en los sitios de implantacion hay niveles bajos de NAPE-PLD
(Maccarrone, 2009a, 2009b). Por tanto, la sefializacion endocannabinoide
participa en la determinacién del éxito de la implantacion del embrién:
niveles criticos de endocannabinoides uterinos interaccionan con los
receptores CB1 del blastocisto en sincronia con la activacion del
blastocisto y la receptividad endometrial para la implantacion; mientras
niveles demasiado altos de endocannabinoides y/o CB1 dan lugar a fallos
de implantacion y de desarrollo embrionario (Wang y Dey, 2005; Sun y
Dey, 2008; Paria y cols., 2001).

El &cido lisofosfatidico (LPA) es un fosfolipido esencial para el
tamafno normal del embrion y se ha relacionado con un efecto positivo
sobre la implantacion embrionaria (Ramirez, 2013; Vilella y cols., 2013a,
2013b). LPA ejerce su accion a través de cuatro receptores acoplados a
proteina G, LPA;.4 (Ye y cols., 2005; Sordelli y cols., 2012). La sintesis
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de LPA ocurre por la actividad secuencial de fosfolipasa D (PLD) y
fosfolipasa A, (PLA;) o bien por la actividad secuencial de PLA; y
lisofosfolipasa D (lisoPLD) (Choi y cols., 2010). El papel mas importante
de la sefalizacién de LPA tiene lugar en la implantacion embrionaria a
través del receptor LPA3 (Choi y cols., 2010). De hecho, las ratonas
deficientes de LPA;3; producen una descendencia con un tamafio menor
del 50%, comparado con los controles silvestres y heterocigotos para la
mutacion en PLA3; ademas, los embarazos son mas largos, poseen una
implantacién retardada y un posicionamiento alterado o un agrupamiento
de los embriones (Ye y cols., 2005). Estos dos altimos fenomenos se
relacionan con un retraso en el desarrollo del embrién (Ye y cols., 2005).
La expresion de este receptor aumenta durante las primeras fases del
embarazo y vuelven a un estado basal desde que el embrion tiene 4,5 dias
hasta el final del embarazo. En los blastocistos pre-implantatorios
silvestres no se observa expresion de LPAg3; por lo que la sefalizacion
materna de LPA; es la Unica responsable de los fenotipos observados (Ye
y cols., 2005). Sordelli y cols. (Sordelli y cols., 2012) demostraron que el
receptor LPA;3; es esencial para la implantacion en ratas y que su
expresion tanto a nivel de ARNm como de proteina aumenta cuando
empieza la invasion del trofoblasto en el endometrio. Esta regulacion
sugiere que la expresion de LPA; depende de la presencia del blastocisto
y de su estado de activacion. La enzima liso-PLD (lisofosfolipasa D), la
principal enzima generadora de lisofosfolipidos como PLA, también
aumenta su expresion durante la ventana de implantacion en el Utero de

las ratas (Sordelli y cols., 2012).
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Las prostaglandinas (PGs), pertenecientes a la familia de los
eicosanoides junto a leucotrienos y tromboxanos, son sintetizadas a partir
de &cido araquidonico (AA) de fosfolipidos de membrana por la accién
de fosfolipasa A, y ciclooxigenasas (COX), que dan lugar a un
intermediario (PGHy), y por la activacion de prostaglandinas sintetasas,
dando lugar a PGD,, PGE,, PGF,, y PGl; (figura 7) (Wang y Dey, 2005;
Achache y Revel, 2006; Kennedy y cols., 2007; Ruan y cols., 2012;
Ramirez, 2013). COX-2 puede ser inducida por factores de crecimiento,
citoquinas y estimulos inflamatorios (Wang y Dey, 2005; Achache y
Revel, 2006). Se considera a COX-1 como una enzima constitutiva;
aunque también se ha observado su expresion durante el periodo post-
implantatorio, por lo que también podria ser importante para la sintesis
de PGs en la decidualizacion (Wang y Dey, 2005; Ramirez, 2013). Estos
lipidos difunden mal por las membranas lipidicas, por lo que se necesita
de un transportador, PGT (Ramirez, 2013). En cuanto a su mecanismo de
sefializacion, las prostaglandinas pueden ejercer su funcion de forma
autocrina y paracrina mediante la union a sus receptores (acoplados a
proteinas G): EP1-4 para PGE,, FP para PGF,,, IP para PGIl, y DP para
PGD; (Ramirez, 2013; Wang y Dey, 2005). Las prostaglandinas I, y D,
pueden servir como ligandos del receptor y de proliferadores activados de
peroxisoma (PPARY) (Wang y Dey 2005). PPARy se expresa en gran
medida en la placenta humana y se ha visto que su activacion inhibe la
invasion trofoblastica in vitro; por lo que la modulacién de su expresion
y/o actividad podria estar implicada en las patologias del embarazo de

origen placentario (Fournier y cols., 2007).
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Los niveles de PGs en el endometrio humano tienen una variacion
ciclica a lo largo del ciclo menstrual (Downie y cols., 1974) y preparan el
endometrio para la implantacion en la fase lutea, después parece ser que
el embrion dirige la inhibicion la sintesis de PGs en la decidua y la
estimula en el sitio de implantacion (Hoozemans y cols., 2004). Por
tanto, las prostaglandinas tienen un papel importante en la implantacion y
la decidualizacién, ya que establecen el microambiente necesario para
estos dos procesos (Wang y Dey, 2005; Ruan y cols., 2012; Ramirez,
2013), como se ha visto en estudios con modelos animales (Biggers y
cols., 1981; Pakrasi, 1997; Yang y cols., 1997; Scherle y cols., 2000;
Matsumoto y cols., 2001; Wang y Dey, 2005; Kennedy y cols., 2007;
Cha y cols., 2012). Estos lipidos son necesarios para la acumulacion de
fluido en el blastocisto, importante para la eliminacion de fluido uterino
antes de la fijacion del embrion; lo cual produce un contacto entre las
células trofoblasticas y el epitelio endometrial, dando lugar a un aumento
local de la permeabilidad de los capilares maternos cerca del sitio de
implantacion (Biggers y cols., 1981). PGE, y PGF,, se han postulado
como las principales prostaglandinas con efectos sobre la implantacion;
aunque debido a las propiedades vasoactivas de PGIl, y su elevada
expresion durante la implantacion observadas en un estudio reciente, esta
PG podria intervenir en la adquisicion de la permeabilidad vascular que
se produce en el dtero durante la implantacién (Ramirez, 2013; Vilella 'y
cols., 2013a, 2013b).
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Figura 7. Biosintesis de prostaglandinas y anandamida. El &cido araquidénico es liberado de lipidos de
membrana por la enzima fosfolipasa A; y las ciclooxigenasas 1 y 2 dan lugar al intermediario reducido de la
sintesis de prostaglandinas, PGH,. Las prostaglandinas sintetasas especificas convierten el intermediario en
PGD,, PGE,, PGF,, y PGl,. La anandamida se genera a través del precursor NAPE por la NAPE-fosfolipasa
D; este precursor se produce por la accion de una transaciclasa. La anandamida es degradada por FAAH
dando lugar a &cido araquidénico y etanolamina. No se sabe con certeza si hay una anandamida sintasa que
genere anandamida a partir de etanolamina y &cido araquidénico. Abreviaturas: PLA, (fosfolipasa Ay); COX
(ciclooxigenasa); PG (prostaglandina); DP (receptor PGD,); PPARY (receptor y de proliferadores activados de
peroxisoma); EP (receptor PGE;); FP (receptor PGF,,); IP (receptor PGl,); TAE (transaciclasa); PLD
(fosfolipasa D); NAPE (N-araquidonil-fosfatidil etanolamina); FAHH (amida acido graso hidrolasa).

