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1. El endometrio humano

El aparato reproductor femenino esta formado por los érganos internos (ovarios, trompas de
Falopio, utero y vagina) (Figura 1A) y los érganos externos (periné y vulva). Dentro de los
6rganos internos, el atero es un érgano hueco y muscular, localizado entre la vejiga y el recto,
y cuya principal funcion es la de albergar el évulo fecundado y nutrir al embrién en desarrollo
hasta su nacimiento, o, en caso contrario, eliminar este 6vulo no fecundado durante la

menstruacion (Jones and Lopez, 2013; Ramirez-Gonzalez et al., 2016).

En promedio, un utero no gestante mide unos 5 cm de ancho y 7 cm de largo, con 3 cm de
grosor, medidas que aumentan hasta cuatro veces durante el embarazo. La parte interior de
este organo, que tiene forma de triangulo invertido, se encuentra dividida en cuatro
segmentos anatémicos principales: el fundus (amplia zona curvada superior, localizada por
encima de la entrada de las trompas de Falopio), el cuerpo (parte principal del utero, que
comienza justo por debajo del nivel de las trompas de Falopio), el istmo (une el cuerpo con el
cuello uterino), y el cuello uterino o cérvix (se extiende desde el istmo hacia abajo y se abre
en la vagina) (Figura 1A). Histologicamente, la pared uterina estéd compuesta por tres capas:
el perimetrio, la capa serosa externa; el miometrio, la capa muscular intermedia; y el

endometrio, la capa mucosa interna (Simoén et al., 2009; Rogers, 2010) (Figura 1B).

El endometrio es un tejido dinamico, que juega un papel fundamental en la implantacion
embrionaria y los procesos de adhesion e invasién subyacentes, y cuyo desarrollo adecuado
y coordinado es clave en el establecimiento de un embarazo (Simoén et al., 2009; Ramirez-
Gonzalez et al., 2016). Esta subdividido en cuatro compartimentos: epitelial, estromal,
vascular e inmune (Figura 1B). El revestimiento uterino esta formado por un epitelio
columnar simple y polarizado, dividido en glandulas y epitelio luminal. El epitelio cambia su
morfologia en funcion de la fase del ciclo menstrual, desarrollando microvellosidades durante
la fase proliferativa, que disminuyen durante la fase secretora, siendo estos cambios
fundamentales para que la implantacion se lleve a cabo de forma exitosa. De hecho, la funcién
principal de este compartimento epitelial es la de asegurar la implantacion embrionaria,
actuando como primer mediador en el didlogo materno-fetal, y siendo el epitelio glandular el
encargado de producir moléculas de sustento para el embrion. El estroma endometrial es
un tejido conectivo constituido por células, principalmente fibroblastos, y matriz extracelular.
Los fibroblastos son los principales implicados en la regulacion de la implantacion, ya que,

durante el proceso conocido como decidualizacién, sufren una serie de cambios que regulan



la invasién del trofoblasto en el utero materno. EI componente inmune endometrial, entre
cuyas funciones destaca el evitar el rechazo inmunoldgico al embrién durante la implantacion,
esta formado principalmente por células Natural Killer (NK) uterinas, macrofagos vy linfocitos
T, y comprende entre un 10 y un 15% de las células del estroma. Por ultimo, el componente
vascular estd formado principalmente por una red de vasos sanguineos. Una adecuada
angiogénesis es crucial dada la ciclicidad intrinseca del endometrio y la gran variedad de
procesos que sustenta, siendo indispensable para el desarrollo endometrial, la implantacion

y la placentacion.

Estos cuatro compartimentos se encuentran distribuidos en las dos capas endometriales
principales: funcional y basal. La capa funcional se transforma y regenera cada mes durante
la menstruacion, mientras que la capa basal se encarga de que esta regeneracién ciclica se
dé de manera rapida y eficiente gracias a su reservorio de células madre (Simén et al., 2009)
(Figura 1B).

A) B)

Componentes estromal e inmune) =
Componente epitelial

Células del Fibroblastos -
sistema inmune y matriz Fp”.el'?
‘ :‘ extracelular Glandulas uminal
- ERE
- )
| T
' c
=]
Componente » 9 .
vagcular N E Endometrio
Red de vasos {
sanguineos .
g
]
I ©
i m
Miometrio
Perimetrio

Figura 1. Anatomia de los 6rganos internos del aparato reproductor femenino y composicion del
endometrio. A) Principales o6rganos internos del aparato reproductor femenino y segmentos
anatémicos uterinos. B) Composicion del endometrio. Se esquematizan las tres capas que forman la
pared uterina (perimetrio, miometrio y endometrio), los cuatro componentes que forman el endometrio
(epitelial, estromal, vascular e inmune) y las dos capas en las cuales se distribuyen esos cuatro
compartimentos (basal y funcional). Figura creada con Biorender.com
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2. Ciclo menstrual, regulacion hormonal e implantacion

embrionaria

2.1. El ciclo menstrual

El endometrio es un tejido multicelular y dinamico que sufre modificaciones durante el ciclo
menstrual provocando su constante renovacion. Esta renovacion esta orquestada por
cambios ciclicos en los niveles de las hormonas esteroideas, principalmente 17B-estradiol
(estradiol, E2) y pregn-4-en-3,20-diona (progesterona, P4), guiados por el eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal. De forma breve, el hipotalamo, mediante la liberacion pulsatil de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), influencia la produccién de hormona
foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) por parte de la hipdfisis. Estas
gonadotropinas se encargan de regular la actividad ovarica, induciendo la produccion y
liberacion de E2 y P4 por parte de las células de la teca y la granulosa, fomentando también
la foliculogénesis y, en ultima instancia, la ovulacion. Son estas hormonas las que, al unirse
a sus receptores endometriales, regulan los cambios morfoldgicos y funcionales del tejido. En
definitiva, el ciclo menstrual es el resultado de interacciones altamente reguladas entre el
cerebro, la hipdfisis, los ovarios y el endometrio, conllevando cambios tanto a nivel ovarico

como a nivel endometrial (Jones and Lopez, 2013; Ramirez-Gonzalez et al., 2016).

El ciclo menstrual tiene una duracién media de 28 dias, con un rango de variacién de entre
21 y 35 dias, extendiéndose desde la menarquia (primera menstruacion, en torno a los 12
anos) hasta la menopausia (ausencia de menstruacion, que se da entre los 45 y los 53 afios).
A nivel endometrial, se divide en menstruacién, fase proliferativa y fase secretora. De forma
paralela, en el ovario, ocurren las fases folicular y lutea. La menstruacion y la fase proliferativa
coinciden con la fase folicular ovarica, mientras que la fase secretora endometrial se da al
mismo tiempo que la fase lutea ovarica (Jones and Lopez, 2013; Ramirez-Gonzalez et al.,
2016; Jain et al., 2022). A continuacién, se detallan las caracteristicas de estas fases (Figura
2):

e Menstruacion (dias 0-5/7): En ausencia de un embarazo, el cuerpo luteo ovarico
degenera, provocando el descenso en los niveles de P4. En consecuencia, en la capa
funcional endometrial se producen una serie de eventos celulares y moleculares,
como apoptosis e inflamacién, que culminan con su desprendimiento y expulsién a
través del canal cervical, lo que se conoce como menstruacion. Seguidamente, esta
capa es regenerada rapidamente gracias a las células madre de la capa basal,

comenzando asi la fase proliferativa.



e Fase proliferativa/fase folicular (dias 5/7-14): Los foliculos en creciente desarrollo
en el ovario secretan E2, llevando al endometrio a crecer y desarrollarse, aumentando
el tamafio de las glandulas y el aporte sanguineo. Debido al aumento continuado de
los niveles estrogénicos, se produce un pico de LH en sangre que causa la rotura del
foliculo dominante, la liberacién del évulo a las trompas de Falopio y, por tanto, la
ovulacion (9-12 horas posteriores al pico de LH), dando comienzo a la fase

secretora/lutea.

e Fase secretoral/fase litea (dias 14-28): Durante esta fase, el ambiente endometrial
se prepara para la posible llegada e implantacion de un embridén y para el adecuado
mantenimiento de un embarazo: el endometrio se engrosa, las glandulas secretan
glucégeno y moco, y los musculos del miometrio se contraen menos frecuentemente
que en la fase anterior. Estos cambios vienen fomentados por la transformacion del
foliculo ovulado en un cuerpo luteo, el cual libera P4, aumentando sus niveles en
sangre, que se mantendran en el caso de que se dé un embarazo. La fase secretora
puede dividirse en temprana (dias 14-18), media (dias 18-24) y tardia (dias 24-28).

Ovulacion
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Figura 2. El ciclo menstrual. En la figura se esquematizan las fases del ciclo menstrual endometrial
(menstruacion, proliferativa y secretora) y ovarico (folicular y lutea) asi como las concentraciones relativas
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en suero de estradiol (E2), progesterona (P4), hormona luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante
(FSH). Figura creada con Biorender.com

2.2. Ventana de implantacidn, receptividad y regulacién hormonal

Durante la fase secretora media, el endometrio sufre cambios morfoldgicos, histoldgicos,
celulares, funcionales y en ultima instacia moleculares que permiten que adquiera su fenotipo
receptivo caracteristico y se encuentre en un estado 6ptimo para la implantaciéon embrionaria,
mantenimiento del embarazo y posterior desarrollo placentario (Noyes et al., 1975; Talbi et
al., 2006). Al corto periodo de tiempo de entre 2 y 5 dias dentro de la fase secretora media,
en el cual el endometrio se encuentra en un estado de maxima receptividad endometrial,
se le conoce como ventana de implantacién (WOI, window of implantation) (Bergh and
Navot, 1992; Harper, 1992; Wilcox et al., 1999).

La reproduccion humana es inesperadamente ineficiente en comparaciéon con otras especies,
ya que solo alrededor de un 25% de las concepciones naturales acaban en recién nacidos
vivos (Zinaman et al., 1996). La implantacién embrionaria es un paso limitante que requiere
de una comunicacion coordinada y bidireccional entre el embrién y el endometrio. Aunque la
calidad embrionaria es uno de los principales determinantes del éxito de este proceso, un
endometrio competente es completamente necesario para conseguir la implantacion y el
desarrollo embrionario temprano (Somigliana et al., 2018; Craciunas et al., 2019; Pirtea et al.,
2021; Gill et al., 2024).

Para asegurar la sincronia entre el embrion y el desarrollo endometrial, de forma que el 6vulo
recién fecundado llegue al endometrio en su momento de maxima receptividad y consiga
implantar, se requiere de una rigurosa y coordinada sefializacion hormonal a lo largo de todas
las fases del ciclo menstrual (de Ziegler et al., 1998). De hecho, diversos estudios confirman
que aquellas mujeres con niveles suboptimos de P4 en suero durante la fase secretora
temprana y/o media ven reducidas sus probabilidades de conseguir y mantener un embarazo
a término (Thomsen et al., 2018), debido a cambios en sus perfiles de expresion génica que
dan lugar a una reduccion en la receptividad endometrial (Labarta et al., 2011; Young et al.,
2017).

A parte de la ya descrita relevancia de E2 y P4 en el correcto funcionamiento del ciclo
menstrual y el desarrollo endometrial, mediante la modulacién de la expresion génica de las
células epiteliales y estromales, y la remodelacion funcional y estructural que ocurre durante
la decidualizacion, otras hormonas juegan un papel clave en este proceso. En los ultimos

afos, la deteccién del receptor de andréogenos en tejido endometrial ha sentado las bases



para la demostracion del papel crucial que los andrégenos poseen en la regulacién del ciclo
menstrual. Diversos estudios han demostrado que estas hormonas afectan al proceso de
decidualizacion, reducen la proliferacién, migracion y supervivencia de células epiteliales, asi
como la diferenciacién celular durante el embarazo y la regeneracion durante la menstruacién
(Simitsidellis et al., 2018; Gibson et al., 2020). Ademas, la desregulacion de sus niveles se ha
asociado con enfermedades como la endometriosis y el cancer endometrial (Simitsidellis et
al., 2018). Por su parte, los glucocorticoides, como el cortisol, también son importantes en la
funcion endometrial y el mantenimiento del embarazo. Sin embargo, niveles elevados de
estos esteroides pueden llegar a impedir la consecuciéon de un embarazo (Whirledge and
Cidlowski, 2017; Bhaumik et al., 2023).

Lejos de actuar de forma independiente, muchos estudios han evidenciado la interconexion
de todas estas hormonas (E2, P4, andrégenos y corticosteroides) y la regulacion mutua de
su actividad y sus niveles. De hecho, durante la fase secretora, cuando la produccién de P4
es alta, se reduce la expresion de los receptores de estrogenos, disminuyendo asi el ambiente
estrogénico (Tseng and Gurpide, 1975). Por otro lado, mientras que los estrégenos aumentan
la expresion del receptor de andrégenos, la progesterona la disminuye, regulando asi la
actividad androgénica endometrial (Simitsidellis et al., 2018). La conexion de estas hormonas
no se limita Unicamnete a su regulacién a nivel de receptores, si no que se encuentran
intimamente relacionadas dado que son producidas en la misma ruta biosintética, la ruta de
sintesis de hormonas esteroideas, siendo unas las precursoras de las otras (Bremer and
Miller, 2014).

2.3. Mecanismos moleculares en la implantacion y el desarrollo

embrionario temprano

Aunque el riguroso control de las hormonas esteroideas sobre el desarrollo endometrial juega
un papel clave en la sincronia endometrio-embrion, otros mecanismos moleculares, como los
que se van a describir a continuacién, son también imprescindibles para asegurar el buen

funcionamiento de todos estos procesos.

Los primeros pasos del desarrollo embrionario tienen lugar en las trompas de Falopio; una
vez el 6vulo ha sido fecundado exitosamente por un espermatozoide, se suceden una serie
de divisiones celulares que dan lugar a la formacion del blastocisto (dia 5-6 del desarrollo
embrionario), compuesto por la masa celular interna, que dara lugar a las estructuras fetales,
y el trofoectodermo, una capa de células que rodea a la masa celular interna y que dara lugar

a la placenta (Figura 3). En este estadio, el embrién se desprende de la zona pelucida (capa
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protectora glicoproteica), en un proceso denominado hatching, y un subconjunto de células

del trofoectodermo interactiia con las células endometriales del fundus uterino, mediando la

adhesion al endometrio durante la implantacion. Este proceso tiene lugar en tres fases

secuenciales, que requieren de la correcta expresion de moléculas por parte del embrion, la

adecuada progresién endometrial y alcance del estado de receptividad, y la comunicacién

coordinada entre ambos mediante la activacion de diversas rutas de sefializacion (Figura 3)

(Massimiani et al., 2019; Ojosnegros et al., 2021):

2.

Aposicion: La aposicién constituye el primer contacto fisico débil entre el
blastocisto y el endometrio a través de las células del trofoectodermo, encontrando
el blastocisto un sitio para implantar guiado por el endometrio. Las
microvellosidades de la superficie apical del trofoectodermo interdigitan con los
pinopodos localizados en la superficie apical del epitelio uterino, haciendo que las
membranas de ambos se encuentren paralelas. Este primer contacto desencadena
el dialogo materno-fetal, que promueve la proliferacién estromal, inhibe la apoptosis
endometrial e induce la decidualizacién y la permeabilidad vascular, promoviendo

que el ambiente endometrial sea éptimo para las siguientes fases (Figura 3A).

Adhesion: La asociacion entre el endometrio y el trofoectodermo se vuelve mas
fuerte con la interaccién de las moléculas de adhesién (integrinas, cadherinas y
selectinas). Esta unién estable promueve la activacion de rutas de sefializaciéon
esenciales para que continue y aumente la decidualizacion. Una vez que se ha
producido la adhesién, el epitelio se abre, permitiendo que el trofoectodermo lo

atraviese (Figura 3B).

Invasién: El trofoectodermo invade el componente estromal endometrial para
alcanzar el componente vascular y asegurar el suministro de sangre. Al hacerlo,
las células trofoblasticas proliferan y se diferencian en tipos celulares especificos;
el sincitiotrofoblasto, que constituye la interfaz entre el embriéon y los vasos
sanguineos maternos, y el citotrofoblasto. Para que esto ocurra, el embrién debe
cruzar una intrincada matriz compuesta por colageno, lamininas y otras proteinas,
la cual degrada parcialmente secretando diferentes tipos de proteinasas. Estos
factores son secretados por diferentes tipos celulares de la superficie materno-fetal,
tanto del trofoectodermo como del endometrio, promoviendo asi la invasién, pero

regulando también su extension (Figura 3C).
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Figura 3. Mecanismos moleculares en la implantacion y el desarrollo embrionario temprano. La
implantacién embrionaria ocurre en tres fases secuenciales: A) aposicion, B) adhesién y C) invasion. Los
principales mecanismos moleculares subyacentes se esquematizan en la figura. MCI: masa celular interna.
Figura creada con Biorender.com

Culminada la implantacion, el embrién comienza su desarrollo, que finalizara con un
embarazo a término. La tolerancia inmune materno-fetal, proceso que hace referencia a los
mecanismos llevados a cabo por la decidua para proteger al embrién del sistema inmune
materno, es clave en el mantenimiento y continuidad del embarazo. En este proceso, las
células T reguladoras producen citocinas inmunosupresoras, como la interleucina 10 (IL-10),
para suprimir la respuesta inmune e inducir la inmunotolerancia. Otras células importantes
son las NK, que ayudan y favorecen el embarazo aumentando la angiogénesis y reduciendo

la inflamacion, mediando asi en el desarrollo placentario (Massimiani et al., 2019).

Es de vital importancia estudiar y entender aquellos factores que puedan afectar al proceso
de implantacién endometrial y desarrollo temprano a través de alteraciones en sus
mecanismos subyacentes (adhesién, sistema inmune, sefalizacion), los cuales reducen las

probabilidades de alcanzar un embarazo a término.
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3. Esteroidogénesis y ruta de sintesis de hormonas

esteroideas

Las hormonas esteroideas, o esteroides, son un grupo de moléculas derivadas del
colesterol (ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano) que poseen un papel clave en dirigir
procesos fisioldgicos complejos en el cuerpo humano. Entre estos procesos destaca el
metabolismo, la respuesta al estrés o la diferenciacion sexual y reproduccién, entre otros,
alterando importantes procesos fisiopatolégicos, y estando durante décadas en el punto de
mira de la comunidad cientifica. En mamiferos, se han definido seis familias de hormonas
esteroideas diferenciadas quimica vy biolégicamente: estrégenos, progestagenos,
andrégenos, glucocorticoides, mineralocorticoides y vitamina D (Acconcia and Marino, 2018).
La esteroidogénesis, o biosintesis de esteroides, es el proceso mediante el cual el colesterol
es convertido en hormonas esteroideas bioldégicamente activas. Este proceso tiene lugar
principalmente en las glandulas esteroidogénicas: glandulas adrenales, gbnadas (ovarios y
testiculos) y placenta. Una vez producidos, estos esteroides son liberados al torrente
sanguineo, de forma que se diseminen por el organismo y puedan ejercer sus funciones en
los 6rganos diana. Sin embargo, la produccién de esteroides no se limita Unicamente a las
glandulas esteroidogénicas, sino que también pueden producirse en esos organos y tejidos
diana a partir de la transformacién de precursores (Jones and Lopez, 2013; Bremer and Miller,
2014).

3.1. Sintesis de hormonas esteroideas en glandulas

esteroidogénicas

La esteroidogénesis en las glandulas esteroidogénicas comienza con la entrada del colesterol
a la célula y su transporte hasta la membrana mitocondrial externa. La liberacién de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) por parte de la hipdfisis provoca su movilizacion y
entrada a la ruta de sintesis de hormonas esteroideas; ahi es cuando la proteina reguladora
aguda esteroidogénica (StAR) transfiere el colesterol a la membrana mitocondrial interna,
donde se encuentra localizada la enzima CYP11A1 (Cytochrome P450 Family 11 Subfamily
A Member 1), y se da el primer paso de la ruta: la conversion de colesterol en pregnenolona
(Figura 4). Este paso inicial, altamente regulado y limitante, sélo puede ser realizado por
ciertas células del organismo, como las células de Leydig en los testiculos, células de la teca
en los ovarios, células trofoblasticas en la placenta, y células del cortex en la glandula adrenal
(Ghayee and Auchus, 2007; Jones and Lopez, 2013; Bremer and Miller, 2014).
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El segundo paso dentro de la produccidon de esteroides conlleva la metabolizacion de la
pregnenolona en diferentes intermediarios y esteroides activos (Ghayee and Auchus, 2007)
(Figura 4). La produccién de unas hormonas u otras por cada una de las glandulas
esteroidogénicas responde a la expresion diferencial de enzimas; de hecho, incluso dentro
de cada glandula, hay esteroides que solo son sintetizados en un tipo celular concreto
(Ghayee and Auchus, 2007; Schiffer et al., 2019). Las glandulas adrenales estan formadas
por tres zonas funcionales diferenciadas que sintetizan un tipo hormonal concreto: la zona
externa o zona glomerulosa sintetiza aldosterona; la zona media o zona fasciculata sintetiza
cortisol; y la zona interna o zona reticularis sintetiza precursores androgénicos como la
dehidroepiandrosterona (DHEA) (Ghayee and Auchus, 2007; Schiffer et al., 2019). Es decir,
las glandulas adrenales se encuentran mas centradas en la sintesis de corticosteroides,
andrégenos y precursores androgénicos. Sin embargo, los testiculos y los ovarios, que
poseen limitada capacidad de sintetizar aldosterona o cortisol, priorizan la sintesis de
andrégenos y estrogenos (Ghayee and Auchus, 2007). En el ovario, la esteroidogénesis
también se encuentra compartimentalizada: las células de la teca producen androstenediona
(A4), un andrégeno débil, a partir del colesterol, pasando por la 17-hidroxipregnenolona
(170HPS5) y la DHEA, mientras que las células de la granulosa, que no pueden producir sus
propios andrégenos, se encargan de utilizar esta A4 para transformarla en testosterona (T) y
finalmente en E2 y estrona (E1). Por su parte, el cuerpo luteo se encarga de la produccién de
P4 directamente a partir de la pregnenolona, que, ademas de servir de precursora para otros
esteroides, viaja por el torrente sanguineo hacia otros 6rganos como el utero y las glandulas

mamarias (Jones and Lopez, 2013; Schiffer et al., 2019).
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Figura 4. Versiéon resumida de la ruta de sintesis de hormonas esteroideas. Las flechas continuas
indican transformaciones directas entre hormonas, mientras que las lineas discontinuas indican
transformaciones no directas, no mostrandose los intermediarios. Resaltadas en rojo se encuentran aquellas
enzimas que se expresan en tejido endometrial segun la literatura, y las transformaciones que se dan en
endometrio estan encuadradas. Los niveles androgénicos, estrogénicos y de corticosteroides en el
microambiente endometrial se modifican por las conversiones de unos precursores en otros. 170HP5: 17-
hidroxipregnenolona; 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; 3BHSD: 3-beta-hydroxysteroid dehydrogenase;
11BHSD: 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase; 17HSD: 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase; COMT:
Catechol-o-methyltransferase; CYP1A1: Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A Member 1; CYP11A1:
Cytochrome P450 Family 11 Subfamily A Member 1; CYP11B1: Cytochrome P450 Family 11 Subfamily B
Member 1; CYP11B2: Cytochrome P450 Family 11 Subfamily B Member 2; CYP17A1: Cytochrome P450
Family 17 Subfamily A Member 1; CYP19A1: Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1; CYP21A2:
Cytochrome P450 Family 21 Subfamily A Member 2; DHEA: dehidroepiandrosterona. Figura creada con
Biorender.com con informacién extraida de Ghayee and Auchus 2007 y Bremer and Miller 2014.

En la biosintesis de hormonas esteroideas estan involucradas principalmente dos clases
funcionales de enzimas: las enzimas de la familia del citocromo (CYP) 450 vy las enzimas
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) (Bremer and Miller, 2014). Las enzimas CYP se
pueden dividir en tipo |, localizadas en la membrana mitocondrial interna (como es el caso de
la anteriormente mencionada CYP11A1) y tipo Il, localizadas en el reticulo endoplasmico.
Concretamente, en la esteroidogénesis participan 7 enzimas CYP: CYP11A1, CYP11B1
(Cytochrome P450 Family 11 Subfamily B Member 1), CYP11B2 (Cytochrome P450 Family
11 Subfamily B Member 2), CYP17A1 (Cytochrome P450 Family 17 Subfamily A Member 1),
CYP21A2 (Cytochrome P450 Family 21 Subfamily A Member 2) y CYP19A1 (Cytochrome
P450 Family 19 Subfamily A Member 1) y CYP1A1 (Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A
Member 1) (Bremer and Miller, 2014) (Figura 4). Las enzimas HSD también se dividen en
dos superfamilias basandose en su plegamiento: las deshidrogenasas de cadena corta y las

aldo-ceto reductasas. La funcion de las enzimas de ambas familias es la de catalizar la
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conversion de un hidroxiesteroide en su homadlogo cetoesteroide correspondiente y viceversa,
regulando asi su actividad en receptores esteroideos especificos (Schiffer et al., 2019). Dentro
de esta clase funcional, en la esteroidogénesis intervienen enzimas como las 3HSDs (3-
beta-hydroxysteroid dehydrogenases), las 11BHSDs (11-beta-hydroxysteroid
dehydrogenases) y varias 17BHSDs (17-beta-hydroxysteroid dehydrogenases) (Bremer and
Miller, 2014) (Figura 4). Cabe destacar, como se puede observar en la Figura 4, que muchas
de las reacciones catalizadas por las enzimas HSD son reversibles y pueden funcionar
bidireccionalmente; sin embargo, la realidad es que, in vivo, una direccionalidad predomina
frente a la otra (Bremer and Miller, 2014). Una excepcién a esta regla es el caso de las dos
isoformas de la enzima 3BHSD (3BHSD1 y 2), la cual se encarga, entre otras, de la
transformacion de pregnenolona en progesterona (Figura 4), y cuya reaccion es irreversible
(Schiffer et al., 2019).

3.2. Sintesis de hormonas esteroideas en endometrio:

intracrinologia

A pesar de que tradicionalmente se ha descrito que la produccion de esteroides activos esta
Unicamente limitada a las glandulas esteroidogénicas, en los ultimos afos, un gran numero
de estudios ha demostrado que otros 6rganos o tejidos, como el cerebro, el intestino o incluso
el endometrio, poseen la maquinaria enzimatica necesaria para producir esteroides activos a
partir de precursores esteroideos en sangre. Esta capacidad de transformacién de los tejidos
periféricos fue acufiada con el nombre de intracrinologia (Labrie et al., 1988). En estos
tejidos, las hormonas ejercen su funcion directamente en la célula en la cual se han producido,
sin ser liberados extracelularmente; esto hace de la actividad intracrina un sistema local mas
eficiente que la actividad endocrina (donde las hormonas son liberadas al torrente sanguineo,
se transportan y ejercen su funcion sobre un érgano o tejido distante), ya que se necesitan
concentraciones hormonales mucho menores para ejercer la misma funcion, ademas del

ahorro de tiempo que supone no tener que transportarlas (Labrie, 1991).

La expresién diferencial de enzimas esteroidogénicas en cada tejido periférico implica que la
produccién de hormonas especificas para el correcto funcionamiento de dicho tejido es
diferente entre ellos, asi como las rutas e intermediarios producidos. En concreto, en tejido
endometrial, se ha descrito la expresién de enzimas 17BHSDs tipo 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12,
y 14, asi como sulfatasas (STS (Steroid sulfatase) y SULT1E1 (Sulfotransferase family 1E
member 1)), la aromatasa (CYP19A1), 3HSDs, SRD5As (Steroid 5 alpha-reductase),
AKR1C (Aldo-keto reductase type 1C), y 11BHSD tipo 2, enzima encargada de la conversion

de cortisona en cortisol y su inactivacion, regulando los niveles corticosteroides endometriales
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(Figura 4, enzimas marcadas en rojo). Algunos estudios también han reportado la deteccién
de las enzimas encargadas de convertir el colesterol en DHEA (CYP11A1, CYP17A1 y StAR),
proceso hasta ahora descrito Unicamente para las glandulas esteroidogénicas, sugiriendo que
el endometrio también seria capaz de producir esteroides activos a partir de colesterol, a
pesar de que todavia ningun estudio ha identificado esteroidogénesis de novo en tejido

endometrial (Konings et al., 2018).

El esteroide DHEA es uno de los precursores androgénicos y estrogénicos principales en
tejidos periféricos, debido a su elevada concentracion tanto en sangre como en dichos tejidos.
En el endometrio, debido a la expresion de las enzimas 3HSDs, este precursor inactivo se
transforma en A4 y T, creando asi un ambiente androgénico propio (Labrie et al., 2017)
(Figura 4). Los estrogenos también pueden transformarse y producirse en tejido endometrial
a partir de la conversion de andrégenos (A4 y T) por la aromatasa (Gibson et al., 2013)
(Figura 4). Ademas, tanto los andrégenos como los estrogenos pueden producirse por la
interconversion entre sus formas mas activas (173-hidroxiesteroides, Ty E1) y menos activas
(ceto-esteroides, A4 y E1) mediante las enzimas 17BHSDs: la tipo 1 cataliza la produccion de
T y E2 a partir de A4 y E1, respectivamente, mientras que la tipo 2 cataliza la conversion
inversa (Gibson et al., 2020) (Figura 4). Las formas 173-hidroxiesteroides son mas activas
debido a que poseen una mayor afinidad por los receptores que las formas ceto-esteroides.
La actividad local de las enzimas 17BHSDs determina la tasa de transformacion de unas
formas en otras y por tanto el balance estrogénico/androgénico en el microambiente
endometrial (Konings et al., 2018). Cabe destacar que, en endometrio, los sustratos
empleados para estas conversiones varian en funcion de la fase del ciclo menstrual, dado
que las enzimas expresadas en las células endometriales difieren entre fases (Hausknecht et
al., 1982; Maentausta et al., 1991; Gibson et al., 2013).

La intracrinologia endometrial es crucial para la generacién de un microambiente
endometrial adecuado que pueda soportar y nutrir al blastocisto implantado, llevando el
embarazo a término. De hecho, se han asociado los niveles de P4 en el microambiente
endometrial con su progresion a lo largo del ciclo menstrual y los desplazamientos de la
ventana de implantacién (Labarta et al., 2021), siendo también los niveles de E1, E2
(concretamente el ratio E2:E1) y andrégenos en endometrio esenciales para el inicio y
mantenimiento de la decidualizacion (Gibson et al., 2013, 2016). Ademas, se han descrito
alteraciones en el control intracrinoldgico y en los niveles de esteroides endometriales tanto
en endometriosis como en cancer endometrial (Gibson et al., 2018, 2020; Konings et al.,
2018), recalcando de nuevo la idea de que una precisa regulacién hormonal, tanto a nivel

global como a nivel intracrino, es necesaria para el correcto funcionamiento endometrial.
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Asimismo, numerosos estudios han reportado una falta de correlacion entre los niveles de
esteroides en sangre y endometrio (Huhtinen et al., 2012, 2014; Labarta et al., 2021).
Concretamente, las concentraciones de estrogenos (E1 y E2) son hasta 5 veces mayores en
tejido endometrial que en sangre durante la fase proliferativa y hasta 1.5 veces mayores en
fase secretora, siendo por tanto sus concentraciones ciclo-dependientes (Huhtinen et al.,
2012, 2014). En cuanto a los andrdégenos y precursores androgénicos, las concentraciones
de DHEA también son mayores en tejido endometrial que en suero, al contrario de lo que
ocurre para T y A4, cuyas concentraciones son menores en tejido endometrial y ademas no
varian en respuesta a la fase del ciclo menstrual (Huhtinen et al., 2014). Cuando hablamos
de los progestagenos, los resultados no parecen tan claros; aunque en este mismo estudio
Huhtinen y colaboradores reportaron no observar diferencias significativas en los niveles de
P4 y P5 (y sus derivados 17-hidroxi) entre suero y endometrio (Huhtinen et al., 2014), un
estudio mas reciente, llevado a cabo por Labarta y colaboradores en 2021, si reportd
diferencias, encontrandose una relacién entre las concentraciones de P4 en el microambiente
endometrial y su progresion, mientras que esta relacidon no aparecia con las concentraciones
de P4 en suero (Labarta et al., 2021).

El conjunto de estos hallazgos pone de manifiesto la necesidad de evaluar directamente los
niveles de metabolitos esteroideos en el microambiente endometrial, aportando informacion
directa de como podrian afectar a la fisiologia endometrial y, por ende, a la implantacion y el

desarrollo embrionario.

4. EIl estrés como factor que afecta negativamente a la

funcion endometrial

Alo largo de los afios, diversos factores han sido evaluados por su efecto sobre la progresion
y maduracion endometrial, el proceso de implantacion y los resultados reproductivos. En
primer lugar, es conocido el papel clave que poseen unos adecuados niveles hormonales,
tanto a nivel sistémico como la produccion intracrina en el microambiente endometrial, sobre
el control del ciclo menstrual y la implantacion embrionaria. Ampliamente conocido es también
el efecto de la estimulacién ovarica sobre el transcriptoma endometrial, principalmente en la
fase secretora media, pudiendo producir desplazamientos de la WOI que conlleven a fallos
de implantacion (Horcajadas et al., 2008; Li et al., 2020b); asi como los efectos negativos de
las patologias endometriales sobre la funcion endometrial (Devesa-Peiro et al., 2020).
También se incluyen factores intrinsecos de la paciente como la edad o el indice de masa
corporal (IMC), a pesar de que existen controversias en los resultados obtenidos con respecto

a ambos. La edad afecta negativamente no sélo a nivel ovocitario sino también a nivel uterino
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y endometrial, habiéndose evidenciado cambios en la expresion génica y en parametros
morfolégicos y funcionales, que en conjunto conllevan una alteracién de las tasas de éxito
reproductivo (Devesa-Peiro et al., 2022; Pathare et al., 2023; Wu et al., 2023; Marti-Garcia et
al., 2024). En lo que respecta al IMC, se han observado desplazamientos de la ventana de
implantacién de hasta 1 dia (Bellver et al., 2021), alteraciones en los perfiles de expresion
génica (Comstock et al., 2017) y peores resultados reproductivos, con menores tasas de
embarazo (Bellver et al., 2007, 2010) y recién nacido vivo (Zheng et al., 2024), en aquellas
pacientes con elevados valores de IMC. Factores relacionados con el estilo de vida, como el
consumo de alcohol y tabaco, también se han asociado con menores tasas de éxito en los
tratamientos de reproduccién asistida (TRA) (Soares et al., 2007; Waylen et al., 2009; Rossi
et al.,, 2011; Rao et al., 2022). Finalmente, el estrés, un factor altamente presente en las
mujeres que se enfrentan a la infertilidad (Bagade et al., 2023) y a los TRA (Munoz et al.,
2009), también ha sido relacionado con peores resultados reproductivos (Klonoff-Cohen et
al., 2001; Ebbesen et al., 2009). Sin embargo, su efecto directo a nivel endometrial no ha sido

todavia dilucidado.

4.1. Fisiologia de la respuesta al estrés

El estrés podria definirse como un estado de homeostasis alterada que se desencadena
cuando un individuo se expone de forma puntual, intermitente o prolongada a amenazas
reales o percibidas como dafinas, tanto fisica como psicolégicamente, que hacen que sea
incapaz de adaptarse al ambiente que lo rodea. Ante este tipo de situaciones, los estimulos
percibidos como amenazantes provocan la denominada respuesta al estrés, que implica un
conjunto eficiente y altamente conservado de sistemas interrelacionados que tiene como
objetivo mantener la integridad fisiolégica del individuo incluso en las circunstancias mas
exigentes, recuperando asi la homeostasis (Ising and Holsboer, 2006; Ulrich-Lai and Herman,
2009).

La respuesta mas inmediata frente a una situacion estresante viene dada por el sistema
nervioso autbnomo simpatico y parasimpatico, que provoca alteraciones rapidas en los
estados fisioldgicos, como un aumento del ritmo cardiaco y de la presion sanguinea mediante
la excitacion del sistema cardiovascular. Seguidamente, se produce la activacion del eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal, que, en ultima instancia, provoca una elevacion de los niveles
de cortisol circulantes (aproximadamente en los 10-15 minutos posteriores). Mas en detalle,
cuando un individuo considera una situacién como alarmante o estresante, el hipotalamo
reacciona sintetizando la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la cual activa la

liberacion de ACTH por parte de la hipodfisis. La ACTH viaja hasta la glandula adrenal
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activandola, aumentando la sintesis de StAR y ofras enzimas importantes en la ruta
esteroidogénica, y promoviendo por tanto la produccion pulsatii de glucocorticoides,
especialmente cortisol, que seran liberados al torrente sanguineo y repartidos por todo el
organismo para activar el estado de alerta en otros sistemas, 6rganos o tejidos, y promover
respuestas adaptativas que son beneficiosas y necesarias para el organismo, como la
movilizacién de energia (Figura 5). La produccion de glucocorticoides se encuentra auto-
regulada a través de feedback negativo, lo cual, unido al proceso de degradacién de los
glucocorticoides liberados, provoca el retorno a los niveles basales de cortisol tras finalizar la
exposicion al estresor. De hecho, el éxito del afrontamiento del estrés radica en una
regulacién adecuada de la respuesta al estrés y una finalizacion eficaz de dicha regulacion
cuando el estimulo ha cesado o cuando el individuo se ha adaptado a la nueva situacion (Ising
and Holsboer, 2006; Ulrich-Lai and Herman, 2009; Herman et al., 2016).
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Figura 5. Fisiologia de la respuesta al estrés. En la figura se esquematizan los pasos de la respuesta
fisiolégica al estrés que sigue a la activacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, y que finaliza con la
liberacién de glucocorticoides, principalmente cortisol, al torrente sanguineo y su diseminacion por el
organismo. ACTH: hormona adrenocorticotropa; CRH: hormona liberadora de corticotropina. Figura creada
con Biorender.com

Cabe destacar que el estrés es una variable compleja, multifactorial y subjetiva que varia
entre individuos, de modo que una misma situacién no resulta igual de estresante para todos.

