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Introduccion

I. INTRODUCCION

La implantacién embrionaria es el paso previo y critico para el desarrollo de un
embarazo y depende principalmente de tres factores: la calidad embrionaria, la receptividad
del endometrio y la comunicacién bidireccional entre ambas partes. Por un lado, el embridn
debe ser viable y llegar en un estadio de desarrollo adecuado, de blastocisto temprano, a la
cavidad uterina durante la ventana de implantacién putativa (WOI, del inglés Window of
implantation), Unico momento del ciclo endometrial en el que el endometrio es receptivo,
qguedando esta limitada a la fase secretora media. Posteriormente, el embrién y el endometrio
necesitan llevar a cabo una compleja y sincronizada comunicacién bidireccional en la que
numerosas citoquinas, factores de crecimiento, proteinas, receptores y mediadores estan
involucrados, de la cual dependera que el embridn implante o no. Si esta coordinacién ocurre
fuera de fase, la implantacidn falla o se vuelve defectiva. En humanos, este proceso falla de
manera frecuente, presentando una tasa de embarazo espontdnea (tasa de implantacién por
ciclo natural) baja de aproximadamente un 30%, y el 75% de los embarazos fallidos se
considera que se deben a un fallo de implantacién (Norwitz et al., 2001). Parte de este fallo de
implantacién se ataiie principalmente a la elevada tasa de anormalidades cromosdmicas
observadas en los embriones humanos (Munné, 2001). Sin embargo, un 15-30% de las mujeres
infértiles son diagnosticadas con infertilidad de causa desconocida o idiopatica, en el que la
incidencia de factores ambientales, tales como el estilo de vida o exposicidn a quimicos
ambientales podrian tener un efecto relevante sobre la fertilidad y el estado de salud en

general (Sharpe and Franks, 2002).

Diversos estudios han demostrado un impacto de contaminantes ambientales sobre la
salud reproductiva humana, sugiriendo que quimicos ambientales presentes en comida, agua,
aire y productos de consumo pueden contribuir a una deficiente fecundidad (Thomas Zoeller
et al., 2012). Particular interés han recibido los llamados ‘disruptores endocrinos’ (EDCs, del
inglés Endocrine-disrupting chemicals), que son compuestos exdgenos, sintéticos o naturales,
que pueden afectar a las rutas hormonales implicadas en el desarrollo y funcién de ambos
sistemas reproductivos, masculino y femenino (Rogers et al., 2013). Los EDCs tienen la
capacidad de alterar la funcién endocrina a través de su interaccion con los receptores
hormonales, interfiriendo con la accidn hormonal o por la alteracién de la sintesis, transporte y
metabolismo hormonal (Gore et al., 2015). Concretamente, el consumo, inhalaciéon y/o
absorcién de estos contaminantes ambientales puede afectar directamente al funcionamiento

de los ovarios y testiculos alterando la ovulacion y calidad ovocitaria, asi como Ia
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espermatogénesis y calidad espermatica. Dicha disrupcién endocrina también se puede dar a
nivel cerebral, afectando a los distintos ejes hipotalamicos-hipofisario-gonadal, adrenal o
tiroideo, resultando en interacciones inmuno-endocrina-metaboloma-epigenoma, etc que
pueden afectar no sélo a la funcién gonadal y de los gametos, sino también a la receptividad
endometrial y otros aspectos del envejecimiento bioldgico, reduciendo la fertilidad (Hipwell et
al., 2019). Un grupo particular de EDCs lo conforman los llamados metales pesados, pues a
diferencia del resto de EDCs, son los Unicos elementos inorganicos con capacidad disruptora
endocrina hasta ahora conocida. También se les conoce con el nombre de ‘metaloestrégenos’
por la capacidad que tienen algunos de ellos de unirse al receptor de estrégeno y
desencadenar una reaccién estrogénica (Darbre, 2006). Ademas, estudios experimentales y
epidemiolégicos evidencian el impacto que tienen los metales pesados sobre la funcion
ovarica, sobre el desarrollo embrionario, asi como sobre la fertilidad y resultados

reproductivos adversos.

A pesar de los avances en el entendimiento de la fertilidad y la superacién de muchas
deficiencias de fertilidad en humanos por medio de las técnicas de reproduccién asistida (TRA),
la tasa de implantacidn y el nimero de recién nacidos vivos sigue siendo baja (Andersen et al.,
2005). Los factores limitantes de la baja tasa de embarazo conseguida en los programas de
fecundacién in vito (FIV) incluye: una pobre calidad embrionaria condicionada por una baja
tasa de desarrollo embrionario a blastocisto en cultivo y por la alta tasa de aneuploidias, y por
otro lado la transferencia de los mismos en un Utero con un estado de receptividad
desconocido en parte debida a la falta de marcadores fiables de receptividad endometrial para

llevar a cabo dicha transferencia embrionaria (Nagaoka et al., 2012).

Diversas mejoras y avances llevados a cabo en el campo de los protocolos de
estimulacién ovarica controlada, técnicas de fertilizacién y de cultivo embrionario junto con el

Ill

estudio cromosdmico/genético de los embriones por medio de técnicas como el “cribado

III

genético preimplantacional” (PGS, del inglés Preimplantational genetic screening), han llevado
a una optimizacidn en el numero y calidad de embriones euploides competentes disponibles
para la transferencia embrionaria (Fanchin, 2001). Por el contrario, mejoras en la receptividad
endometrial no ha llevado una evolucidon paralela y ha fallado en el beneficio de dichas
mejoras, por lo que su alteracidn o desajuste representa probablemente una importante causa
de las tasas subdptimas de implantacion embrionaria observadas en los ciclos de FIV (Elnashar

and Aboul-Enein, 2004), siendo éstas similares a las encontradas de manera espontanea en

ciclos naturales.
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Histéricamente, tanto la receptividad endometrial como la calidad embrionaria han sido
analizadas usando ensayos morfolégicos, y la busqueda de predictores de
implantacidn/receptividad endometrial se ha centrado principalmente en el anilisis de
marcadores moleculares Unicos o individuales. Ultimamente ha habido y continta habiendo un
movimiento hacia técnicas mas sofisticadas de gran escala y alto rendimiento, tales como
‘arrays’ o ‘chips’ de DNA vy proteinas y espectrometria de masas (MS, del inglés Mass
spectrometry) asi como la aplicacién de otras técnicas aplicadas a las ciencias —6micas, desde
la transcriptomica hasta la protedmica, pasando por la secretdomica y la lipiddmica. Dichas
técnicas de alto rendimiento son capaces de monitorizar de manera rapida y eficaz pequefios
cambios en los niveles de miles de diferentes genes y/o proteinas o metabolitos a la vez. Esto
no solo permite el muestreo de muchos mas candidatos moleculares potenciales, sino que
también permite la identificacién de perfiles moleculares caracteristicos de una condicién
determinada, lo que se conoce como huella genética o protedmica. Esta estrategia puede ser
particularmente relevante en el campo de la implantacidon ya que numerosos factores estan
implicados, muchos de los cuales tienen multiples funciones, y dentro de los cuales existe

potencialmente una amplia redundancia.

La presente tesis doctoral se engloba dentro de las lineas de investigacion que utilizan la
protedmica de expresidn diferencial cuantitativa en el estudio de la adquisicion de la
receptividad endometrial durante la ventana de implantacién. En esta tesis se abordara un
estudio comparativo del perfil protedmico endometrial entre tres grupos: mujeres fértiles,
mujeres con fallo de implantacién recurrente (RIF, del inglés Recurrent implantation failure) y
mujeres con un DIU (Dispositivo intrauterino) de cobre. Asimismo, también abordaremos el
efecto que tienen ciertos disruptores endocrinos como los “metales pesados” en la
receptividad endometrial. Concretamente se analizard el efecto del cobre y del plomo sobre la
funcién endometrial, por ser éstos, dos metales con alta incidencia dentro del grupo de
mujeres en edad reproductiva. El cobre por estar presente en los DIU de cobre (una de las
condiciones endometriales incluidas en la primera parte de la tesis) y el plomo por estar
presente entre otras fuentes de exposicién en el tabaco, un habito de consumo habitual. El
trabajo realizado no sdélo aporta novedades en el drea de la protedmica endometrial gracias a
la aplicacion del marcaje peptidico mediante el uso de isétopos isobaricos estables (los de la
tecnologia iTRAQ), para comparar cuantitativamente las diferencias que existen a nivel de la
expresion de proteinas entre endometrios con distinto estado de receptividad, sino también
en el drea de la disrupcién endocrina de la receptividad endometrial mediada por la exposicion

a metales pesados.
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1. El endometrio y el ciclo menstrual

El Utero esta compuesto principalmente por dos compartimentos: el endometrio y el
miometrio. El endometrio es un tejido multicelular complejo altamente dindamico, con alto
potencial regenerador y regulado hormonalmente, que se somete a una serie de cambios
durante cada ciclo ovulatorio que lo hacen temporalmente susceptible a la implantacién. El
endometrio reviste al miometrio y comprende una capa funcional y otra basal. La capa
funcional representa los dos tercios superiores del endometrio y es el sitio de proliferacion,
secrecién y degradacidn, y se desprende cada mes de la capa basal durante la menstruacion.
La capa basal permanece unida al miometrio y queda intacta durante la menstruacién
sirviendo de base para la regeneracion endometrial. Dentro del endometrio podemos
distinguir entre epitelio luminal, epitelio glandular y estroma, este Uultimo formado
principalmente por células fibroblasticas estromales, ademas de células inmunocompetentes y
vasos sanguineos (Figura 1). El numero, actividad, estructura y funcion de estas células cambia

a lo largo del ciclo menstrual y durante el embarazo (Diedrich et al., 2007).

Endometrio

Miometrio

Epitelio monoestratificado

cilindrico '
Yy X R 3 -‘_'. "’..l-.
b 3 Gﬂ-ﬁ!

Glandula tubular
simple
> Capa
funcional
Estroma
Capa basal
Miometrio

Figura 1. El Gtero y partes del endometrio. Hay dos capas uterinas principales, el miometrio y
el endometrio. El miometrio es la capa muscular del utero y tiene la capacidad de expandirse
durante el embarazo y de contraerse durante el parto. El endometrio es la capa mucosa que
recubre la parte interna del dtero, y su funcién principal es permitir la implantacién del
embridn. El endometrio estd formado por dos compartimentos, el estromal, formado
principalmente por células estromales de tipo fibroblasto que dan sostén al endometrio, y el
epitelial formado por células epiteliales. Las células epiteliales pueden formar parte o bien del
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epitelio luminal, en contacto con el lumen de la cavidad uterina, o bien formar parte de las
glandulas secretoras (epitelio glandular). A nivel funcional el endometrio se encuentra dividido
en dos capas, la capa basal y la capa funcional. En la basal se encuentran los vasos sanguineos
y las células madre que regeneran la capa funcional, y la capa funcional que crece durante el
ciclo menstrual y se desprende en la menstruacién. Imagen adaptada de la pagina web
www.slideshare.net.

Durante el ciclo menstrual, el endometrio experimenta cambios ciclicos bajo la
influencia de las hormonas ovaricas entre los que destacan la reparacién menstrual,
proliferacion y diferenciacién secretora entre otras. Estos cambios son importantes para el
desarrollo de la receptividad endometrial y para conseguir la implantacion de un embrién
competente. Concretamente, se pueden distinguir dos fases endometriales en funcion de la
respuesta a las hormonas ovdricas: una ‘fase proliferativa o folicular’ gobernada por la
influencia de estrégenos, como el 17B-estradiol (E2) y otra ‘secretora o lutea’ dominada por la
presencia de progesterona (P4). Los términos proliferativo y secretor vienen determinados por
los cambios que experimenta el endometrio, y los términos folicular y lUtea a los cambios que

ocurren a nivel ovarico durante el ciclo menstrual.

En humanos, el ciclo menstrual comienza con la regla (dia 28/dia 0) o desprendimiento
de la capa funcional. Primero tiene lugar la fase proliferativa (folicular), durante la cual tiene
lugar el crecimiento de los foliculos ovaricos que incrementan los niveles de estrégeno
conduciendo a la regeneracién de la capa funcional como resultado de un aumento en la
proliferacidn del epitelio, estroma y endotelio vascular. El incremento preovulatorio de 17f-
estradiol conduce a una mayor proliferacidn y diferenciacién de las células epiteliales uterinas
(Norwitz et al., 2001) haciendo que muchas glandulas asuman una morfologia tortuosa
durante la fase proliferativa tardia. Durante esta fase también se produce un incremento en
los niveles de gonadotropinas pituitarias que a nivel ovarico desencadenan la foliculogénesis y
seleccion del foliculo dominante. A mitad de ciclo, se produce un pico de las gonadotropinas
‘hormona foliculo estimulante (FSH, del inglés follicle-stimulating hormone) y ‘hormona
luteinizante’ (LH, del inglés luteinizing hormone) que desencadenan la ovulacién en el dia 14-
15 del ciclo. Tras la ovulacién, la fase secretora temprana (pre-receptiva) estd marcada por el
engrosamiento del endometrio, una disminucién de los niveles de E2, y por la formacion del
cuerpo luteo que secreta progesterona preparando al endometrio para la implantacién. Dicha
progesterona actia a nivel endometrial promoviendo por un lado la secrecidon activa de
glicoproteinas y péptidos a la cavidad endometrial por parte de las glandulas y por otro lado

promoviendo la diferenciaciéon de las células estromales (predecidualizacidn) junto con un
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aumento de la vascularizaciéon (edema endometrial) en preparacién a la implantacion (Hess et

al., 2006).

El endometrio durante la mayor parte del ciclo se mantiene en un estado de no
receptividad. Sin embargo, éste se vuelve receptivo de manera natural en cada ciclo
menstrual, independientemente de que haya o no un embridn presente. Dicha receptividad es
alcanzada 5-10 dias después de la ovulacidn, sdlo durante un periodo limitado de tiempo, de
alrededor de 4 dias (dias del ciclo 20-24), durante la fase secretora media, alcanzando su
maximo aproximadamente siete dias después del pico de LH (LH+7) (Fanchin, 2001). Es en esta
fase donde el endometrio alcanza su pico de actividad secretora, que junto al incremento de
los niveles de E2 y de P4 definen la ‘ventana de implantacidn’. En ausencia de un embrién
viable, y por tanto de la produccién de hormona gonadotropina coriénica (hCG, del inglés
human chorionic gonadotrophin) procedente del trofoblasto, la ventana de receptividad
transita de manera espontanea a una fase refractaria o post-receptiva (del dia 24 al 28), el
cuerpo luteo degenera (lutedlisis) resultando en una deplecion en los niveles hormonales de
estrégeno y progesterona con el subsiguiente desprendimiento de la capa funcional,
reseteando de nuevo el ciclo (dia 28/dia 0) (Figura 2). Por el contrario, en presencia de un
blastocito implantando, éste secreta hCG para mantener el cuerpo liteo y la secrecién de

progesterona por parte de éste y asi mantener el embarazo.
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Figura 2. Fases del ciclo endometrial y su regulacion hormonal. El ciclo menstrual comienza
con la regla y termina el dia anterior a la siguiente regla. Tiene una duraciéon normal de 28 dias,
aunque puede variar entre 25-30 dias. Conlleva una serie de cambios estructurales y
funcionales, tanto a nivel ovarico como endometrial, los cuales estan controlados basicamente
por 4 hormonas: la FSH y LH, producidas por la gldndula hipofisaria del cerebro, y el estradiol y
progesterona, producidas por el ovario. El ciclo se divide en dos fases, la fase proliferativa o
folicular y la fase secretora o lUtea, separadas por la ovulacién. La fase IUtea es relativamente
constante, con una duracién de 14 dias. La variabilidad del ciclo, por lo tanto, se debe a la
duracion de la fase folicular que es de 10-16 dias. En la primera de ellas, la hormona principal
es la FSH, que estimula el crecimiento y maduracién de los foliculos ovaricos y en consecuencia
de ello, el foliculo en crecimiento libera estradiol, necesario para el crecimiento de la capa
endometrial. La ovulacion ocurre tras el pico de LH, aproximadamente el dia 14 del ciclo. Tras
la ovulacién se forma el cuerpo IUteo, que secreta progesterona, hormona predominante en la
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segunda fase del ciclo y que es la responsable de preparar al endometrio para la implantacion.
Si no hay implantacidn el cuerpo IUteo degenera y con la bajada de los niveles hormonales se
desencadena de nuevo la menstruacién y comienza el ciclo otra vez. Figura adaptada de la
pagina web www.smaciac.wordpress.com.

2. Receptividad endometrial y decidualizacion

La ‘receptividad endometrial’ se define como una secuencia temporal y espacial Unica
de factores que permiten que se dé una implantacién embrionaria satisfactoria. Por otro lado,
la ‘ventana de implantacidon’ es el periodo de tiempo durante el cual el endometrio es
Optimamente receptivo a la implantacion de un blastocisto (Bergh and Navot, 1992) que como
ya se ha comentado en el apartado anterior, dura aproximadamente 4 dias, entre los dias 20 y

24 del ciclo.

Durante la adquisicion de la receptividad endometrial se producen numerosos cambios
moleculares, bioquimicos y estructurales a nivel endometrial tanto en el epitelio luminal y
glandular como en el compartimento estromal, y también a nivel de la vasculatura y en el
fenotipo de la poblacién de leucocitos que migran hacia el endometrio. Uno de los cambios
que se dan en el compartimento estromal es el proceso de decidualizacion, que implica una
diferenciacion funcional y morfolégica de las células endometriales estromales (ESCs, del inglés
endometrial stromal cells) necesaria para el establecimiento del embarazo. Dicho proceso,
ocurre de manera rutinaria en cada ciclo menstrual durante la fase secretora media y tardia,
con el incremento de los niveles de progesterona, y es independiente de la presencia o
ausencia del embridon. En presencia de un embridon que implante, este proceso continua a lo
largo del embarazo ya que las células ESCs decidualizadas formaran la decidua o parte materna
de la placenta. Es un proceso progresivo, que se inicia primero alrededor de las arterias
espirales de la capa endometrial superficial y continda en el embarazo implicando a todo el

endometrio (Gellersen et al., 2007).

Durante el proceso de decidualizacién las ESCs experimentan un gran cambio
morfoldgico caracterizado por la una diferenciacién o transformacién de tipo mesenquimo-
epitelial, en el que las ESCs pasan de tener una morfologia alargada tipo fibroblasto, a una
morfologia mas redondeadas tipo epitelial y un fenotipo secretor (Gellersen and Brosens,
2003). Este fenotipo secretor tipo epitelial que adquieren las ESCs decidualizadas se caracteriza
por presentar un nulcleo mds grande y redondeado, un mayor numero de nucléolos, un
citoplasma mas expandido, granulos de secrecidn densos, acumulacién citoplasmatica de gotas

lipidicas y de glucdgeno y la expansién del reticulo endoplasmatico rugoso y del aparato de
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Golgi (Gellersen and Brosens, 2014). Dentro de los principales productos secretados por las
células ESCs decidualizadas se encuentra la prolactina (PRL) y la proteina 1 de unién al factor
de crecimiento tipo insulina (IGFBP-1, del inglés ‘insuline-like growth factor binding protein 1°),
dos proteinas que se han utilizado ampliamente como marcadores fenotipicos de
decidualizacién (Gellersen and Brosens, 2003) (Figura 3). A parte de esto, las células
decidualizadas también producen una gran cantidad de citoquinas (p. ej, interleuquina 11, IL-
11), factores de crecimiento (p. ej, el factor de crecimiento epidérmico, EGF; el factor de
crecimiento epidérmico de unidn a heparina, HB-EGF), el factor de determinacién izquierda-
derecha Lefty-A, neuropéptidos (p. ej, somoatostatina), entre otros y sirven para ayudar a
propagar el proceso decidual de manera autocrina o paracrina. A parte de esto, la
decidualizacion implica una reprogramacion completa de muchas funciones celulares
incluyendo el remodelado de la matriz extracelular y del citoesqueleto, la respuesta al estrés,
la respuesta inflamatoria, la progresion del ciclo celular, el metabolismo y la apoptosis (Okada

et al., 2005).

La decidualizacidn ocurre en respuesta a niveles elevados de hormonas esteroideas
ovadricas, estradiol (E2) y progesterona (P4) (Wetendorf and DeMayo, 2012). El estradiol juega
un papel importante en la expresion del receptor de progesterona (PR), que permite al
endometrio responder a la progesterona en la fase secretora (Hamilton et al., 2014). La
progesterona es un factor clave en el establecimiento y mantenimiento del embarazo, ya que
sus niveles circulantes aumentan durante la fase secretora del ciclo menstrual y se mantienen
elevados durante el embarazo. Sin embargo, la decidualizacion es también un proceso
dependiente del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), un segundo mensajero cuyos niveles
intracelulares estdn incrementados de manera natural en el endometrio durante la fase
secretora (Tanaka et al., 1993), y actua sensibilizando a las ESCs a la progesterona (Brar et al.,
1997). Tratamientos con sdélo progesterona o en combinacién con E2 fueron capaces de inducir
la decidualizacidn de las ESCs en cultivo, con el cambio morfoldgico y secrecion de PRL (Brar et
al., 1997; Brosens et al., 1999), pero éste requirio de al menos 10-12 dias de estimulacién. Por
otro lado, el AMPc fue capaz de inducir por si sélo la decidualizacién de cultivos primarios de
ESCs induciendo la expresién de los marcadores PRL e IGFBP-1, incluso en un corto periodo de
tiempo inferior a 3 dias (Gellersen and Brosens, 2003) pero no fue capaz de mantener el
fenotipo decidual mas alla de 6 dias. Sin embargo, el tratamiento conjunto con progestina (un
andlogo de la progesterona) no soélo incrementd la expresion de PRL sino que también

mantuvo el fenotipo decidual de manera prolongada (Gellersen and Brosens, 2003), indicando
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que la sefalizacién del AMPc incrementa la capacidad de las ESCs de responder a la

progesterona en cuanto a la expresion de marcadores de decidualizacion se refiere.

La progesterona y el AMPc actuan por rutas diferentes, la progesterona por medio de la
unién a su receptor nuclear (PR) regulando la expresién de genes de respuesta a la
progesterona, y el AMPc, un segundo mensajero que mediante la activacidon de la proteina
quinasa A (PKA) es capaz de inducir la expresion de factores de transcripcién como FOXO1,
C/EPBB, y STATS5, capaces de interactuar con el PR y con el promotor del gen de la PRL. Asi, la
manera de poder explicar esta sensibilizacidon a la progesterona por medio del AMPc, es a
través de la formacidn de un complejo transcripcional complejo entre el PR y diversos factores

de transcripcidn capaces de modular la funcidn del PR (Gellersen and Brosens, 2003).

Endometrio

FOXO1, HOXA10,STATS,
C/EPBB

ESCs ESCs deci_dualizadas

!

PRL, IGFBP-1

Marcadores de decidualizacion

Figura 3. Esquema del proceso de decidualizacion. La progesterona (P4), junto con proteinas
que son reguladas por la progesterona y/o el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), incluyendo
a forkhead box O1 (FOXO1), homeobox A10 (HOXA10), STAT5 y C/EPBB, forman un complejo
transcripcional necesario para la decidualizacién de las células endometriales estromales
(ESCs). La decidualizacion implica una compleja diferenciacion funcional y morfoldgica y
conlleva la expresion de factores especificos de la decidua y marcadores de decidualizacion,
tales como la prolactina (PRL) y la proteina 1 de unidn al factor de crecimiento tipo insulina
(IGFBP-1). Figura adaptada del articulo (Okada et al., 2018).

En base a esto, los protocolos mas comunmente utilizados para la decidualizacién in
vitro implican el tratamiento de células con 1) estradiol y progesterona o un analogo de la

progesterona, 2) un factor inductor del AMPc o un andlogo, o 3) una combinacién de analogo
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de AMPc y progesterona. En cuanto a la duracion del tratamiento, éste varia mucho entre

estudios, desde unas pocas horas a 10 dias o mas (Gellersen and Brosens, 2014).

A nivel funcional, la decidualizacién juega un papel esencial en regular la invasién del
trofoblasto, asi como en la proteccion del embrién frente al rechazo inmunoldgico materno
ademads de proporciona un aporte nutricional para el desarrollo del embrion y formacion de la
placenta (Vinketova et al., 2016). Tanto la PRL como el IGFBP-1, los dos principales proteinas
secretadas por las ESCs decidualizadas, se cree que participan en muchas de estas funciones
como estimular el crecimiento del trofoblasto y la invasién, evitar el rechazo inmune, modular
la supervivencia de las células ‘natural killer uterinas’ ademds de promover la angiogénesis

(Sharma et al., 2016).

La decidualizacién es uno de los eventos mas criticos y remarcables que ocurre en el
endometrio humano durante la adquisicién de la receptividad endometrial y embarazo, asi
que un defecto en dicho proceso, conlleva a una receptividad endometrial defectiva y por
tanto a un fallo reproductivo y a desérdenes del embarazo (infertilidad, abortos recurrente,
desdrdenes uteroplacental) (Garrido-Gomez et al., 2017; Wu et al., 2017). A pesar de los
avances en las TRA, las tasas de implantacidn siguen estando muy por debajo del 100% de
implantacién ya que muchas parejas experimentan fallo de implantacién incluso con
embriones euploides de alta calidad. El fracaso del endometrio para alcanzar la receptividad es
una causa de infertilidad, siendo un paso limitante para el éxito de las técnicas de
reproduccion asistida. Por eso, un medio potencial para mejorar las tasas de implantacién
tanto en ciclo natural como en ciclos de FIV implica la evaluaciéon de la receptividad
endometrial. Es asi, que se ha invertido un gran esfuerzo en entender y caracterizar cémo
funciona la receptividad endometrial, y en cémo podria ser usada como guia de diagndstico

del factor endometrial.

3. Estudio de la receptividad endometrial

La aparicion de las tecnologias —Omicas ha marcado un antes y un después en el estudio
de la receptividad endometrial, de tal forma que podemos distinguir dos etapas claves: la era
pre-dmicas, basada en el estudio de marcadores morfoldgicos y/o marcadores moleculares y
celulares unicos, y la era de las -Omicas, como la transcriptomica y proteédmica, basadas en el

estudio a gran escala de perfiles -6micos endometriales a nivel global.

3.1 Estudio de la receptividad endometrial. Era pre-omicas

3.1.1 Marcadores morfoldgicos

11
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A. Dataje histoldgico de la receptividad endometrial: criterios de Noyes

En 1950 Noyes y colaboradores describieron aspectos morfoldgicos especificos de los
diferentes compartimentos del endometrio a lo largo del ciclo menstrual (Noyes et al., 1950,
1975), estableciendo una correlacion aproximada entre la histologia del endometrio y la fase
del ciclo en la que se encuentra la biopsia endometrial. Concretamente establecieron 8
factores morfoldgicos para realizar este dataje histolégico, aquellos que presentaron un
cambio mds notorio a lo largo del ciclo menstrual. Entre los factores evaluados se encuentran:
la mitosis glandular, la pseudoestratificacion de los nucleos, la vacuolizacién basal, la presencia
de secrecién, el edema estromal, la reaccién pseudodecidual, la mitosis estromal y la
infiltracion leucocitaria (Figura 4). Tradicionalmente y durante mas de 60 afios, la receptividad
endometrial ha sido evaluada histoldgicamente siguiendo los criterios de Noyes, llegdndose a
considerar una herramienta de diagndstico para el dataje endometrial. Sin embargo, su
precision y relevancia funcional como predictor de la receptividad endometrial ha sido
cuestionado en diversos estudios (Murray et al., 2004; Myers et al., 2004) por la falta de
reproducibilidad y objetividad del mismo (variabilidad inter- e intraobservador). Ademas, se ha
visto que la maduracidn histoldgica endometrial no siempre se correlaciona necesariamente
con su grado de maduracion funcional (Swiersz L and Giudice, 1997), ya que endometrios en
fase lutea con una histologia normal, acorde al dia del ciclo en el que se ha hecho la biopsia,
han mostrado tener una alteracidn en la expresidén de ciertos marcadores bioquimicos claves

de la receptividad endometrial (Lessey, 1997).
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Figura 4. Criterios de Noyes. Este cuadro describe los 8 criterios morfolégicos considerados
mas Utiles para el dataje endometrial. Las curvas representan los cambios cuantitativos
estimados a lo largo del ciclo menstrual de cada uno de ellos. Cada linea vertical se
corresponde con un dia del ciclo menstrual. M, menstruacion. Figura adaptada del articulo
(Noyes et al., 1950).

B. Pindpodos

Los pindpodos son unas estructuras celulares a modo de protusiones globulares que
aparecen en la superficie apical del epitelio luminal durante la fase secretora media como
resultado de la fusion del microvilli existente en estas células. Se consideran un marcador de la
receptividad endometrial ya que su aparicidon coincide con el incremento de los niveles de

progesterona durante la ventana de implantacidn (dias 20-24 del ciclo) (Nikas, 1999) y se ha
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visto que su numero se correlaciona con la implantacién (Nikas and Makrigiannakis, 2003) y
que podrian desarrollan un papel importante a la hora de facilitar el contacto entre el embrién
y el endometrio (Enders and Nelson, 1973). Ademds se ha visto que los tratamientos
hormonales aplicados durante las TRA pueden producir un desplazamiento del momento de su

aparicion (Nikas, 1999).

3.1.2 Marcadores moleculares y celulares

Numerosos estudios han investigado marcadores potenciales de receptividad
endometrial como posible predictores de una implantacion exitosa, ayudando a definir los
mecanismos moleculares y celulares implicados en la implantacidn. Estos marcadores incluyen
moléculas de adhesion celular, citoquinas, genes homeobox (HOX), factores de crecimiento,
prostaglandinas y metaloproteinasas de la matriz extracelular y sus inhibidores. La mayoria de
estos marcadores se expresan mayoritariamente durante la ventana de implantacidn,
regulados o no por las hormonas esteroideas y desarrollan un papel relevante en la

receptividad endometrial e implantacién embrionaria.

Moléculas de adhesion endometrial

Incluye 4 familias principales: integrinas, cadherinas, selectinas y la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Las mads estudiadas son las integrinas, que son glicoproteinas
transmembranas implicadas en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular y
contribuyen en la migraciéon celular y transduccion de sefales (Lessey, 1994). Son proteinas
heterodiméricas y estan formadas por una subunidad a y otra B. El endometrio expresa tres
integrinas con un patrén que coincide muy bien con la ventana de implantacién: alp1, a4f1,
a,B3, las cuales se co-expresan en el epitelio glandular sélo durante los dias 20 al 24 del ciclo,
correspondiéndose con la putativa ventana de implantacién. Especial interés se ha mostrado
en el estudio de la integrina a,f3, pues su expresidn se ha visto disminuida en mujeres con
defecto en la fase lutea, con endometriosis y con infertilidad de causa desconocida (Lessey and
Castelbaum, 1995; Lessey et al., 1995; Garrido et al., 2002). En general, las integrinas estan
consideradas entre los mejores marcadores descritos de la receptividad endometrial (Lessey,

1998) (Figura 5).
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Figura 5. Patron de expresion de las integrinas al, B3 y a4 durante el ciclo menstrual. Se
observa el aumento de la expresidén de tres integrinas durante la fase secretora coincidiendo
con la ventana de implantacién, ya que las tres son coexpresadas sélo durante los dias 20-24
de un ciclo idealizado de 28 dias. Figura adaptada del articulo (Lessey et al., 1994)

En la siguiente tabla se recogen de manera resumida otros marcadores moleculares

importantes en la receptividad endometrial.

Tabla 1. Marcadores moleculares y celulares de la receptividad endometrial

Tipo de marcador Ejemplos Funciones Referencias
Citoquinas: CSF1, IL-8, Reclutamiento leucocitario,
MCP-1 median unidn del blastocisto (Wood et al., 1997)

Citoquinas y factores de Citoquinas: LIF

crecimiento

Factores de crecimiento:

HB-EGF

Factores de crecimiento:

IGFBP-1

Genes Homeobox HOXA10, HOXA11

Prostaglandinas COX-2, cPLA,,, PGE,

Proteasas e inhibidores de
proteasas

MMP-2

Marcador de implantacidn, baja
expresién en mujeres con aborto
recurrente e infertilidad de
causa desconocida
Adhesién y desarrollo
embrionario

(Charnock-Jones et al.,
1994; Hambartsoumian,
1998)

(Tamada et al., 1999)

Marcador de decidualizacion (Han et al., 1996)

Receptividad endometriale o\ ¢ 0/ 1995 1999)
implantacién embrionaria
(Marions and Gemzell

Implantacion Danielsson, 1999)

(Turpeenniemi-Hujanen

Invasion trofobl3stica et al., 1995)
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CSF1, factor estimulante de colonia 1; IL-8, interleuquina 8; MCP-1, proteina quimioatrayente de
monocitos 1; LIF, factor inhibidor de leucemia; HB-EGF, factor de crecimiento epidérmico de unién a
heparina; IGFBP-1, proteina de unién al factor de crecimiento tipo insulina; COX-2, Ciclooxigenasa 2;
cPLA,,, fosfolipasa A, citosdlica; PGE,, prostaglandina E,; MMP-2, metaloproteinasa 2.

Aunque muchos de estos marcadores moleculares y celulares han contribuido
satisfactoriamente a un mejor entendimiento de la receptividad endometrial, la realidad es
que su uso esta lejos de tener una aplicabilidad clinica en el diagnéstico de la receptividad
endometrial. Resulta poco probable que un Unico biomarcador sea suficiente para identificar
un endometrio receptivo debido a la complejidad tanto de la infertilidad como de la propia
individualidad. Todo apunta a la necesidad de un conjunto o cohorte de biomarcadores
especificos de la receptividad endometrial, aunque su aplicabilidad clinica y validacién suponga

una dificultad.

3.2 Estudio de la receptividad endometrial. La era de las —6micas

3.2.1 Introduccion a las —6micas y su importancia en la busqueda de nuevos

biomarcadores de receptividad endometrial

Dada la dificultad de encontrar marcadores Unicos indicadores de la receptividad
endometrial y por tanto a la imposibilidad de confeccionar de un test rapido y fiable de
aplicacidn clinica para evaluar la receptividad endometrial, junto con el acuciante esfuerzo por
encontrar la causa de la infertilidad idiopatica (RIF idiopaticos o de origen desconocido) que
tanto limitan el éxito reproductivo en los ciclos de FIV, se ha dirigido el foco de atencién hacia
una visién mas holista, haciendo uso de las tecnologias —émicas, como herramientas éptimas
para identificar multiples potenciales marcadores de receptividad con posible futura

aplicabilidad clinica, a pesar de las dificultades que esto supondria en términos de validacion.

El término de ‘-6micas’ se refiere a técnicas de alto rendimiento y andlisis de datos
masivos capaces de evaluar el perfil y cambios moleculares entre las condiciones de estudio.
Estas tecnologias -Omicas son disciplinas que incluyen el estudio de eventos e interacciones de
estructuras y procesos celulares que van desde el acido desoxirribonucleico (DNA) hasta
metabolitos integrados todos ellos de una manera global en los sistemas bioldgicos. Asi, la
‘epigendmica’ es la ciencia que estudia los cambios heredables en la expresién génica sin que
ocurra ningun cambio en la secuencia del gen (Waddington, 2012). La ‘transcriptomica’ estudia
el conjunto completo de acidos ribonucleicos (RNAs) transcritos o genes expresados por una
célula o tejido. La ‘protedmica’ estudia los cambios en todas las proteinas expresadas vy

traducidas a partir de un genoma unico (Katz-Jaffe and Gardner, 2008), la ‘secretémica’, una
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variante de la protedmica, describe las proteinas producidas por las células y liberadas al
medio que las rodea, y la ‘metabolémica’, estudia simultdneamente la concentracion de
metabolitos y sus fluctuaciones en un ambiente definido, como resultado del metabolismo
celular. Muchas de estas —Omicas han sido o estan siendo aplicadas en el campo de la
reproduccion asistida con el fin de descubrir nuevos biomarcadores que definan los rasgos
moleculares dptimos de las células y tejidos implicados en la reproduccidn principalmente en
espermatozoides, ovocitos, células de la granulosa, embriones y endometrio. La finalidad de
dicha aproximacién de sistemas bioldgicos es poder encontrar el mejor espermatozoide y
ovocito fecundable, el mejor embridén que pueda implantar y dar lugar a un recién nacido vivo,
y el mejor estado de receptividad endometrial para la implantacién, para mejorar asi los

resultados reproductivos.

A nivel endometrial, la transcriptémica y la protedmica han sido las dos aproximaciones
—Omicas aplicadas mas recientemente y con mads publicaciones en el estudio de la receptividad
endometrial, sin dejar de lado la secretdémica, que también ha tenido su papel en el
descubrimiento de biomarcadores potenciales para el uso clinico (Figura 6). En los apartados
siguientes de esta tesis abordaremos principalmente la aproximacidn transcriptémica vy
proteémica del estudio de la receptividad endometrial en biopsia endometrial y su repercusién

en la diagnosis de la infertilidad.

* Fase del ciclo

* Tipo de patologia endometrial:
(fértil vs. infértil; fértil vs. endometriosis; etc)

Biopsia endometrial Fluido endometrial

v (Lavado o aspirado)
Transcriptémica +
Efgzg;rinciaca Secretlémica
Metaboldmica E’ir;;e:r::iccaa

Figura 6. Aproximaciones para el descubrimiento de marcadores para la receptividad
endometrial. Para el muestreo, ya sea de biopsia o fluido endometrial, debe de tenerse en
cuenta tanto la fase del ciclo como el desorden endometrial. La aplicacién de las —6micas para
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la realizacion de andlisis diferenciales tiene el potencial de proporcionar una gran cantidad de
marcadores para su posterior validacidn. Figura adaptada del articulo de (Edgell et al., 2013).

3.2.2 Transcriptomica de la receptividad endometrial

Hasta la entrada de las —dmicas en el campo de la reproduccidn asistida, la evaluacién
histoldgica del endometrio basado en aspectos morfoldgicos siguiendo los criterios de Noyes
habia sido considerada la técnica estandar para la diagnosis clinica de la receptividad
endometrial en las ultimas décadas. Sin embargo, su precision, reproducibilidad y utilidad
clinica fue cuestionado en numerosos estudios (Murray et al., 2004) por la variabilidad entre

observador y su falta de objetividad.

Durante el ultimo siglo, la receptividad endometrial ha sido estudiada desde distintos
puntos de vistas (morfoldgicos, bioquimicos, moleculares y celulares), sin embargo, ninguno de
los marcadores propuestos ha llegado a ser herramienta diagndstica debido a su bajo valor
predictivo (Lessey, 2011; Haouzi et al., 2012). Ademds, muchos estudios, en su busqueda por
encontrar marcadores endometriales se han centrado en moléculas Unicas o en familias de
moléculas especificas (Lessey, 1998; Meseguer et al., 2001), llegando a la conclusién de que
una Unica molécula no es suficiente para describir un fendmeno tan complejo y multifactorial

como es la receptividad endometrial.

La principal dificultad del tejido endometrial es que es un tejido altamente dinamico
sujeto a numerosos cambios morfoldgicos y funcionales a lo largo del ciclo menstrual (Ruiz-
Alonso et al., 2012), pero poder determinar el perfil molecular de la ventana de implantacion
desde un punto de vista transcriptémico (huella o firma transcriptémica de la ventana de
implantacién), proporcionaria una herramienta objetiva y mas precisa para diagnosticar la
receptividad endometrial. Esto es ya es un hecho real, ya que en 2011 se desarrollé una
herramienta transcriptémica clinicamente disponible, basada en microarrays, capaz de
diagnosticar el estado de receptividad endometrial humana e incluso predecir patologias
endometriales, siendo mas robusta y precisa que los criterios de Noyes (Diaz-Gimeno et al.,
2011, 2013). Esta herramienta recibié el nombre de ERA, del inglés ‘endometrial receptivity

array’ o array de receptividad endometrial.

En las ultimas décadas se han publicado numerosos estudios transcriptdmicos del
endometrio humano, proporcionando informacién considerable de cudl podria ser el patrén

de expresion génica de un endometrio receptivo normal (Tabla 2).

Los datos transcriptomios disponibles sugieren que en la fase secretora media se

caracteriza por sus altos niveles de actividad metabdlica y secretora, su fenotipo no
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proliferativo, y una sensibilidad incrementada al sistema inmune, estrés y respuestas a heridas
(Giudice, 2006; Simmen and Simmen, 2006; Talbi et al., 2006). La respuesta inmune juega un
papel muy importante en la fase secretora media, ya que los genes implicados en la activacidn
de la respuesta inmune innata estdn sobreexpresados (incluyendo elementos del sistema del

complemento, péptidos antimicrobiales y receptores toll-like).

A pesar de la gran cantidad de estudios transcriptémicos, ha existido durante mucho
tiempo una falta de consenso a la hora de determinar la firma transcriptomica de la ventana
de implantacidon, ya que se han observado muchas diferencias entre los distintos estudios en
cuanto a los posibles genes candidatos de determinar el estado de receptividad. Algunas de las
limitaciones asociadas a esta tecnologia de los microarrays y que ha llevado a esta diversidad
de resultados y a esta falta de consenso son: los diferentes microarrays utilizados para el
analisis, las diferencias en el disefio experimental, momento y condiciones de la toma de
muestra, las diferencias en los criterios de seleccidén de las muestras, el procesado de los datos,
la falta de unos estandares consistentes para la presentacién de los datos y al tipo de muestra
utilizada para los analisis (biopsias endometriales). El tejido endometrial contiene muchos
tipos celulares incluyendo células estromales y epiteliales y leucocitos entre otros y existe una
considerable heterogeneidad en la composicidon celular a lo largo del ciclo, especificamente en
lo que se refiere a la ratio de glandulas-estroma y el nimero de leucocitos. De hecho, también
se han llevado a cabo anadlisis de microarray en compartimentos individuales (fraccion
estromal y epitelial) obtenidos por microdiseccién por captura laser (Yanaihara et al., 2005;
Evans et al., 2012), demostrando que existe una expresion génica especifica del tipo celular, y
dependiente del dia del ciclo. Sin embargo, la mayoria de los estudios transcriptomicos han

utilizado biopsias de tejido endometrial que contiene todos los tipos celulares.

Tabla 2. Lista de trabajos de transcriptémica endometrial en medicina reproductiva

Autores Tiempo de la biopsia Comparativa Array
(Carson, 2002) LH+(2-4) vs LH+(7-9) ESvs MS HG U95A (Affymetrix)
(Kao et al., 2002) CD 8-10 vs LH+(8-10) LP vs MS HG U95A (Affymetrix)
(Borthwick et al., 2003) CD 9-11vs LH+(6-8) LP vs MS HG U95A-E (Affymetrix)
(Riesewijk, 2003) LH+2 vs LH+7 ES vs MS HG U95A (Affymetrix)

(Mirkin et al., 2004)

(Ponnampalam et al., 2004)

(Mirkin et al., 2005)
(Horcajadas et al., 2005)
(Punyadeera et al., 2005)

LH+8 vs hCG+9

Ciclo complete,
criterios Noyes

LH+3 vs LH+8
LH(+2;+7) vs hCG+7
CD9-11vsCD 11-12

Ag vs Atg vs NC

EP vs MP vs LP vs ES
ES vs MS vs LS

ES vs MS
NC vs COH
M vs LP

HG U95Av2 (Affymetrix)

Homemade (Peter
MacCallum Cancer
Institute)

HG U95Av2 (Affymetrix)
HG U133A (Affymetrix)

HG U133A (Affymetrix)
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(Simon et al., 2005)

(Yanaihara et al., 2005)

(Critchley et al., 2006)
(Talbi et al., 2006)

(Horcajadas et al., 2006)
(Horcajadas et al., 2008)
(Liu et al., 2008)
(Macklon et al., 2008)
(Haouzi et al., 2009a)

(Haouzi et al., 2009b)

(Koler et al., 2009)

(Altmae et al., 2010)

(Haouzi et al., 2010)
(Tseng et al., 2010)

(Van Vaerenbergh et al.,
2010)

(Blockeel et al., 2011)

(Diaz-Gimeno et al., 2011)

(Labarta et al., 2011)

(Van Vaerenbergh et al.,

2011)

(Evans et al., 2012)

(Petracco et al., 2012)

LH (+2;+7) vs hCG
(+2;+7)
CD9-11

Criterios Noyes

Ciclo complete, criterios
Noyes
LH+7 vs LH+7

LH+(1-9) vs hCG+ (1-9)

LH+7 vs hCG+7
LH+5 vs hCG+2

LH (+2;+7) vs
hCG+(+2;+5)
LH+2 vs LH+7

Cb21

LH+7
LH (+2;+7) vs hCG
(+2;+5)

Criterios Noyes

LH+(5-7)

Oocyte retrieval

(LH+1,+3,+5 vs LH+7)
(LH+(1-5) vs LH+7 vs CD
8-12)

rcG+7

Puncién ovocitaria

LH+2 vs LH+7

CD 1-3vs CD 5-8 vs CD
11-13

Ag vs Atg vs NC

HG U133A (Affymetrix)

Células epiteliales vs BD Atlas Nylon cDNA

estromales en fase
proliferativa

MS vs LS

EP vs MP vs LP vs ES
ES vs MS vs LS
Pre-DIU vs DIU

NC vs COS

NC vs COS
NC vs COS

NC vs COS
ES vs MS

Fertilidad vs
Infertilidad

Fertilidad vs
Infertilidad

Ag vs Atg vs NC
ES vs MS vs LS

MS vs embarazo

rFSH vs baja dosis
hCG

LP vs ES vs MS

Diferentes niveles
de progesterona en
suero

Diferentes niveles
de progesterona en
suero

Células epiteliales vs
estromales en fase
proliferativa

EP vs MP vs LP

Expression Array; BD
Biosciences (Clontech)

HG U133A (Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

Agilent 4x44K; HG U133
Plus 2 (Affymetrix)

HG U133A (Affymetrix)

HG U133A (Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)
Array-Ready Oligo Set
for the Human Genome
Version 3 (Operon)
Whole Human Genome
Oligo Microarray (Agilent
Technologies),

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

HG U133A (Affymetrix)
and Homemade "ERA"

Whole Human Genome
Oligo Microarray (Agilent
Technologies)

HG U133 Plus 2
(Affymetrix)

Agilent 4x44K; HG U133
Plus 2 (Affymetrix)

GeneChip Human Gene 1
ST Array (Affymetrix)
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Tabla 2. Continuacion

(Diaz-Gimeno et al., 2013)  Criterios Noyes vs MP vs ES vs MS vs LS Homemade ERA
Prediccion ERA

(Ruiz-Alonso et al., 2013) P+5/LH+7 RIF vs pWOI/pWOldelayed/ Homemade ERA
Controles pWOladvanced
(Bermejo et al., 2014) Puncidn ovocitaria Comparacién de 4 Homemade ERA
Ccos protocolos GnRH-a
(Haouzi et al., 2014) hCG+2 vs. hCG+7 Diferentes niveles de HG U133 Plus 2
progesterona en suero  (Affymetrix)
(Ruiz-Alonso et al., P+5 vs. P+7 ET vs. pET Homemade ERA
2014)
(Koot et al., 2016) LH+7 RIF vs. Fértil human whole genome
microarray V2 (Agilent)
(Huang et al., 2017) LH+7 RIF vs. RM RNA-seq

Abreviaciones: Ag: agonista; Atg: antagonista; CD: dia del ciclo o cycle day; COH: hiperestimulacién
ovdrica controlada del inglés ‘controlled ovarian hyperstimulation’; COS: estimulaciéon ovarica
controlada del inglés ‘controlled ovarian stimulation’; DIU: dispositivo intrauterino; pre-DIU: antes de la
insercion del DIU; EP: proliferativa temprana del inglés ‘early-proliferative’; ERA: array de receptividad
endometrial del inglés ‘endometrial receptivity array’; ES: secretora temprana, del inglés ‘early
secretory’; ET: transferencia embrionaria, del inglés ‘embryo transfer’; pET: transferencia embrionaria
personalizada. GnRHa: agonista de la hormona liberadora de gonadotropina, del inglés ‘Gonadotropin
releasing hormone-agonist; hCG+: administracién de la hormona gonadotropina coridnica humana + n2
dia; LH+: pico de LH + dias; LP: proliferativa tardia, del inglés late-proliferative; LS: secretora tardia, del
inglés ‘late-secretory’; M: menstrual; MP: proliferativa media, del inglés mid-proliferative; MS: secretora
media, del inglés ‘mid-secretory’; NC: ciclo natural; P+: progesterona + dias; pWOI: ventana de
implantacién personalizada; rCG+: administracion de gonadotropina coridnica recombinante + dias; RIF:
fallo de implantacién recurrente; RM: aborto recurrente, del inglés ‘recurrent miscarriage’; RNA-seq:
secuenciacion del RNA. Tabla actualizada del articulo ‘Transcriptomics of the human endometrium’
(Diaz-Gimeno et al., 2014).

3.2.2.1 El ‘ERA’ o array de la receptividad endometrial

Dada la necesidad de disponer de algin método fiable y objetivo de dataje molecular
para el endometrio, en 2011 se desarrollé una herramienta especifica capaz de definir la huella
transcriptdémica de la ventana de implantacion de la receptividad endometrial a la que llamé

ERA (Diaz-Gimeno et al., 2011, 2013).

El ERA es un array ‘customizado’ o personalizado compuesto por 238 genes
diferencialmente expresados entre las fases prereceptiva (LH+1, LH+3 y LH+5) y receptiva
(LH+7) del ciclo endometrial de mujeres fértiles, los cuales se acoplaron a un predictor
computacional (basado en un algoritmo de machine learning o support vector machine, SVM)
para diagnosticar de manera personalizada la ventana de implantacion endometrial de una
paciente, independientemente de su histologia endometrial (Diaz-Gimeno et al., 2013). Para
ello, el predictor fue posteriormente entrenado con los perfiles de expresion génica de un

conjunto de muestras obtenidas en diferentes estados del ciclo menstrual (proliferativa,
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prereceptiva, receptiva y postreceptiva) con el fin de poder clasificar una muestra problema de
acuerdo con los valores de expresion génica obtenidos en el array (Figura 7). De los 238 genes,
134 representaron la huella transcriptémica especifica de la fase receptiva. Esta fue la primera
vez que una herramienta molecular basada en la expresion de un grupo de genes
biomarcadores endometriales se utilizd clinicamente para evaluar el factor endometrial con
una alta especificidad (0,8857) y sensibilidad (0,99758) (Diaz-Gimeno et al., 2011) siendo mas

preciso que el dataje histoldgico (Diaz-Gimeno et al., 2013).

OVULATION WOl
PROLIFERATIVA PRERECEPTIVA RECEPTIVA POSTRECEPTIVA

-+

Figura 7. El perfil transcriptomico endometrial a lo largo del ciclo menstrual. Los mapas de
calor o ‘Heatmaps’ muestran los perfiles de expresién génica segun el array de receptividad
endometrial ERA, en cada fase del ciclo endometrial (proliferativa, prereceptiva, receptiva y
postreceptiva). Figura sacada del articulo de (Diaz-Gimeno et al., 2014).

Esta herramienta molecular no sélo permitié definir la huella transcriptomica de la WO,
sino que también caracterizo los perfiles transcriptémicos endometriales de las distintas fases

del ciclo endometrial. Por un lado, fue capaz de determinar que sélo un porcentaje de las
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pacientes clinicamente diagnosticadas con RIF tienen un desplazamiento de la WOI vy, por
tanto, su incapacidad para implantar podia ser atribuido al factor endometrial (Ruiz-Alonso et
al., 2013). Por otro lado, el ERA permitié definir de manera personalizada la ventana de
implantacion de cada paciente, ya que un diagndstico ‘no receptivo’ del test ERA, no solo
indica que el endometrio no esta preparado para la adhesién embrionaria, sino que también te
da informacién de su perfil pre- o postreceptivo (Figura 8). Ademas, esta capacidad para
identificar un desplazamiento de la WOI (adelanto o retraso) le otorga un valor diagndstico
afiadido para poder programar el transfer embrionario de manera personalizada en cada
paciente, ayudando a mejorar los resultados clinicos de las pacientes RIF con desplazamiento

de la WOI (Garrido-Gémez et al., 2013).

© PROLIFERATIVA

@ PRERECEPTIVA

© RECEPTIVA

© POSTRECEPTIVA

PC2: 19% varianza explicada

-1s

| Receptive
T T
=20 =1 0 10 w0

PC1: 51% varianza explicada

Figura 8. Determinacidon personalizada de la ventana de implantaciéon con la herramienta
ERA. La imagen muestra el andlisis de componentes principales (PCA) de dos muestras de la
misma paciente cogidas a dia P+5 y P+7 de un tratamiento de reemplazo hormonal, formando
clusters o agrupaciones con las muestras utilizadas para el entrenamiento del test ERA. Segln
el test ERA, la primera muestra cogida a los 5 dias de administracidon de progesterona (P+5)
muestra un perfil prereceptivo, mientras que la muestra cogida dos dias después, en P+7,
muestra tener un perfil endometrial receptivo. Figura sacada del articulo de (Diaz-Gimeno et
al., 2014).