La expresion de COX-2 y de cPLA,, aumenta durante la ventana
de implantacion, pero la alteracion en la sintesis normal de PGs en el
endometrio podria ser responsable de los fallos de implantacion repetidos
que constituyen un reto para FIV (Achache y cols., 2010). De hecho, se
observd que la fosfolipasa citosdlica (CPLA,,) es la enzima limitante en
la sintesis de PGs y que las mujeres con fallo de implantacion recurrente

(RIF) muestran niveles muy bajos de esta enzima y de COX-2, con una
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reduccién significativa en el 85% de los casos (Achache y cols., 2010).
Ademas, se demostrd que la expresion de LPA; se encuentra
significativamente reducida en pacientes con RIF (Achache y cols.,
2010), confirmando que la deficiencia de LPA3 en ratones muestra una
implantacion alterada y efectos similares a la deficiencia de cPLA,, (Ye
y cols., 2005).

De forma similar, usando la técnica SELDI-TOF-MS (Surface
Enhancer Laser desorption/ionization-Time of flight-Mass spectrometry),
en muestras de biopsias endometriales de mujeres con fallos de
implantaciéon recurrente (RIF) y de mujeres fértiles control, se han
detectado diferencias entre los grupos de estudio en la apolipoproteina A-
| (apoAl) (Brosens y cols.,, 2010), la cual al encontrarse en
concentraciones muy altas puede explicar que el endometrio pierda su
receptividad. Ademas, tanto en modelos babuinos de endometriosis como
en humanos con esta enfermedad se ha visto que hCG no es capaz de
inhibir la expresiébn de apoAl en presencia de endometriosis,
disparandose asi la expresion de apoAl y dando lugar a problemas de
fertilidad (Norman y cols., 2004; Mains y cols., 2011).

Aunque apoAl es sintetizada por el higado y el intestino, trabajos
recientes sugieren que las células de la granulosa del ovario también
sintetizan apoAl tras el pico de LH, y que SR- B1 (receptor scavenger de
HDL) media la absorcién siendo este el método por el cual el ovario
adquiere el colesterol de la esteroidogénesis (Mains y cols., 2011). Los
niveles de lipoproteinas y apoAl de alta densidad en el fluido folicular

estan asociados negativamente con la fragmentacion del embrion, lo que
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sugiere que el ovocito es dependiente de HDL incluso antes de la
fertilizacion y el desarrollo embrionario (Mains y cols., 2011). El
aumento de los niveles de apoAl en medios de cultivo se asociaron con
blastocistos de grado morfolégico superior y pueden estar relacionados
con una mayor probabilidad de implantacion (Mains y cols., 2011). Otras
investigaciones llevadas a cabo en animales demuestran lo mismo: las
hembras SR-Bl-/- de ratén son infértiles y generan ovocitos
disfuncionales (Trigatti y cols., 1999; Miettinen y cols., 2001; Fujimoto y
cols., 2010). La fertilidad se recupera cuando la estructura y/o la cantidad
de HDL anormal se altera por la inactivacion del gen apoAl o
administracion de drogas reductoras del colesterol (Miettinen y cols.,
2001).

La capacidad de sintetizar y secretar lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B, se ha conocido durante mucho tiempo para enterocitos
y hepatocitos. Los enterocitos utilizan los quilomicrones para secretar el
colesterol y los triglicéridos reabsorbidos (TG) y los hepatocitos usan
VLDL para exportar el colesterol y TG sintetizado de manera enddgena o
internalizado (Gautier y cols., 2010). Las lipoproteinas que contienen
apoB también son secretadas por la placenta humana, supuestamente para
transferir lipidos a partir de la circulacion materna al feto (Gautier y
cols., 2010).

Los ovocitos en desarrollo dentro de los foliculos ovéricos crecen
rdpidamente y requieren el suministro de energia y el colesterol (Gautier
y cols., 2010). Estos, estan rodeados por el fluido folicular (FF) que en

contraste con el plasma humano contiene principalmente colesterol HDL;
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aunque también se ha visto expresion del receptor de LDL en ovocitos de
mamiferos (Gautier y cols., 2010). Considerando que el HDL entra en el
FF por difusion, no se espera que las lipoproteinas que contienen apoB,
que son considerablemente méas grandes en tamafio, puedan hacerlo
(Gautier y cols., 2010). Sin embargo, dada la presencia de receptores para
las lipoproteinas que contienen apoB en el ovocito, el grupo de Gautier y
cols., (Gautier y cols., 2010) llevé a cabo un estudio para comprobar la
capacidad de las células de la granulosa humanas para ensamblar
lipoproteinas con apoB como el VLDL. Se obtuvo el fluido folicular y
muestras de sangre de mujeres sobre las que se estaba llevando a cabo un
tratamiento de FIV para medir tanto los niveles de los diferentes tipos de
colesterol como la expresion génica de las células granulosas. Asi se
determind que los niveles de HDL eran iguales en las muestras de FF y
de plasma; pero que las cantidades de VLDL eran mayores en FF que en
el plasma, lo que sugiere una sintesis directa en las células granulosas
(Gautier y cols., 2010). Las células granulosas resultaron expresar apoB y
MTP (proteina de transferencia de triglicéridos microsomales), los dos

genes relevantes para la produccion de VLDL (Gautier y cols., 2010).

Aunque la funcion concreta de las lipoproteinas que contienen
apoB secretadas por las células granulosas no estd muy clara, parece
razonable que tengan una funcion nutritiva, ya que las lipoproteinas HDL
pobres en triglicéridos no son capaces de cumplirla. Lo que si se
establece es una relacion positiva entre los niveles de apoB en FF y los

parametros de fertilidad que se reflejan en la calidad embrionaria y la
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tasa de embarazo en una pequefia cohorte de mujeres sometidas a FIV-
TE (Gautier y cols., 2010).