De hecho, las caracteristicas propias tanto de los estresores como del individuo son las que
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determinan la magnitud y la duracion de la respuesta al estrés por parte del eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal. Factores que modifican esta respuesta podrian ser el sexo (marcado por
las diferentes hormonas predominantes en mujeres (P4 y E2) y hombres (T), que son capaces
de alterar el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, siendo mayor la variabilidad de la respuesta
en mujeres que en hombres) o la edad (en la pubertad las respuestas son mas acentuadas
que en la adultez). Ademas, también es importante considerar el proceso de adaptacion al
estrés en respuesta a la exposicion repetida a un mismo estresor, que va a depender tanto
del individuo como de la severidad y duracién del estimulo estresante. Tras esta adaptacion,
se observa una reduccion en la activacién del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (Herman,
2013; Herman et al., 2016).

Mientras que el estrés a corto plazo es adaptativo y promueve la supervivencia del individuo,
una activacion prolongada del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal puede llegar a alterar
gravemente la fisiologia del individuo. Esta situacion, caracterizada por un estado de angustia
o sufrimiento que hace que una persona sea incapaz de adaptarse a una situacion
amenazante se define como distrés emocional o estrés crénico, y va acompanada de un
trastorno psicolégico que amenaza gravemente la homeostasis del individuo (Herman, 2013).
Los trastornos relacionados con el estrés, son aquellas enfermedades cuya causa, inicio
o desarrollo se encuentra sustancialmente influenciada por esta importante disrupcion de la
homeostasis individual (Ising and Holsboer, 2006). Dentro de estos trastornos, podemos
encontrar desordenes cardiovasculares, como hipertension; trastornos psicologicos, como
bipolaridad (Ising and Holsboer, 2006); o afecciones del sistema nervioso central, como
alteraciones funcionales y estructurales en el hipocampo que puedan afectar a la memoria,
la cognicion y el aprendizaje, o incluso alteraciones en el numero y la estructura de las
neuronas (Yaribeygi et al., 2017). También se ha demostrado que el estrés crénico y la
depresion en pacientes oncolégicos afecta al crecimiento y la propagacién de los tumores
(Moreno-Smith et al., 2010; Dai et al., 2020), lo cual esta altamente ligado a los numerosos
efectos que presenta el estrés sobre el sistema inmune (Yaribeygi et al., 2017) y la inflamacién
(Vignjevic¢ Petrinovi¢ et al., 2023). Dado que se ha reportado que los niveles de depresién y
ansiedad en pacientes infértiles son similares a los de aquellas pacientes con otras
condiciones, como cancer o hipertension (Domar et al., 1993), es importante tener en cuenta
los niveles de estrés en poblacién infértil y su relacion con la magnitud y el desarrollo de la
infertilidad.
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4.2. Estrés e infertilidad

La infertilidad es actualmente reconocida y definida por la Organizacién Mundial de la Salud
como una enfermedad caracterizada por la incapacidad de lograr un embarazo clinico tras un
ano de relaciones sexuales regulares y sin proteccion, afectando a entre un 8 y un 12% de
las parejas en edad reproductiva en todo el mundo (Vander Borght and Wyns, 2018). Esta
puede ser categorizada como primaria cuando nunca se ha dado un embarazo, o secundaria
cuando si que se ha dado al menos un embarazo previo pero se es incapaz de lograr otro
(Vander Borght and Wyns, 2018). La infertilidad femenina se corresponde con entre un 20 y

un 35% de los casos de infertilidad (Massimiani et al., 2019).

La infertilidad impacta negativamente en la salud mental de las parejas que no logran concebir
debido principalmente al desconocimiento de la causa de infertilidad, el deseo frustrado de
ser padres, la presion social y el paso del tiempo (Munoz et al., 2009). Multiples
investigaciones han revelado una peor calidad de vida y una mayor incidencia de alteraciones
de la salud mental (ansiedad, depresidn, estrés) en mujeres infértiles en comparacion con
mujeres fértiles (Klemetti et al., 2010; Masoumi et al., 2016; Fallahzadeh et al., 2019; Bagade
et al., 2023), siendo la prevalencia de dichas alteraciones en mujeres infértiles de en torno a
un 40% (Chen et al., 2004; Volgsten et al., 2008; Sejbaek et al., 2013; Salari et al., 2024). La
principal frustracion viene dada por lo inesperado de la situacion, dado que existe la creencia
de que cualquier persona puede tener descendencia cuando lo desee, y que la infertilidad es
algo que afecta a un porcentaje muy limitado de la poblacion; esto ultimo es consecuencia
del silencio que rodea a las parejas infértiles, que en la mayoria de los casos no son capaces
0 no quieren comunicarlo de forma abierta (Llavona, 2008). Ciertamente, en un estudio
reciente desarrollado por Nagodrska y colaboradores, el 86% de los participantes solo
hablaban de su problema de infertilidad con su pareja, mientras que unicamente alrededor de
un 30% se apoyaban en amigos o familia. Sorprendentemente, un 93,2% de los participantes
no habian consultado nunca con un psicélogo, a pesar de que en esa poblacion de estudio,
el 95,2% presentaba niveles de estrés medio/alto (Nagérska et al., 2021). Aunque la
infertilidad afecta a ambos miembros de la pareja, es cierto que sus respuestas frente a la
situacion son diferentes, y, en cierta medida, para las mujeres la situacion podria considerarse

mas estresante que para los hombres (Mufioz et al., 2009; Nagorska et al., 2021).

Ademas, los TRA son procedimientos estresantes tanto fisiolégica como emocionalmente,
estrés que se suma al ya inherente a la paciente por su condicion de infertilidad. El enfrentarse
a tratamientos totalmente nuevos y desconocidos, generandose nuevos miedos y
preocupaciones relacionadas con los procedimientos médicos o los aspectos financieros, los

tiempos de espera y la incertidumbre asociada, el temor al fracaso del tratamiento, y la
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sucesion de pruebas de embarazo negativas y abortos, llevan al detrimento de la salud
mental de la paciente y al desgaste de la pareja (Klonoff-Cohen and Natarajan, 2004; Muioz
et al., 2009). De hecho, se ha evidenciado que entre un 25% y un 65% de los pacientes
sometidos a TRA presenta sintomas clinicos de estrés, ansiedad y emociones negativas
como desesperanza, baja autoestima y culpabilidad (Guerra, 2002; Nagérska et al., 2021),
habiendo calificado algunas pacientes la infertilidad y los tratamientos asociados como una
de las experiencias mas estresantes de sus vidas (Rockliff et al., 2014). Ademas, diversos
estudios han reportado que los niveles de estrés y ansiedad en pacientes son mayores una
vez han comenzado el tratamiento que los niveles basales al acudir a la clinica (Boivin and
Takefman, 1995; Klonoff-Cohen and Natarajan, 2004), estrés que va aumentando conforme
se suceden los ciclos fallidos (Verhaak et al., 2005, 2007). Dentro de los TRA, los momentos
mas estresantes para la paciente son el inicio del tratamiento, la puncién ovarica, la

transferencia embrionaria y la prueba de embarazo (Mufoz et al., 2009).

Diversos estudios han demostrado que un aumento de los niveles de estrés, evaluado
mediante cuestionarios psicoldgicos, se encuentra asociado con una reduccion de las tasas
de embarazo o aumento de las tasas de aborto (Klonoff-Cohen et al., 2001; Smeenk et al.,
2001; Klonoff-Cohen and Natarajan, 2004; Ebbesen et al., 2009; Matthiesen et al., 2011; Qu
et al., 2017; Aimagambetova et al., 2020). Asimismo, el estrés materno se ha asociado con
complicaciones gestacionales y obstétricas, como bajo peso al nacer, parto prematuro y
retraso del crecimiento intrautero (Rondod et al., 2003; Matsas et al., 2023). Sin embargo,
también hay estudios que no observan un aumento significativo del estrés en pacientes
infértiles ni encuentran una relacion con el éxito de los TRA (de Klerk et al., 2008; Pasch et
al., 2012; Mirzaasgari et al., 2023). Estas controversias en los resultados podrian ser debidas
a la diversidad de cuestionarios psicoldégicos empleados para evaluar a las pacientes, el
tamano muestral, la diversidad de poblaciones, o a la tendencia de los individuos a subestimar
y esconder los niveles de estrés reales (Rooney and Domar, 2018). Como bien apuntan
Verhaak y colaboradores, no se puede afirmar que todas las mujeres infértiles o que estan
pasando por un tratamiento de fertilidad estén estresadas, pero si que hay un numero
considerable de pacientes que desarrolla problemas emocionales relacionados con el estrés
(Verhaak et al., 2007). Esto va a depender tanto de las herramientas que posea cada individuo
para lidiar con el problema como de la propia individualidad de la persona y de su capacidad
para considerar una situacion como estresante o no, lo que condicionara la magnitud y tipo

de respuesta al estrés (Herman, 2013; Herman et al., 2016).

A nivel fisioldgico, el estrés prolongado y la produccién continuada de glucocorticoides afectan
a la adecuada regulacién del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal a diversos niveles, pudiendo

por tanto afectar a otras funciones directamente reguladas por este eje, como es la adecuada
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progresion del ciclo menstrual y la produccion hormonal (a través de la inhibiciéon del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal) (Li et al., 2010), que, en Uultima instancia, afectarian a la
implantacién y la consecucion de un embarazo a término. Estudios en modelos animales ya
evidenciaron una inhibicién de la secrecién de GnRH y FSH, y cambios en la frecuencia y la
amplitud de los pulsos de LH, dificultando la maduracion de los foliculos y afectando a la
ovulacion (Phogat et al., 1999; Dobson and Smith, 2000). Estudios en pacientes de
reproduccion asistida también han evidenciado un menor recuento de ovocitos tras puncion
en mujeres estresadas (Gurhan et al., 2009). Diversos estudios han reportado la expresién
del receptor de glucocorticoides en el ovario, donde el cortisol regula directamente la sintesis
de hormonas esteroideas (Whirledge and Cidlowski, 2013), destacando también la expresién
de las enzimas 11BHSDs, que regulan la actividad de los glucocorticoides localmente, y que,
en global, mantienen el equilibrio entre aquellas concentraciones que activan funciones que
promueven el embarazo (como la promocion del crecimiento y la invasion del trofoblasto), y
altas concentraciones que pueden comprometer el embarazo (activacion de la apoptosis y la
respuesta inmune) (Michael and Papageorghiou, 2008). Pero ademas, también actua
alterando los niveles circulantes de otras hormonas esteroideas como la P4 (Herrera et al.,
2016). En resumen, el estrés continuado como consecuencia de la infertilidad y de los TRA,
sumado al estrés de situaciones de la vida cotidiana, podria reducir las probabilidades de
lograr un embarazo a término mediante alteraciones en los niveles hormonales, asi como de

funciones clave para la implantacién embrionaria.

4.3. Evaluacion psicolégica y fisiolédgica del estrés: situacion

actual

A pesar de que se han publicado diversas guias de actuacion a lo largo de los afios por parte
de las principales sociedades de medicina reproductiva [ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Embryology), SEF (Sociedad Espanola de Fertilidad)] (Moreno et al., 2007;
Gameiro et al., 2015), todavia existe una falta de estandarizacién a la hora de evaluar y tratar
psicolégicamente a las pacientes que inician un TRA, asi como una falta de consenso sobre
cual es el seguimiento y apoyo que se deberia realizar a lo largo del tratamiento para reducir
abandonos y paliar el sufrimiento asociado a la acumulacion de ciclos fallidos. Desde hace
mas de 30 afios se han desarrollado y aplicado diversos programas de intervencion
psicolégica para mujeres infértiles, lograndose mejoras en diversos parametros de evaluacion
psicolégica (Domar et al., 1990; Galhardo et al., 2013; Sahraian et al., 2024) y, en algunos

estudios, mejoras en los resultados de los tratamientos (Dolz and Garcia, 2002; Domar et al.,
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2011; Clifton et al., 2020), aunque la heterogeneidad de todos ellos, que emplean programas

muy diversos, hace dificil su comparacién (Kremer et al., 2023).

Un estudio desarrollado por Pasch y colaboradores demostré como, a pesar de que mas de
la mitad de las pacientes sufrian de estrés y ansiedad, solo alrededor de un 20%-25% habia
recibido apoyo psicologico o informacion de la posibilidad de recibirlo. Ademas, estos
tratamientos no se habian dirigido especificamente a aquellas pacientes con mayor incidencia
de problemas psicoldgicos, sino que se habia hecho de forma homogénea para todas ellas
(Pasch et al., 2016). Estos resultados ponen de manifiesto la falta real de apoyo psicoldgico
a las pacientes y, principalmente, la falta de foco en las pacientes que realmente lo necesitan.
No se deberia confiar en que las pacientes van a ser las que pidan la ayuda psicolégica
puesto que un elevado porcentaje de las parejas infértiles no se apoyan en familiares y
amigos, y mucho menos en profesionales (Nagorska et al., 2021). Se deberia optar por un
enfoque activo por parte de los profesionales, detectando qué pacientes son las que necesitan
ayuda. De hecho, Gameiro y colaboradores, en 2013, ya reivindicaban que la optimizacién
de los tratamientos y la transicion hacia una medicina personalizada pasaria por la
implementacién de un cribado para seleccionar a aquellas pacientes con distrés psicolégico,
una recomendacion de tratamiento personalizado segun las necesidades de cada una de
ellas, y la implementacion de un flujo de trabajo en la practica clinica habitual en el que en
momentos estresantes concretos del tratamiento se proporcionase un mayor apoyo
psicolégico (Gameiro et al., 2013). Estudios mas recientes muestran como las pacientes
siguen demandando la implementacion de tratamiento psicosocial en las clinicas de
reproduccién asistida, principalmente enfocado a aquellas con sintomas de estrés o a
aquellas con tratamientos previos fallidos (SousallLeite et al., 2022; Sousa-Leite et al., 2023),
evidenciando que los tratamientos centrados en la salud mental de las pacientes continian

siendo a dia de hoy un tema pendiente.

La caracterizacién y seleccion de las pacientes que se beneficiarian de estos tratamientos
podria abordarse tanto desde la evaluacion psicoldgica como por medio de la determinacion
de los desequilibrios fisioldgicos que ocurren como consecuencia de una alteracion

psicolégica, mediante la deteccién de biomarcadores moleculares especificos.

En el plano de la evaluacién psicolégica en el ambito de la medicina reproductiva, se podria
considerar la aplicacién de dos tipos de cuestionarios de evaluacion. Por un lado, se han
desarrollado cuestionarios que evalian el impacto de la infertilidad y los tratamientos en el
bienestar de la paciente (Tabla 1). Estos, han sido especificamente desarrollados en y para
pacientes de medicina reproductiva, pero no evaluan otras dimensiones de su vida personal

y profesional, sino que se centran unicamente en los tratamientos y la infertilidad. Por otro
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lado, encontramos cuestionarios psicolégicos mas genéricos, ampliamente validados y
empleados en psicologia, que permiten evaluar el impacto de todos los aspectos de la vida
de la paciente sobre su salud mental, y que, si bien han sido empleados en diversos estudios
para evaluar a pacientes de reproduccién asistida (Smeenk et al., 2001; Pasch et al., 2012;

Aimagambetova et al., 2020), no son especificos de esta poblacién (Tabla 1).

Tabla 1. Cuestionarios psicolégicos aplicables en la evaluaciéon en medicina reproductiva.

Tl_po . Nombre Contenido/aplicacién Referencia
cuestionario
Identificar a pacientes en riesgo de (Verhaak et
Especifico SCREENFIV sufrir estrés durante el desarrollo al., 2010)
del tratamiento v
The Fertility Quality | Evaluar el impacto de la infertilidad (Boivin et
Especifico of Life (FertiQoL) y su tratamiento en la calidad de al., 2011)
tool vida de las pacientes N
Especifico The Fertility Evaluar el estrés especifico de la | (Newton et
P Problem Inventory infertilidad y los tratamientos al., 1999)
- Inventario de Detectar y evaluar la presencia y (Beck and
Genérico Depresion de Beck gravedad de la depresion Beamesder
fer, 1974)
Genérico Escala CES-D Detectar Ia. presencia de smtpmas (Radloff,
depresivos y su frecuencia 1977)
Inventario de Evaluar el estrés y la ansiedad (Spielberge
Genérico Ansiedad Estado- como estado (momentaneo) y retal.,
Rasgo como rasgo (a largo plazo) 1983)

La tabla incluye informacion acerca del tipo de cuestionario (si es especifico para la evaluacién del impacto
de la infertilidad y los tratamientos en pacientes de reproduccion asistida o por el contrario es genérico,
evaluando diferentes aspectos de la vida de las pacientes, pero que ha sido empleado en este tipo de
poblacién), nombre del cuestionario, y qué evalia o qué aplicacién tiene, asi como la referencia a la
publicacién asociada.

En lo que concierne a los biomarcadores de estrés, las investigaciones realizadas y los
resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Investigaciones realizadas en biomarcadores de estrés.

Biomarcador Mue’st_ra Resultado Referencia
biolégica
Mayor incidencia de abortos entre
. , ) . (Nepomnaschy et
Cortisol Orina aquellas mujeres con mayores niveles
: al., 2006)
de cortisol
Cortisol Suero Menores niveles c_je cortlso_l en (An et al., 2013)
mujeres con tratamientos exitosos
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. Muestra .
Biomarcador . 1z . Resultado Referencia
biolégica

Las concentraciones de cortisol en

Cortisol Pelo pelo predicen de forma significativa el (Massey et al.,

e 2016)
embarazo clinico
. . Las concentraciones de cortisol en (Massey et al.,
Cortisol Saliva . . g
saliva no predicen el embarazo clinico 2016)

. . No se encuentra una relacion entre el
Cortisol Saliva cortisol y la fecundidad (Lynch et al., 2014)

Los niveles de cortisol no estan
Cortisol Saliva asociados con los resultados (Cesta et al., 2018)
reproductivos

No se observan diferencias en los
niveles de cortisol entre mujeres
embarazadas y no embarazadas

Sueroy
endometrio

(Stevens Brentjens

Cortisol et al., 2023)

Las mujeres con mayores
: , concentraciones de alfa-amilasa
Alfa-amilasa Saliva presentan una reduccion del 29% en (Lynch et al., 2014)

la fecundidad

Las concentraciones de alfa-amilasa
Alfa-amilasa Saliva estan negativamente asociadas con | (Louis et al., 2011)
la fecundidad en el primer ciclo

Las mujeres con tratamientos

exitosos presentan menores (Smeenk et al.,
concentraciones de adrenalina que 2005)
aquellas que no logran un embarazo

Adrenalina Orina

La tabla incluye informacién acerca del metabolito evaluado, muestra biolégica en la que se evalua, resultado
de la investigacion y si el estudio evidencia una relacion entre los niveles del biomarcador y los resultados
reproductivos o no, asi como la referencia a la publicacién asociada.

Como se puede observar en la Tabla 2, los investigadores han centrado sus esfuerzos en
hallar biomarcadores en otras fuentes bioldgicas, pero no en endometrio. Dada la ya descrita
falta de correlacion entre niveles de esteroides entre suero y endometrio (Huhtinen et al.,
2012, 2014; Labarta et al., 2021), y conociendo la existencia de una produccion hormonal
intracrinoldgica (Konings et al., 2018), se requiere de estudios que evaluen los niveles
hormonales directamente en este tejido, obteniendo asi informacion directa de cémo el estrés
induce alteraciones en el microambiente endometrial, y cémo éstas se relacionan con el
potencial implantatorio endometrial en diferentes escenarios. Ademas, seria interesante
realizar un estudio de forma holistica, ya que los estudios desarrollados se centran en unas
pocas moléculas, pero es realmente la interaccion entre todas ellas, dado que estan

producidas dentro de la misma ruta metabdlica, lo que le da sentido completo al
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microambiente endometrial. Asimismo, seria también necesario determinar qué metodologia
de evaluacion psicolégica refleja mejor los cambios fisioldgicos para establecer

biomarcadores no invasivos asociados al pronéstico reproductivo.

5. Tecnologias de alto rendimiento y medicina de
precision

En las ultimas décadas, el desarrollo de las tecnologias de alto rendimiento (high-throughput
technologies) ha dado un giro a la forma de estudiar los procesos biolégicos, pasando de la
evaluacién de moléculas aisladas al estudio de la totalidad de genes, transcritos, proteinas y
metabolitos de un sistema bioldgico, disciplinas conocidas como gendmica, transcriptémica,
protedmica y metabolomica, respectivamente. Estas disciplinas estudian un sistema bioldgico
complejo desde un punto de vista holistico, ayudandonos a comprender como los cambios
que se producen a nivel genético se pueden ver reflejados a nivel funcional, permitiendo asi
descifrar el fenotipo de una enfermedad o de un escenario fisiolégico concreto (Fanos, 2016).
El uso de las 6micas es esencial para la medicina personalizada o de precision (Mirnezami et
al., 2012), también llamada medicina estratificada, la cual tiene en cuenta las variaciones
individuales en la gendmica, el perfil bioquimico, el ambiente y el estilo de vida para la toma
de decisiones en cuanto al tratamiento y la prevencion de una enfermedad, desarrollando
nuevas taxonomias y estratificando a los pacientes en funcién de sus caracteristicas
diferenciales para aplicar el mejor tratamiento para cada uno de ellos (Jacob et al., 2019)
(Figura 6). El analisis e integracién de toda la informacién de un sistema bioldgico generada
con las ciencias 6micas, gracias al uso de herramientas bioinformaticas, ha dado el impulso

a lo que se conoce como “La Era del Big Data” (Yu and Zeng, 2018).
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Figura 6. Ciencias omicas, biologia de sistemas y medicina personalizada. Las ciencias 6micas
permiten el estudio global del organismo a diferentes niveles: DNA (genémica), RNA (transcriptémica),
metabolitos (metaboldmica) y proteinas (proteémica). El estudio global del organismo, teniendo en cuenta
los diferentes factores que pueden dar lugar a variaciones en el mismo, permiten la individualizacién de los
tratamientos, lo que se conoce como medicina personalizada. Figura creada con Biorender.com

El analisis mediante el uso de tecnologias de alto rendimiento puede realizarse siguiendo dos
enfoques: no dirigido y dirigido. El primero de ellos no esta limitado a ninguna molécula
concreta y se centra en el perfilado completo de un tejido o condicidon especifica; por tanto,
es un enfoque util para generar hipotesis y descubrir biomarcadores. Por el contrario, el
analisis dirigido, como bien indica su nombre, esta dirigido a un grupo concreto de moléculas
previamente identificadas y se centra mas en el analisis cuantitativo. Cabe destacar que esta
ultima aproximacion, debido a que trabaja con una menor cantidad de datos, requiere de un
menor ajuste del p-valor, logrando asi una mayor potencia estadistica con una menor cantidad

de muestras (Agrawala and Rana, 2021; Jin and Ma, 2021).

5.1. Espectrometria de masas para la definicién de biomarcadores:

analisis del perfil esteroideo

Diferentes metodologias para la identificacion de biomarcadores metabdlicos han sido
desarrolladas e implementadas a lo largo de los afios con numerosas aplicaciones, siendo
una de los principales la deteccién temprana de enfermedades (cancer, diabetes,
enfermedades neurodegenerativas o autoinmunes) y el desarrollo de nuevos tratamientos,
sin olvidarnos de otras como toxicologia, medicina forense, nutricién y deporte, y control de
calidad (Jin and Ma, 2021; Szeremeta et al., 2021; Khoramipour et al., 2022; Xu et al., 2022;

Lista et al., 2023; Suri et al.,, 2023). Entre las técnicas mas empleadas encontramos la
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resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (mass spectrometry, MS),

entre otras.

La espectrometria de masas es una técnica analitica ampliamente utilizada en investigacion
biomédica y en el analisis clinico, gracias a su capacidad para detectar y cuantificar moléculas
con gran precision y sensibilidad. El proceso analitico basado en espectrometria de masas
generalmente consta de cuatro etapas principales (Figura 7A) (Jacob et al., 2019; Agrawala
and Rana, 2021; Ratnasekhar, 2024): (1) tratamiento de la muestra, la cual consta de dos
etapas: inactivacion de la actividad metabdlica celular (mediante el uso, entre otros, de la
congelacion a -80°C) hasta el dia de la determinacién y extracciéon de los metabolitos de la
muestra, para lo cual existen diferentes técnicas segun la naturaleza del compuesto y la
matriz bioldgica; (2) separacién cromatografica de compuestos, para la que se pueden
emplear la cromatografia de gases y la liquida. Mientras que la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) constituye la técnica de eleccién para el
analisis de compuestos organicos volatiles de bajo peso molecular (cetonas, aldehidos,
alcoholes), la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) constituye
la técnica de eleccién para la determinacion de compuestos menos volatiles. Una vez
separados cromatograficamente, los compuestos se transfieren al espectrémetro de masas,
formado, principalmente, por una fuente de ionizacién, un analizador de masas y un detector
(Figura 7B); (3) ionizacién, proceso que convierte las moléculas separadas en especies
cargadas positiva o negativamente, lo que permitira posteriormente poder separarlas en base
a su relacion masa/carga; (4) separacion de las moléculas ionizadas por el analizador y
deteccion en base a su relacion masal/carga, generando un espectro de alta resolucion.
Existen diferentes tipos de analizadores de masas que pueden combinarse formando un
tandem (MS/MS). Posteriormente se realiza un analisis de datos para identificar los
compuestos y su concentracién, pasando siempre por un pre-procesado para corregir y

maximizar los resultados.
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Figura 7. Espectrometria de masas. A) Flujo de trabajo en espectrometria de masas, formado por
cuatro pasos principales: (1) preparacién y extraccion de la muestra, (2) separacién cromatografica de
compuestos (en la imagen se representa un espectrometro de masas unido a cromatografia liquida), (3)
ionizacién y (4) separacion de los compuestos en base a su relacién masa/carga (m/z). B) Esquema de un
espectrometro de masas con sus tres componentes principales: fuente de ionizacion, analizador y detector.
La muestra, una vez separada cromatograficamente, se introduce en el espectrometro donde se ioniza
gracias a la fuente de ionizacién. Los compuestos ionizados son sometidos a un campo magnético donde
se separan en base a su relacién m/z (analizador), para ser detectados finalmente en el detector. Figura
creada con Biorender.com

La espectrometria de masas se ha empleado en los ultimos afos para el perfilado general del
metaboloma esteroideo en diversos tejidos, como pelo (Gomez-Gomez and Pozo, 2020) y
unas (Voegel et al., 2018), pero también en diferentes ambitos de la medicina. Por ejemplo,
para el diagndstico de cancer adrenocortical, se han evaluado esteroides en muestras de
orina (Hines et al., 2017) y suero (Fanelli and Di Dalmazi, 2019). También se ha evaluado el
riesgo de recaida de cancer endometrial tras crirugia (Audet-Delage et al., 2018), asi como
para el diagndstico de sindrome de ovario poliquistico en muestras de suero (Handelsman et
al., 2017). Solo unos pocos estudios han evaluado los esteroides en tejido endometrial
(Huhtinen et al., 2014; Labarta et al., 2021; Stevens Brentjens et al., 2023), siendo
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inexistentes los que tratan de emplear esta metodologia para definir biomarcadores

asociados a estrés y pronéstico reproductivo de las pacientes de reproduccion asistida.

5.2. Transcriptémica para el estudio del factor endometrial

El andlisis transcriptomico es el estudio de los cambios en la expresion génica bajo
determinadas condiciones fisiolégicas o fisiopatolégicas a través del analisis del
transcriptoma (Velculescu et al., 1997). El término transcriptoma fue acufiado por Charles
Auffray en 1996 para referirse al conjunto total de especies de RNA que se transcriben en un
determinado tipo celular, tejido u érgano, en un momento y bajo unas condiciones concretas
(Velculescu et al., 1997).

Las dos principales tecnologias de alto rendimiento utilizadas para estudiar el transcriptoma
completo son los microarrays (también conocidos como chips de DNA) (Lockhart et al., 1996)
y las tecnologias de secuenciacion de nueva generacién (Next Generation Sequencing,
NGS), como la secuenciacion de RNA (RNA-Sequencing, RNA-Seq) (Wang et al., 2009), que
permiten la secuenciacién masiva, paralela y automatizada de millones de fragmentos en una

sola tanda (Manzoni et al., 2018).

La secuenciacion de RNA (RNA-seq) permite determinar el orden de los nucleétidos de un
fragmento de cDNA (DNA complementario) (Wang et al., 2009), destacando frente a los
microarrays por sus multiples ventajas: presenta resolucion a nivel de base, pudiendo detectar
cambios en un solo nucleétido (SNPs), isoformas y variantes alélicas; amplio rango de
deteccion, lo que permite poder analizar genes con muy poca 0 con mucha expresion que no
son detectables por otras técnicas, lo que también viene fomentado por el bajo ruido de fondo;
lecturas cortas, lo que permite obtener informacién precisa; altos niveles de reproducibilidad;
menor cantidad de RNA inicial necesaria; 0 que no es necesario disponer de un genoma de
referencia, y, por lo tanto, se puede emplear para secuenciar de novo el genoma de especies
sin secuenciar (San Segundo-Val and Sanz-Lozano, 2016). A pesar de sus multiples ventajas,
las cuales la convierten en una técnica de referencia y ampliamente utilizada, esta
metodologia también presenta algunas desventajas como el alto costo y la alta complejidad
de datos generados, haciendo que su interpretacion sea compleja (San Segundo-Val and
Sanz-Lozano, 2016). Actualmente, hay disponibles diversas plataformas de referencia en

RNA-seq, siendo lllumina® una de las mas empleadas.

Los protocolos de secuenciacion de lllumina® presentan una serie de pasos principales (Stark
et al., 2019) (Figura 8): (1) Extraccion del RNA. El tipo de RNA a extraer (RNA total o algun

tipo de RNA concreto) asi como la cantidad inicial de RNA a emplear dependera del protocolo
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que se esté siguiendo; (2) Transcripcion reversa. El RNA extraido se convierte a cDNA
mediante la accion de la transcriptasa reversa; (3) Union de adaptadores. Los adaptadores
son secuencias que se unen a los extremos 3’y 5’ de los fragmentos de cDNA y cuya funcién
dependera del protocolo aplicado; (4) Amplificaciéon de los fragmentos de cDNA unidos a los
adaptadores por PCR; (5) Seleccién por tamafo de los amplicones (150-200pb); (6)
Secuenciacion. Una vez generada la libreria, ésta es introducida en el secuenciador para su
secuenciacion. Concretamente, los sistemas de lllumina® emplean secuenciacién por

sintesis.

@ Extraccion del RNA @ Transcripcion reversa @ Union de adaptadores

RNA RNA cDNA  CcDNA
Adaptadores

Seleccién por tamaiio @ Secuenciacion

Secuenciacion
por sintesis

Figura 8. Principales pasos en los protocolos de RNA-Seq de lllumina®. Los protocolos comienzan con
la extraccion del RNA de la muestra biolégica de eleccién (1), seguidos por la sintesis del DNA
complementario (2), la unién de adaptadores a los extremos 3’ y 5’ de los fragmentos de cDNA (3), la
amplificacion de estos productos (4) y su seleccién por tamafio (5). Finalmente, la libreria se introduce en el
secuenciador para su secuenciacion (6), en el caso de los protocolos de lllumina®, secuenciacién por
sintesis. Figura creada con Biorender.com

Una vez que el proceso de secuenciacion ha finalizado, los datos generados deben ser
preprocesados y posteriormente analizados mediante el empleo de herramientas
bioinformaticas. La bioinformatica es una disciplina cientifica que combina principalmente
conocimientos computacionales, estadisticos y biolégicos para llevar a cabo analisis in silico

de datos masivos generados por las tecnologias de alto rendimiento (Yu and Zeng, 2018).

Los tres pasos principales en un analisis bioinformatico consisten en (Figura 9): (1)
preprocesado y analisis exploratorio: los datos son extraidos y normalizados, y los posibles
outliers y efectos de tanda se identifican mediante el analisis de componentes principales
(principal component analysis, PCA), el cual identifica las caracteristicas que producen
mayores variaciones en la expresion génica entre muestras (Jolliffe and Cadima, 2016) y

permite su eliminacién aplicando modelos lineales; (2) Obtencién de los genes de interés:
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el analisis de expresion diferencial (differential expression analysis, DEA) identifica genes
cuya expresion se encuentra significativamente alterada entre condiciones y el analisis
tiempo/dosis identifica genes cuyo patron de expresion cambia de manera coordinada en
determinados tiempos o bajo determinadas condiciones de tratamiento (Conesa et al., 2006;
Nueda et al., 2014); (3) Analisis funcional: consiste en la identificacién de los procesos
moleculares y funciones bioldgicas que se encuentran significativamente alterados por los
cambios en la expresidn génica. Dentro del andlisis funcional, podemos diferenciar entre el
analisis de sobre-representacién (over-representation analysis, ORA) y el andlisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes (gene set enrichment analysis, GSEA) (Dugourd and
Saez-Rodriguez, 2019). Mientras que el ORA evalua si una funcién bioldgica relacionada con
un conjunto de genes es mas prevalente que lo esperado por azar, el GSEA utiliza los niveles
de expresioén para identificar si un conjunto de genes involucrados en una funcién bioldgica
determinada se encuentra sobre o infra regulado entre condiciones (Subramanian et al., 2005;
Dugourd and Saez-Rodriguez, 2019). Ambas metodologias hacen uso de bases de datos
biolégicas como Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) y Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEGG) (Kanehisa, 2000) para establecer la relacidon gen-funcion.

Normalizacién Anadlisis efectos de tanda
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Figura 9. Aproximaciones bioinformaticas para el analisis de datos transcriptémicos. El analisis de
los datos generados tras la aplicacion de un protocolo de secuenciacion del RNA consta de tres pasos
principales: A) Preprocesado y andlisis exploratorio, donde los datos son normalizados y corregidos; B)
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Obtencioén de genes de interés, el cual conlleva analisis de expresion diferencial, en el que se analizan los
genes diferencialmente expresados entre las condiciones de estudio, o analisis tiempo/dosis, el cual mide
los cambios en la expresién génica a determinados tiempos y C) Analisis funcional, que analiza las
funciones en las que estan implicados los genes diferencialmente expresados entre las condiciones de
estudio. Figura creada con Biorender.com.

5.3. Estrategias en investigacion: Ciencia de dia y ciencia de noche

El método cientifico tradicional, lo que se conoce como ciencia de dia, esta basado en la
generacion de una posible respuesta a partir de una pregunta de investigacion (hipotesis),
disenandose experimentos para testar esa respuesta y, en funcion de los resultados,
aceptando o rechazando dicha hipoétesis si los resultados concuerdan con ella o la
contradicen, respectivamente. Esta aproximacion sigue una estructura deductiva, en la que
tanto el disefio de los experimentos como su desarrollo estéan condicionados y dirigidos a la
comprobaciéon de una hipétesis dada (Figura 10 izquierda) (Yanai and Lercher, 2019). Sin
embargo, las tecnologias de alto rendimiento, asociadas a la generacion de una gran cantidad
de datos, han abierto el abanico de posibilidades en su analisis, generando nuevas
estrategias de investigacion. La ciencia de noche se mueve entre un abanico de posibilidades,
sin cerrarse a una hipotesis concreta, dejando que los propios datos generen nuevas hipétesis

siguiendo una estructura inductiva (Figura 10 derecha) (Yanai and Lercher, 2019).

El principal problema de la ciencia de dia radica en que, cuando nos focalizamos en una
hipétesis concreta y centramos todos nuestros esfuerzos en disefiar experimentos que nos
permitan validar esa idea, que nos refuercen que vamos por el camino correcto, nos estamos
cerrando a la generacion de nuevas hipoétesis, limitando nuestra capacidad de creacion. En
la ciencia de noche, sin embargo, debemos tener una mentalidad de exploracién, de hacer
todas las comparaciones y analisis posibles con los datos, de darse de bruces contra
callejones sin salida hasta encontrar un camino por el que seguir (Yanai and Lercher, 2020,
2021). Mientras que en la ciencia de dia las ideas se comprueban, en la ciencia de noche se
generan. Mientras que en la ciencia de noche se buscan correlaciones, en la ciencia de dia
se corrobora la causalidad. Ambas son complementarias, con sus fortalezas y sus
limitaciones. Y, a pesar de que muchas de las ideas generadas en la ciencia de noche se
acaben desechando y ni siquiera se prueben, este enfoque nos permite salirnos de la
estructura, de lo fijo, de lo protocolario, y nos proporciona la libertad de crear, convirtiendo la

ciencia en un arte en el que cualquier idea tiene cabida.
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Figura 10. Estrategias de investigacion: Ciencia de dia vs ciencia de noche. Esquema de las dos
estrategias de investigacion principales. Mientras que la ciencia de dia sigue un enfoque deductivo, con la
generacion de una hipotesis en base a una pregunta de investigacion y centra sus analisis en la confirmacién
o el rechazo de dicha hipotesis, la ciencia de noche, con un enfoque inductivo, no se cierra a una hipotesis
concreta, si no que contempla y analiza los datos en global para obtener diferentes vias o hipotesis que
estudiar, generando asi nuevo conocimiento. Figura adaptada de: (Devesa-Peiro, 2021).
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HIPOTESIS

Las investigaciones actuales muestran cémo el estrés psicolégico es capaz de alterar la
fisiologia del individuo, habiéndose relacionado negativamente con la aparicién y progresion
de diversas enfermedades. Los niveles de hormonas esteroideas, asi como un adecuado
funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, son esenciales para la funcion
reproductiva. Dada la naturaleza de la respuesta al estrés y su implicacion directa con el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal y la ruta de sintesis de hormonas esteroideas, la hipétesis
principal de esta tesis es que el estrés podria estar alterando el estado molecular y

comprometiendo la funciéon endometrial afectando negativamente al éxito reproductivo.