3.2.3 Proteomica de la receptividad endometrial

Las “proteinas” son moléculas organicas compuestas por aminoacidos unidos entre si

mediante enlaces peptidicos (estructura primaria) que adquieren una estructura
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tridimensional secundaria, terciaria y/o cuaternaria caracteristica. Estas moléculas tienen un
papel crucial en todos los organismos vivos, pudiendo actuar como enzimas catalizadoras de
muchas reacciones quimicas esenciales del metabolismo celular, o como un componente mas
estructural o de sostén celular. Destaca el papel que juegan en el mantenimiento de la
estructura del DNA y durante la replicacién y transcripcion de este. Ademas, las proteinas
participan en la motilidad y sefalizacién celular, actia como hormonas en el sistema
endocrino, como anticuerpos en el sistema inmunitario, como transportadoras en la sangre, en
la mitosis y meiosis, etcétera. La importancia de las proteinas se ve resaltada por su

participacidn en la mayoria de procesos y funciones celulares.

El término “proteoma” es un concepto con una naturaleza dindmica pues debe
entenderse como el conjunto de proteinas expresadas por un genoma dado en un tiempo y
espacio determinado (Wasinger et al., 1995), debido a que la composicién de este varia de
tejido a tejido e incluso de célula a célula. Asi, la composicién de un proteoma es dependiente
de una gran variedad de factores internos y externos tales como el ambiente, edad, sexo,
estrés, etcétera. La “protedmica” es por tanto el estudio exhaustivo a gran escala de un
proteoma especifico, incluyendo no sélo la identificacidon y cuantificacidn de proteinas, sino
también informacién sobre sus localizaciones, modificaciones, interacciones y funciones
(Fields, 2001). El rapido desarrollo de la protedmica se ha hecho posible gracias al progreso en
la instrumentacién analitica, especialmente en la espectrometria de masas (MS, mass
spectrometry), a los avances tecnoldgicos y metodoldgicos en la separacién o fraccionamiento
de proteinas y péptidos, mayoritariamente por técnicas de cromatografia liquida vy
electroforesis, y a las herramientas bioinformaticas por su capacidad cada vez mayor de
colectar, almacenar, procesar y visualizar la gran cantidad de datos que se generan en los

estudios proteémicos.

Paralelamente y solapandose a los estudios transcriptémicos comenzaron los estudios
proteémicos en el endometrio humano con el mismo fin que la transcriptémica, conocer el
perfil protedmico de un endometrio receptivo, y a su vez poder contrastar los resultados con
los ya obtenidos por transcriptomica (validar si hay o no correlacién entre ambos) y poder
descubrir nuevos marcadores para elaborar una prueba o test de receptividad endometrial. Sin
embargo, la transcriptémica se adelanté a la protedmica en este propdsito con la aparicién del
ERA, pero a pesar de los avances conseguidos con la transcriptémica en el campo de la
receptividad endometrial, la protedmica ha ido ganando terreno en este ambito y en el area
de la investigacién biomédica en general. Por un lado, el proteoma de una muestra bioldgica

es mucho mas complejo que su genoma correspondiente (Figura 9) y es mucho mas
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informativo sobre el estado fisiolégico de un organismo que su genoma, ya que las proteinas
son el punto final del proceso transcripcidon-traduccién y las que van a desarrollar una funcion

en la célula.

Se estima que hay mas de un millon de proteinas (Walsh et al., 2005), muchas mas que
genes codificantes (20.000-25.000). Los pasos regulatorios existentes entre el transcriptoma y
el proteoma funcional (splicing alternativo y modificaciones posttraducionales) hacen que en
la mayoria de los casos cambios a nivel génico no se vean necesariamente reflejados en
cambios a nivel proteico. De hecho, la comparacién de datos proteémicos en estudios
endometriales con los de expresidon génica publicados en cohortes similares de mujeres
(Burney et al., 2007; Chen et al.,, 2009; Haouzi et al., 2012) han revelado una falta de
correlacidn entre el RNA mensajero (mRNA) y su correspondiente proteina, sugiriendo que la
regulacién postranscripcional y postraduccional es un aspecto importante del remodelado

endometrial.

GEN1 GEN2 GEN3J
L N 1
c -
. 1 m A 1 L o of 12 - o - - «
2 exoniiflexon2ififiexon3| exoniiiflexon2ififlexon3| |exonilfifiexon2lfifiexon3 o
Q 1 , I P } L 3
T a
-
| § v v v .
- e =
mz -— exon iy (1eX0NZ, | EXONJ exXoniy/ { 1111_/. yyexona exC | {exonsy | {exo 1 3
= )
£s z
O s + + + >
_—
Qo
W= _ -
® exonliexonZiexond exon2lexcond ) 3
T z ) ) ' i exonllexon2|exond 2
b exonlexon2 exonl exon?2 ] >
1]
=
3 v v
©
b
- - J— — — — — -
Proteina 1.1 ) Proteina 1.2 Proteina 2.1 )(Proteina 2.2 Proteina 3
w
° * v T
E - 3
~ ) L Proteina 2 o
o G-(Proteina 2. Oleina o o
o 3
o o
= - w
g S 9
s Qs
= i i c
@ i 3 P na 3
o Proteina 1.2 _ro{e_n: - a g
o a T (Proteina 2.2 Proteinad )\ g’
3 v citoplasma v - 13 =
c - 20
o teinal fucieo p Progein-a x 2 o
g o= organulo _— - e
o celular DNA A2 0 0 7 g
- 7]
3 —
= Pro

membrana plasmatica

Figura 9. La complejidad del proteoma. Esta figura pretende ilustrar el proteoma creado a
partir de tres genes. En primer lugar los genes son transcritos a mRNA, el cual puede
experimentar diversos procesos de splicing alternativo, o corte y empalme alternativo de los
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intrones. EI mRNA resultante es traducido a proteina que también pueden ser cortadas o
procesadas segun distintos tipos de modificaciones posttraduccionales. La localizacién de las
proteinas y sus interacciones con otras proteinas o moléculas juega un importante papel en su
funcionalidad. Las modificaciones posttraduccionales afectan, entre otras caracteristicas, a la
localizacion e interaccidn de las proteinas. Adaptado del articulo (Peng and Gygi, 2001).

Considerando que los resultados transcriptomicos no pueden representar
completamente los cambios proteicos, se ha utilizado también la aproximacién proteémica
para estudiar las proteinas diferencialmente expresadas en tejido endometrial bajo diversas
situaciones de receptividad endometrial. Numerosos estudios se han centrado en la
identificacién del proteoma de las diferentes fases del ciclo menstrual, con el fin de conocer la
huella proteémica de la receptividad endometrial (Tabla 3). Principalmente se han comparado
perfiles protedmicos endometriales entre fases no receptivas, ya sea proliferativa (DeSouza et
al., 2005; Chen et al., 2009; Parmar et al., 2009) o prereceptiva (fase secretora temprana)
(Dominguez et al., 2009; Li et al., 2011), con otra receptiva (fase secretora media) en mujeres

fértiles, identificando diferencias entre ellas.

La proteémica también se ha aplicado para el estudio de la infertilidad de causa
desconocida (Manohar et al., 2014) o del RIF (Brosens et al., 2009), bien comparando mujeres
fértiles con infértiles (RIF) en la fase secretora media (Brosens et al., 2009) o comparandose
distintas fases del ciclo (prereceptiva y receptiva) dentro de pacientes infértiles (Manohar et

al., 2014) (Tabla 3).

Aunque la mayoria de todos estos estudios se han centrado en el anadlisis del
endometrio humano usando biopsias endometriales, también se ha intentado caracterizar la
secretdmica endometrial analizando y comparando los perfiles de expresion proteico del fluido
endometrial cogido en diferentes fases del ciclo menstrual (Casado-vela et al., 2009; Scotchie
et al., 2009; Hannan et al., 2010), e incluso de mujeres infértiles (Hannan et al., 2010). Sin
embargo, aunque el andlisis de biopsias endometriales tiene algunos beneficios como el poder
obtener informacidén a nivel local, directamente de las células que forman el tejido, también
tiene algunas desventajas, como su heterogeneidad celular y complejidad proteica, asi como
los cambios en morfologia, estructura y composicién celular producidos por las distintas fases

del ciclo menstrual.
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Tabla 3. Andlisis proteomicos de tejido endometrial humano en distintas fases del ciclo menstrual
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P: fase proliferativa; S: fase secretora ; MP: fase proliferativa media; ES: fase secretora temprana; MS: fase secretora media; PDEs: proteinas diferencialmente expresadas;
DC: dia del ciclo; DO: dia de la ovulacidn; LH+n: dia ‘n’ tras el pico de la hormona luteinizantes; ICAT: etiqueta de afinidad codificado por isdtopo (en inglés ‘Isotope-coded
affinity tag’); MALDI-TOF/TOF MS: espectrometria de masa con ionizacion por desorcién laser asistida en matriz y tiempo de vuelo (en inglés ‘matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight/time of flight mass spectrometry’); SELDI: ionizacidon/desorcidn laser potenciado en superficie (en inglés ‘Surface-enhanced laser
desorption/ionization); 2D-DIGE: electroforesis en gel diferencial bidimensional; 2DE: electroforesis en gel bidimensional; SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida

en condiciones desnaturalizantes; TRH: terapia de reemplazo hormonal; LC-MS/MS: cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas en tandem; IHC:

inmunohistoquimica; WB: western blot.
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4. Receptividad endometrial defectiva

En esta tesis nuestro interés se centra en estudiar dos alteraciones de la receptividad
endometrial asociadas a un estado no receptivo; una es una alteracién natural o desorden en
la implantacion producida por una ‘patologia de base’ como es el RIF de causa endometrial, y

la otra es una manera artificial e intencionada por medio de un dispositivo intrauterino.

4.1 Fallo de implantacion recurrente (RIF). Definicion y evolucion del RIF de origen

endometrial

Comparadas con otras especies de mamiferos, la eficiencia reproductiva de los humanos
no es muy alta. La probabilidad de conseguir un embarazo en un ciclo menstrual, definido
como la tasa de fecundidad mensual, es del 20-30%. Por el contrario, la tasa de fecundidad
mensual puede llegar a ser del 80% en babuinos y del 90% en conejos (Chard, 1991; Stevens,
1997). Andlisis del genoma completo han reportado una alta tasa de mosaicismo en embriones
humanos, afectando hasta el 70% de embriones de alta calidad, durante los estadios
tempranos del desarrollo preimplantacional (Baart et al., 2006; Vanneste et al.,, 2009;
Mertzanidou et al., 2013). Se estima que la tasa de aneuplodias en humanos es 10 veces mayor
que la observada en otras especies de mamiferos, pudiendo explicar esta baja eficiencia
reproductiva en humanos. A pesar de las mejoras introducidas en los tratamientos de
reproduccion asistida en los protocolos de estimulacion, en el cultivo embrionario y en el
cribado genético preimplantacional, el fallo de implantacidn sigue siendo el factor limitante del

éxito de las TRA.

Existen varias definiciones del fallo de implantacion recurrente (RIF), pero clinicamente
se define como la ausencia de implantacion después de 3 o mas ciclos de FIV con la
transferencia de al menos dos embriones de buena calidad por ciclo o tras la transferencia de
un total de 10 o mas embriones de buena calidad en multiples transferencias, ya sean propios

o de donantes (Thornhill et al., 2005; Simon and Laufer, 2012).

Existen diversas causas, algunas conocidas y otras no, que pueden llevar a generar un
RIF. De esta forma se habla de un ‘RIF multifactorial’, para designar a aquel RIF originado por
una amplia y diversa variedad de razones (anomalias uterinas congénitas, polipos
endometriales, miomas submucosos, endometriosis, trombofilias, sindrome antifosfolipidico,
desérdenes metabdlicos u hormonales), un ‘RIF de origen embrionario’ cuando la causa del
fallo de implantacién se debe a un embriéon incompetente o cromosémicamente anormal o

con un endurecimiento de la zona peltcida, y de un ‘RIF idiopatico’ o de causa desconocida
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cuando embriones de buena calidad e incluso euploides no implantan en mujeres con
endometrios aparentemente normales y sin ningun otro factor causal conocido. Un RIF
idiopatico estaria indicando que o bien el didlogo entre el embridon-endometrio estd
comprometido o alterado, o que el endometrio falla a la hora de adquirir el estado de
receptividad endometrial desde un punto de vista molecular no perceptible en los chequeos
rutinarios de las clinicas de reproduccién asistida (Timeva et al., 2014). En este ultimo caso
estariamos hablando de un ‘RIF puramente endometrial’, debida a una alteracién constitutiva

de la funcion endometrial.

En la préctica clinica, muchas de las causas mencionadas, si se diagnostican, pueden ser
corregidas. Asi, por ejemplo, tanto el analisis del contenido cromosémico embrionario por
medio del diagndstico genético preimplantacional como el hatching asistido han conseguido
mejorar las tasas de implantacién en aquellas pacientes donde el RIF era causado por un factor
embrionario (Rubio et al., 2013). Sin embargo, cuando todos los otros factores parecen estar
controlados, donde ni el embridn ni otro factor causal descrito parecen estar implicados, todo
apunta a una alteracion de la receptividad endometrial como la principal causa del RIF
idiopatico.

El concepto del RIF idiopatico, asi como el descubrimiento de sus posibles causas ha
evolucionado conforme lo han hecho las técnicas de diagndstico de la funcion/receptividad
endometrial. Inicialmente en la era pre-dmica, el estudio de la receptividad endometrial en
pacientes con RIF revelé que tenian alterados muchos de los marcadores moleculares cldsicos
de receptividad endometrial descritos en apartados anteriores. Asi, mujeres con infertilidad de
causa desconocida o RIF presentaron un patron de expresion alterado de la integrina avp3 (Tei
et al., 2003), una disminucién de la expresion de la glicoproteina MUC-1 o unas cadenas
extracelulares mas cortas dificultando la aposicidon del embridn sobre el epitelio luminal, una
disminucién de la expresién de las citoquinas LIF e IL-6 (Lim et al., 2000), aumentos de la
expresion de IL-15 y IL-18 (Lédée et al., 2011), niveles reducidos de la prostaglandina cPLA2a y

de la cicloxigenasa (COX-2), etc.

Con el desarrollo de las tecnologias —dmicas, en concreto de la transcriptémica empezdé
una nueva era del diagndstico molecular de la funcion endometrial, de una manera mas
objetiva. No sdélo se pudo establecer una clasificacion molecular del endometrio usando
perfiles transcriptémicos a lo largo del ciclo menstrual (Ponnampalam et al., 2004; Talbi et al.,
2006), asi como durante la ventana de implantacién (Riesewijk, 2003; Diaz-Gimeno et al.,

2011), sino que también permitié detectar genes desregulados o diferencialmente expresados
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entre pacientes con RIF respecto a mujeres fértiles durante la fase receptiva del endometrio

(Tapia et al., 2008; Koler et al., 2009; Koot et al., 2016).

La huella transcriptomica de la herramienta ERA, un predictor transcriptémico
endometrial de la WOI, no sélo demostré que uno de cada cuatro pacientes RIF presentaron
un desplazamiento de la ventana de implantacion, clasificando al endometrio como no
receptivo, por estar bien en un estado adelantado (prereceptivo 84%) o retrasado
(postreceptivo 16%) respecto a la putativa WOI, sino que una transferencia embrionaria
personalizada de acuerdo a la WOI especifica del paciente conseguia rescatar un RIF no
receptivo en tasas de embarazo (50%) e implantacion (38.5%) normalizados (Ruiz-Alonso et al.,
2013). De esta demostracidn surgié la vertiente de que el fallo de implantaciéon de origen
endometrial no es una ‘enfermedad’ o patologia molecular, sino una asincronia entre el

embrién y el endometrio debido a un desplazamiento de la WOI (Valdes et al., 2017).

Por el contrario, Koot Y. y colaboradores en 2016 (Koot et al., 2016) desarrollaron un
predictor transcriptomico endometrial para el RIF, con una huella transcriptomica de 303
genes especifica para el RIF, capaz de predecir los RIF con un alto valor predictivo positivo
(100%) vy alto valor predictivo negativo (81%). A partir de aqui, surgié la otra vertiente del RIF,
que opina que el RIF endometrial si es una patologia molecular con una huella transcriptémica

especifica (Macklon, 2017).

A partir de entonces se mantuvo esta vision dual e independiente del RIF endometrial,
bien como un desplazamiento de la WOI o como una disrupcidn molecular de la WOI. Sin
embargo, en el 2018 Patricia Sebastian y colaboradores (Sebastian-Leon et al., 2018)
demostraron que ambos fendmenos, desplazamiento (asincronia) y disrupcidn (patologia) de
la WOI, podian ser la causa del RIF y que podian existir de manera independiente o

conjuntamente en la misma paciente RIF.

4.2 Refractariedad endometrial causada por un DIU (DIU de Cobre)

Una de las mejores estrategias para estudiar qué genes son funcionalmente importantes
en la ventana de implantacidn endometrial, es estudiar los patrones de expresién génica entre
condiciones en el que las mujeres tienen la receptividad endometrial comprometida, como
seria el caso de un endometrio refractario por la presencia de un dispositivo intrauterino (DIU),
y compararlo con el de aquellas mujeres fértiles durante el periodo de receptividad

endometrial.
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Un DIU es un elemento de plastico y/o metal (cobre), con o sin hormonas que actua
como un método anticonceptivo al impedir que el endometrio alcance su estado receptivo. Es
un método anticonceptivo de alta eficacia, con un indice de PEARL cercano al 1% (eficacia del

99%) y una duracion de 5 afios.

Los DIU, independientemente del tipo, provocan cambios histolégicos, bioquimicos y
moleculares a nivel endometrial cuyo resultado final es un endometrio refractario que no va a
permitir la implantacion embrionaria. Aunque dicho efecto es reversible, el tiempo medio para
conseguir el embarazo tras la retirada del DIU es de 3-4 meses segun el tipo de DIU utilizado
(Belhadj et al., 1986). Cohen y colaboradores (Cohen, 1981) estimaron que sélo un 30% de las

mujeres conseguian embarazarse en el mismo mes de la retirada del DIU.

En 2006 se llevd a cabo el primer estudio transcriptémico basado en microarrays para
analizar el perfil de expresién de un endometrio refractario y asi estudiar el conjunto de genes
que funcionalmente serian relevantes en la WOI (Horcajadas et al., 2006). Para ello, se
comparé el perfil génico del endometrio de mujeres fértiles (n=5) en el dia LH+7 en cuatro
ciclos naturales distintos: antes de la insercién del DIU (biopsia 1), en el momento de la
retirada del DIU (biopsia 2), 2 meses después de la retirada (biopsia 3) y 1 aiflo después de su
retirada (biopsia 4). En este estudio se utilizd6 un DIU inerte de plastico (Lippes Loop
Intrauterine Double-S) para evitar cualquier factor de confusion, como la presencia de
hormonas o cobre asociado, que pudieran modificar el perfil de expresion génica de un
endometrio refractario. Al comparar los perfiles génicos de las distintas condiciones, este
estudio permitiria conocer no sdlo que genes son importantes para la receptividad

endometrial, sino cdmo cambian en respuesta al DIU y tras su retirada.

El principal mecanismo de accidn de los DIU es producir una respuesta inflamatoria local
del endometrio ante la presencia de un agente extrafio, la cual genera un ambiente hostil para
los gametos y embriones (Stanford and Mikolajczyk, 2002). Dicha respuesta inflamatoria no
solo disminuye la viabilidad de los gametos y la movilidad de los espermatozoides (Gemzell-
Danielsson et al., 2013a, 2013b), sino que también es capaz de alterar la receptividad
endometrial desde un punto de vista transcriptomico (Horcajadas et al., 2006) . Los DIU de
cobre, a diferencia que los DIU de plastico, llevan un alambre de cobre enrollado al plastico y
liberan cobre al medio. El cobre aporta un valor afiadido al efecto anticonceptivo de los DIU, ya
gue no solo potencia la respuesta inflamatoria local, sino que alcanza niveles toxicos para para
espermatozoides y ovocitos e incrementa la presencia de efectos secundarios no deseados

como el dolor y aumento del sangrado menstrual (Ortiz and Croxatto, 2007). Ademas, el Cu
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altera el metabolismo y actividad proliferativa de las células endometriales (Hagenfeldt et al.,
1972) y disminuye la expresion génica de HOXA10, un gen esencial en la implantacién
embrionaria (Tetrault et al., 2009). El papel anticonceptivo del cobre también se vio reflejado a
nivel de la receptividad endometrial, ya que fue capaz por si sélo de alterar la huella
transcriptomica de la receptividad endometrial de células endometriales estromales
decidualizadas in vitro en presencia de cobre (Carrascosa et al., 2018). Concretamente alterd la
expresion de 49 genes relacionados con la receptividad endometrial y la respuesta inmune,
entre los cuales destacan genes implicados en el proceso de la decidualizaciéon (IGFBP-1,

FOXO1, IL-8, IL-15, LIF, etc).

5. Protedmica cuantitativa. Aproximaciones

El objetivo de la protedmica cuantitativa no es sélo identificar y caracterizar las
proteinas de una muestra con el fin de elucidar su funcién, interacciones con otras proteinas y
modificaciones, sino cuantificarlas y conocer sus cambios o expresion diferencial bajo ciertas
condiciones fisiolégicas como por ejemplo ‘enfermedad’ frente a ‘control’. Poder caracterizar
cambios protedmicos asociados a una enfermedad a menudo desvela mecanismos patolégicos
relacionados con ella ayudando a identificar potenciales biomarcadores y dianas terapéuticas.

Por eso es crucial poder disponer de métodos sensibles y precisos para medir estos cambios.

De manera general, existen dos aproximaciones protedmicas que permiten analizar de
manera cuantitativa los cambios en abundancia de proteinas entre muestras, y requieren de la
tincidon o marcaje de las proteinas/péptidos. Por un lado, estd la aproximacién que se conoce
como protedmica basada en la electroforesis bidimensional (2DE) (o gel-based proteomics) y
por otro lado la protedmica libre de gel, basada en espectrometria de masas (gel-free 6 MS-
based proteomics). Ambas aproximaciones requieren del andlisis por MS para la identificacion
de las proteinas, pero la diferencia estd en que en la proteémica basada en gel las proteinas
son primero separadas por 2DE y cuantificadas durante su fraccionamiento en el gel, bien
comparando puntos diferencialmente tefiidos o marcados, mientras que en la proteémica
basada en MS la cuantificacion de las proteinas se realiza durante el analisis de MS gracias al

marcaje isotdpico de las mismas.

En la protedmica basada en gel, las proteinas se separan primero por 2DE generando
patrones protedmicos Unicos para cada muestra. En dicha separacion bidimensional, las
proteinas se separan primero en funcién de su punto isoeléctrico (pl) (pH al que un anfolito
tiene carga neta cero) en un gel con un gradiente de pH inmovilizado, y a continuacién por su

peso molecular en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) en una segunda
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dimensién perpendicular a la anterior. La cuantificacion de las proteinas se realiza comparando
intensidades de las bandas o ‘spots’ entre geles (2DE tradicional), o comparando intensidades
de fluorescencia de los distintos fluoréforos para un mismo ‘spot’ en un mismo gel (2D-DIGE).
Aquellos ‘spots’ diferencialmente expresados son escindidos e identificados por MS (Figura
10A). Pese a que esta aproximacion ofrece alta resolucién y es facilmente accesible en casi
cualquier laboratorio, presenta una serie de limitaciones impuesta por el propio gel, entre las
que se incluye un rango dinamico limitado en la que proteinas con una alta abundancia
tienden a enmascarar la deteccion de las proteinas de baja abundancia, dificultad en el manejo
de proteinas hidrofdbicas (p.ej, las proteinas de membrana), dificultad en la deteccion de
proteinas con valores de peso molecular y punto isoeléctrico (pl) extremos y la posibilidad de
encontrar mas de una proteina por ‘spot’ del gel, haciendo que la cuantificaciéon sea un poco
ambigua. A esto se afiade también la variacién dependiente de gel, lo que hace que la

cuantificacion sea poco reproducible.

El desarrollo de métodos protedmicos no basados en gel, también conocidos como
‘shotgun proteomics’ o ‘botton-up proteomic’, hace referencia a aquellas aproximaciones
multidimensionales que usan la combinacion de cromatografia liquida en linea con la MS para
la identificacidn y cuantificacidn de proteinas. Para ello, primero las proteinas son digeridas en
sus péptidos por una enzima, los cuales son separados por diversos pasos de cromatografia
liguida y analizados e identificados por MS en tdndem. En esta aproximacion, las proteinas son
guimicamente marcadas mediante isdtopos estables antes de ser analizadas por MS vy la
deteccién del marcaje introducido durante la MS permite la cuantificacién y comparacién de

las proteinas detectadas (Figura 10B).
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Figura 10. Aproximaciones protedmicas. (A) Pasos de un experimento de protedmica basada
en 2DE. Inicialmente una mezcla compleja de proteinas se separa primero en un gel con un
gradiente de pH inmovilizado en el que las proteinas se separan de acuerdo con su punto
ioseléctrico (pl). A continuacion, el gel se deposita sobre un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) en el que las proteinas se separan por su peso molecular (PM) en
una segunda dimension perpendicular al anterior. Tras la tincién o revelado del gel, las bandas
proteicas de interés (aquellas diferencialmente cuantificadas) se extraen y se digieren en
péptidos, los cuales permiten identificar la proteina correspondiente a partir de su huella
peptidica obtenida por MS y subsiguiente busqueda en bases de datos. (B) Pasos de un
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experimento de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS). Primero, la mezcla compleja de proteinas se digiere enzimaticamente hasta sus
péptidos correspondientes, los cuales son luego etiquetados (por ejemplo, marcaje isotdpico o
isobarico) y mezclados con los de otra muestra. La mezcla de péptidos puede ser fraccionada
mediante cromatografia de alta resolucion (HPLC) antes de ser analizada por MS/MS. En
primer lugar, se adquieren los espectros MS desde los que ciertos péptidos son seleccionados
para ser fragmentados. Los espectros de fragmentacion resultantes (espectros MS/MS) se
usan para llevar a cabo la identificacion de la secuencia peptidica. La lista de péptidos
secuenciados se utilizan con el fin de identificar, mediante su busqueda en bases de datos, las
proteinas individuales de la muestra original. Figura adaptada de (Tambor et al., 2010).

5.1 Métodos basados en espectrometria de masas o ‘shotqun proteomics’

5.1.1 Aspectos instrumentales de la espectrometria de masas

La espectrometria de masas es un método analitico utilizado para medir la relacién de la
masa frente a la carga de las moléculas (m/z). Para ello, primero las moléculas tienen que ser
ionizadas para que adquieran carga y asi los iones resultantes podran ser separados de
acuerdo con su relacién masa/carga. La MS no sélo permite detectar moléculas en funcién de

su relacion m/z sino también detectar la abundancia de estas.

En cuanto a aspectos instrumentales, todos los equipos de MS constan de un ionizador o
fuente de iones, un analizador de masas y un detector. El ionizador se encarga de convertir los
componentes de una muestra en iones en fase gaseosa. Los mas utilizados han sido aquellos
basados en técnicas de ionizacién suave como el electrospray (ESI, del inglés ‘Electrospray
lonization’) o la ionizacidon por desorcién con laser asistida por matriz (MALDI, del inglés
‘Matrix-assisted Laser Desorption lonization’). Estas técnicas de ionizacién suaves permiten la
generacion de iones a partir de analitos no volatiles, termoldabiles y de elevado peso molecular,
como son los péptidos y proteinas, sin una fragmentacion significativa y son, debido a su
eficiencia, las dos técnicas preferidas actualmente para el analisis de estas moléculas. En el
analizador de masas, los iones son acelerados y separados segun su relacion m/z. Los
analizadores de masas mds comunmente utilizados son el cuadrupolo (Q, del inglés
‘Quadrupole’), el de tiempo de vuelo (TOF, del inglés ‘Time-Of-Flight’), de trampa idnica (IT, del
inglés ‘lon Tramp’), de resonancia ciclotronica de iones con Transfromada de Fourier (FTICR,
del inglés ‘Fourier transform ion cyclotron resonance’) o de trampa orbitral (Orbitrap), y
pueden emplearse de manera individual o en tdndem (MS/MS). En la modalidad en tandem,
primero se adquiere un espectro de masas (espectro MS) peptidico o también conocido como
huella peptidica (PMF, del inglés ‘Peptide Mass Fingerpringting’), en la que los péptidos de una

mezcla se separan en funcién de su ratio m/z. De dicho espectro se seleccionan aquellos
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péptidos precursores que rednan ciertos requerimientos de intensidad y carga, los cuales se
fragmentaran mediante procesos de colisién conocidos como disociacion inducida por colision
(CID, del inglés ‘collision-induced dissociation’). Dichos fragmentos seran luego separados por
un segundo analizador de masas en funcién de su relacion m/z obteniéndose un espectro de
fragmentacién (espectro MS/MS), cuyo patrén de fragmentacion serd caracteristico de la
secuencia aminoacidica especifica del péptido, lo que permitird conocer la secuencia del
péptido en cuestién. La informacidn procedente tanto del primer espectro MS como del de
fragmentacion o MS/MS puede ser usada para identificar a las proteinas presentes en la
mezcla (Nesvizhskii, 2007). Desde los analizadores de masas, los iones entran en el detector,

encargado de medir la abundancia de cada ién con relacién m/z especifica.

Para los andlisis realizados en esta tesis se ha utilizado una fuente de ionizacién de
nanoelectroespray (nESI) acoplado a dos analizadores de masas en tandem triple
cuadrupolo/TOF (QgTOF). El espectrémetro de masas de triple cuadrupolo esta formado por
tres cuadrupolos colocados consecutivamente: el primero y el tercero (Q1 y Q3
respectivamente) son analizadores de masas, y el segundo (Q2 o q) es una camara de colisién
donde ocurre la fragmentacién de la muestra. En dicha tesis se ha utilizado un analizador
cuadrupolo-tiempo de vuelo (QQTOF), en el que el dltimo cuadrupolo (Q3) es sustituido por un

analizador tipo TOF.

5.1.2 Marcaje isotopico en espectrometria de masas

Se denominan isétopos a los atomos de un mismo elemento, cuyos nucleos tienen el
mismo numero de protones (nUmero atdmico) pero diferente nimero de neutrones y por
tanto diferente nimero masico (suma del nimero de protones y neutrones). Como ejemplo,
tendriamos el Hidrégeno y sus tres isotopos, el Protio (1 protdn), el Deuterio (1 protén + 1
neutrén) y el Tritio (1 protdn + 2 neutrones). Todos ellos tienen el mismo ndmero atémico, 1,
al poseer todos ellos un Unico protdn en el nucleo, pero el nimero masico varia, siendo
aproximadamente 1, 2 y 3 respectivamente. Dado que las propiedades fisico-quimicas de los
compuestos marcados con isétopos pesados son idénticos a los de su equivalente ligero,
excepto en la masa, el marcaje isotépico se ha ido incorporando en los métodos protedmicos
cuantitativos basados en MS como estandares internos y como método para la cuantificacion
relativa. Asi, péptidos idénticos marcados con las dos formas isotdpicas (pesada o ligera) de un
elemento, produciran picos en el espectro de masas con una diferencia de masa caracteristica
a la de los isétopos usados. Dichos isdétopos pueden ser incorporados metabdlica- o

guimicamente a las proteinas o péptidos presentes en la muestra (Goshe and Smith, 2003; Ong
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and Mann, 2005). Asi en el marcaje metabdlico, los isdtopos estables se incorporan a las
proteinas durante el crecimiento y produccidon de proteina por parte de las células, usando
aminodcidos marcados con distintos isétopos estables en el medio de cultivo celular. Este es el

caso de la estrategia SILAC (del inglés ‘stable isotope labeling by amino acids in cell culture’).

Respecto al marcaje quimico, las proteinas o péptidos se marcan mediante exposicién a
los reactivos con los que se produce su marcaje isotopico. Dicho marcaje se lleva a cabo
después de la recogida de la muestra, tras la extraccion de proteinas. Dichos reactivos
reaccionan normalmente con los grupos aminos presentes en los extremos N-terminales de las
cadenas polipeptidicas y en los residuos de lisina, o con los grupos sulfhidrilos o tioles
presentes en las cisteinas. Los isdtopos estables mas usados son los de hidrogeno/deuterio
(1H/2H), carbono (12C/13C) y nitrégeno (14N/15N). Dentro de las estrategias de MS basadas
en marcaje quimico con isdtopos estables estan el ICAT o etiqueta de afinidad codificada por
isotopo (del inglés ‘Isotope-Coded Affinity Tag’) y el iTRAQ o cuantificacién absoluta y relativa
con etiquetas isobaricas (del inglés, ‘Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification’),
un tipo de marcaje isotépico, en la que las distintos reactivos presentan la misma masa
nominal, de manera que péptidos idénticos marcados con distintos reactivos isobdricos iTRAQ

presentaran la misma masa tras su marcaje.

El ICAT es una estrategia de marcaje de proteinas especifica de los residuos de cisteina
disenado para comparar dos muestras en dos estados celulares diferentes (p.ej. normal frente
a enfermedad), de manera que una de ellas es marcada con la versién ligera y la otra con la
versidon pesada de los reactivos. La especificidad de los reactivos ICAT por los residuos de
cisteina reduce la complejidad de la muestra, ya que sélo los péptidos que contengan cisteinas
seran marcados y analizados por MS, sin embargo, su principal desventaja es que algunas
proteinas carecen de residuos de cisteina por lo que quedaran excluidas del analisis.
Igualmente, no se detectaran aquellas modificaciones posttraduccionales que afecten al

estado de las cisteinas, o aquellas que se encuentren en péptidos carentes de cisteinas.

Las estrategias de marcaje isobarico como el iTRAQ, consiguen superar algunas de las
principales limitaciones del ICAT. ElI iTRAQ es el primer set de reactivos basados en isétopos
estables, especificos de aminodcidos y multiplexado que puede marcar todos los péptidos de
hasta 8 muestras bioldgicas diferentes permitiendo una identificaciéon y cuantificacién
simultanea de los mismos. El método iTRAQ fue desarrollado en 2004 por Applied Biosystems
(ahora AB Sciex) (Ross et al., 2004), originalmente disefiado para el andlisis simultaneo de

hasta 4 muestras (iTRAQ 4-plex), pero actualmente existe en el mercado un kit con hasta 8
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reactivos diferentes (iTRAQ 8-plex) (Choe et al., 2007). Los reactivos iTRAQ reaccionan con
todos los grupos aminos de los péptidos, lo que significa que casi todos los péptidos
procedentes de la digestion proteolitica estaran marcados al menos en su grupo N-terminal,
permitiendo asi obtener informacién de todos ellos e incluso de sus modificaciones
posttraduccionales. Con ello, también se incrementa la confianza de las identificaciones
proteicas realizadas al alcanzarse con ellos un mayor porcentaje de cobertura de las secuencias
polipeptidicas de las proteinas identificadas. Ademas la naturaleza isobarica de los reactivos
permite que el mismo péptido procedente de las distintas muestras a comparar aparezca
como un unico pico en el espectro MS, reduciendo la densidad de los datos en los espectros
MS sin haber una aumento de la complejidad espectral por el hecho de combinar hasta 8
muestras, en comparacién con las estrategias de marcaje isotdpico donde las versiones
‘pesada’ y ligera’ de los péptidos aparecen como picos independientes separados por una

diferencia de masa determinada.

Tanto el SILAC, como el ICAT y el iTRAQ sirven para el estudio de la ‘protedmica de
expresion diferencial’, que es cuando se quiere comparar los proteomas de dos o mas
situaciones diferentes. En el caso del SILAC y ICAT pueden sélo comparar la cuantificacidon
relativa de las proteinas entre dos muestras diferentes generalmente, pero el iTRAQ permite la
comparacién de hasta 8 muestras a la vez en un Unico analisis de MS, reduciendo el tiempo de

analisis y las variaciones técnicas.

5.1.3 Marcaje isobdrico: iTRAQ 8-plex

Los reactivos iTRAQ son marcadores isobaricos, es decir motivos quimicos que
presentan la misma masa. Dichos reactivos se componen de tres regiones bien diferenciadas 1)
el grupo reactivo, 2) el grupo balanceador y 3) el grupo reportero (Figura 11). El grupo reactivo
es un derivado de la N-hidroxisuccimida que reacciona con las aminas primarias de los
péptidos incluyendo el extremo N-terminal y el grupo g-amino de la cadena lateral de las
lisinas. La regidn isobarica la componen las otras dos. Por un lado, esta el grupo reportero,
derivado de la metilpiperacina, que es Unico para cada reactivo y que para la versién de 8-plex
incluyen aquellos con relacién m/z de 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119 y 121, y por otro lado
esta el grupo balanceador que lo que hace es compensar la diferencia de masa entre los
grupos reporteros, de manera que la masa total de cada reactivo sea la misma. Asi, la masa del
grupo balanceador varia de 184 Da a 192 Da para mantener una masa total constante de 305
Da. Dicha compensacién de la masa se consigue gracias a una distribucion complementaria de

los isétopos pesados del N, Cy O entre los grupos reportero y balanceador. De esta manera,
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péptidos idénticos presentes en distintas muestras y marcados con reactivos diferentes, seran
también isobaricos, cromatograficamente indistinguibles y mostrando un Unico pico en el
espectro de MS para las 8 muestras analizadas. Sin embargo, tras la fragmentacién de los
péptidos por MS/MS, el grupo reportero se libera del resto como un ién de bajo peso
molecular (relacion m/z de 113-121) que serd Unico para cada reactivo. Como cada ién
reportero difiere en su peso molecular, estos se podran detectar como picos distintos en la
region de bajo m/z de los espectros MS/MS. Asi, la concentracién relativa de los péptidos se
obtiene por comparacién de las intensidades de las sefales de los iones reporteros en los
espectros MS/MS. Por otro lado, la fragmentacién MS/MS de los péptidos también se
producen una serie de iones y- y b- que son usados para confirmar la secuencia e identificacion
del péptido (Figura 12). Con el fin de minimizar las posibles interferencias con el ruido de
fondo en la regidén de baja masa, el kit excluye el reportero con m/z de 120, ya que el ién

amonio de la fenilalanina aparece a esa relacion m/z.

Region Isobarica
|

Grupo Grupo Grupo
Reportero Compensador Reactivo

| |
l 1 w

iTRAQ 8-plex

GRUPO GRUPO REGION
Grupo reportero REPORTERO (Da) COMPENSADOR (Da) ISOBARICA (Da)
113m/z CgHq3N, 113 m/z 192 305
114m/z Cs'3CH,3N, 114 m/z 191 305
115m/z C4'3C,Hq3N, 115m/z 190 305
116m/z C4'3C,H43'°NN 116 m/z 189 305
117m/z C;3'3C,H,3'°NN 117 m/z 188 305
118m/z C3'3C3Hy3'N, 118 m/z 187 305
119m/z C;'°C4H43"°N, 119 m/z 186 305
121m/z *CeHq3"°N; 121 m/z 184 305

Figura 11. Partes del reactivo iTRAQ. El reactivo iTRAQ es un marcador isobarico que presenta
un grupo reportero, un grupo reactivo y una porcion compensadora. El grupo reportero
presenta una relacion m/z que va desde 113,1 a 121,1 en la versidn de ocho reactivos y de
114,1 a 117,1 en la de cuatro. El grupo compensador compensa la diferencia que presentan
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entre si los diferente marcadores, por lo que su masa va de 184 a 192 Da en la versién de ocho
reactivos y de 28 a 31 en la de cuatro. De esta manera, la masa de la region isobarica de todos
los reactivos se mantiene constante, siendo de 305 Da en la version de ocho reactivos y de 145
en la de cuatro. En la parte de abajo se muestra la composicién isotépica del grupo reportero y
las masas correspondiente a las distintas partes de la molécula para cada reactivo de la version
8plex.

Muestras Péptidos Mezcla de
. P . . 8 muestras con
complejas Péptidos etiquetados con los péptidos el mismo m/z
de proteinas reactivos iTRAQ marcados 1:1
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Figura 12. Pasos de un experimento de iTRAQ. Una vez las muestras de péptidos han sido
marcadas con los distintos reactivos iTRAQ, estas son combinadas y tratadas como una
muestra Unica en los siguientes procesos y analisis. Surante la obtencién de los espectros
MS/MS cada marcador isobarico produce un idn reportero Unico que identifica la muestra del
que procede e indica la abundancia relativa del péptido al que se encontraba unido antes de su
fragmentacion. Figura adaptada de Applied Biosystems iTRAQ Reagents. Foster City, CA
Applied Biosystems; 2004.

6. El sistema endocrino y los disruptores endocrinos

El sistema endocrino-hormonal es un sistema complejo de mensajeria quimica
finamente regulado por hormonas, que mantiene en comunicacion todo el organismo y esta
involucrado en todas las etapas de la vida, desde la gestacion, el nacimiento, la pubertad y la
edad adulta hasta la senescencia. Esta formado por gldndulas que secretan hormonas al

torrente sanguineo las cuales desencadenan una determinada funcién celular en los érganos
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dianas, a través de la unién a receptores hormonales. El nimero y tipo de receptores
hormonales en las células cambian con el tiempo, y cambian en funcién de la concentracién de
hormona en la sangre y del estado de desarrollo del organismo. Asi, el sistema endocrino es el
encargado de la estabilidad del organismo regulando funciones vitales como el metabolismo,
la respuesta al estrés, el desarrollo sexual, el desarrollo neuronal, la inteligencia, el
comportamiento, los patrones del suefio, la funcién inmune y la capacidad de reproducirse

entre otras (Jameson et al., 2010).

Entre los érganos-glandulas endocrinos se encuentran la hipdfisis, el hipotdlamo, la
tiroides, el pancreas, la glandula adrenal, los ovarios y los testiculos, y entre las hormonas que
estas secretan se encuentran la GnRH, la LH, la FSH, la hormona tiroidea, la insulina, el
glucagdn, glucocorticoides, estréogenos y testoterona entre otros. Dentro del sistema
endocrino, el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, juega un papel fundamental en la

regulacién del ciclo menstrual y endometrial y por tanto en la funcién reproductora femenina.

Los EDCs son agentes externos que se encuentran en el medio ambiente principalmente
como resultado de la actividad antropogénica. Son compuestos altamente heterogéneos en
cuanto a su estructura y pueden ser de diversa naturaleza: compuestos organicos sintéticos,
muchos de ellos contaminantes industriales, como los pesticidas (organofosforados,
carbamatos y organoclorados como el insecticida dicloro-difenil-tricloroetano o DDT, y el
metoxicloro o MTX), fungicidas (vinclozolin), agentes antibacterianos (triclosan), compuestos
farmacedticos (dietilestrilbestrol, DES), plastificantes (ftalatos como el di(2-etilhexil) ftalato,
DEHP), plasticos (Bifesnol A, BPA), dioxinas (tetracloro dibenzodioxina, TCDD), bisfenilos
policlorados (PCBs), retardantes de llama (difenil ésteres polibromados; PBDE), desincrustante
de pinturas (tributiltin), conservantes antibacterianos de cosméticos (parabenos) asi como
derivados naturales de plantas como los fitoestrogenos (genisteina y daidzeina). También hay
compuestos inorgdnicos, como los metales pesados (cadmio, mercurio, plomo, arsénico, etc)

que también tienen propiedades o capacidades tipo EDCs (Figura 13).
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Figura 13. Estructura quimica de los principales EDCs y del estrogeno natural, 17B-estradiol.
DDT, dicloro-difenil-tricloroetano; MTX, metoxicloro; TCDD, tetracloro dibenzodioxina; PCB,
bisfenilos policlorados; BPA, bisfenol A; DEHP, dietilhexilftalato; DES, dietilestrilbestrol.
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Los seres humanos estamos constantemente expuestos a los EDCs. La exposicion
comienza en el Utero y nunca cesa a lo largo de la vida ya que estan presentes en una gran
variedad de productos y articulos de consumo habitual como botellas de plasticos, plaguicidas,
retardadores de llama, fragancias, juguetes, ropa, cosméticos, protectores solares, electrdnica,
productos de limpieza, automdéviles, materiales de construccidn, alimentos y envases de
alimentos, en los entornos laborales o como contaminantes ambientales (suelo, aire, agua y
alimentos contaminados) para los cuales no existe un umbral de exposicién seguro (Tabla 4).
Debido a la amplia variedad de fuentes de exposicién a EDCs, son también varias las vias de

entrada al organismo. Las principales son:

- Lavia digestiva, por la ingestidon de agua y alimentos contaminados.

- La via respiratoria, mediante la inhalacién de contaminantes presentes en el
ambiente exterior o durante la realizacidn de trabajos que exigen la manipulacion de
productos con EDCs.

- La via cutanea, por absorcidon dérmica durante la utilizaciéon de cosméticos, productos
de higiene, ropa o sustancias empleadas en el trabajo que contengan disruptores

endocrinos.

Tabla 4. Principales usos y fuentes de exposicion de los EDCs

uUsos EJEMPLOS DE EDCs

Bisfenol A (BPA), Ftalatos, metales (plomo, cadmio,
niquel, mercurio, arsénico)

Plasticos

Envases de alimentos

Cosméticos y productos de higiene personal
Productos de limpieza

Pinturas, lacas y barnices

Pesticidas

Tiques de compra

Materiales eléctricos, electréonicos y de
construccién
Juguetes

Vegetales
Agua de beber

Lubricantes y solventes industriales

BPA, Ftalatos, metales (plomo, cadmio, niquel,
mercurio, arsénico)
Ftalatos, parabenos, triclosan, filtros solares

Triclosan, ftalatos
BPA, Ftalatos,
DDT, atrazina, MTX, vinclozolin

Papel térmico con BPA
Retardantes de llama (PBDE)

Ftalatos
Pesticidas
Arsénico, plomo, mercurio

Bisfenilos policlorados (PCBs), dioxinas

En 1997, la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (U.S. EPA,

Environmental Protection Agency) definio a los disruptores endocrinos como agentes
exdgenos que interfieren en la sintesis, secrecidn, transporte, unidn, accion o eliminacion

natural de las hormonas del organismo encargadas del mantenimiento de la homeostasis,
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reproduccion, desarrollo y/o comportamiento (EPA, 1997). Recientemente, expertos en el
sistema endocrino y EDCs han definido, en una declaraciéon consenso de expertos, las diez
caracteristicas claves que definen a los disruptores endocrinos, con el fin de poder utilizarlas
en la identificacion y evaluacidn de nuevas sustancias con posible riesgo EDC (La Merrill et al.,

2020). Las diez caracteristicas claves son:

- Actividad como agonista hormonal, capaz de interactuar con y activar receptores
hormonales produciendo una funciéon bioldgica similar a la de la hormona endégena
(Yang et al., 2015). Por ejemplo, una sustancia estrogénica seria aquella que actua
como un estrégeno, uniéndose a los receptores de estrogeno celulares vy
desencadenando una respuesta bioldgica cualitativamente similar a la que
desencadenaria dicha hormona endégenamente.

- Actividad como antagonista hormonal, interactuando con el receptor pero sin
producir una respuesta biolégica en si tras su unién, ademds de bloquear la unién de
la hormona propiamente dicha (Kelce and Wilson, 1997). Asi, un anti-andrégeno es
una sustancia que puede bloquear la accidon de un andrégeno por unién a su
receptor, evitando que las células respondan a andrégenos.

- Alteracion de la expresion de receptores hormonales.

- Alteracidn de la transduccion de seiales en células sensibles a hormonas.

- Induccion de modificaciones epigenéticas en células sensibles o productoras de
hormonas.

- Alteracidn de la sintesis de hormonas (Crellin et al., 2001).

- Alteracion del transporte hormonal a través de las membranas celulares.

- Alteracion de la distribucién hormonal o los niveles circulantes de hormonas.

- Alteracion del metabolismo hormonal o la depuracién (Ye et al., 2011)

- Alteracion del destino de las células productoras de hormonas o sensibles a las

hormonas.

Otras caracteristicas relevantes de los disruptores endocrinos en cuanto a su modo de

actuacion (Gore et al., 2006) son las siguientes:

- Los efectos de los EDCs pueden variar dependiendo del momento o de la etapa de la
vida en la que se produce exposiciénExisten diferentes ventanas de exposicién a lo
largo de la vida con diferente grado de susceptibilidad. La exposicion a EDCs es
principalmente dafiina en los momentos en los que el cuerpo experimenta grandes

cambios hormonales incluyendo el desarrollo prenatal y postnatal temprano, la
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pubertad, el embarazo y la menopausia/andropausia, siendo especialmente
importante durante el desarrollo del feto y en la infancia, ya que las hormonas
juegan un papel critico en controlar el desarrollo del cuerpo.

Los efectos generados por la exposicion a EDCs pueden ser transmitidos a las
siguientes generaciones, aun incluso sin haber estado expuestas al estimulo inicial,
probablemente implicando mecanismos epigenéticos. Es lo que se conoce como
herencia multi y transgeneracional (Xin et al., 2015).

Muchos EDCs no siempre presentan curvas respuestas dosis dependientes, ya que un
incremento de la dosis no siempre va asociado a un mayor efecto. Muchos de ellos
presentan efectos a bajas dosis, no observables a altas dosis, y por tanto curvas

dosis-respuestas no monotonicas (Vandenberg et al., 2012) (Figura 14).

A Curva monotonica B Curva no monotonica

Respuesta
Respuesta

Dosis Dosis

Figura 14. Ejemplos de curvas dosis-respuesta. A. Curva monotdnica, donde hay una
asociacién linear positiva entre dosis y efecto, de manera que efectos a altas dosis
permiten predecir de manera precisa efectos a bajas dosis. B. Curva no monotdnica en
forma de U invertida, donde la pendiente de la curva cambia una o mas veces y donde
los efectos a bajas dosis no se pueden predecir a partir de los observados a altas dosis.

Algunos EDCs presentan estructuras similares a las de las hormonas endégenas con
cuya accion interfieren, explicando asi la capacidad que tienen los EDCs de actuar
como agonistas o antagonistas hormonales. Ejemplo de ello serian los EDCs
estrogénicos como el DES (estrogeno sintético), el DDT, los PCBs, y fitoestrogenos
como la genisteina y daidzeina (Bern et al., 1992; Sumpter and Jobling, 1993;

Newbold, 1995; Cederroth et al., 2012).
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7. Consecuencias en la fertilidad femenina por la exposicion a EDCs

Segun la organizacién mundial de la salud (OMS), una cuarta parte de la carga mundial
de morbilidad se debe a factores ambientales modificables (Nelson et al., 2005).
Aproximadamente el 15%-30% de parejas de todo el mundo son diagnosticadas de ‘infertilidad
de causa desconocida’ (Quaas and Dokras, 2008). El aumento en la prevalencia de la
infertilidad, asociada a una mayor exposicidn a contaminantes ambientales, evidenciado por
estudios experimentales y epidemioldgicos, ha llevado a centrar la atencién en investigar la
etiologia de la infertilidad. Entre los factores que se piensan que pueden estar afectando a la
fertilidad humana estan, el ambiente fisico (salud y estilo de vida), factores psicosociales y

socioecondmicos y los contaminantes ambientales (Younglai et al., 2005).

Los EDCs son sustancias quimicas ubicuas que exhiben propiedades endocrinas
disruptoras tanto en humanos como en animales. La reproduccidon femenina es un proceso
importante, el cual esta regulado por hormonas, y es susceptible de los efectos de exposicion a
los EDCs. La disrupcion de las funciones reproductivas femeninas por exposicion a EDCs puede
resultar en subfertilidad, infertilidad, una producciéon hormonal inadecuada, anormalidades en
el ciclo menstrual y estral, anovulacién, y senescencia reproductiva temprana (Patel et al.,

2015; Rattan et al., 2017).

Se han estudiado los efectos que tiene la exposicién a diversos EDCs sobre el
hipotdlamo, la pituitaria, los ovarios y el Utero, de mujeres y hembras adultas de roedores, por
ser estos los drganos responsables de conseguir una adecuada fertilidad (Rattan et al., 2017).
En el modelo animal murino y de rata hay numerosos estudios que evidencian que EDCs son
capaces de interferir en la funcionalidad de estos cuatro drganos/glandulas en hembras
adultas. En el caso del hipotalamo y pituitaria, la mayoria de los EDCs estudiados afectaron a
los niveles y liberacién de la hormona GnRH y de las gonadotropinas (LH y FSH)
respectivamente. A nivel ovarico, la mayoria de los EDCs afectaron principalmente al peso
ovarico, al crecimiento y produccion folicular y a la viabilidad oocitaria, disminuyéndolos o
incrementando la atresia folicular. También afectaron a la esteroidogénesis. En cuanto al
utero, la mayoria de los EDCs afectaron al peso y tamano uterino, bien aumentdndolo o
disminuyéndolo, a la estructura de las glandulas y grosor endometrial, algunos indujeron
procesos inflamatorios y otros afectaron negativamente a la implantaciéon. En el caso de
humanos, la mayoria de los datos de asociacién entre exposicidn a EDCs y efectos en la funcién
reproductiva provienen de estudios epidemioldgicos o de estudios de mujeres sometidas a

técnicas de reproduccion asistida. La mayoria de estos estudios en mujeres adultas evidencian
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un efecto a nivel ovarico, observando efectos como una reducciéon en la produccion de

hormonas esteroideas sexuales, disminucion en el numero y desarrollo ovocitario, alteraciones

en el ciclo menstrual y un reducido desarrollo embrionario. En las siguientes tablas se muestra

una descripcion de los efectos generados por la exposicion a EDCs en los drganos

reproductivos en hembras de roedores adultas (Tabla 5) y en mujeres adultas (Tabla 6).