Se ha comprobado que apoD y apoE se expresan de forma
diferencial en el endometrio durante el ciclo menstrual en un estudio de
microarray en el que se compara la expresion en el endometrio en fase
proliferativa y en fase secretora (Kao y cols., 2002). El estudio de
expresion de Altmae y cols. (Altmde y cols., 2012) también apoya la
sobre-regulacion de apoD en el endometrio en fase secretora como un
factor potencial de la comunicacién feto-madre. Germeyer y cols.
(Germeyer y cols., 2013) estudiaron la expresion de apoE y apoD en el
endometrio en fase proliferativa tardia y en fase secretora media,
separando ademas las poblaciones celulares en células endometriales
estromales (ESC), células epiteliales endometriales (EEC) y leucocitos
CD45+. Se confirmo6 que apoD y apoE se encuentran sobre-expresadas
en el endometrio durante la fase secretora, habiendo una mayor expresion
de apoD. Con respecto a las poblaciones celulares, apoE no variaba su
expresion; pero apoD se expresaba mas ESC y EEC, regulada por
hormonas. Esta sobre-regulacion de apoD durante la fase secretora en el
endometrio podria contribuir a la homeostasis endometrial y a la
preparacion para una implantacién embrionaria adecuada aportando la
demanda energética de la fase secretora (Germeyer y cols., 2013). El
hecho de que apoE y apoD parecen estar reguladas diferencialmente en el
endometrio humano podria sugerir un papel diferente y complementario
de estas dos apolipoproteinas en el tracto reproductivo (Germeyer y cols.,
2013).
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Como se ha comentado, el metabolismo lipidico se ve
profundamente alterado durante el embarazo y se han registrado
aumentos en el plasma de las concentraciones de triglicéridos (Pavan y
cols., 2004a, 2004b). Los LDL, implicados en el transporte de
triglicéridos por el plasma, son mas susceptibles a la oxidacion durante el
embarazo, y los LDL oxidados (oxLDL) son metabolizados por los
trofoblastos. En ensayos in vitro se comprob6 que el oxLDL reduce el
grado de invasividad de las celulas de forma dependiente de la
concentracion, encontrando por primera vez que el oxLDL est4 presente
en las células extra-vellosas citotrofoblasticas (EVCT) en el primer

trimestre de gestacion (Pavan y cols., 2004a, 2004b).
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Que el perfil lipidico a nivel de apolipoproteinas de mujeres sanas obesas
y mujeres con peso normal esta alterado a nivel endometrial y que los
tratamientos hormonales para ciclos sustituidos modifican estos perfiles,
estando estos cambios relacionados con un normal desarrollo de la

receptividad endometrial en el momento de la implantacion embrionaria.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Comprobar si existen modificaciones en el perfil lipidico en plasma en
mujeres con ciclos regulares en estado pre-receptivo y durante la ventana
de implantacion, segun su IMC; estudiar la proporcion de
apolipoproteinas a nivel endometrial; y si la realizacion de un ciclo

sustituido modifica el perfil lipidico independientemente del IMC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Anélisis del contenido proteico y lipidico de lipoproteinas en
mujeres obesas y con peso normal con ciclos naturales en LH+2
(pre-receptivo) y LH+7 (receptivo) en plasma y endometrio.

2. Andlisis de la modificacion del perfil lipidico y la receptividad
endometrial en plasma y endometrio durante ciclos sustituidos en

mujeres obesas y con peso normal.
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4.1. Disefio del estudio y recogida de muestras

Se realiz6 un estudio prospectivo en el Hospital Doctor Peset de
Valencia y en el Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) de Valencia
aprobado por el comité ético. Las pacientes del estudio debian de cumplir
unos criterios para su inclusion: edad comprendida entre los 18 y 40
afios, raza caucasica, ausencia de enfermedades hepaticas, ausencia de
patologia ovarica o uterina, ausencia de dislipemia o enfermedades
metabolicas que puedan alterar la composicion de lipidos en el
organismo y presencia de ciclos regulares cada 25-30 dias; quedando

excluidas, por tanto, mujeres con sindrome de ovarios poliquisticos.

La poblacion de estudio se reclutdé durante un periodo de 24
meses (entre Marzo de 2008 y Marzo de 2010), de la consulta de
esterilidad, cuya causa de esterilidad era de etiologia masculina o
esterilidad de causa desconocida que iba a ser tratada con inseminacion
artificial, y mujeres que acudieron al programa de donacion de ovocitos.
Las pacientes se dividieron en funcion de su IMC, y fueron separadas de
forma aleatoria, en la visita en la que se les entregd el consentimiento
informado, para pertenecer al grupo de ciclo natural o al grupo de ciclo
sustituido. Se crearon 4 grupos de estudio, con 5 pacientes en cada uno
de ellos: ciclo natural 1 (N1), mujeres con ciclos regulares con un IMC
<25 kg/m?; ciclo natural 2 (N2), mujeres con ciclos regulares y obesas
(IMC >30 kg/m?); ciclo sustituido 1 (S1), mujeres con un ciclo sustituido
con IMC <25 kg/m?; ciclo sustituido 2 (S2), mujeres con ciclo sustituido
con IMC >30 kg/m?.
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En todas las mujeres se realizé una analitica basal en dia 1 a 3 de
ciclo para conocer su estado hormonal y perfil lipidico inicial,
determinando colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-
colesterol, triglicéridos, apolipoproteina Al, apolipoproteina B, FSH,
LH, 17-B estradiol, dehidroepiandrosterona-sulfato (S-DHEA), A-4
androstendiona, testosterona y SHBG (globulina portadora de hormonas

sexuales).

En las mujeres que pertenecian a los grupos con ciclo natural se
realizaron controles ecogréficos hasta observar un foliculo de 16 mm. A
partir de ese momento se les realizaron visitas diarias y determinacion
analitica de los niveles de LH hasta constatar el pico de la LH. En los
dias +2 y +7 tras el pico de LH (dias LH+2 y LH+7, respectivamente), se

obtuvo una determinacion analitica y se tomd una biopsia de endometrio.

En las mujeres incluidas en los grupos con ciclo sustituido se
realizd un primer control con la regla, se citd el dia 21 de ciclo para
comprobar ovulacion por ecografia. Al observar el cuerpo luteo, se
administré un andlogo de la GnRH depot. Con la regla, se realiz6 un
nuevo control ecogréfico, y se inicié un tratamiento con estrogenos orales
a dosis de 6 mg diarios, repartidos en 3 tomas (2-2-2) (Progynova ®).
Tras 10-12 dias bajo el tratamiento con estrogenos orales, se llevo a cabo
un nuevo control ecografico para determinar el grosor de la linea
endometrial. Cuando la linea endometrial fue >7 mm, se programé el
inicio de la progesterona micronizada via vaginal a dosis de 400 mg/12

horas. En los dias +2 y +7 después de la administracion de progesterona
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(P+2 y P+7, respectivamente), se realizé la determinacion analitica y la

biopsia de endometrio.

Las muestras de biopsias endometriales se tomaron con catéteres
Pipell (Genetics, Namont.Achel, Belgium) y fueron tomadas de cada
mujer en los dias LH+2 y LH+7 (en los grupos con ciclo natural), y en
los dias P+2 y P+7 (en los grupos con ciclo sustituido). Las muestras de
endometrio se enjuagaron con PBS1X y se congelaron a -80 °C. Se fijé
una porcién de cada muestra con PFA 4% (p/v) y se examino
histolégicamente por datado usando el criterio de Noyes (Noyes, Hertig,
and Rock 1975, 1950). Las muestras de plasma fueron recogidas en los
mismos dias en los que se tomaron las biopsias endometriales. Las
muestras de plasma se recogieron después de la coagulacion a
temperatura ambiente y la centrifugacion a baja velocidad (a 3.400 g
durante 12 minutos). El sobrenadante, correspondiente al plasma fue

separado y almacenado a -80 °C para el analisis posterior.