La presente tesis doctoral, mediante el empleo de diversas aproximaciones [psicologica y
molecular (metabolitos y transcriptoma)] propone una metodologia que refleja los cambios
fisioldgicos a nivel endometrial causados por el estrés, permitiendo la identificacién prematura
de aquellas pacientes estresadas o con tendencia a estarlo para poder personalizar el
tratamiento, avanzando hacia una medicina de precision y mejorando el prondstico

reproductivo de estas pacientes.

37



38



39

OBJETIVOS



40



OBJETIVOS

OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es caracterizar el efecto del estrés en la funcion
endometrial a nivel molecular y psicologico, asi como las consecuencias en el éxito

reproductivo, en una poblacion de pacientes infértiles.
De acuerdo con esto, los objetivos especificos son:

Definir qué biomarcadores de estrés (niveles hormonales endometriales o evaluacion

psicoldgica) se asocian con los resultados reproductivos.

2. Establecer un método no invasivo que refleje los cambios fisiolégicos endometriales en
respuesta al estrés mediante la correlacion entre los resultados de la caracterizacion
molecular y psicolégica.

3. Identificar los mecanismos moleculares por los cuales el estrés afecta a la fisiologia

reproductiva.
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MATERIALES Y METODOS

1. Diseno del estudio

El reclutamiento de las participantes para este estudio prospectivo observacional se llevo a
cabo entre los afios 2018 y 2023 en la clinica IVIRMA Valencia (Valencia, Espafa) trabajando
de forma coordinada con su Departamento de expertos en medicina reproductiva, con su
Departamento de psicologia y con su Fundacién de Investigacion (Fundacion VI, Instituto de

Investigacion Sanitaria La Fe, Valencia, Espana).

En este estudio se reclutaron tres poblaciones diferentes con el objetivo de encontrar

respuesta a diferentes preguntas de investigacion (Figura 11).
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Figura 11. Disefio del estudio. En este estudio prospectivo observacional se reclutaron 3 poblaciones
diferentes: A) Poblaciéon 1, pacientes FIV a las cuales se les realiz6 una toma de biopsia endometrial
empleada para caracterizarlas molecularmente y cuyos resultados se analizaron estadisticamente junto con
los resultados del seguimiento clinico (primera transferencia embrionaria posterior a la biopsia). B)
Poblacién 2, pacientes FIV a las cuales se les realizo, ademas de los procedimientos de la poblacion 1, una
caracterizacion psicolégica y un andlisis transcriptémico. C) Poblacién 3, compuesta por participantes
voluntarias jovenes (<35 afios) y sanas empleadas como poblacion de referencia para comparar sus
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resultados con los de la poblacién 2. Por ello, se les caracteriz6 molecular (metabolitos hormonas
esteroideas y transcriptémica) y psicolégicamente. THS: terapia hormonal sustitutiva. Figura creada con
Biorender.com.

La primera de las poblaciones (poblacién 1, Figura 11A), se recluté con el objetivo de
establecer la metodologia de andlisis y realizar una primera comparacién entre los niveles de
hormonas esteroideas medidos en biopsias endometriales de mujeres infértiles bajo un ciclo
THS (caracterizacion de metabolitos por espectrometria de masas acoplada a cromatografia
liquida de alta resolucién (UPLC-MS/MS)) y los resultados reproductivos de la primera
transferencia de embriones de buena calidad posterior al ciclo de la toma de la biopsia

(seguimiento clinico).

La poblacién 2 (Figura 11B) es la poblacion principal de este estudio, y se reclutd con el
objetivo de caracterizar el efecto del estrés en la funcién endometrial y el éxito reproductivo,
ahondando en los mecanismos moleculares subyacentes. Para ello, a estas pacientes,
ademas de realizarles una toma de biopsia endometrial (en ciclo natural y THS), una
caracterizacion de metabolitos y un seguimiento clinico, se les caracterizo psicoldégicamente.
Los resultados de las caracterizaciones molecular y psicolégica, junto con los del seguimiento
clinico, se emplearon para analizar la relacion entre estrés, microambiente endometrial y
resultados reproductivos. En base a estos resultados, se realizé una secuenciacion de RNA
(caracterizacion transcriptémica) para dar un sentido molecular a los cambios que estuvieran

ocurriendo a nivel metabolémico.

Por ultimo, la tercera de las poblaciones, (poblacién 3, Figura 11C), formada por voluntarias
jévenes (<35 afios) y sanas se caracterizé molecular y psicolégicamente, y estos resultados

se compararon con los de la poblacion 2.

Para las dos primeras poblaciones (1 y 2), las pacientes debian de cumplir con los siguientes

criterios de inclusion:

e Tener programada la realizacion de una prueba de evaluacién endometrial, bien por haber

sufrido fallos de implantacion previos o por recomendacion médica;

e Tener embriones de buena calidad, ya sea por ser receptora de ovocitos de donante (<35
afnos) o por tener genéticamente caracterizados sus embriones (Preimplantation Genetic

Testing, PGT, embriones euploides);
e Edad entre 18 y 50 afos;
e |MC entre 18 y 30 kg/m2;

Para la poblacion 3, los criterios de inclusion fueron:
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e Edad entre 18 y 35 afos;

e |MC entre 18 y 30 kg/m2;

e Ciclos menstruales regulares;

e No haber recibido un tratamiento de estimulacion ovarica en los ultimos 3 meses.

Se excluyo de su participacion en este estudio a aquellas mujeres:

e Que presentaran patologias ginecolégicas no corregidas que pudieran comprometer su
funcién endometrial (miomas submucosos o intramurales >4 cm que deformen la cavidad,
adenomiosis, poélipos endometriales, malformaciones uterinas adquiridas o congénitas,

endometriosis, endometritis o hidrosalpinx)

e Con enfermedades sistémicas, antiinflamatorias, autoinmunes y/o renales (trasplante
renal, lupus); y/o trastornos endocrinos y/o metabdlicos significativos (diabetes,

hipertiroidismo, hipercolesterolemia, hipertension).

e Que recibieran medicacion concomitante que pudiera interferir con los objetivos del estudio
por estar descrita como que afecta a los niveles de hormonas esteroideas (antidiabéticos

orales e insulina, andrégenos y antiandrégenos, corticoides)

e Que recibieran medicacion psiquiatrica (ej. antidepresivos, tranquilizantes).

2. Reclutamiento de pacientes y recogida de muestras

bioloégicas

2.1. Aprobacién ética y proteccion de datos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Valenciano de Infertilidad (IV1),
Valencia, Espafia [1706-VLC-051-EL (poblacién 1); 1805-FIVI-033-PD (poblaciones 2 y 3)].
Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado firmado previamente a
su incorporacion al estudio. La informacién clinica de las participantes necesaria para cumplir
con los objetivos del estudio se recogié de los registros médicos electronicos internos de

acuerdo a la ley de proteccion de datos.
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2.2. Preparacion endometrial y obtencién de biopsias

La preparacion endometrial puede realizarse bajo un ciclo de terapia hormonal sustitutiva
(THS), también llamado ciclo sustituido, o siguiendo el ciclo menstrual normal de la paciente,

sin la adicién de hormonas, lo que se conoce como ciclo natural.

Para el ciclo THS, se administré a las participantes valerato de estradiol a partir del primer o
segundo dia de menstruacién (6mg/dia de Meriestra, Novartis, Barcelona, Espafia). Pasados
10 dias de terapia estrogénica, y en caso de que el endometrio presentase un patron
trilaminar con grosor >6,5 mm, y la participante tuviese unos valores séricos de P4 <1 ng/mL
y de E2 >100 pg/mL, se administr6 progesterona vaginal micronizada (400 mg/12 h de
Utrogestan, SEID, Barcelona, Espana o Progeffik, Effik, Madrid, Espana) para el soporte de
la fase lutea. En este tipo de ciclos, la toma de la biopsia endometrial se realizé 5 dias después

del inicio de la administracion de P4 vaginal (P+5) (Figura 12A).

En el caso de un ciclo natural, es necesario tener una fecha de referencia en cuanto al
momento de la ovulacion, pudiendo ser ésta la fecha de administracién de gonadotropina
coriénica humana (hCG), la cual se emplea para inducir la ovulacién cuando el tamafo del
foliculo dominante supera los 17 mm, o la fecha del pico de LH. La toma de la biopsia
endometrial en las participantes en ciclo natural se realiz6 7 dias después de la administracion
de hCG (hCG+7) o del pico de LH (LH+7) (Figura 12B).

A) Terapia hormonal sustitutiva
Grosor endometrial >6.5 mm
P4 suero <1 ng/mL
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Figura 12. Tipos de preparaciéon endometrial para la toma de una biopsia en un ciclo de evaluacion.
A) Terapia hormonal sustitutiva. Se administran 6 mg/dia de valerato de estradiol durante 10 dias y,
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seguidamente, se afiade progesterona vaginal micronizada (400mg/12h) durante 5 dias hasta la toma de la
biopsia (dia 16, P+5). B) Ciclo natural. Se considera como referencia el dia del pico de LH o de la inyeccion
de hCG (hCG/LH+0), tomandose la biopsia 7 dias después (hCG/LH+7). E2: Estradiol; hCG: Gonadotropina
Coriénica Humana; LH: Hormona Luteinizante; P4: Progesterona. Figura creada con Biorender.com.

El procedimiento de toma de biopsia se llevo a cabo bajo condiciones estériles tomando una
porcion de tejido del fundus uterino empleando un catéter Pipelle de Cornier® (Laboratorios
CCD, Paris, Francia). El tejido sobrante no utilizado para la evaluacién endometrial de la
paciente se almacend en un criotubo Nunc® (Thermo Scientific, Madrid, Espafa) a -80°C en

la clinica IVIRMA Valencia hasta su transporte a Fundacion IVI.

2.3. Seguimiento clinico y clasificacion de las participantes

Para aquellas participantes que se realizaron una transferencia con embriones de buena
calidad en el ciclo posterior a la toma de la biopsia endometrial, la informacién clinica relativa
a dicha transferencia se extrajo de los registros médicos electronicos internos, de forma que

se pudiera clasificar a las pacientes en funcién de su resultado reproductivo:

e Consideramos pacientes con embarazo a término a aquellas en las que se reportaba un

recién nacido vivo (RNV).

e Consideramos pacientes con embarazo no a término a aquellas en las que se reportaba
una prueba de embarazo negativa (B-hCG=<10 IU/L) 14-16 dias después de la transferencia
embrionaria, aquellas con aborto bioquimico (definido por una prueba de embarazo
positiva, pero ausencia de latido en ecografia en las primeras 10 semanas de gestacion),
o aborto clinico (pérdida de un embarazo a partir de la semana 10 de gestacién después

de haber evidenciado latido en ecografia).

Por otro lado, con esta informacién también se calcularon en cada una de las poblaciones la
tasa de embarazo (proporcion de embarazos clinicamente confirmados con respecto a todas
las primeras transferencias embrionarias post-biopsia); tasa de RNV (proporcion de RNV con
respecto a todas las primeras transferencias post-biopsia); tasa de aborto clinico (proporcion
de abortos clinicos con respecto al total de las pruebas de embarazo positivas); y tasa de
aborto bioquimico (proporcién de aborto bioquimico con respecto al total de las pruebas de

embarazo positivas).
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3. Caracterizacion molecular: Determinacion de los
niveles de esteroides en tejido endometrial por UPLC-
MS/MS

La determinacion de los niveles endometriales de 12 metabolitos esteroideos [P4, cortisol,
cortisona, A4, T, E1, 2-metoxiestrona (2-ME1), E2, estriol, DHEA, 170HP5, y 17-
hidroxiprogesterona (170HP4)] se realizé6 mediante UPLC-MS/MS. Estos metabolitos fueron
seleccionados por su papel clave en la reproduccion y por estar todos ellos directamente

relacionados en la ruta de sintesis de hormonas esteroideas.

Se introdujeron 50-100 mg de cada biopsia endometrial congelada en tubos de 2 mL con
microesferas ceramicas CK14 (Precellys, Bertin technologies, Montigny-le-Bretonneux,
Francia). Por cada 50 mg de tejido, se afadieron 300 uL de acetato de etilo y posteriormente
se homogeneizaron por duplicado en un sistema Precellys 24 Dual con enfriador Criolys (40
segundos, 6000 revoluciones por minuto (rpm), 4°C). Seguidamente, las muestras se
centrifugaron (3000g, 5 minutos, 4°C) y se realizé una segunda extraccién empleando en este
caso 200 uL de acetato de etilo por cada 50 mg de tejido, para después llevar a cabo una
evaporacion completa en un concentrador Savant SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, USA).
Finalmente, las muestras se reconstituyeron en 65 yL de agua: acetonitrilo (70:30 v/v), se
centrifugaron (10000g, 10 minutos, 4°C), y los sobrenadantes obtenidos se filtraron para los

siguientes andlisis.

La concentracion de los metabolitos previamente indicados se determind empleando tres
patrones internos (progesterona-D9, 17p-estradiol-13C3 y cortisona-d8; Sigma-Aldrich,
Merck, Alemania) en un sistema UPLC Acquity (Waters, Reino Unido) equipado con una
columna BEH C18 UPLC Acquity (1,7 ym, 2,1 x 100 mm; Waters). Como fases moviles, se
emplearon agua y acetonitrilo con acido férmico al 0,1%. El analisis de espectrometria de
masas se realiz6 utilizando un espectrometro de masas Waters Xevo TQ-S con una fuente
de ionizacién electrospray con modo de operacién de monitoreo de reacciones multiples e ion

positivo.
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4. Caracterizacion y clasificacion psicolégica de

participantes empleando el cuestionario STAI

Las participantes a las que se les realizd evaluacion psicoldgica fueron remitidas a la Unidad
de Psicologia de la Clinica IVl Valencia para rellenar la versién espafiola del cuestionario
psicolégico Inventario de Ansiedad Estado-Rasgo (State-Trait Anxiety Inventory, STAI)
(Apéndice A) (Spielberger et al., 1983), en base al cual se realizé6 posteriormente su
clasificacion. El cuestionario se rellené para todas las participantes el mismo dia de la toma

de la biopsia o dias después en el mismo ciclo.

El cuestionario STAI permite evaluar y medir de forma estandarizada la ansiedad como
respuesta a los niveles de estrés cronico, siendo el mas utilizado en la practica clinica
psicolégica habitual por su validez, precision y facilidad de aplicacion. Comprende dos
escalas separadas que miden dos conceptos diferenciados: la ansiedad como Estado y la
ansiedad como Rasgo de personalidad. La ansiedad como Estado es momentanea,
transitoria, caracterizada por sentimientos subjetivos de tension y aprension, mientras que la
ansiedad como Rasgo es una condicién mas estable, instaurada en la personalidad como la
propension ansiosa que hace percibir a las personas y las situaciones como amenazantes.
El cuestionario consta de un total de 40 items (20 para cada escala) que evallan tension,
nerviosismo y preocupaciones utilizando una escala de 4 puntos; para la ansiedad como
Estado, la escala va de 0 (nada) a 3 (mucho), mientras que para la dimensién Rasgo, va de
0 (casi nunca) a 3 (casi siempre). La puntuacion para cada escala oscila entre 0 y 60,
indicando puntuaciones mas altas mayores niveles de ese aspecto de la ansiedad. Las
puntuaciones directas obtenidas al evaluar a cada paciente no tienen interpretacion por ellas
mismas; por ello, el cuestionario va asociado a unos baremos de poblacion general (en este
caso la espafiola) para poder comparar las puntuaciones directas con las puntuaciones tipicas

y transformarlas en percentiles (Spielberger et al., 1983).

Los resultados derivados de los cuestionarios permitieron clasificar a las participantes en dos
grupos en funcion de sus niveles de estrés: se consider6 como estresadas a las que
puntuaron por encima del percentil 60 y como no estresadas a aquellas que puntuaron por
debajo del percentil 60. Se consideraron de forma independiente ambas escalas del
cuestionario (Estado y Rasgo) pudiendo una paciente estar estresada de acuerdo a la escala

Estado y no estarlo segun Rasgo o viceversa.
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5. Asociacion de biomarcadores moleculares de estrés
con el éxito reproductivo y correlacion con las

puntuaciones del cuestionario STAI

Todos los analisis estadisticos se realizaron empleando el software estadistico R en la version
4.0.5 (R Core Team, 2021). Se consideraron estadisticamente significativos aquellos p-

valores<0.05.

Se establecieron como puntos de corte poblacionales en las concentraciones de metabolitos
el primer cuartil [Q1], la mediana [Q2], el tercer cuartil [Q3] y el maximo relativo para las
comparaciones posteriores. Se empled el test de Barnard (paquete Barnard v.1.8 (Erguler,
2016)) para comparar los niveles endometriales de metabolitos de las pacientes con respecto

a los resultados reproductivos (poblaciones 1y 2) y estrés (poblacion 2).

Las correlaciones entre los niveles de metabolitos y la proporcion de participantes

estresadas/embarazadas se evaluaron mediante el test de correlacion de Pearson.

Se evalué la normalidad de las variables numéricas empleando un test de Shapiro-Wilk. Para
la comparacién de medianas/medias entre grupos, en el caso de las variables no
paramétricas, se emplearon los tests de Wilcoxon y Kruskall Wallis. Para las variables
paramétricas, se emplearon el test de laty ANOVA. Para las variables categéricas se empled

el test de Fisher para evaluar las diferencias en proporciones.

6. Identificacion de los mecanismos moleculares a través

de los cuales el estrés afecta a la funcion endometrial

6.1. Procesamiento de las biopsias

Las muestras endometriales se procesaron en hielo, en condiciones libres de RNasa,
afiadiendo 1000 pL de solucién salina tamponada con fosfato de Dubelco (PBS®); Capricorn
Scientific, Labclinics, Barcelona, Espafia) al criotubo con la muestra, y depositando
posteriormente el contenido en una placa de cultivo celular de 90 x 20 mm (SPL Life Sciences,
Gyeonggi-do, Korea). Empleando dos cuchillas quirurgicas estériles (No.24, Braun, Hessen,
Alemania), se limpiaron las muestras, quitando los restos de sangre o moco y el liquido

residual, quedando lista para la extraccion de RNA.
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6.2. Extraccion de RNA y evaluacion de la calidad

Las biopsias endometriales limpias se disgregaron manualmente con dos cuchillas
quirurgicas estériles (No.24, Braun, Hessen, Alemania) en condiciones libres de RNasa y en
hielo. El RNA total de las muestras se extrajo con el kit miRNeasy Mini siguiendo las

instrucciones del fabricante (Qiagen, Madrid, Espafia).

La calidad del RNA extraido se evalué empleando un espectrofotometro Nanodrop One (AF-
00342; Thermo Fisher Scientific, Valencia, Espana) y el sistema TapeStation 4200 (Agilent,
Valencia, Espafa). Se excluyeron del analisis transcriptomico aquellas muestras que no
cumplian con los siguientes criterios de calidad: ratio A260/280 ~2, ratio A260/A230 entre 1,8
y 2,2, RNA Integrity Number (RIN)=3 y DV200=70%.

6.3. Generacidn de librerias y secuenciaciéon

La generacion de librerias y su secuenciacion se llevo a cabo sélo para las muestras de las
poblaciones 2 y 3. Las librerias de RNA se generaron siguiendo el protocolo comercial de
AmpliSeq for lllumina® Transcriptome Human Gene Expression Panel (lllumina, 2022,
2021a).

Se realizaron dos tandas de secuenciacion, en cada una de las cuales se utilizé como control
positivo un RNA Humano Universal (Agilent, Valencia, Espafia), como control negativo agua
libre de RNasas, y dos muestras biolégicas como réplicas técnicas entre tandas de
secuenciacién (control intrarun), de forma que se pudiera confirmar que los resultados entre
tandas de secuenciacion eran comparables. Se empled el secuenciador NextSeq 500/550,
con un disefio de extremos emparejados, 150 ciclos, y 10M de lecturas por muestra. Para
validar el rendimiento de la secuenciacion, se verificd que los grupos tuvieran una adecuada
densidad (170-220 K/mm2), que mas del 90% de los grupos pasaran el filtro, lo cual reflejaba
una adecuada pureza de la sefial, y que se obtuviera una produccién estimada de 50-60

Gigabases con una alta calidad de lectura (>80% de datos >Q30).

6.4. Preprocesado y analisis exploratorio de datos

transcriptoémicos

Los datos de secuenciacion en bruto fueron demultiplexados (asignados a su muestra de
origen gracias al reconocimiento de las secuencias contenidas en los adaptadores)
empleando bcl2fastq y su calidad fue evaluada utilizando FastQC (Andrews, 2020; lllumina,

2021b). Las lecturas de la libreria de RNA-Seq se alinearon con secuencias de referencia
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incluyendo los 20.802 transcritos especificos del panel AmpliSeq. Los alineamientos se
llevaron a cabo utilizando la herramienta STAR (Spliced Transcripts Alignment Reference)
(Dobin et al., 2013), y seguidamente se cuantificaron empleando featureCounts (Liao et al.,

2014) con el objetivo de descartar recuentos de baja calidad (Q < 30).

Se evalu6 el comportamiento de las muestras empleando un PCA (Jolliffe and Cadima, 2016)
y se eliminaron los controles positivos y los controles intrarun. Se filtraron aquellos genes con
una baja expresion en la mayor parte de las muestras (Counts Per Million (CPM) <1,5 en mas
de un 95% de las muestras) utilizando el paquete EdgeR v.3.32.1 (Chen et al., 2016). Una
vez filtrados, los datos restantes se normalizaron con Voom (paquete limma v. 3.46.0) (Ritchie
etal., 2015).

Empleando un analisis de PVCA (Principal Variance Component Analysis) con el paquete
PVCA (Bushel, 2020), se evaluaron los posibles efectos de tanda debidos a variables técnicas
y clinicas/demograficas sobre el comportamiento transcriptomico de las muestras; en caso de
evidenciarse un efecto de tanda, se corrigi6 empleando modelos lineales incluidos en el

paquete limma.

6.5. Estudio del comportamiento génico en funcién de Ilas
concentraciones de hormonas esteroideas y los cuestionarios

psicolégicos

Se priorizaron aquellos metabolitos esteroideos endometriales que se encontraron
significativamente afectados por el estrés y/o asociados con los resultados reproductivos para
realizar los analisis relativos a los cambios en la expresion génica endometrial. Se realizé un
analisis de tiempo-dosis para analizar qué genes variaban su expresién en funcién de las
concentraciones de las hormonas esteroideas, o bien en funcién de las puntuaciones en el
cuestionario STAI, empleando el paquete maSigPro v.1.62.0 (Conesa et al., 2006; Nueda et
al., 2014), considerando como significativos aquellos genes con p-valor<0,001.
Posteriormente, se realizé una agrupacion de dichos genes significativos en grupos de
comportamiento utilizando técnicas de agrupamiento jerarquico, agrupando a aquellos con

comportamientos similares.

Se realizé una anotacion funcional de los genes significativos para analizar, por un lado, en
qué funciones se encontraban principalmente involucrados aquellos genes que variaban su
expresion con las variaciones en la variable a estudiar y, por otro lado, para observar qué
funciones se encontraban mas representadas en cada uno de los grupos de comportamiento.

Para ello, se emplearon funciones biolégicas anotadas en KEGG (Kanehisa, 2000) y GO
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(Ashburner et al., 2000), considerando para este ultimo sélo aquellas asociaciones validadas
experimentalmente, es decir, aquellas en las que hay evidencia de un experimento que apoya
directamente la anotacion de dicho gen. Ademas, Unicamente se consideraron las funciones
anotadas con mas de 2 genes. Finalmente, se intersectaron tanto los genes como las
funciones obtenidas entre los diferentes metabolitos/cuestionarios psicoldgicos analizados
para evidenciar si alguno de ellos presentaba una regulacion comun empleando diagramas

de Venn.

7. Estudio del efecto del cortisol en la expresion génica

de células endometriales estromales en cultivo

Con el objetivo de evaluar y validar el efecto de diferentes concentraciones de cortisol en la
expresion génica endometrial, se empled una linea de células endometriales estromales
humanas (HESC, del inglés human endometrial stromal cells), las cuales se incubaron en
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Dubelcco’s Modified Eagle Medium) con suero

fetal bovino y suplementado con 0.2% de fungizona y 0.2% de penicilina/estreptomicina.

Una vez alcanzada la confluencia, las células se cultivaron con dos concentraciones
difererentes de cortisol (hydrocortisone, Sigma-Aldrich, n° cat.: H0888) (0.5 uM y 10 uM) o
vehiculo durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, se extrajo el RNA con el kit miRNeasy Mini
siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, Madrid, Espafa). EI cDNA se sintetiz6
utilizando el kit de reactivos PrimeScript (Perfect Real Time, Takara, Shiga, Japén) en un
termociclador T3000 (Biometra, Dublin, Irlanda). La expresion génica de genes seleccionados
se evalud por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)
utilizando cebadores especificos (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (Tabla Suplementaria
1). Las reacciones se llevaron a cabo con cinco réplicas técnicas en un termociclador
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA) y utilizando el reactivo
Power-Up SYBR Green (Thermo Fisher Scientific). Se empled como gen housekeeping la -
actina, como control positivo un RNA Humano Universal (Agilent, Valencia, Espafia), y agua
libre de RNasas como control negativo. Los calculos de expresion relativa se realizaron

mediante el método 2-22¢t (Schmittgen and Livak, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion demografica y clinica de Ilas

poblaciones de pacientes FIV

La informaciéon relativa a las variables clinicas y demograficas de las pacientes FIV

(poblaciones 1y 2) se recoge en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion demogréfica y clinica de las poblaciones de pacientes FIV.

Poblacién 1 Poblacién 2
. Media £ sd/ Media £ sd/
o (o)

Variable N (%) N (%) N (%) N (%)
Edad (afos) | 76 (100%) 39,55+4)9 84 (100%) 39,10+ 3,6
IMC (kg/m2) | 76 (100%) 24,32+ 3,9 84 (100%) 22,87 + 3,0

LE (mm) 74 (97,4%) 823+14 55 (65,5%) 8,71+1,5

Tipo de o Primaria: 50 (73,5%) o Primaria: 44 (59,5%)
infertiidad | 88 89:5%) | secundaria: 18 (26,5%) | 74 (88:1%) | secundaria: 30 (40.5%)

Tipo de ciclo o . o o Natural: 24 (32,4%)
biopsia 68 (89,5%) THS: 68 (100%) 74 (88,1%) THS: 50 (67,6%)
Tioo de ciclo Estimulado: 2 (2,8%)

trapnsferencia 68 (89,5%) THS: 68 (100%) 72 (85,7%) | Natural: 13 (18,1%)
THS: 57 (79,2%)
Calidad o EBC: 60 (90,9%) o EBC: 65 (90,3%)
embrion | 00 (86.8%) ECI: 6 (9,1%) 72 (85,7%) ECI: 7 (9,7%)
Estado o Congelado: 52 (77,6%) o\ | Congelado: 47 (65,3%)
embrion | 07 (88:2%) | T recco 15 (22,4%) | 72 BSTR) | T Erasco: 25 (34,7%)

La tabla recoge las caracteristicas demograficas y asociadas a la biopsia y la transferencia embrionaria para
ambas poblaciones. Se muestra el total de participantes de las que se dispone de la informacion de ese
parametro (N) para cada una de las variables estudiadas, el porcentaje que representan con respecto al
total de participantes reclutadas, la media y la desviacion tipica (standar deviation, sd) de las variables
continuas y el nimero de pacientes y el porcentaje que representan para las variables categoricas. EBC:
embriones de buena calidad; ECI: embriones de calidad incierta; IMC: indice de masa corporal; LE: grosor
de la linea endometrial; THS: terapia hormonal sustitutiva.

Como se puede observar en la Tabla 3, mientras que la poblacion 1 conté con un total de 76
participantes, en la poblacion 2 se aumenté el tamafo muestral, contando con 84
participantes. Es importante destacar que para todas las participantes de la poblacién 1 tanto
la toma de la biopsia endometrial como la posterior transferencia embrionaria se realizaron

bajo un ciclo THS, mientras en la poblacion 2 se combinaron ambos tipos de preparaciones
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endometriales (THS y ciclo natural modificado), lo que hace que los resultados no sean
totalmente comparables. Es por esto que las poblaciones se analizaron de forma

independiente.

2. Caracterizacion de metabolitos de la ruta de biosintesis

esteroidea de las poblaciones de pacientes FIV

La informacion relativa a la medicion de metabolitos endometriales por UPLC-MS/MS de las

pacientes FIV se recoge en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracterizacion metablitos esteroideos de las poblaciones de pacientes FIV.

Poblacion 1 Poblacién 2
Metabolito N (%) Media+sd | LOD N (%) Media £+ sd | LOD
P4 (ug/g) 75 (98,7%) | 20,21 +41,5| 0,1 76 (90,5%) |39,60+98,3| 0,5
E1 (ng/g) 54 (71,1%) | 16,43 +14,1 1 79 (94%) 58,37 +46,1| 0,3
E2 (ng/qg) 48 (63,2%) | 7,82+23 0,5 50 (59,5%) 1,96 + 5,1 0,1
Estriol (ng/g) 0 0 10 0 0 10
2-ME1 (ng/g) 0 0 0,5 0 0 0,5
A4 (ng/g) 76 (100%) | 1,93+3,5 0,1 70 (83,3%) | 2,35+11,6 | 0,05
T (ng/g) 73 (96,1%)| 0,45+0,6 0,1 66 (78,6%) 0,36 +0,3 | 0,05
170HP4 (ng/g) | 62 (81,6%) | 2,19+ 3,2 0,1 57 (67,9%) 2,15+3,8 | 0,05
170HP5 (ng/g) 0 0 10 0 0 10
DHEA (ng/g) - - - 79 (94%) 35,16 +26,9| 0,3
Cortisona (ng/g)| 76 (100%) | 81,34 + 50,8 2 79 (94%) 70,67 £31,7| 0,1
Cortisol (ng/g) | 76 (100%) | 10,65 15,2 | 0,5 78 (92,9%) 589+57 | 0,1

La tabla recoge los resultados de la medicién de metabolitos endometriales por UPLC-MS/MS para ambas
poblaciones. Se muestra el total de participantes de las que se dispone de la informacién (N) para cada
metabolito, el porcentaje que representan con respecto al total de participantes reclutadas, asi como la
media y la desviacion tipica (standar deviation, sd) para cada uno de los metabolitos. Ademas, se muestra
el limite de deteccién (LOD) del aparato UPLC-MS/MS para cada metabolito en cada poblacion. 170HP4:
17-hidroxiprogesterona; 17-OHP5: 17-hidroxipregnenolona; 2-ME1: 2-metoxiestrona; A4: androstenediona;
DHEA: dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; P4: progesterona; T: testosterona.

De los 12 metabolitos evaluados en este estudio, 3 no fueron detectados en tejido endometrial
empleando UPLC-MS/MS en ninguna de las dos poblaciones: 170HP5, 2-MEH1 y estriol.
Esto es debido a que sus concentraciones se encontraban por debajo del limite de deteccion
(LOD), que se define como el minimo nivel al cual se detecta sefal atribuible a la presencia

del analito, y que depende de la técnica, el equipo y el analito. EI LOD para 170HP5, 2-MEH1
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y estriol fue de 10 ng/g, 0,5 ng/g y 10 ng/g, respectivamente. Por lo tanto, podriamos suponer
gue sus concentraciones en endometrio estan por debajo de dichos valores. Ademas, para la

poblacién 1 no se evalué la concentracion de DHEA en tejido endometrial (Tabla 4).

Como se puede observar en la Tabla 4, no todos los metabolitos fueron detectados en las
muestras endometriales de todas las pacientes, ya que en algunos casos se encontraban por
debajo del LOD para ese metabolito. Ademas, en la poblacién 2 se descartaron 5 de las 84
muestras de tejido endometrial debido a cantidad insuficiente de tejido, ausencia de tejido en
el tubo, o rotulado inadecuado del mismo, siendo 79 las pacientes disponibles para la

determinacion hormonal endometrial.

3. Los niveles endometriales de hormonas esteroideas
afectan a las probabilidades de lograr un embarazo a
término

En la poblacion 1, 68 de las 76 pacientes reclutadas se realizaron una transferencia
embrionaria posterior a la toma de la biopsia, lo que supone una tasa de abandono del
tratamiento del 10,5%. De las pacientes que si se realizaron una transferencia, 30 (44,1%)
lograron un embarazo a término. Las tasas de embarazo, RNV, aborto clinico y aborto
9,52% vy 19,05%,

respectivamente. En la poblacion 2, 74 de las 84 pacientes se realizaron una transferencia

bioquimico para esta poblacion fueron del 61,67%, 44,12%,

embrionaria posterior a la biopsia, logrando 47 de ellas (63,5%) un embarazo a término. La
tasa de abandono del tratamiento en esta poblacion fue del 11,9%. Las tasas de embarazo y
RNV para esta poblacion fueron del 53,57% y 25%, respectivamente, no habiendo sufrido
ninguna de las pacientes un aborto clinico o bioquimico en la primera transferencia posterior
a la biopsia. La Tabla 5 contiene la informacion relativa a la influencia de las variables clinicas
y demograficas de cada poblacion en los resultados reproductivos.

Tabla 5. Influencia de variables clinicas y variables relativas a la transferencia embrionaria en los
resultados reproductivos en las poblaciones 1y 2.

Poblacion 1

Variable N (%) ET (n=30, 44,1%) ENT (n=38, 55,9%) p-valor
<35 =3 (10%) <35=5(13,2%)

Edad (afios) | 68 (100%) [35,44] = 23 (76,7%) [35,44] = 25 (65,8%) 0,685
>45 =4 (13,3%) >45 =8 (21,1%)
<25 =16 (53,3%) <25 =27 (71,1%)

IMC (kg/m2) | 68 (100%) [25,30[ = 12 (40%) [25,30[ = 8 (21,1%) 0,269

230 =2 (6,7%) 230 = 3 (7,9%)
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Poblacion 1

Variable N (%) ET (n=30, 44,1%) ENT (n=38, 55,9%) p-valor
o [5,9-91 = 21 (72,4%) [5,9-9] = 28 (75,7%)
LE (mm) 66 (97,1%) >0 = 8 (27,6%) >9 = 0 (24.3%) 0,784
Tipo de o Primaria = 21 (70%) Primaria = 29 (76,3%)
infertiidad | 88 (100%) | Secundaria = 9 (30%) | Secundaria = 9 (23.7%) | ©:999
Tipo de 01clo | 68 (100%) | THS = 30 (100%) THS = 38 (100%) 1
iopsia
Tipo de ciclo _ _
transferencia 68 (100%) THS = 30 (100%) THS =38 (100%) 1
. - o EBC =27 (93,1%) EBC = 33 (89,2%)
Calidad embrién| 66 (97,1%) ECI = 2 (6,9%) ECI = 4 (10,8%) 0,688
. Congelado = 24 (80%) | Congelado = 28 (75,7%)
o
Estado embrién | 67 (98,5%) Fresco = 6 (20%) Fresco = 9 (24,3%) 0,773
Poblacién 2
Variable N (%) ET (n=47, 63,5%) ENT (n=27, 36,5%) p-valor
<35=5(10,6%) <35=3 (11,1%)
Edad (afios) | 74 (100%) | [35,40] =17 (36,2%) [35,40] = 10 (37%) 1
>40 = 25 (563,2%) >40 = 14 (51,9%)
<22 =20 (42,6%) <22 =12 (44,4%)
IMC (kg/m2) | 74 (100%) | [22,25] =17 (36,2%) [22,25] = 9 (33,3%) 1
>25 =10 (21,3%) >25 =6 (22,2%)
o [6,9] = 18 (69,2%) [6,9] =17 (73,9%)
LE (mm) 49 (66,2%) >9 = 8 (30.8%) >0 = 6 (26,1%) 0,761
Tipo de o Primaria = 31 (66%) Primaria = 13 (48,1%)
infertiidad | 7+ (199%) | Secundaria = 16 (34%) | Secundaria = 14 (51,9%)| 0149
Tipo de ciclo o Natural = 19 (40,4%) Natural = 5 (18,5%)
piopsia | '+ (100%) | LRT = 28 (59,6%) HRT =22 (815%) | 9072
Tioo de ciclo Estimulado = 2 (4,4%) Estimulado = 0 (0%)
tra?wsferencia 72 (97,3%) | Natural =8 (17,8%) Natural = 5 (18,5%) 0,777
THS = 35 (77,8%) THS =22 (81,5%)
. . o EBC =42 (93,3%) ECB = 23 (85,2%)
Calidad embrién| 72 (97,3%) ECI = 3 (6.7%) ECI = 4 (14,8%) 0,413
= (s = 0 %k
Estado embrién | 72 (97,3%) Congelado = 22 (48,9%) | Congelado = 25 (92,6%) 0,00*01

Fresco = 23 (51,1%)

Fresco = 2 (7,4%)

Para cada variable, se indica el numero de pacientes con informacion disponible y el porcentaje que
representan en la totalidad de la poblacion, asi como el p-valor obtenido en el test de Fisher para cada
comparacion. Se destaca en negrita los resultados estadisticamente significativos, indicando ademas la
magnitud de la diferencia con asteriscos (***p < 0,001). EBC: embriones de buena calidad; ECI: embriones
de calidad incierta; ET: embarazo a término; ENT: embarazo no a término; IMC: indice de masa corporal;
LE: grosor de la linea endometrial; THS: terapia hormonal sustituida.

62




RESULTADOS Y DISCUSION

Para la poblacion 1 no se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna
de las variables demograficas y clinicas evaluadas entre ambos grupos de pacientes,
demostrando la homogeneidad de la poblacién con respecto a embarazo y la no existencia
de posibles sesgos en los resultados (Tabla 5). Cabe destacar que en esta poblacion se
incluyé a una pequefia cantidad de pacientes (n=5) con IMC =30, a pesar de ser este uno de
los criterios de exclusién. Sin embargo, y dado que la proporcion entre los grupos de
embarazo a término y no embarazo a término es la misma, esto no estaria afectando a futuros
resultados. Para la poblacion 2, se observa como sélo 2 de las 27 pacientes (7,4%) que no
lograron un embarazo a término transfirieron sus embriones en fresco, diferencia
estadisticamente significativa al compararla con el grupo de las pacientes que lograron un
embarazo a término, en el que un 51,1% de las transferencias de embriones (n=23) fueron
en fresco (p-valor=0,0001) (Tabla 5). El resto de las variables demogréficas y clinicas

evaluadas para esta poblacién fueron comparables entre ambos grupos.