Tabla 5. Efectos de los EDCs en el sistema reproductivo femenino (modelo animal)

Organo EDCs Efecto Referencias
Pesticidas M niveles de GnRH (Gore, 2001)
Hipotalamo | i H | i
p PCBs NA 0:<, niveles de GnRH y I la apoptosis (Bell, 2014)
de células GnRH
Pesticidas { la liberacién de LH, suprime la (Stoker et al., 2005; Fraites et al.,
frecuencia de LH y Ma liberacion de FSH 2009; Goldman et al., 2013)
o DES Supresidn de los niveles de LHy FSH, {, (Jaroenporn et al., 2007; Zhao et
Pituitaria cavidad de la glandula pituitaria al., 2010)
Metales pesados { niveles de LH, FSH y la fluidez de la (Chatterjee and Chatterji, 2010;
P membrana pituitaria Chattopadhyay and Ghosh, 2010)
Dioxina { niveles de LH, FSH y prolactina (Petroff et al., 2001)
- . . B tetal., 2002; Ti ,
{ peso oviérico, | crecimiento folicular, (Borgeest e a. 002; Tiemann
- . o 2008; Basavarajappa et al., 2011;
Pesticidas { viabilidad oocitaria, y J hormonas
. Aoyama et al., 2012; Sangha et al.,
esteroideas sexuales
2013)
{ el nimero de foliculos; atrofia ovarica  (Jaroenporn et al., 2007; Hong et
DES . . .. . ..
y cicatrices en el tejido conectivo ovarico al., 2010)
. - M atresia folicular; | el nimero de (Wato et al., 2009; Rasmussen et
Ovario Plastificantes )
foliculos al., 2017)
Metales pesados \ peso ovarico, { el nimero de (Chattopadhyay and Ghosh, 2010)
P foliculos, 1 atresia folicular padhyay !
L { la ovulacién, |, peso ovaricoy la (Petroff et al., 2001; Bhattacharya
Dioxina . . .
esteroidogénesis. and Keating, 2012)
PCBs Jla est,er0|dogen¢?5|s e M la apoptosis (Liu et al,, 2014)
de las células del cimulus
. { peso ovdrico, |, hormonas sexuales (Fang et al., 2015; Feng et al.,
Triclosan .
esteroideas 2016)
Pesticidas My el peso uterino (Aoyama et al., 2012; Rana, 2014)
Engrosamiento del endometrio,
dilatacion de las glandulas, 1 de (Jaroenporn et al., 2007; Zhao et
DES , . L.
proteinas secretoras, distension de los al., 2014)
Utero cuernos uterinos

Plastificantes

Metales pesados

1 crecimiento uterino,
endometriosis

{ tamafio uterino y del nimero de
glandulas endometriales, |, grosor del
miometrio

(Signorile et al., 2010; Rochester
and Bolden, 2015)

(Chatterjee and Chatterji, 2010;
Chattopadhyay and Ghosh, 2010)
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Organo EDCs Efecto Referencias
.. Induce inflamacion y lesiones y { la (Kitajima et al., 2004; Yoshizawa et
Dioxina . L.
implantacion al., 2009)
PCBs Induce inflamacién crénica y carcinoma (Yoshizawa et al., 2009)
. uterino
Utero { peso uterino, | sitios de
Triclosan . P o (Crawford and deCatanzaro, 2012)
implantacion
Parabenos 2 peso uterino (Lemini et al., 2003; Kawaguchi et

al., 2009)

DES (dietilestilbestrol); PCBs (Bisfenilos policlorados)

Tabla 6. Efectos de los EDCs en el sistema reproductivo femenino (modelo humano)

Organo EDCs Efecto Referencias
Pituitaria Metales Asociacion inversa con la [LH] en sangre (Laks, 2009)
pesados
. { produccién de hormonas esteroideas (Windham et al., 2005;
Pesticidas
sexuales Luderer et al., 2013)
Metales { produccién de oocitos y |, el nimero (Wright et al., 2015; Cavallini
pesados de oocitos maduros etal., 2016)
Ovario Plastificantes Sindrome de ovario poliquistico (Tarantino et al., 2013)
Dioxina Inhibe enzimals y receptores'de hormpnas (Patel et al., 2015)
dentro de la via de la esteroidogenesis
PCBs { desarrollo embrionario (FIV) (Petro et al., 2012)
{ nimero de foliculos antrales y (Smith et al., 2013;
Parabenos . . S
Utero acortamiento de los ciclos mentruales Nishihama et al., 2016)
Metales Asociacion con fibroides uterinos (Johnstone et al., 2014)
pesados

PCBs (Bisfenilos policlorados)

8. Metales pesados. Definicion, fuentes de contaminacion ambiental y exposicion

humana

El término de ‘metales pesados’ (MP, Heavy metals) hace referencia a aquellos metales
que poseen una densidad especifica superior a 5 veces la densidad del agua (5 g/cm?®) vy un
peso atédmico superior a 40.04 y que resultan perjudiciales para el medio ambiente y para los
seres vivos (Duffus, 2002; Jarup, 2003). Aungue inicialmente no existié una definicién clara de
los MP, el término se utilizd para referirse al alto grado de toxicidad y contaminacién
ambiental de ciertos metales. Sin embargo, parece ser que es la densidad, la principal
caracteristica que los define. A bajas dosis, algunos MP son considerados nutrientes esenciales

para la vida como el hierro (Fe), el cobalto (Co), el cobre (Cu), el niquel (Ni), el magnesio (Mg),
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el molibdeno (Mo), el manganeso (Mn), el selenio (Se) y el Zinc (Zn). Estos elementos estan
presentes de manera natural en ciertos alimentos (marisco, frutas y vegetales) y desempefan
funciones importantes en el metabolismo celular y en el mantenimiento de las funciones
bioquimicas y fisioldgicas de los seres vivos (Caserta et al.,, 2011). Sin embargo, cuando
exceden un umbral de concentracién pueden llegar a resultar nocivos para la salud. Hay otros
que no desarrollan ninguna funcidén bioldgica y son considerados como metales no esenciales.
Es el caso del cadmio (Cd), el mercurio (Hg), el plomo (Pb) la plata (Ag), el cromo (Cr) y el
arsénico (As), que incluso en muy pequefias cantidades resultan téxicos para los humanos.
Muchos de estos metales no esenciales han sido considerados por la EPA como potenciales

carcindgenos.

En el contexto de la disrupcién endocrina, la actividad estrogénica de ciertos
xenobidticos es considerado un mecanismo establecido de toxicidad que puede alterar la
funcidén reproductiva e incluso causar algun tipo de cancer (Daston et al., 1997). Los MP son un
grupo peculiar de EDCs, pues pese a ser compuestos inorganicos, carentes de una estructura
similar a la del 17B-estradiol, muchos de ellos han mostrado tener un efecto estrogénico (Choe
et al., 2003). De hecho, también se le conoce con el término de metaloestrégenos (Darbre,
2006) por la capacidad que tienen de unirse a los receptores de estrégeno (ER), actuando
como agonistas estrogénicos tanto in vitro (Choe et al., 2003; Martin et al., 2003) como in vivo
(Johnson et al., 2003; Vetillard and Bailhache, 2005). Esta respuesta estrogénica esta
caracterizada por una disminucion de los niveles de ER, un incremento de la expresién de
genes regulados por estrégenos y por un incremento en la proliferacion de células

dependientes de estrogeno para crecer (Martin et al., 2003).

Los metales pesados se encuentran de manera natural en el medio ambiente o entran
en el a través de actividades humanas. Debido a la era de la industrializaciéon y con ello al
incremento de la contaminacién ambiental por parte las actividades del hombre, se ha visto un
incremento de la presencia de MP en los ecosistemas. Entre las principales fuentes se incluyen
la erosion natural de la corteza terrestre, erupciones volcanicas, la mineria, vertidos
industriales, la combustién de combustibles fésiles, las escorrentias urbanas, aguas residuales,
actividad agricola (insecticidas, herbicidas, etc) y muchas otras (Morais et al., 2012). En el caso
de las industrias, cuando los metales pesados se utilizan para distintos fines industriales,
muchos de ellos son liberados al aire por medio de la combustién o al suelo y aguas en forma
de vertidos. Ademas, los productos industriales tales como las pinturas, cosméticos, pesticidas
y herbicidas, son también fuentes de metales pesados. Las vias de entrada al organismo son

diversas y derivan de las anteriores. De esta forma, los metales pesados pueden entrar al
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organismo por via oral, a través del consumo de alimentos (pescado, plantas, etc) y aguas
contaminadas, por la inhalacidn de aire contaminado, por contacto directo (via dérmica) con
productos industriales o a través de exposicion ocupacional en el lugar de trabajo (Yu et al.,

2012b) (Figura 15).

HUMANOS

Vegetales | Agua de beber | | Marisco, peces |

N

syevovann INDRNN \|ETALES PESADOS Masas de agua
(corteza terrestre) (rios, lagos)

: I I

Suelo Mineria
rFy
A J
Vertidos PEMEEENY |\ DUSTRIAS _ ‘éertt'd?ls
industriales industriales
PRODUCTOS CO”ZaET;?raecion
INDUSTRIALES (baterias, EXPOSICION
pinturas, fertilizantes, OCUPACIONAL
tabaco, herbicidas, etc)
INHALACION
CONTACTO
DIRECTO
CONTACTO
DIRECTO {

HUMANOS *

Figura 15. Esquema de las fuentes de exposicion y vias de entrada en los seres humanos.
Adaptada de (Azeh Engwa et al., 2019).

Los metales pesados son compuestos inorganicos que el cuerpo no es capaz de metabolizar y

gue, por tanto, se acumulan en los drganos y los tejidos. La mayoria de los metales pesados se
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distribuyen en el cuerpo a través de la sangre (Florea and Buisselberg, 2006), y dependiendo de

la forma quimica en la que se presenten, podran ser mejor o peor depurados.

8.1 Mecanismos de accion de los metales pesados sobre la salud humana

Los metales pesados son perjudiciales para la salud humana, presentan numerosos
mecanismos de accion y multiples dianas bioldgicas. Entre los principales mecanismos por los

qgue los MP generan toxicidad son:

- Estrés oxidativo y oxidacién de moléculas bioldgicas

Se sabe que ciertos metales generan especies reactivas del oxigeno (ROS) o radicales
libres tales como superdxido (O,°), éxido nitrico (NO®), perdxido de hidrégeno (H,0,) v radical
hidroxilo (OH") entre otros, que pueden conducir a un estrés oxidativo y causar otros dafios
celulares (Cd, Cr, Pb, As) (Jomova and Valko, 2011; Reyes et al., 2013). El estrés oxidativo a
nivel celular estd causado por un desequilibrio entre la produccién de radicales libres y la
generacion de antioxidantes celulares (glutation, glutatidn transferasa, superdxido dismutasa,
catalasa, etc) necesarios para la detoxificacion y reparacién de dafios causados. La mayoria de
los metales afectan al balance entre ROS y antioxidantes, incrementando los niveles de ROS y
disminuyendo los niveles de antioxidantes (Figura 16). A altas concentraciones, ROS puede
causar danos estructurales en las células, proteinas, acidos nucleicos (roturas en la cadena del
DNA), membranas y lipidos (peroxidacién lipidica), generando una situacidn de estrés a nivel
celular (Mathew, 2011). Estudios experimentales han confirmado que el Cu es capaz de inducir
roturas en la cadena del DNA y la oxidacién de las bases nitrogenadas a través de la generacion

de ROS (Brezova et al., 2003).

54



Introduccion

MERCURIO

CADMIO
; ALUMINIO

@ HIERRO

Produccion de ROS

0;, OH,NO", RO,
ONOO", H,0,

—
ESTRES

OXIDATIVO

SOD, GSH,
GST, Catalase

Apoptosis

N

Defensa por antioxidantes

TR

PLOMO

ARSENICO

Figura 16. Esquema de la induccidn de estrés oxidativo por parte de los metales pesados, al
alterar el equilibrio celular entre la produccion de ROS y la de antioxidantes. Adaptada de
(Jaishankar et al., 2014).

- Induccién de carcinogénesis

Los metales pesados pueden inducir efectos carcinogénicos induciendo dafio a nivel del DNA, o
actuando sobre proteinas y factores de transcripcion implicados en la apoptosis, la regulacion
del ciclo celular, la reparacién del DNA y la metilacién del DNA y modificaciones de histonas
(Kim et al., 2015). Los metales pesados en su forma idnica, tiene la capacidad de unirse a
componentes celulares como el DNA generando dafios estructurales (As, Cr, Co) (Jomova and
Valko, 2011) y a proteinas nucleares, desplazando a los metales originales de sus respectivos
sitios de unién, induciendo en ellas cambios conformacionales y funcionales que pueden

desencadenar en carcinogénesis o apoptosis (Wang and Shi, 2001).

Numerosos estudios han demostrado que la produccion de ROS y el estrés oxidativo juegan un
papel clave en la toxicidad y carcinogenicidad de metales tales como As (Yedjou and
Tchounwou, 2007), Cd (Tchounwou et al., 2001), Cr (Patlolla et al., 2009), Pb (Tchounwou et
al.,, 2004) y Hg (Sutton and Tchounwou, 2007). Todos ellos son toxicos sistémicos que
producen dafilo multiorganico, incluso a niveles muy bajos de exposicién (Tchounwou et al.,
2012). Debido a su alto grado de toxicidad, estos cinco elementos han sido clasificados por la

EPA vy la Agencia internacional para investigacién del cancer (IARC, International Agency for
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Research on Cancer) de Estados Unidos, como ‘carcinégenos humanos’ conocidos o probables,
basados en estudios experimentales y epidemioldgicos que muestran una asociacion entre la

exposicion y la incidencia de canceres en humanos y animales.

- Induccién de neurotoxicidad

Algunos metales pesados como el plomo y el manganeso y el mercurio pueden atravesar
la barrera hematoencefdlica y afectar al cerebro y causar toxicidad neurolégica afectando a los
procesos de aprendizaje y memoria (Farina et al., 2011; Neal et al., 2012). Los mecanismos de

neurotoxicidad inducidos por plomo incluyen:

- La inhibicién del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), implicado en potenciar la
memoria y el aprendizaje mediada por el hipocampo. El Pb es un antagonista no
competitivo del NMDAR (Neal et al., 2011)

- El bloqueo de la neurotransmisién, inhibiendo la liberacién de neurotransmisores
(Xiao C, Gu Y 2006) y bloqueando los canales de calcio neuronales dependientes de

voltaje (Peng et al., 2002).

8.2 Metales pesados con capacidad EDCs sobre el sistema reproductor femenino

Los efectos de los metales pesados en la reproduccién femenina pueden surgir, al igual
que el resto de EDCs, cuando la exposicién ocurre durante periodos criticos del desarrollo. Ya
sea prenatal o neonatal, puede inducir cambios funcionales incluso anos después de la
exposicion. Entre los efectos observados tras la exposicién a metales pesados se encuentran: la
subfertilidad, infertilidad, menopausia prematura, restriccion del crecimiento intrauterino,
abortos espontaneos, malformaciones congénitas, muerte postnatal, déficits de

comportamiento y aprendizaje y envejecimiento prematuro (Sengupta et al., 2015).

Numerosos estudios evidencian que los metales pesados actian como disruptores
endocrinos (Choe et al., 2003; Martin et al., 2003), afectando a la fertilidad (Rzymski et al.,
2015). Entre todos los metales pesados, el Cd, el Pb, el Hg y el As son los mds ubicuos debido al
incremento global de las actividades industriales y de los que mas estudios hay acerca de su
repercusion en la fertilidad, especialmente del Cd. Ademas se han relacionado con la
infertilidad de causa desconocida al detectarse de manera significativa dos de ellos, el Cd y el
Pb, en muestras endometriales de mujeres con infertilidad de causa desconocida, sugiriendo
un posible papel causal de dichos metales en la etiologia de dicha patologia (Tanrikut et al.,
2014). La mayoria de las mujeres con infertilidad de causa desconocida presentan una

receptividad endometrial reducida (Lessey et al., 1995), en el que un endometrio defectivo a la
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hora de adquirir la receptividad endometrial es el principal factor limitante. Por lo tanto, no
resultaria extrafio pensar que un tejido hormonalmente dependiente como es el endometrio,
que experimenta cambios a lo largo del ciclo menstrual bajo la regulacion del estradiol y la

progesterona, pueda verse alterado o dafiado por la presencia de metales pesados.

Respecto al efecto tdxico de los metales pesados sobre el sistema reproductivo
femenino, en la mayoria de los estudios experimentales llevados a cabo en animales se
describe un efecto de toxicidad ovarica incluyendo estrés oxidativo, deterioro de la estructura
ovarica y desarrollo folicular, apoptosis y fallo ovarico (S.V.S Rana 2014). Asi, el Hg alterd la
ciclicidad estral e indujo aberraciones cromosomales en la linea celular de ovario de hamster
chino (Ehrenstein et al., 2002) y se acumuld en los ovarios de ratonas produciendo infertilidad
y/o fallo ovérico (Al-Saleh et al., 2009). En otro estudio llevado a cabo en ratas, la exposicién
oral a As disminuyd el peso ovarico y el nimero de foliculos sanos y aumentd la atresia
(Chattopadhyay and Ghosh, 2010). EI Cd afectd al crecimiento folicular, a la maduracién
oocitaria y a la esteroidogénesis en los ovarios de ratas (Massanyi et al., 2007; Xuying Wan et
al., 2010). Ademas, estudios clinicos llevados a cabo en humanos también han reflejado un
impacto de los metales pesados a nivel ovdrico, produciendo una disminucion del numero de
foliculos ovaricos en mujeres expuestas a Pb o Hg que estaban siguiendo un tratamiento de FIV
(Perkins et al., 2014; Cavallini et al., 2016). Sin embargo, no hay muchos estudios que
muestren un impacto de los metales pesados a nivel endometrial/uterino. Entre los llevados a
cabo en animales, se ha visto que ratas expuestas a As presentaron una disminucién del
tamafio uterino, acompafiado de una reduccién en el numero de glandulas endometriales y un
adelgazamiento del miometrio (Chattopadhyay and Ghosh, 2010), ademas de mostrar un
efecto disruptor disminuyendo la expresidon de dos genes de respuesta a estrégenos, el ERa y
el factor de crecimiento endotelial-vascular (VEGF), en el endometrio de rata (Chatterjee and
Chatterji, 2010). Por otro lado, el Cd inhibid la implantacidn en ratas (Zipper et al., 1968) y
alteré aspectos morfolégicos y moleculares del endometrio de ratonas, disminuyendo el
grosor endometrial y la expresion del ERa, e incrementé la apoptosis en las células
endometriales epiteliales (Sapmaz-Metin et al., 2017). Ademads, en estudios in vitro, el Cd
también alterd la migracidn de las células trofobldsticas e indujo una decidualizacidon temprana
en células endometriales estromales humanas (Tsutsumi et al., 2009). En humanos, la
exposicidon a Pb y Hg se correlacioné con la presencia de fibroides uterinos (Johnstone et al.,

2014).

Por otra parte los estudios epidemioldgicos en humanos muestran una asociacién entre

exposicion a metales pesados y resultados reproductivos adversos como infertilidad de causa
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desconocida por la exposiciéon al Pb (Rahman et al, 2013) y al Hg (Cole et al., 2006),
preeclampsia en mujeres con elevados niveles de Pb en sangre (Jameil, 2014), abortos
espontdneos por la exposicién a As y Pb (Quansah et al., 2015) y bajo peso al nacer tras la
exposicién materna a As, Hg y Pb (Ferguson et al., 2013). De hecho, los MP pueden atravesar la
placenta y acumularse en ella, también en el liquido amnidtico, en el cordén umbilical, e
incluso en tejido fetal (Caserta et al., 2013). Concretamente, se sabe que el Pb, el mercurio Hg
y el cadmio Cd alteran el balance materno-fetal de la placenta, llegando a causar dafo a largo
plazo en los recién nacidos (Gundacker et al., 2010). En particular, la exposicién a metales
pesados no solo tiene efectos directamente sobre la fertilidad femenina (cambios hormonales,
irregularidades en el ciclo menstrual, etc) sino que una exposicidén intrauterina temprana
puede tener efectos sobre el desarrollo del feto y resultados reproductivos (restriccién del
crecimiento intrauterino, bajo peso al nacer, parto prematuro, abortos o mortinatos, etc) asi
como efectos postnatales afectando a la salud de los recién nacidos y nifios tales como
desdrdenes neuroldgicos (Grandjean and Landrigan, 2006), del desarrollo (Gundacker et al.,

2010) y endocrinos (Gollenberg et al., 2010).

8.3 El cobre y el plomo, potenciales disruptores endocrinos

La segunda parte de la presente tesis se ha centrado en estudiar el efecto, en particular,
de dos metales pesados, el Cu y el Pb, sobre la funcion endometrial, por estar estos presentes
en los DIU de cobre y en el tabaco respectivamente, dos fuentes de exposicién controlables,
con un impacto negativo sobre la consecucion del embarazo y con una alta incidencia en
mujeres en edad reproductiva. Los DIU de cobre son usados como método anticonceptivo y el
tabaco es un habito de consumo ampliamente generalizado. Sin embargo, no hay que
descartar otras posibles fuentes de exposicién a estos y otros contaminantes ambientales, por
vias menos controlables como la exposicidn ambiental, ocupacional y alimentaria, que podrian

darse de manera simultanea generando efectos sinérgicos negativos sobre la fertilidad.

Ambos metales han mostrado tener capacidad disruptiva endocrina, actuando como
agonistas estrogénicos en la linea celular MCF7 de cdncer de mama humano (Choe et al., 2003;
Martin et al., 2003). También hay evidencias de que ambos metales se pueden acumular en el
endometrio a partir de dichas fuentes de exposicién. Por un lado, los DIU de cobre liberan
iones de cobre al liquido endometrial, los cuales pueden depositarse y acumularse en el
endometrio y persistir incluso una vez es retirado (Arancibia et al., 2003; Horcajadas et al.,
2006). Por otro lado, se han detectado niveles de Pb mas elevados en el endometrio de

mujeres fumadoras (Rzymski et al., 2015) respecto al de no fumadoras. Ademas, los primeros
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estudios experimentales acerca del mecanismo de accidon de los DIU basados en metales
mostraron que el Cu y el Pb ademdas de otros metales, disminuyeron la implantacién
embrionaria en ratas (Chang C et al., 1970), y que la administracién intravenosa de Pb inhibio
también la implantacién en ratones (Wide M. et al., 1977) y alterd la ultraestructura superficial
del endometrio (Wide M. et al., 1979). Por lo tanto, una exposicién a estos metales por parte
de un DIU de cobre y del tabaco, al ser dos fuentes de exposicidn conocidas y controlables,
permitiria establecer una correlacién directa entre llevar o haber llevado recientemente un

DIU de cobre y/o fumar y los posibles resultados reproductivos negativos obtenidos.

Respecto al papel del Cu como posible disruptor endocrino, se ha visto que juega un
papel muy importante en el efecto contraceptivo de los DIU de cobre, potenciando la
respuesta inflamatoria endometrial, alterando el metabolismo de las células endometriales y
alcanzando concentraciones en el fluido endometrial tdxicas para los espermatozoides y
ovocitos, lo que evitaria asi el encuentro de gametos sanos que puedan dar lugar a un embrién
viable (Arancibia et al., 2003; Ortiz and Croxatto, 2007). De hecho, se han llegado a detectar
niveles de Cu de 92,84-300 uM en el liquido endometrial de mujeres portadoras de un DIU de
cobre (Arancibia et al., 2003). Se ha postulado incluso, que el Cu liberado por el DIU puede
depositarse en el endometrio y acabar generando un fallo de implantacién (Matsubayashi et
al., 2017). Ademas, el cobre por si solo, es capaz de afectar a la receptividad endometrial
alterando el transcriptoma de la ventana de implantacién, evidenciando el efecto anti-
implantacién del Cu, independientemente de la actuacién conjunta que pueda tener dentro de
un DIU (Carrascosa et al., 2018). También un estudio in vitro, ha demostrado que el Cu afecta a
la decidualizacidn, reduciendo la expresion de dos marcadores de decidualizacién (IGFBP-1 y
PRL) de las células endometriales estromales humanas HESC (Li et al., 2017a), proceso

necesario para adquirir una receptividad endometrial adecuada.

En lo referente al Pb, este metal estd presente en el tabaco y se ha detectado en el
endometrio de mujeres fumadoras (Rzymski et al., 2014). También se ha asociado con
infertilidad de causa desconocida (Tanrikut et al., 2014), bajo peso al nacer, bajo numero de
ovocitos (Rattan et al., 2017) y con una mayor tasa de abortos espontaneos (Hertz-Picciotto,
2000). Desde hace décadas se conocen los efectos adversos del Pb en la reproduccién
femenina. De hecho, se han reportado casos de infertilidad, aborto espontdaneo y muerte
neonatal después de la exposicidn ocupacional al Pb en mujeres. Estudios epidemioldgicos han
mostrado una clara y directa asociacion entre niveles elevados de Pb en sangre y/o en placenta
de mujeres embarazadas viviendo cerca de fundidores de plomo. Ademas se observd una

relacién dosis-respuesta dependiente entre los niveles de Pb detectados en sangre y placenta,

59



Introduccion

y las tasas de parto prematuro y aborto espontaneo (McMichael et al., 1986; Falcén et al.,
2003). Debido a la capacidad que tiene el Pb de almacenarse en los huesos durante décadas,
mujeres que sufrieron envenenamiento por Pb durante su infancia, presentaron resultados
reproductivos negativos. Concretamente, la tasa de abortos espontdneos o mortinatos fue del
30% entre las mujeres expuestas y del 15% en los controles (Hu et al., 1991). Se piensa que,
durante el embarazo, la desmineralizacion dsea que experimentan las mujeres podria
favorecer la liberacién del Pb acumulado en los huesos durante la infancia y afectar al

embarazo.

Estudios experimentales con animales han mostrado que el Pb reduce el tamafio de las
camadas, el peso de la descendencia, la tasa de supervivencia y altera la maduracién del
sistema reproductor femenino (WHO, Environmental health criteria 165: inorganic lead, 1995).
La implantacion de blastocistos expuestos a Pb se vio reducida en ratones, aunque la
coadministracién de estrégenos y progesterona junto con el tratamiento del Pb evité el fallo
de implantacién, sugiriendo que el Pb podria interferir en la estimulacidn esteroidea ovdrica
del endometrio (Wide, 1980, 1983). Ratas expuestas a Pb desde el destete mostraron un inicio
de la pubertad retrasado y ademas su descendencia femenina, expuesta también intrautero a
Pb, mostré también un retraso en la apertura vaginal (Kimmel et al., 1980), irregularidades en
el ciclo estral, y un patrén irregular de liberacion de gonadotropinas (FSH y LH) (McGivern et
al., 1991). Todos estos resultados muestran que la exposicién al Pb puede afectar a diferentes
niveles del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal, principalmente durante el periodo prenatal y

postnatal, que es cuando estas estructuras estdn experimentando una rapida proliferacién.

La mayoria de los estudios experimentales y epidemiolédgicos hablan del impacto que
tienen los metales pesados en la toxicidad ovarica, en la implantacion embrionaria y su
asociacién con resultados reproductivos adversos, y aunque evidencian una potencial
implicacion de los mimos en la funcidon endometrial, poco se sabe acerca de cdmo afectan los

metales pesados al endometrio a nivel molecular.
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Il. HIPOTESIS

Esta tesis recoge dos hipdtesis:

Hipotesis 1. Un endometrio con fallo de implantacion recurrente (RIF) se comporta
funcionalmente como un endometrio refractario, ajeno a la implantacién. La comparacion de
los perfiles de expresidon proteica de un endometrio fértil, un endometrio con RIF y un
endometrio refractario (generado por la presencia de un dispositivo intrauterino de cobre,
DIU-Cu) ayudard a comprender mejor el proceso de la receptividad endometrial a nivel
molecular revelando proteinas claves implicadas en el proceso de adquisicion de la

receptividad endometrial.

Hipétesis 2. El Cu y el Pb son dos metales pesados con papel disruptor a nivel endocrino
conocido. Cu y Pb podrian alterar la funciéon reproductiva afectando principalmente a la
receptividad endometrial e implantacién embrionaria interfiriendo negativamente en la

decidualizacidén, en la capacidad regenerativa y en la adhesividad endometrial.
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lll. OBJETIVOS

Este proyecto tiene dos objetivos principales y dentro de cada uno tenemos objetivos

especificos o secundarios:

1. Identificar los perfiles de proteinas implicados en la adquisicion de la receptividad

endometrial.

1.1 Realizar un andlisis comparativo de los perfiles proteicos de tres tipos de
condiciones endometriales (endometrio receptivo, endometrio refractario (DIU-
Cu) y endometrio no receptivo procedente de pacientes diagnosticadas con fallo
de implantacidn recurrente) por medio de la metodologia iTRAQ 8-plex.

1.2 Validar las proteinas diferencialmente expresadas entre los grupos de estudio, por
medio de Western Blot, asi como localizar su expresién en cortes de tejido
humano endometrial por medio de inmunohistoquimica.

1.3 Caracterizacion de las funciones moleculares asi como los ‘pathways’ o rutas
bioquimicas en las que estan implicadas las proteinas diferencialmente expresadas
en las tres condiciones endometriales (fértil, RIF y DIU) mediante la elaboracién de

redes de correlacion/coexpresion.

2. Estudiar in vitro el efecto disruptor o alterador de dos metales pesados (Cu y Pb) sobre

la funcion endometrial.

2.1 Establecer la viabilidad in vitro de células endometriales estromales (ESCs) y
epiteliales (EECs) procedentes de biopsias humanas (cultivo primario) en presencia
de Cu y plomo Pb.

2.2 Evaluar la capacidad de decidualizacién de las ESCs en presencia de Cu y Pb, asi
como evaluar la expresién de genes implicados en dicho proceso: ERa (receptor de
estrogeno alfa), PR (receptor de progesterona) y HOXA10.

2.3 Analizar el grado de muerte celular (apoptosis) y proliferacion de las ESCs tras
exposicién a Cu y Pb tanto en condicién decidual como no decidual.

2.4 Determinar el estado oxidativo de las células ESCs en presencia de ambos metales
pesados.

2.5 Determinar el efecto del Cu y Pb en la adhesidon embrionaria y regeneracion de las

células endometriales epiteliales (EEC).
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales y métodos parte I: estudio proteomico de la receptividad

endometrial

1.1 Tamaiio muestral y criterios de inclusion/exclusion

Para la elaboracién de la primera parte de la tesis se han empleado muestras biolégicas
humanas, en concreto biopsias de endometrio de mujeres con distinto estado de receptividad
endometrial. Dicho estudio fue previamente aprobado por el Comité ético de investigacion del
Instituto valenciano de infertilidad IVI Valencia (#1203-C-101-FD) siguiendo los principios de la
Declaracién de Helsinki. Ademas, todas las pacientes incluidas en dicho estudio firmaron el
consentimiento informado, en el que expresan o reflejan su conformidad a participar en el

estudio.

El tamafio muestral se establecid conforme a la cantidad de pacientes con RIF que
acuden a la clinica IVI Valencia para tratamientos de reproduccion asistida intentando obtener
el mismo nimero de biopsias dentro de cada grupo sin llegar a perder poder estadistico. Para
dicho estudio se reclutaron un total de 43 mujeres de la clinica IVl Valencia, 28 de las cuales
fueron destinadas para el estudio protedmico y las 15 restantes para la validacién externa por
inmunohistoquimica. Las muestras endometriales destinadas para el estudio protedmico
(n=28) provinieron de tres grupos de mujeres: 10 mujeres fértiles (donantes de ovocitos con
fertilidad probada), 8 pacientes con fallo de implantacién recurrente (RIF, del inglés ‘Recurrent
Implantation Failure’) y 10 mujeres (donantes de ovocitos) con un dispositivo intrauterino
basado en cobre (DIU-Cu) como medida anticonceptiva. Las otras 15 muestras destinadas para
la validacién externa, fueron muestras recogidas en distintas fases del ciclo y procedieron de

donantes fértiles.

El rango de edad de las pacientes del estudio fue de 18 a 34 afios para los grupos de
mujeres fértiles y aquellas portadoras de un DIU de cobre y de 18 a 41 aios para el grupo de
pacientes con RIF. Respecto al indice de masa corporal (BMI, del inglés ‘Body Mass Index) este
estudio incluyd a mujeres con un BMI entre 18 a 30 Kg/m’ y normo-ovuladoras, con ciclos
menstruales normales (21-35 dias). La tabla 7 recoge las caracteristicas de las pacientes entre
ellas la edad (media + desviacién estandar) y el indice de masa corporal (IMC) (media *
desviacion estandar). Como era de esperar, las pacientes con RIF presentaron una media de
edad significativamente mas alta que los otros dos grupos (**, p-valor < 0.01). Los otros dos

grupos (fértil y DIU), al tratarse de donantes de ovocitos, suelen ser mujeres mas jovenes que
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acuden a la clinica para una ovodonacién. Sin embargo, las pacientes con RIF, son mujeres que
ya han tenido varios intentos de ciclos previos fallidos, ya sea en casa de manera natural como
por medio de TRAs, por lo que es de esperar que tengan mas edad, o simplemente han
buscado ser madres a edades mas tardias, donde el factor edad también entraria en juego

como factor negativo a la hora de conseguir un embarazo.

Las mujeres fértiles de este estudio fueron donantes de ovocitos con fertilidad probada,
con al menos un recién nacido vivo, dado a luz de dos afios a 9 meses antes de la recogida de
la biopsia endometrial y sin consumo de anticonceptivos, para evitar la posible influencia que
puedan tener las hormonas en el perfil de expresién proteica. Las pacientes con RIF se
definieron como mujeres que tuvieron al menos tres ciclos consecutivos fallidos de
fecundacién in vitro (FIV) con transfer de al menos de dos a tres embriones de buena calidad,
frescos o congelados, en cada ciclo, sin presentar una etiologia conocida (RIF idiopatico). Se
descartaron aquellas pacientes que presentaron fallo de implantacidon por alguna de las
siguientes causas: anormalidades cromosdmicas en el cariotipo de alguno de los dos
parentales, trombofilias, patologias endocrinas, endometriosis o sindrome de ovario
poliquistico. Las pacientes con DIU también fueron donantes de ovocitos pero que llevaron un
DIU no hormonal basado en cobre (Effi-t 380®), con el fin de evitar la presencia de cualquier
factor hormonal extra que pudiera interferir o modificar el perfil de expresidn proteica
endometrial. Ninguna de las mujeres tuvo una historia médica con endometritis, enfermedad
pélvica inflamatoria, patologias anatdmicas uterinas, o sangrado irregular en el ciclo en el que

se realizo la toma de la biopsia endometrial.

Todas las mujeres incluidas en el estudio siguieron el mismo tratamiento de preparacién
endometrial, basado en la terapia de reemplazo hormonal (TRH) con el fin de homogeneizar el
posible efecto hormonal sobre el perfil de expresidn proteica en los tres grupos y asi detectar
diferencias debidas al estado de receptividad endometrial (entre grupos) y no al hecho de
llevar distintos tratamientos hormonales. La TRH también permite regular los ciclos
endometriales de todas las pacientes y asi asegurarse de que la muestra endometrial sea
recogida en la misma fase del ciclo en todas ellas y poder medir el perfil de expresién en
muestras en la misma fase del ciclo. En cuanto al grosor endometrial (Tabla 7), pese a que los
tres grupos siguieron el mismo tratamiento hormonal, las mujeres con DIU alcanzaron un
grosor endometrial menor que el de una mujer fértil o con RIF (p < 0,05), lo que cabria esperar,
ya que uno de los modos de actuacién de un DIU como medida anticonceptiva es evitar que el

endometrio prolifere y adquiera el grosor adecuado para la implantaciéon embrionaria.
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Siguiendo con la TRH, inicialmente las pacientes son tratadas con un agonista de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, del inglés gonadotropin-releasing hormone),
Ganirelix 0,25 mg (ORGALUTRAN, MSD, Madrid) durante 5 dias tras el primer o segundo dia de
menstruacion con el fin de anular el eje hipdfisis-hipotalamico y con ello la propia regulacién
hormonal enddgena del ciclo menstrual y asi poder regularlo con el aporte exdégeno de
hormonas. Simultdneamente con el agonista de la GnRH se suministran dos parches de
estradiol (E2) (75 pg EVOPAD por parche, Janssen Pharmaceutica N.V, Belgium) los cuales son
cambiados cada 48 horas tras comprobar la quiescencia o reposo ovarico por ultrasonografia.
Los parches de E2 son mantenidos hasta que el endometrio adquiere un aspecto trilaminar y al
menos un grosor de 7 mm (de 8 a 10 dias tras el inicio de la administracion de E2), que es
cuando se administraron 400 mg de progesterona (P4) micronizada por via vaginal cada 12

horas (en total 800 mg por dia) durante 5 dias.

Las biopsias endometriales de todas las pacientes (n=28) se recogieron del fundus
uterino usando un catéter Pipelle (Cornier Devices, CCD Laboratories) bajo condiciones
estériles 5 dias después de la administracién de la progesterona (P+5), coincidiendo con “la
ventana de implantacién” o fase secretora media, que en ciclos naturales vendria a ser
aproximadamente el séptimo dia después del pico de la LH (LH+7, dia 21 del ciclo). Las

muestras fueron congeladas y almacenadas a -80°C para la posterior extraccién de proteinas.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de las pacientes del estudio

Grosor Apariencia
Grupos Edad (afios) IMC (kg/m?) endometrial endometri P4 E2

(mm) al (ng/mL) (pcg/mL)
Fértil 1 26 22,04 7,7 trilaminar n/a n/a
Fértil 2 23 21,97 n/a n/a n/a n/a
Fértil 3 26 26,11 6,8 trilaminar n/a n/a
Fértil 4 33 19,13 7,6 trilaminar n/a n/a
Fértil 5 23 19,29 6 trilaminar n/a n/a
Fértil 6 34 18,82 10 trilaminar n/a n/a
Fértil 7 34 26,9 9,4 trilaminar n/a n/a
Fértil 8 28 28,91 8,7 trilaminar n/a n/a
Fértil 9 34 21,91 10 trilaminar n/a n/a
Fértil 10 26 20,55 8 trilaminar n/a n/a
?:E:I?llopi +5D 28,7 £4,59 22,56 £ 3,55 8,24 +£1,40
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Tabla 7. Continuacion

i , Grosor . Apariencia! E2
Grupos Edad (afios) IMC (kg/m?) end(c:nmn?)trlal endc:;netrl (ng/ml) (pcg/mL)
DIU 1 26 26,17 7,5 trilaminar n/a n/a
DIU 2 25 18,03 8 trilaminar n/a n/a
DIU 3 32 23,73 6 trilaminar n/a n/a
DIU 4 31 24,98 7,4 trilaminar n/a n/a
DIUS 31 18,75 5 trilaminar n/a n/a
DIU 6 28 16,85 6,3 trilaminar n/a n/a
DIU 7 30 22,94 7,5 trilaminar n/a n/a
DIU 8 24 29,17 8,6 trilaminar n/a n/a
DIU 9 26 27,48 9 trilaminar n/a n/a
DIU 10 26 19,49 7 trilaminar n/a n/a
?:Iil?lIOA) +5D 27,9+ 2,88 22,76 4,28 7,23 +1,21 (#)
RIF 1 38 18,59 7,7 trilaminar 0,2 96
RIF 2 29 24,14 10 trilaminar 0,2 381
RIF 3 38 21,87 11 trilaminar 1,1 444
RIF 4 34 n/a 9,1 trilaminar <0,05 88,88
RIF 5 39 27,82 9,2 trilaminar 0,1 116
RIF 6 35 21,63 8,5 trilaminar 0,4 129
RIF 7 40 22,03 7,1 trilaminar 0,18 55,1
RIF 8 41 25,73 8,4 trilaminar 0,29 68
?:E:[;)A 5D 33’2'27(5*3) 23,12 £3,04 8,88 +1,24 06?:31- 1:352:'51501-

Tabla 7. Muestra las caracteristicas clinicas de las mujeres incluidas en dicho estudio, entre las
cuales se encuentran la edad, el indice de masa corporal (IMC), el grosor endometrial, el
estadio o apariencia endometrial y niveles hormonales (E2 y P4) tomados el dia de la ecografia
(8 dias después de la ultima menstruacion u 8 dias después de iniciar la terapia de reemplazo
hormonal). Los niveles hormonales sélo estuvieron disponibles para las pacientes con RIF. (**)
Diferencia significativa (p<0,01) cuando se compara el grupo RIF frente a las otras dos
condiciones (Fértil y DIU), (#) diferencia significativa (p<0,05) cuando se compara el grupo DIU
con el RIF, (n/a) dato no disponible (del inglés 'not available'). Tabla adaptada del articulo
Pérez-Debén S., et al 2019.

1.2 Diseno experimental

Para la identificacidén y cuantificacion de las proteinas extraidas a partir de las biopsias
endometriales de las distintas pacientes se utilizd la técnica multiplex (8-plex) de etiquetado
isobarico para la cuantificacidn absoluta y relativa, también conocida como iTRAQ 8-plex (del
inglés ‘isobaric tag for relative and absolute quantification’), capaz de analizar hasta 8

muestras a la vez en un Unico experimento de espectrometria de masas.
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Como ya se comentd anteriormente, para el estudio proteémico se analizaron un total
de 28 muestras endometriales, de las cuales 10 procedieron de mujeres fértiles, otras 10
procedieron de mujeres portadoras de un DIU de cobre y las 8 restantes de pacientes con RIF.
Las muestras fueron distribuidas en 4 experimentos iTRAQ independientes, considerados

como réplicas técnicas del experimento, ya que las muestras de los tres grupos se repartieron

de manera equitativa entre los 4 analisis iTRAQ, de manera que en cada iTRAQ se incluyeron
de 2 a 3 muestras procedentes cada grupo. En cada iTRAQ se incluyé un estdndar interno,
siendo éste la mezcla equitativa de todas las muestras bioldgicas del experimento, y cada ratio
que da el iTRAQ de cada proteina esta referenciado frente a dicho estandar interno (Figura

17).

Las proteinas que resultaron estar diferencialmente expresadas entre los grupos tras
aplicar los analisis estadisticos correspondientes (ANOVA para una primera comparacién de los
tres grupos y T-test o comparaciones diferenciales ‘por pares’ para las posteriores
comparaciones dos a dos) son las que se utilizaron para el siguiente anilisis funcional.
Adicionalmente se hizo una validacion interna de la técnica del iTRAQ por medio de la técnica
del western blot. Para ello se seleccionaron tres proteinas diferencialmente expresadas entre
los tres grupos con una posible implicacion potencial en la receptividad endometrial: la
plastina 2 (PLSL), la lisozima (LYSC) y la lactotransferrina (TRFL). Para la validacion interna se
emplearon los extractos proteicos de las mismas muestras analizadas por el iTRAQ. También se
hizo una validacién externa de las mismas proteinas, pero por inmunohistoquimica, utilizando
otras veinte biopsias endometriales de donantes en distintas fases del ciclo, y no incluidas en
el experimento iTRAQ. La finalidad de esta ultima validacién fue comprobar que dichas
proteinas se expresasen en el tejido endometrial humano, asi como analizar el patrén de

expresion y localizacidon de estas tres proteinas a lo largo del ciclo endometrial.

Para el analisis funcional de las proteinas diferenciales encontradas entre los grupos se
utilizé la herramienta KEGG (del inglés ‘Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome’) para
estudiar las rutas mas representativas y las redes de co-expresion/correlacién para las
proteinas significativa dentro de cada comparativa para dar sentido bioldgico tanto a la

receptividad como a la refractariedad endometrial.
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Figura 17. Esquema grafico del disefio experimental de la preparacion de muestras, analisis e
interpretacion de los datos protedmicos para la cuantificacion iTRAQ. (A) Primero se extraen
las proteinas totales a partir de las biopsias endometriales de las donantes fértiles (Fértil,
n=10), de las pacientes con RIF (n=8), y de las mujeres con DIU (n=10) y se tripsinizan en
péptidos. Los péptidos son luego marcados o ‘etiquetados’ con 8 diferentes reactivos o
etiquetas iTRAQ (1 reactivo por muestra). (B) Debido al alto nimero de muestras, se llevaron a
cabo 4 experimentos iTRAQ 8plex con un estandar interno comun (etiquetado con el reactivo
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113 m/z) incluido en cada uno de los experimentos. (C) La identificacion y cuantificacion de
proteinas se llevd a cabo tras el andlisis LC-MS/MS, usando los algoritmos del programa
Protein Pilot y la base de datos Expasy. El diagrama de Venn muestra las 1.889 proteinas
comunes detectadas en los cuatro experimentos iTRAQ. Esquema adaptado del articulo Pérez-
Debén S., et al 2019.

1.3 Metodologia del iTRAQ

1.3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

La extraccion de proteinas a partir de las biopsias endometriales se realizdé en un tampdn
de lisis (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS al 4% y 30 mM de Tris pH 8,5) usando el Kit 2D Grinding
(GE Healthcare). Tras ello, las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético (TCA) (5 pL;
concentracion final al 10%) a partir de una alicuota de cada muestra incubandola toda la noche
con TCA a 5°C. Tras la centrifugacién, los sedimentos de proteinas o pellets fueron lavados con
acetona fria (-18°C), centrifugados de nuevo y secados al aire. A continuacion, se disolvieron
los pellets de proteinas en 40 plL de urea 8 M en tampodn bicarbonato de trietilamonio (TEAB)
0,5 My finalmente cuantificadas en el Qubit (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

1.3.2 Digestion _triptica, marcaje peptidico con los reactivos iTRAQ y

prefraccionamiento peptidico por isoelectroenfoque

Para el analisis protedmico del iTRAQ, se usaron 100 ug de proteina total por cada
muestra. Para dicho andlisis primero los residuos de cisteina de las proteinas fueron reducidos
en presencia de 4 plL de (tris-2-carboxietil-fosfina) (TCEP) (AB SCIEX) a 37°C durante 180
minutos (min), y los grupos sulfidrilos fueron alquilados usando 2 pL de metil
metanotiosulfonato (MMTS) a temperatura ambiente durante 10 min. Seguidamente, las
proteinas fueron digeridas en péptidos usando 10 g de tripsina (Promega, Madison, WI) a una
ratio 1:10 con incubacién nocturna a 37°C. Tras la digestion enzimatica de las proteinas, los
péptidos fueron secados por centrifugacion al vacio y reconstituidos en tampodn bicarbonato
de trietilamonio (TEAB) 0,5 M. A continuacién, los péptidos de cada muestra fueron marcados
guimicamente con los reactivos iTRAQ correspondientes (113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, y
121 m/z) del Kit 8-plex (AB SCIEX 2010) de acuerdo con el protocolo del fabricante, de tal
manera que todos los péptidos de una misma muestra estaran marcados con el mismo
reactivo iTRAQ. Debido al nimero de muestras incluidas en este estudio (n=28), y teniendo en

cuenta de que en cada analisis iTRAQ se pueden analizar hasta 8 muestras, se llevaron a cabo
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un total de 4 experimentos iTRAQ 8-plex independientes incluyendo en todos ellos un

estandar interno comun, marcado con el reactivo 113 m/z (Figura 17).

A continuacién, las 8 muestras incluidas en cada andlisis iTRAQ fueron mezcladas en
proporciones iguales (1:1:1:1:1:1:1:1), secadas por centrifugacion al vacio y preparadas para el
fraccionamiento o separacién por isoelectroenfoque (IEF). El IEF permite separar péptidos de
acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) a lo largo de tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG),
siendo éste un paso pre-analitico fundamental para llevar a cabo andlisis de muestras
peptidicas complejas con marcaje isobarico tipo iTRAQ (Chenau et al., 2008). El IEF no es sdlo
un método de fraccionamiento de alta resolucién y capacidad para péptidos, sino que también
ofrece la oportunidad de validar péptidos de manera indirecta y asi incrementar la confianza
con la que un péptido es identificada tras anélisis MS/MS, gracias a la determinacion del pl de

los mismos (Horth et al., 2006; Ernoult et al., 2008)

Para la separacion por IEF, 250 ug del pool de péptidos de cada experimento iTRAQ se
disolvié en tampdn de muestra (urea 7 M, tiourea 2 M, tampédn IPG al 1,6% de anfolitos v/v pH
3-11) para incorporar agentes reductores y anfolitos. Para cada experimento iTRAQ se usé una
tira de 13 cm con gradiente de pH inmovilizado (IPG pH 3-11 NL, GE), la cual fue hidratada con
la solucion de péptidos a temperatura ambiente durante toda la noche y fraccionado a un
voltaje de 5000-250000 Vh. Para incrementar la reproducibilidad, los cuatro iTRAQ fueron
fraccionados por IEF al mismo tiempo. Posteriormente, se lavaron las tiras con agua miliQ y se
cortaron 11 fracciones iguales de 1,2 cm aproximadamente. Se extrajeron los péptidos de cada
fraccidon con 120 plL de soluciones crecientes de acetonitrilo (ACN) (solucién A: ACN al 5%,
acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%; solucidon B: ACN al 50%, TFA al 0,1%; solucion C: ACN al
70%, TFA al 0,1%; solucién D: ACN al 80-90%, TFA al 0,1%). Todas las fracciones de péptidos
fueron combinadas, secadas por centrifugacioén al vacio y disueltas de nuevo con 40 pL de ACN
al 2% y TFA al 0,1%. Las 11 fracciones de péptidos fueron lavadas y concentradas en columnas
de fase reversa (POROS R2, Milipore). Finalmente, la mezcla de péptidos fue secada al vacio y

resuspendida a una concentracién de 0,30 pg/uL en ACN al 2% y TFA al 0,1%.

1.3.3 Fraccionamiento y andlisis peptidico por cromatografia liquida asociada a

espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS)

Para la separacion peptidica por sistema de cromatografia liquida se usaron 5 pL de cada
una de las fracciones individuales obtenidas tras el IEF, los cuales fueron inyectados vy
capturados en una columna trap cromatografica (NanoLC Column, 3 um C18-CL, 75 um x 15

cm; Eksigen) y desalado con TFA al 0,1% a un flujo de 3 uL/min durante 5 min. A continuacidn,
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se cargaron los péptidos en una columna analitica (LC Column, 3 um C18-CL, 75 um x 15 cm;
Eksigen) equilibrada con acetronitrilo al 5% y acido férmico (FA) al 0,1%. La elucién de los
péptidos se llevd a cabo con un gradiente linear del 5% al 35% (v/v) del tampdn B en A durante
90 min (A: FA al 0,1%; B: ACN, FA al 0,1%) a un flujo de 300 nL/min. Los péptidos se analizaron
en un espectrémetro de masas basado en el método de ionizacidn por electrospray nanoESE
gQTOF (5600 TripleTOF, AB SCIEX). El tripleTOF fue operado en un modo de adquisicion
dependiente de informacidn, en la que se llevd a cabo un escaneo del espectro de masas (MS)
a 0,25 s entre un rango masa/carga de 350-1250 m/z, seguido por escaneos del producto
i6nico a 0,075 s en el rango masa/carga de 100-1500 m/z en los 25 iones con carga 2-5 mas

intensos.

1.3.4 Andlisis e interpretacion de los datos proteomicos

Para la identificacién de las proteinas y péptidos se usé el motor de busqueda del
programa Protein Pilot (versidn 5.0, AB SCIEX). Se usaron los parametros de defecto del
Protein Pilot para generar el listado de picos directamente a partir de los archivos wiff del
TripleTOF 5600. El algoritmo Paragon del Protein Pilot (Shilov et al., 2007) permitié realizar la
busqueda de proteinas sobre la base de datos de proteinas Expasy (SwissProt_150202). Para
dicha busqueda se usaron los siguientes pardmetros: cuantificacién por iTRAQ 8-plex, digestion
por tripsina, alquilacién de cisteinas por metil metanetiosulfonato (MMTS), restriccidn
taxondmica a Homo sapiens, esfuerzo de busqueda en modo exhaustivo y correccidon de
sesgos. Adicionalmente, este programa también realizé un analisis de la tasa de error tipo |
(falsos positivos), también conocido como analisis del ‘false Discovery rate’ (FDR), y para ello
utilizé una base de datos de identificacion de secuencia reversa (inversa) para determinar el

FDR.

Para evitar el uso de la misma evidencia espectral en mas de una proteina, las proteinas
identificadas fueron agrupadas en base al espectro MS/MS por medio del algoritmo Progroup
del Protein Pilot. Con el fin de reducir la probabilidad de identificacion de péptidos falsos, sélo
los péptidos con al menos un 95% de confianza fueron considerados como péptidos
identificados, y cada identificacién de una proteina con cierto grado de confianza implicé al
menos un Unico péptido exclusivo de esa proteina, no compartido entre otras proteinas. Sélo
proteinas con un ‘unused score’ > 1,3 (identificada con una confianza = 95%) y un p-valor
menor de 0,05 (establecido por un analisis diferencial ‘por pares’ o t-test entre condiciones)

fueron consideradas para posteriores analisis.
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Los datos protedmicos de espectrometria de masas se han depositado en el consorcio
ProteomeXchange a través del repositorio asociado PRIDE (Vizca et al.,, 2016) con el

identificador de datos PXD011094 y 10.6019 / PXD011094.