En las analiticas de sangre de +2 y +7 (tanto LH+2 y LH+7, como
P+2 y P+7) se midieron los niveles de colesterol total, HDL-colesterol,
LDL-colesterol, VLDL-colesterol, triglicéridos, apolipoproteina Al y
apolipoproteina B. En las biopsias de endometrio se analizaron las
apoproteinas: apoAl, apoB, apoE, apoCll y apoCllIl.
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4.2. Analisis de hormonas sexuales y lipidos en plasma

Las concentraciones de hormonas sexuales como andrdgenos
(testosterona, SHBG, S-DHEA vy androsteina), FSH, LH y estradiol se
midieron por Inmunoensayo de Microparticulas Quimioluminescentes
(CMIA) (Abbott Cientifica S-A., Madrid, Espafia). Los lipidos como
colesterol total, HDL, VLDL, LDL vy triglicéridos fueron medidos por
ensayo enzimatico colorimétrico (Targa Plus, QCA SA, Tarragona,
Espafia). Las concentraciones de apoA y apoB se determinaron por
turbidimetria (Behring Turbitimer, Barcelona, Espafia) usando los

reactivos y protocolos de Dade Behring (Siemens).

4.3. Purificacion de proteinas

El lisado de todas las proteinas celulares se extrajo con tampén de
lisis (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 5 mM EDTA, pH=7,3, 1% (v/v) Triton
X-100, conteniendo proteasas: 1 mM PMSF, 5 mg/mL aprotinina, 5
mg/mL pepstatina, 5 mg/mL leupeptina, 1 mM NaVOy,). Las muestras se
incubaron durante 30 min a 4 °C y se centrifugaron a 9.000 g a 4 °C
durante 10 min. Se recogieron los sobrenadantes y se midio la

concentracion de proteinas usando el método Bradford (Bradford, 1976).
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4.4. Cuantificacion de apolipoproteinas

La cuantificacion de 5 apolipoproteinas seleccionadas (apoAl, B,
ClIl, Clll y E) se llevo a cabo usando tecnologia Luminex con un kit de
Millipore (Milliplex MAP MapHuman Apolipoprotein Inmunoassay cat#
APO-62K-05). Resumidamente, los kits de Millipore utilizan ensayos
basados en bolitas de poliestieno para medir las apolipoproteinas en 400
pL de muestras (lisados de plasma y de endometrio) a traves de un panel
que contiene todas las apolipoproteinas en estudio. Las muestras se
ensayaron por duplicado y se hizo la media de las medidas duplicadas.
Basandose en las medidas de 7 concentraciones estandar proporcionadas
por el fabricante, se usé una curva estdndar de 5 parametros para
convertir los valores de densidad dptica en concentraciones (pg/mL).
Usando el ajuste de curvas de las medidas de cada estdndar, también
estimamos los cvs (coeficientes de variacion) a traves de los duplicados
no cegados asi como de la recuperacion, calculada como el ratio entre las
concentraciones observadas y esperadas. Todos los ensayos se realizaron

de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

4.5. Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de regresién multiple en el plasma y en el
endometrio con lipidos y apolipoproteinas como variables dependientes
mientras el IMC, el ciclo menstrual y el reemplazamiento hormonal se
consideraron como variables independientes. Los lipidos y las

apolipoproteinas se modelaron como variables continuas distribuidas
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normalmente  mientras las variables independientes  fueron
dicotomizadas. Se consideraron los modelos de Unico efecto principal o
main-effects-only, asi como otros méas complejos con términos de
interaccion de primer y segundo orden. La validacion de los modelos se
hizo por sus F-estadisticos y su p-valor asociado asi como asegurando la
aletoriedad de los residuales. La calidad del ajuste, medida en términos
de ajuste de R?, determiné qué modelo era el mejor ajuste para los datos.
Para las interacciones, calculamos la significancia usando test-T de los
coeficientes 3. Los coeficientes de correlacion de Pearson se usaron para
asegurar la asociacion entre la concentracion de lipidos vy

apolipoproteinas en plasma y endometrio.

Se analizaron estadisticamente tres comparativas en los niveles de
apolipoproteinas estudiadas en el endometrio: LH/P+2 vs. LH/P+7,
mujeres obesas vs. peso normal, y ciclo natural vs. ciclo sustituido. Para
la comparativa LH/P+2 vs. LH/P+7, que se trata de un experimento de
medidas repetidas sobre los mismos sujetos, se aplicd una t-Student para
muestras apareadas si las muestras seguian una distribucién normal; en
caso contrario, dado que la variable cuantitativa era continua, se aplico el
Test de Wilcoxon (que resulta mas potente para muestras pequefias no
paramétricas). La normalidad de las muestras analizadas se determiné
mediante el test de Shapiro-Wilks. Para la comparativa de mujeres obesas
vs. peso normal y ciclo natural vs. ciclo sustituido, donde se pretende
contrastar los niveles medios de cada apolipoproteina en poblaciones
independientes, se aplicd una t-Student para muestras independientes si

la distribucion era normal; en caso contrario, dado que la variable
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cuantitativa era continua, se aplico el test de Mann-Whitney (que resulta
mas potente para muestras pequefias no paramétricas). La normalidad de
las muestras analizadas en esta comparativa se determind mediante el test
de Shapiro-Wilk y el test de Levenne. Los célculos se llevaron a cabo
con el software estadistico R (version 3.0.1). Para todos los analisis, a
<0,05 y los p-valores <0,05 se consideraron como indicativos de

significancia estadistica.
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Dentro del periodo experimental de 24 meses, se obtuvo el
consentimiento informado de 20 mujeres involucradas en el estudio
(cinco mujeres por grupo). Los efectos de los IMC (<25 kg/m? vs. >30
kg/m?), la sustitucion del ciclo (natural vs. sustituido) y la fase del ciclo
(LH+2 vs. LH+7) en las variables medidas se modelaron usando un
disefio tri-factorial. El primer objetivo de este disefio era determinar los
principales efectos de los factores. Adicionalmente ensayamos las
interacciones de primer y de segundo orden para proporcionar hipotesis

explicativas.

La edad promedio de las mujeres del estudio era 29,3+6,2 afos
(mediaxDS). No se observaron diferencias significativas en la edad entre
los subgrupos de IMC (30,1£5,3 vs. 28,4+7,3 para no obesas y obesas,
respectivamente, p=0,062) o entre los subgrupos de sustitucién de ciclo
(27£6 vs. 31,9+5,6 para mujeres con ciclo natural y con ciclo sustituido,
respectivamente, p=0,10). También se observaron IMC similares en el
Gltimo subgrupo (27,1%5,8 kg/m? vs. 28,6+6,7 kg/m? para mujeres con

ciclo natural y con ciclo sustituido, respectivamente, p=0,10).