Dado que la poblacién 2 engloba a pacientes que realizaron dos tipos de preparaciones
endometriales de forma previa a la toma de la biopsia, se evalud, en primer lugar, si para las
pacientes a incluir en este analisis (aquellas con resultado reproductivo y valor detectable
para cada uno de los metabolitos, n=70) el tipo de preparacién endometrial influia en la
concentracion de metabolitos esteroideos en endometrio. Las concentraciones endometriales
de P4 fueron significativamente mayores en aquellas pacientes sometidas a una THS (55,71
Mg/g) al compararlas con las pacientes en ciclo natural (0,39 pg/g) (p-valor=1,28e-7).
Contrariamente, para la DHEA las concentraciones endometriales fueron significativamente
mayores en las pacientes en ciclo natural (42,82 ng/g vs 33,18 ng/g, p-valor=0,029) (Tabla
6). El resto de metabolitos considerados no presentaron diferencias significativas en sus
concentraciones entre ciclo natural y THS. Debido a la presencia de estas diferencias
significativas, para ambos metabolitos, los analisis posteriores se realizaron considerando de

forma independiente cada tipo de preparaciéon endometrial.

Tabla 6. Influencia del tipo de preparacion endometrial previa a la toma de la biopsia en la
concentracion de hormonas esteroideas en tejido endometrial para los analisis relativos a los
resultados reproductivos en la poblacion 2.

Metabolito N Ciflo natural Cicl_o sustituido p-valor
(n=20, 28,6%) (n=50, 71,4%)
P4 (ug/g) 67 (95,7%) | 0,07 (0,015-2,55) 10,30 (0,06-627,95) |1,28e-7***
E1 (ng/g) 70 (100%) 39,80 (26-336) 45,50 (31-191,20) 0,091
E2 (ng/g) 43 (61,4%) 0,70 (0,40-2,80) 1,15 (0,20-36,50) 0,100
A4 (ng/g) 62 (88,6%) 0,50 (0,40-3,50) 0,50 (0,10-97,30) 0,317
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Metabolito N Ci_clo natural Cicl_o sustituido p-valor
(n=20, 28,6%) (n=50, 71,4%)

T (ng/g) 57 (81,4%) 0,30 (0,10-0,90) 0,30 (0,10-2,20) 0,442

DHEA (ng/g) 70 (100%) 33,95 (17,80-152) 25,50 (9,10-153) 0,029*

170HP4 (ng/g) 49 (70%) 1,10 (0,30-7,30) 1,10 (0,20-26,90) 0,983

Cortisona (ng/g) | 70 (100%) 61,50 (16-142) 68,50 (12-171) 0,435

Cortisol (ng/g) 69 (98,6%) 5,20 (1,80-30,90) 3,70 (0,80-26,70) 0,323

Para cada metabolito, se indica el numero de pacientes en los que se ha detectado dicho metabolito y el
porcentaje que representan con respecto al total de pacientes con resultado reproductivo y valor detectable
para los metabolitos endometriales, asi como la media y la desviacion tipica (sd) para cada uno de ellos en
cada tipo de preparacion endometrial y el p-valor obtenido en el test de Wilcoxon para cada comparacion.
Se destaca en negrita los resultados estadisticamente significativos, indicando ademas la magnitud de la
diferencia con asteriscos (*p< 0,05, ***p < 0,001). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona;
DHEA: dehidroepiandrosterona; E2: estradiol; E1: estrona; P4: progesterona; T: testosterona.

Concentraciones elevadas de estrona y bajas de andrégenos y
corticosteroides favorecen la consecucion de un embarazo a término en
las pacientes FIV

Con el objetivo de evaluar la relacion existente entre los niveles endometriales de las
hormonas esteroideas medidas y las probabilidades de lograr un embarazo a término, se
aplico un test de Wilcoxon para comparar la mediana de la concentracion de metabolitos entre
el grupo de pacientes que lograron un embarazo a término y las que no para ambas
poblaciones. Para la poblacion 1 se observé una diferencia significativa en las
concentraciones de E2, siendo estas superiores en aquellas pacientes que no lograron un

embarazo a término (Tabla 7). Sin embargo, para la poblacion 2 no se observaron diferencias

significativas en ninguno de los casos (Tabla 7).

Tabla 7. Los niveles de estradiol endometrial se encuentran relacionados con el éxito reproductivo.

Poblacién 1

Metabolito N (%) ET (n=30, 44,1%) ENT (n=38, 55,9%) | p-valor
P4 (ug/g) 66 (97,1%) 2,73 (0,21-169,68) 3,35 (0,15-202,57) | 0,207
E1 (ng/g) 49 (72,1%) 5,60 (1,24-83,78) 5,47 (0,50-17,84) 0,866
E2 (ng/g) 42 (61,8%) 1,48 (0,57-134,83) 2,26 (0,47-81,55) | 0,050*
A4 (ng/g) 68 (100%) 0,58 (0,22-16,18) 0,80 (0,14-20,42) 0,170
T (ng/g) 65 (95,6%) 0,26 (0,10-4,90) 0,32 (0,05-1,61) 0,680
170HP4 (ng/g) 57 (83,8%) 0,57 (0,14-13,83) 1,66 (0,19-14,52) 0,098

DHEA (ng/g) - - - -
Cortisona (ng/g) 68 (100%) 68.58 (21.64-162.79) | 66,04 (26,40-344,56) | 0,690
Cortisol (ng/g) 68 (100%) 4,91 (0,64-51,07) 3,99 (0,50-66,72) 0,849
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Poblacién 2

Metabolito N (%) ET (n=44, 62,9%) ENT (n=26, 37,1%) | p-valor
P4 (ug/g) Nat = 17 (24,3%) 0,05 (0,02-2,55) 0,51 (0,07-1,31) 0,102
THS =50 (71,4%) | 12,38 (0,10-274,06) | 5,11 (0,06-627,95) | 0,444
E1 (ng/g) 70 (100%) 42,50 (26-336) 43 (31,60-191,20) | 0,385
E2 (ng/g) 43 (61,4%) 1,20 (0,20-36,50) 0,85 (0,20-4,50) 0,199
A4 (ng/g) 62 (88,6%) 0,50 (0,10-6,80) 0,50 (0,20-97,30) 0,797
T (ng/g) 57 (81,4%) 0,30 (0,10-2,20) 0,30 (0,10-0,70) 0,249
170HP4 (ng/g) 49 (70%) 1(0,20-6,70) 1,35 (0,20-26,90) 0,146
Nat = 20 (28,6%) 34,50 (21-152) 28,55 (17,80-42,30) | 0,256

DHEA (ng/g)
THS =50 (71,4%) 22,15 (9,10-94) 28 (9,50-153) 0,162
Cortisona (ng/g) 70 (100%) 66,50 (16-142) 65,50 (12-171) 0,932
Cortisol (ng/g) 69 (98,6%) 3,60 (0,80-30,90) 4,60 (0,80-26,70) 0,625

Para cada metabolito, se indica el numero de pacientes en los que se ha detectado dicho metabolito y el
porcentaje que representan en la totalidad de pacientes con resultado reproductivo disponible, asi como la
mediana y el rango (minimo-méaximo) para cada uno de ellos en cada grupo y el p-valor obtenido en el test
de Wilcoxon para cada comparacion. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparacion
endometrial (Tabla 6), los resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Los
resultados estadisticamente significativos se destacan en negrita, indicando ademas la magnitud de la
diferencia con asteriscos (*p<0.05). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona;, DHEA:
dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; ENT: embarazo no a término; ET: embarazo a término;
Nat: ciclo natural;, P4: progesterona; T: testosterona; THS: terapia hormonal sustitutiva.

No obstante, dada la presencia de valores extremos en la distribucion de metabolitos en
nuestras poblaciones, se opto por realizar otro tipo de analisis que incluyera a aquellos grupos
minoritarios (grupos extremos) que se corresponden con las pacientes con una mayor
desregulacién en los perfiles hormonales del microambiente endometrial. A tal efecto, se
aplicé una comparacion de proporciones [proporcion de pacientes que logran un embarazo a
término con respecto a las que no] usando el test de Barnard en funcién de diferentes puntos
de corte o niveles de metabolitos [la concentracién equivalente a Q1, la mediana de la
concentracion, el Q3 y el valor de concentracion maximo relativo]l. En las Tablas
Suplementarias 2 (poblacién 1) y 3 (poblacion 2) se recogen los resultados obtenidos tras

aplicar el test de Barnard para todos los metabolitos.

Como se observa en la Figura 13, en la poblacion 1 el 100% de las pacientes (n=4) con
concentraciones endometriales de E1 221,21 ng/g y el 87,5% de las pacientes (n=7) con
concentraciones endometriales de E2 <1,15 ng/g lograron un embarazo a término en la
primera transferencia embrionaria que se realizd posterior al ciclo de la biopsia (p-

valores=0,026 y 0,047, respectivamente). Contrariamente, el 76,5% de las pacientes con
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concentraciones endometriales de A4 superiores a 1,35 ng/g (n=19) no lograron un embarazo

a término en la misma transferencia embrionaria (p=0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Los niveles endometriales de estrona, estradiol y androstenediona estan relacionados con
las probabilidades de lograr un embarazo a término en la poblacién 1. Representacion gréfica de las
diferencias de proporciones significativas entre los niveles endometriales de metabolitos y los resultados
reproductivos en la poblacion 1. Los graficos de barras representan las diferencias de proporciones
significativas recogidas en la Tabla Suplementaria 2 para estrona (maximo relativo), estradiol (Q1) y
androstenediona (Q3). Las barras verdes se corresponden con la proporcion de pacientes que lograron un
embarazo a término en la primera transferencia embrionaria posterior a la biopsia mientras que las barras
naranjas con las que no lo lograron.

En la Figura 14 se representan graficamente los resultados significativos resultantes de
aplicar el test de Barnard para la poblacion 2. En concreto, el 80% de las pacientes con
concentraciones endometriales de cortisol 213,9 ng/g (n=4) no lograron un embarazo a
término en la primera transferencia embrionaria posterior a la toma de la biopsia (p=0,029),
lo que conlleva un riesgo relativo un 132% superior de no lograr un embarazo a término si el
cortisol endometrial se encuentra por encima de ese valor (p-valor=0,0028). Por el contrario,
el 78,9% (n=15) de las pacientes con concentraciones endometriales de E2 >1 ng/g, el 77,8%
(n=21) de las pacientes con concentraciones de 170HP4 <1,1 ng/g y el 72% de las pacientes
bajo un ciclo de THS con concentraciones de DHEA <25 ng/g (n=18) lograron un embarazo

a término en esa primera transferencia embrionaria (p-valores=0,035, 0,016 y 0,013,

respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14. Los niveles endometriales de estradiol, 1770HP4, DHEA y cortisol estan relacionados con
las probabilidades de lograr un embarazo a término en la poblacion 2. Representacion grafica de las
relaciones significativas entre los niveles endometriales de metabolitos y los resultados reproductivos en la
poblacion 2. Los graficos de barras representan las relaciones significativas recogidas en la Tabla
Suplementaria 3 para cortisol (maximo relativo), estradiol, 177O0HP4 y DHEA (mediana). Las barras verdes
se corresponden con la proporcion de pacientes que lograron un embarazo a término en la primera
transferencia embrionaria posterior a la biopsia mientras que las barras naranjas con las que no lo lograron.
170HPA4: 17-hidroxiprogesterona; DHEA: dehidroepiandrosterona.

El analisis de correlacion entre los niveles endometriales de estas hormonas y la proporcién
de pacientes con embarazo a término mostré una alta correlacién en la mayoria de los casos,
no alcanzando la significatividad estadistica en ninguno de ellos (cortisol: cor=-0,922, p-
valor=0,078; E1: cor=0,913, p-valor=0,087; 170HP4: cor=-0,845, p-valor=0,155; A4: cor=-
0,811, p-valor=0,189; DHEA: cor=-0,777, p-valor=0,223), lo que podria ser debido al bajo

tamafno muestral de algunos de los grupos.

Como se ilustra en la Figura 15, los perfiles del microambiente endometrial relacionados
significativamente con la consecucion de un embarazo a término en las poblaciones 1 (Figura

15A) y 2 (Figura 15B) presentan similitudes y diferencias.
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Figura 15. Los estrégenos, androgenos y corticosteroides en el microambiente endometrial juegan
un papel clave para la consecucion de un embarazo a término. La figura representa una versién reducida
de la ruta de sintesis de hormonas esteroideas para A) poblacion 1 y B) poblaciéon 2. En ambas, se
destacan aquellos metabolitos del microambiente endometrial significativamente relacionados con un
aumento de las probabilidades de lograr un embarazo a término. Las flechas azules indican que el metabolito
se encuentra disminuido en aquellas pacientes que lograron un embarazo a término, mientras que las
flechas rojas significan que se encuentra aumentado. Junto a las flechas, se indica el punto de corte para
cada metabolito en el cual se ha observado la diferencia significativa. Las lineas discontinuas reflejan la
presencia de un paso intermedio entre ambos metabolitos. DHEA: dehidroepiandrosterona.

Por un lado, en ambos perfiles se destaca la necesidad de unos niveles bajos de andrdgenos,
como A4 y DHEA, para lograr un resultado satisfactorio tras la transferencia embrionaria
(Figura 15). En endometrio, la DHEA, la cual se considera un andrégeno débil, es el principal
responsable de la creacién de su propio ambiente androgénico y estrogénico, ya que puede
convertirse en ambos gracias a la expresion de dichas enzimas en tejido endometrial (Labrie
et al., 2017). Por tanto, la estricta regulacién de sus niveles y su tasa de conversién es
esencial para asegurar el buen funcionamiento endometrial. La comunidad cientifica ha
analizado extensamente a lo largo de los afos el papel de esta hormona durante el proceso

de implantacion y la consecucion del embarazo. Diversos estudios han reportado el efecto
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positivo de la suplementacion con DHEA, logrando un aumento de las tasas de implantacion
y embarazo (Fusi et al., 2013; Chern et al., 2018; Zhu et al., 2023), y un aumento de los
niveles de expresion de HOXA-10 (Homeobox A10) (Celik et al., 2017) en pacientes con baja
respuesta ovarica, asi como una disminucion de las tasas de aborto en pacientes con bajos
niveles de E2 en suero durante el embarazo (Boyle et al., 2023). Ademas, estudios in vitro
han demostrado un aumento de la decidualizacion de fibroblastos de mujeres de edad
avanzada tras suplementacién con DHEA (Gibson et al., 2018). Sin embargo, en nuestro
estudio, reportamos un aumento de las tasas de embarazo en aquellas pacientes con niveles
endometriales de DHEA <25,5 ng/g. Las diferencias en estos resultados pueden deberse a
varias razones. Por un lado, los resultados de nuestro estudio se han obtenido al analizar el
subgrupo de pacientes en cuya preparaciéon endometrial se habia empleado un ciclo THS,
mientras que en los estudios citados se emplean diferentes pacientes en diferentes tipos de
preparacion endometrial. Por otro lado, en dichos estudios se esta evaluando el efecto de la
suplementacion con DHEA en pacientes de determinadas condiciones, como son mujeres
con baja respuesta ovarica o edad avanzada. Labrie y colaboradores reportaron un descenso
de hasta un 60% en los niveles de DHEA a partir de la menopausia (Labrie et al., 2017). Por
lo tanto, puede ser que dichas pacientes se beneficien de la suplementacién con DHEA
debido a que sus niveles basales de esta hormona sean mucho mas bajos de lo recomendado
para la consecucién de un embarazo. De hecho, en dichos estudios no se esta evaluando
realmente la concentracién de DHEA, si no la suplementacién con DHEA, pero no se conoce
si el beneficio que se esta reportando es debido a la DHEA en si o a su conversion en
andrégenos y/o estrégenos, y son estos ultimos los que realmente aportan el beneficio.
Nuestro estudio es el primero en evaluar los niveles de DHEA directamente en tejido
endometrial y correlacionarlos con los resultados reproductivos, evidenciando que se requiere
de la presencia de este precursor en endometrio, pero que sus concentraciones se
encuentren dentro de unos limites. De hecho, en nuestro estudio también reportamos la
necesidad de unos niveles bajos de A4, andrégeno directamente producido a partir de la
DHEA, para la consecucion de un embarazo. Ampliamente conocido es el efecto negativo de
unos niveles elevados de andrégenos, los cuales se han reportado en endometrio de mujeres
con sindrome de ovario poliquistico (Giudice, 2006; Shang et al., 2012) y de mujeres con
endometriosis (Huhtinen et al., 2014), y que podrian estar alterando el microambiente
endometrial haciendo que éste sea menos favorable para la implantacion (Yusuf et al., 2023),
dados los efectos negativos que posee la A4 sobre las células endometriales, reduciendo la
proliferacion celular y la actividad secretora y aumentando la apoptosis (Tuckerman et al.,
2000; Park and Han, 2013). Nuestros resultados destacan la necesidad de un adecuado
control en la produccién intracrinolégica de androgenos para la implantacion y la consecucion

de un embarazo a término no s6lo en mujeres con patologias, si no también en mujeres sanas.
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En relacion con estos resultados, en la poblacién 1 también observamos que los niveles altos
de E1 son favorables para el embarazo (Figura 15A). Este es el primer estudio en reportar
que los niveles de E1 y A4 en el microambiente endometrial estan asociados al éxito
reproductivo (Figura 15A). Estudios previos ya habian reportado la expresion de la aromatasa
(CYP19A1) a nivel endometrial (Konings et al., 2018), siendo la conversién de A4 en E1
mediada por esta enzima una de las principales vias para la creacion del ambiente
estrogénico endometrial (Gibson et al., 2013). Nuestros resultados sugieren que aquellas
mujeres que no logran un embarazo a término podrian presentar deficiencias en la expresion
de esta enzima, llevando a la acumulaciéon de A4 dada su no conversion a E1. Diversos
autores han evaluado el uso del inhibidor de la aromatasa para aumentar las tasas de
embarazo en aquellos grupos de pacientes con alteraciones en la sintesis de andrégenos y/o
estrogenos, y mientras que algunos estudios reportan tasas de embarazo y recién nacido vivo
similares (Miller et al., 2012; Zhang et al., 2023), otros reportan aumentos en las tasas de
aborto (Tiboni et al., 2008). Por tanto, se requiere de estudios adicionales que evaluen si la
expresion de la aromatasa endometrial podria ser una de las causas de las diferencias en los
niveles de esteroides en el microambiente endometrial que llevan a una reduccion del éxito

reproductivo.

Por otro lado, en la poblacion 2, también se muestra la necesidad de unos valores bajos de
cortisol para lograr un embarazo a término (Figura 15B). Esta hormona ha sido ampliamente
evaluada en el ambito reproductivo por su relacion directa con el estrés, habiéndose
observado una relacién entre sus niveles en suero y pelo y una reduccion de las tasas de
embarazo en algunos estudios (An et al., 2013; Massey et al., 2016), mientras que en otros
no se ha encontrado dicha relacion (Lynch et al., 2014; Cesta et al., 2018). Sin embargo, su
estudio en el microambiente endometrial es limitado, siendo éste el primer estudio en reportar
un acusado incremento en el riesgo de no lograr un embarazo a término en aquellas pacientes

con niveles endometriales altos de cortisol.

Finalmente, en ambas poblaciones observamos la importancia de los niveles de E2 en el
microambiente endometrial (Figura 15). El estudio del E2 en relacién con la implantacion y el
embarazo a lo largo de los afnos ha sido amplio. Sin embargo, a pesar de la importancia de
los estrogenos en el control del ciclo menstrual y adecuado desarrollo endometrial, existen
controversias acerca de como los niveles de E2, antes de la transferencia embrionaria o
durante el embarazo, afectan a los resultados reproductivos. Mientras que algunos estudios
apuntan hacia un incremento de las tasas de aborto o un descenso de las tasas de embarazo
con un aumento de los niveles de E2 en suero (Steward et al., 2015; Kong et al., 2022; Chen,
2023), otros no observan diferencias (Ozdemir et al., 2022; Du et al., 2023) o incluso

evidencian un peor pronéstico reproductivo con niveles bajos de este metabolito en suero
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(Zhang et al., 2021). Dada la no correlacion entre los niveles de E2 en suero y endometrio
(Huhtinen et al., 2012, 2014), los resultados a nivel endometrial, que afectarian de forma
directa a la implantacion y el embarazo, podrian no coincidir con los reportados en suero,
siendo este el primer estudio en evidenciar esta relacién. Sin embargo, nos encontramos con
una contradiccion en cuanto a los requerimientos de niveles de E2 entre ambas poblaciones;
mientras que en la poblaciéon 1 concentraciones de E2 <1.15 ng/g favorecen el embarazo
(Figura 15A), en la poblacion 2 encontramos que son precisamente las concentraciones de
E2 >1 ng/g las que favorecen el embarazo (Figura 15B). Estos resultados pueden hacer
pensar que los niveles de E2 necesarios para lograr un embarazo a término se encuentran
entre ambos valores; es decir, se requeriria de concentraciones endometriales de E2 entre 1
y 1.15 ng/g para potenciar el éxito reproductivo. Ese rango de variacion podria estar
influenciado por el tipo de preparaciéon endometrial que se lleve a cabo. Igualmente, mas
estudios son necesarios para confirmar cuales serian los niveles endometriales adecuados,

dada la escasez de literatura disponible al respecto.

A pesar de que ambas poblaciones de pacientes FIV son muy similares en cuanto a sus
caracteristicas, los resultados no se replican de forma completa, evidenciandose
asociaciones significativas en una de las poblaciones que no se observan en la otra. La no
obtencion de asociaciones significativas no es indicativa de que no existan, si no de que la
potencia estadistica para dicha comparacion no es suficiente para obtenerlas dada la
variabilidad poblacional presentada. Sin embargo, un tamafio muestral mayor podria permitir
que esas relaciones se evidenciaran. Por tanto, podemos resaltar aquellos resultados
obtenidos, pero no podemos asegurar que, tras un aumento del tamafio muestral, los
resultados en ambas poblaciones no fueran los mismos. También es importante destacar que
la preparacion endometrial en ambas poblaciones difiere, ya que mientras que en la poblacion
1 la totalidad de las pacientes se encontraban bajo un ciclo THS, lo que aumenta su
homogeneidad, en la poblacién 2 algunas de ellas realizaron un ciclo natural, pudiendo ser
esta otra causa de las diferencias en los resultados obtenidos, a pesar de no haberse
evidenciado un efecto significativo del tipo de preparacion endometrial en los niveles

endometriales de la mayoria de los metabolitos.

Con todos estos resultados, en ambas poblaciones se evidencia, por primera vez en la
literatura cientifica, el relevante papel de los estrogenos, andrégenos y corticosteroides en el
microambiente endometrial para su adecuado funcionamiento. Contrariamente, en un estudio
reciente en el que se evaluaron diferentes hormonas esteroideas en endometrio y su relacion
con las tasas de embarazo no se observaron diferencias significativas entre las pacientes que
lograron un embarazo y aquellas que no (Stevens Brentjens ef al., 2023). Mientras que en

nuestro estudio las pacientes se encuentran mayoritariamente en un ciclo TSH, que minimiza
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la variabilidad hormonal entre pacientes, Stevens Brentjens y colaboradores emplean
unicamente muestras tomadas en fase Iutea de un ciclo natural, lo cual podria explicar las

diferencias en los resultados.

4. EIl cuestionario STAI es un método no invasivo que
refleja los cambios fisiolégicos endometriales en

respuesta al estrés

La poblacion 2 se caracterizd psicolégicamente mediante ambas dimensiones del
cuestionario STAI, por lo que los resultados recogidos en la totalidad de este apartado van a

hacer referencia unicamente a las participantes de dicha poblacion.

De las 84 pacientes reclutadas, 58 completaron la evaluacién psicolégica de forma
satisfactoria. De estas, 23 (39,7%) puntuaron por encima del percentil 60 en la dimension
Estado y fueron caracterizadas como estresadas (Tabla 8), mientras que 11 (19%) se
clasificaron como estresadas al analizar la dimension Rasgo (Tabla 9), y tan sélo 7 (12,1%)
puntuaron por encima del percentil 60 para ambos tests. Por ende, en nuestra poblacién y
para ambas dimensiones del cuestionario, encontramos una mayor proporcion de pacientes
no estresadas (87,9%). La incidencia de la ansiedad y el estrés en nuestra poblacion se
encuentra en el limite inferior de lo reportado en otros estudios anteriores, en los que se habla
de incidencias que varian entre un 25% y un 65% en mujeres infértiles sometidas a TRA
(Guerra, 2002; Nagorska et al., 2021). Aunque esta incidencia no es elevada, nuestro estudio
confirma que si que existe un porcentaje de pacientes que estan estresadas y que podrian
ver aumentadas sus tasas de éxito en los tratamientos siguiendo un abordaje psicolégico
adecuado y personalizado. Es importante también destacar que, del 11,9% de las pacientes
que abandonaron el tratamiento en esta poblacion, un 40% lo hizo antes incluso de realizar
la evaluacion psicoldgica, un 30% presentd puntuaciones superiores a 60 en el cuestionario
psicolégico y un 30% presenté puntuaciones muy cercanas a 60, aunque inferiores. Diversos
estudios han reportado que una de las principales razones por la cual las pacientes
abandonan los tratamientos es el factor psicoldgico, incluyendo depresién, ansiedad y estrés
(Gameiro et al., 2012). La identificacién temprana de las pacientes con riesgo de abandono
del tratamiento por causas psicoldgicas permitiria la aplicacién de tratamientos preventivos y

la reduccion de las tasas de abandono en los tratamientos.

En las Tablas 8 y 9 se puede apreciar la uniformidad de los grupos resultantes de la

caracterizacion psicoldgica para las dimensiones Estado y Rasgo, respectivamente, no
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evidenciandose diferencias significativas en ninguna de las variables analizadas que puedan

sesgar los resultados.

Tabla 8. Influencia de variables demograficas y variables clinicas en la caracterizacion psicolégica
por el test STAI dimension Estado.

Variable N (%) | Estresada (n=23, 39,7%) |No estresada (n=35, 60,3%) | p-valor
58 <35 =3 (13%) <35 =4 (11,4%)
Edad (afos) (100%) [35,40] = 8 (34,8%) [35,40] = 10 (28,6%) 0,865
° >40 = 12 (52,2%) >40 = 21 (60%)
58 <22 =8 (34,8%) <22 =17 (48,6%)
IMC (kg/m?) (100%) [22,25] =10 (43,5%) [22,25] = 10 (28,6%) 0,456
° >25 =5 (21,7%) >25 = 8 (22,9%)
40 [6,9] = 13 (72,2%) [6,9] = 13 (59,1%)
LE(mm) | 69%) >9 = 5 (27,8%) >9 = 9 (40,9%) 0,510
Tipo de 58 Primaria = 17 (73,9%) Primaria = 21 (60%) 0398
infertilidad | (100%) | Secundaria = 6 (26,1%) Secundaria = 14 (40%) ’
Tipo de ciclo 58 Natural = 5 (21,7%) Natural = 11 (31,4%) 0552
biopsia (100%) | Sustituido = 18 (78,3%) Sustituido = 24 (68,6%) ’
. : Estimulado = 1 (5%) Estimulado = 1 (3,1%)
1o de ciclo (89530/) Natural = 3 (15%) Natural = 5 (15,6%) 1,000
e Sustituido = 16 (80%) Sustituido = 26 (81,2%)
Calidad 52 ECB = 18 (90%) ECB = 28 (87,5%) 1.000
embrion (89,7%) ECI=2(10%) EClI=4(12,5%) ’
Estado 52 Congelado = 15 (75%) Congelado = 20 (62,5%) 0383
embrién (89,7%) Fresco = 5 (25%) Fresco =12 (37,5%) ’
Resultado 52 ET =12 (60%) ET =22 (68,8%) 0561
reproductivo | (89,7%) ENT = 8 (40%) ENT =10 (31,2%) ’

Para cada variable, se indica el numero de pacientes con informacion disponible para dicha variable y el
porcentaje que representan en la totalidad de la poblacion, asi como el p-valor obtenido en el test de Fisher
para cada comparacion. EBC: embriones de buena calidad; ECI: embriones de calidad incierta; ENT:
embarazo no a término; ET: embarazo a término; IMC: indice de masa corporal; LE: grosor de la linea

endometrial.

Tabla 9. Influencia de variables demogréaficas y variables clinicas en la caracterizacion psicolégica
por el test STAI dimension Rasgo.

Variable N (%) Estresada (n=11, 19%) | No estresada (n=47, 81%) | p-valor
58 <35=2(18,2%) <35=5(10,6%)
Edad (afos) (100%) [35,40] = 2 (18,2%) [35,40] = 16 (34%) 0,511
° >40 = 7 (63,6%) >40 = 26 (55,3%)
58 <22 =3 (27,3%) <22 =22 (46,8%)
IMC (kg/m?) (100%) [22,25] = 5 (45,5%) [22,25] = 15 (31,9%) 0,481
° >25 =3 (27,3%) >25 =10 (21,3%)
40 [6,9] =5 (71,4%) [6,9] = 21 (63,6%)
LE(mm) | 699) >9 = 2 (28,6%) >9 = 12 (36,4%) 1,000
Tipo de 58 Primaria = 7 (63,6%) Primaria = 31 (66%) 1.000
infertilidad | (100%) | Secundaria =4 (36,4%) Secundaria = 16 (34%) '
Tipo de ciclo 58 Natural = 3 (27,3%) Natural = 13 (27,7%) 1000
biopsia (100%) Sustituido = 8 (72,7%) Sustituido = 34 (72,3%) '
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Variable N (%) Estresada (n=11, 19%) | No estresada (n=47, 81%) | p-valor
. . Estimulado = 0 (0%) Estimulado = 2 (4,8%)
1o de cicto (89550/) Natural = 0 (0%) Natural = 8 (19%) 0,255
070 Sustituido = 10 (100%) Sustituido = 32 (76,2%)
Calidad 52 EBC =9 (90%) EBC =37 (88,1%) 1000
embrion (89,7%) ECI=1(10%) ECI =5 (11,9%) ’
Estado 52 Congelado = 6 (60%) Congelado = 29 (69%) 0.711
embrion (89,7%) Fresco = 4 (40%) Fresco =13 (31%) ’
Resultado 52 ET =8 (80%) ET =26 (61,9%) 0462
reproductivo | (89,7%) ENT =2 (20%) ENT =16 (38,1%) ’

Para cada variable, se indica el numero de pacientes con informacion disponible para dicha variable y el
porcentaje que representan en la totalidad de la poblacion, asi como el p-valor obtenido en el test de Fisher
para cada comparacion. EBC: embriones de buena calidad; ECI: embriones de calidad incierta; ENT:
embarazo no a término; ET: embarazo a término; IMC: indice de masa corporal; LE: grosor de la linea
endometrial.

Esta poblacion comprende dos tipos de protocolos de preparacion endometrial previa a la
toma de la biopsia, por lo que se evalud si, para las pacientes a incluir en este analisis
(aquellas con evaluaciéon psicoldgica disponible y valor detectable para cada uno de los
metabolitos, n=58), existia influencia del protocolo de preparacién endometrial sobre la
concentracion de hormonas esteroideas en el microambiente endometrial. Las
concentraciones de progesterona eran mayores en pacientes bajo un ciclo de THS (58,60
Mg/g) en comparacion con aquellas en ciclo natural (0,30 ug/g) (p-valor=1,494e-8), y los
niveles de DHEA mayores en las pacientes en ciclo natural (43,89 ng/g vs 32,75 ng/g, p-
valor=0,036) (Tabla 10). Por tanto, y para ambas dimensiones del test STAI, los analisis
posteriores se realizaron considerando a las pacientes de ambos tipos de preparacion
endometrial por separado para ambos metabolitos.

Tabla 10. Influencia del tipo de preparacion endometrial previa a la toma de la biopsia en la

concentracion de hormonas esteroideas en tejido endometrial para los anadlisis relativos a la
caracterizacion psicoldgica.

Metabolito N (%) (“; i::can;_;;zzl) C(ir(':l=<:1§,u7s;i’t;2c;o p-valor
P4 (ug/g) 55 (94,8%) | 0,048 (0,015-1,31) | 12,37 (0,087-627,95) |1,494e-8***

E1 (ng/g) 58 (100%) 37,05 (26-336) 43 (31-143) 0,095

E2 (ng/g) 34 (58,6%) 0,70 (0,40-2,80) 1,70 (0,20-36,50) 0,318

A4 (ng/g) 50 (86,2%) 0,50 (0,40-2,20) 0,35 (0,10-97,30) 0,317

T (ng/g) 48 (82,8%) 0,40 (0,10-0,90) 0,30 (0,10-2,20) 0,539

DHEA (ng/g) | 58 (100%) 31,55 (17,80-152) 22,95 (9,10-153) 0,036*

170HP4 (ng/g) | 42 (72,4%) 1,10 (0,30-7,30) 0,95 (0,20-26,90) 0,944

Cortisona (ng/g)| 58 (100%) 63,50 (16-142) 73 (12-171) 0,787

Cortisol (ng/g) | 57 (98,3%) 5,20 (1,90-30,90) 3,20 (0,80-26,70) 0,079

74



RESULTADOS Y DISCUSION

Para cada metabolito, se indica el numero de pacientes en los que se ha detectado dicho metabolito y el
porcentaje que representan con respecto al total de pacientes con caracterizacion psicolégica y valor
detectable para los metabolitos endometriales, asi como la mediana y el rango (minimo-méximo) para cada
uno de ellos en cada tipo de preparacion endometrial y el p-valor obtenido en el test de Wilcoxon para cada
comparacion. Se destaca en negrita los resultados estadisticamente significativos, indicando ademas la
magnitud de la diferencia con asteriscos (*p< 0,05, ***p < 0,001). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4:
androstenediona; E1: estrona; E2: estradiol; DHEA: dehidroepiandrosterona; P4: progesterona; T:
testosterona.

El estrés puntual o agudo altera las concentraciones endometriales de
cortisol y estrégenos

Al realizar una comparacion de medianas entre los grupos de pacientes estresadas o no
estresadas segun la dimension Estado (Tabla 11), se observaron unos niveles endometriales
de cortisol, biomarcador por excelencia del estrés, significativamente mayores en aquellas
pacientes estresadas en comparacién con aquellas no estresadas (5,4 ng/g vs 3,45 ng/g, p-
valor=0,05), ademas de unos niveles significativamente mayores de E1 endometrial en
aquellas pacientes estresadas (47 ng/g vs 39 ng/g, p-valor=0,0486) (Tabla 11).

Tabla 11. El estrés agudo (determinado por las puntuaciones de STAI Estado) provoca aumentos
en las concentraciones endometriales de cortisol y estrona.

Metabolito N (%) (nzzgfgggiﬁ, ) (":1 (;gss,t%eos,g;a) p-valor
P4 (ugig) Nat = 13 (22,4%) 0,07 (0,02-0,40) 0,04 (0,02-1,30) | 0,943
THS =42 (72,4%) 10,81 (0,09-628) | 12,37 (0,10-274,10) | 0,930

E1 (ng/g) 58 (100%) 47 (31-143) 39 (26-336) 0,049*
E2 (ng/qg) 34 (58,6%) 0,90 (0,40-2,30) 1,70 (0,20-36,50) | 0,220
A4 (ng/g) 50 (86,2%) 0,45 (0,10-97,30) 0,50 (0,10-6,80) 1,000

T (ng/g) 48 (82,8%) 0,30 (0,10-0,80) 0,30 (0,10-2,20) | 0,633
DHEA (nglg) Nat = 16 (27,6%) 31,10 (21-42,30) 34 (17,80-152) 0,495
THS =42 (72,4%) 27 (9,40-153) 21 (9,10-94) 0,104

170HP4 (ng/g) 42 (72,4%) 1,10 (0,20-26,90) 1,05 (0,20-7,30) | 0,453
Cortisona (ng/g) 58 (100%) 66 (12-160) 74 (16-171) 0,962
Cortisol (ng/g) 57 (98.3%) 5,40 (1,10-26,70) 3,45 (0,80-30,90) | 0,050*

Para cada metabolito, se indica el numero de pacientes en los que se ha detectado dicho metabolito y el
porcentaje que representan en la totalidad de pacientes caracterizadas psicolégicamente, asi como la
mediana y el rango (minimo-méaximo) para cada uno de ellos en cada grupo y el p-valor obtenido en el test
de Wilcoxon para cada comparacion. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparacion
endometrial (Tabla 10), los resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Se
destaca en negrita los resultados estadisticamente significativos, indicando ademas la magnitud de la
diferencia con asteriscos (*p< 0,05). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA:
dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; Nat: ciclo natural; T: testosterona; THS: terapia hormonal
sustitutiva; P4: progesterona.
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Posteriormente, se compararon las proporciones de pacientes estresadas con respecto a las
concentraciones de los metabolitos aplicando el test de Barnard. Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla Suplementaria 4. Especificamente, en la Figura 16 observamos cémo
el 80% de las pacientes con concentraciones endometriales de cortisol <2,5 ng/g (n=12) no
estaban estresadas, mientras que el 80% de las pacientes con concentraciones >12,6 ng/g
(n=4) si lo estaban (p-valor=0,038 para ambas comparaciones); es decir, la proporcion de
pacientes estresadas era mayor cuanto mayor era la concentracién de cortisol. De hecho,
aquellas pacientes clasificadas como estresadas segun el test STAI Estado presentaban un
491% mayor riesgo de tener el cortisol alto en el microambiente endometrial (p-valor=0,05).
Por otro lado, el 86,7% de las pacientes con niveles de E1 en el microambiente endometrial
<35,6 ng/g (n=13) y el 72,4% de las pacientes con concentraciones <41,7 ng/g (n=21) no
estaban estresadas, siendo por tanto mayor la proporcidon de pacientes no estresadas entre
las concentraciones mas bajas de E1 (p-valor=0,011 y 0,035, respectivamente). Ademas, la
mayor proporcion de pacientes no estresadas (88,9%, n=8) se observé cuando las

concentraciones de E2 fueron >2ng/g (p-valor=0,036) (Figura 16).
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Figura 16. El estrés agudo (evaluado con las puntuaciones de STAIl Estado) afecta a las
concentraciones de cortisol y estréogenos. Los graficos de barras representan las relaciones significativas
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recogidas en la Tabla Suplementaria 4 para estrona (Q1 y mediana), cortisol (Q1 y maximo relativo), y
estradiol (Q3). Las barras azules se corresponden con la proporcion de pacientes no estresadas mientras
que las barras rosas con las estresadas.