1.3.5 Procesamiento de los datos

Todos los analisis bioinformdaticos se llevaron a cabo usando el lenguaje estadistico R
(Development Core Team, 2008) en el entorno R estudio (“RStudio: Integrated Development
for R. RStudio,” 2015). Inicialmente los datos crudos de fold change se normalizaron entre
muestras usando el método de normalizacién por cuantiles (Bolstad et al., 2003), incluido en el
paguete preprocess de R (Bolstad, 2016). Seguidamente, el efecto tanda o ‘batch effect’
asociado a los 4 experimentos iTRAQ independientes se corrigio usando la metodologia
comBat, incluida en el paquete sva de R (Leek et al., 2012). También se realiz6 un anlisis
exploratorio previo para ver como agrupan las muestras. Concretamente, se llevd a cabo un
analisis de componentes principales (PCA, del inglés ‘Principal Component Assay’) (“A User ’ s
Guide to Principal Components . by J . Edward Jackson Review by : Brian D,” 2014) teniendo en
cuenta todas las proteinas y muestras del estudio. Sobre dicho PCA se representaron las
elipses de confianza al 95%, que vienen a representar el 95% de la distribucién de cada grupo
experimental de muestras. Estas elipses se afiadieron a las anotaciones del PCA usando el

paguete factoextra de R (Kassambara and Mundt, 2017).

1.4 Enriquecimiento funcional de las proteinas diferencialmente expresadas y

redes de correlacion

El analisis de enriquecimiento funcional se llevé a cabo sobre los genes de las proteinas
significantes obtenidas en los andlisis diferenciales pairwise o “por pares” llevados a cabo
entre los 3 grupos experimentales usando el paquete de R clusterProfiler (Yu et al., 2012a).
Para este andlisis se consideraron dos bases de datos de anotacién funcional: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Ogata et al., 1999) y Gene Ontology (GO) (Uhlén
et al., 2005). En dicho analisis, las funciones o rutas KEGG que salieron significativas se
representaron a modo de red usando el software Cytoscape (Shannon et al., 2003), en la que
las funciones se representaron como nucleos o ‘cores’ de la red y las uniones entre ellas se
establecieron de acuerdo con el nimero de genes compartidos. En el caso del andlisis
funcional del GO, las funciones significativas se agruparon manualmente conforme a su

funcién general en la célula de acuerdo con la terminologia ‘procesos biolégicos’ del GO.
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Adicionalmente, se llevaron a cabo redes de correlacion o de co-expression génica entre
las proteinas diferencialmente expresadas (PDEs) obtenidas en cada comparativa pairwise, con
el fin de analizar qué genes/proteinas presentaron un patron de expresidn similar entre las
muestras de los grupos comparados. Estas redes son redes ‘no dirigidas’, donde las proteinas
se correlacionan en funcién de su patrén de expresion, pero sin indicar que haya una relacion
causal, interaccion fisica o proceso bioquimico comun entre ellas. Sin embargo, son de gran
interés bioldgico ya que muchos genes co-expresados estan regulados por el mismo programa
de regulacidn transcripcional o por miembros de la misma ruta o complejos de proteinas,
pudiendo incluso llegar a existir una funcionalidad relacionada entre ellas (Stuart, Joshua M. et
al.,, 2003; Weirauch et al.,, 2011). Ademas, permiten analizar de manera simultanea la gran
cantidad de datos obtenidos a partir de las tecnologias —6micas, muchas veces dificil de

abordar, dando una visién mas integrada dentro de una red con posible significado bioldgico.

En dichas redes de correlacion, dos proteinas estan correlacionadas positivamente, si el
nivel de ambas aumenta o disminuye de manera conjunta entre las muestras a comparar, y
presentan una correlacién negativa cuando al aumentar la expresion de una de ellas, la otra
disminuye. Dicha correlacién viene determinada por el coeficiente de correlacidon de Pearson,
gue no es mas que un indice que mide el grado de relacion entre dos variables cuantitativas y
continuas. Para ello, primero se estimaron las correlaciones de Pearson entre las parejas de
proteinas seleccionadas como significativamente diferentes en cada comparacién pairwise
usando el paquete RemdrMisc de R (Su et al., 2005). Luego se estimé el umbral al cual una
determinada correlacién se considera significativa aplicando un analisis de densidad de redes
(Feng et al., 2012), para el cual se establecié un coeficiente de correlacion de Pearson 2 + 0,9
para las correlaciones significativas. En base a esto, se representaron las redes de correlacién
significativas usando el programa Cytoscape (Shannon et al., 2003). Ademas, las correlaciones
incluidas en cada red se contrastaron o buscaron en dos bases de datos de interaccidon
proteina-proteina con el fin de evaluar su novedad u originalidad: STRING (von Mering et al.,
2003) y GeneMANIA (Warde-Farley et al., 2010). Es decir, ver si dichas interacciones ya estan
descritas en la bibliografia, lo que daria peso a nuestro estudio, o bien ver el aporte nuevo de

correlaciones entre proteinas cuya interaccion fisica quedaria por demostrar.

1.5 Validacion de tres proteinas diferencialmente expresadas del iTRAQ (PLSL,

TRFL y LYSC) por western blot

Para el western blot partimos de proteina total extraida de cada una de las muestras

endometriales tal y como se describe en el punto 3.1 de materiales y métodos parte I. A modo
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de validacion interna de la técnica utilizada, se validaron tres proteinas que salieron
diferencialmente expresadas en el iTRAQ (plastina 2 (PLSL), lactoferrina (TRFL) y lisozima

(LYSC)) y se incluyeron a todas las muestras de cada grupo (n=10 fértiles, n=10 DIU, n=8 RIF).

Para el western blot se usaron 30 ug de proteina total de cada muestra. Las proteinas se
desnaturalizaron por calor 5 min a 95°C, y se separaron verticalmente por electroforesis
discontinua durante 1 h a 190 V. Para la electroforesis en gel discontinua se preciso de 2 geles,
un gel de apilamiento o ‘stacking’ al 4% de poliacrilamida, que se coloca en la parte alta y sirve
para apilar las bandas de proteinas antes de que sean separadas, y un gel de separacién o
‘resolving’, en la parte baja, cuyo porcentaje es mayor que el del ‘stacking’ pero variable en
funcién del tamafio de la proteina a detectar. Concretamente usamos el gel ‘resolving’ del 12%
para resolver la proteina de menor tamaio o peso molecular, la LYSC de 17 KDa, y el del 10%
para las proteinas PLSL y TRFL de 70 y 79 KDa respectivamente. Tras la separacion
electroforética, las proteinas se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) por electrotransferencia (horizontal) himeda usando un tampdn de transferencia
Tris/Glicina (Biorad). Las condiciones de transferencia fueron 160 V durante 2 h a 4°C. El
bloqueo de las membranas se realizé incubandolas con leche desnatada en polvo al 5%
disuelta en PBS 1X-Tween 0.5% (PBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacién. A
continuacién, cada membrana se incubd con el anticuerpo primario correspondiente a cada
una de las tres proteinas humanas seleccionadas, a 4°C durante la noche. Concretamente se
utilizaron: el anticuerpo monoclonal de ratén anti-plastina 2 (1,5 pg/uL; ab80726 Abcam,
Reino Unido), el anticuerpo monoclonal de conejo anti-lisozima (dilucion 1:20000; ab 108508
Abcam, Reino Unido) y el anticuerpo policlonal de conejo anti-lactotransferrina (dilucién
1:500; ab15811 Abcam, Reino Unido). Después de esto, las membranas se lavaron con PBS-T (3
lavados de 5 min en agitacidn) y se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal I1gG de
cabra correspondiente, anti-ratén o anti-conejo, conjugado con la enzima peroxidasa de
rabano (HRP) (dilucién 1:2000, Santa Cruz, USA) durante 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente, las membranas de PVDF fueron reveladas con el kit basado en
quimioluminiscencia (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, ThermoFisher
Scientific) y analizadas en un sistema de imagen para western blot ECL (enhanced
chemiluminiscence) usando el instrumento Fujifilm LAS-3000 Imager. Una vez obtenidas las
imagenes, se analizaron las bandas por densitometria usando el software Image J. A
continuacién, se llevd a cabo el ‘stripping’ o desnudado de la membrana, incubando las
membranas con un tampdn de stripping (Restore Western Blot Stripping Buffer, Thermo

Scientific) durante 15 min a temperatura ambiente. Con este proceso lo que se consigue es
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eliminar la sefial del primer anticuerpo utilizado y permite usar la misma membrana para
multiples anticuerpos. De esta manera, las membranas fueron incubadas por segunda vez con
un anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-B-actina humana (dilucién 1:2000; Santa
Cruz Biotechnology), seguido de su correspondiente anticuerpo secundario de cabra anti-ratdn
y analizada como se describe anteriormente. La B-actina se usé como control positivo de la
técnica y como proteina ‘housekeeping’ o control interno sobre la que relativizar la expresién

del resto de proteinas.

1.6 Caracterizacion de la expresion de PLSL, TRFL y LYSC en tejido endometrial por

inmunohitoquimica

Para la validacidn externa, se emplearon 15 muestras endometriales de otra cohorte de
mujeres donantes fértiles diferentes a las usadas en el iTRAQ y cogidas en diferentes fases del
ciclo endometrial (n=3, fase proliferativa media temprana; n=3, fase proliferativa tardia; n=3,
fase secretora temprana; n=3, fase secretora media; n=3, fase secretora tardia). Dichas
muestras fueron primero fijadas en paraformaldehido al 4%, deshidratadas en bafios de
alcoholes de gradacién creciente (del 70-100% de etanol) y luego embebidas en parafina. De
los bloques de parafina se realizaron cortes de 5 um que fueron colocados en portaobjetos
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) para la posterior inmunohistoquimica. A
continuacién, las secciones se desparafinaron en la estufa a 60 °C durante 1 h seguido de dos
bafos en histoclear o xilol de 5 min c/u, y se deshidrataron en series de alcoholes de gradacién
decreciente (del 100-70% de etanol). Tras ello, las secciones o cortes se enjuagaron primero

con agua del grifo y luego con agua destilada.

Para la inmunohistoquimica se utilizdé el Kit de Peroxidasa LSAB (DAKO, USA).
Brevemente, el primer paso del protocolo consiste en el desenmascaramiento del antigeno
inducido por calor, para el cual las secciones o cortes se incubaron con una solucién de tampén
de citrato de sodio a pH 6.0 a 95°C durante 20 min, en un bafio de agua. Luego, se hicieron dos
lavados de 5 min c/u. con PBS seguidos del bloqueo con una soluciéon de BSA al 5% (en PBS)
(Sigma) durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se incubaron los cortes toda la
noche a 4°C con los correspondientes anticuerpos primarios monoclonales de ratén frente a la
plastina 2 humana (10 pg/mL; Abcam, Reino Unido), o de conejo anti-lisozima humana
(1:2500; Abcam, Reino Unido), ambos diluidos en PBS con 3% de BSA. En el caso de las
secciones de tejido destinadas a la deteccién de la TRFL, el desenmascaramiento del antigeno
se llevo a cabo con proteinasa K (20 pg/ul diluida en tampdn Tris/EDTA) durante 5 min a 37°C

antes de ser incubadas con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-latotransferrina
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humana (1:500; Abcam, Reino Unido) a 4°C durante toda noche. Como control negativo se
utilizaron cortes de tejido endometrial siguiendo el mismo protocolo de tincidn, pero
incubando con BSA al 3% en PBS en lugar del anticuerpo primario correspondiente, y como
control positivo se usaron tejidos en los que se conoce que esa proteina se expresa. De tal
forma se usaron amigdala humana como control positivo para la PLSL y la TRFL y pulmdn
humano como control positivo para la LYSC. Los anticuerpos secundarios vinieron incluidos en
el Kit Peroxidasa LSAB, siendo validos para anticuerpos primarios de conejo, ratén o cabra.
Para el revelado o deteccién de la inmunoreactividad se utilizé el sustrato diaminobencidina
(DAB) del kit, el cual es metabolizado por la enzima HRP en presencia de perdxido de
hidrégeno, dando un precipitado de color marrdn, alli donde se expresa la proteina de interés.
Finalmente, los cortes fueron contratefiidos con hematoxilina durante 10 segundos para
visualizar los nucleos, lavados con agua destilada y montados con el medio de montaje Eukitt
para su posterior visualizacidn al microscopio dptico. La cuantificacion de la tincidn o seiial se
llevo a cabo por medio del método H-Scores, en el que tres observadores independientes y de
manera ciega categorizaron la intensidad de sefial en ausencia completa de tincion (0) a una
sefial muy fuerte (3). Los resultados se expresaron como la media aritmética + desviacion

estandar (SD).
1.7 Estadistica

Los datos protedmicos se analizaron utilizando el programa R (R Core Team, Austria)
primero por medio de un andlisis de la Varianza (ANOVA) (Cox, 2007) para evaluar qué
proteinas salieron diferencialmente expresadas entre los tres grupos analizados. A los
resultados obtenidos del ANOVA se les aplicé la correccion del método FDR (Tasa de falsos
rechazos o de descubrimientos falsos; ‘False Discovery Rate’) para controlar la probabilidad
global de error tipo |, o de falsos positivos, mediante un test de hipdtesis o comparaciones
multiples (Benjamini and Hochberg, 1995). Asi, aquellas proteinas que mostraron un FDR
menor que el 0,05 se consideraron significativamente diferentes. Pero para saber entre qué
dos grupos estan diferencialmente expresadas esas proteinas resultantes del ANOVA, se
llevaron a cabo los analisis diferenciales ‘por pares’ o ‘pairwise’, en los cuales se compararon
los tres grupos experimentales dos a dos. Dichos andlisis diferenciales ‘por pares’ se llevaron a
cabo usando el paquete limma de R. También se llevaron a cabo representaciones graficas, a
modo de diagramas de Venn, del numero de proteinas diferencialmente expresadas
resultantes de los analisis diferenciales por medio de paquete VennDiagram de R (Chen and

Boutros, 2011).
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Para los resultados del western blot, la densitometria de banda de cada proteina se
normalizé frente a la de su correspondiente banda de p-actina para determinar la
concentracidn de proteina. Para la PLSL, se compararon los valores medios de densitometria
normalizada o concentracidn de proteina entre los grupos endometriales primero haciendo un
ANOVA seguido de un andlisis post-hoc de Bonferroni y segundo haciendo un T-test de
Student. Respecto a la TRFL y LYSC, se aplicd una prueba no paramétrica de Kruskal Walles
seguido de una prueba de comparacidn multiple de Dunn’s usando el programa SPSS (IBM

SPSS). Un p-valor < 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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2. Materiales y métodos parte Il: EI Cu y el Pb y su papel disruptor en la

funcion endometrial

2.1 Reclutamiento de pacientes y recogida de muestras endometriales

Para la realizacidn de la segunda parte de la tesis se reclutaron 32 mujeres. Todas ellas
eran mujeres fértiles con edad comprendida entre los 18-33 afios y con un IMC dentro de la
normalidad, de 20-25 Kg/mz, que acudieron a la clinica IVl Valencia para la donacién de
ovocitos. Todas ellas presentaron ciclos menstruales regulares (21-32 dias) y se sometieron a
un control ecografico y ginecolégico para descartar otras condiciones limitantes de la
fertilidad, tales como adenomiosis, endometriosis, endometritis, enfermedad pélvica
inflamatoria o sangrado irregular, patologias anatémicas uterinas o embarazo dentro de los 3

meses anteriores a la recogida de la muestra endometrial.

Este estudio fue aprobado por el comité ético institucional del Instituto Universitario
(IU)-IVI Valencia (#1606-FIVI-050-FD, Valencia, Espafia), y todas las participantes firmaron el
consentimiento informado antes del procedimiento quirdrgico. Tras ello, las biopsias
endometriales (n=32) fueron recogidas con un catéter Pipelle (CCD Laboratoire, France) del
utero de las donantes fértiles de ovocitos en el dia de la puncidn ovocitaria, las cuales estaban

siguiendo un ciclo de estimulacién ovarica controlada.

2.2 Aislamiento y cultivo primario de células estromales y epiteliales

endometriales humanas

Las biopsias endometriales fueron procesadas por sedimentacion gravitacional para la
separacion de células endometriales primarias, estromales (ESCs, del inglés ‘Endometrial
Stromal Cells’) y epiteliales (EECs, del inglés ‘Endometrial Epithelial Cells’), de acuerdo a lo
previamente descrito por Dominguez et al., 2010 (Dominguez et al., 2010) (Figura 18).
Brevemente, el tejido endometrial es primero triturado mecdnicamente con ayuda de unos
bisturies en pequefias porciones de < 1 mm?®. Posteriormente, los fragmentos de la biopsia son
digeridos enzimaticamente con colagenasa (colagenasa tipo IA al 0,1%; Sigma-Aldrich, Espafia)
en medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM; Sigma-Aldrich, Espafa) sin rojo fenol a 4°C
durante la noche. A continuacién, colocando el tubo en posicién vertical durante 10 minutos,
las EECs (de la porcion luminal y glandular) y las ESCs se separan en funcién del tamafio por
sedimentacidn gravitacional, de manera que las EECs de mayor tamafio y densidad tienden a
precipitar antes y sedimentar en el fondo del tubo, mientras que las ESC quedan suspendidas

en el sobrenadante. El sobrenadante con las ESC se recoge y filtra mediante unos filtros de
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membrana con tamafo de poro de 50 um (cell filters, Celltrics, GmbH; Alemania), mientras
que el sedimento (con las células epiteliales glandulares y luminales) se lava y agita tres veces
con medio fresco DMEM. A cada lavado le siguen unos 10 minutos de sedimentacion
gravitacional y filtracidon de las ESC del sobrenadante. Una vez aisladas vy filtradas, las ESC se
centrifugan a 2.500 rpm durante 5 minutos. Por otro lado, las células epiteliales finalmente
también se filtran en filtros de membrana de tamafo de poro de 100 um (Celltrics, GmbH;
Alemania), para eliminar el exceso de glandulas. Para eliminar los eritrocitos presentes en las
muestras, cada fraccidn celular es tratada con 3 mL de tampdn de lisis de eritrocitos 1X
(Cloruro de amonio [NH,CI] 1,5M, Hidrocarbonato de sodio [NaHCO;] 100 mM vy acido
etilendiaminotetraacético [EDTA] 1 mM, pH 7,4) y centrifugada a 2.500 rpm durante 5
minutos. Tras la lisis de los eritrocitos, las ESC se resuspenden y cultivan en su medio de cultivo
DMEM/F12 libre de rojo fenol al 10% de suero bovino fetal (SBF) y conteniendo 0,2% de
antibioticos (0,4 pg/mL de fungizona and 80 pg/mL de gentamicina) (medio de cultivo de ESCs
al 10% de SBF) y las EECs en su medio de cultivo compuesto de 75% DMEM/25% MCDB-105
suplementado con 10% de SBF, 5 upg/mL de insulina (Sigma-Aldrich; Spain) y 0,2% de

antibidticos (medio de cultivo de EEC al 10% de SBF).

Una vez aisladas las dos poblaciones celulares, el primer paso fue comprobar la pureza
de ambas por medio de inmunocitoquimica de fluorescencia con marcadores especificos para
ESCs y EECs, y el segundo paso fue evaluar el efecto de la exposicidn in vitro al Cu y Pb sobre el
cultivo primario de ESCs y EECs por medio de diversos ensayos funcionales in vitro. Para la
fraccion estromal se llevaron a cabo ensayos de viabilidad (MTS) con curvas de exposicion
tiempo-dosis, ensayos de decidualizacion con andlisis de la expresion de receptores
esteroideos y analisis del estrés oxidativo (ensayo ROS). En la fraccién epitelial se llevaron a
cabo también ensayos de viabilidad (MTS) ademas de ensayos de adhesiéon trofobldstica y de

migracion (Figura 18).

79



Materiales y métodos parte Il

(

» Analisisde la pureza celular
(Inmunocitoquimicade
fluorescencia: Vimentina,

citoqueratina 18, CD45)
-< » Ensayo de viabilidad celular
(MTS)
ESC » Ensayo de deciudalizacionin

vitro
» Ensayo ROS

Sedimentacion
Gravitacional

# Analisis de la pureza celular
Donantes de Biospia (Inmunocitoquimica de
ovocitos (fértiles) endometrial fluorescencia: Vimentina,

citoqueratina 18, CDA45)

* # Ensayo de viabilidad celular
EEC (MTS) )
» Ensayo de adhesionde
esferoides JAR
Ensayo de “wound healing” o
\_ de cierre de la herida.

v

Figura 18. Esquema de la obtencidn y separacion de las ESCs y EECs a partir de biopsias
endometriales por sedimentacién gravitacional y ensayos funcionales llevados a cabo con
cada fraccion celular.

2.3 Caracterizacion de la pureza/homogeneidad de las poblaciones celulares

ESCs y EECs por medio de inmunofluorescencia de Vimentina, Citoqueratina

18y CD45

La homogeneidad de los cultivos celulares se determiné de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas bajo el microscopio déptico de campo claro y verificado por localizaciéon por
inmunofluorescencia de los siguientes marcadores: citoqueratina (marcador epitelial) y
vimentina (marcador de epitelio y estroma) y CD45 (marcador de células inmune, macréfagos)

(Simdn et al., 1999; Dominguez et al., 2003; Braza-Boils et al., 2013).

Para ello se cultivaron ESCs y EECs en placas de 24 pocillos (6 pocillos por tipo celular, 3
para cada anticuerpo por separado y otros tres para sus correspondientes controles negativos)
en sus respectivos medios al 10 % de SBF hasta alcanzar el 90-100% de confluencia. Tras ello,
primero se fijaron las células con paraformaldehido al 4% (PFA) durante 20 minutos y luego se
permeabilizaron con Triton-X 100 al 0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Antes y
después de cada paso, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con tampdn fosfato
salino 1X (PBS, del inglés Phosphate Buffer Saline). Una vez las células fueron fijadas y
permeabilizadas, se procedié a realizar el bloqueo con albumina de suero bovino (BSA, del

inglés Bovine Serum Albumin) al 5%/suero normal de cabra al 5% (NGS, del inglés Normal Goat
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Serum) durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de dos lavados de 5 minutos
cada uno con PBS 1X. Ambos tipos celulares, ESCs and EECs, fueron incubados con los tres
anticuerpos primarios por separado (en pocillos separados): anticuerpo anti-vimentina
(diluciéon 1:100 en BSA al 1%, anticuerpo hecho en ratén frente a humano; Abcam, Reino
Unido), anticuerpo anti-citoqueratina 18 (dilucion 1:300 en BSA 1%, hecho en conejo frente a
humano; Abcam, Reino Unido) y anticuerpo anti-CD45 (dilucién 1:200 en BSA 1%, hecho en
conejo frente a humano; Santa Cruz, Alemania) a 4° C durante la noche. Tras la incubacién con
el anticuerpo primario, las células se lavaron con PBS (3 lavados de 5 min) e incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente AlexaFluor 488 de cabra frente a raton (1:500 en BSA
1%) o el AlexaFluor 488 de cabra frente a conejo (1:1000 en BSA 1%) durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacién suave. Los controles negativos fueron células de ambos
tipos celulares que siguieron el mismo procedimiento de tincién, pero en ausencia de cada uno
de los anticuerpos primarios. Tras la incubacién con el anticuerpo secundario y respectivos
lavados con PBS, se contratifieron los nucleos celulares con un medio de montaje que contiene
el agente intercalante, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular probes, Lifes Technologies,
Espafia). La tincidn se comprobd en un microscopio invertido de fluoerescencia (ZEISS AXIO)
equipado con una cdmara AXloCam ICc5 camera. Se tomaron fotos de las células para su

posterior analisis a un aumento de 40X.

2.4 Preparacion de las soluciones de las sales metdlicas de Cobre y Plomo

Para cada metal, se prepard una solucion stock (solucion de trabajo) de 2000 uM,
disolviendo la cantidad adecuada de cada sal metdlica (CuSO4-5H,0 y PbCl,; con grado de
pureza analitico > 98%; Sigma-Aldrich™, Espafia) en agua MilliQ (Millepore, Francia) v filtrado
con esterilidad (filtros con doble membrana de 0,2/0,8 um) antes del tratamiento celular. Las
soluciones de trabajo de menor concentracién de dichos metales (50-200 UM para el cobre y
30-500 uM para el plomo) se prepararon por dilucién de las soluciones stocks con sus

respectivos medios de cultivo para ESC/EEC suplementado con 2% de SBF.

Las dosis de ambos metales pesados se seleccionaron de acuerdo con la bibliografia
previa publicada. En el caso del cobre (Cu), se seleccionaron dosis mas bajas y similares a
aquellas encontradas en el liquido endometrial de pacientes portadoras de un DIU de cobre
(Arancibia et al., 2003; Carrascosa et al., 2018) y también dosis usadas en cultivo in vitro con la
linea celular de células humanas estromales endometriales (HESC) (Li et al., 2017b) (50, 100 y

200 pM). Para el plomo (Pb), se seleccionaron dosis similares a aquellas usadas en trabajos
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previos para el cultivo in vitro de células Ishikawa y células neuronales PC12 (Guyot et al.,

2015; Kumar et al., 2015) (30, 100 y 500 uM).

2.5 Ensayo de viabilidad celular en ESCs y EECs expuestas al Cu y Pb

La viabilidad celular de ESCs y EECs expuestas a Cu y Pb se evalué midiendo la
competencia metabdlica por medio del ensayo colorimétrico MTS (CellTiter 96Aqueous cell
proliferation assay kit; Promega, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
ensayo mide la reduccién de la sal tetrazolio (MTS) a formazan (producto coloreado) catalizado
por las enzimas deshidrogenasas de las mitocondrias intactas de células vivas. De esta manera,
el cambio de absorbancia es directamente proporcional al numero de células vivas.
Brevemente, se sembraron 2,0 x 10* células ESC (n=4) y EEC (n=4) por pocillo en placas de 96
pocillos y se dejaron crecer hasta una confluencia del 40-50% en sus respectivos medios de
cultivo suplementados al 10% de SBF a 37°C en 5% CO, en atmdsfera humeda antes de la
exposicién al metal pesado. A continuacion, las células ESCs y EECs fueron expuestas durante
72 y 48 horas respectivamente con diferentes dosis de Cu (50, 100, 200 uM) y Pb (30, 100, 500
uM) afiadiendo 100 pL de la solucién de trabajo correspondiente preparada en medio ESC/EEC
al 2% de SBF. Las condiciones control para ambos metales pesados fueron células cultivadas en
el mismo medio al 2% de SBF pero sin tratar con metales pesados (0 uM). Tras la incubacion
con las soluciones de Cu y Pb, se midi6 la densidad dptica (OD, del inglés optical density) o
absorbancia a 490nm a las 2h (ty) postratamiento y cada 24 horas tras afiadir 20 pL/pocillo del
reactivo MTS (Figura 19; A,B). Para que se dé la reaccion, se requirié una incubacion de 2 horas
con el reactivo MTS a 37°C y tras ello se midid la absorbancia en un lector de microplacas

(SpectraMAX 190, Molecular Devices; USA).

Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular. Los valores de OD
en cada punto de tiempo-dosis fueron normalizados al valor de OD de las células controles no
expuestas (0 uM) a las 72h para las ESCs y a las 48h para las EECs (100% de viabilidad) +

desviacion estandar (+SD) (n=4). Se realizaron dos réplicas por condicidén en cada experimento.
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Figura 19. Diagrama para el ensayo MTS para las ESCs y para las EECs expuestas a Cu y Pb. (A)
Esquema grafico del experimento MTS para las ESCs. Dichas células fueron tratadas con Cu (0,
50, 100, 200 uM) y Pb (0, 30, 100, 500 uM) durante 72 h. La viabilidad se midié a las 2, 24, 48 y
72 h post-exposicion al Cu o Pb. (B) Esquema grafico del experimento MTS para las EECs. Las
EECs fueron tratadas con Cu (0, 50, 100, 200 uM) y Pb (0, 30, 100, 500 uM) durante 48 h. La
viabilidad se midid a las 2, 24 y 48 h post-exposicion al Cu y Pb.

2.6 Decidualizacion in vitro de ESCs primarias expuestas a cobre y plomo

Para el ensayo de decidualizacion, primero se sembraron ESCs primarias (n=4) en placas
de 12 pocillos con medio ESC suplementado al 10% SBF. Una vez alcanzado el 60-70% de
confluencia, se trataron con las soluciones de Cu (50 y 100 uM) y plomo (30 y 100 uM) durante
24 h en medio ESC al 2% de SBF. Veinticuatro horas después de la exposicidn al metal pesado,
se indujo la decidualizacion in vitro de las células ESC durante 7-8 dias afiadiendo medio fresco
al 2% de SBF conteniendo 1 uM de progesterona (P4; 4-pregneno-3,20-diona; Sigma-Aldrich),
30 nM de estrogeno (E2; 17B-estradiol-acetato; Sigma-Aldrich) en presencia de las
anteriormente mencionadas concentraciones de Cu y Pb. Se cambié el medio después de 3-4
dias de cultivo y se dejo otros 4 dias con el correspondiente medio nuevo con la mezcla de
hormonas y metales pesados. En paralelo, se mantuvieron ESCs tratadas con las dosis de Cu y
Pb correspondientes, siguiendo las mismas pautas de cultivo, pero sin decidualizar, a modo de
controles no deciduales de cada dosis. También se incluyeron los controles no expuestos (0
KUM) para las condiciones decidual y no decidual (Figura 20). Aunque el SBF podria contener
trazas de hormonas esteroideas (Milo et al., 1976; Sedelaar and lIsaacs, 2009), la misma
concentracion de SBF (2%) en el medio se usé también en los controles no expuestos al metal

pesado, excluyendo su posible interferencia estrogénica en nuestros resultados.
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Figura 20. Diagrama para el ensayo de decidualizacion in vitro de las ESCs en presencia de Cu
y Pb. Tras alcanzar una confluencia del 70%, las ESCs fueron incubadas durante 24 h con Cu (0,
50, 100 uM) o Pb (0, 30, 100 uM) y luego se les indujo la decidualizaciéon con las hormonas
P4+E2 en presencia de las respectivas dosis de Cu o Pb (parte de arriba del esquema). El medio
se cambid a los 3-4 dias, y se dejo a las células incubando con medio fresco conteniendo
hormonas y el metal pesado correspondiente durante otros 4 dias. Las ESCs expuestas 0 no a
los metales pesados, pero sin tratamiento hormonal (parte de abajo del esquema) fueron los
controles no deciduales (ndESCs).

2.7 Chequeo o comprobacion del proceso de decidualizacion

Para comprobar el grado de decidualizacién de las células ESCs expuestas a Cu y Pb, se

midieron los siguientes pardmetros:

- Los niveles de prolactina (PRL), marcador de decidualizacion, secretados al medio de

cultivo por parte de las ESCs decidualizadas in vitro y expuestas a Cu y Pb.

Después de los 7 u 8 dias de decidualizaciéon, los medios de cultivos
condicionados de las ESCs decidualizadas (dESCs) y no decidualizadas (ndESCs)
expuestas a Cu y Pb (n=4) fueron recogidos y evaluados por duplicado para determinar
la concentracidon del marcador de decidualizacidn PRL usando una técnica de
inmunoensayo conocida como ELISA (acrénimo del inglés, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay: ‘ensayo por inmunoabsorciéon ligado a enzimas’).
Concretamente se utilizé un Kit de ELISA comercial especifico para detectar la PRL

humana (Abnova, Dinamarca). La técnica ELISA es una técnica de inmunoensayo en al
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cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una
enzima capaz de generar un producto detectable, como cambio de color o algun otro
tipo; en ocasiones, con el fin de reducir los costos del ensayo, nos encontramos con
que existe un anticuerpo primario que reconoce al antigeno y que a su vez es
reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima anteriormente
mencionada. La aparicion de colorantes permite medir indirectamente mediante
espectrofotometria el antigeno en la muestra. El limite de deteccién del Kit de ELISA de
PRL fue 2 ng/mL. Para reducir la variabilidad inter-biopsia en cuanto a los niveles de
PRL, cada condicion de tratamiento fue normalizada con su respectiva condicion
decidual no expuesta a metales pesados (0 uM), considerando esta como el 100% de
decidualizacidon en cada biopsia. Los valores de PRL se expresaron como porcentaje

medio de decidualizacién * desviacidn estandar (+ SD) (n=4).

Los niveles de expresion del gen de PRL a nivel celular

Por otro lado, se recogieron las células dESCs y ndESCs expuestas a Cu y Pb,
después de los 7-8 dias de cultivo para analizar los niveles de mRNA (del inglés,
messenguer RiboNucleic Acid: ‘RNA mensajero’) de PRL a nivel celular por medio de la
técnica de ‘reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real’ (RT-gPCR,
del inglés Real Time quantitative Polimerase Chain Reaction). Para ello, primero las
células fueron ‘tripsinizadas’ afiadiendo la enzima tripsina (Tryple Select Enzyme 1X,
ThermoFisher) e incubando las células durante 5 minutos a 37°C en el incubador. Tras
ello, se inactivd le tripsina afladiendo medio al 10% de SBF y se centrifugaron las
células a 2,500 rpm durante 5 minutos. Se quité el sobrenadante, se lavaron las células
con PBS 1X y se volvieron a centrifugar. El pellet de células se utilizé para la extraccidn
de RNA y para la deteccidon del nivel de expresidn de ciertos genes entre ellos PRL y
otros genes implicados en el proceso de decidualizacion y receptividad endometrial
tales como el receptor de estrégeno alfa (ERa), el receptor de progesterona (PR) y el

gen HOXA10 (ver apartado 8 de materiales y métodos parte Il).

Reorganizacion del citoesqueleto

Una caracteristica de las células decidualizadas es que se diferencian a un
fenotipo tipo secretor y experimentan una reorganizacion a nivel del citoesqueleto de

actina pasando de una morfologia fibroblastica alargada a una mas redondeada o
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poligonal. Para ello, se analizé el citoesqueleto en ESCs primarias adicionales (n=3),
sometidas al mismo protocolo de decidualizacién en placas de 24 pocillos por medio
de la tincion de los filamentos de actina (F-actin) con el colorante fluorescente
rodamina-faloidina (Abcam). Para ello, las células fueron primero fijadas con 4% de
paraformaldehido durante 20 minutos y permeabilizadas con 0,1% Tritéon-X 100
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de cada paso, las células fueron
lavadas con PBS 1X (3 lavados de 5 minutos c/u). Finalmente, las células se incubaron
con el reactivo rodamina-faloidina 1X (Abcam, Reino Unido) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La estructura del citoesqueleto se visualizé y fotografié usando

un microscopio invertido ZEISS AXIO (n=3).

2.8 Aislamiento celular del RNA y RT-gPCR de PRL, ERa, PR y HOXA10

Para el aislamiento del RNA total tanto de las células dESCs como de las ndESCs
expuestas y no expuestas a metales pesados, se usoé el Kit ‘RNeasy mini Kit’ (Qiagen; Francia)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este Kit se basa en la lisis celular y consiguiente
obtencion del RNA total por medio del uso de una serie de tampones de lisis y de lavado,
haciendo pasar las muestras por un sistema de columnas con filtros donde el RNA queda
inicialmente retenido en la columna y finalmente es eluido en agua libre de nucleasas
(nuclease free H,0). Tras cuantificar en el espectrofotometro Nanodrop, la cantidad total de
RNA extraido por muestra, se usaron 500 ng de RNA para su retrotranscripcién en su DNA
complementario (cDNA). Para la transcripcion reversa se usd un cebador (‘primer’ en inglés)
oligomérico de timinas (dT), otros cebadores de secuencias aleatorias (random mers) y la
transcriptasa reversa incluidos en el kit (PrimeScript™ RT reagent kit, Takara; Japén) de
acuerdo con los protocolos normalizados. La RT-qPCR se llevd a cabo usando el agente
intercalante fluorescente SYBR Green (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, Applied
Biosystems; USA) en un termociclador para PCR a tiempo real StepOne Plus (Applied
Biosystems; USA). Para la amplificacidn se usé la ‘Master Mix’ comercial PowerUp SYBR Green

Master Mix (ThermoFisher Scientific), la cual contiene:

- La Dual-Lock™

Tag DNA polimerasa con doble mecanismo ‘hot start’ (inicio en
caliente) de control de actividad. Por un lado, proporciona un fino control sobre la
activacion de la enzima previniendo una activaciéon temprana no deseable de la misma
a temperaturas mas bajas que puedan conducir a una amplificacion inespecifica. Por

otro lado, permite la reactivacion de la polimerasa después de sdlo 2 minutos a 95°C.
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- La enzima termolabil Uracil-D-glicosilasa (UDG), que actia como control de
contaminacion, degradando cualquier producto remanente de PCR previamente
amplificado que puedan contaminar reacciones de PCR subsecuentes. Concretamente,
actua sobre DNA de simple o doble cadena que contenga uracilos (dU), hidrolizando
los puentes glicosidicos del DNA en los sitios que contengan dU. No tiene actividad
sobre el RNA ni sobre DNA que contiene timinas (dT) y se inactiva durante la
desnaturalizacion por calor de las hebras de DNA.

- Desoxiribonucledtidos trifosfatos (ANTPs) de adenina, guanina, citosina y timina. Son
los sustratos que utiliza la polimerasa para la replicacién del DNA.

- Desoxirribonucleétidos de uracilo (dUTP), que permiten la actividad de la UDG vy
mantiene los resultados de la PCR éptimos.

- SYBR Green, que permite la deteccidn de los productos de PCR por fluorescencia tras
unirse al DNA de doble cadena formado durante la PCR.

- ROX, que es otro fluordéforo que se usa como referencia pasiva o control interno de la
Master Mix sobre el cual la seiial del reportero SYBR Green es normalizada durante el
analisis de los datos. Dicha normalizacion es necesaria para corregir las fluctuaciones

de fluorescencia debidas a cambios en concentracion o volumen.

El protocolo comprendié dos primeros pasos de mantenimiento, el primero de 2
minutos a 50°C para la activacidn de la Uracil-D-glicosilasa y 2 minutos a 95°C para la activacion
de la Tag DNA polimerasa, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos para la
desnaturalizacion del DNA de doble cadena y 60°C durante 30 segundos para el anillado de los
cebadores y la extension de la hebra de DNA (en modo rapido). Cada reaccién contuvo 5 L de
la Master Mix, 10 uM de los primers forward y reverse, 10 ng del molde cDNA, y agua libre de

nucleasa en un volumen total de 10 pL.

La tabla 8 recoge la secuencia de los primers utilizados en la RT-qPCR para la
amplifiacion de los genes ERa, PR, HOXA10 y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). La especificidad de los primers se evalué por medio del andlisis de las curvas de
‘melting’ o desnaturalizacidon de los amplicones (fragmento de DNA amplificado) y por la
incorporacién de controles negativos (agua libre de nucleasas en vez de cDNA) para cada
pareja de primers. Se llevaron a cabo 3 réplicas de amplificacion por cada muestra. Los niveles
de expresion de cada gen se normalizaron respecto el nivel del gen ‘housekeeping’ o control
interno (GAPDH), expresandose los datos a modo de cuantificacion relativa usando el método
2»AACt

y usando la condicién ndESC sin tratar (0 puM) como muestra de referencia. Los resultados

se expresaron como la tasa de cambio o fold-change medio + desviacion estandard (SD) (n=4).
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Tabla 8. Primers usados para la RT-qPCR

Gen Primer forward (5'-3') Primer reverse (5'-3')
PR GTGGGAGCTGTAAGGTCTTCTTTAA AACGATGCAGTCATTTCTTCCA
ERa GCTTCGATGATGGGCTTAC CTGATCATGGAGGGTCAAATC
HOXA10 GATGAGCGAGTCGACCAAA TGCTCCCTTCGCCAAATTA
GAPDH AGATCAAGAAGGTGGTGAAG TTGTCATACCAGGAAATGAGC

2.9 Ensayos Ki67 y TUNEL de las ESCs tras el proceso de decidualizacion en

presencia de Cuy Pb

Para evaluar si el estado de proliferacion y el grado de muerte celular de las ESC
expuestas a Cu y Pb se veia alterado tras el proceso de decidualizacidn, se analizé la cantidad
de sefial del marcador nuclear de proliferacién Ki67 por inmunofluorescencia y la apoptosis
mediante el ensayo TUNEL (del inglés ‘deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labelling’, o
etiquetado de los extremos de las mellas o incisiones en la cadena de DNA por medio de la
deoxiribonucledtido transferasa (dUTP)) respectivamente por separado, tanto de las dESC
como sus controles ndESC expuestas y no expuestas a las distintas dosis de Cu y Pb. Para ello,
las ESCs fueron cultivadas en placas de 24 pocillos bajo el mismo proceso de decidualizacién
descrito en el apartado 6, en presencia o ausencia de metales pesados durante 7-8 dias. En
resumen, las ESCs fueron primero expuestas a Cu (0, 50, 100 uM) o a Pb (0, 30, 100 uM) vy, tras
las 24 h de exposicién se indujo la decidualizacién in vitro usando principalmente P4 + E2 como
estimulo de decidualizacidn. Los controles no deciduales de cada dosis se llevaron a cabo en
paralelo. Para ambos métodos, después de 7-8 dias de decidualizacidon, las células fueron
lavadas con PBS 1X, fijadas con PFA al 4% (20 minutos), permeabilizadas con 0,1% de Triton X-

100 en 0,1% de citrato sédico (5 minutos), y lavadas tres veces con PBS 1X.

Para la inmunofluorescencia de Ki67, tras la fijacién y permeabilizacion de las células, el
blogueo se realizé con BSA al 3% (Sigma-Aldrich, Espafia)/NGS al 5% (Fischer Scientific, USA)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, las células fueron lavadas con
PBS 1X (2 lavados de 5 minutos c/u) e incubadas con el anticuerpo primario de conejo anti-
Ki67 (dilucién 1:100 en BSA 1%; Sigma-Aldrich, Espaiia) a 4°C durante toda la noche. Tras ello,
se lavaron las células para la eliminacidon del exceso del anticuerpo primario con PBS-T 1X

(Tween-20 al 0,05% en PBS) y se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra frente a
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conejo AlexaFluor 488 (diulcion 1:1000 en BSA al 1%) (Santa Cruz; Alemania) en agitacion a
temperatura ambiente durante 1h. El control negativo se prepard siguiendo el mismo proceso

de tincidn, pero en ausencia del anticuerpo primario.

La reaccion TUNEL se basa en etiquetar o marcar las roturas de simple o doble cadena
de DNA producidas durante el proceso de apoptosis, por medio de una enzima, la dUTP-
transferasa terminal, que lo que hace es afiadir nucleétidos de uracilos marcados con un
fluoréforo rojo (dUTPs*) a los extremos de las roturas de la cadena de DNA, permitiendo asi
cuantificar la muerte celular por apoptosis a nivel de célula Unica. Este ensayo se llevé a cabo
usando el kit de deteccidén in situ de muerte celular, TMR rojo (Roche, Sigma-Aldrich, Espaia),
siguiendo el protocolo para células adherentes. De manera breve, las células una vez fijadas y
permeabilizadas, se incubaron con 150 plL de la mezcla de reaccién TUNEL (solucion enzima +
solucion de etiquetado (dUTPs); 1:10) durante 60 min a 37°C en oscuridad y en atmodsfera
himeda. El control positivo fueron células fijadas y permeabilizadas incubadas con 2000 U/mL
de DNasa | en 50 mM de tampédn Tris-HCl pH 7,5 con 1 mg/mL de BSA durante 10 min a 25°C
para inducir roturas en las cadenas de DNA antes de anadir la mezcla de reaccién TUNEL. El
control negativo fueron células fijadas y permeabilizadas incubadas sélo con la solucién de

etiquetado (sin la transferasa terminal) en lugar de la mezcla de reaccién TUNEL.

Después de la inmunoticién con Ki67 y/o de la reaccion TUNEL, las células fueron
lavadas dos veces con PBS 1X y se contratifieron los nucleos con DAPI (Molecular Probes, Life
Technologies, Espafia). Finalmente se analizaron las células bajo el microscopio de

fluorescencia Zeiss AXIO equipado con la cdmara AXioCam ICc5.

Se repliacaron los experimentos en 3 muestras endometriales diferentes (n=3). Los
resultados se expresaron para Ki67 como el porcentaje de células Ki67 positivas cuantificado
como el nimero de células positivas para Ki67 (fluorescencia verde) sobre el nimero total de
células (células positivas para DAPI; fluorescencia azul) por campo observado. La misma
representacion se utilizd para los resultados del ensayo TUNEL, siguiendo la féormula de la tasa
o ratio de apoptosis: porcentaje de células positivas para TUNEL (%) = (numero de células
TUNEL positivas (fluorescencia roja)/nimero de células positivas para DAPI) x 100. Se contaron

un total de 3-4 campos por condicidén en tres muestras diferentes.

2.10 Medicion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en ESCs expuestas a Cu

y Pb (ensayo ROS)

89



Materiales y métodos parte Il

La generacion de ROS (del inglés ‘Reactive Oxygen Species’) inducida por la exposicion a
Cu y Pb in ESCs se midié por medio de un kit de deteccién de ROS celular basado en el uso del
colorante permeable DCFDA (2’,7'-diclorofluoresceina diacetato) (DCFDA Cellular ROS
Detection Assay Kit; Abcam, Reino Unido). A modo de resumen, inicialmente se sembraron 4 x
10* células por pocillo en placas de 96 pocillos (de fondo claro y bordes oscuros) y cuando
alcanzaron el 80 % de confluencia se trataron con 100 plL de Pb (30 y 100 uM) o Cu (50 y 100
uM) en medio ESC al 2% de SBF durante 24 h. Se llevaron a cabo 2 réplicas técnicas por
condicidn para un total de 4 experimentos independientes (n=4). Tras | 24 h de exposicidn, se
lavaron las células con PBS (2 lavados) y se tifieron con 20 pg/mL del colorante fluorescente
nuclear Hoeschst 33258 durante 30 minutos en oscuridad (37°C y 5% de CO,). A continuacion,
las células se lavaron (dos lavados) con PBS y se incubaron durante 45 minutos en oscuridad
(37°C y 5% de CO;) con el DCFDA (25 pM) en medio incompleto (medio ESC al 2% de SBF)
conteniendo también las respectivas dosis de Cu o Pb (Figura 21). Como control positivo se
usaron ESCs expuestas a perdxido de tertbutilo (TBHP) (100 uM) durante 3 horas en idénticas
condiciones, pero sin exponer a metales pesados. Finalmente, las células se lavaron 2 veces
con PBS y se analizaron bajo el microscopio de fluorescencia. La fluorescencia intracelular se
midid utilizando el microscopio de fluorescencia invertido Zeiss AXIO equipado con la camara
AXioCam ICc5 y se cuantificd utilizando el programa de analisis Image J. Los datos de células
positivas para ROS (fluorescencia verde) se normalizaron primero frente nimero total de
células por campo (células positivas para el Hoechst; fluorescencia azul) y luego expresadas
como fold-change respecto a las células control no expuestas (0 uM) a metales pesados. Los

valores mostrados representan el fold change medio * sd (n=4).

DCFDA
i Pb/Cu + Medicion de
Pb/Cu ROS
Siembra de l

ESCs \l l
80% | | I
1 %oh 23.15h 24h

O oM )
( Pb 30 1M ]
( Pb 100 M )
( Cu 50 uM ]
(C—_ cuioopm )

Figura 21. Diagrama para el ensayo ROS en ESCs expuestas a Cu y Pb. El estrés oxidativo
generado por la exposicidon a Cu y Pb se analizé utilizando el DCFDA. Para este ensayo las ESCs
fueron expuestas a Cu (0, 50, 100 uM) o Pb (0, 30, 100 uM) durante 24 h. Antes de completar
las 24 h de exposicidon a Cu o Pb, las ESCs fueron incubadas durante 45 min con el DCFDA vy
finalmente se midio la produccién de ROS midiendo la cantidad de fluorescencia generada.
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2.11 Cultivo celular de los esferoides JAR y ensayo de adhesion

Debido a la dificultad de utilizar embriones humanos para los ensayos in vitro en lo que
respecta principalmente a los aspectos éticos y al nUmero de ellos que se necesitarian para
llevar a cabo los ensayos de adhesidon, hemos usado al uso de una linea celular trofoblastica
para dicha aproximacion in vitro. Concretamente se utilizé la linea celular de coriocarcinoma
humano JAR (ATCC HTB-144™). Dichas células cultivadas en condiciones de baja adhesién se
agrupan formando lo que aqui llamamos esferoides, adoptando una morfologia y
comportamiento similar al de un trofoblasto de un embrién humano. Particularmente, las
células JAR se cultivaron en 2 mL de medio JAR (medio RPMI 1460 suplementado con 10 mM
de medio HEPES, 1 mM de piruvato sédico, 10 % de SBF y 0,2% de antibidticos) en placas de 6
pocillos de baja adhesién a una concentracién de 3,0 x 10* células por pocillo. Tras 48 h de
cultivo, se recolectaron los esferoides seleccionando aquellos mas redondeados y similar
tamafio, los cuales fueron tefiidos con 10 uM de un colorante vital fluorescente naranja
(CellTracker™ Orange CMTMR Dye, Invitrogen, Estados Unidos) en medio JAR sin suero
durante 30 minutos en oscuridad (37°C, 5% CO,). Para eliminar el exceso de colorante, los

esferoides fueron lavados con PBS o en medio fresco JAR.

La adhesién de los esferoides JAR a la monocapa de células epiteliales se midié con un
ensayo mecanico previamente descrito (John et al., 1993). Para este ensayo, primero se
sembraron monocapas confluentes de EECs primarias en placas de 24 pocillos, las cuales
fueron pre-expuestas a Cu (0, 50, 100 uM) o Pb (0, 30, 100 uM) durante 24 h en medio EEC
suplementado con SBF al 2%. A continuacion, se afiadieron los esferoides JAR tefiidos y se
cocultivaron junto con las monocapas de EECs durante 24h en presencia de las dosis
previamente descritas de Cu y Pb (Figura 22). En cada experimento de adhesion se usaron de
5-7 esferoides por condicidn (dosis de metal pesado), en 7 tandas de EECs procedentes de 7
biopsias endometriales diferentes, lo que hizo un total de 49-77 esferoides por condicién. La
adhesién de los esferoides se midid a las 24 h poscocultivo haciendo ligeros movimientos
circulares con la placa bajo un microscopio invertido (Zeiss AXIO) en campo claro vy
fluorescencia. La tasa de adhesion se calculé como la proporcion de esferoides adheridos con

respecto al nimero total de esferoides evaluados por condicion.
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Figura 22. Diagrama para el ensayo de adhesion trofoblastica sobre monocapa de EECs
expuestas a Cu y Pb. Las EECs primero fueron tratadas durante 24 h con Cu (0, 50, 100 uM) o
Pb (0, 30, 100 uM) y luego se afadieron los esferoides JAR tefiidos con el cell tracker y se
cocultivaron ambos en presencia de Cu o Pb. Al cabo de las 24h se chequeé la adhesion de los
esferoides. Se incluyen micrografias en campo claro y de fluorescencia del cocultivo de los
esferoides JAR sobre la monocapa de EEC.

2.12 Ensayo de migracion de las EECs (ensayo ‘wound healing’ o cicatrizacion de

la herida)

Con el fin de evaluar la capacidad de migracion de las células EECs en presencia del Cu y
Pb, se llevd a cabo el ensayo ‘wound healing’ o de ‘cicatrizacion o cierre de la herida’. Para ello,
se sembraron EECs en placas de 24 pocillos en medio EEC al 10% de SBF y se dejaron crecer
hasta confluencia. Tras alcanzarla, se trataron las células con las soluciones de los metales
pesados (0 uM; 30, 100 uM Pb; 50, 100 uM Cu) en medio EEC suplementado con 2% de SBF
durante 24 h. A continuacién, a cada monocapa se le hizo una herida o ‘scratch’ con una punta
de pipeta estéril de 1000 uL en la mitad del pocillo, se lavaron con PBS 1X para eliminar los
restos de células levantadas por la herida y se anadié medio fresco al 2% de SBF y la dosis
correspondiente de Cu o Pb. Se midid la anchura de la herida, en tres puntos equidistantes de
la misma, en un microscopio de contraste de fase inmediatamente después de hacer la herida
(to) y después de 24, 48 y 72h (t,4, tsg t7,) (Figura 23). El cierre de la herida se calculé y expresd

como porcentaje de cierre respecto a la anchura inicial (to) de la herida. Los datos mostrados
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representan la media + sd de dos medidas por condicién y por biopsia (n=4). (Dos réplicas

técnicas por condicién para un total de 4 experimentos independientes n=4).

to t24 t48
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Figura 23. Diagrama para el ensayo de ‘Wound Healing’ con EECs expuestas a Cu y Pb.
Monocapas de EECs fueron primero tratadas con Cu (0, 50, 100 uM) o Pb (0, 30, 100 uM)
durante 24h, luego se le hizo la herida o ‘scratch’ y se les volvié a afadir medio fresco con Cu o
Pb. Se midid la anchura de la herida por analisis de imagen a las 0, 24 y 48 h tras hacer la
herida.

2.13 Andlisis estadistico

Para cada experimento, se presentan los resultados como la media + la desviacidon
estandar (SD), indicando ‘n’ el nimero de experimentos. Para el ensayo MTS, el efecto de las
dosis de Cu y Pb fue analizado dentro de cada tiempo, comparando cada dosis con la condicién
0 uM. Por lo tanto, el porcentaje de viabilidad celular se analizé primero por medio de una
prueba de anilisis de la varianza (ANOVA) seguido por una prueba post-hoc con correccion de
Games-Howell o HSD Tukey para determinar qué grupos/dosis presentaron diferencias
significativas. Los niveles de PRL secretados y los fold changes de los genes ERa, PR y HOXA10
se compararon por medio de pruebas de la T, comparanto cada dosis de exposicion frente a

los controles no expuestos tanto en ndESCs y en dESCs.