5.1. Apolipoproteinas y lipidos del plasma

La tabla 2 y la figura 8 muestran las medidas de lipidos y
apolipoproteinas en el plasma, en miligramos por decilitro (mg/dL), para
mujeres con y sin obesidad de acuerdo a su estatus de sustitucion de ciclo

en dos puntos diferentes del ciclo menstrual.
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Ciclo normal
stats2 Normal Obesa
LH+2 LH+7 LH+2 LH+7
COL 148,4+43,8 153+30,4 165+43,5 161,6+41,2
HDL 36,8+5,6 35,4+4,3 40,2£12,5 38,6£12,2
TG 75,2+48,5 94,2+43,6 90,8+31,8 91,8+44,7
VLDL 15,2+9,6 19+8,7 18,2+6,2 18,4+8,9
LDL 96,6+29,5 98,8+18,5 106,8+32,3 104,2+27,2
apoA 126,6+12,5 122,8+13,8 170+9,1 171+7,2
apoB 70,8+23,5 70,8+22,6 71+19,2 66,6+18,4
L Ciowsiwido
stats2 Normal Obesa
P+2 P+7 P+2 P+7
COL 165,7+7,5 163+23,1 170,3+44,9 190,7+50,2
HDL 44,8+9,2 47,6+10,3 39,3115 41+8,6
TG 89+33,4 67,6+11,7 162+86,2 129,2+89,8
VLDL 17,8+6,4 15,443 32,3£17,2 25,8+18,1
LDL 102,8+9,8 99,8+£10,5 98,7+29,8 122,2+37
apoA 173,5+18,3 172,8+15,6 159,9+17,2 168+11,4
apoB 71+13,9 65,2+9,9 83,1+21,8 95,2+24,3

Tabla 2. Concentracion de lipidos y apolipoproteinas en plasma, en miligramos por decilitro (mg/dL), en los

diferentes grupos analizados: COL (colesterol), HDL, TG (triglicéridos), VLDL, LDL, apoA (apolipoproteina
A) y apoB (apolipoproteina B).
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Figura 8. Niveles de colesterol, HDL, VLDL, triglicéridos, LDL, LP A (lipoproteina A), apolipoproteina A
(apoA) y apolipoproteina B (apoB) en mujeres normales con ciclo natural (N1), obesas con ciclo natural (N2),
normales en ciclo sustituido (S1) y obesas en ciclo sustituido (S2), en los dias LH+2 y LH+7.
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Analizando los cambios producidos en los niveles de cada lipido

y apolipoproteina estudiados (figura 8), se puede determinar lo siguiente:

En los niveles de colesterol total sélo existe un cambio
significativo en mujeres obesas con ciclo sustituido en dia P+2 vs.
P+7.

Los niveles de HDL en el plasma sanguineo se mantienen sin
cambios estadisticamente significativos entre los distintos
subgrupos; salvo en el dia LH/P+7 en mujeres de peso normal
(N1 y S1), donde se puede ver un aumento significativo de HDL
en ciclo sustituido (S1) con respecto a los niveles en ciclo normal
(N1).

La variacion de los niveles de VLDL, en cambio, es mayor. Se
produce un aumento significativo en dia LH/P+7 vs. LH/P+2 en
mujeres de peso normal con ciclo normal (N1) y en mujeres
obesas con ciclo sustituido (S2). Ademas, tanto en el dia LH/P+2
como en el dia LH/P+7, se puede observar un aumento
significativo en mujeres obesas con ciclo natural (N2) frente a
mujeres obesas con ciclo sustituido (S2) y una subida ain mayor
en mujeres de peso normal en ciclo sustituido (S1) frente a

mujeres obesas en ciclo sustituido (S2).

Los niveles de triglicéridos disminuyen de forma significativa en
mujeres obesas con ciclo sustituido (S2) del dia P+2 al dia P+7.
Al igual que ocurre con los niveles de VLDL, los triglicéridos

también aumentan de manera significativa en mujeres de peso
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normal en ciclo sustituido (S1) frente a mujeres obesas en ciclo
sustituido (S2), tanto en P+2 como en P+7. Ademas, los niveles
de TG en personas obesas con ciclo sustituido (S2) son
significativamente mas altos con respecto a los niveles en mujeres

obesas con ciclo natural (N2).

Los niveles de LDL sélo varian de manera estadisticamente
significativa entre los dias P+2 y P+7 en mujeres obesas con ciclo
sustituido (S2).

La concentracion sérica de lipoproteina A aumenta
significativamente tanto en LH+2 como en LH+7 en mujeres de
peso normal con ciclo natural (N1) con respecto a la
concentracion en mujeres obesas con ciclo natural (N2). Por el
contrario, en mujeres con ciclo sustituido se produce un descenso
significativo tanto en P+2 como en P+7 en mujeres obesas (S2)
con respecto a mujeres con peso normal (S1). Ademas, este
descenso es alin mayor si comparamos mujeres obesas con ciclo

natural (N2) frente a mujeres obesas con ciclo sustituido (S2).

Los niveles de apolipoproteina Al son significativamente mas
bajos en mujeres con peso normal y ciclo natural (N1) en
comparacion con los niveles en mujeres obesas con ciclo natural
(N2) y también en comparacion con los niveles de mujeres de
peso normal con ciclo sustituido (S1), tanto en LH/P+2 como en
LH/P+7.
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- En la apolipoproteina B se produce un aumento estadisticamente
significativo en mujeres obesas con ciclo sustituido (S2) entre los
dias P+2 y P+7. Ademas, en LH/P+7 existe un cambio
significativo entre mujeres obesas con ciclo natural (N2) y
mujeres obesas con ciclo sustituido (S2); asi como entre mujeres
de peso normal con ciclo sustituido (S1) y mujeres obesas con

ciclo sustituido (S2).

Por lo tanto, s6lo existen cambios estadisticamente significativos
entre mujeres de peso normal con ciclo natural (N1) y mujeres obesas
con ciclo natural (N2) en los niveles de apoAl y lipoproteina A. En
cambio, con la sustitucion del ciclo menstrual se pueden ver cambios
significativos entre mujeres con peso normal y mujeres obesas en VLDL,
TGy LP A tanto en P+2 como en P+7, y en los niveles de apoB solo en
P+7.

Por dltimo, si analizamos el efecto del ciclo sustituido sobre
mujeres de peso normal y mujeres obesas, se observan cambios
significativos en mujeres de peso normal en los niveles de HDL en P+7,
de TG en P+2 y de apoAl tanto en P+2 como en P+7. En mujeres obesas,
se pueden ver variaciones estadisticamente significativas en los niveles
de VLDL, TG y LP A tanto en P+2 como en P+7, y en los niveles de

apolipoproteina B unicamente en P+7.
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5.2. Apolipoproteinas en el endometrio

Los niveles proteicos en el endometrio de apoAl, apoB, apoCll,
apoClIl y apoE, en nanogramos por cien miligramos de proteina total, se

muestran en la tabla 3.