El analisis de correlacion entre los niveles endometriales de las hormonas y las puntuaciones
del cuestionario STAI Estado evidencié una correlacion positiva y significativa con los niveles
de cortisol (cor=0,977, p-valor=0,023) y una correlacién negativa y significativa con los niveles
de E2 (cor=-0,995, p-valor=0,006). Ademas, también se observd una correlacién positiva,
aunque no significativa, con las concentraciones de E1 (cor=0,874, p-valor=0,126), es decir,
un aumento de la proporcion de pacientes estresadas con aumentos en la concentracién de
E1, olo que es lo mismo, menores niveles de E1 en aquellas pacientes no estresadas (Figura
17). Dada esta fuerte asociacion, esta tesis propone, por primera vez en la literatura cientifica,
que la evaluacion de las pacientes mediante el cuestionario STAI podria servir como una
herramienta no invasiva que reflejase los cambios fisiolégicos que tienen lugar en el
endometrio frente a una situacion de estrés, los cuales se encuentran intimamente
relacionados con las tasas de éxito de los tratamientos de reproduccion asistida.
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Figura 17. Las puntuaciones del cuestionario STAI Estado estan altamente correlacionadas con los
niveles de cortisol, estradiol y estrona en el microambiente endometrial. Los graficos representan la
tendencia de la proporcién de pacientes estresadas segun la dimension Estado del cuestionario STAI en
cada uno de los puntos de corte de los metabolitos.
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El estrés prolongado afecta a las concentraciones endometriales de
estrona y DHEA

Atendiendo a la caracterizacién psicoldogica por la dimension Rasgo, se observaron
diferencias significativas en los niveles endometriales de DHEA en aquellas pacientes que
siguieron un ciclo natural en su preparacion endometrial, siendo significativamente mayores
en las pacientes no estresadas (34 ng/g vs 25 ng/g, p-valor=0,043). Se observaron también
mayores concentraciones endometriales de E1 en aquellas pacientes no estresadas (43 ng/g
vs. 38 ng/g, p-valor=0,050) (Tabla 12).

Tabla 12. El estrés prolongado (determinado por las puntuaciones de STAI Rasgo) provoca
disminuciones en las concentraciones endometriales de estrona y DHEA.

Metabolito N (%) (E::T,sfg,z) ":z::;,“;ﬁi/‘;')a p-valor
oo g | N 13(224%) | 004(001-008) | 006(0.02:130) | 0573
THS = 42 (72,4%) | 4,39 (0,09-53.40) | 12,97 (0,40-628) | 0,148

E1 (ng/g) 58 (100%) 38 (26-47) 43 (27-336) | 0,050"
E2 (ng/g) 34 (58,6%) 1,80 (0,40-2,10) | 0,95 (0,20-36,50) | 0,748
A4 (ng/g) 50 (86,2%) 0,30 (0,10-0,90) | 0,50 (0,10-97,30) | 0,056

T (nglg) 48 (82,8%) 0,30 (0,10-0,50) | 0,30 (0,10-2,20) | 0,652
oHEA (ngrg) | 16 276%) 25 (21-26) 34 (17,80-152) | 0,043
THS = 42 (72,4%) | 22,50 (14,80-28) | 22,95 (9,10-153) | 0,344

170HP4 (nglg) | 42 (72,4%) 0,85 (0,20-1,90) | 1,20 (0,20-26,90) | 0,453
Cortisona (ng/g)| 58 (100%) 79 (21-113) 72 (12-171) | 0,513
Cortisol (ng/g) 57 (98,3%) 3(1,10-20,30) | 4,70 (0,80-30,90) | 0,944

Para cada metabolito, se indica el numero de pacientes en los que se ha detectado dicho metabolito y el
porcentaje que representan en la totalidad de pacientes caracterizadas psicolégicamente, asi como la
mediana y el rango (minimo-maximo) para cada uno de ellos en cada grupo y el p-valor obtenido en el test
de Wilcoxon para cada comparacion. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparacion
endometrial (Tabla 10), los resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Se
destaca en negrita los resultados estadisticamente significativos, indicando ademas la magnitud de la
diferencia con asteriscos (*p< 0,05). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA:
dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; Nat: ciclo natural; T: testosterona; THS: terapia hormonal
sustitutiva; P4: progesterona.

La diferencia de concentraciones observada para la DHEA fue corroborada tras realizar el
test de Barnard, no asi para la E1. Los resultados de estos y otros metabolitos se recogen en
la Tabla Suplementaria 5. Concretamente, como muestra la Figura 18, el 100% de las
pacientes con concentraciones endometriales de DHEA >26 ng/g (n=10) no estaban
estresadas, en comparacién con aquellas pacientes con valores de DHEA <26 ng/g, el 50%
de las cuales (n=3) se clasificaron como estresadas segun las puntuaciones de la dimensién

Rasgo (p-valor=0,013).
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Figura 18. El estrés prolongado (evaluado con las puntuaciones de STAl Rasgo) afecta a las
concentraciones de DHEA. El gréfico de barras representa la relacion significativa recogida en la Tabla
Suplementaria 5 para DHEA. Las barras azules se corresponden con la proporcion de pacientes no
estresadas mientras que las barras rosas con las estresadas.

El analisis de correlacion entre los niveles endometriales de las hormonas y el estrés
evidenci6 una fuerte correlacion negativa, aunque no significativa, con los niveles de E1 (cor=-
0,909, p-valor=0,091), concordando con los resultados obtenidos en los que se evidenciaban

mayores niveles de E1 en aquellas pacientes no estresadas.

Cada tipo de estrés afecta mayoritariamente a una region diferente de la
ruta de sintesis de hormonas esteroideas

En los ultimos anos, el estudio del efecto del estrés psicologico en la funcidén reproductiva ha
aumentado. Diversos estudios han evaluado el efecto del estrés en la concentracion de
biomarcadores clasicos y su repercusién en las tasas de embarazo (Ebbesen et al., 2009; An
et al., 2013; Massey et al., 2016; Aimagambetova et al., 2020). También se han desarrollado
estudios que han evaluado cambios moleculares directos en el endometrio que podrian ser
consecuencia del estrés (Wu et al., 2021). Sin embargo, a dia de hoy ningun estudio se ha
centrado en evaluar los cambios en la concentracion de hormonas en el microambiente
endometrial normal como consecuencia del estrés. Un Unico estudio similar ha sido llevado a
cabo recientemente en lesiones endometriosicas, evidenciando alteraciones en metabolitos
como arginina o serina entre pacientes estresadas y no estresadas (Lu et al., 2023). En
nuestro estudio, evidenciamos por primera vez que el estrés en pacientes FIV, evaluado
mediante el cuestionario STAI, produce alteraciones en el microambiente endometrial. En la
Figura 19 se recoge un resumen de aquellos metabolitos endometriales significativamente
asociados con el estrés y su comparacion entre ambos tipos de estrés, el estrés agudo y el
estrés a largo plazo, definidos por las puntuaciones de los cuestionarios STAI Estado y

Rasgo, respectivamente.
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Figura 19. Cada tipo de estrés afecta mayoritariamente a una region diferente de la ruta de sintesis
de hormonas esteroideas. Se representa una version reducida de la ruta de sintesis de hormonas
esteroideas, destacando aquellos metabolitos endometriales significativamente alterados en pacientes
estresadas segun las puntuaciones de los cuestionarios A) STAI Estado y B) STAI Rasgo. Las flechas
azules indican una disminucion del metabolito en pacientes estresadas, mientras que las flechas rojas
significan que se encuentra aumentado. Junto a las flechas, se indica el punto o puntos de corte para cada
metabolito en los cuales se ha observado la diferencia significativa. Las lineas discontinuas reflejan la
presencia de un paso intermedio entre ambos metabolitos. DHEA: dehidroepiandrosterona.

Por un lado, el presente estudio demuestra de forma pionera que los incrementos en los
niveles circulantes de cortisol que ocurren como consecuencia de la respuesta fisioldgica al
estrés (Herman et al., 2016) también se ven reflejados en el microambiente endometrial
(Figura 19A).

Por otro lado, este estudio reporta por primera vez la asociacion de los niveles endometriales
de E1 con ambos tipos de estrés, ademas de una regulacién contraria: mientras que en
aquellas pacientes sufriendo de estrés agudo o puntual, los niveles aumentan, en aquellas
pacientes estresadas a largo plazo los niveles disminuyen (Figura 19). Sin embargo, en el
caso del E2, estrogeno mas activo, se produce una disminucion de su concentracién en tejido

endometrial frente a una situacion de estrés agudo (Figura 19A), pudiéndose pensar que se

80



RESULTADOS Y DISCUSION

produce una desviacién de la produccién del estrégeno mas activo (E2) hacia la produccion
del estrégeno menos activo (E1). En linea con estos resultados, otros estudios han reportado
menores concentraciones de E2 en saliva (Roney and Simmons, 2015) y suero (Schliep et
al., 2015), asi como de E1 conjugada en orina (Schliep et al., 2015) en mujeres estresadas,
incluso una reduccién de la sintesis de E2 en células de la granulosa sometidas a estrés (Li
et al., 2016; Sammad et al., 2022), evidenciando alteraciones en la funcion endocrinolégica y
la produccién hormonal, que podrian repercutir directamente en la funcién reproductiva. Sin

embargo, este es el primer estudio que reporta dicho efecto a nivel endometrial.

Ademas, en aquellas pacientes que sufren de un estrés constante y estable este estudio
evidencia una disminucion significativa de las concentraciones endometriales del precursor
androgénico y estrogénico DHEA (Figura 19B). Diversos estudios han evidenciado una
mejora en los sintomas depresivos acompanado de un aumento de los niveles plasmaticos
de andrdgenos tras la administracion de suplementos de DHEA (Schmidt et al., 2005; Peixoto
et al., 2020). En linea con estos resultados, algunos estudios reportan que los niveles de
DHEA en suero son menores en pacientes con depresion (Zhu et al., 2015; Jiang et al., 2017)
o ansiedad (Lennartsson et al., 2013; Leff-Gelman et al., 2020). Sin embargo, otros estudios
contradicen estos resultados, ya que reportan que las pacientes con mayor ansiedad o estrés
presentan mayores niveles de DHEA en saliva (Mulligan et al., 2020) o suero (Lennartsson et
al., 2012). Nuestros resultados demuestran de forma pionera que aquellas pacientes
sometidas a estrés prolongado presentan menores concentraciones de DHEA en tejido
endometrial. El estrés altera el metabolismo de la pregnenolona adrenal, reduciéndose la
produccion de andrégenos y aumentandose la de glucocorticoides (Campagne, 2002). De
hecho, en pacientes estresadas se ha observado un mayor ratio cortisol/DHEA que en
controles (Markopoulou et al., 2009; Leff-Gelman et al., 2020). Ademas, se ha evidenciado
un descenso en las concentraciones de cortisol tras la administracion de DHEA (Kroboth et
al., 2003). En concordancia con estos estudios hemos reportado, por primera vez en
endometrio, un aumento de los niveles de cortisol y un descenso de los de DHEA en pacientes
estresadas, demostrando que, en el microambiente endometrial, la sobreproduccion de
cortisol también va acompanada de una reduccion en la produccién de DHEA, lo que en
consecuencia podria alterar los niveles de andrégenos y estrogenos, esenciales para la

consecucion y el mantenimiento de un embarazo.

En conjunto, estos resultados evidencian cémo cada tipo de estrés afecta en mayor medida
a partes diferentes de la ruta de sintesis de hormonas esteroideas, alterando el estrés puntual
mas a los niveles de corticosteroides y estrégenos, y el estrés a largo plazo a los precursores
androgénicos. Sin embargo, el no encontrar diferencias significativas en otros metabolitos no

significa que no existan, sino que el tamafo muestral y poder estadistico podrian no ser
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suficientes para observarlas. Por tanto, no podemos afirmar que cada tipo de estrés afecte
exclusivamente a una parte de la ruta, pero si que cada uno lo hace en mayor medida que el

otro.

Dado que estos cuatro metabolitos esteroideos endometriales (cortisol, estrona, estradiol y
DHEA) fueron los Unicos reportados como tanto significativamente asociados con el estrés
como con la consecuciéon de un embarazo a término en el presente estudio, éstos fueron los

seleccionados para la realizacion de los analisis transcriptomicos.

5. Los cambios en los niveles de esteroides
endometriales y el estrés afectan a la expresion génica

y la funcién endometrial

La calidad del RNA extraido (n=50, ya que de 29 muestras no quedo suficiente cantidad de
tejido para realizar la extraccion de RNA), se evalu6 atendiendo a los ratios A260/A280 y
A260/A230, RIN y DV200, siguiendo los criterios especificados en la seccién metodoldgica.
En la mayoria de las muestras, el RNA extraido se encontraba dentro de los rangos de calidad
establecidos (A260/280 ~2, A260/A230=1,8-2,2), encontrando ratios ligeramente fuera de los
limites en 5 de ellas (10%). Sin embargo, esta alteracion no se vio reflejada en un descenso
de la integridad del RNA, ya que en todas ellas los valores de RIN y DV200 se encontraban
dentro de unos limites adecuados (RIN= 3 y DV200=70%). Una Unica muestra presenté unos
valores de RIN inferiores a los limites marcados (2,7); a pesar de esto, y dado que sus niveles
de DV200 eran adecuados (74,63%), se decidié incluir en la generacion de librerias y
posterior secuenciacion, no viéndose reflejado esto en una alteracién de los pardmetros de
secuenciacion, dado el buen funcionamiento del protocolo de secuenciacién seleccionado

con muestras de calidad limitada.

Atendiendo al analisis exploratorio de los datos, el comportamiento transcriptémico de las
muestras en el PCA mostré una distincién entre las muestras de las pacientes y los controles
positivos empleados en ambas tandas de secuenciacion, tal y como se esperaba (Figura
20A), asi como un comportamiento similar y casi superpuesto entre las réplicas técnicas,

demostrando la reproducibilidad de la técnica (Figura 20B).
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Figura 20. Comportamiento transcriptomico de los controles positivos y las réplicas técnicas
empleadas en el protocolo de secuenciaciéon de RNA. A) Grafico del PCA con las 54 muestras. El PCA
incluye los 20.802 genes detectados por el panel empleado y las 54 muestras (incluyendo réplicas técnicas
y controles positivos de ambas tandas de secuenciacion). Los controles positivos estan resaltados en color
azul (control positivo tanda 1) y verde (control positivo tanda 2), mientras que el resto de muestras aparecen
coloreadas en naranja. B) Grafico del PCA posterior a la eliminacién de los controles (52 muestras).
Las réplicas técnicas estan resaltadas en color azul claro y verde para la muestra P22, y en azul oscuro y
amarillo para la muestra P8, mientras que el resto de muestras aparecen coloreadas en naranja. En ambos
graficos, el eje X representa la variabilidad (%) de los datos en la primera componente (PC1) y el eje Y en
la segunda componente (PC2).

De los 20.802 genes medidos por el panel de secuenciacion seleccionado, 754 fueron
eliminados por no ser detectados en ninguna muestra y 4.835 por tener un nimero bajo de

conteos, quedando 15.213 genes para los subsiguientes analisis.

Después del proceso de normalizaciéon, se evalud el efecto que podrian tener variables
técnicas y clinicas/demograficas en el comportamiento transcriptomico de las muestras. Se
observo en el PVCA (Figura 21A) como el RIN aportaba un 10% de la variabilidad total, lo
que también se reflejo en el PCA (Figura 21B). Este efecto de tanda fue corregido con
métodos lineales antes de la realizacion de los analisis posteriores (Figura 21B). Ninguna de
las variables restantes produjo un efecto de tanda significativo en el comportamiento

transcriptdmico de las muestras no requiriendo de su correccion.
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Figura 21. Correccién del efecto del RIN en el comportamiento transcriptémico de las muestras. A)
PVCA. En el gréfico de barras se representa el peso que tiene cada una de las variables analizadas en el
total de la varianza, evidenciando un efecto del RIN superior al 10%. B) PCA RIN. En la izquierda, el grafico
de analisis de componentes principales (PCA) incluyendo las 50 muestras de las pacientes de la poblacién
2 secuenciadas muestra una clara agrupacion en funcién del RIN. En la derecha, el grafico PCA posterior a
la correccion del efecto del RIN en el comportamiento transcriptomico de las muestras muestra como
efectivamente las muestras ya no se agrupan en funcién de su valor de RIN. En ambos gréficos, los puntos
de color verde representan las muestras con RIN <5, los de color rosa entre 5 y 6, los azules entre 6y 7, y
los rojos >7. El eje X representa la variabilidad (%) de los datos en la primera componente (PC1) y el eje Y
en la segunda componente (PC2).

Incrementos en las concentraciones de cortisol en el microambiente
endometrial afectan a funciones clave para la implantacién embrionaria

De las 50 muestras secuenciadas, 36 tenian informacién de la concentracién de cortisol para
analizar el efecto de su concentracién en la expresién génica endometrial, observando 182
genes (Tabla suplementaria 6) que cambiaban significativamente su expresion con
incrementos en las concentraciones. Estos genes se encontraban principalmente
involucrados en funciones como regulacién de la transcripcion, sefializacion y metabolismo
(Figura 22). Otras funciones a destacar, aunque representadas en menor medida, fueron
respuesta inmune, respuesta a estimulos (incluido estrés), apoptosis y adhesion, entre otras
(Figura 22).
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Figura 22. Funciones en las que estan implicados los genes significativamente afectados por
incrementos en los niveles de cortisol. Grafico de sectores o circular (pie chart) en el que se recoge la
proporcién que representa cada funcién con respecto al total de funciones anotadas (197 funciones) para
los genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de cortisol (182 genes). Figura creada
con Biorender.com.

Los genes se agruparon de acuerdo a su comportamiento en dos grupos (Tabla
suplementaria 6): en el primero, 87 genes aumentaban su expresion conforme aumentaban
las concentraciones de cortisol (Figura 23A), mientras que en el segundo se agruparon 95
genes cuya expresion disminuia con aumentos en las concentraciones de dicha hormona
(Figura 23B).

A) Grupo 1: 87 genes B) Grupo 2: 95 genes
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Figura 23. Cambios en la expresion génica en funcion de la concentracion de cortisol. Grupos de
comportamiento génico en funcién del aumento en las concentraciones de cortisol: A) Genes que
aumentaban su expresion y B) Genes que disminuian su expresion.

La comparacion de las funciones subyacentes a cada grupo mostré que los genes que

aumentaban su expresion (grupo 1) se encontraban involucrados de forma exclusiva en la
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adhesion, y de forma mayoritaria en apoptosis, respuesta inmune, senalizacion y transporte
y organizacion celular; por su parte, los genes que disminuian su expresion con aumentos en
la concentracion de cortisol (grupo 2) regulaban exclusivamente funciones como ciclo celular,
diferenciacion y migracion celular, procesamiento del RNA y respuesta a estimulos,
incluyendo la respuesta al estrés. Ademas, estos genes se encontraban mayoritariamente
involucrados en la formacion y regulacién de cilios y citoesqueleto y regulaciéon de la

transcripcion.

La apoptosis ha sido ampliamente estudiada por su relacién con la implantacién y el desarrollo
embrionario temprano, a pesar de lo cual los mecanismos moleculares exactos subyacentes
a ambos procesos siguen sin comprenderse completamente. Durante la implantacion, el
embrion invade el endometrio materno para formar una union fuerte y alcanzar el componente
vascular (Massimiani et al., 2019; Ojosnegros et al., 2021). Para que eso ocurra, el epitelio
endometrial en el area de implantacion, gracias a la apoptosis, se desintegra completamente,
mientras que el componente estromal requiere de un control mayor del proceso apoptético
(Boeddeker and Hess, 2015). La apoptosis tiene un papel clave en procesos como la
decidualizacion, invasion, y remodelacién de las arterias uterinas y, por tanto, también en el
desarrollo embrionario temprano y la comunicacion materno-fetal (Chen et al., 2024).
Ademas, diversos estudios han revelado una asociacion entre abortos, fallos de implantacion
y complicaciones gestacionales como la preeclampsia con alteraciones en el control y el
equilibro del proceso apoptético (apoptosis excesiva o insuficiente) (Boeddeker and Hess,
2015; Chen et al.,, 2024). En linea con nuestros resultados, Chan y colaboradores
evidenciaron un aumento en la apoptosis de cultivos primarios de células deciduales de tercer
trimestre tras ser tratadas con cortisol (Chan et al., 2007). Segun lo reportado por diversos
autores, en un ciclo menstrual normal se producen incrementos en la apoptosis durante la
fase secretora tardia, alcanzando su maxima extension durante la menstruacién (Shikone et
al., 1997; Vaskivuo et al., 2000). Aunque se requiere de la apoptosis para la implantacion y el
desarrollo embrionario temprano, una apoptosis exacerbada durante la fase secretora media,
fomentada por un aumento en los niveles de cortisol endometriales, podria llevar a la
eliminacion excesiva de células endometriales epiteliales dificultando asi la implantaciéon
embrionaria. De hecho, se han reportado aumentos en el niumero de células apoptdticas en
endometrio y una senescencia estromal acelerada en aquellas mujeres con fallos de
implantacién recurrente y desplazamientos de la ventana de implantacion (Meresman et al.,

2010; Lucas et al., 2016), apoyando esta ultima hipodtesis.

La apoptosis también juega un papel clave en la regulacion de la tolerancia inmune materno-
fetal, regulando el numero de células inmunes deciduales activadas y protegiendo asi al

embridn del sistema inmune materno (Boeddeker and Hess, 2015; Chen et al., 2024). Las
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células inmunes endometriales presentan numerosas funciones, como la coordinacién de la
invasion del trofoblasto durante la implantacién y la remodelacién de las arterias, asi como la
tolerancia al embrién recién implantado a la vez que se asegure la defensa de éste frente a
patdgenos. Sin embargo, alteraciones en la regulacién y el equilibrio inmune se han
relacionado con abortos, preeclampsia o embarazo pretérmino, entre otras condiciones (Yang
et al., 2023). Los glucocorticoides presentan principalmente propiedades inmunosupresoras
y antiinflamatorias. Sin embargo, concentraciones elevadas de cortisol pueden llevar a su
acumulacion y la sobreproduccién de citocinas proinflamatorias que podrian acabar
comprometiendo la respuesta inmune (Morey et al., 2015). De hecho, diversos estudios
llevados a cabo en animales y humanos han evidenciado que, en respuesta al estrés y el
aumento en los niveles generales de cortisol que éste conlleva en todo el organismo, la
respuesta inmune se altera, llegando a causar inflamacion crénica y desérdenes autoinmunes
(Padgett and Glaser, 2003; Shimba and Ikuta, 2020). En concordancia con estos resultados,
en esta tesis doctoral, los resultados obtenidos evidencian que, frente a aumentos en los
niveles de cortisol, potencialmente causados por aumentos en el estrés en las pacientes
infértiles, se produce un aumento de la respuesta inmune endometrial, lo cual podria estar
afectando negativamente a la consecucién de un embarazo a término. En esta linea, un
estudio reciente ha observado diferencias en las poblaciones de células inmunes
endometriales entre mujeres sufriendo ansiedad durante el embarazo y aquellas que no la
sufrian (Sherer et al., 2022). A pesar de toda esta evidencia, el equilibrio entre los efectos
positivos y negativos de los glucocorticoides no esta del todo definido. Por tanto, se requiere
de mas estudios que evaluen algo tan complejo como es el sistema inmune, ya que los efectos
del estrés sobre éste van a depender de la individualidad del organismo y de la presencia o

ausencia de determinados factores de riesgo, como la edad (Morey et al., 2015).

Por otro lado, coincidiendo con nuestros resultados de una disminucién en la expresion de
genes que median la migracion y diferenciacion celular con aumentos en las concentraciones
de cortisol, se ha demostrado, en células madre endometriales en cultivo, que el cortisol
suprime funciones clave de éstas como la regeneracion, diferenciacion y migracion (Park et
al., 2021). Las células madre endometriales, localizadas en la capa basal endometrial, son
las principales responsables de la regeneracion ciclica del endometrio posterior a la
descamacion que ocurre durante la menstruacion, siendo por tanto cruciales para la
adecuada proliferacién endometrial durante la fase secretora (Simén et al., 2009). La
evidencia de reducciones en el numero de células madre endometriales en mujeres con
aborto recurrente (Lucas et al., 2016), hace hincapié en su importancia para la implantacién

embrionaria y el mantenimiento del embarazo.
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En linea con lo anterior, otra funcion que destaca, siendo también clave en la proliferacion
endometrial, es la regulacion del ciclo celular. Estudios realizados en ratonas expuestas a
glucocorticoides han demostrado una reduccion en la proliferacién celular endometrial,
acompafada de una reduccion en la receptividad endometrial por la desregulacion de genes
importantes en el proceso de implantacién embrionaria como el factor inhibidor de la leucemia
(LIF) o la mucina 1 (MUC1) (Nanjappa et al., 2015; Shariati et al., 2019). También se ha
reportado una inhibicién de la proliferacién, migracién e invasién de los trofoblastos en ratonas
expuestas a glucocorticoides durante la placentacion temprana, que conlleva a una reduccion
del tamafio de la placenta y del feto y un aumento de la preeclampsia (Zhang et al., 2016).
Todos estos estudios ponen de manifiesto el efecto de los glucocorticoides en la reduccion
de la proliferacion celular y la regeneracion endometrial, potenciando el establecimiento de
una relacién entre el estrés y la funcion endometrial, como se hace de forma pionera en esta

tesis doctoral.

Otra funcién también importante en el proceso de implantacion embrionaria es la regulacién
de la formacion de cilios y la organizacion del citoesqueleto. Las células epiteliales
endometriales cambian su morfologia en funcion de la fase del ciclo menstrual, regulando la
presencia o ausencia de cilios o pinopodos que protuyen hacia el lumen uterino y que estan
implicados en el proceso de reconocimiento y aposicion entre el endometrio y el embrion
(Massimiani et al., 2019; Ojosnegros et al., 2021), siendo mayor el numero de células ciliadas
durante la fase proliferativa que durante la fase secretora (Masterton et al., 1975; Bartosch et
al., 2011; Luddi et al., 2020). Bahar y colaboradores observaron diferencias importantes a
este nivel entre mujeres fértiles y mujeres con fallo de implantacion, caracterizandose las
primeras por ausencia de cilios y presencia de pinopodos, y ocurriendo lo contrario en las
pacientes infértiles (Bahar et al., 2015). Sin embargo, estos resultados contrastan con los de
otros estudios en los que se ha reportado una regulacion a la baja de procesos ciliares y
organizacion de microtubulos y citoesqueleto en pacientes con endometriosis o fallo de
implantacién recurrente (Koot et al., 2016; Devesa-Peiro et al., 2020). En esta misma linea,
una revision reciente recoge que entre aquellas pacientes que sufren de discinesia ciliar
primaria, una enfermedad genética que afecta a la estructura y motilidad de los cilios, la
principal causa de infertilidad podria estar relacionada con la dificultad de transportar el
embrion a través de las trompas de falopio y el endometrio hasta el sitio de implantacién
(Newman et al., 2023), recalcando que, aunque en menor cantidad que durante la fase
proliferativa, la presencia de células ciliadas durante la WOI es necesaria para la consecucion
de un embarazo. En concordancia con estos ultimos estudios, en esta tesis se ha reportado,
por primera vez en la literatura cientifica, un descenso en la expresion de genes relacionados

con cilios y citoesqueleto con mayores concentraciones de cortisol en el microambiente
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endometrial, lo cual podria estar implicado en un descenso en las tasas de implantacién en

estas pacientes.

En resumen, en esta tesis doctoral se evidencia, por primera vez en muestras endometriales
de pacientes infértiles, que niveles altos de cortisol en el microambiente endometrial,
potencialmente inducidos por el estrés, reducen la expresion de genes involucrados en
funciones relacionadas con la regulacién del ciclo celular y la regeneracién y proliferacion
endometrial, y aumentan la expresion de genes que median la apoptosis y la respuesta
inmune, dando una posible explicacion a la reduccion en las tasas de embarazo en dicho
grupo de pacientes, lo que también se reporta de forma pionera en el presente estudio. Un
estudio reciente ha evidenciado un descenso de la proliferacion y un aumento de la apoptosis
y la respuesta inmune en células de la granulosa bovinas expuesta a estrés agudo (Sammad
et al., 2022), concordando con nuestros resultados y sefialando que el estrés presenta un

efecto similar a nivel ovarico y endometrial, impidiendo la concepcién a varios niveles.

La estrona como nueva hormona clave en la respuesta al estrés
regulando la produccion esteroidea intracrinolégica endometrial

Pasando a la regulacién génica endometrial por parte de la estrona, 48 muestras habian sido
secuenciadas y poseian una concentracion de estrona detectable por UPLC-MS/MS. 501
genes se encontraban significativamente influenciados por incrementos en los niveles
endometriales de este metabolito (Tabla Suplementaria 7). Estos genes se anotaron en 865
funciones, las cuales fueron agrupadas y representadas en el grafico de sectores de la Figura
24. Las funciones principales en las que se encontraban implicados estos genes fueron
metabolismo y sefializacion, y mas concretamente, el metabolismo y la sintesis de hormonas
esteroideas y las rutas de sefializacion y produccion de estrogenos y GnRH. Estos genes
también se encontraban implicados en la respuesta a estimulos, concretamente la respuesta
a E2 y la respuesta a estrés, inmunidad y adhesién. Ademas, algunos de estos genes
destacaron por su papel en importantes trastornos del sistema nervioso y enfermedades

neurodegenerativas, como Alzheimer y Parkinson, entre otras (Figura 24).
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Figura 24. Funciones en las que estdn implicados los genes significativamente afectados por
incrementos en los niveles de estrona. Grafico de sectores o circular (pie chart) en el que se recoge la
proporcién que representa cada funcién con respecto al total de funciones anotadas (865 funciones) para
los genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de cortisol (501 genes). Figura creada
con Biorender.com.

Los 501 genes se agruparon de acuerdo a su comportamiento (Tabla Suplementaria 7): un
grupo (grupo 1) conteniendo 217 genes que aumentaban su expresion conforme aumentaban
las concentraciones de E1 (Figura 25A), y un segundo grupo (grupo 2) con 284 genes que

la disminuian (Figura 25B).

A) Grupo 1: 217 genes B) Grupo 2: 284 genes

5 A /\A ﬁ\\/ 801y
/M 55 L/\

= =
0 he]
" (2]
L4 [ \
S / 25.0
[V [0}
(] [0}
© ©
«© ©
e / 5 4.5
() 3 D \
= B J = =
| JiEEAS A
\//
2 35
30 40 50 30 40 50
Concentracién de estrona (ng/g) Concentracién de estrona (ng/g)

Figura 25. Cambios en la expresion génica en funciéon de la concentraciéon de estrona. Grupos de
comportamiento génico en funcién del aumento en las concentraciones de estrona: A) Genes que
aumentaban su expresion y B) Genes que disminuian su expresion.

El analisis detallado de las funciones subyacentes a cada grupo de genes y su comparacion

reveld6 que aquellos genes que aumentaban su expresion (grupo 1) se encontraban
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involucrados de forma mayoritaria en transporte y organizacion celular, diferenciacion y
metabolismo. Cabe destacar que, dentro de las funciones metabdlicas, todos aquellos genes
implicados en el metabolismo de hormonas esteroideas se encontraban Unicamente en este
grupo. Por otra parte, los genes que disminuian su expresion (grupo 2) se encontraban
mayoritariamente involucrados en la respuesta inmune, la respuesta a estimulos,
procesamiento de proteinas, ciclo celular y apoptosis. Ademas, las funciones de migracion
celular y desarrollo embrionario se encontraban Unicamente representadas en este grupo, no
estandolo en el grupo 1. Sin embargo, funciones importantes como la regulacion del sistema
nervioso y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, la sefalizacion, destacando
las rutas de sefalizacién y produccion de estrogenos y GnRH, y la respuesta a estrés y otros
estimulos, entre otras, se encontraban representadas de igual forma en ambos grupos,

aunque implicando a genes diferentes.

Por su relevancia en relacion al tema de la presente tesis destaca el metabolismo y sintesis
de hormonas esteroideas. Concretamente, aumentos en la concentracion de E1 aumentan la
expresion a nivel endometrial de genes que sintetizan enzimas clave en dicha ruta metabdlica
como SULT1E1 o StAR, entre otras. Diversos estudios ya habian reportado la expresioén de
SULT1E1 a nivel endometrial (Rizner et al., 2017; Cornel et al., 2019), siendo una de las
responsables del control de los niveles estrogénicos endometriales produciendo las formas
activas a partir de sus formas sulfatadas. La expresion de StAR a nivel endometrial también
ha sido anteriormente reportada en algunos estudios (Attar et al., 2009; Sinreih et al., 2017),
poniendo en duda la creencia de que la esteroidogénesis de novo esta limitada unicamente
a las glandulas esteroidogénicas. A pesar de que nuestro estudio no es pionero en la
identificacion de la expresidon de estas enzimas en tejido endometrial, si es el primero en
describir una regulacion de las mismas por parte de E1. Estudios recientes han reportado una
alteracion en la expresién de enzimas esteroidogénicas en células de la granulosa bovinas
sometidas a estrés agudo (Li et al., 2016; Sammad et al., 2022). Dado que en nuestro estudio
hemos evidenciado un efecto del estrés en los niveles endometriales de E1, el estrés, a través
de la modificacién de éstos, podria estar alterando la ruta de sintesis de hormonas
esteroideas, afectando a los niveles del resto de hormonas y, en ultima instancia, a la

homeostasis del microambiente endometrial y ovarico, y al proceso reproductivo.

Paralelamente, niveles crecientes de E1 llevan a la desregulacion de genes involucrados en
la respuesta al estrés, concordando con multiples estudios evidenciando la influencia de los
niveles estrogénicos en la respuesta al estrés (Albert et al., 2015; Albert and Newhouse,
2019). Sin embargo, hasta el momento ningun estudio ha descrito dicha influencia
directamente en endometrio, asi como tampoco especificamente por uno de los estrégenos

mas inactivos como es E1, siendo el nuestro un estudio pionero en describir esta relacion.
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Curiosamente, algunos de estos genes se encuentran también involucrados en el desarrollo
de importantes enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson o Huntington.
Diversos estudios han reportado un efecto neuroprotector de los estrogenos retardando la
progresion de enfermedades neurodegenerativas (Koszegi and Cheong, 2022), asi como un
aumento del riesgo de padecerlas tras la menopausia (Cheng et al., 2021), debido al
descenso en los niveles estrogénicos que ésta conlleva. No obstante, esta relacion ha sido
descrita Unicamente a nivel cerebral, en ningun caso directamente en endometrio. La
desregulacion de la expresién de dichos genes en el microambiente endometrial por la
alteracion en los niveles de E1 podria conllevar cambios importantes a nivel molecular que
afecten a la funcién endometrial, requiriéndose de mas estudios que ayuden a desentranar

esta compleja y novedosa relacion.

Otra de las funciones principales en las cuales interviene esta hormona a nivel endometrial
es la sefializacion. Dentro de este amplio proceso, por su relacion con esta tesis, destacamos
la desregulacion de la sefalizacion de estrogenos y GnRH en respuesta al aumento en los
niveles de E1 endometrial, produciendo alteraciones en la expresién de genes tan importantes
como MAPK1 (Mitogen-Activated Protein Kinase 1), miembro de la familia MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) que interviene en numerosos procesos en el organismo. Estudios
anteriores han descrito que, ademas de sus funciones clasicas, el receptor estrogénico ESR1
(Estrogen receptor 1) ejerce algunas funciones a través de la cascada de sefalizacion de
MAPK, como la induccién de la proliferacion celular (Stefkovich et al., 2018). Sin embargo,
este es el primer estudio que proporciona evidencia de la regulacion de esta cascada de
sefalizacidn a nivel endometrial por parte de los niveles de E1. Dada la implicacion de MAPK
en la implantacion embrionaria (Massimiani et al., 2019; Ojosnegros et al., 2021) y la
importancia de la sefalizacion estrogénica para la consecucion de un embarazo y desarrollo
embrionario temprano (Robertshaw et al., 2016), se pone de nuevo de manifiesto la
importancia de los niveles hormonales en el microambiente endometrial para la funcién

reproductiva.

Pese a que E1 es un estrogeno mas inactivo que E2 y es producido en menor cantidad que
éste, esta tesis doctoral resalta, por primera vez, el importante papel de E1 en la respuesta
al estrés en el endometrio, actuando como un importante regulador de la produccion local de
hormonas esteroideas, y definiendo la regulacion contraria de los niveles de esta hormona
tanto en situaciones de estrés agudo o puntual como frente a un escenario de estrés
prolongado. Ademas, se describe la relacion bidireccional entre ambos, ya que tanto los
niveles endometriales de E1 regulan la expresion de genes involucrados en la respuesta al

estrés a nivel endometrial, como el estrés regula los niveles endometriales de E1. De esta
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forma, la estrona surge como un nuevo factor de estrés clave para la regulacién hormonal en

el microambiente endometrial.