Para los andlisis TUNEL y Ki67, la estimacién de los porcentajes de células positivas para
TUNEL y células positivas para Ki67 se compararon entre condiciones por medio de un modelo
de regresién mixta de Poisson para comparar el efecto de las dosis del metal pesado (Cu o Pb)
frente a las células no expuestas (0 uM), dentro de las condiciones no decidual y decidual
respectivametne. Este modelo calcula las Odds Ratios (OR) de cada dosis frente a la condiciéon

0 uM en ndESCs y dESCs para determinar la significatividad estadistica.
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Para los ensayos de ‘wound healing’ y de adhesion, se usaron pruebas de la T para
comparar el porcentaje de cierre de la herida y el porcentaje de esferoides adheridos para

cada dosis de Cu y Pb con respecto a la condicién 0 uM.

Para todos los analisis, un p-valor < 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

1. Resultados parte I: Estudio proteomico de la receptividad

endometrial

1.1 El andlisis iTRAQ desvela cambios en el numero y la abundancia de las

proteinas detectadas en las diferentes condiciones endometriales (mujeres

fértiles, pacientes con RIF y mujeres portadoras de un DIU-Cu)

Con el fin de obtener una visién global de la posible alteracién del proteoma en tres
situaciones endometriales clinicas diferentes (fértil, RIF y endometrio refractario), se llevé a
cabo una aproximacion protedmica cuantitativa basada en el iTRAQ. En la Figura 17 se
describe el disefio experimental del iTRAQ y el flujo de trabajo. Para la identificaciéon de las
proteinas obtenidas tras el iTRAQ se utilizé la base de datos de proteinas humanas Expasy
(SwissProt database), detectando un total de 2.878, 2.669, 3.536 y 2.469 proteinas con un FDR
global por debajo del 5% en cada uno de los 4 experimentos iTRAQ realizados. De todas esas
proteinas, se detectaron 1.889 proteinas comunes, compartidas entre los 4 experimentos
iTRAQ. Se utilizaron estas 1.889 proteinas para caracterizar los tres grupos endometriales y
realizar las diferentes comparaciones estadisticas (ANOVA y comparaciones diferenciales

‘pairwise’ o por pares).

Inicialmente, se llevd a cabo un proceso de normalizacién por cuantiles de los valores
del iTRAQ para la abundancia de las 1.889 proteinas comunes (Figura 24; A,B). Tras la
normalizacién, las distribuciones de los datos mostraron la eliminacion de los cambios o

desplazamientos globales en abundancia y redujeron la variabilidad de los datos (Figura 24B).
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Figura 24. Normalizacion por el método de los cuantiles para los valores de abundancia de
las 1.889 proteinas. (A) Diagrama de cajas para la abundancia de proteinas de las muestras del
iTRAQ antes de la normalizacién por el método de los cuantiles. El eje Y representa los valores
para la abundancia de proteinas calculada como la intensidad de cada idn reportero respecto a
su valor en el estandar interno. (B) Diagrama de cajas para la abundancia de proteinas de las
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muestras del iTRAQ después de la normalizacion por cuantiles. Graficas sacadas del articulo
(Pérez-Debén et al., 2019).

Tras la normalizacidn, se corrigid el efecto tanda o ‘batch effect’ por el hecho de haber
hecho 4 experimentos iTRAQs independientes. Con el fin de disminuir el efecto tanda,
muestras de los tres grupos de estudio estuvieron igualmente representadas en cada analisis
iTRAQ. Como método exploratorio y forma de visualizar la correccion del efecto tanda, se
llevaron a cabo distintas representaciones graficas mediante PCA para ver cdbmo agrupan las
muestras en funcién del perfil de expresidon de las 1.889 proteinas comunes, antes y después
de dicha correccion (Figura 25; A,B). Antes de la correccion del ‘batch effect’, podemos ver que
muestras incluidas en el mismo iTRAQ tienden a agrupar conjuntamente, lo que indica la
existencia de un efecto tanda, como es el caso de las muestras del iTRAQ 4 (en verde) (Figura
25 A). Después de la correccién, muestras de la misma condicién endometrial incluidas en

diferentes iTRAQs agruparon conjuntamente (Figura 25 B).

La figura 26 muestra otra forma de representar el PCA de las muestras para las 1889
proteinas comunes tras la correccidon del batch effect, pero resaltando la agrupacion por
condicion endometrial en vez de por el nimero del analisis iTRAQ. Segun el PCA, las
condiciones DIU y RIF definieron dos grupos o ‘clusters’ separados de acuerdo a sus perfiles
proteémicos, pero la condicién fértil resulté ser muy heterogénea y solapd con una gran
proporcién del grupo RIF y con parte del grupo DIU. Esta representacién muestra que las
condiciones DIU y RIF son dos grupos claramente separados, sugiriendo que un endometrio

refractario tiene un perfil proteémico completamente diferente al de una paciente con RIF.

De estas 1.889 proteinas, el analisis ANOVA mostré 188 PDEs significantes entre los tres
grupos (p-valor < 0,05), sugiriendo que estas 188 proteinas podrian ser cruciales en la

adquisicion de la receptividad endometrial (Tabla suplementaria 1. Anexo 1).
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Figura 25. Correccion del ‘batch effect’. (A) PCA para las muestras del iTRAQ antes de la
correccion del efecto tanda o ‘batch effect’. Las elipses de cada color delimitan las muestras
incluidas en cada iTRAQ. (B) PCA para las muestras iTRAQ después de la correccion del ‘batch
effect’. (C = Fértil o control; FI=RIF; DIU). Gréficas sacadas del articulo Pérez-Debén S. et al.,

2019.
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Figura 26. Analisis PCA de los perfiles endometriales de expresion proteica para las
condiciones Fértil, DIU y RIF. La muestras endometriales (F = Fértil en circulos verde; IUD =
DIU en tridngulos amarillos y RIF en cuadrados rojos) agruparon en funcién del perfil de
abundancia protedmica de las 1.889 proteinas comunes detectadas entre los 4 experimentos
iTRAQ. ). Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

1.2 Validacion por western blot de la plastina 2, lisozima y lactotransferrina:

De las 188 PDEs, se eligieron tres para la validacidon de los resultados del iTRAQ por
medio de la metodologia western blot. Las proteinas seleccionadas fueron: plastina 2 (n=10
fértil, n=8 RIF, n=9 DIU), lisozima (n=10 fértil, n=8 RIF, n=9 DIU), y lactotransferrina (n=10 fértil,
n=8 RIF, n=9 DIU), debido a su posible implicacidn en el proceso de receptividad endometrial.
Pese a que todas las muestras del iTRAQ se incluyeron en la validacidon del western blot, sélo
una de las muestras del grupo DIU se excluyé del andlisis por no presentar banda para la

proteina housekeeping B-actina.

De acuerdo con los resultados del iTRAQ, estas tres proteinas estuvieron ‘upreguladas’ o
sobreexpresadas en la condicidon DIU con respecto a los otros dos grupos y presentaron una
expresion diferencial significativa (DIU frente a RIF y DIU frente a Fértil) (p-valor < 0,05) (Figura

27; A,B).
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1,328 0,983 0,819 0,0122 0,010 < 0,001
TRFL 1,825 0,627 0,542 0,0008 <0,001 <0,001
LYSC 1,910 0,518 0,527 0,0007 < 0,001 < 0,001

Figura 27. Resultados de los Fold changes del iTRAQ para la PLSL, TRFL y LYSC. (A) Fold
change promedio del iTRAQ para las proteinas validadas por western blot. Los ratios de los fold
changes medios para la plastina 2 (PLSL), la lactotransferrina (TRFL) y la lisozima (LYSC) se
representaron para cada condicién endometrial (DIU n=10, Fértil n=10 y RIF n=8). Estas tres
proteinas mostraron diferencias significativas al comparar los grupos Fértil frente a DIU y RIF
frente a DIU. ** p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001. (B) En la tabla se recogen los valores de los
fold changes calculados como la media en cada grupo endometrial respecto a su estandar
interno y los p-valores asociados tanto al ANOVA como para las comparaciones por pares Fértil
frente a DIU y RIF frente a DIU. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S, et al., 2019.

La plastina 2 es una proteina relacionada con el citoesqueleto, y previamente se ha
descrito que algunas proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina estan implicadas en
el proceso de implantacion (Venuto et al., 2008; Montazeri et al., 2015). Por otro lado, la
lisozima y la lactrotransferrina estan implicadas en procesos de respuesta inmune y de

defensa, funciones también importantes en el proceso de implantacién embrionaria.

Los andlisis densitométricos del western blot para PLSL, TRFL, y LYSC mostraron la
misma tendencia observada en el andlisis iTRAQ, con una mayor abundancia en las muestras
IUD comparada con las otras dos condiciones (Figuras 28, 29 y 30), pero solo la LYSC mostré

diferencias significativas en las comparaciones DIU frente a Fértil y DIU frente a RIF (p-valor <
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0,01). Aunque todas las muestras de cada grupo fueron utilizadas para el analisis de validacion
por western blot, no se alcanzaron diferencias significativas para las proteinas PLSL y TRFL. El
bajo poder estadistico asociado con el analisis western blot para la PLSL y para la TRFL (0,028 y
0,22 respectivamente) y la baja sensibilidad y especificidad de la técnica del western blot en

comparacién con el iTRAQ podria explicar esta discrepancia en los resultados.
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Figura 28. Validacidn de la Plastina 2 (PLSL) por western blot. PLSL (70 KDa) fue analizada por
western blot en los tres grupos endometriales (n=9 DIU, n=10 Fértil, n=8 RIF). Al lado de cada
imagen del western blot se muestra el analisis densitométrico en el que la intensidad de cada
banda de la proteina PLSL se compara o normaliza con la de su B-actina (42 KDa). El nimero en
cada barra indica el valor medio del andlisis densitométrico para cada grupo. Figura sacada del
articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.
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Figura 29. Validacion de la Lactotransferrina (TRFL) por western blot. TRFL (79 KDa) fue
analizada por western blot en los tres grupos endometriales (n=9 DIU, n=10 Fértil, n=8 RIF). Al
lado de cada imagen del western blot se muestra el analisis densitométrico en el que la
intensidad de cada banda de la proteina TRFL se compara o normaliza con la de su B-actina (42
KDa). El numero en cada barra indica el valor medio del analisis densitométrico para cada
grupo. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

101



Resultados parte |

DIU RIF FERTIL LYSC

LYSC (17 KDa) m-- - | e

B-ACTIN (42 KDa) [~ = e s e s s |

DIU RIF FERTIL

LYSC(17KD2) [ = =~ = |

B-ACTIN (42 KDa) [ e e e s s s s s |

DIU RIF  FERTIL

LYSC(17KDa) [ames == |

(PLSL/B-actin)

B-ACTIN (42 KDa) |

. -

Densidad relativa ajustada

DIU  FERTIL

LYSC (17 KDa) DIU FERTIL RIF
B-ACTIN (42KDa) [ e |

Figura 30. Validacion de la Lisozima (LYSC) por western blot. LYSC (17 KDa) fue analizada por
western blot en los tres grupos endometriales (n=9 DIU, n=10 Fértil, n=8 RIF). Al lado de cada
imagen del western blot se muestra el andlisis densitométrico en el que la intensidad de cada
banda de la proteina LYSC se compara o normaliza con la de su B-actina (42 KDa). El nimero en
cada barra indica el valor medio del analisis densitométrico para cada grupo. ** p-valor < 0,01.
Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

1.3 El andlisis proteomico cuantitativo del iTRAQ muestra perfiles protedomicos

diferenciales en RIF frente a DIU, y en Fértil frente a DIU, pero no en RIF

frente a donantes fértiles

Para entender mejor el proceso de adquisicion de receptividad endometrial, se llevaron
a cabo también comparaciones por pares de los tres grupos endometriales. De esta forma, la
comparacién Fértil frente a DIU mostré 133 PDEs, estando 59 de ellas sobreexpresadas y las74
restantes ‘downreguladas’ o disminuidas en las donantes fértiles en comparacion con las
mujeres portadoras de un DIU-Cu (Tabla 9). Sorprendentemente, al comparar los grupos RIF
frente a Fértil, no se detecté ningun cambio significativo en ninguna de las proteinas
comparadas. Por otro lado, como era de esperar, se observaron diferencias significativas al
comparar los grupos RIF frente a DIU, mostrando 158 PDEs significativas, con 73 de ellas
sobreexpresadas y 85 disminuidas en el grupo RIF comparado con las mujeres portadoras de

un DIU-Cu (Tabla 10).

102



Resultados parte |

Tabla 9. 133 proteinas diferencialmente expresadas para la comparacion Fértil frente a DIU

A‘;Zs;?“ Pr::::;n Gene symbol Protein description (Fértili;:DIU)b adj.p.val*
P62841 RS15 RPS15 ribosomal protein S15 1,2 0,05
Q14789 GOGB1 GOLGB1 golgin B1 1,2 0,05
Q16836 HCDH HADH hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 1,2 0,05
P14927 QCR7 UQCRB ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein 1,21 0,05
P55809 SCOT1 OXCT1 3-oxoacid CoA transferase 1 1,21 0,04
P80365 DHI2 HSD11B2 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 1,21 0,04
Q99733 NP1L4 NAP1L4 nucleosome assembly protein 1-like 4 1,21 0,04
P00167 CYB5 CYB5A cytochrome b5 type A (microsomal) 1,22 0,04
P07954 FUMH FH fumarate hydratase 1,22 0,04
P30084 ECHM ECHS1 en.oyl CoA hydratase, short chain, 1, 1,22 0,04
mitochondrial
P37108 SRP14 SRP14 :{iﬁr;atl)ir:;i(;ggn;t:g?e?:)rticle 14kDa (homologous Alu 1,22 0,04
P39687 AN32A ANP32A ?::T(j:lilflritécr::t)ee-:izh) nuclear phosphoprotein 32 122 0,04
P54819 KAD2 AK2 adenylate kinase 2 1,22 0,04
Q02252 MMSA ALDH6A1 aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al 1,22 0,04
Q9BXPS SRRT SRRT ?Z:;i)tizspNSiAs)effector molecule homolog 1,22 0,04
Q9ULR3 PPM1H PPM1H protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1H 1,22 0,04
Q9Y2w1 TR150 THRAP3 thyroid hormone receptor associated protein 3 1,22 0,04
P05186 PPBT ALPL alkaline phosphatase, liver/bone/kidney 1,23 0,04
P08123 CO1A2 COL1A2 collagen, type |, alpha 2 1,23 0,03
P08621 RU17 SNRNP70 small nuclear ribonucleoprotein 70kDa (U1) 1,23 0,04
P23246 SFPQ SFPQ splicing factor proline/glutamine-rich 1,23 0,04
P26599 PTBP1 PTBP1 polypyrimidine tract binding protein 1 1,23 0,04
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA
P40939 ECHA HADHA thiolase/enoyl-CoA hydratase (trifunctional 1,23 0,04
protein), alpha subunit
P49790 NU153 NUP153 nucleoporin 153kDa 1,23 0,05
P52272 HNRPM HNRNPM heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 1,23 0,05
Q13573 SNW1 SNW1 SNW domain containing 1 1,23 0,04
Q14011 CIRBP CIRBP cold inducible RNA binding protein 1,23 0,04
Q15293 RCN1 RCN1 reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain 1,23 0,03
Q6NVY1 HIBCH HIBCH 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase 1,23 0,04
Q99584 S10AD S100A13 $100 calcium binding protein A13 1,23 0,04
QouJz1 STML2 STOML2 stomatin (EPB72)-like 2 1,23 0,04
P10809 CH60 HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 1,24 0,02
Q15424 SAFB1 SAFB scaffold attachment factor B 1,24 0,03
Q96DB5 RMD1 RMDN1 regulator of microtubule dynamics 1 1,24 0,04
015231 ZN185 ZNF185 zinc finger protein 185 (LIM domain) 1,25 0,02
P12277 KCRB CKB creatine kinase, brain 1,25 0,03
P67809 YBOX1 YBX1 Y box binding protein 1 1,25 0,02
Q92945 FUBP2 KHSRP KH-type splicing regulatory protein 1,25 0,02

103



Tabla 9. Continuacion

Resultados parte |

Accesion Protein FC ¢
Gene symbol Protein description P adj.P.val
code® name Y P (Fértil/DIV)" )

Q96KP4 CNDP2 CNDP2 CND.P dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 1,25 0,02
family)

Q99959 PKP2 PKP2 plakophilin 2 1,25 0,02

Q9Y2W?2 WBP11 WBP11 WW domain binding protein 11 1,25 0,02

000584 RNT2 RNASET2 ribonuclease T2 1,26 0,02

075874 IDHC IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble 1,26 0,02

PO7910 HNRPC HNRNPC heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C 1,26 0,02
(c1/C2)

P62316 SMD2 SNRPD2 small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 1,26 0,02
16.5kDa

Q14980 NUMA1 NUMA1 nuclear mitotic apparatus protein 1 1,26 0,02

P05783 K1C18 KRT18 keratin 18 1,27 0,01

P05787 K2C8 KRT8 keratin 8 1,27 0,01

PO6748 NPM NPM1 nucleophosmm (nucleolar phosphoprotein B23, 127 0,01
numatrin)

P51991 ROA3 HNRNPA3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 1,27 0,02
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA

P55084 ECHB HADHB thiolase/enoyl-CoA hydratase (trifunctional 1,27 0,01
protein), beta subunit

Q15181 IPYR PPA1 pyrophosphatase (inorganic) 1 1,27 0,01
ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-

QONSC7 SIA7A ST6GALNAC1  galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha- 1,27 0,01
2,6-sialyltransferase 1

Qouly7 KAD3 AK3 adenylate kinase 3 1,27 0,01

P30040 ERP29 ERP29 endoplasmic reticulum protein 29 1,28 0,01

P61604 CH10 HSPE1 heat shock 10kDa protein 1 1,28 0,01

Q15056 IF4H EIF4H eukaryotic translation initiation factor 4H 1,28 0,01

P26885 FKBP2 FKBP2 FK506 binding protein 2, 13kDa 1,32 0,01

Q16890 TPD53 TPD52L1 tumor protein D52-like 1 1,32 <0,001

014558 HSPB6 HSPB6 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 -1,19 0,05

P12814 ACTN1 ACTN1 actinin, alpha 1 -1,2 0,04

P00736 C1R CI1R complement component 1, r subcomponent -1,21 0,04
i i 1(G1

P01857 IGHG1 IGHG1 immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m 121 0,05
marker)

P26641 EF1G EEF1G eukaryotic translation elongation factor 1 gamma -1,21 0,04

Pa2345 MTOR MTOR mec‘hamstlc target Qf rapamycin 121 0,05
(serine/threonine kinase)

P60842 IF4A1 EIF4A1 eukaryotic translation initiation factor 4A1 -1,21 0,04

Q07020 RL18 RPL18 ribosomal protein L18 -1,21 0,04

Q8IX12 CCAR1 CCAR1 cell division cycle and apoptosis regulator 1 -1,21 0,05

Q96RQ9 OXLA IL411 interleukin 4 induced 1 -1,21 0,05

000151 PDLI1 PDLIM1 PDZ and LIM domain 1 -1,22 0,04

015427 MOT4 SIC16A3 solute carrier family 16 (monocarboxylate 122 0,04
transporter), member 3

043294 TGEI TGFB1/1 transfo.rmmg growth factor beta 1 induced 122 0,03
transcript 1

075083 WDR1 WDR1 WD repeat domain 1 -1,22 0,04
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AEZZS;?" Pr::::;n Gene symbol Protein description (Férti:;:DIU)b adj.p.val*
P00450 CERU cP ceruloplasmin (ferroxidase) -1,22 0,04
PO5155 Ic1 SERPING1 serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), 122 0,04
member 1
P07737 PROF1 PFN1 profilin 1 -1,22 0,04
P26038 MOES MSN moesin -1,22 0,04
P61247 RS3A RPS3A ribosomal protein S3A -1,22 0,03
Q7L2H7 EIF3M EIE3M ﬁ/lljkaryotic translation initiation factor 3, subunit 122 0,04
P05090 APOD APOD apolipoprotein D -1,23 0,04
P40261 NNMT NNMT nicotinamide N-methyltransferase -1,23 0,03
P40763  STAT3 STAT3 ?;gc:i:;nai‘iurfgpir:i::;'c":::;r of transcription 3 -1,23 0,03
P54577 SYYC YARS tyrosyl-tRNA synthetase -1,23 0,03
P62906 RL10A RPL10A ribosomal protein L10a -1,23 0,04
Q14764 MVP MvP major vault protein -1,23 0,04
Q93062 RBPMS RBPMS RNA binding protein with multiple splicing -1,23 0,03
043707 ACTN4 ACTN4 actinin, alpha 4 -1,24 0,04
094788 AL1A2 ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 -1,24 0,02
P18124 RL7 RPL7 ribosomal protein L7 -1,24 0,03
P27105 STOM STOM stomatin -1,24 0,02
Q9NVP1  DDX18 DDX18 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18 -1,24 0,03
P00966 ASSY ASS1 argininosuccinate synthase 1 -1,25 0,02
P09960 LKHA4 LTA4H leukotriene A4 hydrolase -1,25 0,02
P13796 PLSL LCP1 lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin) -1,25 0,01
P15880 RS2 RPS2 ribosomal protein S2 -1,25 0,02
P30740 ILEU SERPINBI serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), 125 0,01
member 1
Q8WX93 PALLD PALLD palladin, cytoskeletal associated protein -1,25 0,02
Q9Y490 TLN1 TLN1 talin 1 -1,25 0,01
075367 H2AY H2AFY H2A histone family, member Y -1,26 0,02
P07686 HEXB HEXB hexosaminidase B (beta polypeptide) -1,26 0,02
P11216 PYGB PYGB phosphorylase, glycogen; brain -1,26 0,01
P27635 RL10 RPL10O ribosomal protein L10 -1,26 0,02
000299 CcLIC1 cLIc1 chloride intracellular channel 1 -1,27 0,01
P16401 H15 HIST1H1B histone cluster 1, H1b -1,27 0,01
P19971 TYPH TYMP thymidine phosphorylase -1,27 0,01
P21333 FLNA FLNA filamin A, alpha -1,27 0,01
QINZU5 LMCD1 LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1 -1,27 0,01
P04179 SODM SoD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial -1,28 0,01
P24158 PRTN3 PRTN3 proteinase 3 -1,28 0,01
P27338 AOFB MAOB monoamine oxidase B -1,28 0,01
P43490 NAMPT NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase -1,28 0,01
P46781 RS9 RPS9 ribosomal protein S9 -1,28 0,01
P83731 RL24 RPL24 ribosomal protein L24 -1,28 0,01
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Az:;s;gn Pr:::;n Gene symbol Protein description (Férti:;:DIU)b adj.p.val*
015143 ARC1B ARPCIB Zitkige:elated protein 2/3 complex, subunit 1B, 1,29 0,01
P10412 H14 HISTIHI1E histone cluster 1, Hle -1,29 0,01
P39023 RL3 RPL3 ribosomal protein L3 -1,29 0,01
P62277 RS13 RPS13 ribosomal protein S13 -1,29 0,01
P35573 GDE AGL Zngi'jt'fah:s']}érigelucwidase' 4-alpha- 1,3 <0,001
P62753 RS6 RPS6 ribosomal protein S6 -1,3 0,01
P0O5164 PERM MPO myeloperoxidase -1,31 0,01
P26447 S10A4 S100A4 $100 calcium binding protein A4 -1,32 <0,001
P49913 CAMP CAMP cathelicidin antimicrobial peptide -1,32 <0,001
P80188 NGAL LCN2 lipocalin 2 -1,33 <0,001
P62280 RS11 RPS11 ribosomal protein S11 -1,34 <0,001
Q9Y696 CLIC4 CLIC4 chloride intracellular channel 4 -1,34 <0,001
P02788 TRFL LTF lactotransferrin -1,35 <0,001
P06702 S10A9 S100A9 $100 calcium binding protein A9 -1,35 <0,001
P61626 LYSC LYz lysozyme -1,35 <0,001
Q5SSJ5 HP1B3 HP1BP3 heterochromatin protein 1, binding protein 3 -1,35 <0,001
P62249 RS16 RPS16 ribosomal protein S16 -1,36 <0,001
Q01995 TAGL TAGLN transgelin -1,37 <0,001
P05109 S10A8 S100A8 $100 calcium binding protein A8 -1,38 <0,001
P62701 RS4X RPS4X ribosomal protein S4, X-linked -1,41 <0,001

®Accession code, o cédigo de entrada de la proteina en la base de datos Expasy (SwissProt)

*Fold change promedio, expresado como la media del ratio de expresiéon de cada proteina en las
muestras del grupo Fértil respecto a las muestras DIU. FC (Fértil/DIU).

C . .y . .
p-valor ajustado de la comparacién diferencial ‘por pares’.

Tabla 10. 158 proteinas diferencialmente expresadas para la comparativa RIF frente a DIU

Accesign Protein Gene Protein description FC p adj.P.Val
code name symbol (RIF/DIU)
000264 PGRC1 PGRMC1 lc\/cl)iqn;l;f::t-issociated progesterone receptor 121 0,05
P63162 RSMN SNRPN Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N 1,21 0,05
P30825 CTR1 SLC7A1 High affinity cationic amino acid transporter 1 1,22 0,04
Q96A33 CCD47 ccbc47 Coiled-coil domain-containing protein 47 1,22 0,03
Q9BV20 MTNA MRI1 Methylthioribose-1-phosphate isomerase 1,22 0,03
043447 PPIH PPIH Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase H 1,23 0,03
060437 PEPL PPL Periplakin 1,23 0,05
060487 MPZL2 MPZL2 Myelin protein zero-like protein 2 1,23 0,03
P05787 K2C8 KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8 1,23 0,03
P08123 CO1A2 COL1A2 Collagen alpha-2(1) chain 1,23 0,03
P09543 CN37 CNP 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 1,23 0,03
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P55809 SCOT1 OXCT1 Su.ccinyI—CoA:3—ketoacid coenzyme A transferase 1, 123 0,03
mitochondrial
Q10713 MPPA PMPCA Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha 1,23 0,04
Q9BTT6 LRRC1 LRRC1 Leucine-rich repeat-containing protein 1 1,23 0,04
043491 E41L2 EPB41L2 Band 4.1-like protein 2 1,24 0,03
075390 CISY CcS Citrate synthase, mitochondrial 1,24 0,03
P02751 FINC FN1 Fibronectin 1,24 0,04
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
P10515 ODP2 DLAT component of pyruvate dehydrogenase complex, 1,24 0,03
mitochondrial
Q8IVD9 NUDC3 NUDCD3 NudC domain-containing protein 3 1,24 0,04
060488 ACSL4 ACSL4 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 1,25 0,03
094874 UFL1 UFL1 E3 UFM1-protein ligase 1 1,25 0,03
P09012 SNRPA SNRPA U1 small nuclear ribonucleoprotein A 1,25 0,02
P45880 VDAC2 VDAC2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 1,25 0,02
pa7813 IF1AX EIF1AX iﬁrj::sst;cn:;a;nslatlon initiation factor 1A, X- 125 0,03
Pa9821 NDUV1 NDUEV1 :ﬁg?h(ie;?rcij;logenase [ubiguinone] flavoprotein 1, 125 0,03
P51659 DHB4 HSD17B4  Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 1,25 0,03
P68371 TBB4B TUBB4B Tubulin beta-4B chain 1,25 0,02
Q13247 SRSF6 SRSF6 Serine/arginine-rich splicing factor 6 1,25 0,02
000217 NDUSS NDUESS :?tlzl:h(lizti:logenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, 1,26 0,02
060701 UGDH UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase 1,26 0,02
060716 CTND1 CTNND1 Catenin delta-1 1,26 0,01
075874 IDHC IDH1 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 1,26 0,02
P12277 KCRB CKB Creatine kinase B-type 1,26 0,02
P14923 PLAK JUP Junction plakoglobin 1,26 0,02
P21796 VDAC1 VDAC1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 1,26 0,02
P37108 SRP14 SRP14 Signal recognition particle 14 kDa protein 1,26 0,02
P40926 MDHM MDH?2 Malate dehydrogenase, mitochondrial 1,26 0,03
Q9BQE3 TBA1C TUBA1C Tubulin alpha-1C chain 1,26 0,02
Q9HOU4 RAB1B RAB1B Ras-related protein Rab-1B 1,26 0,02
Q9YeM7 S4A7 SLC4A7 Sodium bicarbonate cotransporter 3 1,26 0,01
000584 RNT2 RNASET2  Ribonuclease T2 1,27 0,02
P27144 KAD4 AK4 Adenylate kinase 4, mitochondrial 1,27 0,01
075521 ECI2 ECI2 Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial 1,28 0,01
P06576 ATPB ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial 1,28 0,02
P40939 ECHA HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial 1,28 0,01
P48047 ATPO ATP50 ATP synthase subunit O, mitochondrial 1,28 0,01
Q56VL3 OCAD2 OCIAD2 OCIA domain-containing protein 2 1,28 0,01
QoY373 SAMH1 SAMHD1 SD::/IXHyBLiCIeoside triphosphate triphosphohydrolase 128 0,01
P55084 ECHB HADHB Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial 1,29 0,01
P62899 RL31 RPL31 60S ribosomal protein L31 1,29 0,01
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Q9BSD7 NTPCR NTPCR Cancer-related nucleoside-triphosphatase 1,29 0,01
Q9Y394 DHRS7 DHRS7 Dehydrogenase/reductase SDR family member 7 1,29 0,01
014638 ENPP3 ENPP3 f:;i)ill'\yurcr:?nti;eer 2yrophosphatase/phosphodiesterase 13 0,01
P09622 DLDH DLD Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 1,3 0,01
P35232 PHB PHB Prohibitin 1,3 0.00
015231 ZN185 ZNF185 Zinc finger protein 185 1,31 0,01
095831 AIFM1 AIFM1 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 1,31 <0,001
P00167 CYB5 CYB5A Cytochrome b5 1,31 <0,001
Q6NVY1 HIBCH HIBCH 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial 1,31 0,01
Q93099 HGD HGD Homogentisate 1,2-dioxygenase 1,31 0,01
075915 PRAF3 ARL6IP5  PRA1 family protein 3 1,32 <0,001
Q15043 S39AE SLC39A14  Zinc transporter ZIP14 1,32 <0,001
Q02252  MMSA  ALDH6A1 '[:'Ce\;g‘{'l:’ga]|°n:?tt§c;zr:ﬁ::fhyde dehydrogenase 1,33 <0,001
Q13011 ECH1 ECHI EthIZac(séi)(—jlr)izllta(2,4)—dienoyI—CoA isomerase, 133 <0,001
Q9ULC5 ACSL5 ACSL5 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5 1,33 <0,001
P25705 ATPA ATP5A1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 1,34 <0,001
P53007 TXTP SLC25A1 Tricarboxylate transport protein, mitochondrial 1,34 <0,001
P80365 DHI2 HSD11B2  Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 2 1,35 <0,001
Q99623 PHB2 PHB2 Prohibitin-2 1,35 <0,001
QI9NRDS DUOX1 DUOX1 Dual oxidase 1 1,35 <0,001
Q9Y2Q3 GSTK1 GSTK1 Glutathione S-transferase kappa 1 1,35 <0,001
P30084 ECHM ECHS1 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 1,36 <0,001
Q16836 HCDH HADH Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial 1,38 <0,001
P60842 IFAA1 EIF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-| -1,21 0,04
P29401 TKT TKT Transketolase -1,22 0,05
000170 AlIP AlP AH receptor-interacting protein -1,23 0,03
P00734 THRB F2 Prothrombin -1,23 0,03
P07737 PROF1 PFN1 Profilin-1 -1,23 0,04
P16401 H15 HISTIH1B  Histone H1.5 -1,23 0,03
P40306 PSB10 PSMB10 Proteasome subunit beta type-10 -1,23 0,02
P62249 RS16 RPS16 40S ribosomal protein S16 -1,23 0,04
Ql4624 ITIH4 ITIH4 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 -1,23 0,05
Q96D15 RCN3 RCN3 Reticulocalbin-3 -1,23 0,03
P01008 ANT3 SERPINC1  Antithrombin-IlI -1,24 0,03
P01042 KNG1 KNG1 Kininogen-1 -1,24 0,03
P14618 KPYM PKM Pyruvate kinase PKM -1,24 0,02
P21397 AOFA MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A -1,24 0,03
P62701 RS4X RPS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform -1,24 0,03
P80748 Lv302 IGLV3-21  Iglambda chain V-IIl region LOI -1,24 0,03
Q96CN7 1SOC1 1SOC1 Isochorismatase domain-containing protein 1 -1,24 0,03
094788 AL1A2 ALDH1A2  Retinal dehydrogenase 2 -1,25 0,02
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P01859 IGHG2 IGHG2 lg gamma-2 chain C region -1,25 0,03
P02765 FETUA AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein -1,25 0,03
P08185 CBG SERPINA6  Corticosteroid-binding globulin -1,25 0,03
P10412 H14 HISTIHIE Histone H1.4 -1,25 0,02
P19652 A1AG2 ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 -1,25 0,03
P19827 ITIH1 ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 -1,25 0,03
P37802 TAGL2 TAGLN2  Transgelin-2 -1,25 0,03
P52566 GDIR2 ARHGDIB  Rho GDP-dissociation inhibitor 2 -1,25 0,03
Q14515 SPRL1 SPARCL1  SPARC-like protein 1 -1,25 0,02
Q96AC1 FERM2 FERMT2 Fermitin family homolog 2 -1,25 0,02
Q9NZU5 LMCD1 LMCD1 LIM and cysteine-rich domains protein 1 -1,25 0,02
P01031 CO5 C5 Complement C5 -1,26 0,02
P02768 ALBU ALB Serum albumin -1,26 0,02
P02787 TRFE TF Serotransferrin -1,26 0,02
P07858 CATB CTSB Cathepsin B -1,26 0,03
P08603 CFAH CFH Complement factor H -1,26 0,02
P08697 A2AP SERPINF2  Alpha-2-antiplasmin -1,26 0,01
Q8WX93 PALLD PALLD Palladin -1,26 0,02
Q93062 RBPMS RBPMS RNA-binding protein with multiple splicing -1,26 0,01
P01871 IGHM IGHM g mu chain C region -1,27 0,02
P36955 PEDF SERPINF1  Pigment epithelium-derived factor -1,27 0,02
P55196 AFAD AFDN Afadin -1,27 0,01
Q01995 TAGL TAGLN Transgelin -1,27 0,01
Q13418 ILK ILK Integrin-linked protein kinase -1,27 0,01
000299 CLic1 CcLic1 Chloride intracellular channel protein 1 -1,28 0,01
P00736 CiR CIR Complement C1r subcomponent -1,28 0,01
P02790 HEMO HPX Hemopexin -1,28 0,02
P35579 MYH9 MYH9 Myosin-9 -1,28 0,01
000151 PDLI1 PDLIM1 PDZ and LIM domain protein 1 -1,29 0,01
P00568 KAD1 AK1 Adenylate kinase isoenzyme 1 -1,29 0,01
P02760 AMBP AMBP Protein AMBP -1,29 0,01
P02774 VTDB GC Vitamin D-binding protein -1,29 0,01
POCGO5 LAC2 IGLC3/IGLC2 g lambda-2 chain C regions -1,29 0,01
P00966 ASSY ASS1 Argininosuccinate synthase -1,3 0,01
P01009 A1AT SERPINA1  Alpha-1-antitrypsin -1,3 0,01
P01834 IGKC IGKC Ig kappa chain C region -1,3 0,01
P01023 A2MG A2M Alpha-2-macroglobulin -1,31 0,01
P01857 IGHG1 IGHG1 lg gamma-1 chain C region -1,31 0,01
P08729 K2C7 KRT7 Keratin, type Il cytoskeletal 7 -1,31 0,01
P21333 FLNA FLNA Filamin-A -1,31 0.00
P24158 PRTN3 PRTN3 Myeloblastin -1,31 0.00
015143 ARC1B ARPC1B Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B -1,32 0,01
P01024 co3 c3 Complement C3 -1,32 0,01
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P05164 PERM MPO Myeloperoxidase -1,32 <0,001
P19971 TYPH TYMP Thymidine phosphorylase -1,32 <0,001
P26038 MOES MSN Moesin -1,32 <0,001
P26447 S10A4 S100A4 Protein S100-A4 -1,32 <0,001
Q9Y696 CLIC4 CLIC4 Chloride intracellular channel protein 4 -1,32 <0,001
P00751 CFAB CFB Complement factor B -1,33 <0,001
P09466 PAEP PAEP Glycodelin -1,33 <0,001
P30740 ILEU SERPINB1  Leukocyte elastase inhibitor -1,33 <0,001
P61626 LYSC LYz Lysozyme C -1,33 <0,001
095479 G6PE H6PD GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein -1,34 <0,001
Q15942 ZYX zYX Zyxin -1,34 <0,001
P05155 IC1 SERPING1  Plasma protease C1 inhibitor -1,36 <0,001
P00450 CERU cP Ceruloplasmin -1,37 <0,001
P04179 SODM SoD2 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial -1,37 <0,001
P40261 NNMT NNMT Nicotinamide N-methyltransferase -1,37 <0,001
P43490 NAMPT NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase -1,37 <0,001
Q9Y490 TLN1 TLN1 Talin-1 -1,37 <0,001
P01876 IGHA1 IGHA1 Ig alpha-1 chain C region -1,38 <0,001
P02788 TRFL LTF Lactotransferrin -1,39 <0,001
P05109 S10A8 S100A8 Protein S100-A8 -1,39 <0,001
P49913 CAMP CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide -1,41 <0,001
P80188 NGAL LCN2 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin -1,41 <0,001
P13796 PLSL LCP1 Plastin-2 -1,42 <0,001
P06702 S10A9 S100A9 Protein S100-A9 -1,43 <0,001

®Accession code, o cédigo de entrada de la proteina en la base de datos Expasy (SwissProt)

*Fold change promedio, expresado como la media del ratio de expresiéon de cada proteina en las
muestras del grupo RIF respecto a las muestras DIU. FC (RIF/DIU).

C . .z . .
p-valor ajustado de la comparacién diferencial ‘por pares’.

Dado que no se encontraron diferencias significativas entre las donantes fértiles y las

pacientes con RIF, se centrd la atencidn en comparar el perfil protedmico de un endometrio

receptivo (fértil) con uno completamente refractario (DIU) y el de un hipotético RIF con uno

refractario (DIU). Para ello, se analizaron las proteinas alteradas o con una expresidon

diferencial significativa obtenidas de estas dos comparaciones frente al grupo DIU (fértil frente

a DIU y RIF frente a DIU) (Tablas 9 y 10). Sélo 54 PDEs fueron compartidas entre las dos

comparativas, siguiendo todas ellas el mismo patrdon de expresidn (16 proteinas con expresion

disminuida y 38 sobreexpresadas en el grupo DIU en comparacion con los otros dos grupos)

(Tabla 11). Estas 54 proteinas representaron el 40,6% y el 34,2% del total de proteinas
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significantes detectadas en las respectivas comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU

(Figura 31).

RIF vs. DIU

79
(59.4%)

54
(40.6%)
342%)  (65.8%)

104

Figura 31. Diagrama de Venn para la comparacion de las proteinas diferencialmente
expresadas identificadas en ambas comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU. Para
la comparacion Fértil frente a DIU se identificaron 133 proteinas diferencialmente
significativas, 79 de las cuales fueron exclusivas para dicha comparacion. La comparacion RIF
frente a DIU mostré 158 proteinas diferencialmente expresadas, 104 de las cuales fueron
propias de esta comparacion. Hubo 54 proteinas significativas compartidas entre ambas
comparaciones. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

Tabla 11. 54 proteinas diferencialmente expresadas comunes a DIU frente a Fértil y DIU

frente a RIF
Accesion Protein . L. Fold Change . ¢ Fold Change . e
Protein description Gene symbol L. adj.P.val adj.P.val
code®  name P Y (DIu/Feértil)® 29 (oiu/riF)? 2
P08123 CO1A2 Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 -1,23 0,0309 -1,23 0,03
P00167 CYB5 Cytochrome b5 CYB5A -1,22 0,0408 -1,31 <0,001
p8036s  puip  Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase HSD11B2 1,21 0,0413 1,35 <0,001
isozyme 2
P40939  ECHA runctional enzyme subunit alpha, HADHA 1,23 0,0396 1,28 0,01
mitochondrial
P55084 ECHB Trifunctional enzyme subunit beta, HADHB 127 0,0145 129 0,01

mitochondrial
P30084 ECHM  Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHS1 -1,22 0,0396 -1,36 <0,001
Hydroxyacyl-coenzyme A

Q16836 HCDH K . HADH -1,2 0,0492 -1,38 <0,001
dehydrogenase, mitochondrial

Q6NVY1  HigcH S hvdroxvisobutyryl-CoA hydrolase, HIBCH 1,23 0,0395 1,31 0,01
mitochondrial

075874  IpHc 'socitrate dehydrogenase [NADP] IDH1 1,26 0,0169 1,26 0,02
cytoplasmic

P05787 K2C8  Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 -1,27 0,0125 -1,23 0,03

P12277 KCRB  Creatine kinase B-type CKB -1,25 0,0291 -1,26 0,02
Methylmalonate-semialdehyde

Q02252 MMSA dehydrogenase [acylating], ALDH6A1 -1,22 0,0445 -1,33 <0,001
mitochondrial

000584 RNT2 Ribonuclease T2 RNASET2 -1,26 0,0169 -1,27 0,02

psss0o  scor1 -uccinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A OXCT1 1,21 0,0412 1,23 0,03

transferase 1, mitochondrial
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P37108  smp14 ~i6nal recognition particle 14 kDa SRP14 1,22 0,0419 1,26 0,02
protein
015231 ZN185  Zinc finger protein 185 ZNF185 -1,25 0,0229 -1,31 0,01
094788 AL1A2 Retinal dehydrogenase 2 ALDH1A2 1,24 0,0229 1,25 0,02
015143 ARcig /clinTelated protein 2/3 complex ARPC18B 1,29 0,0113 1,32 0,01
subunit 1B
P00966 ASSY  Argininosuccinate synthase ASS1 1,25 0,0229 1,3 0,01
P00736 C1R Complement C1r subcomponent CI1R 1,21 0,0412 1,28 0,01
P49913 CAMP  Cathelicidin antimicrobial peptide CAMP 1,32 0,0014 1,41 <0,001
P00450 CERU  Ceruloplasmin cpP 1,22 0,0388 1,37 <0,001
000299 CLIC1  Chloride intracellular channel protein 1 cLici 1,27 0,011 1,28 0,01
Q9Y696 CLIC4  Chloride intracellular channel protein 4 CLIC4 1,34 0,0009 1,32 <0,001
P21333  FLNA  Filamin-A FLNA 1,27 0,013 1,31 <0,001
P10412 H14 Histone H1,4 HISTIHI1E 1,29 0,0113 1,25 0,02
P16401 H15 Histone H1,5 HIST1IH1B 1,27 0,0113 1,23 0,03
P05155 IC1 Plasma protease C1 inhibitor SERPING1 1,22 0,0371 1,36 <0,001
P60842 IFAA1  Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 1,21 0,0396 1,21 0,04
P01857 IGHG1 Ig gamma-1 chain C region IGHG1 1,21 0,0492 1,31 0,01
P30740 ILEU Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1 1,25 0,0145 1,33 <0,001
QONZU5  LMCD1 ;IM and cysteine-rich domains protein LMCD1 1,27 0,0122 125 0,02
P61626 LYSC  Lysozyme C Lyz 1,35 0,0007 1,33 <0,001
P26038 MOES Moesin MSN 1,22 0,0431 1,32 <0,001
P43490  NAMPT g;coost;r;i':;;)doiyltransferase NAMPT 1,28 0,0097 1,37 <0,001
PR0188  NGAL ::';;Ct;ﬁrfh" gelatinase-associated LCN2 1,33 0,0013 1,41 <0,001
P40261 NNMT Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 1,23 0,0324 1,37 <0,001
Q8WX93  PALLD Palladin PALLD 1,25 0,0195 1,26 0,02
000151 PDLI1  PDZand LIM domain protein 1 PDLIM1 1,22 0,0431 1,29 0,01
P05164 PERM  Myeloperoxidase MPO 1,31 0,0056 1,32 <0,001
P13796 PLSL  Plastin-2 LCP1 1,25 0,0122 1,42 <0,001
P07737 PROF1  Profilin-1 PFN1 1,22 0,0429 1,23 0,04
P24158 PRTN3  Myeloblastin PRTN3 1,28 0,0097 1,31 <0,001
Q93062  RBPMS E::i’::ig”di”g protein with multiple RBPMS 1,23 0,0266 1,26 0,01
P62249 RS16  40S ribosomal protein S16 RPS16 1,36 0,0009 1,23 0,04
P62701 RS4X  40S ribosomal protein S4, X isoform RPS4X 1,41 0,0006 1,24 0,03
P26447 S10A4 Protein S100-A4 S100A4 1,32 0,0041 1,32 <0,001
P05109 S10A8 Protein S100-A8 S100A8 1,38 0,0006 1,39 <0,001
P06702  S10A9 Protein S100-A9 S100A9 1,35 0,0008 1,43 <0,001
P04179 sopm uperoxidedismutase [Mn], soD2 1,28 0,0113 1,37 <0,001
mitochondrial
Q01995 TAGL  Transgelin TAGLN 1,37 0,0007 1,27 0,01
Q9Y490  TLN1 Talin-1 TLN1 1,25 0,015 1,37 <0,001
P02788 TRFL Lactotransferrin LTF 1,35 0,0008 1,39 <0,001
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Accesion Protein Fold Change

code®

Fold Change

adj.P.val (DIU/RIF)d

name Protein description Gene symbol (DIU/FértiI)b

adj.p.val®

P19971

TYPH  Thymidine phosphorylase TYMP 1,27 0,0138 1,32

<0,001

®Accession code, o cédigo de entrada de la proteina en la base de datos Expasy (SwissProt)

*4Fold change promedio, expresado como la media del ratio de expresidon de cada proteina en las
muestras del grupo DIU respecto a las muestras Fértil® y RIF? respectivamente. FC (DIU/Fértil) y FC
(DIU/RIF).

“®p-valor ajustado de la comparacién diferencial ‘por pares’ para DIU frente a Fértil° y para DIU frente a
d
RIF".

En amarillo se indican las tres proteinas elegidas para la validacion del iTRAQ.

Teniendo en cuenta que las proteinas son el producto final que determina el fenotipo,
estos porcentajes, aunque no elevados, resultan ser mds que suficiente para apoyar nuestros
resultados de no detectar diferencias significativas entre las condiciones Fértil y RIF. Sin
embargo, por otro lado, el hecho de no detectar diferencias significativas entre dichos grupos
(fértil y RIF), no significa que sean completamente iguales a nivel protedmico, pues en ese caso
hubiésemos esperado un mayor solapamiento o nimero de PDEs comunes entre ambas
comparaciones (DIU frente a Fértil y DIU frente a RIF). Lo que esta ocurriendo es que, para esas
54 proteinas compartidas en ambas comparativas, sus niveles de expresion en los grupos RIF y
fértil si son muy parecidos o iguales entre si y lo suficientemente diferentes del grupo DIU
como para detectar diferencias significativas con respecto a él (DIU<F~RIF; DIU>F~RIF). Sin
embargo, en las 79 proteinas significativas restantes exclusivas de la comparacidn Fértil frente
a DIU, los niveles de expresién de esas proteinas en el grupo RIF se encuentran en el medio de
la de los grupos DIU y Fértil (DIU=RIF>F; DIU<RIF<F), siendo diferente a ambos grupos pero no
lo suficiente como para detectar diferencias significativas, sélo entre los grupos extremos DIU
y Fértil. En el caso de las 104 PDEs restantes exclusivas de la comparativa RIF frente a DIU,
ocurre lo contrario, en este caso dichas proteinas para el grupo fértil tienen un nivel de
expresion medio entre los otros dos grupos (DIU>=F>RIF; DIU<F<RIF), sin llegar tampoco a
detectarse diferencias significativas, solamente entre DIU y RIF. En definitiva, esto confirma
que el grupo DIU, con un endometrio completamente refractario, es el mas diferente a nivel
proteémico, permaneciendo siempre en un extremo, mientras que entre un endometrio fértil
y otro con RIF idiopatico sélo hay diferencias sutiles en la expresién de ciertas proteinas. Esto
evidencia que un RIF idiopdtico y un endometrio fértil son muy parecidos entre si en cuanto al
perfil de expresidn proteica, y que sdlo con pequefios cambios en el nivel de expresién de

ciertas proteinas es suficiente para generar un RIF.
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Adicionalmente se llevd a cabo un andlisis del poder estadistico de la prueba diferencial
multivariante aplicada a los resultados obtenidos del iTRAQ (Figura suplementaria 1. Anexo I),
con el fin de determinar la fiabilidad o sensibilidad del estudio a la hora de detectar proteinas
diferencialmente expresadas. Segun el grafico ‘power plot’, sélo el 26% de las proteinas (500
proteinas) consiguieron un poder estadistico del 50% y aproximadamente el 6% (114 proteinas
consiguieron un poder estadistico del 90%, siendo esto una limitacidn importante a la hora de

poder detectar todas las diferencias en verdad existentes.

1.4 El andlisis funcional in silico muestra rutas KEGG especificas para las

comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU

En consonancia con lo comentado en el apartado anterior, el hecho de no haber
detectado diferencias significativas entre los grupos fértil y RIF, significaria obtener un mayor
numero de proteinas compartidas entre las comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a
DIU. Por lo tanto, se llevd a cabo un analisis funcional usando la base de datos KEGG y las PDEs
de cada comparativa para, primero entender mejor el contexto bioldgico de las rutas en las
que ellas participan, y segundo para comprobar si proteinas no compartidas entre ambas
comparaciones estan implicadas en rutas relacionadas. Este analisis funcional también permite
determinar qué rutas KEGG podrian estar mas afectadas cuando un endometrio fértil o con RIF
se compara con otro que es completamente refractario. Finalmente, también se muestra un
anadlisis funcional KEGG integrado, mostrando todas las rutas de cada una de las

comparaciones arriba mencionadas conectadas entre si en caso de compartir alguna proteina.

El andlisis funcional KEGG mostré 12 rutas significativas (p-valor < 0,05) cuando se
compararon las proteinas significativas de la comparativa Fértil frente a DIU, siendo el
‘Ribosoma’, y la ‘Degradacion de valina, leucina e isoleucina’, las dos rutas mas representadas
(Figura 32A y Tabla suplementaria 2. Anexo 1). El analisis funcional KEGG para las PDEs de la
comparativa RIF frente a DIU revelé 17 rutas significativas (p-valor < 0,05), donde la
‘degradacion de los amiondcidos valina, leucina e isoleucina’ y ‘la degradacion de los dcidos
grasos’ fueron las dos rutas mas significativas (Figura 32B y Tabla suplementaria 3. Anexo I).
Con el objetivo de determinar cudntas rutas KEGG son compartidas entre ambas
comparaciones, se llevd a cabo un diagrama de Venn, el cual mostré 10 rutas compartidas,
relacionadas con el metabolismo de aminoacidos (‘degradacion de valina, leucina e isoleucina’,
‘metabolismo del triptéfano’ y ‘metabolismo de la alanina’), el metabolismo de los acidos
grasos (‘elongacion de los dcidos grasos’, ‘degradacion de los dcidos grasos’ y ‘metabolismo de

los dcidos grasos’), el metabolismo de los acidos carboxilicos (‘metabolismo del butanoato’ y
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‘metabolismo del propanoato’) y el metabolismo del carbén (Figura 33 y Tabla suplementaria

4. Anexo ).

(A) Fértil vs. DIU

Ribosoma

Degradacion de la valina, leucina e isoleucina
Metabolismo de la R-alanina
Metabolismo del triptoéfano
Elongacion de los acidos grasos
Metabolismo del butanoato
metabolismo del propanoato
Espliceosoma

Degradacion de los acidos grasos
Metabolismo del carbono
Metabolismo de los acidos grasos
Rutas metabélicas

o Vv ] © % N

-log4o(p-valor)

(B) RIF vs. DIU

Degradacion de la valina, leucina e iscleucina
Degradacion de los acidos grasos

Rutas metabélicas

Complemento y cascadas de coagulacion
Peroxisoma

Metabolismo del carbono

Metabolismo de los acidos grasos
Metabolismo del propanoato

Elongacion de los acidos grasos
Metabolismo del butanoato

Metabolismo de la R-alanina

Tryptophan metabolism

Metabolismo del nicotinato y nicotinamida
Ciclo del citrato (ciclo TCA)

Biosintesis de los acidos grasos
Metabolismo del piruvato

Fosforilacion oxidativa

N Vv ™ ©
-log4¢(p-valor)

Figura 32. Andlisis funcional KEGG de las comparaciones de los grupos Fértil y RIF frente al de
mujeres con DIU. (A) El analisis in silico de las 133 PDEs obtenidas de la comparativa Fértil
frente a DIU usando la base de datos KEGG reveld 12 rutas significativas (p-valor < 0,05). (B) El
analisis in silico de las 158 PDEs obtenidas de la comparativa RIF frente a DIU usando la base
de datos KEGG reveld 17 rutas significativas (p-valor < 0,05). Figura sacada del articulo Pérez-
Debén S. et al., 2019.
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Ribosoma (hsa03010)
Espliceosoma (hsa03040)

2 10 7
'
Degradacion de valina, leucina e isoleucina (hsa00280) Complemento y cascadas de coagulacién (hsa04610)

Metabolimso de la B-alanina(hsa00410) Peroxisoma (hsa04146)

Metabolismo del triptéfano(hsa00380) Metabolismo del nicotinato y nicotinamida (hsa00760)
Elongacion de los acidos grasos(hsa00062) Ciclo del citrato (Ciclo TCA) (hsa00020)

Metabolismo del butanoato (hsa00650) Biosintsis de los acidos grasos (hsa00061)
Metabolismo del propanoato (hsa00640) Metabolismo del piruvato (hsa00620)
Elongacidn de los dcidos grasos(hsa00071) Fosforilacion oxidativa (hsa00190)

Metabolismo del Carbono (hsa01200)
Metabolismo de los acidos grasos (hsa01212)
Rutas metabdlicas (hsa01100)

Figura 33. Diagrama de Venn para el analisis funcional KEGG. Dicho diagrama muestra 10
rutas KEGG significativas compartidas entre ambas comparaciones (Fértil frente a DIU y RIF
frente a DIU). Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

En consecuencia, la comparacion RIF frente a DIU mostré 7 rutas KEGG significantes
especificas relacionadas con la ‘cascadas de coagulacion y el sistema de complemento’, el
‘peroxisoma’, el ‘metabolismo del nicotinato y nicotinamida’, el ‘ciclo de los dcidos
tricarboxilicos’, 1a ‘biosintesis de dcidos grasos’, el ‘metabolismo del piruvato’y |la ‘fosforilacion
oxidativa’ (Tabla suplementaria 5. Anexo l). Por otro lado, la comparativa Fértil frente a DIU
mostroé solo 2 rutas KEGG especificas relacionadas con el ‘ribosoma’ y ‘el espliceosoma’ (Tabla

suplementaria 5. Anexo |).