Ciclo normal
stats2 Normal Obesa
LH+2 LH+7 LH+2 LH+7
apoA 15,144 32,2121 28,8+10,9 22,248,6
apoB 0,9+0,7 3,7£2,3 6,2+7,4 1,8+1,9
apoCII 1,2+1 1,5+0,8 2,8+1,1 1,7+0,5
apoCIII 1,2+0,3 3,5%2,8 5,5+1,6 6,5+0,9
apoE 1,5+1,3 2,7%¢1,3 4,7+1.8 4,3£2,2
o codowstiwie
stats2 Normal Obesa
P+2 P+7 P+2 P+7
apoA 19,8+4,3 17,325 21,4+4,6 18,2+4,3
apoB 0,5+0,4 1,4+0,4 0,9+0,8 0,7+0,3
apoCII 1,4+0,5 1,2+0,8 2,319 1,1+0,4
apoCIII 7,645,1 4,4+2.8 6,1+3,2 5,129
apoE 2,814 2,2+0,9 4,1+1.8 42,2

Tabla 3. Concentracion de apolipoproteinas en nanogramos por cien miligramos de protein total en el
endometrio en los diferentes grupos analizados: apoA (apolipoproteina A), apoB (apolipoproteina B), apoCl|
(apolipoproteina CIl), apoCllI (apolipoproteina CllI) and apoE (apolipoproteina E).

Dadas las concentraciones de cada apolipoproteina en el
endometrio de los distintos subgrupos de mujeres (tabla 3), se llevé a
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cabo un estudio estadistico a distintos niveles para determinar si las
variaciones en los niveles de dichas apolipoproteinas eran
estadisticamente significativos en tres supuestos o comparativas: LH+2
vs. LH+7, mujeres de peso normal vs. obesas y ciclo natural vs. ciclo

sustituido.

Para la comparativa LH+2 vs. LH+7 en ciclo natural, los niveles
de las apolipoproteinas estudiadas no varian significativamente en
mujeres obesas. Lo mismo ocurre en mujeres de peso normal, salvo para
apoAl y apoE que aumentan de forma significativa, con un p-valor de
0,043 y 0,046 respectivamente.

Para la comparativa P+2 vs. P+7 en ciclo sustituido, ocurre lo
contrario, los niveles de apolipoproteinas no varian para las mujeres de
peso normal; mientras que las personas obesas muestran cambios
significativos en los niveles de apoAl y apoCll, con un p-valor de 0,043

en ambos casos.

En la comparativa de mujeres de peso normal vs. obesas, se puede
concluir que, tanto para ciclo normal como para ciclo sustituido, no
existen diferencias significativas en los niveles de apolipoproteinas entre
personas obesas y de peso normal en dia LH/P+7. Sin embargo, en LH+2
podemos decir que en el ciclo natural hay diferencias significativas en los
niveles de las apoliproteinas entre personas de peso normal (donde suelen
ser niveles mas bajos) y obesas, salvo para apoB (con p-valor de 0,032
para apoAl; 0,049 para apoCll; 0,010 para apoClll y 0,012 para apoE).

En cambio, en P+2 en ciclo sustituido ocurre todo lo contrario: los
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niveles de apolipoproteinas entre mujeres de peso normal y mujeres
obesas pueden considerarse iguales, salvo para apoB que aumenta en

mujeres obesas (p-valor=0,023).

En la comparativa de ciclo natural vs. ciclo sustituido, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en dia +2 ni en dia
+7 en los niveles de apolipoproteinas para personas de peso normal. Para
personas obesas, la unica diferencia significativa radica en los niveles de
apoB en P+7, que disminuyen cuando el ciclo es sustituido con un p-
valor de 0,042,

También se realizd un andlisis de correlacion de lipidos y
apolipoproteinas en el plasma y sus cambios en el endometrio, que se
representan en forma de mapa de calor en la figura 9. Los resultados
muestran que las concentraciones de los lipidos en el plasma no estaban

asociadas con las mismas en el endometrio.
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Figura 9. Mapa de calor mostrando los coeficientes de correlacion entre las concentraciones de lipoproteinas
en el plasma y la abundancia de lipoproteinas en el endometrio.

El porcentaje de cada apolipoproteina, en el entorno de
apolipoproteina total, se analiz6 como un indicativo del tipo de

lipoparticulas presentes en el endometrio (figuras 10y 11).
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Figura 10. Porcentaje de apolipoproteinas Al, B, Cll, CIll y E en el ambiente endometrial de mujeres con
peso normal en ciclo normal (N1) y obesas en ciclo normal (N2) en los dias LH+2 y LH+7, y peso normal en

ciclo sustituido (S1) y obesas en ciclo sustituido (S2) en los dias P+2 y P+7.
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Figura 11. Diagrama de sectores representando los niveles proteicos en el endometrio de las apolipoproteinas
Al, B, CII, Clll y E en mujeres normales con ciclo natural (N1) y obesas con ciclo natural (N2) en los dias

LH+2 y LH+7, y normales en ciclo sustituido (S1) y obesas en ciclo sustituido (S2) en los dias P+2 y P+7.
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En todos los casos, apoAl era la apolipoproteina mas abundante
oscilando del 60% en N2 LH+7 al 82% en N1 LH+2 (figura 11). La
variacion de esta apolipoproteina en los grupos de estudio fue explicada
por el modelo con apoAl como variable dependiente e IMC, sustitucion y
fase del ciclo como variables independientes, ademas de sus téerminos de
interaccion de primer orden. Este modelo consiguié un ajuste R* de 0,39
(p=0,01) y mostro que los niveles de apoAl endometrial dependian del
IMC y del tipo de ciclo menstrual. Esta expresion de apoAl fue mayor en
el grupo N1 LH+2 comparado con el resto de mujeres estudiadas (p=0,01

para la interaccion IMC*ciclo).

El mejor ajuste para los niveles de apoClll, la segunda proteina
mas abundante, y los niveles de apoB en el endometrio se observo en los
modelos que tenian en cuenta los efectos principales asi como las
interacciones de primer y de segundo orden. Estos modelos consiguieron
un 24% de la varianza de apoClll (p=0,05) y 34% de varianza de apoB
(p=0,03) en los contenidos endometriales de ambas proteinas. Se observo
un aumento significativo de apoClIl en mujeres con ciclo sustituido,
cuando se comparé con sus homologas con ciclo natural (p=0,004 para el
efecto del ciclo). Este modelo también mostrd que la expresion de apoB
estaba modulada por una interaccion de IMC y si la mujer tenia o no una
fase de ciclo luteal o folicular. Por tanto, apoB endometrial aparecio
aumentada durante el dia LH+7 sélo en las mujeres no obesas (p=0,006
para la interaccién IMC*dia). Aunque se ajustaron diferentes modelos,
no se encontraron diferencias al mirar los niveles de apoCll entre los

subgrupos de mujeres incluidos en el analisis, independientemente de sus
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estatus de IMC ademas de la sustitucion y la fase del ciclo. Cuando se

tuvieron en cuenta los modelos de Unico efecto principal se observo un

efecto fuerte de IMC en la proporcion de apoE en las lipoparticulas

endometriales (R?=0,36 para el modelo, p=0,003). Las mujeres obesas

tenian un aumento en la fraccion de apoE en el entorno lipoproteico

presente en el endometrio (p=0,001 para las diferencias de IMC).

Tomando los niveles de mujeres con ciclo natural y peso normal

(N1) como los niveles basales, se puede determinar las siguientes

variaciones en los niveles de las apolipoproteinas estudiadas:

Dentro de este subgrupo se observa un aumento del porcentaje de
apoB en el dia LH+7 con respecto a LH+2, pasando de un 4,5% a
un 8,6% (figura 11). No se observan cambios en la proporcion de
las apolipoproteinas CIlI y CIlI, siendo muy leves para la

apolipoproteina E (figura 10).