El estradiol en tejido endometrial se encuentra significativamente
afectado por el estrés y relacionado con funciones importantes para la
implantacién

En cuanto a la influencia de las concentraciones endometriales de estradiol en la expresion
génica, se realiz6 el analisis con la informacion de 32 participantes, observandose que 9
genes cambiaban significativamente su expresién con aumentos en las concentraciones de
este metabolito (Tabla Suplementaria 8), 2 de los cuales aumentaban su expresion (Figura

26A), mientras que 7 de ellos la disminuian (Figura 26B).
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Figura 26. Cambios en la expresion génica en funcién de la concentracion de estradiol. Grupos de
comportamiento génico en funcién del aumento en las concentraciones de estradiol: A) Genes que
aumentaban su expresion y B) Genes que disminuian su expresion.

Dentro del primer grupo se destaca el gen IFT27 (Intraflagellar transport 27), el cual participa
en el ensamblaje de cilios, el transporte intraflagelar y la biogénesis y mantenimiento de
organulos celulares. Estudios en ratones han demostrado que este gen es esencial para la
fertilidad masculina y la espermiogénesis (Zhang et al., 2017). No obstante, no hay estudios
que evaluen la importancia de este gen para la funcionalidad endometrial. Anteriormente ya
se ha discutido sobre los cambios en la presencia de células ciliadas en el endometrio en
funcién de la fase del ciclo menstrual y la controversia en relacion a la asociacion entre estas
células y los fallos de implantacion, habiendo estudios que han relacionado un descenso en
la formacién de estas estructuras con fallos de implantacion y alteraciones endometriales. En
este estudio, hemos descrito una disminucion de la formacidon de estas estructuras con
aumentos en la concentracién de cortisol, que se dan en pacientes estresadas, y que podrian
estar relacionado con una disminucion de la probabilidad de concepcion en estas pacientes.
En concordancia con esto, el gen IFT27 aumenta su expresion con altas concentraciones de

E2, que se dan en aquellas pacientes no estresadas, describiendo por primera vez a nivel

93



endometrial la regulacién estrogénica de este gen y su posible implicacion en la funciéon

reproductiva.

Entre los genes agrupados por disminuir su expresion con aumentos en las concentraciones
de E2 (Figura 26B), encontramos HYLS1 (Centriolar and Ciliogenesis associated protein),
relacionado también con la formacién de microtubulos y cilios, asi como la sefalizacion y
activacion de estos (Chen et al.,, 2021), y cuyas mutaciones han sido relacionadas con
disfunciones ciliares (Hou et al., 2020). Un estudio reciente ha reportado que, en el epitelio
luminal de ratonas embarazadas, este gen se encuentra altamente expresado Unicamente en
dia 3 (fase prereceptiva), descendiendo su expresion tanto en dia 4 (fase receptiva) como en
dia 5 (implantacién) (Aikawa et al., 2022). De acuerdo con estos resultados, en nuestro
estudio hemos reportado, por primera vez, un descenso de la expresién de este gen en fase
secretora media en muestras endometriales de mujeres con elevadas concentraciones de E2.
Estos resultados, aunque contrarios a los anteriores, refuerzan la importancia de los
estrogenos en la regulacion del proceso de implantacién y los cambios morfoldgicos celulares
subyacentes, y ponen de manifiesto la necesidad de ahondar mas en el estudio de la funcién

y regulacién del desarrollo de estas estructuras durante la implantacion embrionaria.

Por otro lado, dentro de este mismo grupo de genes cuya expresion disminuye con aumentos
en las concentraciones de E2 (Figura 26B), encontramos tres genes relacionados con la
regulacién de la transcripcion y la estabilidad gendmica: BEX4 (Brain expressed X-linked 4),
ZNF668 (Zinc finger protein 668) y BCORL1 (BCL6 Corepressor like 1). El gen BEX4 juega
un papel importante en la desacetilacién de microtubulos participando por tanto en el control
de la progresién del ciclo celular y la estabilidad gendmica, habiéndose relacionado con
multiples canceres, como el gastrico (Zhu and Xiao, 2020), el ovarico (Chien et al., 2005) o el
endometrial (Wang et al., 2021), habiéndose correlacionado mayor expresion de este gen con
menor tiempo de supervivencia (Wang et al., 2021). ZNF668 actua como un regulador de la
transcripcién a través de la RNA polimerasa Il, permitiendo la unién de ésta al DNA, asi como
la union de inhibidores y activadores de la transcripcion. Ademas, ha sido descrito como gen
supresor de tumores, regulando el dano al DNA (Hu et al., 2013; Alsaif et al., 2021), en cancer
de pulmoén (Zhang et al., 2018), de mama (Hu et al., 2011) y melanoma (Rose et al., 2011),
asi como correlacionado con la invasividad del cancer de vejiga, siendo menor su expresion
en los casos de mayor invasividad (Okuno et al., 2023). También se ha descrito una expresiéon
menor de este gen en muestras de sangre de mujeres con preeclampsia (Enquobahrie et al.,
2011). Por ultimo, el gen BCORL1 actia también a nivel de la transcripcion, concretamente
como inhibidor a través de la interaccion con deacetilasas de histonas de clase Ill. Presenta
sus mayores niveles de expresion a nivel de placenta, teniendo también altos niveles de

expresion en el resto de érganos reproductivos femeninos. De hecho, se ha descrito como
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marcador pronostico del cancer endometrial, siendo mayores sus niveles en aquellas mujeres
con pronéstico desfavorable (Lin et al., 2021). La alteraciéon de la expresion de estos genes
en respuesta a cambios en los niveles de E2 en endometrio podria afectar a la proliferacion

endometrial y, en ultima instancia, a su funcionalidad.

El gen MST4 (también llamado STK26, Serine/Threonine Kinase 26), cuya expresion también
se ve reducida con aumentos en las concentraciones de E2 (Figura 26B), se encuentra
principalmente involucrado en la proliferacion celular y la apoptosis (Shi and Zhou, 2017). De
hecho, ha sido relacionado con diversos tipos de cancer; concretamente se encuentra
sobreexpresado en cancer de mama (Arora et al., 2022) y endometrial (Liu et al., 2022),
relacionado con el aumento de la proliferacion, migracion e invasion de los tejidos, y con la
prognosis y la tasa de supervivencia. También se ha relacionado con casos de diabetes
gestacional (Alur et al.,, 2021), y de rotura prematura de placenta con corioamnionitis
histolégica (Lu et al., 2020), estando aumentada su expresion en ambos casos. Por tanto,
este gen se encuentra ampliamente involucrado en la patogénesis de enfermedades de base
inmune e inflamatoria (Shi and Zhou, 2017). La regulacién estrogénica de este gen pone de
manifiesto de nuevo la importancia del sistema inmune en la implantacién y el desarrollo

embrionario temprano.

Por ultimo, el gen PCDH17 (Protocadherin 17) pertenece a la superfamilia de las cadherinas,
interviniendo por tanto en la adhesion celular. La regulacion estrogeno-dependiente de este
gen ya ha sido descrita anteriormente en las trompas de Falopio de ratonas (Cerny et al.,
2016). También se han descrito cambios en sus niveles de expresién en endometrio en
mujeres con patologias reproductivas que cursan con alteracion de los niveles estrogénicos
como endometriosis (Sherwin et al., 2008) y sindrome de ovario poliquistico (Kim et al., 2009).
Adicionalmente, se ha descrito un aumento de la expresion de este gen en el epitelio luminal
de ratonas con fallo de implantacion (Monsivais et al., 2016), asi como un descenso de su
expresion durante la fase de estro en comparacioén con el proestro, preparando al utero para
la implantacion (Yip et al., 2013). Coincidiendo con esto, en nuestro estudio hemos reportado
una regulacion estrogeno-dependiente de este gen en tejido endometrial, concretamente un
descenso de sus niveles con aumentos en los niveles de E2, que se dan en mujeres no
estresadas y que, potencialmente, presentarian mayores probabilidades de lograr un

embarazo a término.

En resumen, en esta tesis doctoral se describe, por primera vez, una relacion entre los niveles
endometriales de E2 y las probabilidades de lograr un embarazo a término, asi como la
alteracién de estos niveles en mujeres estresadas. La unién entre ambos procesos podria

darse a través de la regulacion de la expresién de genes relacionados con la formacion de
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cilios, la estabilidad gendmica, el sistema inmune y la adhesion por parte de esta hormona en

tejido endometrial.

Los niveles endometriales de DHEA, precursor androgénico y
estrogénico por excelencia, modifican la expresién de genes
relacionados con la sefalizaciéon y decidualizacion

Finalmente, el analisis del ultimo de los metabolitos priorizados, la DHEA, se realizé con la
informacion de 48 participantes, y mostré que uUnicamente 2 genes se encontraban
significativamente afectados por incrementos en las concentraciones de esta hormona.
GPR63 (G-coupled protein receptor 63) (Figura 27A), implicado en sefializacion, aumentaba
sus niveles de expresion. Se ha demostrado que genes de la familia de receptores acoplados
a proteina G (G-protein coupled receptors) son necesarios para la decidualizacion de células
endometriales estromales (Yoo et al., 2017). Ademas, un estudio que evalué marcadores de
madurez ovocitaria comparando expresion génica entre células del cimulo de ovocitos Ml y
MIl encontré a GPR63 entre los 20 genes cuya expresion estaba mas suprimida (Devjak et
al., 2012). Sin embargo, no hay evidencia previa de la regulacién de dicho gen por parte de
la DHEA en tejido endometrial. Por otro lado, MAN1B1 (Mannosidase Alpha Class 1B Member
1) descendia sus niveles de expresion en respuesta a aumentos en las concentraciones
endometriales de DHEA (Figura 27B). Esta enzima participa en la sintesis de N-glicanos y
en el control de calidad de las proteinas mediante el marcado de las mal plegadas para su
posterior degradacion (lannotti et al., 2014). Un estudio reciente ha demostrado que la
inhibicién de MAN1A1 aumenta la concentracién de N-glicanos ricos en manosa e inhibe la
decidualizacion endometrial, habiéndose dado estas condiciones en tejido endometrial de
mujeres con abortos en comparaciéon con mujeres con embarazo a término (Chen et al.,
2023). Sin embargo, este mismo estudio reporta un aumento de MAN1B7 en endometrio de
mujeres con aborto (Chen et al., 2023), contradiciendo a nuestros resultados. Debido a la
escasez de literatura evaluando la funcién de las manosidasas en el proceso de implantacion
y los cambios moleculares que esto conlleva, se requiere de mas estudios que evalluen esta
relaciéon. La desregulacion de la expresidbn de genes implicados en el proceso de
decidualizacion (Ochoa-Bernal and Fazleabas, 2020), asi como de otros procesos de
sefalizacién (Massimiani et al., 2019), en aquellas mujeres con niveles elevados de DHEA,

podria ser responsable de los fallos de implantacion asociados a dicho grupo de mujeres.
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Figura 27. Cambios en la expresiéon génica en funciéon de la concentracion de DHEA. Genes
significativamente afectados por incrementos en las concentraciones de DHEA y su comportamiento: A)
GPR63 (G-coupled protein receptor 63), el cual aumenta sus niveles de expresion con incrementos en la
concentracion de DHEA y B) MAN1B1 (Mannosidase Alpha Class 1B Member 1), que la disminuye.

Las alteraciones de los niveles de esteroides endometriales no producen
alteraciones génicas comunes

La comparacion de los genes significativamente afectados por cada uno de los cuatro
metabolitos anteriores evidencié que ninguno de ellos era comun al resto (Figura 28A). Sin
embargo, en la interseccion de las funciones anotadas para dichos genes si se observaron

funciones comunes (Figura 28B).

A)
Estradiol Estrona
Cortisol . 4
B)
Estradiol Estrona
Cortisol

Figura 28. Interseccion de genes (A) y funciones (B) significativamente influenciados por los cuatro
metabolitos priorizados. A) Los genes cuya expresion se encontraba significativamente influenciada por
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incrementos en las concentraciones de los 4 metabolitos priorizados se intersectaron mediante un diagrama
de Venn: 9 genes afectados por estradiol (amatrillo), 501 por estrona (verde), 182 por cortisol (azul) y 2 por
DHEA (rojo). B) Las funciones subyacentes a los genes significativamente influenciados por los cuatro
metabolitos priorizados se intersectaron mediante un diagrama de Venn: 7 funciones anotadas en estradiol
(amarillo), 865 en estrona (verde), 198 en cortisol (azul) y 2 en DHEA (rojo).

Mas en detalle, se obtuvieron 6 funciones comunes a cortisol, estrona y estradiol, una funcion
comun a cortisol, estrona y DHEA y una funcién comun a los cuatro metabolitos. Sin embargo,
estas funciones hacian referencia a componentes celulares estructurales (membrana,
citoplasma...), no siendo por tanto de gran relevancia. Donde si encontramos funciones a
destacar es en la interseccidén entre cortisol y estrona, teniendo ambas 137 funciones
anotadas comunes. Estas funciones fueron agrupadas para mejorar su interpretacion, y el pie
chart resultante se puede observar en la Figura 29. Las principales funciones comunes a
ambos grupos de genes estan implicadas en la regulacién de la transcripcion y la
sefalizacion, entre otras, destacando también como funcién comun la respuesta a estimulos,
concretamente la respuesta al estrés (Figura 29). Esto implicaria que, a pesar de regular
genes diferentes, alteraciones en los niveles de ambos metabolitos, que pueden estar
causadas por el estrés, alteran funciones comunes que afectarian en ultima instancia a la

implantacion y la consecucidon de un embarazo a término.
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Figura 29. Funciones comunes a las anotadas para los genes significativamente afectados por los
niveles de cortisol y de estrona. Grafico de sectores o circular (pie chart) en el que se recoge la proporcion
que representa cada funcion con respecto al total de funciones anotadas (137 funciones) comunes para los
genes significativamente afectados por las concentraciones de cortisol y estrona. Figura creada con
Biorender.com.

El estrés a largo plazo afecta al microambiente endometrial causando
cambios en los patrones de expresion génica
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La influencia del estrés en la expresion génica endometrial se evalué tanto para el estrés
puntual (Estado) (38 participantes) como para el estrés a largo plazo (Rasgo) (36
participantes). No se encontré ningun gen significativamente afectado por aumentos en el
estrés temporal o puntual (evaluado con las puntuaciones de la dimension Estado), mientras
que se encontraron 12 genes significativamente afectados por incrementos en el estrés a
largo plazo (evaluado con las puntuaciones de la dimensién Rasgo) (Tabla Suplementaria
9), los cuales se agruparon en funcion de su tendencia de expresion en aquellos que
disminuian su expresion conforme aumentaba el estrés (7 genes, grupo 1) (Figura 30A) y

aquellos que la aumentaban (5 genes, grupo 2) (Figura 30B).

A) Grupo 1: 7 genes B) Grupo 2: 5 genes
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Figura 30. Cambios en la expresion génica en funcioén de las puntuaciones del test STAI dimensiéon
Rasgo. Genes significativamente afectados por incrementos en las puntuaciones del test STAI dimensién
Rasgo y su comportamiento: A) Genes que disminuian su expresion y B) Genes que aumentaban su
expresion.

Notablemente, mas de la mitad (n=4) de los genes que disminuian su expresion con aumentos
en los niveles de estrés (grupo 1, Figura 30A) eran pseudogenes y genes relacionados con
el RNA, como los RNA largos no codificantes (IncRNAs, del inglés long non-coding RNA).
Estos son RNAs de mas de 200 nucleétidos que no son traducidos en proteinas. Presentan
diversas funciones relacionadas con la regulacién de procesos, como la regulacion de la
conformacion de la cromatina o la regulaciéon de la transcripcion y traduccion (Statello et al.,
2021). En reproduccion, diversos estudios han descrito la importancia de estos RNAs en el
proceso de implantacién y embarazo temprano, tanto a nivel embrionario, participando en
procesos tan importantes como la activacion del genoma o la funciéon mitocondrial (Qiu et al.,
2016; Zhong et al., 2018), como a nivel endometrial, siendo importantes en la adquisicion de
la receptividad (Wang et al., 2016; Chan et al., 2023) o la adhesion (Takamura et al., 2020).
De hecho, se ha descrito una expresion alterada de diversos IncRNAs en patologias como
fallo de implantacién recurrente (Fathi et al., 2024), aborto recurrente (Zhang and Wang,
2022) o endometriosis (Hudson et al., 2021), destacando de nuevo su relevancia en el

adecuado funcionamiento endometrial y la implantacion. Otros genes implicados en la
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regulacion de la expresion génica y la proliferacion celular, como INCA1 (Inhibitor Of CDK,
Cyclin A1 Interacting Protein 1) y TGIF1 (TGFB Induced Factor Homeobox 1), también se
encontraron reducidos en respuesta a estrés prolongado. El gen INCA1 se ha descrito como
importante en la regulacion de la comunicacion materno-fetal, siendo su estado de metilacion
diferente entre las células maternas (decidua) y fetales (placenta) (Kim et al., 2012). Por su
parte, el gen TGIF1 se ha descrito como un gen importante para la transformacién endometrial
mediada por LIF en el proceso de adquisicion de receptividad (Rosario et al., 2014). Debido
a estas evidencias, y a la relevancia en general de los procesos de proliferacion celular y
regulacién génica en el adecuado desarrollo endometrial, en este estudio se evidencia, por
primera vez, que el estrés, a través de alteraciones en la expresion endometrial de dichos

genes, podria impedir la implantacién embrionaria.

Los 5 genes que seguian la tendencia contraria (grupo 2, Figura 30B), se encontraban
implicados en inflamacion (SAAL1 (Serum Amyloid A Like 1)), sistema inmune (CORO7A
(Coronin 1A), WAS (WASP Actin Nucleation Promoting Factor)), coagulacion (SERPINE1
(Serpin Family E Member 1)) y adhesion (RPSA (Ribosomal protein SA)). Durante el proceso
de implantacion embrionaria y el embarazo se producen cambios en la coagulacién
sanguinea materna que son cruciales para el mantenimiento del embarazo. De hecho,
alteraciones en el proceso de coagulacidon se han reportado en casos de fallos de
implantacién y abortos (Gerotziafas et al., 2017; Balandina et al., 2019; Marino, 2023).
Concretamente, se han descrito polimorfismos en el gen SERPINE1 en casos de fallo de
implantacién recurrente (Sharma et al., 2017). Por otro lado, se ha descrito la presencia de la
proteina de adhesion RPSA en vesiculas extracelulares secretadas por el epitelio
endometrial, las cuales median el proceso de implantaciéon embrionaria y el desarrollo
embrionario temprano (Segura-Benitez et al., 2022). La alteracion en la expresion endometrial
de ambos genes en aquellas pacientes estresadas podria mediar en los fallos de implantacion
de dicho grupo de pacientes. Un estudio reciente evalud la expresién génica diferencial en
respuesta al estrés en lesiones endometriosicas, evidenciando una alteracion de la respuesta
inmune en aquellas pacientes estresadas, y concluyendo que el estrés podria afectar a la
patogénesis de dicha enfermedad (Lu et al., 2023). De igual forma, y dada la importancia del
sistema inmune en la implantacién (Yang et al., 2023), los niveles elevados de estrés,
mediante la alteracién del sistema inmune, podrian alterar dicho proceso e impedir la
consecucion de un embarazo. Ademas, estos resultados concuerdan con los evidenciados
para los cambios en la expresion génica endometrial causados por incrementos en los niveles

de cortisol, que se producen frente a una situacién de estrés.

Por tanto, este estudio evidencia, por primera vez, que ambos tipos de estrés regulan de

forma diferencial las concentraciones de hormonas esteroideas en el microambiente
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endometrial, y, ademas, solo hemos podido observar que el estrés a largo plazo afecta a la
expresion de genes que intervienen en procesos clave para la implantacién embrionaria como

el ciclo celular, sistema inmune, adhesion y coagulacion.

La comparacion de los genes significativamente afectados por el estrés a largo plazo
(dimensidon Rasgo) y aquellos significativamente afectados por incrementos en los niveles de
los metabolitos mostré que ninguno de ellos presentaba una regulacion comun, como queda

reflejado en la Figura 31.

A)
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Figura 31. Genes comunes afectados por el estrés y los metabolitos. A) Ausencia de genes comunes
influenciados por el estrés a largo plazo (STAI Rasgo) y DHEA. Los genes cuya expresion se encontraba
significativamente influenciada por incrementos en las puntuaciones del cuestionario STAI dimensién Rasgo
y las concentraciones de DHEA se intersectaron mediante un diagrama de Venn: 12 genes afectados por el
estrés (amarillo) y 2 genes afectados por DHEA (azul), mostrando como ninguno de ellos presentaba una
regulacion comun. B) Ausencia de genes comunes influenciados por el estrés a largo plazo (STAI
Rasgo) y estrona, estradiol y cortisol. Los genes cuya expresion se encontraba significativamente
influenciada por incrementos en las puntuaciones del test STAI dimensién Rasgo y las concentraciones de
tres de los metabolitos priorizados se intersectaron mediante un diagrama de Venn: 12 genes afectados por
el estrés (rojo), 182 genes afectados por cortisol (azul), 501 genes por estrona (verde) y 9 por estradiol
(amarillo), mostrando como ninguno de ellos presentaba una regulacién comun.

Cortisol STAIAR

El estrés altera, por un lado, la expresién endometrial de genes implicados en funciones clave
para la competencia endometrial y, por otro, los niveles de esteroides endometriales. Estos
niveles hormonales alterados, a su vez, modifican los patrones de expresion de genes y
funciones importantes para la implantacién embrionaria, y es todo ese conjunto de

alteraciones tanto del microambiente endometrial como de los patrones de expresioén génica
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lo que finalmente lleva a una reduccion en las tasas de éxito de los tratamientos de
reproduccion asistida. Por tanto, aunque el estrés y los cambios en los niveles de esteroides
endometriales no modifiquen la expresion de genes comunes, es finalmente el conjunto y la
interaccion entre todos ellos lo que reduce las probabilidades de lograr un embarazo a

término.

6. El cortisol altera la expresion génica de células

endometriales estromales en cultivo

En base a los resultados del analisis Masigpro, se seleccionaron 6 genes significativamente
afectados por incrementos en las concentraciones de cortisol para ser validados por RT-
gPCR: 3 genes que aumentaban su expresion conforme aumentaban las concentraciones de
cortisol [HBB (Hemoglobin Subunit Beta), NCSTN (Nicastrin) y SNORA1 (Small Nucleolar
RNA, H/ACA Box 1)] y 3 que la disminuian [GSK3A (Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha),
RPRD2 (Regulation of Nuclear Pre-mRNA Domain Containing 2) y SETD2 (SET Domain
Containing 2, histone lysine methyltransferase)]. Estos genes fueron seleccionados dado que
presentaban valores de R? altos, valores de p-valor bajos y altos niveles de expresion en

endometrio.

Como se puede observar en la Figura 32, con ambos tratamientos (0,5 uM y 10 uM) el cortisol
disminuyd significativamente la expresion de GSK3A (p-valores=7,308e®y 5,180e®), RPRD2
(p-valores=9,494e° y 4,928e®) y SETD2 (p-valores=2,710e® y 2,423e®) en células

endometriales estromales en cultivo al compararlas con las células no tratadas (vehiculo).
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Figura 32. El cortisol disminuye significativamente la expresion de GSK3A, RPRD2 y SETD2 en

células endometriales estromales en cultivo. En la figura se representa la expresion relativa (Fold-
change) de cada uno de los genes para cada una de las concentraciones de cortisol (0.5 uM 'y 10 uM) y el
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vehiculo (V) y su comparacién. Los asteriscos indican la significatividad de la comparacién de las
concentraciones con el vehiculo y su magnitud (***p< 0,001). GSK3A: Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha;
RPRD2: Regulation of Nuclear Pre-mRNA Domain Containing 2; SETD2: SET Domain Containing 2, histone
lysine methyltransferase.

Los resultados obtenidos en este modelo celular concuerdan con los obtenidos en el analisis
Masigpro, evidenciando, por primera vez en la literatura cientifica, que el cortisol reduce la
expresion de estos genes tanto in vivo en aquellas mujeres con altos niveles de esta hormona

en tejido endometrial como in vitro en un modelo de células estromales endometriales.

El gen GSK3A participa en multiples procesos celulares y patologias; es una proteina clave
para la sefializacion y regulacion a través del sistema Wnt, asi como para el metabolismo de
la glucosa, regulando la respuesta a insulina, e interviene en enfermedades neuroldgicas
como el Alzheimer y el desorden bipolar (Woodgett, 2013). Por tanto, se trata de un gen de
elevada importancia en diversos procesos en el organismo y cuya desregulacion podria
alterar la homeostasis del invidividuo. En el campo de la reproduccion, estudios en ratones
han reportado que alteraciones en este gen reducen la motilidad de los espermatozoides
(Bhattacharjee et al., 2015, 2018) y hace que sean incapaces de hiperactivarse (Dey et al.,
2020), resultando en infertilidad masculina. Por otro lado, el gen RPRD2 tiene un impacto
sustancial en la expresion génica, actuando como regulador negativo de la transcripcion,
siendo capaz de alterar procesos bioldgicos tan importantes como la respuesta al estrés y el
crecimiento celular (Winczura et al., 2021). Por ultimo, SETD2 es una metiltransferasa
encargada de la trimetilacion de la histona 3 lisina 36 (H3K36me3) en mamiferos (Edmunds
et al., 2008; Wagner and Carpenter, 2012), regulando la expresion génica y la reparacion del
DNA, y jugando un papel clave en la diferenciacion de células madre embrionarias y el
desarrollo de células somaticas (Zhang et al., 2014). Diversos estudios han reportado su
importante implicacién en el desarrollo y la calidad embrionaria en ratones, observandose que
la deleccion de este gen causa acumulacion de dafio en el DNA que conlleva un retraso en
el desarrollo embrionario temprano (Li et al., 2020a) y defectos letales en la remodelacién
vascular embrionaria y placentaria (Hu et al., 2010). De hecho, este gen es un regulador
crucial del epigenoma ovocitario, determinante de la embriogénesis, y su deficiencia en
ovocitos de ratéon conlleva defectos en la maduracion ovocitaria, incremento de las
aneuploidias, y arresto del desarrollo embrionario (Li et al., 2018; Xu et al., 2019). Otros
estudios han evidenciado que posee un papel esencial en la fertilidad masculina, regulando
la espermiogénesis en modelos murinos (Zuo et al., 2018). Sin embargo, ninguno de estos
genes ha sido descrito anteriormente por su posible implicacién con la funcion endometrial.
Por tanto, el presente estudio es pionero en describir un descenso en la expresion de estos
genes mediada por cortisol en endometrio, lo cual podria afectar al establecimiento de la

implantacién y al desarrollo embrionario temprano a través de alteraciones en el adecuado
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desarrollo endometrial, siendo este uno de los posibles mecanismos responsables de la

reduccién de las tasas de éxito de estas pacientes.

Siguiendo con el otro grupo de genes priorizados, como se puede observar en la Figura 33,
para ambos tratamientos (0,5 uM y 10 uM), el cortisol disminuyé significativamente la
expresion de HBB (p-valores=4,471e*y 0,002) y NCSTN (p-valores=1,489e”" y 3,214e°) en
células endometriales estromales en cultivo al compararlas con las células no tratadas
(vehiculo), observandose ademas para este ultimo gen un aumento significativo de su
expresién al tratar las células con cortisol 10 uM en comparacidn con la concentracion mas
baja (p-valor=0,006). Por otro lado, el tratamiento de estas células con cortisol 0,5 uM
aumento significativamente la expresién de SNORA1 en comparacion con las células no
tratadas (p-valor=0,001), no viendose este gen significativamente afectado por el tratamiento
con cortisol 10 uM. Por el contrario, al aumentar la concentracion de cortisol, se observo un
descenso significativo de la expresion de este gen, retornando a niveles de expresion

similares a aquellos de las células sin tratar (p-valor=2,680e*).
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Figura 33. El cortisol afecta significativamente a la expresion de HBB, NCSTN y SNORA1 en células
endometriales estromales en cultivo. En la figura se representa la expresion relativa (Fold-change) de
cada uno de los genes para cada una de las concentraciones de cortisol (0.5 uM 'y 10 uM) y el vehiculo (V)
y su comparacién. Los asteriscos indican la significatividad de la comparacion entre las concentraciones y
el vehiculo y su magnitud (**p< 0,01; ***p< 0,001) y los corchetes indican la significativdad de la comparacion
entre ambos tratamientos y su magnitud (*p< 0,01; ##p< 0,001). HBB: Hemoglobin Subunit Beta; NCSTN:
Nicastrin;, SNORA1: Small Nucleolar RNA, H/ACA Box 1.

Estos resultados presentan una concordancia menor con los resultados obtenidos en el
analisis Masgipro; de hecho, unicamente los resultados obtenidos para el gen SNORA1
tratado con cortisol 0,5 uM demuestran un aumento significativo de la expresion de este gen,
siendo los resultados de los genes HBB y NCSTN contrarios. Es importante considerar que

se estan comparando dos modelos diferentes, empleando en uno de ellos tejido endometrial
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sobre el que se analiza directamente la expresién génica por RNA-seq, y en el segundo
utilizando un modelo celular tratado y en el que se evalua la expresion génica por RT-qPCR.
Por tanto, es esperable que los resultados puedan variar. Pese a eso, este estudio demuestra
que el cortisol afecta significativamente a la expresion endometrial de estos genes en ambos

modelos, siendo estos hallazgos de gran relevancia.

La hemoglobina es una molécula vital comunmente conocida por su capacidad de transportar
oxigeno y por ser un potente antioxidante; sin embargo, sus funciones van mas alla de los
eritrocitos, presentando expresién también en otros tipos celulares (Lim et al., 2019). Diversos
estudios han descrito que el gen HBB presenta un papel importante en la maduracion y la
calidad ovocitarias y en el desarrollo embrionario preimplantacional (Brown et al., 2015; Lim
et al., 2019; Makhijani et al., 2023). También se ha reportado su expresion en tejido
endometrial (Dassen et al., 2008). La Nicastrina (NCSTN) constituye una subunidad de la y-
secretasa esencial para el transporte intracelular (Kuzuya et al., 2016). En cancer de mama,
se ha descrito que este gen regula propiedades de células madre incluyendo la induccién de
la transicion epitelio-mesénquima (EMT, del inglés epitelial-mesenchymal transition) mediante
regulacién de Notch1 (Lombardo et al., 2012). La EMT es un proceso celular en el cual las
células epiteliales adquieren fenotipo y comportamiento de mesenquimales, adquiriendo
propiedades que promueven la migracion e invasion (Yang et al., 2020). Este proceso es
esencial para el adecuado desarrollo y el funcionamiento normal de los érganos reproductivos
femeninos, llevando su desregulaciéon a condiciones patolégicas como endometriosis,
adenomiosis o cancer, entre otras (Bilyk et al., 2017). Muchas de las funciones fisiolégicas
clave del endometrio, incluyendo la implantacién, requieren que en las células de este tejido
se produzca dicha transicion, permitiendo la invasion trofoblastica (Owusu-Akyaw et al.,
2019). Por tanto, dado que este gen se expresa en tejido endometrial, podria estar también
involucrado en el correcto desarrollo de este proceso. Ademas, recientemente se ha
propuesto a este gen como predictor de aborto recurrente (Wei et al., 2022, 2023). Los RNAs
pequenos nucleolares (snoRNAs, del inglés small nucleolar RNAs), como SNORA1, son una
clase de RNAs pequefios no codificantes (sSncRNAs, del inglés small non-coding RNAS)
ampliamente presentes en los nucleos de las células eucariotas que guian modificaciones en
otros RNAs, como de transferencia o ribosémicos, regulando por tanto la expresién génica
(Huang et al., 2022; Webster and Ghalei, 2023). Este grupo de RNAs ha despertado gran
interés en los ultimos afios, descubriendo su asociacién con algunas enfermedades
relevantes, como el cancer (Huang et al., 2022). En reproduccién, se ha descrito que el
contenido de estos y otros sncRNAs en vesiculas extracelulares del semen y del fluido uterino
podrian servir como biomarcadores no invasivos tanto de calidad seminal como de

receptividad endometrial y éxito reproductivo, respectivamente (Li et al., 2021; Larriba et al.,
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2023). Con todo esto, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente estudio,
el cortisol podria afectar a funciones endometriales clave previniendo la implantacién o
aumentando el riesgo de aborto a través de alteraciones en los niveles de HBB, NCSTN y
SNORAT1.

7. La edad disminuye los niveles de estrona,

androstenediona y cortisol en tejido endometrial

La tercera poblacion constaba de 9 voluntarias jovenes (edad media 26,78 afios) y sanas que
completaron los cuestionarios psicolégicos y pudieron ser clasificadas y emplearse para los
analisis posteriores; sin embargo, sélo en 8 de ellas pudo realizarse la determinacion de los
niveles de metabolitos por UPLC-MS/MS debido a la insuficiente cantidad de tejido en la
muestra de la novena participante (Tabla 13). Las participantes de esta poblaciéon también se
sometieron a los dos tipos de preparacion endometrial: 3 de ellas a ciclo natural y 6 a THS
(Tabla 13). En la Tabla 13 se recogen el resto de variables demograficas de esta poblacion,

asi como los niveles medios de los metabolitos medidos por UPLC-MS/MS.

Tabla 13. Caracteristicas de la poblacién de voluntarias sanas.

Variable N (%) Media xsd / %
Edad (afios) 9 (100%) 26,78 + 4,32
IMC (kg/m2) 8 (88,9%) 23,12 + 3,22

LE (mm) 8 (88,9%) 8,25+ 1,53

P4 (ug/g) 8 (88,9%) 9,22 + 8,35

E1 (ng/g) 8 (88,9%) 78,39 + 60,44

E2 (ng/g) 8 (88,9%) 1,93 £ 1,20

A4 (ng/g) 8 (88,9%) 2,95+ 3,57

Testosterona (ng/g) 8 (88,9%) 0,63 £0,39
170HP4 (ng/g) 7 (77,8%) 5,19 +0,35
DHEA (ng/g) 8 (88,9%) 31,91 £ 11,47
Cortisona (ng/g) 8 (88,9%) 88.38 £ 48.07
Cortisol (ng/g) 8 (88,9%) 10.49 + 9.91
Nat = 3 (33,33%)
Tipo de ciclo biopsia 9 (100%)
THS =6 (66,67%)
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Las principales caracteristicas demograficas de las participantes, asi como los resultados de la medicién de
metabolitos en tejido endometrial, se muestran como el valor medio y la desviacion estandar (sd), mientras
que para el tipo de ciclo en el que se toma la biopsia se muestra la proporcion de pacientes en cada grupo
con respecto al total de pacientes. 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA:
dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; LE: grosor de la linea endometrial; N: numero de
muestras; Nat: ciclo natural; P4: progesterona; THS: terapia hormonal sustitutiva.

Para la comparacion entre la poblacién de pacientes FIV y la de voluntarias sanas se
seleccion6 a aquellas no estresadas segun el cuestionario STAI dimension Estado,
eliminando asi el efecto del estrés sobre las concentraciones esteroideas y la expresion
génica endometrial y pudiendo evaluar unicamente el efecto de otras variables. Debido al
bajo tamafio muestral de la poblaciéon de voluntarias y dado que todas ellas estaban
caracterizadas como no estresadas segun la dimensiéon Estado, no asi por la dimensién
Rasgo, se realizaron los analisis siguiendo el criterio de la dimensioén Estado para no reducir
todavia mas el tamafio muestral de esta poblacién. Por ello, en esta comparacion se cuenta
unicamente con 20 pacientes y 7 voluntarias no estresadas y con analisis transcriptémico

realizado.

Tras comparar las caracteristicas basicas entre ambas poblaciones, se observé una
diferencia significativa en la edad media de ambas poblaciones (27,29 afios vs 40,3 afnos, p-
valor=0,0002), mostrando homogeneidad para el resto de variables evaluadas (Tabla 14).

Tabla 14. Comparacion de caracteristicas demogréficas entre las pacientes FIV (poblacién 2) y las
voluntarias sanas (poblacién 3).

Variable N (%) (\r/\ Z[,ljngt;g?/f) (nzggfe;:;t,eﬁ% ) p-valor
Edad (afios) 27 (100%) 27,29 + 4,82 40,3 £ 3,11 0,0002***
IMC (kg/m?) 26 (96,3%) 23,09 + 3,81 21,82+ 2,31 0,345

LE (mm) 18 (66,7%) 8,57 + 1,62 8,74 + 1,59 0,888

Para cada variable, se indica el nimero de pacientes de las cuales se posee informacion de dicha variable
y el porcentaje que representan en la totalidad de pacientes consideradas para la comparacion, asi como la
media y la desviacion tipica (sd) para cada una en cada poblacién y el p-valor obtenido en para cada
comparacion. Los resultados estadisticamente significativos se destacan en negrita, indicando ademas la
magnitud de la diferencia con asteriscos (***p< 0,001). IMC: indice de masa corporal; LE: grosor de la linea
endometrial.