En la figura 34 se muestra una representacion grafica en red para las rutas KEGG
especificas y compartidas por ambas comparaciones (RIF frente a DIU y Fértil frente a DIU). Las
rutas KEGG que compartieron proteinas aparecen conectadas. Para la comparacion RIF frente
a DIU, 6 de las 7 rutas especificas (excepto para la cascada de coagulacion y sistema de
complemento) enlazaron con alguna de las 10 rutas compartidas. Esto corrobora que estas dos
comparaciones (Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU) compartieron mas funciones (proteinas
implicadas en rutas comunes) que proteinas individuales, ayudando asi a entender mejor la
falta de diferencias significativas entre los grupos fértil y RIF. Sin embargo, aunque dichas
comparaciones comparten algunas similaridades, los grupos RIF y fértil podrian no
considerarse la misma entidad desde el punto de vista del perfil protedmico. De hecho, cuando

se compararon los grupos RIF y fértil frente a un endometrio completamente refractario, se
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obtuvieron tanto PDEs y rutas especificas y diferentes para cada comparacién (RIF frente a DIU

y DIU frente a Fértil).

Citrate cycle (TEA ;ycl?) - Peroxisome
Complement'and Qxidative phosphorylation ~

coagulation cascades / ~/ 0 ;
g Fatty acid biosynthesis

Pyruvate metabalism | ! /
Carbobolism X Nicotinate\and
\ - nicofinapide metabolism
Propanog efabolisme” / N
3 14 Fatty‘a adation\~",

A< Fattyad abolism Spliceosome

f )

Valiie, leucine

id Ve L L g
isoleugine degragatiorn ’/ Metabhways \'
Z —18 \  heta Aty tabolism

Ribosome

/

By gat“’" ,,,Trybtopabolism

. Butanod Gabolism
O 7 rutas KEGG especificas para

RIF vs. DIU

O 10 rutas KEGG compartidas para
Fértil vs. DIU y RIF vs. DIU

2 rutas KEGG especificas para
Fértil vs. DIU

Figura 34. Red funcional integrada para las rutas KEGG significativas obtenidas en las
comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU. El tamafio de los circulos o nodos
representa la significancia de la ruta. En rojo aparecen las rutas comunes, en azul los nodos de
las rutas relacionadas con el grupo RIF y en naranja las rutas relacionadas con el grupo Fértil. El
grosor de las uniones representa el nimero de genes compartidos entre las rutas. Figura
sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

1.5 Las redes de correlacion de la PDEs para las comparaciones Fértil frente a

DIU y RIF frente a DIU muestran nuevas asociaciones de proteinas

Después de que el analisis de expresién diferencial no revelase diferencias significativas
a nivel de proteinas individuales entre las muestras del grupo fértil y RIF, centramos nuestra
atencidon en estudiar las redes de correlacion para las 133 y 158 proteinas significantes
obtenidas de las comparativas fértil frente a DIU y RIF vs DIU, respectivamente. La idea de
hacer estas redes de correlacion fue comprobar si alguna nueva relacion de co-expresion
(positiva o negativa) podria existir entre las PDEs, lo que ayudaria a entender mejor el
comportamiento de un endometrio fértil o con RIF en comparacidon a uno que es refractario.
80 de las 133 PDEs y 78 de las 158 PDEs fueron anotadas en la base de datos KEGG, las cuales

fueron utilizadas primero para crear las redes de correlacién de cada grupo (fértil, RIF y DIU)
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por separado. Estas redes se confeccionan analizando cada proteina con todas las demas (en
parejas) para ver si correlacionan positivamente (cuando el nivel de expresion de ambas sube
o baja) o negativamente (cuando la expresion de una sube, baja el de la otra), pero sin saber si

interaccionan o no fisicamente.

Primero, para la comparacién Fértil frente a DIU, la red de correlacion para el grupo
‘fértil’ se compuso de 20 nodos (proteinas individuales) y 14 correlaciones (Figura 35A y Tabla
suplementaria 6. Anexo 1), de las cudles sélo dos correlaciones fueron significativas, una de
ellas entre la proteina de choque térmico mitocondrial de 60 KDa (CH60/HSPD1) y la proteina
de choque térmico mitocondrial de 10 KDa (CH10/HSPE1) (p-valor 0,0013) y la otra entre la
moesina (MOES/MSN) y la plastina 2 (PLSL/LCD1) (p-valor 0,0252). De hecho, la interaccion
fisica entre CH60-CH10 ya ha sido previamente descrita (Hansen et al., 2003). La red de
correlacidn para el grupo DIU se compuso de 31 nodos y 24 correlaciones (Figura 35B y Tabla
suplementaria 6. Anexo 1), con sélo una correlacion significativa, entre la proteina ribosomal

40S (RS13/RPS13)y la proteina S100-A9 (S10A9/5100A9) (p-valor 0,0036).
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Red de correlacion para el grupo Fértil (20 Proteinas)

S100A9

@)
<

b

Red de correlacion para el grupo DIU (31 Proteinas)

@

*

G 3

Figura 35. Redes de correlacidon para las condiciones Fértil y DIU generadas a partir de las 133
PDEs de la comparacidn Fértil frente a DIU. (A) La red de correlacién para un endometrio de
pacientes fértiles muestra 20 proteinas correlacionadas (coeficiente de Pearson 2+ 0,9) y 14
conexiones. (B) La red de correlacién para un endometrio portador de un DIU muestra 31
proteinas correlacionadas (coeficiente de Pearson > + 0,9) y 24 conexiones. El color de la
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conexidn indica si la correlacion es positiva (negro) o negativa (rojo). La anchura de la union es
proporcional al grado de correlacién. * p-valor < 0,05 (correlacion significativa). Figura sacada
del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

Segundo, para la comparacién RIF frente a DIU, la red de correlacion DIU mostré 22
proteinas con 13 correlaciones entre ellas (Figura 36A) y la red de correlacidon RIF mostré 72

proteinas con 78 conexiones (Figura 36B), pero sin ninguna correlacion significativa en ambas

redes.
(A) Red de correlacion para el grupo DIU (22 proteinas)
(B) Red de correlacion para el grupo RIF (72 proteinas)

G
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Figura 36. Redes de correlacion para las condiciones endometriales DIU y RIF generadas a
partir de las 158 PDEs de la comparativa RIF frente a DIU. (A) La red de correlacion para un
endometrio portador de un DIU muestra 22 proteinas con una tasa de correlacion mayor a +
0,9 y sdlo 13 conexiones entre ellas. (B) La red de correlacidon para un endometrio de las
pacientes con RIF muestra 72 proteinas correlacionadas con una tasa de correlacién superior a
+ 0,9 y 78 conexiones entre ellas. El color de la conexidn indica si la correlacién es positiva
(negro) o negativa (rojo). La anchura de la unidn es proporcional al grado de correlacién. * p-
valor < 0,05 (correlacion significativa). Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

Finalmente, para cada comparacion se generd una red de correlacion para el grupo DIU
(grupo comun en ambas comparativas) de acuerdo con los procesos bioldgicos del GO para ver
si algunas de las proteinas correlacionadas en cada una de las redes DIU de cada comparativa,
compartieron o participaron en procesos biolégicos relacionados. Asi pues, la red de
correlacion DIU para la comparacion Fértil frente a DIU mostré tres procesos bioldgicos
principales relacionados con ‘los procesos de transporte de iones’, ‘el sistema inmune’ y ‘los
procesos de transcripcion y traduccion’ (Figura 37 y Tabla suplementaria 7 Anexo 1). En el caso
de la red de correlaciéon DIU de la comparativa RIF frente a DIU, ‘el sistema inmune’ y ‘los
procesos de transporte ionico’ fueron las funciones bioldgicas GO principales que incluyeron un
mayor numero de proteinas correlacionadas (Figura 38 y Tabla suplementaria 7. Anexo I).
Algunas de estas correlaciones detectadas ya fueron previamente reportadas en diferentes

bases de datos (STRING, GeneMania) (Tabla suplementaria 8. Anexo I).
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Figura 37. Red de correlacion para la condicion DIU en base a la categoria ‘procesos
biolégicos’ del Gene Ontology (GO) para la comparativa Fértil frente a DIU. Las 31 proteinas
correlacionadas de la red DIU se organizaron de acuerdo a los procesos bioldgicos del GO en
los que ellas participan. Se describen tres procesos bioldgicos principales: el sistema inmune
en azul oscuro, el transporte idnico en verde fuerte, y procesos relacionados con la
transcripcién y traduccién en morado. Las esferas pequefias en tonos grises y claros
representan a las 31 proteinas implicadas en la red de correlacién DIU. El color de las
conexiones indica si la correlacién es positiva (negro) o negativa (rojo). La anchura de la
conexién es proporcional al score de correlacion. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et
al., 2019.
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Figura 38. Red de correlacién para la condicion DIU en base a la categoria ‘procesos
biolégicos’ del Gene Ontology (GO) para la comparativa RIF frente a DIU. Las 22 proteinas
correlacionadas de la red DIU se organizaron de acuerdo a los procesos biolégicos del GO en
los que ellas participan. Se describen dos procesos bioldgicos principales: el sistema inmune en
azul y el transporte idnico en verde. Las esferas pequefias en tonos oscuros y claros
representan a las 22 proteinas implicadas en la red de correlacién DIU. El color de las
conexiones indica si la correlacidon es positiva (negro) o negativa (rojo). La anchura de la
conexién es proporcional al score de correlacidon. Hubo 4 proteinas para las cuales no hubo un
proceso biolégico asociado en la bases de datos GO. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S.
etal., 2019.

1.6 Inmunolocalizacion y caracterizacion de PLSL, LYSC y TRFL a través del ciclo

endometrial

Para la validacion externa por inmunohistoquimica, se seleccionaron tres proteinas
endometriales no caracterizadas previamente en endometrio humano (PLSL, LYSC y TRFL) y
que resultaron estar diferencialmente expresadas entre los grupos de estudio del andlisis
iTRAQ. Concretamente se caracterizd su abundancia y localizacion a lo largo del ciclo

endometrial.
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En cada una de las fases del ciclo endometrial, la PLSL mostré una abundancia similar en
los tres compartimentos analizados (epitelio luminal, epitelio glandular y estroma) a lo largo
del ciclo endometrial. Sélo se observd un ligero incremento en la expresion de la proteina en el
epitelio luminal en la fase secretora media (Figura 39; A,B). Para la LYSC, apenas se detecté su
expresion en los tres compartimentos endometriales. Sélo se detecté un ligero pico de
expresion en la fase proliferativa tardia, seguido de un considerable descenso durante la fase
secretora media. El pico de expresidon fue menor para el estroma que para los otros dos
compartimentos epiteliales (Figura 40; A,B). En el caso de la TRFL, ésta mostré también una
abundancia similar en los tres compartimentos endometriales, con una baja sefial en general a
lo largo del ciclo endometrial, y sélo se observd un pico de expresién en la fase secretora
temprana. Después de esta fase, la abundancia de la TRFL parecio volver a los niveles basales,

pero a nivel estromal mantuvo una sefial de dicha proteina por encima de los otros dos
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compartimentos (Figura 41; A,B).
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Figura 39. Inmunolocalizacion de la plastina 2 a través del ciclo endometrial. (A) Se analizé la
expresion y localizacién de la plastina 2 (PLSL) por inmunohistoquimica en tejido endometrial
humano a lo largo del ciclo endometrial. (B) La abundancia de la proteina se representé
graficamente como el H-Score en los tres compartimentos endometriales (estroma, epitelio
glandular y luminal). El control positivo fue amigdala humana y el control negativo fueron
cortes endometriales sin anticuerpo primario. La barra de cada imagen representa una escala
de 500 um. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

125



Resultados parte |

(A)
LYSC

Fase proliferativa Fase proliferativa Fase secretora Fase secretora
temprana-media tardia temprana media

TN LR A S
e T )4

N

- %

Control positivo

Fase secretora tardia Control negativo

(pulmén)
(B) LYSC
1.59 o .
e Epitelio luminal
10 m  Epitelio glandular
w ] A Estroma
4
S 05
(7]
= oo HT
0.0 omA
-0.5 T T T T T
Y '\b‘\ '@ fﬂ'\ q‘,b\
S W & & o
L 2 e O &0
s <® 'b‘b ’boo Q&Q &b\'b
O S & N
,,(‘2 & 5 & R 2
< @ 3 o
@ > xO P
& » o N &
Vo& & <
& 00 % <
)
Q.

Figura 40. Inmunolocalizacion de la lisozima a través del ciclo endometrial. (A) Se analizd la
expresion y localizacion de la lisozima (LYSC) por inmunohistoquimica en tejido endometrial
humano a lo largo del ciclo endometrial. (B) La abundancia de la proteina se representé
graficamente como el H-Score en los tres compartimentos endometriales (estroma, epitelio
glandular y luminal). El control positivo fue pulmén humano y el control negativo fueron cortes
endometriales sin anticuerpo primario. La barra de cada imagen representa una escala de 500
pum. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S. et al., 2019.

126



(A)

Resultados parte |

TRFL

Fase proliferativa
temprana-media

Fase proliferativa

Fase secretora
media

Fase secretora

tardia temprana

T WS
b3 A S
iy :“’ P

4
[ Fase secretora tardia

Control positivo

Control negativo

(amigdala)
(B) TRFL
31 . )
o Epitelio luminal
) = Epitelio glandular
w o A Estroma
m }
8 14 ° A
2
T
0+ oW A I om
'1 T T T T T
LD B S N B
S 8 ¢ W
RS A AN A
R & & & &
O & @ & ¢ £
LAl > 9 & @
«“ & & & e L
K &« & @'}. &
@' ‘o é@ 0(, 00
] & & 2
Q. %0 Q' Q.
Q.

Figura 41. Inmunolocalizacion de la lactotransferrina a través del ciclo endometrial. (A) Se
analizé la expresién y localizacion de la lactotransferrina (TRFL) por inmunohistoquimica en
tejido endometrial humano a lo largo del ciclo endometrial. (B) La abundancia de la proteina se
representd graficamente como el H-Score en los tres compartimentos endometriales (estroma,
epitelio glandular y luminal). El control positivo fue amigdala humana y el control negativo
fueron cortes endometriales sin anticuerpo primario. La barra de cada imagen representa una
escala de 500 um. Figura sacada del articulo Pérez-Debén S, et al., 2019.
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2. Resultados parte ll: El Cu y el Pb y su papel disruptor en la funcion

endometrial

2.1 Andlisis de la pureza de los cultivos primarios de ESCs y EECs procedentes de

biopsias endometriales humanas

La caracterizacion de los cultivos celulares primarios de células endometriales (ESCs y
EECs) se llevd a cabo mediante la identificacidon de caracteristicas morfoldgicas propias de cada
fraccién celular al microscopio de campo claro y por el uso de marcadores celulares estromales
y epiteliales. Las ESCs aisladas por digestién mecdanica y enzimatica seguida de sedimentacion
gravitacional y cultivadas en medio quimicamente definido presentaron una morfologia
alargada fibroblastica y su pureza se evalud por mostrar una tincion positiva para la vimentina
(células estromales y epiteliales) y negativa para la citoqueratina 18 (células epitelialies) y para
CD45 (macroéfagos y células inmunes). Las EECs en cultivo presentaron una morfologia mas
poliédrica y un crecimiento en islas con un patroén circular, lo que resulté consistente con los
resultados previamente publicados (Bongso et al., 1988; Cork et al., 2002). Ademds, las EECs
fueron positivas para la tincion con citoquerationa 18, indicando la presencia de células
epiteliales luminales. También dieron positivo para la vimentina y negativo para la tincién con
CD45 (Figura 42; A,B). Ya que las ESCs expresaron también vimentina, ésta no se usé como
marcador para la contaminacién celular estromal en los cultivos aislados de EECs. Por lo tanto,
se considerd Unicamente el marcaje con citoqueratina 18 para la evaulacién de la pureza del
cultivo (marcaje positivo en EECs y negativo en ESCs). Las observaciones al microscopio
mostraron la minima presencia de sangre o células inmunes (n<1.2%), y una pequefia cantidad
de contaminacién epitelial (n<3.4%) en los cultivos de células estromales (Figura 42; B,D). En
definitiva, se consiguié aislar de manera exitosa las ESCs y EECs a partir de tejido fresco
endometrial humano, obteniendo una pureza mayor del 95% para ambas poblaciones (Figura

42; A-D).
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Figura 42. Andlisis por inmunoflorescencia de la pureza de los cultivos primarios de EECs y
ESCs. (A,B) Los cultivos celulares primarios de EECs (A) y ESCs (B) fueron tefiidos para
vimentina, citoqueratina 18 y CD45. En verde (primera columna) aparece la sefial positiva para
cada uno de los marcadores testados, en azul se muestra la tincion nuclear con DAPI (primera
y segunda columna) y en campo claro (tercera columna) la apariencia morfoldgica de cada tipo
celular. Los controles negativos son células (EECs o ESCs) siguiendo el mismo protocolo de
inmunofluorescencia pero sin los respectivos anticuerpos primarios. Las imagenes incluyen
una barra de escala de 300 um. (C,D) Graficas con el porcentaje de células positivas para cada
marcador normalizado por el nimero total de células (células positivas para DAPI) para la
poblacién epitelial (C) y estromal (D).
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2.2 Laexposicion a Cu y Pb altera la viabilidad de las ESCs y EECs

Se evalud el efecto tiempo-dosis de exposicién in vitro del Cu (0, 50, 100 y 200 uM) y del
Pb (0, 30, 100 y 500 uM) sobre la viabilidad celular de ESCs y EECs durante 72 y 48 horas de
exposicidn respectivamente usando el método colorimétrico MTS. Se midi6 la viabilidad celular
para determinar por un lado el rango de concentraciones de Cu y Pb no téxicas para el cultivo
in vitro y por otro, el tiempo durante el cual las células se mantienen viables, con idea de fijar

la duracién de los ensayos funcionales a posteriori.

En lo que respecta al Cu, las ESCs y EECs expuestas a Cu (50-200 uM) presentaron una
disminucién dosis dependiente de la viabilidad celular en comparacién a las células no
expuestas (0 uM) para cada uno de los tiempos analizados (Figura 43; A,B). Concretamente, se
observé una disminucién significativa de la viabilidad celular a las dosis mas altas de Cu (100 y
200 uM) a las 48 h (p < 0,05 para 100 uM; p < 0,0001 para 200 uM) y a las 72 h (p < 0,001 para
100 uM; p < 0,0001 para 200 uM) para las ESCs (Figura 43A) ya las 24 h (p < 0,05; p < 0,0001) y
48 h (p < 0,01; p < 0,0001) para las EECs (Figura 43B). En los puntos de tiempo mas cortos,
solamente la dosis mas alta de Cu (200 uM) mostré una viabilidad celular significativamente

reducida (p < 0,05) alas 2y 24 h para las ESCs y a las 2h para las EECs (p < 0,01).

Por el contrario, en el caso del Pb, las ESCs y EECs tratadas in vitro con diferentes dosis
de Pb (0, 30, 100, 500 uM) mostraron un incremento en la viabilidad celular de manera dosis
dependiente, con la excepcién de la dosis 500 uM para las ESCs, que aunque el porcentaje de
viabilidad celular fue superior a la de la dosis 0 uM, éste fue menor que el de 100 uM (Figura
43; C,D). Dicho incremento fue sdlo significativo para la dosis 100 UM de Pb después de las 72
h en las ESCs (Figura 43C) y para todas las dosis de Pb (30, 100 y 500 uM) a las 48h en las EECs

en comparacién con los controles no expuestos (Figura 43D).

Tras el cribado inicial de las concentraciones de Cu y Pb, las dos dosis mads bajas de cada
metal (50 y 100 uM para el Cu, y 30 y 100 uM para el Pb) se seleccionaron para los
subsiguientes experimentos. Para el Cu, las dosis de 50 y 100 uM son dosis compatibles con
aquellas encontradas en el liquido endometrial de mujeres portadoras de un DIU de Cu
(Arancibia et al., 2003). Aunque la dosis de Cu 100 puM disminuyd significativamente la
viabilidad celular respecto a las células control no expuestas, el nimero de células viables
todavia se incrementd con el tiempo en nuestros experimentos. Sin embargo, este ensayo no
discrimina entre efectos antiproliferativos y/o muerte celular. Ademas, la dosis mas alta de Cu
(200 uM) no mostréd ningun incremento en el nimero de células viable con el tiempo,

indicando que esta dosis si estda comprometiendo la viabilidad celular. Para el Pb, la dosis mas
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alta (500 uM) no afectd negativamente a la viabilidad celular, pero no se observé un efecto
concordante de dicha dosis en las ESCs y EECs. Asi pues, las dos dosis mas bajas (30 y 100 uM),
que si presentaron el mismo efecto y la misma tendencia en ambos tipos celulares, fueron

elegidas para los siguientes experimentos.

(A) MTS (ESC + Cu) (B) MTS (EEC + Cu)
n=4 n=4
g 1301 e Fekdk g 150+ - 3 0 M Cu
8 | Iﬂl g o Mex 1 E5uMcCu
= 100- I 2 1004 — Em 100 1M Cu
@ [
K . K ko Bl 200 M Cu
1] T 1 1]
B ]
E 504 & E 50
< &
> >
p-
o > v
N "?’o b?;o ,\m“\ q RS RS
Tiempo (h) Tiempo (h)
(C) (D)
MTS (ESC + Pb) MTS (EEC + Pb)
n=4 n=4
*
= 2907 = 2001 F—1 3 0uMPb
s * < o |
5 150 o | 5 * 3 30 uM Pb
Ela El m 3 100 uM Pb
8 8 B 500 uM Pb
S 100+ T 100-
1) ©
2 2
E 504 ..E 504
> >
0- 04
O N a® N o
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 43. Efecto del Cu y Pb sobre la viabilidad de las ESCs y EECs. (A,B) Cuantifiacién de los
resultados del ensayo MTS para las ESCs (A) y las EECs (B), tratadas con Cu (0, 50, 100 y 200
UM) durante 72 h y 48 h, respectivamente. (C,D) Cuantificacién de los resultados del ensayo
MTS para las ESCs (C) y para las EECs (D) tratadas con Pb (0, 30, 100, 500 uM) durante 72 hy
48 h, respectivamente. La viabilidad se midié cada 24 h. Los datos se expresaron como el
porcentaje de viabilidad celular relativa a los controles no expuestos a tiempo final, 72 h para
ESCs (A,C), y 48 h para EECs (B,D) (100% viabilidad) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001). Figura sacada del articulo (Pérez-Debén et al., 2020).

2.3 La exposicion a Cu y Pb inhibe la decidualizacion in vitro de las ESCs

Para determinar si la exposicién a Cu o Pb afecta a la capacidad de decidualizacion in
vitro de las ESCs, dichas células tratadas con Cu o Pb se decidualizaron con P4 + E2 durante 7-8

dias en presencia de estos metales pesados. La decidualizacion se evalué entonces midiendo
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los niveles de la proteina PRL secretada al medio por medio de un kit de ELISA y a nivel celular
midiendo la expresion génica (MRNA) de dicho marcador de decidualizacién por medio de RT-
gPCR. También se analizé la morfologia del citoesqueleto de actina por medio de una tincién

especifica para los filamentos de actina.

Después de 7-8 dias de decidualizacién, los niveles de PRL secretada disminuyeron
significativamente en células expuestas a 30 uM de Pb (~60%; p < 0,01) y a 100 uM de Pb
(30%; p < 0,0001) en comparacién a los niveles detectados en dESCs no expuestas a metales
pesados (100% de decidualizacién) (Figura 44A). Las concentraciones de Cu de 50 y 100 uM
tuvieron un efecto similar en los niveles de PRL secretada, disminuyendo ambas dosis los
niveles medios de PRL por debajo del 10 % de las dESCs no expuestas (8,39 + 8,97 para Cu 50
MMy 7,01 £ 5,90 para Cu 100 uM; media + SD, p < 0.0001) (Figura 44B). La expresion a nivel de
mMRNA del gen de PRL, también mostré una disminucidn dosis dependiente en dESCs expuestas
a Pb y Cu, pero sin observar diferencias significativas debido a la alta variabilidad entre
muestras encontrada principalmente en las dESCs no expuestas a metales pesados (Figura 44;

C,D).

La disposicion u organizacién del citoesqueleto se analizé usando una tincién especifica
para los filamentos de actina (faloidina-rodamina) para confirmar que la exposicién a Cu y/o Pb
bloquea la decidualizacién. No se observaron considerables cambios en la morfologia o
disposicion del citoesqueleto en las dESCs comparado con las ndESCs, ni siquiera en las dESCs a
la dosis O uM (Figure 45; A-J). Las ndESCs y dESCs no expuestas y expuestas a 30 o 100 uM de
Pb, mostraron una morfologia tipo fibroblasto alargada (Figura 45; A-F), mientras que sdlo
unas pocas dESCs mostraron la tipica morfologia poligonal-redondeada de las células
decidualizadas (Figura 45; B,D,F). Sin embargo, células expuestas a Cu difirieron de las células
no expuestas y de aquellas expuestas a Pb, exhibiendo una morfologia poligonal a 50 y 100 uM

de Cu tanto en ndESCs como en dESCs (Figura 45; G-J).
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Figura 44. La decidualizacion in vitro de las ESCs se ve inhibida en presencia de Cu y Pb. (A,B)
Cuantificacidon por ELISA de los niveles de PRL secretada al medio por parte de las ndESCs y
dESCs expuestas a Pb (A) o Cu (B). Los niveles de PRL secretados se referenciaron a la
condicion decidual no expuesta (100%) y se representaron como el porcentaje medio de
decidualizacién £ SD (n = 4). (C,D) Cuantificacion por RT-gPCR de los niveles de expresion del
gen PRL (mMRNA) en ndESCs y dESCs expuestas a Pb (C) o Cu (D). Los datos me mRNA de PRL se
expresaron como el fold change medio + SD (n=4) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001; ****p <
0,0001). Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al., 2020.
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Figura 45. Disposicion de los filamentos de actina del citoesqueleto de las ndESCs y dESCs en
presencia de Cu y Pb. Micrografias fluorescentes representativas de la morfologia del
citoesqueleto por medio de la tinciéon de los filamentos de actina en ndESCs y en dESCs
expuestas a Pb (A-F) o Cu (G-J). En rojo se tifien los filamentos de actina, y en azul los nucleos.
Se incluye una barra de escala de 300 um. Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al., 2020.

2.4 El Cuy Pb alteran la expresion de los genes ERa, PR y HOXA10 durante el

proceso de decidualizacion

Se analizd la expresion de los receptores esteroideos (PR y ERa) en ndESCs y dESCs
tratadas con Cu o Pb. El estimulo de decidualizacion (P4+E2) aumentd por si solo la expresidn
del mRNA de PRy ERa en las dESCs no expuestas (Figura 46; A-D). Sin embargo, la expresion
de PR y ERa fue considerablemente menor en dESCs expuestas a 30 y 100 uM de Pb (Figura
46; A,C) y a 50 y 100 uM de Cu (Figura 46B,D) en comparacion a las dESCs no expuestas,
aunque las diferencias no fueron significativas, debido en parte a la alta variabilidad
encontrada en la expresion de estos genes dentro de la condicién decidual no expuesta. La
expresion de ERa fue solamente significativamente diferente para dESCs expuestas a 50 y 100

UM de Cu en comparacion a las dESCs no expuestas (p < 0,05) (Figure 46D).

También se midid la expresiéon del marcador de receptividad endometrial HOXA10 por
RT-qPCR en ndESCs y dESCs expuestas a Cu o Pb para determinar si la exposicién a dichos
metales pesados afecta al estado de receptividad del endometrio. Tanto las ndESCs como las
dESCs expuestas a Pb (30 y 100 uM) o a Cu (50 y 100 uM) vieron disminuida los niveles de
MRNA de HOXA10 en comparacion con los controles no expuestos (0 uM) (Figura 46; E,F). Esta
reduccion fue significativa para las dosis 30 y 100 uM de Pb en comparacion con las ndESCs no
expuestas (p < 0,05) (Figure 46E) y a la dosis de 50 UM de Cu en las ndESCs (p < 0,001) y dESCs
(p < 0,01) en comparacién a sus respectivos controles no expuestos (Figura 46F). Sin embargo,
a dosis mas altas de Cu (100 uM), el efecto sobre la disminucion de la expresion de HOXA10
fue menor, sin llegar a ser significativo. Esta falta de relacién dosis-respuesta es tipica de los
disruptores endocrinos, ya que muchos de ellos muestran un comportamiento no

monotdnicos y efectos a bajas dosis, no observables a altas dosis.
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Figura 46. Efecto de la exposicion al Cu y Pb sobre la expresion génica de los receptores
esteroideos (ERa y PR) y del gen HOXA10 durante la decidualizacién. (A,B) Fold changes para
la expresion del mRNA del PR en ndESCs y dESCs expuestas a Pb (A) o Cu (B). (C,D) Fold
changes para la expresion del mRNA del ERa en ndESCs y dESCs expuestas a Pb (C) o Cu (D).
(E,F) Fold changes para la expresion del mRNA de HOXA10 en ndESCs y dESCs expuesta a Pb (E)
o Cu (F). En naranja se muestran los resultados para el Pb (0,30, 100 uM); en azul los
resultados para el Cu (0,50, 100 uM). Los valores de fold changes se calcularon por el método

2»AAct

, se normalizaron frente al housekeeping interno GAPDH, y se referenciaron frente a las
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ndESCs no expuestas (fold change = 1). Los datos para los niveles de mRNA para PR, ERa, y
HOXA10 se expresaron como el fold change medio + SD (n=4) (*p < 0,05 **p < 0,01; ***p <
0,001). Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al., 2020.

2.5 Laexposicion a Cuy Pb incrementa de manera leve la apoptosis en dESCs

Para determinar si la disminucién observada en los niveles de secrecién de PRL en dESCs
expuestas a metales pesados fue debido a un efecto citotdxico del Cu y Pb sobre la viabilidad
celular, se midié la apoptosis en dESCs y ndESCs expuestas a diferentes dosis de Cu (50 y 100
KM) o Pb (30 y 100 uM) durante 7-8 dias por medio de un ensayo TUNEL (Figura 47; A,B y
Figura 48; A-0). La exposicién a Pb no afectd a la tasa de apoptosis de las ndESCs con respecto
al control no expuesto, mostrando una tasa media de apoptosis de < 2% (Figura 47A y Figura
48; E-H). Sin embargo, una concentracién de 100 uM de Cu incremento significativamente la
tasa de apoptosis, alcanzando un valor maximo de ~7% (p < 0,001) (Figura 47; A,B y Figura 48;
1,J). En las dESCs expuestas a Cu (50 y 100 uM) no se observé un incremento significativo de la
apoptosis en comparacion con las dESCs no expuestas a metales pesados (Figura 47A,B). Sin
embargo, la dosis 100 uM de Pb si produjo una disminucidn significativa de la apoptosis
respecto a las dESCs no expuestas (p < 0,05) (Figura 47; A,B y Figura 48; M,N). Ademas, las
ESCs expuestas a 100 uM de Cu mantuvieron una tasa de apoptosis similar en ambas

condiciones, decidual y no decidual (Figura 47; A,B y Figura 48; 1,J,N,0).
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Figura 47. Analisis de la apoptosis en ESCs expuestas a Cu o Pb durante la decidualizacién por
medio de un ensayo TUNEL. (A) Estimacién del porcentaje medio de células ndESCs y dESCs
TUNEL positivas expuestas a Pb (0, 30, 100 uM) o a Cu (0, 50, 100 uM) (*p < 0,05; ***p <
0,001). (B) Valores del Odds Ratio (OR) para los resultados del ensayo TUNEL para ndESCs y
dESCs expuestas a Pb (30, 100 uM) o a Cu (50, 100 uM) comparadas a los controles no

expuestos. Figura sacada del articul

o Pérez-Debén et al., 2020.
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Figura 48. Apoptosis en ESCs expuestas a Cu o Pb durante la decidualizacion por medio de un
ensayo TUNEL. (A-D) Micrografias fluorescentes representativas de las células TUNEL positivas
(en rojo) referenciadas al total de células (azul, DAPI) para los controles negativo (sin la

139



Resultados parte Il

transferasa terminal) y positivo (con DNasa). (E-J) Micrografias fluorescentes representativas
de las células TUNEL positivas (rojo) versus el total de ndESCs (DAPI, azul) no expuestas a
metales pesados (E,F) o expuestas a 100 uM de Pb (G,H) o a 100 uM de Cu (1,J). (K-O)
Micrografias fluorescentes representativas de las células TUNEL positivas (rojo) versus el total
de células dESCs (DAPI, azul) no expuestas a metales pesados (K,L) o expuestas a 100 uM de Pb
(M,N) 0 a 100 pM de Cu (N,0). Se incluye barra de escala de 300 pm. El ‘merge’ representa la
superposicion de ambas sefiales (roja y azul). El porcentaje de células TUNEL positivas de las
imagenes de esta figura se corresponden con las gréficas de la figura 31. Figura sacada del
articulo Pérez-Debén et al., 2020.

2.6 La exposicion a Cu y Pb altera el estado proliferativo de las ESCs durante la

decidualizacion.

El estado proliferativo de las ESCs expuestas a Cu y Pb se evalué por medio de la tincién
inmunofluorescente de Ki67 después de 7-8 dias de cultivo para las ESCs no decidualizadas y
decidualizadas. El porcentaje de células Ki67 positivas disminuyd significativamente y de
manera dosis dependiente cuando las ndESCs fueron expuestas a Pb (30 y 100 uM) (p < 0,001)
oaCu (50y 100 uM) (p < 0,001) en comparacion con las ndESCs no expuestas (Figura 49; A,By
Figura 50; A,B; E-L). Se observé una disminucion significativa de la sefial Ki67 en el proceso de
decidualizacién en dESCs no expuestas (p < 0,05) y en las dESCs expuestas a 50 uM de Cu (p <
0,001) en comparacidn con sus respectivos equivalentes no deciduales (Figura 49A y Figura 50;
A-D; 1,J; P,Q). El porcentaje de células Ki67 positivas permanecié similar para las dosis 30 y 100
UM de Pb en ambas condiciones (ndESCs y dESCs). En las dESCs, la dosis de Pb 30 uM
incrementd significativamente el porcentaje de células positivas para Ki67 (p < 0,05), mientras
que las dosis 50 y 100 uM de Cu disminuyeron significativamente dicho porcentaje (p < 0,05)
en comparacion con las dESCs no expuestas (Figura 49; A,B y Figura 50; B,D; M-S). Ademas, la
exposicién a Cu tuvo un mayor efecto en disminuir del estado proliferativo de las ESCs que el
Pb, aunque no se detectd seinal para Ki67 en las dESCs expuestas a 100 uM de Cu (Figura 49;
A,B y Figura 50; E-L, M-S).
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Figura 49. Inmunocitoanalisis del marcador de proliferacién nuclear fluorescente Ki67 para
el estudio del estado proliferativo de las ESCs expuestas a Cu y Pb durante la decidualizacion.
(A) Porcentaje medio de las ndESCs y dESCs positivas para Ki67 tras el tratamiento con Pb (0O,
30, 100 pM) o Cu (0, 50, 100 uM) (* p < 0,05; ***p < 0,001; ™p < 0,001). Los asteriscos (*)
indican la significancia entre las comparativas de cada dosis con su control no expuesto dentro
de cada condicién (decidual y no decidual) por separado. Las almohadillas (#) indican la
significancia para la comparacion de cada dosis entre condicidon decidual frente a no decidual.
(B) Valores de Odds ratio (OR) para los datos de células Ki67 positivas en las condiciones no
decidual y decidual. La significancia se establecié de acuerdo con el valor OR de cada dosis
frente a 0 uM en ambas condiciones (no decidual y decidual). Figura sacada del articulo Pérez-
Debén et al., 2020.
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Figura 50. Estudio del estado proliferativo de las ESCs expuestas a Cu y Pb durante la
decidualizacion mediante el marcador de proliferacion celular fluorescente Ki67. (A-D)
Micrografias representativas de la inmunofluorescencia para Ki67 (verde) y contratincién con
DAPI nuclear (azul) de las ndESCs (A,B) y dESCs (C,D) sin tratar con los metales pesados. (E-L)
Micrografias de fluorescencia representativas de la inmunotincién para Ki67 (verde) y para la
contratincion con DAPI nuclear (azul) en las ndESC expuestas a Pb (E-H) o a Cu (I-L). (M-S)
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Micrografias de fluorescencia representativas de la inmunoticion con Ki67 (verde) vy
contratincidon con DAPI nuclear (azul) en dESCs expuestas a Pb (M-O) o a Cu (P-S). La barra de
escala representa 300 um. El ‘merge’ representa la superposicién de ambas sefales (verde y
azul). El porcentaje de células Ki67 positivas de las imagenes de esta figura se corresponden
con las graficas de la figura 33. Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al., 2020.

2.7 La exposicion a Cuy Pb afecta a la adhesion trofobldstica de las EECs

Para evaluar el efecto funcional de la exposicion a metales pesados en el proceso de
adhesion trofoblastica, se llevd a cabo un modelo in vitro cocultivando esferoides JAR en
monocapas de EECs previamente expuestas a Pb (0, 30, 100 uM) o a Cu (0, 50, 100 uM)
durante 24h. La adhesividad se evalud a las 24 h tras el cocultivo (Figura 22). En la monocapa
de EECs no expuestas a metales pesados se alcanzd un porcentaje medio de adhesidon del
66,7%. El cocultivo de esferoides JAR con monocapas de EECs expuestas a Pb (Figura 51A) o a
Cu (Figura 51B) redujo aproximadamente un ~28% y un ~39% el porcentaje de esferoides JAR
adheridos respectivamente, pero no se encontraron diferencias significativas con respecto a
los controles no expuestos. En general, la exposicién a Cu tuvo un mayor efecto (~27% de

adhesidn) que el Pb (~40% de adhesidn) en la adhesion trofoblastica.
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Figura 51. La exposicion a Cu y Pb afecta a la adhesion de los esferoides JAR a las EECs. (A,B)
Porcentaje medio de la adhesion de los esferoides JAR sobre monocapas de EECs expuestas a
Pb (A) o a Cu (B) respecto al total de esferoides sembrados. Con la ‘n’ se designa el numero
total de esferoides JAR analizados en cada condicion. Figura sacada del articulo Pérez-Debén et
al., 2020.

2.8 Laexposicion a Cuy Pb altera la capacidad de migracion de las EECs

La capacidad de migracion de las EECs expuestas a Cu y Pb se evalud in vitro con ensayos

de cicatrizacién o ‘wound healing’. Para ello, la monocapa de EECs se expuso previamente y
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durante 24h a Cu (0, 50, 100 uM) o a Pb (0, 30, 100 uM). Luego, se realizd una herida o
raspado a mitad de cada monocapa de EECs (n=4) e inmediatamente fueron de nuevo
expuestas a Cu (0, 50, 100 uM) o a Pb (0, 30, 100 uM) durante 48 h. La anchura de la herida se
midid a tiempo 0 y las 24 y 48 h después de hacer la herida. Las EECs no expuestas a metales
pesados alcanzaron un porcentaje de cierre de la herida del 70% a las 48 h (Figura 52; A-C, O,
P). La exposicidn a 30 uM y 100 uM de Pb no tuvo efecto significativo en la tasa de cierre de la
herida (Figura 52; D-I, O) ni a las 24 h ni a las 48 h respecto a las EECs no expuestas. Sin
embargo, las EECs expuestas a 50 y 100 uM de Cu si vieron reducida su capacidad de
migracion, consiguiendo un menor porcentaje de cierre de la herida (~47% y ~29%,
respectivamente) en comparacién con las células no expuestas, a las 48h de haber hecho la

herida. Esta reduccién fue sdlo significativa para la dosis 100 pM de Cu (p < 0,05) (Figura 52; J-
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Figura 52. Efecto del Cu y Pb en la reconstruccién/cicatrizacion de la capa epitelial
endometrial. (A-N) Imdagenes representativas de la anchura de la herida para cada punto de
tiempo en las monocapas de EECs expuestas a Pb (0, 30, 100 uM) o a Cu (0, 50, 100 uM). La
anchura de la herida se midié por analisis de imagen a las 24 y 48 h tras el raspado o
‘scratching’, haciendo 3-4 medidas a lo largo de la herida. La barra representa una escala de
100 pum. (0) Cuantificacidn del porcentaje de cierre para las EECs tratadas con Pb durante 24 y
48 h. (P) Cuantificacion del porcentaje de cierre para las EECs tratadas con Cu durante 24 y 48
h (*p < 0,05). Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al., 2020.

2.9 La exposicion a Cuy Pb no altera el estado ROS de las ESCs

Finalmente, para analizar si el Cu y Pb podrian alterar el estado oxidativo del ambiente
endometrial, se analizd la produccidon ROS en las ESCs expuestas a Pb (0,30 y 100 uM) o a Cu
(0,50 y 100 uM) durante 24 h (n=4). Aungue no se observaron diferencias significativas en la
produccion de ROS por parte de las ESCs para ninguna de las dosis de Cu y Pb analizadas en
comparacién con la de las ESCs no expuestas (Figura 53; A-M), si que se observd un
incremento de la fluorescencia en las ESCs expuestas a 50 y 100 uM de Cu (Figura 53; A, J-M).
Como cabria esperar, sélo se encontraron diferencias significativas entre el control positivo y

todas las demas dosis (p < 0,05) (Figura 53A).
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Figura 53. Medicidn de la produccion de ROS en ESCs expuestas a Cu o Pb. (A) Cuantificacion
relativa de los fold changes en la produccién de ROS por andlisis de fluorescencia de las células
teiiidas con DCFH-DA expuestas a Pb (30 y 100 uM) o a Cu (50 y 100 uM) durante 24 h. El
numero de células positivas para ROS se normalizd con el nimero de células por pocillo y se
expresé como fold change de las células no expuestas. Se representd el fold change medio +
SD (n = 4) (*p < 0,05). (B,C) Micrografias de fluorescencia representativas del control positivo,
que fueron expuestas a 100 uM de TBHP para inducir la produccién de ROS, teiidas para
DCFDA (verde) y Hoechst (azul). (D-M) Micrografias de fluorescencia representativas de la
produccion de ROS en ESCs no expuestas a metales pesados (D) y ESCs tratadas con Pb (30 y
100 uM) (F,H) o con Cu (50 y 100 uM) (J,L) durante 24 h, tefiidas para DCFDA (verde) y Hoechst
(azul). La barra de escala representa 300 um. Figura sacada del articulo Pérez-Debén et al.,
2020.
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VI. DISCUSION

1. Discusion parte I: Estudio proteomico de la receptividad

endometrial

1.1 Transcriptomica y proteomica, dos aproximaciones complementarias, pero

no comparables en el estudio de la receptividad endometrial

Se ha invertido mucho esfuerzo en intentar comprender tanto los mecanismos
moleculares que llevan al endometrio humano a un estado receptivo durante la “ventana de
implantacién” (Revel, 2012; Ruiz-Alonso et al., 2012; von Grothusen et al., 2014) asi como los
que conducen a un estado de no receptividad (Brosens et al., 2014). El fallo recurrente de
implantacién o 'RIF” en inglés, es uno de los principales factores limitantes del éxito de los TRA
y por tanto una de las ‘alteraciones endometriales’ con mds afan por estudiar a nivel - dmico,
sobre todo en aquellos casos en los que se trata de RIF idiopaticos donde ni el embrién ni una
patologia endometrial de base son los desencadenantes. Aproximadamente, dos tercios de los
fallos de implantacién reportados son causados por una receptividad endometrial inadecuada,
mientras que el embrién por si mismo es el responsable de sélo un tercio de los casos
(Achache H et al 2006; Ledee-Bataille N et al 2002). Todo esto apunta a que la causa
mayoritaria de los RIF idiopdticos sea un defecto en los mecanismos moleculares del
endometrio implicados en la adquisicion de la receptividad endometrial, ya sea a nivel
transcriptémico y/o protedmico. El establecimiento de la receptividad endometrial es un
proceso crucial para conseguir implantacién con éxito. La regulacién de la expresion génica en
este proceso tan complicado puede ocurrir a diferentes niveles, tales como la transcripcion y
traduccidn. Asi pues, los analisis a nivel del genoma completo o también Ilamados analisis
Genome-wide, han proporcionado informacidn sobre todo de los cambios de expresidn a nivel
de mRNA a lo largo del ciclo endometrial (Talbi et al., 2006; Hu et al., 2014). Cada vez hay mas
evidencias que apoyan el concepto de un perfil de expresidon génica receptivo (Diaz-Gimeno et
al., 2010; Bhagwat et al., 2013; Garrido-Gémez et al., 2013) que puede estar alterado en
pacientes con RIF (Koler et al., 2009; Diaz-Gimeno et al., 2010; Ruiz-Alonso et al., 2014). De
hecho, recientemente y por primera vez se ha desarrollado una herramienta basada en
transcriptémica capaz de establecer y validar la huella o firma de expresion génica endometrial
asociada al RIF (Koot et al., 2016). Sin embargo, las tecnologias empleadas para los andlisis
transcriptémicos (microarrays y RNAseq), no necesariamente representan bien los niveles de

proteinas presente en los tejidos. Por lo tanto, la protedmica también se ha utilizado para
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clarificar los cambios de expresion de proteinas entre un endometrio no receptivo y otro
receptivo (DeSouza et a., 2005; Dominguez et al 2009; Chen Q et al., 2015; Garrido-Gomez T
2014). En lo que respecta a la metodologia iTRAQ, un métododo de analisis protedmico libre
de gel basado en marcaje isobarico, hasta la fecha se ha utilizado para revelar el proteoma de
tejidos eutdpicos y ectdopicos endometriales (Marianowski P et al., 2013) y para evaluar los

efectos del agonista de la GnRH en el perfil proteémico endometrial (Meng Y., 2014).

En esta primera parte de la tesis se ha empleado la metodologia iTRAQ para caracterizar
los proteomas de un endometrio receptivo (donantes fértiles), un endometrio refractario
(mujeres portadoras de un DIU-Cu) y un endometrio con RIF con el fin de identificar proteinas
diferencialmente expresadas que puedan servir como potenciales biomarcadores de la
receptividad endometrial. Hasta ahora, este es el primer estudio que ha llevado a cabo un
analisis protedmico comparativo y cuantitativo entre tres diferentes estados de receptividad
endometrial usando la metodologia iTRAQ. Comparado con los primeros ensayos protedmicos
basados en gel (2DE), el iTRAQ muestra un mayor poder de resolucion pues permite detectar
un mayor numero de proteinas entre las cuales se incluyen proteinas de membrana, proteinas
muy acidas, muy badsicas y proteinas muy grandes y pequenas. Ademas permite hacer pool o
agrupaciones de hasta 8 muestras por analisis de MS disminuyendo con ello la variaciéon
técnica (Christoforou and Lilley, 2012). Algunos de los estudios protedmicos basados en gel y
llevados a cabo en endometrios en fases LH+2 (prereceptiva) y LH+7 (receptiva) identificaron 9
(Mahonar et al., 2014), 16 (Bissonnette et al., 2016), 31 (Li et al., 2006) y 32 (Dominguez et al.,
2009) PDEs respectivamente, sin llegar a observarse cambios comunes en proteinas entre
estos cuatro estudios. Sélo 8 PDEs mostraron un solapamiento entre los trabajos de Li y
Dominguez. En el presente trabajo hemos conseguido detectar entre 2.500 y 3.500 proteinas
por experimento iTRAQ, con 1.889 proteinas comunes entre los 4 experimentos iTRAQs
llevados a cabo. Entre ellas se encuentran proteinas previamente descritas en endometrio
humano y encontradas diferencialmente expresadas en condiciones de receptividad diferentes
o entre distintas fases del ciclo endometrial como son: la apolipoproteina Al (Brosens et al.,
2009), la antitrobina Il (Hannan et al., 2010), la anexina A4 (Brosens et al., 2009; Dominguez et
al., 2009), y la estatmina 1 (Dominguez et al., 2009). En nuestro estudio, al realizar los analisis
diferenciales entre grupos, se llegaron a detectar un total de 133 PDEs entre los grupos DIU y
Fértil, y 158 PDEs entre los grupos DIU y RIF. Esta discrepancia en el nimero de PDEs obtenidas
entre los estudios previos y el nuestro puede deberse a las diferentes sensibilidades de las
aproximaciones protedmicas empleadas (‘basadas en gel’ frente a ‘libres de gel’), asi como a

las diferencias en las proteinas producidas por el tipo de tejido empleado (estado de fertilidad,
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tiempo exacto de la toma de la muestra, edad, etc). La protedmica y la transcriptémica,
aunque son métodos complementarios que proporcionan informacién diversa, podrian ser
comparables a la hora de mejorar nuestro conocimiento sobre la receptividad endometrial y la
identificacién de biomarcadores claves. Sin embargo, la relacion entre mRNA y proteinas es
bastante compleja y no siempre suele haber una correlacion directa entre ellos. Ademas,
muchos de los estudios en los que integran proteoma y transcriptoma muestran que el mRNA
es un pobre indicador de los niveles de expresién de proteinas. Esto es debido en parte a las
modificaciones postranscripcionales y postraduccionales, a la cantidad de proteina activa, que
viene dada entre otros factores por su localizacién y vida media, y por el método experimental
usado para medir proteinas y mRNA, que también afectan a esta correlacion (Hack et al.,

2004).

En la literatura existen dos estudios transcriptémicos basados en microarrays en los que
estudian cdmo afecta un DIU inerte y el Cu en la expresion génica endometrial. En uno de
ellos, el de Horcajadas (Horcajadas et al., 2006), se compararon los perfiles transcriptémicos
endometriales de mujeres portadoras de un DIU inerte de plastico, antes (Pre-DIU) y durante
su uso (DIU). En el otro, el de Carrascosa (Carrascosa et al., 2017), se estudia el efecto del Cu
en el patron de expresion génica de células endometriales estromales decidualizadas in vitro,
con el fin de evaluar el efecto adicional que podrian tener los DIU de Cu frente a los inertes,
debido a la liberacion de iones de Cu en el endometrio. Estos estudios podrian compararse con
los resultados obtenidos de nuestra comparacion entre los grupos DIU-Cu vy fértil, aunque se
aplicaron diferentes metodologias (microarrays frente a iTRAQ) y diferentes tratamientos
hormonales (LH+7 en ciclo natural en el de Horcajadas; MPA+E2 en cultivo in vitro en el de
Carrascosa y P+5 en nuestro estudio) entre ellos. Comparando los 147 genes diferencialmente
expresados obtenidos en el trabajo de Horcajadas con nuestras 133 PDEs de la comparativa
DIU-Cu frente a Fértil, sélo 8 genes/proteinas fueron compartidas entre ambos trabajos. Al
comparar los 129 genes diferencialmente expresados en el trabajo de Carrascosa con nuestras
133 PDEs, también sdlo 8 genes/proteinas se correspondieron entre ambos trabajos. Al
comparar los tres trabajos, sélo dos proteinas, la plastina 2 (PLSL) y el inhibidor serin proteasa
1 (SERPING1), fueron compartidas, pero no mostraron el mismo patréon de expresién en los
tres trabajos. La PLSL y la SERPING1 estuvieron sobreexpresadas en los trabajos que utilizaron
Cu, con unos fold change de 2.68 (células tratadas con Cu/ células sin Cu; Carrascosa et al.,
2017) y 1.25 (DIU-Cu/Fértil; Pérez-Debén S. et al., 2019) para la PLSL y unos fold changes de
3.11 (células tratadas con Cu/ células sin Cu; Carrascosa et al., 2017) y de 1.22 (DIU-Cu/Fértil;

Pérez-Debén S. et al., 2019) para la SERPING1. Sin embargo, estuvieron menos expresadas en
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el grupo de mujeres con DIU inerte en el trabajo de Horcajadas (FC DIU/pre-DIU = -2.63 para la
PLSL y de -2.83 para la SERPING1). Esta baja correlacion obtenida en cuanto al numero de
genes/proteinas compartidas entre los estudios transcriptomicos y el nuestro, proteémico,
junto al distinto patron de expresion seguido en ellos, apoya la idea de que el mRNA no refleja
los niveles de proteinas. A pesar de ello, la similitud obtenida en cuanto al patrén de expresion
de estas dos proteinas en los grupos con Cu, hacen pensar que el Cu pueda tener un efecto
afiadido sobre los DIU inertes. La plastina 2, de hecho, ha sido seleccionada en nuestro trabajo
como posible candidata con implicacién en la receptividad endometrial, presentando una
mayor expresion en el grupo DIU que en el RIF y Fértil. La proteina SERPING1, también parece
tener un papel importante en la receptividad endometrial o en el mecanismo de accién del Cu
sobre la misma, ya que es una proteina que juega un papel importante en regular los sitemas
del complemento, coagulacidn, fibrindlisis, y los procesos de inflamacién (Valencia RM, et al
2019). Concretamente bloquea la accion de proteinas que promueven la inflamacion
incrementando la permeabilidad de las paredes de los vasos sanguineos. Se sabe que el Cu es
capaz de incrementar la reaccion inflamatoria que ocurre a nivel endometrial en presencia de
un DIU. Ante esta situacidn proinflamatoria, es posible que a nivel endometrial se activen otras

proteinas que intenten compensar esta sobreinflamacién como es el caso de la SERPING1.