En las mujeres obesas con ciclo natural (N2), la proporcién de
apoAl es mucho mas baja tanto en LH+2 como en LH+7 en
comparacion con mujeres con peso normal (N1). La proporcion
de apoB es anormalmente alta en LH+2 y anormalmente baja en
LH+7. Los porcentajes de apoClll son méas altos en LH+7 y los
de apoE son maés altos tanto en LH+2 como en LH+7; mientras

que los porcentajes de apoCll no sufren grandes cambios.

En mujeres de peso normal con ciclos sustituidos (S1), la
proporcién de la apoAl es mas baja tanto en P+2 como en P+7, en

comparacion con las mujeres con ciclo natural (a niveles similares
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a las obesas en ciclos naturales). Por el contrario, la proporcion de
apoCllIl es mas alta tanto en P+2 como en P+7 en comparacion

con las mujeres con ciclos naturales (N1).

- Las mujeres obesas con ciclos sustituidos (S2) presentan unas
proporciones de las apolipoproteinas estudiadas similares a las
mujeres con peso normal (S1); por lo que se puede decir que la
sustitucion de ciclo estrecha las diferencias en los perfiles

apolipoproteicos entre mujeres obesas y mujeres con peso normal.

Ademas, se puede observar que en las mujeres con peso normal y
ciclo natural (N1) aumentaron todos los niveles de apolipoproteinas en
dia LH+7 en comparacion con LH+2 (figuras 10 y 11). En cambio, esta
regulacién al alza se perdié en sus homologas obesas (N2), que tenian
niveles anormalmente altos en LH+2. Por el contrario, en los ciclos
sustituidos (S1 y S2) no se observaron diferencias significativas entre los
niveles de apolipoproteinas entre los dias P+2 y P+7.
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El proceso de implantacion embrionaria implica la interaccion
entre el embrién y el endometrio receptivo, a través de una serie de
moléculas producidas por ambos tejidos (Giudice, 1999a, 1999b). Se han
identificado un gran nimero de moléculas mediadoras hasta ahora,
incluyendo entre otros, moléculas de adhesion, citoquinas, factores de
crecimiento y lipidos (Achache y Revel, 2006; Horcajadas y cols., 2007;
Aghajanova y cols., 2008a, 2008b). Se ha sugerido que la disrupcién de
la receptividad endometrial en mujeres obesas, asi como los bajos indices
de embarazos con las técnicas de fertilizacion in vitro, no se deben a
alteraciones en la ovulacion (Cano y cols., 2001; Bellver y cols., 2003;
Bellver y cols., 2007). Asi que parece plausible que este perfil lipidico
disfuncional podria desencadenar una respuesta local y, al menos en
parte, explicar la situacion entre las alteraciones cualitativas y

cuantitativas de lipoproteinas y el descenso en la fertilidad.

En este estudio usamos muestras de plasma y de biopsias
endometriales obtenidas de donantes con peso normal (grupos N1y S1) u
obesas (grupos N2 y S2) con ciclos naturales (grupos N) o ciclos
hormonales sustituidos (grupos S). Los resultados principales de este
trabajo fueron 1) la falta de asociacion de lipoproteinas del plasma y de
endometrio y 2) que la obesidad era una fuerza conductora principal de
cambio en los lipidos del plasma y en el ambiente lipoproteico

endometrial.

Analizando los niveles de colesterol total, HDL, VLDL, LDL,
triglicéridos, lipoproteina A, apolipoproteina Al y apolipoproteina B en

plasma, se ha podido demostrar que la obesidad Unicamente produce
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cambios estadisticamente significativos en los niveles de apoAl y
lipoproteina A en ciclo natural. En cambio, cuando se realiza una
sustitucion del ciclo menstrual con la administracion de progesterona,
s6lo se producen variaciones significativas en los niveles de VLDL, TG,
LP Ay apoB. Ademas, si analizamos el efecto del ciclo sustituido sobre
mujeres de peso normal, se observan cambios significativos en los
niveles de HDL, TG y apoAl cuando se sustituye el ciclo menstrual. Por
tanto, se puede concluir que la sustitucion hormonal del ciclo menstrual
altera el contenido lipoproteico en el plasma sanguineo tanto en mujeres

de peso normal como en mujeres obesas.

Se analizo la posible correlacion entre el contenido lipidico y
lipoproteico en el plasma sanguineo y en el endometrio de los distintos
subgrupos de mujeres analizados; pero se no se encontraron correlaciones

significativas.

Considerando el contenido apolipoproteico endometrial, se
estudio en su totalidad como sustituto del tipo de lipoparticulas presentes
en el endometrio. Por ejemplo, apoAl se relaciona con las lipoparticulas
HDL, las que controlan posteriormente el desarrollo del ovocito y del
embrion [Revisado en (Fujimoto y cols., 2010)]. Los niveles relativos de
apoAl son significativamente mas bajos en LH+2 en comparacion con
LH+7 en el grupo de mujeres con peso normal y con ciclo natural (N1).
Esto apoya los resultados previos en los que se vio que los niveles de
apoAl deben ser bajos para la implantacion del embrién (Brosens y cols.,
2010). En mujeres obesas con ciclo natural (N2), sin embargo, el nivel de