Posteriormente, se evalué si ambas poblaciones presentaban diferencias en las
concentraciones de hormonas esteroideas en el microambiente endometrial no debidas al
efecto del estrés. Tal y como se recoge en la Tabla 15, los niveles de E1, A4 y cortisol
resultaron significativamente mas elevados en las voluntarias que en las pacientes FIV,
describiendo por primera vez el impacto de la edad en los niveles de esteroides en el

microambiente endometrial.
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Tabla 15. La edad disminuye las concentraciones de estrona, androstenediona y cortisol en tejido

endometrial.
. Voluntarias Pacientes
Metabolito N (n=7, 25,9%) (n=20, 74,1%) p-valor
P4 (uglg) 26 (96,3%) 9,40 (0,02-19,49) 3,97 (0,02-169,69) | 0,866
E1 (ng/g) 27 (100%) 52,4 (44,2-222,3) 35,75 (26-52) 0,0008***

E2 (ng/g) 20 (74.1%) 1,60 (0,80-4,40) 1,80 (0,40-2,80) 1,000
A4 (ng/g) 27 (100%) 1,30 (0,20-10,70) 0,45 (0,10-6,70) 0,039*
T (ng/g) 26 (96,3%) 0,60 (0,20-0,70) 0,30 (0,10-2,20) 0,254
DHEA (nglg) | 27 (100%) 35,60 (12,40-50,50) 21,50 (9,10-45) 0,064
1?%'7;;4 21 (77,8%) 1,90 (0,70-15,50) 1,10 (0,20-4,40) 0,185
Cortisona 27 (100%) 77 (17-170) 80,50 (21-171) 0,956

(ng/g)
Cortisol (ng/g) | 27 (100%) 7,40 (2,90-34,50) 4,80 (0,80-30,90) | 0,049*

Comparacion de la mediana de la concentracién de metabolitos endometriales entre las pacientes FIV y las
voluntarias. Para cada metabolito, se indica el nimero de pacientes de ambas poblaciones en los que se ha
detectado dicho metabolito y el porcentaje que representan con respecto al total, asi como la mediana y el
rango (minimo, maximo) para cada uno de ellos en cada grupo y el p-valor obtenido en el test de Wilcoxon
para cada comparacioén. Los resultados estadisticamente significativos se destacan en negrita, indicando
ademas la magnitud de la diferencia con asteriscos (*p< 0,05, **p< 0,001). 170HP4: 17-
hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA: dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; P4:
progesterona; T: testosterona.

Estudios anteriores ya habian reportado descensos en los niveles de E1 (Rothman et al.,
2011) y A4 (Haring et al., 2012) con la edad en suero. Este estudio demuestra, de forma
pionera, que los descensos en los niveles estrogénicos y androgénicos asociados a la edad
de la mujer también se ven reflejados a nivel endometrial. Por otro lado, contrariando nuestros
resultados, diversos estudios han evidenciado aumentos en los niveles de cortisol en suero
(Roelfsema et al., 2017) con la edad, debido principalmente a una reduccioén en la sensibilidad
del eje hipotamalo-hipofisario-adrenal al feedback negativo del cortisol con el envejecimiento
(Stamou et al., 2023). En orina, se ha descrito un descenso entre los 20 y 30 afos, una
estabilidad entre los 40 y 50, y un aumento a partir de dicha edad (Moffat et al., 2020). Debido
a la produccion intracrinolégica endometrial independiente de la secrecién en suero (Huhtinen
et al., 2012, 2014; Labarta et al., 2021), el impacto de la edad en la produccién hormonal en
endometrio podria diferir frente al de suero y orina. Dado que la edad es uno de los factores
que mas afectan a la reduccion en las tasas de embarazo, incluso en aquellas mujeres dentro
de un programa de ovodonacion (Marti-Garcia et al., 2024), los cambios en los niveles
hormonales del microambiente endometrial podrian ser una de las causas del empeoramiento

en los resultados reproductivos en dicho grupo de pacientes.
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Cabe destacar que dentro de la poblaciéon de pacientes FIV (poblacién 2) no encontramos
diferencias significativas de edad entre aquellas pacientes que logran un embarazo a término
y las que no; por tanto, las diferencias en los niveles de cortisol, E1 y A4 relacionadas con los
resultados reproductivos discutidas anteriormente en dicha poblacion no se ven influenciadas
por la edad, dado que todas estas pacientes FIV se encuentran dentro de un rango de edad

similar.

En la comparacién de la caracterizacién transcriptomica de ambas poblaciones, que comenzo
con un analisis exploratorio de qué variables presentaban una influencia importante en la
expresion génica, se observo una clara separacion de las pacientes de la poblacion 2 que
lograban un embarazo a término y las que no, al representarlas en un PCA, como se refleja

en la Figura 34.
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Figura 34. La expresion génica de las pacientes FIV se encuentra influida por los resultados
reproductivos. El grafico de analisis de componentes principales (PCA) incluye las 27 muestras
consideradas en la comparacién actual que pertenecen a la poblacion 3 (n=7) y la poblacién 2 (n=20),
separando a las de esta ultima poblacion de acuerdo al resultado reproductivo obtenido en la primera
transferencia embrionaria posterior a la toma de la biopsia. Como se puede observar, el comportamiento
transcriptémico de las muestras de dichas pacientes difiere en funcién de si lograban un embarazo a término
o no. En ambos gréficos, los puntos de color verde representan a las participantes, mientras que los puntos
rojos y azules representan a las pacientes con transferencia embrionaria posterior a la toma de la biopsia y
resultado de embarazo no a término y embarazo a término, respectivamente. El eje X representa la
variabilidad (%) de los datos en la primera componente (PC1) y el eje Y en la segunda componente (PC2).

Sin embargo, no podemos saber si las posibles diferencias a nivel de expresién génica entre
ambas poblaciones son consecuencia de la diferencia de edad o de la diferencia de fertilidad
entre ellas. Por tanto, seria necesario realizar otro tipo de disefio experimental que permitiera
evaluar el efecto de la edad en la expresién génica endometrial sin verse influenciado por el

propio efecto de la fertilidad.
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8. Fortalezas y limitaciones

La presente tesis doctoral evalua de forma innovadora la intracrinologia endometrial,
demostrando que una adecuada regulacion de este proceso es necesaria para la consecucion
de un embarazo. Dado que las diferentes hormonas esteroideas se producen en la misma
ruta biosintética, cambios en los niveles de unas hormonas podrian afectar al resto. Este es
el primer estudio que, teniendo en cuenta dicha premisa, analiza un numeroso grupo de forma

conjunta demostrando que no actian de forma independiente.

Refuerza ademas el papel clave del cortisol en la respuesta al estrés, mostrando por primera
vez su relacidén a nivel endometrial y su impacto sobre el éxito reproductivo, y demostrando
que efectivamente aquellas pacientes con niveles elevados de esta hormona en el
microambiente endometrial presentan un riesgo exacerbado de no lograr un embarazo a
término. Adicionalmente, y de forma pionera, resalta otros metabolitos esteroideos por su
relacion con el estrés, demostrando que desbalances en los niveles hormonales
endometriales frente a una situacion de estrés podrian afectar negativamente a la funciéon

endometrial, reduciendo las tasas de éxito en los tratamientos reproductivos.

Propone de forma pionera la evaluacion no invasiva de las pacientes mediante el cuestionario
psicolégico STAI, dado que este refleja de forma significativa las variaciones en los niveles
esteroideos endometriales, los cuales se ven alterados en aquellas pacientes que no logran
un embarazo. Asimismo, es el primer estudio en evaluar los mecanismos moleculares por los
cuales las hormonas esteroideas endometriales afectan a la funcién reproductiva,
demostrando que funciones clave para el proceso de implantacién embrionaria como la
adhesion, la respuesta inmune, la apoptosis o la sefalizacion, entre otras, se encuentran

desreguladas en respuesta a cambios en las concentraciones de las hormonas.

Sin embargo, a pesar de la clara novedad y relevancia de los resultados obtenidos en este
estudio, esta limitado por el tamafo muestral, debido a la complejidad del disefio del estudio
y a la gran cantidad de factores por los que se ve afectado. Las asociaciones no significativas
podrian serlo y no quedar reflejadas en nuestro estudio, limitadas por el tamafo muestral y la
potencia estadistica. Por ejemplo, en el caso de la progesterona, estudios anteriores han
demostrado su correlacién con la progresién endometrial (Labarta et al., 2021). Sin embargo,
en nuestro estudio, al separar a las pacientes por grupos de preparacion endometrial debido
a la clara influencia de estos en sus niveles, se ha producido una reduccién en el tamafio

muestral que podria estar impidiendo la obtencion de resultados significativos. Por tanto, los
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resultados significativos obtenidos presentan real significancia dado que se han obtenido con
una potencia estadistica pequena, pero no podemos afirmar que las relaciones no

significativas no se estén dando realmente.

Con todo esto, por un lado, se ha aportado conocimiento a la comunidad cientifica acerca de
la relacion entre el estrés y la infertilidad, ahondando en los cambios fisiolégicos y los
mecanismos moleculares subyacentes a estos cambios y que impiden que el proceso de
implantacién se lleve a cabo de forma adecuada, pero ademas, se ha propuesto una
metodologia no invasiva de clasificacion de pacientes que refleja tanto los cambios
psicolégicos como los fisiolégicos potencialmente aplicable a la practica clinica, iniciando asi
la transicion hacia una medicina de precisién en la que se ponga el foco en el bienestar
emocional de las pacientes para la mejora del éxito de los tratamientos y la reduccién de las

tasas de abandono.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

De la presente tesis doctoral se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Las concentraciones de hormonas esteroideas en tejido endometrial se encuentran
relacionadas con las probabilidades de lograr un embarazo a término. Concretamente,
concentraciones elevadas de estrégenos y concentraciones bajas de androgenos vy

corticosteroides favorecen la consecucion de un embarazo.

2. Los niveles endometriales de cortisol y estrona son significativamente mayores entre las
pacientes con estrés puntual (Estado), mientras que los de estradiol son mayores en aquellas
pacientes no estresadas. En cuanto al estrés a largo plazo (Rasgo), los niveles endometriales
de DHEA y estrona son mayores en las pacientes no estresadas. Por tanto, cada tipo de
estrés afecta en mayor medida a una regién diferente de la ruta de sintesis de hormonas

esteroideas.

3. El cuestionario STAI puede emplearse como una herramienta no invasiva para la
evaluacién de los niveles de esteroides endometriales en pacientes FIV, dado que existe una
alta correlacion significativa entre las puntuaciones del test y los niveles de cortisol y estradiol,
permitiendo detectar de forma preventiva a aquellas pacientes que se beneficiarian de un
tratamiento psicologico previo a la transferencia embrionaria para maximizar el éxito

reproductivo y reducir las tasas de abandono de los tratamientos.

4. Alteraciones en los niveles endometriales de cortisol, estrona, estradiol y DHEA conllevan
alteraciones en la expresion de genes involucrados en funciones clave para la competencia
endometrial, la implantacién y el desarrollo embrionario temprano como la respuesta inmune,
la proliferacién, migracion y diferenciacion celular, la adhesion y la decidualizacion, entre

otras.

5. El estrés a largo plazo tiene un mayor efecto en la alteracion de los patrones de expresion
génica endometrial que el estrés a corto plazo. Concretamente, aumentos en los niveles de
estrés a largo plazo provocan alteraciones en la expresién de genes implicados en
inflamacion, sistema inmune, coagulacién y adhesién, funciones clave para la implantacion y

el desarrollo embrionario.

6. Los resultados de este trabajo abren la puerta al desarrollo de protocolos estandarizados
de trabajo en la evaluacién preventiva de las pacientes y el desarrollo de terapias para tratar
a aquellas pacientes que lo necesiten, evaluando la capacidad de éstas para lograr la

restauracion del microambiente endometrial y el aumento de las tasas de éxito.
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APENDICE A

APENDICE A: Cuestionario STAI

N 124
STAI e
AR o= 210 4 . .
AUTOEVALUACION A (E/R)
Apellidos 'y nombre ............ S R MBI A B Bl ERTPRRR 7 SeXo sviiiva.
Vém
Centro ............... e T WP il e S S S e e e I 1 S . Estado: ctvil ...oouizi
Oltros datos . AR R e s LD i BN v s i e
A-E INSTRUCCIONES

A continuacién cncontrard unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a si mismo.

lea cauda frase y senale ta puntuacion 0 a 3 que indique mejor como se SIENTE Vd. AHORA MISMO, ¢n
¢ste momento. No hay respuestas buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y conteste sefialando
la respuesta que mejor describa su situacion presente.

Me siento calmado ... ... ... ... ... ... ...

Me siento seguro ..

Estoy tenso ... ... ... .. oo il i v e e e ot pedh VHNY gk oMbl b

Estoy contrariado ... .. . e ! Sk s Ui

Me siento céomodo [estoy a gusto) il 2aBE e v . e T, e
Me siento alterado ... ... ... ... .. s o Sk AR AR B e b
Estoy preocupado ahora por posnbles desgrac:|as futuras S e Sk &g i
Me siento descansado ... ... ... ... ...

9. Me siento angustiado

10. Me siento confortable ... ... "

4. Teopo Confisnga &N il BN .o o0 voo vy oo ma s e SN e I BN BN SE s M
12. Me siento nervioso .. g [ = o

13. Estoy desasosegado ... s s A S S e R e e
14. Me siento muy «atado» [como oprm‘ndo) G G e SN R G G e (SR T

15. Estoy relajedo . i s s v o

16. Me siento satisfecho ... .. 2 i 8 o ek

17. Estoy preocupado ... ... et B s ol il oakite, st R iy e o

18. Me siento aturdido y sobreexmtado &

19. Me siento alegre ... ... 5 ks e -k Ty i b s e e ey TR
20. En este momento me s:ento bleﬂ

O NO O s W
MRNRNNRNRNDNMONN RN NN N R N L | Bastante
(L L) 0 00 Ot G Lo L W W WL w w | Mucho

Cocooooo0Cocoococo0o 0o e olNada
_;_1,._._;ﬂ_.d_;_._~_._.....__._._;_Algo

COMPRUEBE SI HA CONTESTADO A TODAS LAS FRASES CON UNA SOLA RESPUESTA

Ahora, vuelva la hoja y lea las Instrucciones antes de comenzar a contestar a las frases.

Autor: C.D. Spielberger

Copyright © 1368 by Consuiting Psychologists Press, Inc. (Palo Alts, Califernia, U.S.A.).

Copyright @ 1982 by TEA Ediciones, S.A. - Edita: TEA Ediciones, S.A.; Fray Bernardino de Sahagun, 24; 28036 MADRID - Prohibida la reproduccion total o parcial
Todos los derechos reservados - Este gjemplar esid impreso en linta azul. St le presentan ol/o en tinta negra, es una repreduccion fegal. £n bensficio de la profesidn y
en el suyo procie, NO LA UTYL/CE - Printed n Spain, Impreso en Espana por Aguirre Campano; Daganzo, 15 dpdo.; 28002 MADRID - Depdsito legal: M - 35605 - 1988.
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INSTRUCCIONES

A continuacién encontrard unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a si mismo.

Lea cada frase y sefiale la puntuacion 0 a 3 que indique mejor cémo se SIENTE Vd. EN GENERAL en

la mayorfa de las ocasiones. No hay respuestas buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y con-

teste sefialando lo que mejor describa cémo se siente Vd. generalmente.

21.
22.
23.
24.
25,
26.
2.
28.
29
30.
3.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

PN TR I s wmn s v s omme e 2o s i - wsn o
Me canso rapidamente ... ... ...

Sighte: ganaside lREE v s o wm som mu mm e e s s e aen swe e e a2 e

Me gustaria ser tan feliz como otros ... ... ...

Plardo oportunidades por no decldirme pronto v« «o o vie nan sve coe wre sns e o

Me siento descansado ... ... ... o eer eer eee eee e e e s
Soy una persona tranquila, serena y sosegada ..

Veo que las dificultades se amontonan y no puedo con ellas PRTARG IR S Do B ¥

Me preocupo demasiado por cosas sin importancia ... ..
Soy: feliz ... ... s

Suelo tomar las cosas demaqlado SERAMBIIE s voin mee S viey o cne 5 o 556, 8 0
§le falia confianza en WIIEID oo oo o don @GR 592 e M S e G SRR A AR G

BAe BIBREE BEOUMD san v wee e s e wann o w
Evito enfrentarme a las crisis o dahcultades

$lE ETantn TralE TREIETEBIEET i s ww v o we oub soen B woe wwe @i oo oo e wee el

Estoy Satisfoohe o wm o s me cm e o ame .
Me rondan y molestan pensamientos sin importancia ... ... ..

Me afectan tanto los desengafios, que no puedo olvidarlos ... ... ... ... ... ...

Soy una persona estable ... ... ...

Cuando pienso scbre asuntos y preocupaciones actuales, me pongo tenso y agitado.

COMPRUEBE S| HA CONTESTADO A TODAS LAS FRASES CON UNA SOLA RESPUESTA
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APENDICE B: Tablas suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Primers empleados para la RT-qPCR.

APENDICE B

Gen Primers
Forward: GAATGGGCACTGTTGATCATGG
SNORA1
Reverse: TGCATACTGTGATGGAAGCA
Forward: AAGTCTGCCGTTACTGCCC
HBB
Reverse: CAAGGGTAGACCACCAGCAG
Forward: ACTAGCAGGTTTGTGCAGGG
NCSTN
Reverse: TGATGAGTGGCGTTGAGCAG
Forward: ATGGGGGATTTCTACGACCC
SETD2
Reverse: TCTGTCGTCCCTGTTCTTCC
Forward: GCTGGAATATGTGCCCGAGA
GSK3A
Reverse: CTGCGGAAGAGCTGGTACAT
Forward: AGGCTTGTCGTCTTGGTGTA
RPRD2

Reverse: TATGCAGATCTCCGGAGCCA

Se especifican las secuencias de los primers forward y reverse empleados en la validacion por RT-qPCR de
los genes SNORA1 (Small Nucleolar RNA, H/ACA Box 1), HBB (Hemoglobin Subunit Beta), NCSTN
(Nicastrin), SETD2 (SET Domain Containing 2, histone lysine methyltransferase)) GSK3A (Glycogen
Synthase Kinase 3 Alpha), RPRD2 (Regulation of Nuclear Pre-mRNA Domain Containing 2).

Tabla Suplementaria 2. Los niveles endometriales de estrona, estradiol y androstenediona estan
relacionados con las probabilidades de lograr un embarazo a término en la poblacion 1.

N por

N por

. - o Y )
Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
_ ET=52,94% | ET=40,82%
Q1=0,94 17 49 | ENT=47,06% | ENT=59,18% | 0°1°
P4 _ ET=48,98% | ET=29,41%
(Lg/g) Q3=21,33 49 17 | ENT=51,02% | ENT=70,59% | 0196
o ET=44,83% | ET=37,5%
max.rel = 40,07 | 58 8 | enteeiazos | ENToesmes | 0722
_ ET=46,15% | ET=4444%
Q1=379 13 36 | ENT=53,85% | ENT=5556% | 0-98°
E1 (ng/g)
_ ET=4324% | ET=50%
Q3 = 11,12 37 12 | ENT=56,76% | ENT=50% | O71°
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N por

N por

Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
E1(nglg) | max.rel=21,27 | 45 4 EENTT::QJ{,‘}O IIEE1r-\l=1:I=O(?‘;ﬁ° 0,026*
werss | o | s | S| St oo

2000 | agesn | o | | Spa | S | o
méxrel=82 | 36 6 | entoniancs | EnTos0s | 0836

Q1=04 16 | 42| Erosdors | ENTo54 76% | 06%

1o ez | o | | S| ST [ome
max.rel =4,34 | 51 6 EENTT==4596(,)92;3){>0/0 EENTT: 32(%?6370/:/0 0,530

wom | o | w0 | St | S | o

A4 (ng/g) | Q3=1,35 51 17| el ffé?:;{:% ET::%?:;{,; 0,050*
méxrel =2,56 | 57 1| enToss 030 | ENTog5 73, | 0:259

o | v | | S| S oo

T (ng/g) Q3=0,52 48 17 EENT'I'=353é,72550{’O/o EENTszgz’(,)s?:éAJ 0,830
maxrel=09 | 61 4| Enroeitos | Enveres, | 0532
s | | o | S| S o

oo | oo | w0 | w | S | S | o
méx.rel = 162,79 | 64 4| enTinoss | ENTooee, | 059

T casrom | s | re | BT LAY oo
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APENDICE B

; . N por | N por o/ 1k T ;
Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
Cortisol . _ ET=43,86% ET=45,45%
(ng/q) max.rel = 20,71 57 11 ENT=56.14% | ENT=54,55% 0,963

Para cada metabolito, se muestra el valor concreto de cada punto de corte establecido para realizar las
comparaciones, asi como el numero de pacientes por encima y por debajo de cada limite, la proporcion de
pacientes que logran un embarazo a término y las que no lo logran para cada parte del limite y el p-valor
resultante de la aplicacién del test de Barnard. Los resultados estadisticamente significativos se destacan
en negrita, indicando ademas la magnitud de la diferencia con asteriscos (*p< 0,05). 170HP4: 17-
hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; E1: estrona; E2: estradiol; ENT: embarazo no a término; ET:
embarazo a término; max.rel.: maximo relativo; P4: progesterona; Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil; T:

testosterona.

Tabla Suplementaria 3. Los niveles endometriales de estradiol, 1770HP4, DHEA y cortisol estan
relacionados con las probabilidades de lograr un embarazo a término en la poblacién 2.

N por

N por

Metabolito Limite arelhie | aHEE % <lim % >lim p-valor
Q1 = 0,04 12 5 EET,\,=T1=0(())oZ° EENTT==636é,7§{’O/o 0.110

paNgt | Mediana=007 8 9 | enter 1’?10/"2 EENTT==6327,,5;/°0/0 0.134
(Hg/g) Q3 = 0,41 4 13 EE,\,TT==814 5’?:/3/0 EENTTzfsog{?/o 0,124
max. rel = 0,61 4 13 EENTTsz 5’,?:/3/0 EENT'I'==550(())/:/0 0,493

Q1=154 37 13 EENTTzfgi?gf/o EENT'I'==63271,2€:/°0/0 0.095

oy |mediana=1030| 25 25 | e | e | 0470
(Hg/g) Q3 = 29,27 13 37 EENTTszf;/&, EENT;ffé?ZO{’O/o 0.472
max. rel =53,40 | 10 40 EENTTszQ’?;& EENTifé)S& 0,356
Elnglg) | Q=37 | 49 | 21 | Qi e 031
mediana =42,5 | 34 36 EENT'I'==6336’?19 10/00/0 EENTTzf;é,?ZQSZ/:/o 0463

E1(ng/g) | Q3=58,75 18 52 EENTTzfgfgzo/g/o EEI\T;:54%,54?1ZZ 0,356
max. rel = 91 9 61 EIEN-I--|-==6354547;;)/f?/0 EENT'I'=:;5454€;/‘(”/0 0.174

Q1=0,7 29 14 EEI:II-;=5472’,18%ZZ EENT'I'==6354,542€:/‘(’)/0 0.355

E2 (ng/g) | mediana =1 19 24 EENT:=550(;{?/0 EENTT==7§1’?§;{;° 00357
Q3=18 10 33 EE,I;%%%ZZ ENTog0, | 0355
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N por

N por

Metabolito Limite . . % <lim % >lim p-valor
encima | debajo
L ET=62,5% | ET=66,67%
E2 (ng/g) max. rel = 2,8 3 40 ENT=37.5% |ENT=33,33% 0,515
_ ET=76,92% | ET=58,33%
Q1=05 36 13| ENT=23,08% |ENT=4167%| 17
._ ET=77,78% | ET=45,45% ]
170Hpg | Mediana=11 1 22 27 | ENT=22,22% |ENT=54,55%| %:01°
(ng/g) _ ET=67,57% ET=50%
Q3=19 12 37 | ENT=3243% | ENT=50% | 021°
- ET=65,85% | ET=50%
max. rel = 3,8 8 41 ENT=34,15% | ENT=50% 0,216
_ ET=60% | ET=64,29%
1=03 42 20| ENT=40% |ENT=35,71%| 9404
. ET=65% | ET=59,09%
mediana = 0,5 22 40 ENT=35% |ENT=40,91% 0,391
A4 (nglg) ET=64,58% | ET=57,14%
Q3=08 14 48 | ENT=3542% |ENT=42,86%| °*-38°
L ET=64,71% | ET=5455%
max. rel = 1,5 11 51 ENT=35,29% |ENT=45.45% 0,357
_ ET=70% | ET=59,46%
Q=02 37 20| ENT=30% |ENT=4054%| 0247
. ET=68,42% | ET=52,63%
mediana = 0,3 19 38 ENT=3158% | ENT=47 37% 0,172
T (ng/g) ET=68,09% | ET=40%
Q3=04 10 47 | ENT=31,91% | ENT=60% | 0%
- ET=62,26% | ET=75%
max. rel. = 0,7 4 53 ENT=37,74% | ENT=25% 0,392
_ ET=60% | ET=86,7%
Q1=26,75 19 > | ENT=40% | ENT=13.3% | >0%
._ ET=70% ET=90%
DHEA Nat mediana = 33,95 10 10 ENT=30% ENT=10% 0,377
(ng/g) _ ET=80% ET=80%
Q3 =42 S 15 | EnT=20% | ENT=20% | 9036
- ET=75% | ET=100%
max. rel. =45 4 16 ENT=25% ENT=0% 0,375
_ ET=69,2% | ET=514%
Q1=17.85 37 13| ENT=30,8% | ENT=48,6% | *%°
._ ET=72% ET=40% )
DHEA THS mediana = 25,5 25 25 ENT=28% ENT=60% 0,013
(ng/g) _ ET=56,8% | ET=53,8%
Q3 = 37,75 13 37| ENT=432% | ENT=462% | 021°
- ET=57.8% | ET=40%
max. rel. = 68 4 46 ENT=42,2% ENT=60% 0,216
Cortisona _ ET=57,89% | ET=64,71%
(ng/g) Q1 =47 51 19 | ENT=42,11% |ENT=35.20% | 0-3%6
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Metabolito Limite e?\cr:z\ra d':lg:j:) % <lim % >lim p-valor
mediana=66 | 34 36 EENT;f;égg{j’/o EENT;E,;‘E;Q;Z’/O 0,404
cotsrs | | w | m | S | B o,
méx. rel =142 | 3 67 | Enront 899 | ENTogS 70| 0220
azs | o | | S B oo,
iy | meaamma | w | o | e [ eree oo
b0 e | v | s | Srmem e o,
max.rel=13,9 | 5 64 | EnTont o | ENTos05 | 0:029°

Para cada metabolito, se muestra el valor concreto de cada punto de corte establecido para realizar las
comparaciones, asi como el numero de pacientes por encima y por debajo de cada limite, la proporcién de
pacientes que logran un embarazo a término y las que no lo logran para cada parte del limite y el p-valor
resultante de la aplicacién del test de Barnard. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparacion
endometrial (Tabla 6), los resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Los
resultados estadisticamente significativos se destacan en negrita, indicando ademas la magnitud de la
diferencia con asteriscos (*p< 0,05). 170HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA:
dehidroepiandrosterona; E1: estrona; E2: estradiol; ENT: embarazo no a término; ET: embarazo a término;
max.rel.: maximo relativo; Nat: ciclo natural; P4: progesterona; Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil; T:
testosterona; THS: terapia hormonal sustitutiva.

Tabla Suplementaria 4. El estrés agudo (evaluado con las puntuaciones de STAI Estado) afecta a
las concentraciones de cortisol y estrégenos.

Metabolito Limite eﬂcﬁg:a dhig:j:) % <lim % >lim p-valor
Q1=0,04 9 4 e | oaran | 0.364

ouny | Mediana=005 | 6 7| men | e | 0342
(H9/9) Q3 = 0,41 3 0 | Moy | NS | 0080
méaxrel=0,61 | 2 1| e | oo | 04181
Q1=2,15 31 11 NEE==5445,>’55°ZO NE'E:Q)%T = | 0211

ou g | median=1237 | 21 21 | Eor | eeanosr | 1.000
(H9/5) Q3 = 33,38 11 31| s | eesasw | 0211
maxrel =5340 | 8 34 | et | “eeeon | 0348

E1(nglg) | Q1=35,62 43 15 | Eoaasn | Eedsaae | 0017
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N por

N por

Metabolito Limite . . % <lim % >lim p-valor
encima | debajo
._ NE=72,41% | NE=48,28% ]
median = 41,7 29 29 E=27,59% E=51.72% 0,035
_ NE=63,64% | NE=50%
E1 (ng/g) Q3 =52 14 44 Ea0 500, oo | 0,246
- NE=62,75% | NE=42,86%
max.rel = 64,8 7 51 E=37 25% E=57.14% 0,190
_ NE=54,55% | NE=65,22%
Q1=07 23 1 E=4545% | E=3478% | 0340
. NE=55,56% | NE=68,75%
Median = 1 16 18 E=44 44% E=31.25% 0,346
E2 (nglg) NE=52% | NE=88,89%
— - - ] *
Q3=1,95 9 25 o et i1o | 0038
- NE=60,61% | NE=100%
max.rel =2,8 1 33 E=39,39% E=0% 0,346
_ NE=63,64% | NE=54,84%
Q1=0,43 31 11 a0 | Ednion | 0345
. NE=57,14% | NE=57,14%
median = 1,05 21 21 ~ A e 1,000
7OHP4 E=42,86% | E=42,86%
(ng/g) _ NE=58,06% | NE=54,55%
Q3 = 2,65 11 31 oot | Edmasy | 0480
L NE=56,41% | NE=66,67%
max. rel. = 5,9 3 39 E=43.59% E=33.33% 0,430
_ NE=61,11% | NE=53,12%
Q1=03 32 18 | 'Ec3geo% | E=4688% | 0325
. NE=54,55% | NE=58,82%
mediana = 0,5 17 33 E=45 45% E=41.18% 0,416
A4 (nglg) NE=56,76% | NE=53,85%
43=088 13 3T | 'Ez4324% | E=4615% | 472
- NE=575% | NE=50%
max.rel.=15 | 10 40 Ear o oo | 0356
_ NE=70,59% | NE=58,06%
Q1=02 31 | E=2041% | E=4194% | %2
— NE=65,52% | NE=57,89%
. mediana = 0,3 19 29 E=34 48% E=42.11% 0,383
ng/g
_ NE=59,46% | NE=72,73%
Q3=04 1 37| Ez4054% | E=27.27% | %?°°
- NE=62,22% | NE=66,67%
max. rel. = 0,7 3 45 E=37.78% E=33.33% 0,510
Q1 =26 10 6 | Naran | ol | 0496
DHEA Nat — NE=62,5% | NE=75%
(ng/a) mediana = 31,55 8 8 E=37.5% E=25% 0,412
= 0 = 0
Q3 = 42,98 4 12| Nonsk | NETTOY% 0,083
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N por

N por

Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
D'?EQQ';‘at max. rel. = 45 2 14 NEEE%"‘%%? NEEZEQ,/S% 0,231
Q1=18 30 12 | N | NERYE | 0076
OHEA THg | mediana =22.05| 21 21| " | eeeman | 0148
(ng/9) Q3=35 11 31| o | “eeeann | 0076
méax.rel. =61,6 | 5 7 | men | eoeon | 0308
Q1 =57 42 16| "aren | oaoasn | 0477
Coreonq | Mediana=725 | 29 20 | o | e o | 0.114
(n9/9) Q3=9275 15 13| e | et | 0.115
maxrel =142 | 2 56 | Coaovon | Eesow | 0434
Q1=25 42 15 | oo | Eearase | 0,038
ooy | Medianaz4s | 28 20 | arosn | “eeeou | 0085
O | ws | w | e | e o
max.rel =12,6 | 5 52 | anian | Eesov | 0038°

Para cada metabolito, se muestra el valor concreto de cada punto de corte establecido para realizar las
comparaciones, asi como el numero de pacientes por encima y por debajo de cada limite, la proporcién de
pacientes estresadas y no estresadas para cada parte del limite y el p-valor resultante de la aplicacion del
test de Barnard. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparaciéon endometrial (Tabla 10), los
resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Los resultados estadisticamente
significativos se destacan en negrita, indicando ademas la magnitud de la diferencia con asteriscos (*p<
0,05). 1770HP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA: dehidroepiandrosterona; E1: estrona;
E2: estradiol; E: estresada; max.rel.: maximo relativo; Nat: ciclo natural; NE: no estresada; P4: progesterona;
Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil; T: testosterona; THS: terapia hormonal sustitutiva.

Tabla Suplementaria 5. El estrés prolongado (evaluado con las puntuaciones de STAI Rasgo)
afecta a las concentraciones de DHEA.

Metabolito Limite Npor | Npor | o im %>lim | p-valor
encima | debajo
_ NE=75% NE=77,8%
Q1=0,04 9 4 E=25% E=2229 0,510
P4 Nat . _ NE=71,4% NE=83,3%
(ug/a) mediana = 0,05 6 7 E=28.6% E=16.7% 0,498
_ NE=70% NE=100%
Q3 =0,41 3 10 E=30% E=0% 0,217
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N por

N por

Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
P4 Nat , _ NE=72,7% NE=100%
(ugla) max. rel. = 0,61 2 11 E=07 3% E=0% 0,324
_ NE=63,6% NE=87,1%
Q1=2,15 31 11 E=36.4% E=12.9% 0,086
o NE=76,2% NE=85,7%
P4 THS mediana = 12,37 21 21 E=23 8% E=14,3% 0,294
(ug/g) N NE=80,6% NE=81,8%
Q3 = 33,38 11 31 E=10.4% E=18.2% 0,555
, B NE=76,5% NE=100%
max. rel. = 53,40 8 34 E=23 5% E=0% 0,094
_ NE=73,33% | NE=83,72%
Q1 = 35,62 43 15 E=26 67% E=16 28% 0,227
= [¢) = [¢)
mediana = 41,7 29 29 NEE=2772§;)10/0/° NEE= 1%9’3?1‘?,/0”’ 0,086
E1 (nglg) - >
_ NE=75% NE=100%
Q3 =52 14 44 050, E=0% 0,085
. _ NE=78,43% NE=100%
max. rel. = 64,8 7 51 E=2157% E=0% 0,102
_ NE=90,91% | NE=86,96%
Q1=07 23 11 E=9.09% E=13,04% | 0663
L NE=94,44% | NE=81,25%
mediana = 1 16 18 E=556% E=18,75% 0,175
E2 (ng/g) NE=88% | NE=88.89%
Q3=1,95 9 25 E=120, E=11.11% 0,663
. _ NE=87,88% NE=100%
max. rel. = 2,8 1 33 E=12.12% E=0% 0,663
_ NE=90,91% | NE=83,87%
Q1=0,43 31 11 E=9,09% E=16.13% 0,483
o NE=76,19% | NE=95,24%
170HP4 mediana = 1,05 21 21 E=23 81% E=4.76% 0,063
(ng/g) B NE=80,65% NE=100%
Q3 =265 11 31 E=19,35% E=0% 0,076
, _ NE=84,62% NE=100%
max. rel. = 5,9 3 39 E=15,38% E=0% 0,384
_ NE=72,22% NE=87,5%
Q1=0,3 32 18 E=07 78% E=12.5% 0,106
= o = 0
mediana=05 | 17 33 | Neororo%k | NEZOIZ% | 0,087
Ad (nglg) NE=7E; 38% NE=9,2 31%
Q3=0,88 13 37 E=21.62% E=7.69% 0,178
= 0, = [
max.rel.=15 | 10 | a0 | "EZTTS% | NETIO0% g og7
_ NE=82,35% | NE=83,87%
T (ng/g) Q1=0,2 31 17 E=17 65% E=16.13% 0,584
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APENDICE B

N por

N por

Metabolito Limite encima | debajo % <lim % >lim p-valor
mediana=03 | 19 29 NEE==1872,’274§,Z° NEE;%""??;?’ 0,584

T (nglg) Q3 =04 11 7| raoon | E-ogeu | 0337
max.rel.=0,7 | 3 a5 | AL | NEL | o336

Q1=26 10 6 oo | N | 0013

OHEA Ngg | MEdiaNa=3155| 8 8 | aron | Necom” | 0082
(ng/9) Q3 = 42,98 4 12 | TEoal | NP | 0205
max. rel. = 45 2 14 NEE:;ff,Z" N | 0,393

Q1=18 30 12 T NE'E:=186‘°;’7?,Z° 0,396

OHEA T | Mediana =22:95 | 21 21 PR o | 1.000
(n9/9) Q3 =35 1 31| e | Neow | 0086
méx.rel. =616 | 5 37 NEE==271€,36’SA:’ZO NETToe™ | 0164

arwr | s | o | RS | o
Coreonq | Mediana=725 | 29 29 NEE:1872”274§,Z° NEE:2709”(’5%1(;(?’ 0,551
(n/9) Q3 = 92,75 15 13 | e | eeanaam | 0.086
max. rel. =142 | 2 56 N;j%%i?? NEEZB(?,/S% 0,397

arwzs | @ | e | NI | TR | o

Coreo | MeCiEna=43 | 28 29 NEE:2745’%3§,Z° NEE==1§15,,2791°/00/0 0,222
O s | w | e | et | o
max. rel. = 12,6 5 52 NEE:1872’:’361?,Z° NEEZ%E’,Z" 0,137