1.2 La plastina 2, la lactotransferrina y la lisozima en el endometrio y sus

posibles roles en la receptividad endometrial

Las plastinas son una familia de proteinas de unién a actina muy conservadas a lo largo
de la evolucidn y que se expresan en muchos tejidos de los mamiferos superiores (Lin et al.,
1993). Estan implicadas en la regulacion o dindmica del citoesqueleto de actina de las células
eucariotas, que es esencial para funciones celulares tan fundamentales como la division
celular, el trafico intracelular, la morfologia y motilidad celular. Aunque la plastina 2, también
conocida como L-plastina, se expresa principalmente en células del linaje hematopoyético y en
células cancerosas de tejidos sélidos (no hematopoyéticos), también se ha visto expresada a
nivel endometrial en cultivo primario de células endometriales estromales (Leavitt et al.,1994).
La expresidn de esta proteina se asocia a células con alto potencial replicativo e invasivo, lo
que conlleva una reorganizacion constante del citoesqueleto. El endometrio cumple estos
requisitos, pues es un tejido que se divide activamente en cada ciclo endometrial, llegando a
ser bastante invasivo en patologias como la endometriosis. El gen que codifica para la plastina
2 contiene elementos de respuesta potencial a la progesterona y estrégeno cadena arriba de
su promotor (Lin et al., 1993), sugiriendo que la plastina 2 esta sujeta a la regulacién por

esteroides ovdricos. Ademads, la plastina 2 puede jugar un papel subyacente en el
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mantenimiento del fenotipo diferenciado adhesivo y secretor regulado hormonalmente, de las
células del estroma endometrial a través de su interaccién con las estructuras de los
microfilamentos de actina en los sitios de adhesion y secrecién de proteinas (Leavitt et al.,
1994). Esto estd en parte apoyado por nuestra validacién externa de la PLSL por
inmunohistoquimica, la cual muestra que esta proteina se expresa durante la fase secretora
del ciclo endometrial, especialmente en la fase secretora temprana en el compartimento
estromal y a lo largo de la fase secretora media en el epitelio luminal. Por lo tanto la PLSL
podria jugar un papel relevante en el proceso de ‘la transformacién de la membrana
plasmatica’ del epitelio endometrial luminal, en la que dicho epitelio varia su morfologia segun
la fase del ciclo menstrual (Murphy, 2004). Dicho proceso supone no soélo una serie de cambios
estructurales a nivel de la membrana plasmatica y citoesqueleto (Thie et al., 1995; Murphy,
2004) con la formacion de protuberancias citoplasmaticas o pinépodo (Murphy, 2000), sino
también cambios a nivel bioquimicos y moleculares a nivel celular que son de vital importancia

para que el endometrio adopte un fenotipo receptivo (Nikas and Makrigiannakis, 2003).

En humanos, la expresion de la lactotransferrina ha sido caracterizada a nivel
endometrial, especialmente en un numero restringido de células epiteliales glandulares
localizadas en la zona basalis del endometrio (Walmer et al.,, 1995). El gen de la
lactotransferrina tiene un elemento de respuesta a estrégeno (ERE) en su promotor (Teng et
al., 2002), responsable de su regulacion al alza en presencia de estrégeno (Teng et al., 1992).
Ademas, se ha detectado la expresidn de esta proteina durante fase proliferativa pero no en la
fase secretora (Teng et al., 2002) del ciclo endometrial. En nuestro ensayo de
inmunohistoquimica, apenas se detecto la expresion de esta proteina en dichas fases, aunque
se observd un ligero incremento en la fase secretora temprana en los tres compartimentos
endometriales con una sefial muy débil en el compartimento del epitelio glandular. Sin
embargo, la TRFL si fue detectada por western blot en los tres grupos de nuestro estudio,

presentando una mayor expresion en el grupo DIU.

Finalmente, la lisozima es una proteina con propiedades antimicrobianas que participa
en la defensa inmune innata en el endometrio humano (King et al., 2003). El hecho de que
estas tres proteinas sean mas abundante en un endometrio con un DIU-Cu, podria estar
relacionado con un incremento en la respuesta inmune endometrial desencadenada cuando
un objeto extrafio, como es el DIU, es introducido en la cavidad uterina. Estas proteinas se
expresan principalmente en células del sistema inmune, y una de las funciones contraceptivas
de los DIU es causar una respuesta inflamatoria local que evita que cualquier embrién pueda

implantar. De hecho, esta descrito que los DIU potencian ain mas la respuesta secretora local,
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es decir, una mayor liberacién de proteinas procedentes del endometrio (lisozima, proteinasa
neutral, IgA) y de los leucocitos (lisozima, lactotransferrina), sugiriendo que una caracteristica
del DIU es que esta principalmente asociado con cambios en la respuesta secretora local

(Tauber et al., 1993).

1.3 La dualidad del RIF y las limitaciones del estudio

Existen dos puntos de vista respecto al origen endometrial del RIF, bien como una
patologia per sé con una firma transcriptomica especifica (Macklon, 2017), en la que una
perturbacién constitutiva a nivel molecular de la funcién endometrial debe existir, o bien como
un desplazamiento de la ventana de implantacidn, induciendo una desincronizacidn entre el
embridn y el endometrio receptivo (Valdes et al., 2017). En nuestro estudio encontramos que
los perfiles protedmicos de los tres grupos de estudio (fértil, DIU y RIF) difirieron el uno del
otro, pero no se encontraron diferencias significativas individuales entre los endometrios de
donantes fértiles y de pacientes con RIF. Esto sugeriria bien que un RIF idiopdtico puede no
tener un origen propiamente endometrial, en la que otros factores desconocidos estarian
implicados en su etiologia, como podria ser el caso de la exposicion a contaminantes
ambientales o disruptores endocrinos, que al alterar los niveles hormonales enddgenos
podrian afectar a la capacidad endometrial de adquirir la receptividad endometrial, o bien la
tecnologia protedmica aqui aplicada no fue lo suficientemente capaz de encontrar las PDEs

entre mujeres fértiles y pacientes con RIF a nivel endometrial.

Segun muestra el PCA, los grupos RIF y DIU mostraron tener un patrén proteémico mas
estable, apareciendo como grupos bien definidos e independientes, sin embargo, el grupo de
mujeres fértiles presentd un patrén protedmico endometrial mas heterogéneo, con una
distribucidn dispersa, solapando mayoritariamente con el grupo RIF y en menor proporcion
con el grupo DIU. Esto apoyaria el hecho de no haber encontrado diferencias significativas
entre los grupos RIF y fértil. Aunque el tamafio muestral utilizado en nuestro estudio no es lo
suficientemente alto como para sacar conclusiones al respecto, esta distribuciéon aleatoria
podria deberse a la alta heterogeneidad del estatus de receptividad endometrial presente en
este grupo de mujeres, indicando que hay una gran cantidad de proteinas cuyos niveles de
expresiéon varian mucho de unas mujeres fértiles a otras sin llegar a afectar a la receptividad
endometrial. Esta heterogeneidad en el grupo fértil no parece ser inusual, pues en otro estudio
se ha visto este patrén de distribucion, incluso a nivel transcriptémico entre pacientes con RIF
y con aborto recurrente (Huang J et al., 2017). Sin embargo, también hay que tener en cuenta

gue estas mujeres fueron clasificadas como controles fértiles por haber tenido algin embarazo
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con éxito en afios/meses anteriores, pero desafortunadamente no implica necesariamente que
sigan siendo fértiles en el momento en el que donaron la biopsia. Esto seria una limitacion de
nuestro estudio. Otra limitacidn, quizas mas importante de este estudio, es que no se evalué
previamente la dotacidon cromosdmica o composicién genética de los embriones transferidos,
pues muchas veces embriones de buena calidad morfolégica son portadores de alguna
aneuploidia responsable del fallo de implantacién, y en estos casos el RIF no seria debido al
factor endometrial sino al factor embrionario. Segun esto, asumimos que dentro de nuestras
pacientes con RIF habra mujeres de todo tipo, con factor endometrial alterado y/o con factor
embrionario, sin embargo, todas ellas presentaron un perfil proteémico endometrial bastante

parecido segun los resultados del PCA (agrupan de manera conjunta).

Muchas veces, la ausencia de significacidén estadistica no implica necesariametne que no
exista relacion entre el factor de estudio y la respuesta. Puede ocurrir que, aun existiendo tal
asociacién o una diferencia relevante, el estudio haya sido incapaz de detectarla como
estadisticamente significativa. Por eso, al analizar el poder estadistico asociado al analisis
diferencial multivariante del iTRAQ (Figura suplemetaria 1. Anexo 1) sélo el 26% de las
proteinas (500 proteinas) consiguieron un poder estadistico del 50% y aproximadamente el 6%
(114 proteinas) consiguieron un poder estadistico del 90%. En general, considerando que una
baja proporcién de las proteinas consiguieron un alto poder estadistico, podriamos asumir que
nuestra aproximacion protedmica tiene la limitacidn de no ser capaz de detectar la mayoria del
total de las diferencias en realidad existentes. Sin embargo, aquellas detectadas como
significativas podemos asegurar que fueron detectadas con un alto grado de confianza. Sin
embargo, se necesitaria un tamafo muestral mayor para poder detectar el total de las
diferencias. Otra limitacidn de nuestro estudio fue la falta de una adecuada validacion de los
resultados del iTRAQ usando otra cohorte adicional representativa de los tres grupos de
estudio. Aunque usamos una cohorte externa para validar las tres proteinas seleccionadas
(TRFL, LYSC y PLSL) por inmunohistoquimica, las muestras procedieron Unicamente de
donantes fértiles. No hubo disponibilidad ni de muestras de endometrio de mujeres

portadoras de un DIU, ni de mujeres con RIF para dicha validacion.

Ya que una posible limitacién de nuestro estudio es el pequefio tamafio muestral (Fértil
=10, RIF=8 y DIU=10), las conclusiones sacadas de este estudio deberian ser consideradas
preliminares, especialmente en vista de la heterogeneidad que suele haber entre poblaciones.
Considerando la limitacidn implicita que lleva también el reclutar muestras bioldgicas a partir
de humanos, podemos decir que, a pesar del bajo poder estadistico obtenido, una ‘n’ de 10

por grupo es un tamafio muestral relativamente alto al hablar de muestras humanas. Ademas,
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a diferencias de otros trabajos proteémicos basados en iTRAQ, en el que sélo un experimento
iTRAQ es llevado a cabo, bien haciendo pools y usando réplicas técnicas o simplemente
analizando 2-3 muestras independientes por grupos, nosotros hemos llevado a cabo 4 andlisis
iTRAQ usando una ‘n’ aproximada de 10 por grupo a modo de réplicas bioldgicas sin la
necesidad de hacer pools. Usar una técnica protedmica no basada en gel como es el iTRAQ,
ofrece una mayor cobertura y sensibilidad al detectar un mayor nimero y rango de proteinas
ofreciendo una cuantificacion mas precisa de perfiles protedmicos globales. Todo esto da mas
poder e inferencia estadistica a nuestro estudio. Ademas, otro punto fuerte de este trabajo es
gue todas las muestras son recogidas en el mismo momento, obtenidas en el dia P+5,

ayudando a disminuir la varibilidad de los resultados.

Dado que no se detectaron PDEs entre los grupos fértil y RIF, era de esperar haber
obtenido mas proteinas compartidas entre las comparaciones por pares Fértil frente a DIU y
RIF frente a DIU. Sélo 54 proteinas significantes (40,6%) de las 158 PDEs para la comparacién
Fértil frente a DIU y 54 (34,2%) de las 133 PDEs para la comparaciéon RIF frente a DIU fueron
compartidas entre ambas comparaciones. Esto resalta que un endometrio con RIF no es tan
similar a un endometrio fértil como lo que cabria esperar viendo nuestros datos protedmicos,
ya que cada comparacién por pares tuvo sus PDEs especificas (79 para la comparacién Fértil
frente a DIU, y 104 para la comparacién RIF frente a IUD). Sélo podemos decir que hay 54
proteinas diferencialmente expresadas para las cuales su abundancia fue casi la misma en los
grupos Fértil y RIF, mostrando fold changes similares en las comparaciones Fértil frente a DIU y
RIF frente a DIU (Tabla 11). En el caso de las PDEs exclusivas de cada comparativa, la
abundancia de esas proteinas en los grupos Fértil y RIF no fue similar entre ellos, sino que
presentaron un nivel de expresion intermedio entre los otros dos grupos comparados (DIU-RIF-
Fértil o DIU-Fértil-RIF), pero sin llegar a ser tan diferentes como para obtener diferencias
significativas. Por tanto, el limite entre un endometrio fértil y otro con RIF esta muy préximo,
suponiendo sélo un pequefio cambio en los niveles de expresion de ciertas proteinas, que ni
siquiera resultan estar diferencialmente expresadas. Esto respalda cada vez mas la idea de que
un endometrio con RIF y uno fértil son muy parecidos entre si en cuanto a su perfil de
expresidn proteico y que dichos cambios pueden o deben de ocurrir con bastante frecuencia
en la poblacion como para explicar que la tasa de implantacién incluso usando TRAs,
seleccionando un embrién de buena calidad y un endometrio preparado hormonalmente, siga

siendo baja (~30%).

1.4 Ahondando en las rutas funcionales con potencial implicacion en la

receptividad endometrial
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Adicionalmente se procedié a realizar un analisis funcional in silico para ver en qué rutas
estan enriquecidas las proteinas diferencialmente significativas que han salido en cada andlisis
diferencial por pares (Fértil frente a DIU: 133 y RIF frente a DIU: 158; C vs RIF: 0), para poder
dar un sentido bioldgico a los resultados y asi simplificar la interpretacion de dichos resultados
comparando funciones en lugar de proteinas, y también poder ver si las distintas proteinas
obtenidas en cada comparativa (Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU) comparten funciones

parecidas.

Al analizar las rutas KEGG de enriquecimiento funcional de ambas comparaciones Fértil
frente a DIU y RIF frente a DIU, vimos que se compartieron mas funciones que proteinas
individuales. Ambas comparaciones compartieron 10 rutas KEGG, lo que supone
aproximadamente un 83% (10 rutas de 12 significativas) para la comparcién Fértil frente a DIU,
y aproximadamente un 57% (10 rutas de 17 significativas) para la comparacién RIF frente a
DIU. Sin embargo, hablando de proteinas ambas comparaciones compartieron 54 proteinas,
suponiendo un 40,60% para la comparacion Fértil frente a DIU (54 de 133 PDEs) y un 34,17%
para la comparacion RIF frente a DIU (54 de 158 PDEs). Esto viene a decir que aunque ambas
comparaciones compartieran sélo 54 proteinas, el resto de proteinas diferencialmente
expresadas en cada comparativa deden de participar en funciones comunes, lo que apoyarian

en parte la similitud estadistica encontrada entre los grupos Fértil y RIF.

Entre las 10 rutas KEGG compartidas entre las comparativas ‘Fértil frente a DIU’ y ‘RIF
frente a DIU’, las rutas metabdlicas (metabolismo de aminodcidos, acidos grasos y acidos
carboxilico) fueron las que tuvieron una mayor representacion. Esto demuestra que
mecanismos capaces de alterar el propio metabolismo celular podrian ser muy relevantes en la
disrupcién o alteracién de la adquisicién de la receptividad endometrial. De hecho, los acidos
grasos son una importante fuente de energia y la ruta de la B-oxidacion de los acidos grasos ha
resultado ser vital para el oocito y el desarrollo embrionario en ratones (Downs et al., 2009;
Dunning et al., 2010) y también para la decidualizacién de las células endometriales estromales
humanas (Tsai et al., 2014). En ambas comparaciones RIF frente a DIU y Fértil frente a DIU, las
proteinas implicadas en la ruta de la B-oxidacién de los acidos grasos, tales como la enoil-CoA
hidratasa mitocondrial (ECHM), la hidroxiacil-Coenzima A deshidrogenasa mitocondrial
(HCDH), y las subunidades alfa y beta de la proteina trifuncional hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa/3-cetoacil-CoA tiolasa/enoil-CoA hidratasa (ECHA, ECHB), estuvieron todas
menos expresadas en el grupo DIU que en los otros dos grupos (Tabla suplementaria 4). Se ha

visto que el bloqueo de esta ruta altera a la decidualizacién (Tsai et al., 2014), por lo que no
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seria sorprendente que la regulacién a la baja o disminucion de la expresién de estas proteinas

podria también alterar la receptividad endometrial.

Dentro de las rutas enriquecidas especificas de la comparacion DIU frente a RIF, la ruta
de ‘las cascadas del complemento y coagulacion’ fue una de las mas significamente afectadas
con un —log(p-valor) > 4. Dicha ruta mostré 8 PDEs asociadas, todas ellas sobreexpresadas en el
grupo DIU (Tabla suplementaria 5B, Anexo ). Dicha ruta también fue una de las mas afectadas
en otro estudio transcriptdmico endometrial en el que se compararon pacientes con RIF y
pacientes con aborto recurrente (Huang et al., 2017), pero a diferencia de nuestro estudio,
esta ruta estuvo sobreexpresada en el grupo RIF. En el trabajo de Huang y colaboradores la
ruta incluyé a 6 genes, dos de los cuales también aparecieron diferencialmente expresados en
nuestro estudio, el componente del complemento 3 (C3) y la SERPING1. Aunque los grupos de
estudios comparados en ambos trabajos, no fueron los mismos, el hecho de que esta ruta esté
significativamente enriquecida en procesos endometriales adversos (RIF, aborto recurrente y
refractariedad endometrial originada por un DIU) y que estos dos genes estén
sobreexpresados en uno de los dos grupos comparados y downregulado en el otro, sugiere
qgue ambas condiciones (ya sea una sobreexpresion como una regulacidon a la baja) estan
afectando a la receptividad uterina pero en diferente forma, y que un fino balance entre
ambas condiciones es necesario para conseguir un estado de receptividad. Por ejemplo, en el
caso de C3, un mediador de la inmunidad innata se ha visto que ratones deficientes en C3
mostraron efectos adversos en cuanto al desarrollo placentario y fetal (Chow et al., 2009). Por
otro lado, una expresion incrementada de C3 se relaciond con abortos en humanos y en

ratones (Laissue et al., 2016).

La red de correlacion DIU para la comparacion Fértil frente a DIU con las proteinas
correlacionadas organizadas o dispuestas de acuerdo con la terminologia del GO para
‘procesos bioldgicos’, mostré que el ‘proceso de transcripcion-traduccion’ fue uno de los tres
procesos bioldgicos principales del GO afectados por ser portadora de un DIU. Esto apoya los
resultados del analisis funcional KEGG donde las rutas ‘ribosoma’ y ‘espliceosoma’,
relacionadas con la sintesis y degradacién de proteinas respectivamente, fueron las dos rutas
KEGG significantes especificas para la comparacién Fértil frente a DIU. Sin embargo, este
proceso biolégico del GO no aparece en la red de correlacién DIU para la comparacion RIF
frente a DIU, indicando que los grupos RIF y DIU, aunque mas diferentes entre si segun indica
el PCA, parecen ser mas similares en cuanto a las funciones de transcripcién y traduccion. El
que las funciones de transcripcién y traduccidon se comporten mds o menos igual en estos dos

grupos, podria llevar finalmente a una ‘no implantacion’ del embriéon, que es lo que
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funcionalmente ocurre en ambas condiciones. Sin embargo, es de esperar que haya diferencias
para estas funciones entre un endometrio fértil y uno refractario (DIU), pues a nivel funcional
un endometrio receptivo no se puede comportar de igual manera que un endometrio
totalmente refractario. Los otros dos procesos bioldgicos del GO presentes en la red de
correlacidon DIU para ambas comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU fueron el
proceso del ‘transporte idnico’ y el ‘sistema inmune’. Por lo tanto, la condiciéon DIU parece

introducir cambios mas consistentes en estos dos procesos bioldgicos.
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2. Discusion parte ll: El Cu y el Pb y su papel disruptor en la funcion

endometrial

Siguiendo en la linea de la receptividad endometrial, y en vista de que el DIU de cobre
(un DIU inerte no hormonal, basado unicamente en la presencia de Cu), fue el que mas
cambios produjo en el perfil proteémico endometrial siendo capaz de producir un endometrio
refractario a la implantacion y que es también un metal pesado con capacidad disruptiva, la
segunda parte del trabajo se ha centrado en analizar el efecto in vitro de dos metales pesados,
el cobre y plomo, sobre la receptividad endometrial y su posible relacién con el fallo de
implantacién. El plomo (Pb) es otro metal pesado presente en el tabaco y por tanto de
exposiciéon habitual, el cual ha sido detectado en el endometrio de mujeres fumadoras en
niveles incrementados (Rzymski et al., 2015) y esta relacionado con abortos espontaneos
(Hertz-Picciotto, 2000). Tanto las mujeres portadoras de un DIU de cobre como las mujeres
fumadoras estan constantemente expuestas a dichos metales y hay muchos estudios que
contrastan el efecto que podrian tener estos metales a nivel endocrino. Sin embargo, no se
conoce muy bien los mecanismos moleculares por los cuales estos metales podrian estar

afectando a la funcién endometrial.

Como se ha comentado anteriormente dos fuentes de exposicion a dichos metales
pesados habituales en mujeres en edad reproductiva pueden ser el haber llevado
recientemente un DIU de Cu (bajo prescripcion médica como medida anticonceptiva) y el
humo del tabaco (habito de consumo) respectivamente. Sin embargo, muchas otras fuentes de
exposiciéon menos controlables a dichos metales pesados y a otros EDCs, tales como la
contaminacion atmosférica (Rzymski et al., 2015), los alimentos y el agua (U.S Environmental
Protection Agency, 1980; Claye et al., 1996) y exposiciéon ocupacional (Krizek et al., 1997;
Peraza et al., 1998) podrian darse de manera simultdnea desencadenando un efecto sinérgico

negativo en la fertilidad y promover una acumulacién significativa en el organismo.

Generalmente se asume que la exposicidon crénica y acumulacion de ciertos metales
pesados como el Cu y el Pb pueden producir efectos adversos en los organismos expuestos.
Ademas, se ha descrito una significante correlacion entre la concentracion de metales pesados
en alimentos consumidos y en sangre (Khan et al.,, 2014). En el agua y el suelo, las
concentraciones de cromo, mercurio y cobre estan en el rango de 1-800 pg/L (0,016-12,6 uM
de Cu) y 40-459 mg/Kg (0,63-7,22 mM de Cu) respectivamente (Kazantzis, 1981; Jung and
Thornton, 1997). En el pescado, las cantidades de niquel, cromo, mercurio, plomo y cobre

rondan de 81-328 mg/g, y en cereales, la cantidad de cobre oscila de 1-14 pg/g (15-220.3 puM)
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(Plockinger et al., 1993). En humanos, se estima que la ingesta diaria de Cu oscila entre 1,46-
1,63 mg/d (Tamaya et al., 1976), y que la exposicion a Pb conlleva a una acumulacién
significante del mismo en el pelo y uiias del pie (3,8-10,1 pg/g) (Wilhelm et al., 1994) y en la
leche materna (36 mg/L o 173,7 uM) (Plockinger et al., 1993). Se han detectado incluso altos
niveles de Cu en sangre de mujeres portadoras de un DIU de Cu, indiciando que los iones de Cu
son capaces de difundir a través del tejido endometrial e incrementar los niveles de Cu en
sangre hasta casi el doble que en las mujeres no usuarias de dicho DIU (Okerete et al., 1972).
De hecho, se han detectado niveles de Cu en el fluido uterino de mujeres portadoras de un DIU
de Cu del rango de 92,84-300 uM (Arancibia et al., 2003). Ademas, se utilizaron
concentraciones de Pb del rango de 10-1000 uM en el cultivo de células Ishikawa, usadas como
modelo celular endometrial, para medir los efectos del Pb sobre la viabilidad (Guyot et al.,
2015). Por tanto, las dosis de Cu (50 y 100 uM) y Pb (30 y 100 uM) utilizadas en este trabajo

encajan con aquellas detectadas en mujeres, resaltando asi su relevancia fisiolégica.

Con el propdsito de comprender mejor la repercusidn reproductiva de estos dos metales
pesados (Cu y Pb) a nivel endometrial, diferentes aspectos funcionales y moleculares
relacionados principalmente con la viabilidad, proliferacién, apoptosis y decidualizacion in vitro
en presencia de estos dos metales pesados se analizaron en las ESCs. También se analizé la
viabilidad, las capacidades de migracidn y adhesidn tipo embrionaria en EECs expuestas a Cu y

Pb.

Ciertos metales divalentes, entre ellos el Cu** and Pb*, han sido descritos como
metaloestrégenos, por mostrar propiedades parecidas a las de los estrégenos en la linea
celular de cancer de mama MCF7 a dosis de 1 uM (Darbre, 2006). Esta respuesta estrogénica
viene caracterizada por un incremento en la proliferaciéon celular, una disminuciéon de la
concentracion del ERa a nivel de proteina y de mRNA, y un incremento en la expresién de los
genes regulados por estrégenos (Martin et al., 2002, 2003). Nuestros resultados del ensayo
MTS mostraron que el Cu y el Pb ejercen efectos opuestos en la viabilidad celular. Por un lado,
la viabilidad se vio completamente afectada o comprometida a la dosis de 200 uM de Cu,
indicando que esta dosis es citotdxica. Por el otro lado, el Pb no afectd significativamente

(negativamente) a la viabilidad celular o la incrementd, sobre todo a tiempo final.

El ensayo MTS es probablemente el indicador colorimétrico de viabilidad celular mas
comunmente utilizado basado en medir la actividad mitocondrial y ha sido usado en muchos
estudios para evaluar la citotoxicidad. Existen datos de proliferacién publicados que apoyan

nuestros resultados de MTS para el Pb, el cual incrementd ligeramente la viabilidad en ambas
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células, ESCs y EECs, probablemente debido a una mayor tasa de proliferacion celular (Martin
et al., 2003; Darbre, 2006), llegando a ser significativa a tiempo final. Sin embargo, nuestros
resultados de MTS para el cobre difirieron de los descritos por Martin et al., 2003 en su
definicion de metaloestrégenos. A pesar de ello, existe controversia acerca del papel del Cu y
Pb en la proliferacién/viabilidad celular. Por un lado se ha visto que el D-gluconato de Cu (100-
250 uM) fue capaz de incrementar la proliferacion en células inmortalizadas estromales
endometriales humanas (linea celular HESC) (Li et al., 2017b). Sin embargo, existen también
otros datos que apoyan nuestros resultados para el Cu. La linea celular de células de ovario de
hamster chino (CHO-K1) mostré una viabilidad reducida cuando se expusieron a
concentraciones de Cu > 90 uM (Grillo et al., 2009). Ademas el TC50 (concentracion tdxica al
50%) del Cu en células primarias humanas EECs fue de 170 uM, mostrando una disminucién
dosis dependiente en la viabilidad celular (Wu et al., 2012). Respecto al Pb, también se le ha
descrito un efecto citotoxico en las células neuronales de rata PC12 expuestas a dosis de
plomo mayores a 10 uM (Kumar et al., 2015). Esta diferencia en los resultados puede estar
asociada a métodos de deteccién diferentes, diferentes fuentes de Cu (forma organica, sal
metdlica, o extractos procedentes de discos metalicos), o a diferentes sensibilidades por parte

del tipo celular al Cuy Pb.

El endometrio es un tejido altamente dindmico, cuya funcién mds importante es la de
alcanzar un estado receptivo para que un blastocisto competente pueda implantar. Durante la
preparacion para la implantacion embrionaria, las células estromales experimentan un proceso
de diferenciacidon conocido como decidualizacién en el que los fibroblastos proliferantes se
especializan y se diferencian en células secretoras, las cuales producen factores que ayudan al
endometrio a alcanzar dicho estado de receptividad (Gellersen and Brosens, 2014). Con el fin
de analizar el potencial efecto del Cu y Pb en el proceso de decidualizacidn in vitro, se
decidualizaron las ESCs con P4+E2 en presencia de Cu y Pb durante 7-8 dias y se midié la PRL
secretada. En base a nuestros resultados del MTS y a referencias bibliograficas, seleccionamos
dos concentraciones de Cu (50 y 100 uM) y otras dos de Pb (30 y 100 uM), para examinar los
efectos de estos dos metales pesados en el proceso de decidualizacion humano in vitro. Tanto
la exposicion a Cu como a Pb disminuyd de manera significativa y dosis dependiente los niveles
de PRL secretados por las células, perjudicando asi a la decidualizacién. Esta tendencia de
disminucién de manera dosis dependiente también se observo a nivel transcripcional (mRNA),
pero sin llegar a detectarse diferencias significativas debido a la alta variabilidad observada en
la condicién decidual 0 uM. De hecho, el efecto del Cu sobre la decidualizacién in vitro ya habia

sido analizado, pero sobre la linea celular HESC y no sobre cultivo primario. En dicho trabajo de
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Li et al., 2017, dosis de 100 y 200 uM de D-gluconato de Cu significativamente disminuyeron la
transcripcién de los marcadores de decidualizacion IGFBP-1 (del inglés ‘Insulin-like growth
factor binding protein 1’, o bien, proteina 1 de unidn al factor de crecimiento tipo insulina) y
PRL (Li et al., 2017b). Sin embargo, no existen datos acerca del efecto del Pb sobre la

decidualizacion.

Ademas de afectar a la secrecion de PRL, la exposicion a Cu y Pb también afectd
negativamente a la expresion de los receptores esteroideos ERa y PR en las dESCs. La
expresion de dichos receptores a nivel endometrial estd regulada por las variaciones ciclicas de
las concentraciones de estrégeno y progesterona que tiene lugar durante el ciclo menstrual.
De manera general, el estradiol aumenta la expresion de ER y PR, mientras que la
progesterona disminuye la expresion de ambos receptores (Lessey BA et al., 1988). Por el
contrario, la expresion del PR en las células estromales endometriales tratadas juntamente con
estradiol y progesterona fue significativamente mayor que en células tratadas Unicamente con
progesterona (Tsutsumi Ryo et al., 2009). En lo referente a los metales pesados, algunos de
ellos (Cu, Co, Ni, Pb, Hg y Cd), descritos como metaloestrégenos, disminuyeron los niveles de
expresion del ERa e incrementaron los del PR (Beth Martie et al., 2002; Garcia Morales P et al.,
1994). En otros trabajos, metales como el Cd y el Zn no afectaron a la expresion del PR
(Tsutsumi Ryo et al., 2009; Garcia Morales P et al., 1994). En nuestro trabajo, ambos
receptores experimentaron un incremento en sus niveles de expresién en presencia de E2+P4
respecto a la condicién control (0 uM), debida principalmente al efecto de los estrégenos.
Ademas, puede estar habiendo un efecto estrogénico afiadido por parte de los protocolos de
estimulacién ovarica, ya que las biopsias endometriales se cogieron el dia de la puncidon
ovarica. Dichos receptores regulan o estan implicados en el proceso de decidualizacién por
mediar la transduccién de sefial desencadenada por las hormonas P4 y E2. Por lo tanto, es
posible pensar que, si la secrecidon de PRL se esta viendo afectada por la presencia de Cu y Pb,
puede deberse también a una incorrecta sefializacién por parte de la P4 y el E2, puesto que la
expresion de sus receptores se esta viendo afectada (disminuida) por ambos metales durante

el proceso de decidualizacién.

Por otra parte, el Cu y el Pb también afectaron a la expresiéon del marcador de
receptividad endometrial HOXA10, implicado también en el proceso de decidualizacién e
implantacién embrionaria (Lim et al., 1999; Bagot et al., 2000; Taylor, 2000). En el utero
adulto, HOXA10 se expresa tanto en células estromales como en epiteliales endometriales y
sigue un patrén dependiente del ciclo menstrual, ya que su expresion estd regulada por las

hormonas sexuales 17B-estradiol y progesterona (Ma L, Benson GV et al., 1998; Taylor HS et
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al., 1998). La expresién de HOXA10 alcanza su maximo en el momento de la imlantacién del
embridén, en la fase secretora media, y decrece tras la implantacién (Geeta Godbole et al.,
2017). Dicho aumento de la expresion de HOXA10 es necesario para la decidualizacién de las
células estromales (Rahman Ma et al., 2006; Klima HU et al 2005). También se ha visto que el
uso del DIU de Cu estd asociado con una hipermetilacion del promotor y por tanto con una
concomitante disminucién de la expresidn endometrial de dicho gen HOXA10 (Tetrault et al.,
2009). Aunque poco se sabe de la influencia del Pb sobre la expresién del gen HOXA10, en
nuestro estudio, tanto el Cu como el Pb redujeron la expresion del gen HOXA10, pudiendo
afectar al proceso de decidualizacién, lo que explicaria los bajos niveles de PRL detectados en
las células decidualizadas en presencia de ambos metales. Todos estos resultados junto con el
de la PRL, apoyan la idea de que el Cu y el Pb podrian perjudicar al proceso de decidualizacion
in vitro, afectando negativamente a la expresién de los receptores esteroideos y posiblemente
limitando la implantacién embrionaria al afectar también negativamente a la expresién del gen
HOXA10, siendo el Cu el metal pesado con el mayor efecto nocivo sobre la decidualizacién.
Ademas, la adhesividad trofobldstica de las EECs y la capacidad de regeneracién epitelial
(cicatrizacion de la herida) se vio también comprometida en presencia de Cu, alcanzando
menos de un 27% de adhesion y menos de un 47% de cicatrizacion, para la dosis mds baja de
Cu (50 uM) en comparacién con la condicién 0 uM. Un endometrio portador de un DIU de Cu
es un endometrio completamente refractario a la adhesién embrionaria, exhibiendo unos
perfiles transcriptémicos y protedmicos alterados durante la ventana de implantacién como se
ha estudiado en la primera parte de este trabajo (Carrascosa et al., 2017; Horcajadas et al.,
2006; Pérez-Debén et al., 2019). Aunque se trata de un proceso reversible, recuperandose
tanto el perfil normal de expresion génica endometrial en LH+7 asi como la fertilidad un afio
después de la retirada de un DIU inerte (Horcajadas et al., 2006), el uso prolongado de un DIU
de Cu libera iones al lumen endometrial, los cuales pueden depositarse, acumularse y persistir
en el endometrio uterino haciendo que éste sea refractario al embridn incluso por un periodo
mas largo de tiempo una vez el DIU haya sido extraido. Estos resultados deberian ser tenidos
en cuenta en mujeres que quieran quedarse embarazadas de manera inmediata después de

haber llevado un DIU de Cu.

Otra caracteristica del proceso de decidualizacién in vitro es la induccién de un cambio
en la forma celular de las ESCs, pasando de una forma fibroblastica alargada a una forma mas
redondeada o poligonal con nucleos agrandados adoptando un fenotipo epiteloide secretor
altamente especializado a las que se les denomina como células deciduales (Gellersen and

Brosens, 2014). Sin embargo, esta reorganizacion del citoesqueleto no siempre ocurre en
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cultivo in vitro y por eso se considera un sistema complementario a la hora de comprobar la
decidualizacién in vitro. Esto depende del tipo de hormonas utilizadas para la decidualizacion y
del niumero de dias de cultivo. En la mayoria de los estudios in vitro, esta reorganizacion del
citoesqueleto ocurre principalmente cuando el estimulo de decidualizacion comprende a algin
analogo del del adenosin 3’:5" monofosfato ciclico (cAMP) (Krikun et al., 2004; Samalecos et
al., 2009; Ujvari et al., 2017); Pan-Castillo et al 2018). Es mds, el cAMP es capaz por si solo de
inducir la tipica morfologia redondeada de las células decidualizadas incluso después de 3-4
dias de cultivo, mientras que el andlogo de la progesterona, acetato de medroxyprogesterona
(MPA) no lo puede hacer por si sélo, y las células mantienen su morfologia fibroblastica (Krikun
et al., 2004; Samalecos et al., 2009; Ujvari et al., 2017). Ademas, el E2 por si sélo o en
combinacion con MPA, no produjeron cambios en la morfologia de las células estromales, pero
si hubo secrecion de PRL e IGFBP-1 al medio por parte de las células tratadas con E2+MPA
(Yuhki M et al., 2011). Por eso, muchos protocolos de decidualizacion estan basados en el uso
combinado de MPA + cAMP. En dicho trabajo se llevd a cabo un proceso de decidualizacion de
mayor duracién (7-8 dias) y mas parecido al que ocurre fisiolégicamente, en presencia de
P4+E2, pero sin cAMP y el estimulo de decidualizacién parecié no inducir el tipico cambio del
citoesqueleto propio de una célula decidualizada ni siquiera a 0 uM. Sin embargo, la
decidualizacién ocurrié porque se detectd secrecidon de PRL en dicha condicién, en las dESCs no
expuestas. Aunque no se observé la morfologia tipica de una célula decidual, la tincién con F-
actina nos permitié observar que la integridad celular se mantenia tras los 7-8 dias de
decidualizacién en presencia de Cu o Pb, y que la disminucién de PRL observada en presencia
de dichos metales no fue debido a un descenso en el nimero de células. Esto fue,

posteriormente corroborado en los ensayos TUNEL que llevamos a cabo.

Un trabajo previo de Carrascosa et al., 2018 mostré que el Cu no incrementa la
apoptosis inducida por el propio proceso de decidualizacidn, aunque en su trabajo las dESCs
solo fueron expuestas al Cu durante los dos ultimos dias de un tratamiento de decidualizacion
de 6 dias (Carrascosa et al., 2018). Para esclarecer si la apoptosis afecta a las dESCs expuestas a
Cu/Pb, los ensayos TUNEL mostraron que ni el Cu ni el Pb incrementaron significativamente la
apoptosis de las dESCs en comparacién a las dESCs no expuestas. Por lo tanto, el critico
descenso en la secrecidn de PRL por parte de las dESCs expuestas a Pb y Cu no parece estar
explicado por una mayor tasa de apoptosis. Sin embargo, no se pueden excluir otras formas de

muerte celular por no haber sido testadas en este trabajo.

La decidualizacién es un proceso de diferenciacién celular en el que las dESCs dejan de

proliferar para especializarse en células secretoras. De hecho, en el presente trabajo, las dESCs
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no expuestas a metales pesados mostraron una menor tincidon (sefial) para KI67 en
comparacién con su equivalente no decidual (0 uM). Ademas, después de 7-8 dias de
exposicién al metal pesado, el porcentaje de ndESCs positivas para Ki67 disminuydé de manera
dosis-dependiente. En consonancia con esta disminuida capacidad de proliferar de las ESCs
expuestas a Pb y Cu, esta también la reducida capacidad de migracién epitelial sobre todo de
las EECs expuestas a Cu 100 uM. El endometrio es un tejido con alta tasa de renovacién o
cambio, pero en presencia de Cu o Pb, su habilidad de regenerarse podria verse comprometida
debido a la disminuida tasa de proliferacion de las ESCs asi como la capacidad de migracidn de
las EECs. Ademds, el Cu y Pb podrian tener un efecto negativo en la implantacién, reduciendo
la expresidn del gen HOXA10 en las ESCs y también disminuyendo la adhesividad epitelial a los

esferoides JAR.

El Cuy Pb pueden inducir estrés oxidativo incrementando la formacién de ROS (Hermes-
Lima et al., 1991; Beltran-Garcia et al., 2000; Nuran Ercal et al., 2001; Kumar et al., 2015) y/o
disminuyendo los niveles de glutatiéon, un antioxidante celular (Nuran Ercal et al., 2001;
Speisky et al., 2009), lo cual acaba produciendo subsecuentemente dafio en el DNA y apoptosis
(Tchounwou et al., 2008; Grillo et al., 2010; Linder, 2012; Kumar et al., 2015). Aunque se
observé un incremento en la produccidén de ROS en las ESC tratadas con Cu, no se detectaron
diferencias significativas en las ESCs expuestas ni a Cu ni a Pb. Sin embargo, si se detectd un
incremento significante en la apoptosis en ndESC expuestas a 100 uM de Cu después de 7 dias
de exposicién. De acuerdo con estos resultados, el Cu y el Pb no parecen causar estrés
oxidativo después de 24 h de exposicidon, aunque una exposicion prolongada podria tener
resultados diferentes e incluso causar dafio a nivel de DNA en las ESCs expuestas a Cu, tales

como lo muestran los resultados del TUNEL.

En esta segunda parte de la tesis, deben de asumirse ciertas limitaciones inherentes a
los ensayos in vitro con cultivo celular primario, tales como la alta variabilidad entre muestras
humanas y el limitado nimero de biopsias endometriales disponibles para la realizacion de los
ensayos. Ademas, no se midid el grado de exposicién basal a Cu y Pb en las mujeres de las
cuales se recolectaron las biopsias endometriales. Sin embargo, en caso de existir una
exposiciéon basal, este efecto seria considerado de manera igual en todas las condiciones
porque en todos los experimentos se han incluido células no expuestas a metales pesados

como controles.

En resumen, esta segunda parte de la tesis muestra que el Cu y Pb a concentraciones

detectables en la poblacién femenina general tiene un efecto adverso en células
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endometriales primarias expuestas a ellos in vitro. Por lo tanto, el Cu y Pb podrian actuar
como disruptores reproductivos, reduciendo la expresién de receptores esteroides y de
HOXA10 e inhibiendo la decidualizacién en las ESCs. Ademas, la presencia de estos metales
pesados también comprometié otras funciones endometriales, incluyendo la regeneracién

endometrial y la capacidad de adhesién embrionaria.
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VII. CONCLUSIONES

Conclusiones parte |

1.

El andlisis de los perfiles proteémicos endometriales de los tres grupos de mujeres
estudiados difirieron los unos de los otros, sobre todo para los grupos DIU y RIF. Sin
embargo, el grupo de mujeres fértiles mostré un perfil protedmico mas heterogéneo,
solapando integramente con las muestras del grupo RIF y con parte de las del grupo
DIU. El analisis diferencial revelé la existencia de proteinas diferencialmente
expresadas entre los grupos Fértil y DIU (133 PDEs) y entre los grupos RIF y DIU (158
DEPs), sin embargo, no se detectaron proteinas diferencialmente significativas entre
los grupos RIF y Fértil.

El andlisis de enriquecimiento funcional revelé una desregulacién del metabolismo
energético a nivel endometrial en los casos de DIU, y una regulacidn a la alza de la ruta
del ‘sistema del complemento y coagulacién’.

El DIU de cobre introduce en el endometrio de esas pacientes cambios consistentes en
procesos biolégicos relacionados con el ‘transporte iénico’ y el ‘sistema inmune’.

En definitiva, el analisis proteédmico llevado a cabo no reveld diferencias significativas
entre los grupos RIF y fértil. Por el contrario, la presencia de un DIU si introdujo mas

cambios a nivel protedmico respecto a los grupos RIF y Fértil.

Conclusiones parte Il

El Cu y el Pb ejercieron diferentes efectos sobre la viabilidad de los cultivos primarios
de células endometriales estromales (ESCs) y epiteliales (EECs). Mientras que el Cu
afectd negativamente a la viabilidad de manera dosis dependiente, el Pb no afecté a la
viabilidad o la incrementé significativamente.

El Cu y el Pb afectaron negativamente a la decidualizacién de las células estromales,
disminuyendo la expresidn de los receptores esteroideos PRy Era y el gen HOXA10.

El Cu y el Pb disminuyeron la capacidad proliferativa de las células estromales de
manera dosis dependiente. Ademas, estas células vieron comprometida su tasa de
proliferacidn, asi como la capacidad de migracion de las EECs.

El Cuy Pb redujeron la adhesividad epitelial, especialmente para el caso del Cu.

El Cuy el Pb no parecen causar estrés oxidativo sobre las ESCs.

En definitiva, el Cu y Pb podrian actuar como disruptores reproductivos, reduciendo la

expresion de receptores esteroideos y de HOXA10 e inhibiendo la decidualizacion en
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las ESCs. Ademas, la presencia de estos metales pesados también comprometid otras
funciones endometriales, incluyendo la regeneracién endometrial y la capacidad de

adhesion embrionaria.
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Anexos

IX. ANEXOS

Anexo |: Resultados adicionales. Tablas y Figuras suplementarias

Figura suplementaria 1. Poder estadistico del estudio iTRAQ. Se utilizé la funcién ‘pow’ del
paguete ‘sample size’ de R para estimar el poder estadistico a través del grafico ‘power plot’.
Para dicha estimacidn se utilizé6 un tamafio muestral de 10 por grupo, un nivel de significanci

del 0,05 (a = 0,05), un fold change de 1,5 para un total de 1.889 proteinas analizadas.
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Tabla suplementaria 1. Lista de las 188 proteinas diferencialmente expresadas obtenidas tras
el andlisis ANOVA. El fold change promedio (FC) estd expresado como la media del ratio de
expresiéon de cada proteina en las muestras de un grupo (numerador) respecto a las muestras
del otro gurpo (denominador). *Accession code o nimero de identificacién de la proteina de

acuerdo a la base de datos Expasy. “p-valor ajustado de la comparacién ANOVA.