apoAl es significativamente mas alto (en LH+2) en comparacion con los

82



Apolipoproteinas y receptividad endometrial

niveles de mujeres de peso normal. Se ha sugerido que la molécula apoAl
es producida por el embrion en la fase de blastocisto, y que podria servir
como una sefial del embrion implantado de forma que podria necesitarse
la supresion de apoAl endometrial para reducir el ruido de fondo de
apoAl (Mains y cols., 2011). ApoAl posee propiedades antiinflamatorias
y la capacidad de inhibir la sintesis de mediadores de la inflamacién y
moléculas de adhesion celular con un papel crucial en la inflamacion; y
se ha visto que la expresion de apoAl aumenta en la fase secretora media
en mujeres infértiles y, en cambio, disminuye en mujeres fértiles
(Manohar y cols.,, 2014). Este hecho puede relacionarse con la
decidualizacion del estroma en las mujeres fértiles. Ademas, la
endometriosis, el sindrome de ovario poliquistico y el fallo recurrente de
implantacion (RIF) se ha asociado con un aumento anormal de los
niveles de apoAl (Fowler y cols., 2007; Brosens y cols., 2010; Gupta y
cols., 2014); vya que esta proteina estaba presente en biopsias de
endometrio de mujeres con problemas de implantacion pero no en
mujeres fertiles, y el tratamiento con hCG no conseguia reducir los
niveles de apoAl en cultivos procedentes de pacientes con endometriosis
(Brosens y cols., 2010). Todas estas evidencias sefialan hacia un papel
perjudicial de esta apolipoproteina a nivel endometrial. De hecho, apoAl
se emplea como biomarcador sérico de cancer de ovario, capaz de
distinguir un cancer endometrial de fase temprana con una sensibilidad
del 71% y de fase tardia con una sensibilidad del 82% (Farias-Eisner y
cols., 2010).
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ApoB es la apolipoproteina principal transportadora de
lipoparticulas con baja densidad (LDL y VLDL). Los ovocitos en
desarrollo dentro de los foliculos ovéricos crecen rédpidamente y
requieren el suministro de energia y colesterol (Gautier y cols., 2010).
Estos, estan rodeados por el fluido folicular (FF) que en contraste con el
plasma humano contiene principalmente colesterol HDL; aunque también
se ha visto expresion del receptor de LDL en ovocitos de mamiferos y
receptores para lipoproteinas que contienen apoB en las células de la
granulosa (Gautier y cols., 2010). Ademas, las células granulosas
expresan apoB y MTP (proteina de transferencia de triglicéridos
microsomales), los dos genes relevantes para la produccién de VLDL
(Gautier y cols., 2010). Aunque la funcion concreta de las lipoproteinas
que contienen apoB secretadas por las celulas granulosas no estd muy
clara, parece razonable que tengan una funcion nutritiva, ya que las
lipoproteinas HDL pobres en triglicéridos no son capaces de cumplirla.
Nuestros resultados muestran que apoB endometrial estd regulada
positivamente durante la implantacion en mujeres con peso normal, en
ciclos normales y sustituidos, y reducida en sus homdlogas obesas de
forma dependiente del peso; aunque estas variaciones no son
estadisticamente significativas. Aun asi, este hallazgo es consistente con
los estudios previos donde se encontrd que los niveles de apoB en el
fluido folicular estaban correlacionados positivamente con la calidad del
embridn y con las tasas de gestacion (Gautier y cols., 2010; Scalici y
cols., 2013); por lo que los niveles de apoB podrian utilizarse como valor
predictivo de estos parametros en técnicas de reproduccién asistida
(Scalici y cols., 2013).
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ApoE, por otro lado, es un activador de lipasas bien conocido y
las lipoproteinas que contienen apoE estaban significativamente
aumentadas en mujeres obesas de ciclo natural (N2) sefialando hacia la
existencia de lipoparticulas cargadas de triglicéridos en el endometrio de
estas mujeres obesas. Esto confirma de nuevo que el IMC afecta el perfil
apolipoproteico del endometrio alterando su expresion durante el ciclo
menstrual. Esto concuerda con los resultados obtenidos por un estudio de
Germeyer en el que encontraron que apoE y apoD parecen estar
reguladas diferencialmente en el endometrio humano; y esto podria
sugerir un papel diferente y complementario de estas dos
apolipoproteinas en el tracto reproductivo (Germeyer y cols., 2013).
Ademas, los niveles de esta apolipoproteina también se encuentran
alterados en mujeres con endometriosis (Sundgvist y cols., 2012).

Nuestros resultados muestran que el peso corporal determina la
fertilidad, al menos parcialmente, modificando el ambiente de algunas
apolipoproteinas en el endometrio, un reservorio de colesterol que podria
ser necesario en la implantacion embrionaria. Tanto para ciclo natural
como para ciclo sustituido, no existen diferencias significativas en los
niveles de apolipoproteinas entre personas obesas y de peso normal en
dia LH/P+7. Sin embargo, en LH+2 podemos decir que en el ciclo
natural todas las apolipoproteinas muestran variaciones entre mujeres de
peso normal (donde suelen ser niveles mas bajos) y mujeres obesas;
siendo estas diferencias significativas salvo para apoB (con p-valor de
0,032 para apoAl; 0,049 para apoCll; 0,010 para apoClll y 0,012 para
apoE). En cambio, en LH+2 en ciclo sustituido ocurre todo lo contrario:

85



G. Tamarit

los niveles de apolipoproteinas entre mujeres de peso normal y mujeres
obesas pueden considerarse iguales, salvo para apoB que aumenta en
mujeres obesas (p-valor=0,023). Sin embargo, hay que tener en cuenta
que se trata de una muestra con una “n” baja, que quizas no sea
totalmente representativa de la poblacién por lo que lo que se ha
planteado la posibilidad de realizar un estudio con un mayor nimero de
muestras. De cualquier manera, las alteraciones existentes en LH+2
podrian estar afectando al desarrollo normal del endometrio durante la
ventana de implantacion y que pudieran influir en la tasa de éxito en la

implantacion embrionaria.

Se ha podido demostrar que la aplicacion de terapia hormonal
sustitutiva modifica el perfil lipoproteico endometrial; haciendo que
desaparezca el aumento de los niveles de apoAl, apoCll, apoClll y apoE
en mujeres obesas que se observa en mujeres con ciclo natural y que
ahora (con el ciclo sustituido) sean los niveles de apoB los Unicos que
aumentan de forma significativa en mujeres obesas en comparacién con
mujeres de peso normal. Ademas, si comparamos ciclo natural vs. ciclo
sustituido, no se ven diferencias estadisticamente significativas en LH+2
ni en LH+7 en los niveles de apolipoproteinas para personas de peso
normal. Para personas obesas, la Unica diferencia significativa radica en
los niveles de apoB en LH+7, que disminuyen cuando el ciclo es
sustituido con un p-valor de 0,042. Por consiguiente, se puede afirmar
que la sustitucién del ciclo menstrual atenta de forma general los
cambios que se producen en el contenido de apolipoproteinas cuando
aumenta el IMC, haciendo que los niveles de dichas apolipoproteinas en
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mujeres de obesas sean muy similares a los niveles presentes en mujeres

de peso normal.
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La obesidad produce cambios significativos a nivel de lipidos
en plasma en mujeres con ciclo natural aumentando la en la
apoAl y la lipoproteina A. No hay cambios en el resto de
lipidos.

Las mujeres con ciclo sustituido presentan una mayor
alteracion del contenido lipoproteico (VLDL, TG, LpA, apoB,
HDL, y apoAl) en plasma tanto en mujeres con peso normal
como obesas.

No existen correlaciones significativas entre el contenido
lipidico y lipoproteico en el plasma sanguineo y en el
endometrio.

La apoAl es la més abundante en el endometrio. La
proporcion de ApoAl es mayor en caso de mujeres con peso
normal y ciclo natural en LH+2.

Los niveles de apoAl son significativamente mas bajos en
LH+2 en comparacion con LH+7, en mujeres con ciclo
natural y peso normal. En mujeres con ciclo natural obesas el
nivel de ApoAl es significativamente mas alto ya en LH+2 en
comparacion con las de peso normal.

La proporcion de apoClll en endometrio es mayor en caso de
mujeres con ciclo sustituido que en mujeres con ciclo natural.
La proporcion de apoB endometrial aumenta en dia LH/P+7
Unicamente en mujeres con peso normal.

La proporcion de apoE en endometrio es mayor en caso de

mujeres obesas.
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9. Las mujeres con peso normal y ciclo natural sufren un
aumento de todos los niveles de apolipoproteinas en dia LH+7
en comparacion con LH+2, en su endometrio. Esto no ocurre
en obesas, que presentan los niveles méas elevados ya en
LH+2. En los ciclos sustituidos tampoco se observan
diferencias entre P+2 y P+7, ya que en P+2 también presentan

niveles anormalmente elevados en P+2.
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