191



Anexos

Tabla suplementaria 1. 188 PDEs del ANOVA

Ac:s;:'f’ n Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®
000299  cChloride intracellular channel protein 1 CLIc1 1.275 -1.283 -1.007 <0.01
015143  Actin-related protein 2/3 complex ARPC1B 1.292 -1.320 -1.021 <0.01

subunit 1B
095479  GDH/6PGL endoplasmic bifunctional H6PD 1.189 -1.338 -1.125 <0.01
protein
P00450  cCeruloplasmin cp 1.223 -1.366 -1.125 <0.01
P01876  Ig alpha-1 chain C region IGHA1 1.189 -1.376 -1.157 <0.01
P02788  Lactotransferrin LTF 1.347 -1.395 -1.035 <0.01
P04179  Superoxide dismutase [Mn], s0D2 1.275 -1.366 -1.072 <0.01
mitochondrial
P05109  Protein S100-A8 S100A8 1.376 -1.395 -1.014 <0.01
P0O5155  Pplasma protease C1 inhibitor SERPINP1 1.223 -1.366 -1.117 <0.01
P05164  Myeloperoxidase MPO 1.301 -1.320 -1.007 <0.01
P06702  Protein S100-A9 S100A9 1.347 -1.434 -1.064 <0.01
P13796  Plastin-2 LCP1 1.257 -1.424 -1.133 <0.01
P19971  Thymidine phosphorylase TYMP 1.275 -1.320 -1.042 <0.01
P21333  Filamin-A FLNA 1.266 -1.310 -1.035 <0.01
P24158  Myeloblastin PRTN3 1.275 -1.310 -1.028 <0.01
P26447  Protein S100-A4 S100A4 1.320 -1.329 -1.007 <0.01
P30084  Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHS1 -1.223 1.357 1.117 <0.01
P30740  Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1 1.248 -1.329 -1.064 <0.01
P40261  Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 1.231 -1.376 -1.117 <0.01
P43490  Nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT 1.275 -1.376 -1.079 <0.01
P49913  (Cathelicidin antimicrobial peptide CAMP 1.329 -1.414 -1.064 <0.01
P61626  Lysozyme C LYz 1.347 -1.338 1.014 <0.01
P62249  40S ribosomal protein S16 RPS16 1.366 -1.223 1.110 <0.01
P62701  40S ribosomal protein S4, X isoform RPS4X 1.404 -1.240 1.141 <0.01
P80188  Neutrophil gelatinase-associated LCN2 1.329 -1.414 -1.064 <0.01
lipocalin
P80365  Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase HSD11B2 -1.214 1.357 1.117 <0.01
isozyme 2
Q01995  Transgelin TAGLN 1.366 -1.275 1.079 <0.01
Q16836  Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, HADH -1.197 1.376 1.149 <0.01
mitochondrial
Q5SSJ5  Heterochromatin protein 1-binding HP1BP3 1.347 -1.189 1.141 <0.01
protein 3
Q9Y2Q3  Glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1 -1.072 1.347 1.257 <0.01
Q9Y490 Talin-1 TLN1 1.257 -1.376 -1.094 <0.01
Q9Y696  Chloride intracellular channel protein 4 CLic4 1.347 -1.320 1.021 <0.01
000151 pDZ and LIM domain protein 1 PDLIM1 1.214 -1.292 -1.064 0.01
000584  Ribonuclease T2 RNASET2 -1.266 1.266 1.000 0.01
015231  Zinc finger protein 185 ZNF185 -1.248 1.310 1.050 0.01
075874  Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH1 -1.266 1.257 1.000 0.01
cytoplasmic
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Tabla suplementaria 1. Continuacion

Accession

code Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®
075915  pRA1 family protein 3 ARL6IP5 -1.141 1.320 1.157 0.01
095831  Apoptosis-inducing factor 1, AlFM1 -1.157 1.310 1.133 0.01
mitochondrial
P00167  Cytochrome b5 CYB5A -1.223 1.310 1.079 0.01
P00736 Complement C1r subcomponent CI1R 1.214 -1.283 -1.057 0.01
P00751 Complement factor B CFB 1.117 -1.338 -1.197 0.01
P00966 Argininosuccinate synthase ASS1 1.248 -1.301 -1.042 0.01
P01009 Alpha-1-antitrypsin SERPINA1 1.021 -1.301 -1.275 0.01
P01023 Alpha-2-macroglobulin A2M 1.214 -1.301 -1.079 0.01
P01857 |g gamma-]_ chain C region IGHM1 1.214 -1.310 -1.087 0.01
P05787 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 -1.266 1.231 -1.028 0.01
P09466  Glycodelin PAEP 1.165 -1.329 -1.133 0.01
P09543  2',3'-cyclic-nucleotide 3'- CNP 1.064 1.231 1.301 0.01
phosphodiesterase
P10412  Histone H1.4 HISTIHI1E 1.292 -1.248 1.028 0.01
P16401  Histone H1.5 HIST1H1B 1.266 -1.223 1.035 0.01
P25705  ATP synthase subunit alpha, ATP5A1 -1.223 1.338 1.094 0.01
mitochondrial
P26038  Moesin MSN 1.214 -1.320 -1.079 0.01
P26885 . . . FKBP2 -1.320 1.072 -1.231 0.01
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2
P30040  Endoplasmic reticulum resident protein ERP29 -1.283 1.189 -1.079 0.01
29
P35232  Prohibitin PHB -1.157 1.301 1.133 0.01
P35573 Glycogen debranching enzyme AGL 1.301 -1.197 1.079 0.01
P40939  Trifunctional enzyme subunit alpha, HADHA -1.231 1.283 1.042 0.01
mitochondrial
P46781  40S ribosomal protein S9 RPS9 1.283 -1.173 1.094 0.01
P48047  ATP synthase subunit O, mitochondrial ATP50 -1.117 1.283 1.141 0.01
P53007  Tricarboxylate transport protein, SLC25A1 -1.173 1.338 1.141 0.01
mitochondrial
P55084  Trifunctional enzyme subunit beta, HADHB -1.266 1.292 1.014 0.01
mitochondrial
P61604 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1 -1.283 1.157 -1.110 0.01
P62280  40S ribosomal protein S11 RPS11 1.338 -1.189 1.125 0.01
P62753 40S ribosomal protein S6 RPS6 1.301 -1.125 1.157 0.01
Q02252 ALDH6A1 -1.214 1.329 1.094 0.01

Methylmalonate-semialdehyde
dehydrogenase [acylating], mitochondrial

Q13011 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA ECH1 -1.072 1.329 1.240 0.01
isomerase, mitochondrial

Q15043  Zinc transporter ZIP14 SLC39A14 -1.157 1.320 1.141 0.01

Q15056 Eukaryotic translation initiation factor 4H ElFaH -1.275 -1.000 -L.275 0.01

Q15942 zyxin ZYX 1.110 -1.338 -1.206 0.01

Q16890 Tumor protein D53 TPD52L1 -1.320 1.141 -1.157 0.01
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Tabla suplementaria 1. Continuacion

Accession

code Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®

Q6NVY1  3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, HIBCH -1.231 1.310 1.064 0.01
mitochondrial

Q8WX93  Ppalladin PALLD 1.248 -1.257 -1.007 0.01

Q93062  RNA-binding protein with multiple RBPMS 1.231 -1.266 -1.028 0.01
splicing

Q93099  Homogentisate 1,2-dioxygenase HGD -1.189 1.310 1.094 0.01

Q99623  Prohibitin-2 PHB2 -1.157 1.347 1.165 0.01

Q9NRDYS  Dual oxidase 1 DUOX1 -1.102 1.347 1.223 0.01

QS9NZU5  LIM and cysteine-rich domains protein 1 LMCD1 1.266 -1.248 1.014 0.01

QSULC5  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5 ACSL5 -1.141 1.329 1.165 0.01

Q9Y2W2 ww domain-binding protein 11 WBP11 -1.257 -1.007 -1.257 0.01

Q9Y3Z3  Deoxynucleoside triphosphate SAMHD1 -1.028 1.275 1.248 0.01
triphosphohydrolase SAMHD1

014638  Ectonucleotide ENPP3 -1.133 1.292 1.141 0.02

pyrophosphatase/phosphodiesterase
family member 3

075521  Enoyl-CoA delta isomerase 2, ECI2 -1.181 1.283 1.087 0.02
mitochondrial
075937  Dnal homolog subfamily C member 8 DNAJC8 -1.181 -1.072 -1.266 0.02
094788  Retinal dehydrogenase 2 ALDH1A2 1.240 -1.248 -1.007 0.02
P00568  Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1 1.094 -1.283 -1.173 0.02
P01024  Complement C3 Cc3 1.149 -1.320 -1.149 0.02
P01834 g kappa chain C region IGKC 1.157 -1.301 -1.125 0.02
P02760  Protein AMBP AMBP 1.133 -1.292 -1.141 0.02
P02774  vitamin D-binding protein GC 1.050 -1.292 -1.231 0.02
PO5783  Keratin, type | cytoskeletal 18 KRT18 -1.275 1.173 -1.087 0.02
P06744  Glucose-6-phosphate isomerase GPI 1.165 1.102 1.283 0.02
P06748  Nucleophosmin NPM1 -1.275 1.141 -1.117 0.02
P08123  Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 -1.231 1.223 1.000 0.02
P08729  Keratin, type Il cytoskeletal 7 KRT7 1.102 -1.301 -1.189 0.02
P09622  Dihydrolipoyl dehydrogenase, DLD -1.141 1.301 1.141 0.02
mitochondrial
P09960  Leukotriene A-4 hydrolase LTA4H 1.248 -1.214 1.028 0.02
POCGO5  |Ig lambda-2 chain C regions IGLC2 1.050 -1.283 -1.223 0.02
P11216  Glycogen phosphorylase, brain form PYGB 1.257 -1.181 1.064 0.02
P12277  Creatine kinase B-type CKB -1.248 1.257 1.007 0.02
P27144  Adenylate kinase 4, mitochondrial AK4 -1.157 1.275 1.102 0.02
P27338  Amine oxidase [flavin-containing] B MAOB 1.283 -1.102 1.165 0.02
P35579  Myosin-9 MYH9 1.189 -1.283 -1.079 0.02
P37108 . . . i SRP14 -1.214 1.257 1.035 0.02
Signal recognition particle 14 kDa protein
P39023  60S ribosomal protein L3 RPL3 1.283 -1.125 1.141 0.02
P46782  40S ribosomal protein S5 RPS5 1.094 1.173 1.292 0.02
P62277  40S ribosomal protein S13 RPS13 1.283 -1.165 1.110 0.02
P62899  60S ribosomal protein L31 RPL31 -1.165 1.292 1.110 0.02
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Tabla suplementaria 1. Continuacion

Accession

code Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®

P83731 60S ribosomal protein L24 RPL24 1.283 -1.125 1.141 0.02

Q13418 Integrin-linked protein kinase ILK 1.141 -1.275 -1.110 0.02

Q15102  Platelet-activating factor acetylhydrolase =~ PAFAH1B3 -1.117 -1.133 -1.266 0.02
IB subunit gamma

Q15181 Inorganic pyrophosphatase PPA1 -1.275 1.189 -1.072 0.02

Q56VL3 OCIA domain-containing protein 2 OCIAD2 -1.028 1.275 1.248 0.02

Q9BSD7  Cancer-related nucleoside- NTPCR -1.165 1.292 1.110 0.02
triphosphatase

QSNSC7  Alpha-N-acetylgalactosaminide alpha- ST6GALNAC1  -1.266 1.157 -1.094 0.02
2,6-sialyltransferase 1

Q9UIJ7  GTP:AMP phosphotransferase AK3, AK3 -1.266 1.117 -1.133 0.02
mitochondrial

Q9Y394 Dehydrogenase/reductase SDR family DHRS7 -1.157 1.292 1.117 0.02
member 7

060716 Catenin delta-1 CTNND1 -1.102 1.257 1.141 0.03

075367 Core histone macro-H2A.1 H2AFY 1.257 -1.181 1.064 0.03

P02790  Hemopexin HPX 1.057 -1.283 -1.206 0.03

POE576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATPSB 1157 1.275 1.102 0.03

P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta HEXB 1.257 -1.117 1.125 0.03

P07910  Heterogeneous nuclear HNRNPC -1.257 1.181 -1.064 0.03
ribonucleoproteins C1/C2

P08697 Alpha-2-antiplasmin SERPINF2 1.141 -1.257 -1.102 0.03

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 -1.240 1.173 -1.057 0.03

P16949  Stathmin STMIN1 -1.173 -1.087 -1.275 0.03

P21397 Amine oxidase [flavin-containing] A MAOA 1.214 -1.240 -1.021 0.03

P27635 60S ribosomal protein L10 RPL10 1.266 -1.087 1.165 0.03

P51991  Heterogeneous nuclear HNRNPA3 -1.266 1.125 -1.133 0.03
ribonucleoprotein A3

P55196  Afadin MLLT4 1.110 -1.266 -1.149 0.03

P55809  Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A OXCT1 -1.206 1.223 1.014 0.03
transferase 1, mitochondrial

P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4A1 1.214 -1.214 1.000 0.03

P61204 ADP-ribosylation factor 3 ARF3 1.087 1.181 1.275 0.03

P62316  Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 SNRPD2 -1.257 1.189 -1.057 0.03

P67809  Nuclease-sensitive element-binding YBX1 -1.257 1.173 -1.072 0.03
protein 1

P68371  Tubulin beta-4B chain TUBB4B -1.157 1.248 1.079 0.03

Q14789 Golgin subfamily B member 1 GOGB1 -1.206 -1.035 -1.240 0.03

Q15424  sScaffold attachment factor B1 SAFB -1.231 1.189 -1.035 0.03

Q92945  Far upstream element-binding protein 2 KHSRP -1.248 1.035 -1.206 0.03

Q96KP4  Cytosolic non-specific dipeptidase CNDP2 -1.248 1.173 -1.064 0.03

Q9Y6M7  Sodium bicarbonate cotransporter 3 SLC4A7 -1.110 1.266 1.141 0.03

000217 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron- NDUFS8 -1.133 1.266 1.117 0.04
sulfur protein 8, mitochondrial

014558 Heat shock protein beta-6 HSPB6 1.189 -1.197 -1.007 0.04
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Tabla suplementaria 1. Continuacion

Accession

code Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®
043294  Transforming growth factor beta-1- TGFB1I1 1.223 -1.173 1.042 0.04
induced transcript 1 protein
P01871 g mu chain C region IGHM 1.141 -1.275 -1.117 0.04
P02749  Beta-2-glycoprotein 1 APOH -1.125 -1.149 -1.283 0.04
P02787  Serotransferrin TF 1.042 -1.266 -1.214 0.04
P07737  Profilin-1 PFN1 1.223 -1.231 -1.007 0.04
P07954  Fumarate hydratase, mitochondrial FH -1.223 1.206 -1.014 0.04
P08603  Complement factor H CFH 1.050 -1.266 -1.206 0.04
P09012 U1 small nuclear ribonucleoprotein A SNRPA -1.165 1.257 1.079 0.04
P15880  40S ribosomal protein S2 RPS2 1.248 -1.157 1.079 0.04
P21796  Voltage-dependent anion-selective VDAC1 -1.042 1.257 1.206 0.04
channel protein 1
P25311  Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1 -1.117 -1.141 -1.266 0.04
P27105  Erythrocyte band 7 integral membrane STOM 1.240 -1.165 1.064 0.04
protein
P37802  Transgelin-2 TAGLNZ2 1.197 -1.257 -1.042 0.04
P40763  Signal transducer and activator of STAT3 1.231 -1.181 1.050 0.04
transcription 3
P51659  Peroxisomal multifunctional enzyme type = HSD17B4 -1.042 1.257 1.206 0.04
2
P54577  Tyrosine—-tRNA ligase, cytoplasmic YARS 1.223 -1.133 1.087 0.04
Q14980  Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA1 -1.266 1.110 -1.133 0.04
Q15293  Reticulocalbin-1 RCN1 -1.231 1.197 -1.028 0.04
Q96AC1  Fermitin family homolog 2 FERMT2 1.133 -1.257 -1.102 0.04
Q96RQY9 [-amino-acid oxidase 1L411 1.214 -1.214 1.000 0.04
Q99959  Pplakophilin-2 PKP2 -1.248 1.141 -1.094 0.04
QSHOU4  Ras-related protein Rab-1B RAB1B -1.050 1.257 1.197 0.04
Q9ULR3  Protein phosphatase 1H PPM1H -1.223 1.206 -1.014 0.04
015355  Protein phosphatase 1G PPM1G -1.189 -1.035 -1.231 0.05
060488  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 ACSL4 -1.181 1.257 1.064 0.05
060701  UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH -1.133 1.266 1.117 0.05
P01034  (Cystatin-C CST3 -1.141 -1.094 -1.240 0.05
P01903  HLA class Il histocompatibility antigen, HLA-DRA 1.214 -1.223 -1.007 0.05
DR alpha chain
P02768  Serum albumin ALB 1.050 -1.266 -1.206 0.05
P04004  vitronectin VTN -1.035 -1.206 -1.248 0.05
P0O5090  Apolipoprotein D APOD 1.231 -1.165 1.057 0.05
P10515  Dihydrolipoyllysine-residue DLAT -1.181 1.240 1.050 0.05
acetyltransferase component of pyruvate
dehydrogenase complex, mitochondrial
P14618  Ppyruvate kinase PKM PKM 1.149 -1.240 -1.079 0.05
P14923  Junction plakoglobin JUP -1.094 1.257 1.149 0.05
P18124  60S ribosomal protein L7 RPL7 1.248 -1.072 1.165 0.05
P30825  High affinity cationic amino acid SLC7A1 -1.189 1.223 1.028 0.05

transporter 1

196



Anexos

Tabla suplementaria 1. Continuacion

Accession

code Protein description Gene name FC(DIU/F) FC(RIF/DIU) FC(RIF/F) adj.P.val®

PA7813  Eukaryotic translation initiation factor EIF1AX -1.181 1.248 1.064 0.05
1A, X-chromosomal

P49790 Nuclear pore complex protein Nup153 NUP153 -1.223 1.223 1.000 0.05

P49821 NADH dehydrogenase [ubiquinone] NDUFV1 -1.035 1.248 1.197 0.05
flavoprotein 1, mitochondrial

P61247 40S ribosomal protein S3a RPS3A 1.223 -1.133 1.079 0.05

Q13247  Serine/arginine-rich splicing factor 6 SRSF6 -1.102 1.248 1.133 0.05

Q13435  splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 -1.206 -1.000 -1.206 0.05

Q14011  Cold-inducible RNA-binding protein CIrRBP -1.223 1.206 -1.014 0.05

Q96DB5  Regulator of microtubule dynamics RMDN1 -1.240 1.173 -1.057 0.05
protein 1

Q9BQE3  Tubulin alpha-1C chain TUBA1C -1.125 1.257 1.110 0.05

Tabla suplementaria 2. Lista de las 12 rutas KEGG significativas para la comparacién Fértil
frente a DIU. Las rutas estan ordenadas de acuerdo a su significancia (p-valor ajustado) y estan
referenciadas conforme a su identificador (ID) en la especie Homo sapiens (cédigo hsa). El
‘Gene ratio’ muestra el ratio del nimero de genes incluidos en cada ruta respecto al numero
de proteinas/genes anotados en la base de datos KEGG (80) de las 133 PDEs obtenidas en la
comparacién Fértil frente a DIU. El ‘Bg Ratio’ denota el ratio del nimero total de genes que la
base de datos KEGG tiene incluidos en cada una de esas rutas respecto al nimero total de
genes anotados en la base de datos KEGG (7,009). ‘Count’ indica el recuento de

genes/proteinas incluidos en cada una de las 12 rutas KEGG significativas.

Tabla suplementaria 2. 11 rutas KEGG significativas de la comparacion Fértil frente a DIU

ID KEGG pathway GeneRatio BgRatio p.adjust genelD Count

RPL10; RPL10A; RPL18; RPL24;
RPL3; RPL7; RPS11; RPS13;

hsa03010 Ribosoma 15/80 137/7009 1.59E-09 RPS15; RPS16: RPS2; RPS3A; 15
RPS4X; RPS6; RPS9
Degradacidn de la valina ALDHGA1; ECHS1; HADH;
hsa00280 g . . . ! 8/80 48/7009 1.74E-06 HADHA; HADHB; HIBCH; IL411; 8
leucine e isoleucina
OXCT1
hsa00410 Metabolismo de la b-alanina 5/80 31/7009  0.0005 ALDHBAL; CNDP2; ECHS1; 5

HADHA; HIBCH

ECHS1; HADH; HADHA; IL411;

hsa00380 Metabolismo del triptéfano 5/80 40/7009 0.0014 MAOB
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Anexos

ID KEGG pathway GeneRatio BgRatio p.adjust genelD Count
hsa00062 Elongacion de los acidos 4/80 25/7009 0.0022 ECHS1; HADH; HADHA; 4
grasos HADHB
hsa00650 Metabolismo del butanoato 4/80 28/7009 0.0029 ECHS1; HADH; HADHA; OXCT1 4
hsa00640 Metabolismo del propanato 4/80 32/7009 0.0042 ALDH6A1;:I%HCZ1; HADHA; 4
HNRNPA3; HNRNPC;
hsa03040 Espliceosoma 7/80 134/7009 0.0066 HNRNPM; SNRNP70; SNRPD2; 7
SNW1; WBP11
hsa00071 Degradacion de los acidos 4/80 44/7009 0.0111 ECHS1; HADH; HADHA; 4
grasos HADHB
. . ALDHG6A1; ECHS1; FH; HADHA;
hsa01200 Metabolismo del carbén 6/80 113/7009 0.0116 HIBCH; IDH1 6
hsa01212 Metabolismo de los acidos 4/80 48/7009 0.0116 ECHS1; HADH; HADHA; 4
grasos HADHB
AGL; AK2; ALDH1A2;
ALDHG6A1; ALPL; ASS1; CKB;
CNDP2; ECHS1; FH; HADH;
hsa01100 Rutas metabdlicas 25/80 1239/7009 0.0116 HADHA; HADHB; HEXB; 25

HIBCH; IDH1; IL411; LTA4H;

MAOB; NAMPT; NNMT; PYGB;

ST6GALNAC1; TYMP; UQCRB

Tabla suplementaria 3. Lista de las 17 rutas KEGG significativas para la comparaciéon RIF

frente a DIU. Las rutas estan ordenadas de acuerdo a su significancia (p-valor ajustado) y estan

referenciadas conforme a su identificador (ID) en la especie Homo sapiens (codigo hsa). El

‘Gene ratio’ muestra el ratio del nimero de genes incluidos en cada ruta respecto al numero

de proteinas/genes anotados en la base de datos KEGG (78) de las 158 PDEs obtenidas en la

comparacién RIF frente a DIU. El ‘Bg Ratio’ denota el ratio del nimero total de genes que la

base de datos KEGG tiene incluidos en cada una de esas rutas respecto al nimero total de

genes anotados en la base de datos KEGG (7.009). ‘Count’ indica el recuento de

genes/proteinas incluidos en cada una de las 17 rutas KEGG significativas.
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Tabla suplementaria 3. 17 rutas KEGG significativas de la comparacion RIF frente a DIU

ID KEGG pathway GeneRatio BgRatio p.adjust genelD Count
Degradacion de la valina, ALDH6A1; DLD; ECHS1; HADH;
hsa00280 "\ cine e isoleucina 8/78 48/7009  2.71E-06 1A HADHB; HIBCH; OXCT1  ©
Degradacion de los acidos ACSL4; ACSL5; ECHS1; ECI2;
hsa00071 grasos 7/78 44/7009 1.40E-05 HADH; HADHA: HADHB 7
ACSL4; ACSL5; AK1; AK4;
ALDH1A2; ALDH6A1; ASS1;
ATP5A1; ATP5B; ATP50; CKB;
DLAT; DLD; ECHS1; ENPP3;
hsa01100 Rutas metabdlicas 32/78 1239/7009 2.13E-05 H6PD; HADH; HADHA; HADHB; 32
HGD; HIBCH; HSD17B4; IDH1;
MAOA; NAMPT; NDUFSS,;
NDUFV1; NNMT; NTPCR; PKM;
TYMP; UGDH
Cascadas del
A2M; C1R; C3; CFB; CFH;
hsa04610 complemerw,to y 8/78 79/7009 3.55E-05 SERPINAL: SERPINF2; SERPINGL 8
coagulacién
. ACSL4; ACSL5; ECH1; ECI2;
hsa04146 Peroxisoma 8/78 83/7009 4.04E-05 GSTKL; HSD17B4; IDH1; SOD2 8
ALDHG6A1; DLAT, DLD; ECHS1;
hsa01200 Metabolismo del carbdn 9/78 113/7009 4.04E-05 H6PD; HADHA; HIBCH; IDH1; 9
PKM
Metabolsimo de Iso acidos ACSL4; ACSL5; ECHS1; HADH;
hsa01212 grasos 6/78 48/7009 0.0001191 HADHA; HADHB 6
hsa00640 Metabolismo del 5/78 32/7009  0.00018801 ALDH6A1; DLD; ECHS1; HADHA; 5
propanato HIBCH
hsa00062 E'O”gac";r:a‘if)los acidos 4/78 25/7009  0.0010524  ECHS1; HADH; HADHA; HADHB 4
Metabolismo del
hsa00650 4/78 28/7009 0.00149472 ECHS1; HADH; HADHA; OXCT1 4
butanoato
hsa00410 Metabollsmq de la beta- 4/78 31/7009  0.00203602 ALDH6A1; ECHS1; HADHA; 4
alanina HIBCH
Metabolismo del
hsa00380 L, 4/78 40/7009 0.00502514 ECHS1; HADH; HADHA; MAOA 4
triptéfano
hsaoo760 _Metabolismo de la 3/78 29/7009  0.01770397 ENPP3; NAMPT; NNMT 3
nicotina y nicotamina
hsa00020 Ciclo del citrato (TCA) 3/78 30/7009 0.01821396 DLAT; DLD; IDH1 3
Biosintesis de acidos
hsa00061 grasos 2/78 13/7009 0.03082971 ACSL4; ACSL5 2
hsa00620 Metabolismo del piruvato 3/78 40/7009 0.03231888 DLAT; DLD; PKM 3
hsa00190  Fosforilacion oxidativa 5/78 133/7009 0.04786518 ATPSAL; ATPSB; ATPS0; 5

NDUFS8; NDUFV1
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Tabla suplemenaria 4. Rutas KEGG comunes para las comparaciones Fértil frente a DIU y RIF
frente a DIU. Se describen las proteinas implicadas en cada una de las 10 rutas KEGG comunes
para cada una de las comparaciones junto a su correspondiente fold change. Los fold changes
estan expresados como la media del ratio de expresidn de cada proteina en la condicién Fértil
o RIF respecto a la condicién DIU. Los fold changes negativos indican que la proteina esta
‘downregulada’ o su expresion esta disminuida en los grupos Fértil o RIF. Los fold change
positivos indican que la proteina estd ‘upregulada’ o su expresién aumentada en los grupos

Fértil o RIF.

Tabla suplementaria 4. 10 rutas KEGG compartidas al comparar DIU con Fértil y RIF

Protein name FC FC

KEGG pathways . Gene name

P ¥ Uniprot (F/IUD)  (RIF/IUD)
Degradacion de la valina, leucina e isoleucina (hsa002800)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr'lfunctlona'l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Tr.|funct|ona.I enzyme subunit beta, ECHB HADHB 1.27 1.29
mitochondrial
Succ.lnyI-CoA:.’:-ketoaqd coenzyme A transferase SCOT1 OXCT1 1.21 1.23
1, mitochondrial
Methy!malon?te-semla!dehyde dehydrogenase MMSA ALDHEA1 1.22 1.33
[acylating], mitochondrial
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 1.38
mitochondrial
3-!1ydroxy|s?butyryI-CoA hydrolase, HIBCH HIBCH 1.23 1.31
mitochondrial
L-amino-acid oxidase OXLA 1L411 -1.21 -
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial DLDH DLD - 13
Metabolismo de la beta-Alanina (hsa00410)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr'lfunctlona'l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Methyl.malon:j\te-semla!dehyde dehydrogenase MMSA ALDHEA1 1.22 1.33
[acylating], mitochondrial
3-!1ydroxy|s?butyryI-CoA hydrolase, HIBCH HIBCH 1.23 1.31
mitochondrial
Cytosolic non-specific dipeptidase CNDP2 CNDP2 1.25 -
Metabolismo del Triptofano (hsa00380)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr'lfunctlona.l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Hydroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 1.38
mitochondrial
L-amino-acid oxidase OXLA 1L411 -1.21 -
Amine oxidase [flavin-containing] B AOFB MAOB -1.28 -
Amine oxidase [flavin-containing] A AOFA MAOA -1.24 -1.24
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Tabla suplementaria 4. Continuacion
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Protein name FC FC
KEGG pathways ] Gene name

Uniprot (F/1UD) (RIF/1UD)
Elongacion de los dcidos grasos (hsa00062)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr.|funct|ona.I enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Tr.lfunctlona.l enzyme subunit beta, ECHB HADHB 1.27 1.29
mitochondrial
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 1.38
mitochondrial
Metabolismo del butanoato (hsa00650)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr.lfunctlona.l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 1.38
mitochondrial
Succ3nyI-CoA:3:-ketoaC|d coenzyme A transferase SCOT1 OXCT1 1.21 1.23
1, mitochondrial
Metabolismo del propanoato (hsa00640)
Methy!maIon?te-semla!dehyde dehydrogenase MMSA ALDHEAI 1.22 1.33
[acylating], mitochondrial
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Tr'|funct|ona'l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
3-!1ydroxy|s?butyryI-CoA hydrolase, HIBCH HIBCH 1.23 1.31
mitochondrial
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial DLDH DLD - 1.3
Degradacion de los dcidos grasos (hsa00071)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 )
mitochondrial
Tr'lfunctlona'l enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Tr.|funct|ona.I enzyme subunit beta, ECHB HADHB 1.27 1.29
mitochondrial
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 ACSL4 ACSL4 - 1.25
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5 ACSL5 ACSL5 - 1.33
Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial ECI2 ECI2 - 1.28
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH ) 1.38
mitochondrial
Metabolismo del carbén (hsa01200)
Tr.|funct|ona.I enzyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
mitochondrial
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial FUMH FH 1.22
3-.hydroxy|s?butyryI-CoA hydrolase, HIBCH HIBCH 1.23 1.31
mitochondrial
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic IDHC IDH1 1.26 1.26
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Protein name FC FC
KEGG pathways Uniprot Gene name (F/IUD)  (RIE/IUD)
x:;:;‘::':galfn:?::;;i':;?:gfhyde dehydrogenase MMSA ALDH6A1 1.22 1.33
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial DLDH DLD - 1.3
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex, ODP2 DLAT - 1.24
mitochondrial
GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein G6PE H6PD - -1.34
Pyruvate kinase PKM KPYM PKM - -1.24
Metabolismo de los dcidos grasos (hsa01212)
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM ECHS1 1.22 1.36
HYdroxyacy!-coenzyme A dehydrogenase, HCDH HADH 1.2 1.38
mitochondrial
Teifunctional enzyme subunit alpha, ECHA  HADMA 123 128
:;:g:;::::gf"zyme subunit beta, ECHB HADHB 1.27 1.29
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 ACSL4 ACSL4 - 1.25
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5 ACSL5 ACSL5 - 1.33
Rutas metabdlicas (hsa01212)
Adenylate kinase 2 KAD2 AK2 1.22 -
aldehyde dehydrogenase 6 family member Al MMSA ALDH6A1 1.22 1.33
alkaline phosphatase, liver/bone/kidney PPBT ALPL 1.23 -
creatine kinase B KCRB CKkB 1.25 1.26
CNDP dipeptidase 2 CNDP2 CNDP2 1.25 -
nt:ri'ntz\éll;i::rl:;dratase, short chain, 1, ECHM ECHSI 1.22 1.36
fumarate hydratase FUMH FH 1.22 -
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase HCDH HADH 1.2 1.38
:i':g:;::;::"zyme subunit alpha, ECHA HADHA 1.23 1.28
:i':g:;:::::"zyme subunit beta, ECHB HADHB 1.27 1.29
3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase HIBCH HIBCH 1.23 1.31
isocitrate dehydrogenase 1 IDHC IDH1 1.26 1.26
»;\ilaﬂclat;l:;:::zlgeallactosamm,de alpha-2,6- SIA7A ST6GALNAC1 1.27 -
:rziltix;nol-cytochrome c reductase binding QCR7 UQCRB 1.21 )
o s a3
aldehyde dehydrogenase 1 family member A2 AL1A2 ALDH1A2 -1.24 -1.25
argininosuccinate synthase 1 ASSY ASS1 -1.25 -1.3
hexosaminidase subunit beta HEXB HEXB -1.26 -
interleukin 4 induced 1 OXLA 1L411 -1.21 -
leukotriene A4 hydrolase LKHA4 LTA4H -1.25 -
monoamine oxidase B AOFB MAOB -1.28 -
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Protein name FC FC

KEGG pathways . Gene name
P y Uniprot (F/luD)  (RIF/IUD)
nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT NAMPT -1.28 -1.37
nicotinamide N-methyltransferase NNMT NNMT -1.23 -1.37
phosphorylase, glycogen brain PYGB PYGB -1.26 -
thymidine phosphorylase TYPH TYMP -1.27 -1.32
acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 ACSL4 ACSL4 - 1.25
acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 ACSLS ACSL5 - 1.33
adenylate kinase 4 KAD4 AK4 - 1.27
ATP synthase, H+ trarrsportmg., mitochondrial F1 ATPA ATPSAL ) 1.34
complex, alpha subunit 1, cardiac muscle
ATP synthase, H+ transPortlng, mitochondrial F1 ATPB ATPSB ) 1.28
complex, beta polypeptide
ATP synthase, H+.transport|ng, mitochondrial F1 ATPO ATPS50 ) 1.28
complex, O subunit
dihydrolipoamide S-acetyltransferase ODP2 DLAT - 1.24
dihydrolipoamide dehydrogenase DLDH DLD - 1.3
ectonucleotide ' ENPP3 ENPP3 ) 13
pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
homogentisate 1,2-dioxygenase HGD HGD - 1.31
hydroxysteroid DHB4 HSD17B4 - 1.25
SI\;ADH:ublqulnone oxidoreductase core subunit NDUSS NDUFSS ) 1.26
VNlADH:ublqumone oxidoreductase core subunit NDUV1 NDUEV1 ) 1.25
nucleoside-triphosphatase, cancer-related NTPCR NTPCR - 1.29
UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH UGDH - 1.26
adenylate kinase 1 KAD1 AK1 - -1.29
hexose-6-phosphate dehydrogenase G6PE H6PD - -1.34
monoamine oxidase A AOFA MAOA - -1.24
KPYM PKM - -1.24

pyruvate kinase, muscle

Tabla suplementaria 5. Rutas KEGG especificas de las comparativas Fértil frente a DIU y RIF

frente a DIU. Se describen las proteinas incluidas en cada una de las rutas KEGG especificas, 2

rutas especificas para la comparacion Fértil frente a DIU (Tabla suplementaria 14 A) y 7 para la

comparacién RIF frente a DIU (Tabla suplementaria 14 B). Los fold changes estan expresados

como la media del ratio de expresién de cada proteina en la condicién Fértil o RIF respecto a la

condicion DIU. Los fold changes negativos indican que la proteina estd ‘downregulada’ o su

expresion estd disminuida en los grupos Fértil o RIF. Los fold change positivos indican que la

proteina estd ‘upregulada’ o su expresién aumentada en los grupos Fértil o RIF.
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Tabla suplementaria 5 A. 2 rutas KEGG especificas para la comparacion Fértil frente a DIU

Protein name Gene FC
KEGG pathways Uniprot name (F/1UD)
Ribosoma (hsa03010)
ribosomal protein S15 RS15 RPS15 1.2
ribosomal protein L10 RL10 RPL10 -1.26
ribosomal protein L10a RL10A RPL10A -1.23
ribosomal protein L18 RL18 RPL18 -1.21
ribosomal protein L24 RL24 RPL24 -1.28
ribosomal protein L3 RL3 RPL3 -1.29
ribosomal protein L7 RL7 RPL7 -1.24
ribosomal protein S11 RS11 RPS11 -1.34
ribosomal protein S13 RS13 RPS13 -1.29
ribosomal protein S16 RS16 RPS16 -1.36
ribosomal protein S2 RS2 RPS2 -1.25
ribosomal protein S3A RS3A RPS3A -1.22
ribosomal protein S4, X-linked RS4X RPS4X -1.41
ribosomal protein S6 RS6 RPS6 -1.3
ribosomal protein S9 RS9 RPS9 -1.28
Espliceosoma (hsa03040)
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 ROA3 HNRNPA3 1.27
(I::(;t/ecr;)geneous nuclear ribonucleoprotein C HNRPC HNRNPC 1.26
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRPM HNRNPM 1.23
small nuclear ribonucleoprotein U1 subunit 70 RU17 SNRNP70 1.23
small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide SMD2 SNRPD2 1.26
SNW domain containing 1 SNW1 SNW1 1.23
WW domain binding protein 11 WBP11 WBP11 1.25

Tabla suplementaria 5 B. 7 rutas KEGG especificas para la comparacion RIF frente a DIU

Protein name Gene FC
KEGG pathways Uniprot name (RIF/IUD)
Cascadas del complemento y coagulacion (hsa04610)
alpha-2-macroglobulin A2MG A2M -1.31
complement C1r subcomponent CiR C1R -1.28
complement component 3 CcOo3 c3 -1.32
complement factor B CFAB CFB -1.33
complement factor H CFAH CFH -1.26
tiwiowprmrcyeve e
serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2
antiplasmin, pigment epithelium derived factor), A2AP SERPINF2 -1.26

member 2
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Tabla suplementaria 5B. Continuacion

Protein name Gene FC

KEGG pathways Uniprot name (RIF/1UD)
;erzi;\e:iptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), Ic1 SERPING1 1.36
Peroxisoma (hsa04146)

acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 ACSL4 ACSL4 1.25
acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 ACSL5 ACSL5 1.33
enoyl-CoA hydratase 1, peroxisomal DHB4 ECH1 1.25
enoyl-CoA delta isomerase 2 ECH1 ECI2 1.33
glutathione S-transferase kappa 1 ECI2 GSTK1 1.28
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4 GSTK1 HSD17B4 1.35
isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+) IDHC IDH1 1.26
superoxide dismutase 2, mitochondrial SODM S0D2 -1.37

Metabolismo del nicotinato y de la nicotinamida (hsa00760)
ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 ENPP3 ENPP3 1.3
nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT NAMPT -1.37
nicotinamide N-methyltransferase NNMT NNMT -1.37
Metabolismo del piruvato (hsa00620)

dihydrolipoamide S-acetyltransferase OoDP2 DLAT 1.24
dihydrolipoamide dehydrogenase DLDH DLD 1.3
isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+) IDHC IDH1 1.26
Ciclo citrato (ciclo TCA) (hsa00020)

dihydrolipoamide S-acetyltransferase oDP2 DLAT 1.24
dihydrolipoamide dehydrogenase DLDH DLD 1.3
pyruvate kinase, muscle KPYM PKM -1.24
Fosforilacion oxidativa (hsa00190)

ATP synthase, H+ trargsportlng., mitochondrial F1 ATPA ATP5AL 1.34
complex, alpha subunit 1, cardiac muscle

ATP synthase, H+ transPortlng, mitochondrial F1 ATPB ATP5B 1.28
complex, beta polypeptide

ATP synthase, H+.transport|ng, mitochondrial F1 ATPO ATP50 1.28
complex, O subunit

SI\;ADH:ublqumone oxidoreductase core subunit NDUSS NDUFSS 1.26
\Il\llADH:ublqumone oxidoreductase core subunit NDUV1 NDUFV1 1.25

Tabla suplementaria 6. Red de correlacion Fértil y DIU para las 133 PDEs. Se muestran dos
tablas de las proteinas que correlacionan con un coeficiente de correlacién de Pearson mayor
al £ 0,9 (corr) para cada grupo endometrial (Fértil y DIU). Las correlaciones significativas

aparecen resaltadas en naranja (p-valor < 0,05).
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Tabla de correlacion para el grupo Fértil segun las 133 PDEs

Fértil (20 proteinas = nodos)
Nodo 1 Nodo 2
Pearson
UniProtkB Gene UniProtkB Gene corr p-valor
entry name Name entry name  Name
OXLA IL411 S10A8 S100A8 | 0.9071 1
PPM1H PPM1H S10A9 S100A9 | -0.9074 1
K1C18 KRT18 ERP29 ERP29 | 0.9348 | 0.6391
RNT2 RNASET2 ERP29 ERP29 | 0.9110 1
K1C18 KRT18 CH10 HSPE1 | 0.9355 | 0.6137
CH60 HSPD1 CH10 HSPE1 | 0.9865 | 0.0013
MOES MSN PLSL LCP1 0.9713 | 0.0252
ROA3 HNRNPA3 NPM NPM1 [ 0.9482 | 0.2595
K1C18 KRT18 K2C8 KRT8 0.9216 1
CYB5 CYB5A K2C8 KRT8 0.9001 1
CH60 HSPD1 K1C18 KRT18 | 0.9621 | 0.0756
HIBCH HIBCH TLN1 TLN1 | -0.9241 1
SFPQ SFPQ APOD APOD | 0.9246 1
PPM1H PPM1H ECHM ECHS1 | 0.9072 1

Tabla de correlacion para el grupo DIU segtn las 133 PDEs

DIU (31 proteinas= nodos)
Nodo 1 Nodo 2
Pearson
UniProtkB Gene UniProtkB Gene corr p-valor
entry name Name entry name Name
RL7 RPL7 RS4X RPS4X 0.9175 1
CAMP CAMP TRFL LTF 0.9470 0.285
RS13 RPS13 S10A9 S100A9 0.9686 0.036
H2AY H2AFY S10A9 S100A9 0.9241 1
CLic1 cLic1 CLIC4 CLIC4 0.9389 0.4977
MTOR MTOR LMCD1 LMCD1 0.9036 1
H2AY H2AFY RS13 RPS13 0.9039 1
IDHC IDH1 IF4H EIF4H 0.9049 1
ROA3 HNRNPA3 RNT2 RNASET2 0.9327 0.7259
CYB5 CYB5A RNT2 RNASET2 0.9136 1
IDHC IDH1 ROA3 HNRNPA3| 0.9211 1
CYB5 CYB5A ROA3 HNRNPA3| 0.9140 1
RU17 SNRNP70 ROA3 HNRNPA3| 0.9502 0.2214
AN32A ANP32A ROA3 HNRNPA3| 0.9489 0.2464
CIRBP CIRBP IDHC IDH1 0.9101 1
SRP14 SRP14 HNRPC HNRNPC 0.9460 0.3046
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Tabla de correlacion para el grupo DIU segtn las 133 PDEs. Continuacion

DIU (31 proteinas= nodos)
Nodo 1 Nodo 2
UniProtkB UniProtkKB Pearson
entry Gene entry Gene corr p-valor
name Name name Name
ZN185 ZNF185 CNDP2 CNDP2 0.9069 1
PPM1H PPM1H FUBP2 KHSRP 0.9257 1
RL18 RPL18 RS3A RPS3A 0.9159 1
PDLI1 PDLIM1 RS3A RPS3A 0.9518 0.1961
PDLI1 PDLIM1 RL18 RPL18 0.9019 1
PTBP1 PTBP1 HIBCH HIBCH -0.9445 0.3409
AN32A ANP32A RU17 SNRNP70 0.9655 0.052
NU153 NUP153 PPM1H PPM1H 0.9021 1

Tabla suplementaria 7. Lista de los procesos bioldgicos, de acuerdo con la base de datos GO
para las comparaciones Fértil frente a DIU (A) y RIF frente a DIU (B). Los procesos bioldgicos
estan ordenados en funcion de su p-valor. En amarillo aparecen resaltados los términos GO
que indican los procesos bioldgicos significativos. El ‘Gene ratio’ muestra el ratio del niumero
de genes incluidos en cada proceso bioldgico respecto al nimero de proteinas/genes anotados
en la base de datos GO. De las 31 y 22 proteinas correlacionadas obtenidas para la red DIU en
ambas comparaciones Fértil frente a DIU y RIF frente a DIU, 29 y 21 aparecieron anotadas en la
base de datos GO respectivamente. El ‘Bg Ratio’ denota el ratio del nimero total de genes que
la base de datos GO tiene incluidos en cada una de esas rutas respecto al niumero total de
genes anotados en la base de datos KEGG (19.676). En morado aparecen resaltadas los
procesos bioldgicos relacionados con la ‘traduccion y transcripcidn’. En fucsia los relacionados
con la ‘regulaciéon y modificaciéon de las proteinas’, en azul fuerte los relacionados con el
‘sistema inmune’, en azul claro los relacionados con la ‘sefializacién y diferenciacién’, en verde
claro los relacionados con las ‘respuestas a estimulos externos’ y en verde fuerte los
relacionados con ‘procesos de transporte iénico’. Esta codificacién de color se corresponde

con la que aparece en las figuras 21y 22 de la tesis.
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Tabla suplementaria 7 A. Procesos biologicos (GO) para la comparacion Feértil frente a DIU

Fértil vs. DIU
ID Description Gene Bg Ratio OR pvalue genelD
Ratio
) RPL7/SRP14/RPS3A/R
G0:0006614 6/29 108/19676  49.955 1.02E-08 PS13/RPSAX/RPLLS
) RPL7/NUP153/RPS3A/
G0:0019083 6/29 111/19676  48.492 1.2E-08 RPS13/RPSAX/RPLLS
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0006413 6/29 137/19676 38.784 4.25E-08 PSaX/RPL18/EIFAH
) RPL7/NUP153/RPS3A/
G0:0019058 6/29 152/19676 34.799 7.9E-08 RPS13/RPSAX/RPLIS
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0006415 5/29 89/19676 48.390 1.84E-07 PSAX/RPLIS
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0016259 5/29 88/19676 49.005 1.74€E-07 PSAX/RPLIS
RPL7/SRP14/RPS3A/R
G0:0006412 7/29 311/19676 20.223 2.67E-07  PS13/RPS4X/RPL18/EI
F4H
RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0034641 7/29 323/19676 19.451 3.45E-07  PS4X/RPL18/HIBCH/C
NDP2
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0006414 5/29 106/19676  40.301 4.42€E-07 PSAX/RPLIS
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0001887 5/29 113/19676 37.624 6.08E-07 PSAX/RPLIS
) RPL7/RPS3A/RPS13/R
G0:0000184 5/29 119/19676 35.646 7.86E-07 PSAX/RPLIS
RPL7/NUP153/RPS3A/
G0:0016032 7/29 551/19676 11.167 1.19E-05  RPS13/RPS4X/RPL18/
EIF4H
HNRNPC/SNRNP70/P
G0:0008380 5/29 243/19676 16.979 2.57E-05  TBP1/HNRNPA3/KHSR
P
G0:0033119 2/29 6/19676 358.990 3.13E-05 PTBP1/RPS13
G0:0045727 3/29 51/19676 46.991 5.7161E-05 MTOR/RPS4X/CIRBP
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Tabla suplementaria 7 A. Continuacion

Anexos

Fértil vs. DIU
ID Description Gene Bg Ratio OR pvalue genelD
Ratio
G0:0019732 2/29 9/19676 206.501 7.50E-05 LTF/CAMP
G0:0051028 3/29 69/19676 34.218 0.00014127 NUP153|{|HSII;IPRNPA3/K
G0:0048255 2/29 14/19676 120.628 0.00018879 MTOR/CIRBP
. HNRNPC/SNRNP70/P

G0:0000398 4/29 214/19676 14.804 0.00026105 TBP1/HNRNPA3
G0:0002227 2/29 19/19676 85.304 0.00035314 LTF/CAMP
G0:0051493 2/29 19/19676 85.304 0.00035314 S100A9/CLICA
G0:0019731 2/29 39/19676 39.204 0.00150257 LTF/CAMP
G0:0006821 2/29 45/19676 33.713 0.00199652 CLIC1/CLICA
G0:0006397 3/29 170/19676 13.447 0.00196293 SNRNP7O{;)TBP1/KHS

Regulacion
GO:00a5669  Positivadela 2/29 61/19676 24575  0.00363709 CLIC1/LTF

diferenciacion del
osteoblasto
Regulacion de la
G0:1900034 respuesta celular 2/29 75/19676 19.857 0.00544539 MTOR/NUP153
al calor
Crecimiento del

G0:0035264 organismo 2/29 78/19676 19.062 0.00587673 MTOR/CLIC4

multicelular
G0:1902476 2/29 91/19676 16.266 0.00791953 CLIC1/CLICA
G0:0045454 2/29 93/19676 15.908 0.00825842 LTF/CAMP
G0:0043488 2/29 100/19676 14.768 0.00949509 ANP32A/KHSRP
GO:0034605 nespuestacelular -, 105/19676  14.051  0.01042592  MTOR/NUP153

al calor
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Tabla suplementaria 7 A. Continuacion

Anexos

Fértil vs. DIU
ID Description Gene Bg Ratio OR pvalue genelD
Ratio
GO:0006979 _ Respuestaal 2/29  107/19676  13.783  0.01080918 PDLIM1/IDH1
estrés oxidativo
G0:0016925 2/29 114/19676  12.910  0.01219909  HNRNPC/NUP153
G0:0034765 2/29 117/19676  12.574  0.01281758 CLIC1/CLICA
G0:0042742 2/29 129/19676  11.380  0.01542541 S100A9/CAMP
Regulacion
GO:0051092 PoSitivadel factor 131/19676  11.203  0.01588052 LTF/S100A9
de transcrlpﬂon
NF-kappaB
G0:0001934 2/29 135/19676  10.865  0.01680796 MTOR/CAMP
G0:0043687 2/29 460/19676  3.103  0.14675838  HNRNPC/NUP153
G0:0030154 D'fezzl':ﬁ':rc'°" 2/29 456/19676  3.131  0.14472282 RPS3A/CLICA
Regulacion
GO:0008284  Positivadela 2/29  465/19676  3.069  0.14931165 RPSAX/CAMP
diferenciacion
celular
Regulacion
GO:0043066  "csativadel 2/29 499/19676  2.854  0.16691373 LTF/RPS3A
proceso de
apoptosis
G0:0006508 2/29 518/19676  2.746  0.17691264 LTF/CNDP2
G0:0055114 2/29 656/19676  2.151  0.25178984 IDH1/CYB5A
G0:0000122 2/29 714/19676  1.970  0.28381367 H2AFY/LMCD1
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Tabla suplementaria 7 B. Procesos bioldgicos (GO) para la comparacion RIF frente a DIU

RIF vs. DIU

ID Description GeneRatio BgRatio OR pvalue genelD
G0:0006910 3/21 28/19676 130.251 0.000003374 IGHG1/IGLC2/IGKC
G0:0050871 3/21 26/19676 141.267  2.68E-06 IGHG1/IGLC2/IGKC
GO:0006911- 3/21 35/19676 101.732  6.71E-06 IGHG1/IGLC2/IGKC
Go:0042742- 4/21 129/19676 36.709  9.68E-06 IGHG1/IGLC2/IGKC/CAMP
GO:0006956- 4/21 159/19676 29.576  2.21E-05 IGHG1/CFH/IGLC2/IGKC
G0:0050853 3/21 57/19676 60.358  2.95E-05 IGHG1/IGLC2/IGKC
G0:0019732 2/21 9/19676 290.769  3.89E-05 LTF/CAMP
GO:0001878  tesPuestaa 2/21 12/19676 206.351  7.11E-05 MPO/CAMP

levaduras
G0:0045454 3/21 93/19676 36.160 0.000127819 AIFM1/LTF/CAMP
G0:0002227 2/21 19/19676 121.000 0.000183502 LTF/CAMP
G0:0055114 5/21 656/19676 9.120 0.000529422 UGDH/AIFM1/CYB5A/MPO/HGD
G0:0006958 3/21 172/19676 19.206 0.00077754 IGHG1/IGLC2/IGKC
G0:0019731 2/21 39/19676 55.696 0.00078501 LTF/CAMP
G0:0001895 2/21 41/19676 52.850 0.000867585 LTF/IGKC
G0:0006821 2/21 45/19676 47.873 0.00104476 cLic1/cLica
3/21 205/19676 16.041 0.001290633 IGHG1/IGLC2/IGKC

G0:0038096
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Tabla suplementaria 7 B. Continuacion

Anexos

RIF vs. DIU
ID Description GeneRatio BgRatio OR pvalue genelD
Regulacion
G0:0045669 '?osuva.de.l,a 2/21 61/19676 34.906 0.001911468 CLIC1/LTF
diferenciacion
del osteoblasto
G0:1902476 2/21 91/19676 23.102 0.00419571 cLic1/cLica
G0:0034765 2/21 117/19676 17.868 0.00683794 cLic1/cLca
G0:0006766 2/21 137/19676 15.212 0.009267817 CYB5A/GC
GO0:0050776 2/21 251/19676 8.201 0.029021386 IGLC2/IGKC
G0:0006898 2/21 262/19676 7.850 0.031405439 IGLC2/IGKC
Regulacion
GO:0043065  Positivadel 2/21  303/19676 6.766 0.040944081 AIFM1/KNG1
proceso de
apoptosis
Proceso
G0:0044267 | metabélico de 3/21 857/19676 3.669 0.061081352 LTF/EIF1AX/LMCD1
proteina celular
Ruta de
GO:0038095 Senalizacion del 2/21  423/19676 4.809 0.074027414 IGLC2/IGKC
receptor Fc-
epsilon
Proceso de
GO:0043066  'cgulacion 2/21  499/19676 4.057 0.098237165 LTF/MPO
negativa de la
apoptosis
GO:0006915  'rocesode 2/21  607/19676 3.314 0.135896313 AIFM1/CLICA
apoptosis

Tabla suplementaria 8. Lista de proteinas correlacionadas para las redes de correlacién DIU.

Cada tabla resume las proteinas correlacionadas, con el coeficiente de correlacidon de Pearson

mayor que + 0.9 (corr), para las redes de correlacion DIU obtenidas para las comparaciones RIF

frente a DIU (A) y Fértil frente a DIU (B). Las proteinas correlacionadas que ya estan descritas

en otras bases de datos (STRING y GeneMania) aparecen en color verde. En amarillo aparecen

las proteinas correlacionadas compartidas en ambas redes.
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Tabla suplementaria 8 A. Lista de proteinas correlacionadas para la red de correlacion DIU

(comparacion RIF frente a DIU)

Nodo 1 Nodo 2
UniProtKB Gene UniProtkB Gene corr pvalue
entry name Name entry name Name
TRFL LTF CAMP CAMP 0.9470 0.4029
CLic1 cLIC1 CLIc4 CcLIC4 0.9389 0.7038
IGLC2 IGLC2 CLIC4 cLIc4 -0.9340( 0.9487
CCD47 ccbc47 PERM MPO -0.9009 1
LMCD1 LMCD1 AIFM1 AIFM1 -0.9107 1
RNT2 RNASET2 CYB5 CYB5A 0.9136 1
IGLC2 IGLC2 IGHG1 IGHG1 0.9176 1
CFAH CFH IGHG1 IGHG1 0.9255 1
RNT2 RNASET2 HGD HGD 0.9043 1
KNG1 KNG1 IGKC IGKC 0.9423 0.5598
IF1AX EIF1AX KAD1 AK1 0.9096 1
UGDH UGDH VTDB GC -0.9030 1
TAGL2 TAGLN2 SRSF6 SRSF6 -0.9187 1

STRING

GeneMania

Tabla suplementaria 8 B. Lista de proteinas correlacionadas para la red DIU (comparacion

Fértil frente a DIU)
Nodo 1 Nodo 2
UniProtkB  Gene UniProtKB Gene corr pvalue |GeneMania| STRING
entry name Name entry name Name
RL7 RPL7 RS4X RPS4X ]10.9175
CAMP CAMP TRFL LTF 0.9470
RS13 RPS13 S10A9 S100A9 |[0.9686
H2AY H2AFY S10A9 S100A9 (0.9241
CLIC1 CLIC1 CLIc4 CLIC4 0.9389
MTOR MTOR LMCD1 LMCD1 |0.9036
H2AY H2AFY RS13 RPS13 0.9039
IDHC IDH1 IF4H EIF4H 0.9049
ROA3 HNRNPA3 RNT2 RNASET2 |10.9327
CYB5 CYB5A RNT2 RNASET2 10.9136 1
IDHC IDH1 ROA3 HNRNPA3 10.9211 1
CYB5 CYB5A ROA3 HNRNPA3 1 0.9140
RU17 SNRNP70 ROA3 HNRNPA3 | 0.9502
AN32A ANP32A ROA3 HNRNPA3 | 0.9489
CIRBP CIRBP IDHC IDH1 0.9101
SRP14 SRP14 HNRPC HNRNPC |(0.9460
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Tabla suplementaria 8 B. Continuacion

Nodo 1 Nodo 2

UniProtkB Gene UniProtKB Gene corr pvalue |[GeneMania| STRING
entry entry
name Name name Name
ZN185 ZNF185 CNDP2 CNDP2 |0.9069 1
PPM1H PPM1H FUBP2 KHSRP [0.9257 1
RL18 RPL18 RS3A RPS3A |0.9159 1
PDLI1 PDLIM1 RS3A RPS3A 10.9518 | 0.1961
PDLI1 PDLIM1 RL18 RPL18 |0.9019 1
PTBP1 PTBP1 HIBCH HIBCH 10.9445| 0.3409
AN32A ANP32A RU17 SNRNP70 |0.9655 0.052
NU153 NUP153 PPM1H PPM1H ]0.9021 1
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Anexo Il. Produccion cientifica del estudiante predoctoral

Publicaciones cientificas internacionales

Pérez-Debén S, Bellver J, Alama P, Salsano S, Quifionero A, Sebastian-Leon P, Diaz-
Gimeno P, Dominguez F. “iTRAQ comparison of proteomic profiles of endometrial
receptivity”. ) Proteomics 2019; 203:103381. doi: 10.1016/j.jprot.2019.103381.
Pérez-Debén S, Gonzalez-Martin R, Palomar A, Quifionero A, Salsano S, Dominguez F.
“Copper and lead exposures disturb reproductive features of primary endometrial
stromal and epithelial cells”. Reprod Toxicol 2020; 93:106-117. doi:
10.1016/j.reprotox.2020.01.008.

Trabajos presentados en congresos internacionales

Pérez-Debén S, Gonzalez-Martin R, Quifionero A, Salsano S, Dominguez F. “Cooper and
Lead, Two inorganic Metalloestrogens, Disturb Reproductive Features of Primary
Endometrial Stromal (ESC) and Epithelial Cells (EEC)”. Congreso: 66th Annual Scientific
Meeting of the Society-for-Reproductive-Investigation (SRI); Paris, Francia; 12-16
Marzo, 2019. Tipo de presentacion: Pdster.

Pérez-Debén S, Salsano S, Quifionero A, Dominguez F. “Phytoestrogens (Soy-Derived
Metabolites) May Act Like Endometrial Disruptors Altering Decidualization of Human
Endometrial Stromal Cells”. Congreso: 65th Annual Scientific Meeting of the Society-
for-Reproductive-Investigation (SRI); San Diego, CA; 6-10 Marzo, 2018. Tipo de
presentacién: Comunicacién oral.

Pérez-Debén S, Bellver J, Alama P, Salsano S, Quifionero A, Sebastian-Leon P, Diaz-
Gimeno P, Simén C, Dominguez F. “iTraq proteomic analysis of endometrium from
fertile donors, IUD carriers and patients with recurrent implantation failure (RIF)
reveals differential proteomic profiles”. Congreso: 33rd Annual Meeting of the
European-Society-of-Human-Reproduction-and-Embryology (ESHRE); Ginebra, Suiza; 2-
5 Julio, 2017. Tipo de presentacién: Pdster.

Pérez-Debén S, Bellver J, Alama P, Salsano S, Quifionero A, Simén C, Dominguez F.
“iTraq Proteomic Compatative Analysis of Endometrium from Fertiles Donors, IUD
Carriers and Patients with Recurrent Implantation Failure (RIF) Reveals No Differential
Proteomic Profile in RIF versus Fertile Donors”. Congreso: 63rd Annual Scientific
Meeting of the Society-for-Reproductive-Investigation (SRI); Montreal, Canada; 16-19

Marzo, 2016. Tipo de presentacién: Poster.
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