Para cada metabolito, se muestra el valor concreto de cada punto de corte establecido para realizar las
comparaciones, asi como el numero de pacientes por encima y por debajo de cada limite, la proporcién de
pacientes estresadas y no estresadas para cada parte del limite y el p-valor resultante de la aplicacion del
test de Barnard. Para aquellos metabolitos afectados por el tipo de preparaciéon endometrial (Tabla 10), los
resultados se muestran de forma independiente para cada tipo de ciclo. Los resultados estadisticamente
significativos se destacan en negrita, indicando ademas la magnitud de la diferencia con asteriscos (*p<
0,05). 170OHP4: 17-hidroxiprogesterona; A4: androstenediona; DHEA: dehidroepiandrosterona; E1: estrona;
E2: estradiol; E: estresada; max.rel.: maximo relativo; Nat: ciclo natural; NE: no estresada; P4: progesterona;
Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil; T: testosterona; THS: terapia hormonal sustitutiva.
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Tabla Suplementaria 6. 182 genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de

cortisol.
Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R2 p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
small nucleolar lvsine
SNORA1 |RNA, H/ACA box | 0,649 | 3,09E-09 KDM8 5/ 0,519 | 7,26E-07
1 emethylase 8
SET domain
PF4  |plateletfactor4 | 0,573 |9,02E-08| SETD2 |Containing 2, 0,498 | 1,54E-06
histone lysine
methyltransferase
hemoalobin small integral
HBB 9 0,567 | 1,19E-07 | LINCO0087 |membrane 0,485 | 2,43E-06
subunit beta . :
protein 10 like 2B
hemoglobin glycogen .
HBA2 ; 0,538 | 3,55E-07 GSK3A |[synthase kinase 3| 0,457 | 6,10E-06
subunit alpha 2
alpha
ppgp  |Pro-plateletbasic | 5351 4 10E.07 | HTRA3  |HUA serine 0,513 | 6,87E-06
protein peptidase 3
regulation of
small nucleolar nuclear pre-
SNORAT70 RNA SNORA70 0,554 | 1,62E-06 RPRD2 mMRNA domain 0,512 | 7,32E-06
containing 2
ankyrin repeat proline rich
ASB6 and SOCS box 0,481 | 2,74E-06 PNRC2 |nuclear receptor | 0,436 | 1,16E-05
containing 6 coactivator 2
Hep  |hemoglobin 0,474 | 3,43E-06 | CEP170 |Centrosomal 0,435 | 1,21E-05
subunit delta protein 170
small nucleolar zinc finger protein
SNORA30 |RNA, H/ACA box | 0,471 | 3,86E-06 | 2ZNF192 |70 ""9°rP 0,422 | 1,79E-05
30
seudouridine Rho GTPase
PUSL1 P . 0,530 | 3,89E-06 | ARHGAP17 |activating protein | 0,415 | 2,24E-05
synthase like 1 17
rotein tyrosine interferon
PTK2B P! Y 0,465 | 4,62E-06 | IRF2BP2 |regulatory factor 2| 0,408 | 2,78E-05
kinase 2 beta e ;
binding protein 2
regulator of G L i
RGS18 |protein signaling | 0,462 | 507E-06 | ZMYm4 |2 finger MYM- 1, 404 | 3,11E-05
18 ype containing 4
ORAI calcium
ORAI3 |release-activated | g 150 | 7 58E 05 | zNF2s1 |2NCfingerprotein | 4o4 | 3 39€.05
calcium 251
modulator 3
DiGeorge tubulin gamma
DGCR11 |syndrome critical | 0,448 | 7,94E-06 | TUBGCP5 |complex 0,455 | 4,42E-05
region gene 11 component 5
ZNFegg |Zncfingerprotein| o 4o5 | 4 29E 05 | PHACTR4 |PhOSPhataseand | o 4q4 | 4 4oF o5
688 actin regulator 4

156




APENDICE B

Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
limb development .
LMBRIL |membrane 0424 | 169E-05 | zswims (20 nger SWIN1 6 390 | 4 6405
protein 1 like ype containing
gamma-
ZNF223 |Zncfingerprotein | o 451 | 4 8405 | GABBR1 |2Minobutyricacid | g 4qq |5 ogr o5
223 type B receptor
subunit 1
interleukin
NCSTN nicastrin 0,412 | 2,46E-05 ILF3 enhancer binding | 0,386 | 5,19E-05
factor 3
ArfGAP with
C170rf59 BLOC-1 relatec! 0,404 | 3,12E-05 AGAP1 GTPase domain, 0386 | 5,22E-05
complex subunit 6 ankyrin repeat
and PH domain 1
nucleosome
TMEM179B ”fontzmn;gg”e 0,400 | 3,54E-05| NAP1L4 |assembly protein | 0,385 | 5,47E-05
P 1 like 4
small nucleolar AT-rich
SNORA3BA |RNA, H/ACA box | 0,394 | 4,21E-05| ARID1A |interaction 0,384 | 5,62E-05
36A domain 1A
ankyrin repeat serine and
ANKRD13D dorr¥ain 13pD 0,388 | 4,97E-05| SRSF10 |arginine rich 0,384 | 5,64E-05
splicing factor 10
SPNS lysolipid rolvl 3-
SPNS1 |transporter 1, 0,384 | 5,56E-05 | LEPREL2 (P " o | 0,446 | 5,85E-05
lysophospholipid y y
SWI/SNF related,
matrix associated,
U2AF homolo actin dependent
UHMK1 motif kinase 1gy 0,384 | 5,58E-05 | SMARCAS5 |regulator of 0,382 | 5,91E-05
chromatin,
subfamily a,
member 5
VPS29 retromer ;:Enfé?lldfy
VPS29  |complex 0,383 | 5,82E-05 TLE4 L | 0,381 | 6,14E-05
component transcriptiona
corepressor
small Cajal body- stress induced
SCARNA18 specific RNA 18 0,381 | 6,00E-05 STIP1 phosphoprotein 1 0,380 | 6,20E-05
scavenger
SCARB2 |receptor class B | 0,380 | 6,23E-05 DOK6 docking protein 6 | 0,378 | 6,69E-05
member 2
Small nucleolar
SNORA75 |RNA H/ACA box | 0,380 | 6,33E-05 | LOC284551 [NA 0,377 | 6,75E-05
75
Rho guanine
ENDOV  |endonuclease V| 0,376 | 7,01E-05 | ARHGEF25 |nucleotide 0,441 | 6,89E-05
exchange factor
25
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
RNA 3'-terminal protocadherin
RTCA phosphate 0,376 | 7,07E-05 | PCDHGA6 |[gamma subfamily | 0,376 | 7,01E-05
cyclase A, 6
nicotinamide
small nucleolar nucleotide
SNORA34 |RNA, H/ACA box | 0,375 | 7,29E-05 | NMNAT1 0,376 | 7,08E-05
34 adenylyltransfera
se 1
zinc finger DHHC-
ZDHHC16 |YPe 0,374 | 7,42E-05| BRD4 |Promedomain 14z, |7 37¢ 05
palmitoyltransfera containing 4
se 16
Mcee |methylmalonyl- g o0p 12 op 05| sk |SKIproto- 0,437 | 7,57E-05
CoA epimerase oncogene
ATPase H+ protein
. phosphatase 2
ATP6VOB |transporting VO 0,373 | 7,52E-05 | PPP2R5E .| 0,372 | 7,78E-05
. regulatory subunit
subunit b 2
B'epsilon
nitric oxide nuclear receptor
NOSIP  |synthase 0,369 | 8,47E-05 NR2C2  |subfamily 2 group | 0,371 | 7,97E-05
interacting protein C member 2
HECT and RLD
domain small nuclear
HERC4 |containing E3 0,369 | 8,65E-05| SNRPB2 |ribonucleoprotein | 0,371 | 8,01E-05
ubiquitin protein polypeptide B2
ligase 4
transmembrane 9 serine/threonine
TM9OSF1 |superfamily 0,368 | 8,70E-05 STK24 . 0,371 | 8,05E-05
kinase 24
member 1
small nucleolar empty spiracles
SNORA74A |RNA, H/ACA box | 0,366 | 9,21E-05 | EMX2  [oTP Y 5P 0,370 | 8,26E-05
74A omeobox 2
mitochondrial
MRPL21 |ribosomal protein | 0,365 | 9,54E-05 OPHN1 oligophrenin 1 0,368 | 8,74E-05
L21
ER degradation
EpEM2  |8nhancing alpha- | a5p | g gep 05 | ZNFags (2N fingerprotein | ag5 | g 51 05
mannosidase like 445
protein 2
SCARNA1 |Small Cajalbody- | g 35 | g 73E 05| FOXK2  |forkhead box K2 | 0,365 | 9,67E-05
specific RNA 1
small nucleolar tripartite motif
SNORA16A |[RNA, H/ACA box | 0,427 | 1,02E-04 | TRIM24 partite 0,363 | 9,97E-05
16A containing 24
EH domain thromboxane A2
EHBP1L1 |binding protein 1 | 0,427 | 1,03E-04 | TBXA2R 0,427 | 1,03E-04
like 1 receptor
bromodomain ALF transcription
BRD1 - 0,360 | 1,08E-04 AFF4 elongation factor | 0,362 | 1,05E-04
containing 1 4
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APENDICE B

Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
phosphatidylinosit
PIGN Sfc?s'iﬁ?ﬁei."scﬂgss 0,360 | 1,11E-04| PBRM1 |polybromo 1 0,362 | 1,05E-04
N
vitamin K epoxide zinc finger protein
VKORC1 |reductase 0,360 | 1,11E-04 | ZNF440 |70 gerp 0,360 | 1,10E-04
complex subunit 1
\e/rITdSozs?)mal zinc finger CCCH-
DSCR3 | " o sorting | ©-358 | 117E-04 | ZC3H14  |type containing | 0,360 | 1,11E-04
factor C 14
methenyltetrahydr
ring finger protein ofolate
RNF170 178 gerp 0,355 | 1,25E-04 | MTHFSD |synthetase 0,359 | 1,13E-04
domain
containing
pleckstrin DnaJ heat shock
PLEKHJ1 |homology domain | 0,353 | 1,32E-04 | DNAJA4 p|j|°tel'{(‘)fam"yb 0,358 | 1,15E-04
containing J1 (Hsp40) member
A4
staufen double- DnaJ. heat §hock
STAU2 |[stranded RNA | 0,353 | 1,35E-04 | DNAJC4 ?;Ztei%;m%ber 0,357 | 1,21E-04
binding protein 2 Ca P
POP4 homolog, .
POP4 |ribonuclease 0,352 | 1,35E-04 | FAM122B mi'se‘:azm"y 0,356 | 1,21E-04
P/MRP subunit
CRLs1 |cardiolipin 0,352 | 1,36E-04 | PDzD4 | D% domain 0,354 | 1,29E-04
synthase 1 containing 4
small nuclear SET QO_main
. . containing 6,
SNRPG [ribonucleoprotein | 0,352 | 1,37E-04 SETD6 i lvsi 0,354 | 1,30E-04
polypeptide G protein lysine
methyltransferase
SELO |[selenoprotein O | 0,352 | 1,38E-04 RAl1 |retinoic acid 0,352 | 1,36E-04
induced 1
transmembrane GTF2IRD2P Sggsilnrepeat
TMBIM4  |BAX inhibitor 0,350 | 1,45E-04 1 ontaining 2 0,352 | 1,37E-04
motif containing 4 9
pseudogene 1
ﬁip;urmlc/apynmldl GID complex
APEX2 | deoxyribonu | %-349 | 147E-04|  GID8 |subunit 8 0,347 | 1,59E-04
clease 2 homolog
solute carrier -
SLC35B2 |family 35 member | 0,348 | 1,54E-04 | CTCF ECCTC'b'”d'”g 0,347 | 1,59E-04
B2 actor
procollagen-
PLOD3 | YSine.2- 0,347 | 1,56E-04| LYRM2 |-YRmotif 0,346 | 1,63E-04
oxoglutarate 5- containing 2
dioxygenase 3

159




Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
small nucleolar
SNORA74B |RNA, H/ACA box | 0,345 | 1,66E-04 NF1 neurofibromin 1 0,345 | 1,66E-04
74B
METTL25 Ir;‘(ztgg"ans‘cerase 0,345 | 1,67E-04 | LOC286437 |NA 0,345 | 1,67E-04
beta-1,3- ring finger protein,
B3GALT4 |galactosyltransfer | 0,344 | 1,71E-04 RLIM LIM domain 0,343 | 1,74E-04
ase 4 interacting
cell cycle VRK
CCPG1 . 0,344 | 1,71E-04 VRK2 serine/threonine | 0,342 | 1,79E-04
progression 1 Kinase 2
small nucleolar bone
SNORAS5C |RNA, H/ACA box | 0,344 | 1,72E-04 BMP1 morphogenetic 0,342 | 1,79E-04
5C protein 1
GLupt |dutamate 0,343 [ 1,73E-04 | AKIRIN2 |akirin 2 0,342 | 1,82E-04
dehydrogenase 1
major facttator {RNA-histidine
MFSD1 doFr)nain y 0,343 | 1,76E-04 THG1L |guanylyltransfera | 0,341 | 1,84E-04
. se 1 like
containing 1
Fpgs |folvlpolyglutamate | o 544 | 4 g3p g4 | R3HpMm1 |R3H domain 0,340 | 1,90E-04
synthase containing 1
small nucleolar suppressor of
SNORAS8OB |RNA, H/ACA box | 0,406 | 1,86E-04 SOCS7 |cytokine signaling | 0,339 | 1,96E-04
80B 7
small nucleolar CUB and zona
SNORA8 |RNA, H/ACA box | 0,341 | 1,87E-04 CuUzD1 pellucida like 0,334 | 2,22E-04
8 domains 1
ER membrane X\c/)\rlw\{adir?irr?am
EMC1 protein complex 0,340 | 1,89E-04 WAC 9 0,393 | 2,65E-04
, adaptor with
subunit 1 . .
coiled-coil
zinc finger DHHC-
ZDHHC24 |type containing | 0,340 | 1,90E-04 | SATB2 g’ATB homeobox | 357 | 2 68E-04
24
inositol-
ITPKC trisphosphate 3- | 0,339 | 1,94E-04 | HDGFRP3 |HDGF like 3 0,393 | 2,68E-04
kinase C
glycosylphosphati ankyrin repeat
GPAA1 dylinositol anchor | 0,339 | 1,96E-04 | ANKRD46 . 0,392 | 2,74E-04
domain 46
attachment 1
heterogeneous
small nucleolar nuclear
SNORA33 |RNA, H/ACA box | 0,336 | 2,11E-04 | HNRNPH3 | . . 10,325 | 2,87E-04
33 |r_||t:>30nucleoprote|n
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APENDICE B

Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
CDKS5 regulatory
TSPAN14 [tetraspanin 14 | 0,328 | 2,64E-04 | CDK5RAP2 :‘S’gggi';te g 0,324 | 2,95E-04
protein 2
PIH1 domain solute carrier
PIH1D1 o 0,328 | 2,65E-04 | SLC22A17 |family 22 member | 0,389 | 2,96E-04
containing 1 17
KLHL2g |kelch like family | 4 514 | 3 40E-04 |FOC1005056 |\ 0 0,322 | 3,06E-04
member 26 87
major - BCLO
HLA-DMA  |nistocompatibility 16 5151 3 676 04| BCLO  transcription 0,384 | 3,33E-04
complex, class I, coactivator
DM alpha
. T-box
TeC1D16 |jBCtdomain - 16577 | 4 04E-04| TBX3 |transcription 0,382 | 3,57E-04
family member 16 factor 3
small nucleolar ABL proto-
oncogene 1, non-
SNORA48 |RNA, H/ACA box | 0,307 | 4,60E-04 ABL1 receptor tyrosine 0,381 | 3,62E-04
48 kinase
i ; ok~ myostatin , ,81E-
JAG2  [iagged canonical | 574 | 4 73 04 | MSTN i 0,379 | 3,81E-04
Notch ligand 2
SNORATO |RNA. HVAGA b ribosomal protein
. ox | 0,366 | 0,001 RPL26 L26 0,377 | 4,02E-04
10
RAD9 checkpoint sarcosine
RAD9A |clamp component | 0,359 | 0,001 SARDH dehvdrogenase 0,375 | 4,30E-04
A ydrog
small nucleolar .
SNORA47 |RNA, H/ACAbox | 0,354 | 0,001 | ACTRS sf;'tgif'gted 0,371 | 4,73E-04
47
cytokine m_dgmble olfactomedin like
CISH SH2 containing 0,354 | 0,001 OLFML1 y 0,369 | 4,98E-04
protein
TREXA three prime repair 0.348 0,001 ACOX2 acyl-CoA oxidase 0368 | 0,001
exonuclease 1 2
s embryonal Fyn-
MCOLN1 |mucolipin TRP. 1 5 545 | 001 EFS  |associated 0,363 | 0,001
cation channel 1 substrate
Rab interacting lysine
RILP . 10,344 | 0,001 MLL5 methyltransferase | 0,363 | 0,001
lysosomal protein 2E (inactive)
RAS p21 protein
RASA3 activator 3 0,361 | 0,001
mannosidase
MAN1C1 |alpha class 1C 0,360 | 0,001
member 1
DCLKA doublecortin like 0360 | 0,001

kinase 1
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
PRDM1 |PR/SET domain 1| 0,358 | 0,001
NAB2 Egti -ADINAINg 10,356 | 0,001
C30rf72  |FOXL2 neighbor | 0,352 | 0,001
FLNC |filamin C 0,351 | 0,001
GLIPR1L2 |GLIPR1 like 2 0,351 | 0,001

Se recogen los 182 genes significativamente afectados por incrementos en las concentraciones de cortisol
agrupados en funcién de su tendencia de expresion: los genes del grupo 1 (87 genes) son aquellos que
aumentan su expresion y los del grupo 2 (95 genes) los que la disminuyen conforme las concentraciones de
cortisol aumentan.

Tabla Suplementaria 7. 501 genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de

estrona.
Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R2 p-valor | Simbolo Nombre R2 p-valor
pgry |Periodcircadian | g ey | g o9E 08 | 133 |interleukin 33 | 0,590 | 1,94E-09
regulator 1
glcgk?hdyr?)eenase 1 tRNA
ALDH1A3 ydrog 0,554 | 1,31E-08 | KIAA1456 |methyltransferase | 0,559 | 1,02E-08
family member :
A3 9B (putative)
zine finger and dual specificit
ZBTB16 |BTB domain 0,551 | 1,48E-08 | DUSP16 b Y 10,556 | 1,17E-08
- phosphatase 16
containing 16
phosphoprotein
leucine rich membrane
LGI4 repeat LGl family | 0,546 | 1,93E-08 PAG1 anchor with 0,556 | 1,17E-08
member 4 glycosphingolipid
microdomains 1
hospholivase C platelet derived
pLCcL1 |Phospholipa 0,542 | 2,34E-08 | PDGFRL |growth factor 0,532 | 3,78E-08
like 1 (inactive) ;
receptor like
potassium
KCNH1 |Voltage-gated |4 555 | 3 74p g | |Rgq |INSUlinreceptor | g 557 | 4 7o 08
channel subfamily substrate 1
H member 1
LHFPL tetraspan mitochondrial
LHFPL3 |subfamily 0,522 | 6,19E-08 | MRPS6 |ribosomal protein | 0,510 | 1,06E-07
member 3 S6
mesenteric .
estrogen neuron derived
MEDAG 9 0,520 | 6,64E-08 NDNF  |neurotrophic 0,509 | 1,13E-07
dependent f
; . actor
adipogenesis
ANGPTL1 |angiopoietin like 1| 0,516 | 8,18E-08 | CYTH3 |cytohesin 3 0,504 | 1,41E-07
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APENDICE B

Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R2 p-valor | Simbolo Nombre R2 p-valor
collagen tvpe [V biorientation of
COL4A6 gen vp 0,512 | 9,55E-08 | BOD1 |chromosomesin | 0,491 | 2,57E-07
alpha 6 chain L
cell division 1
LOC100505 |\ 0,511 | 1,00E-07 | SFRpq |Secretedfrizzied g 4o | 5 o9E o7
875 related protein 1
JPH1  |junctophilin 1 0,483 | 3,56E-07 | ZNF704 %‘f finger protein | o 465 | 3 68E-07
olfactory receptor sprouty related
OR5C1  |family 5 subfamily | 0,480 | 4,11E-07 | SPRED2 |EVH1 domain 0,480 | 4,07E-07
C member 1 containing 2
. phorbol-12-
terminal myristate-13-
FAM46A |nucleotidyltransfe | 0,470 | 6,37E-07 | PMAIP1 y ; 0,474 | 5,37E-07
acetate-induced
rase 5A .
protein 1
FAM176C |eva-1 homolog C | 0,469 | 6,53E-07 | Uxs1 |oDP-glucuronate | 5 joq | 4 hoF g6
decarboxylase 1
cytochrome P450 beta-1,4-
CYP4B1 |family 4 subfamily | 0,461 | 9,21E-07 | BAGALT5 |galactosyltransfer | 0,449 | 1,51E-06
B member 1 ase b
synaptosome .
SNAP23 |associated 0,457 | 1,10E-06 | Msl2 |MUsashiRNA - )4 1181 4 55E-06
; binding protein 2
protein 23
cysteine rich
CRISPLD2 |S€cretory protein | 53| 4 o6 | Fux1  |fourdointedbox g 447 | 4 66E-06
LCCL domain kinase 1
containing 2
lysosomal
LYST trafficking 0,450 | 1,41E-06 | FEM1C |fem-1 homolog C | 0,446 | 1,70E-06
regulator
ATP binding
ABCCs |cassette 0,449 | 1,49E-06 | TBL1XR1 | 1E-1X/Yrelated 16 445 | 1 90E-06
subfamily C 1
member 8
solute carrier flavin containing
SLC2A8 |family 2 member | 0,444 | 1,87E-06 FMO1 |dimethylaniline 0,440 | 2,17E-06
8 monoxygenase 1
cartilage solute carrier
CILP intermediate layer | 0,443 | 1,93E-06 | SLC5A3 |(family 5 member | 0,439 | 2,27E-06
protein 3
Fkeps |- KBP prolyl 0,442 | 2,00E-06 | F13a1 |Soagulationfactor| g 459 | 5 5gE 06
isomerase 5 XIII'A chain
Rho related BTB lvcine receptor
RHOBTB3 |domain 0,440 | 2,16E-06 | GLRB |J%) P 0,437 | 2,45E-06
containing 3
C-X-C motif isochorismatase
CXCL13 |chemokine ligand | 0,439 | 2,21E-06 | ISOC1 |domain 0,436 | 2,56E-06
13 containing 1
. dachshund family
BVES-As1 |BVES antisense | 435 | 5 58E.06 | DACH1 |transcription 0,433 | 2,84E-06

RNA 1

factor 1
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R2 p-valor | Simbolo Nombre R2 p-valor
LOCQQQWG NA 0,434 | 2,71E-06 | SYT11 |synaptotagmin 11| 0,426 | 377E-06
latent
TRIMsg [IrPartite motif 1 5 454 | 5 76£-06 | LTBP2 |Mransforming 0,425 | 3,93E-06
containing 56 growth factor beta
binding protein 2
natriuretic peptide formin homology
NPR3 | oo PoPie¢ ] 0,432 | 3,01E-06 | FHOD3 |2 domain 0,423 | 4,23E-06
P containing 3
ARRDC2 |arrestindomain | ¢ 455 | 5 0306 | RTKN2 |rhotekin 2 0,423 | 4,25E-06
containing 2
blood vessel
BVES epicardial 0,422 | 4,38E-06 VIM vimentin 0,422 | 4,44E-06
substance
peptidase domain
membrane containing
MME metalloendopepti | 0,421 | 4,58E-06 | PAMR1 |associated with 0,421 | 4,51E-06
dase muscle
regeneration 1
. cyclase
'?rca)ggifrnnr;c,:eptor associated actin
PKD1 otential channel 0,420 | 4,72E-06 CAP2 |cytoskeleton 0,419 | 5,03E-06
P . regulatory protein
interacting
long intergenic palmitoyl-protein
LINC00115 |non-protein 0,419 | 4,99E-06 PPT1 . 0,419 | 5,04E-06
. thioesterase 1
coding RNA 115
BMP/retinoic acid matrix
DBC1 inducible neural | 0,417 | 5,31E-06 | MMP11 |metallopeptidase | 0,418 | 5,07E-06
specific 1 11
piggyBac C o :
PGBD4 |transposable 0,416 | 5,58E-06 | INHBA 'g‘ehtf'/g subunit 14 118 | 521E-06
element derived 4
pyruvate polypeptide N-
PC carboxvlase 0,408 | 7,42E-06 | GALNT5 |acetylgalactosami| 0,417 | 5,43E-06
y nyltransferase 5
ubiquitin specific
PTN pleiotrophin 0,408 | 7,49E-06 | USP27X |peptidase 27 X- | 0,413 | 6,20E-06
linked
aldehyde
FAM19gA |90l0i associated | g yq6 | g 19E_06 | ALDH1A1 |dEhYdrogenase 1, 445 | ¢ 35F g
kinase 1A family member
A1
LOCT00129 |\ 0,405 | 8,46E-06 | PDGFC |Plateletderived 4 415 | & 3£ 06
269 growth factor C
A-kinase plexin domain
AKAP13 |anchoring protein | 0,404 | 8,85E-06 | PLXDC2 0,410 | 7,09E-06

13

containing 2
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
lutamate CKLF like
i%notro ic MARVEL
GRIA1 P 0,402 | 9,58E-06 | CMTM6 |transmembrane | 0,408 | 7,43E-06
receptor AMPA .
type subunit 1 doma_ln.
containing 6
family with
FAM19gx |Seduence 0,398 | 1,09E-05 | ENc1 |ectodermal 0,405 | 8,31E-06
similarity 199, X- neural cortex 1
linked
SLIT-ROBO Rho fragile X
srRGAP1 |GTPase 1398 | 110E-05 | FMR1 |MESSeNder 14404 | 5 73E-06
activating protein ribonucleoprotein
1 1
RNA binding
roline motif single
PRODH |P 0,397 | 1,15E-05 | RBMS2 |stranded 0,403 | 9,19E-06
dehydrogenase 1 : . .
interacting protein
2
DFNB31  |whirlin 0,396 | 1,17E-05 | PTGFRN |Prostaglandin P2 44 40, | g 40 06
receptor inhibitor
DENND3 |DENNdomain | 50, | 4 o6E 05 | Rpa2 |fePlicationprotein | 44 | g 87E-06
containing 3 A2
TEA domain collagen triple
TEAD3 transcription 0,394 | 1,28E-05 | CTHRC1 |helix repeat 0,400 | 1,02E-05
factor 3 containing 1
inositol 1,4,5- zinc finger
ITPR1 trisphosphate 0,393 | 1,32E-05 | ZC3H4 |CCCH-type 0,400 | 1,02E-05
receptor type 1 containing 4
activating elongation factor
ATF7 transcription 0,392 | 1,37E-05 | ELOF1 y 9 0,400 | 1,03E-05
factor 7
nucleolar protein glycerol-3-
NOL3 3 0,392 | 1,39E-05 | AGPAT9 |phosphate 0,400 | 1,04E-05
acyltransferase 3
family with
pTGDs |ProstaglandinD2 | g 591 | 1 44E.05 | FAms3C |Seduence 0,397 | 1,14E-05
synthase similarity 53
member C
xyLT1 |losylransferase| ; a50 | 4 54p.05 | HEXB |N€X0Saminidase | o5 | 4 54F 05
1 subunit beta
BRICK1 subunit
LOCA440297 [NA 0,388 | 1,57-05 | BRKk1 |Of SCARMAVE 14 59, 1 4 30E-05
actin nucleating
complex
PLXNA3 |plexin A3 0,388 | 1,61E-05 | SLFN5 |Schiafenfamiy 4 595 | 4 30E-05
member 5
TMEMe1 |lransmembrane | g sg7 | 4 65E.05 | 1TGR1 | MeIrNsubunit g 393 | 4 35E.05
protein 61 beta 1
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
zinc finger ZZ-
zzeF1  |YpeandEF-hand| ;587 | 4 65E-05 | puspy |dual specificity | 595 | 4 40E-05
domain phosphatase 7
containing 1
ARMC12 |3madillorepeat | g 5g6 | 4 69E-05 | 1PO7  |importin 7 0,391 | 1,41E-05
containing 12
transmembrane serine and
TMEM120A . 0,385 | 1,80E-05 | SRSF9 |arginine rich 0,391 | 1,44E-05
protein 120A -
splicing factor 9
potassium
regulator of G channel
RGS2 protein signaling | 0,383 | 1,94E-05 | KCTD2 |tetramerization 0,390 | 1,46E-05
2 domain
containing 2
tyrosine 3-
UFM1 specific m°{‘o°°hxgr?95r_‘ase/ t
UFSP1 |peptidase 1 0,379 | 2,18E-05 | YWHAH |[YP'OP 0,389 | 1,51E-05
. ! monooxygenase
(inactive) activation protein
eta
solute carrier THO complex
SLC30A2 |family 30 member| 0,379 | 2,18E-05 | THOC7 omp 0,389 | 1,56E-05
2 subunit 7
chromosome 18 SNRNP20 small nuclear
C18orf21 |open reading 0,378 | 2,25E-05 0 ribonucleoprotein | 0,388 | 1,56E-05
frame 21 U5 subunit 200
STT3
dickkopf WNT oligosaccharyltra
DKK1 signaling pathway | 0,377 | 2,41E-05 | STT3B |nsferase complex | 0,388 | 1,60E-05
inhibitor 1 catalytic subunit
B
Rac/Cdc42
ARHGEFe |9uanine 0,376 | 2,45E-05 | PDE3A |Phosphodiesteras |, aa7 | 4 65E.05
nucleotide e 3A
exchange factor 6
RBM45 | RNA binding 0,376 | 2,46E-05 | FBN2 [fibrillin 2 0,387 | 1,67E-05
motif protein 45
alpha-1,6-
mannosylglycopr
septs septin 5 0,376 | 2,48E-05 | MGAT5 |otein 6-beta-N- 0,386 | 1,74E-05
acetylglucosamin
yltransferase
transcriotion LBH regulator of
TCF23 P 0,376 | 2,51E-05 LBH WNT signaling 0,385 | 1,79E-05
factor 23
pathway
Lipg  |Pase G, 0,375 | 2,57E-05 | GFRA2 |SDONFTfamily = g 384 | 4 81E-05
endothelial type receptor alpha 2
activating
ATF6B transcription 0,321 | 2,74E-05 | GOLGA7 |golgin A7 0,384 | 1,84E-05

factor 6 beta
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
leucine rich
EBF transcription repeat containing
EBF1 factor 1 0,371 | 2,90E-05 | LRRC8D 8 VRAC subunit 0,383 | 1,89E-05
D
LOC554206 [NA 0,371 | 2,92E-05 | PODXL2 |podocalyxin like 2 | 0,383 | 1,90E-05
sorbin and SH3 carbonic
SORBS3 |domain 0,371 | 2,92E-05 CA11 0,382 | 1,96E-05
. anhydrase 11
containing 3
cysteine rich carboxypeptidase
CRISP3  |secretory protein | 0,371 | 2,93E-05 | CPZ | ypep 0,382 | 2,00E-05
3
Rho GTPase rotein O-
ARHGAP20 |activating protein | 0,371 | 2,94E-05 | SGK196 P ki 0,380 | 2,15E-05
20 mannose kinase
ZNFgo  |Z0CTINGSTPrOeIN | 6 371 | 5 97E.05 | TSPYLS5 |TSPY like 5 0,379 | 2,22E-05
KLF4 KLF transcription 0,370 | 3,07E-05 CPQ carboxypeptidase 0,378 | 2.25E-05
factor 4
latent
MYOZ2  |myozenin 2 0,368 | 3,24E-05 | LTBP1 |Mransforming 0,377 | 2,36E-05
growth factor beta
binding protein 1
LOC100132 |\ 0,367 | 3,36E-05 | RBp7 |retinolbinding | 4 376 | 5 48F.05
356 protein 7
chromosome 1
C1orf21  |open reading 0,366 | 3,56E-05 CDH2 |cadherin 2 0,376 | 2,50E-05
frame 21
pleckstrin . chromosome 7
homology like :
PHLDB1 . ; 0,366 | 3,56E-05 | C7orf50 |open reading 0,375 | 2,52E-05
domain family B
frame 50
member 1
kLFg  |KLF transcription | 366 | 357605 | SESN3 |sestrin 3 0,375 | 2,52E-05
factor 9
DExH-box serine
DHX58 ; 0,365 | 3,61E-05 | SCPEP1 |carboxypeptidase | 0,374 | 2,69E-05
helicase 58 1
autophagy related ];im:é:gteh
ATG4A  |4A cysteine 0,364 | 3,73E-05 | FAM210B equer 0,374 | 2,69E-05
; similarity 210
peptidase member B
foPn?aLiJ';I;ndomam RAB34, member
C9orf114 9 0,364 | 3,73E-05 | RAB34 |RAS oncogene 0,372 | 2,86E-05
methyltransferase fami
p amily
trafficking protein zinc finger protein
TRAPPCS8 |particle complex | 0,364 | 3,75E-05 | ZNF664 664 gerp 0,371 | 2,91E-05
subunit 8
complement NPC intracellular
CFD factoprD 0,363 | 3,85E-05 NPC2 |cholesterol 0,369 | 3,18E-05

transporter 2
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
heat shock
HSF4 transcription 0,360 | 4,28E-05 CYGB |cytoglobin 0,368 | 3,30E-05
factor 4
HECT domain E3 survival motor
HECTD4 |ubiquitin protein | 0,360 | 4,31E-05 | SMNDC1 |neuron domain 0,367 | 3,43E-05
ligase 4 containing 1
enhancer of zeste
1 polycomb retinoic acid
EZH1 repressive 0,360 | 4,41E-05 | RARRES2 |receptor 0,366 | 3,51E-05
complex 2 responder 2
subunit
LOC440300 |NA 0,359 | 4,44E-05 | OsBpLg |oXysterolbinding | 4 366 | 5 57 05
protein like 8
GANC [|dlucosidase 0,359 | 4,46E-05 | TSPANG6 |tetraspanin 6 0,364 | 3,82E-05
alpha, neutral C
TOX high mobility
TOX2 group box family | 0,359 | 4,57E-05 | CCNY |cyclinY 0,363 | 3,86E-05
member 2
SMC5-SMC6
FAM178A |ComPplex 0,357 | 481E-05 | cpm |carboxypeptidase | o 454 | 3 g7¢ g5
localization factor
2
minichromosome
PLA2G4F |Phospholipase A2| 4 357 | 4 g1E 05 | McmMe |Maintenance 0,363 | 3,88E-05
group IVF complex
component 6
inositol WW domain
INPP5A  |polyphosphate-5- | 0,357 | 4,92E-05 | WBP11 o . 0,363 | 3,97E-05
binding protein 11
phosphatase A
choline kinase MyoD family
CHKB beta 0,356 | 5,01E-05 | MDFIC |inhibitor domain | 0,362 | 4,00E-05
containing
hypoxia inducible ap iunction
HIF3A  |factor 3 subunit | 0,356 | 5,01E-05 | GJA4 |92PL 0,362 | 4,10E-05
protein alpha 4
alpha
DUOX2 |dual oxidase 2 0,355 | 5,26E-05 NPM1  |nucleophosmin 1 | 0,362 | 4,12E-05
peptidylglycine
PRTG protogenin 0,354 | 5,28E-05 PAM alpha-amidating | 0,361 | 4,13E-05
monooxygenase
minichromosome
neighbor of ) maintenance )
NBR2 BRCA1 INcRNA 2 0,354 | 5,29E-05 | MCM3 complex 0,361 | 4,19E-05
component 3
phosphoinositide
PIKFYVE |Kinase. FYVE- g 354 | 533605 | MTMR2 |Myotubulanin g 561 | 4 21E-05
type zinc finger related protein 2
containing
SWT1 RNA
SWT1 endoribonuclease | 0,354 | 541E-05 | FOXL2 |forkhead box L2 | 0,361 | 4,25E-05
homolog
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
eukaryotic
CAPN3 |calpain 3 0,353 | 5,51E-05 | EEFSEC |Slongation factor, | 308 | 4 5805
selenocysteine-
tRNA specific
sOCs2-As |SOCS2antisense | 4 355 | 5 67E.05 | FCER1A |FC 8PSilon 0,308 | 4,30E-05
RNA 1 receptor la
ANKRD33B |2nKyrinrepeat | g 350 | g 09E.05 | Fzps |M22ledclass g 36 | 433605
domain 33B receptor 4
phosphoglycerate hydroxysteroid
PGK2 : 0,350 | 6,10E-05 | HSDL2 |dehydrogenase 0,359 | 4,44E-05
kinase 2 like 2
transmembrane Ras homolog,
TMEM196 protein 196 0,350 | 6,10E-05 RHEB mTORC1 binding 0,359 | 4,55E-05
TYRO3P protein
TYRO3P |tyrosine kinase 0,350 | 6,16E-05 | CETN2 |centrin 2 0,358 | 4,67E-05
pseudogene
leucine zipper like tribbles
LZTR1 post translational | 0,349 | 6,36E-05 TRIB2 . 0,357 | 4,82E-05
pseudokinase 2
regulator 1
STEAP4 FA
STEAP4 0,349 | 6,44E-05 | FANCG |complementation | 0,357 | 4,86E-05
metalloreductase
group G
phosphatidylinosit
PITPNM2 |0l transfer protein | 51q | 6 48E.05 | TRIM2g [tPatte motf 1 o 556 | 5 67E.05
membrane containing 28
associated 2
suppressor of Rho related BTB
SOCS4 |cytokine signaling | 0,348 | 6,62E-05 | RHOBTB1 |domain 0,356 | 5,08E-05
4 containing 1
phosphatidylinosit
ol specific DEK proto-
PLCXD3 |phospholipase C | 0,348 | 6,67E-05 DEK P 0,356 | 5,08E-05
X oncogene
X domain
containing 3
pekp  |diacylglycerol 1y 348 | 6 60E-05 | TMEMGO [traNSMembrane | g 555 | 5 10E05
kinase beta protein 60
Hs1gp3 |HCLSTDInding 14 547 | 6 84E05 | RNF187 |9 fingerprotein | g 355 | 5 50E 05
protein 3 187
patatin like dickkopf WNT
phospholipase . !
PNPLA7 domain 0,347 | 6,84E-05 DKK3 [signaling pathway | 0,354 | 5,39E-05
. inhibitor 3
containing 7
regulator of G ::,Ilgzzgoxm
RGS11 protein signaling | 0,345 | 7,40E-05 TMX4 t 0,353 | 5,49E-05
11 ransmembrane
protein 4
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
fatty acid mitochondrial
FASN y 0,345 | 7,46E-05 | MRPS27 |ribosomal protein | 0,353 | 5,54E-05
synthase 527
ATPase melanocortin 2
ATP10A |Phospholipid 0,344 | 7,67E-05 | MRAP2 |receptor | 0,353 | 5,55E-05
transporting 10A accessory protein
(putative) 2
PRLR |prolactin receptor | 0,344 | 7,71E-05 | CADM4 (9% 30MeSon 1 355 | 573 05
TIMP prostate
TIMP3 | metallopeptidase | 0,343 | 7,78E-05 | PMEPA1 |lransmembrane | o 505 | 5 93¢ o5
C protein, androgen
inhibitor 3 ;
induced 1
cytochrome P450 solute carrier
CYP2C9 |family 2 subfamily | 0,343 | 7,95E-05 | SLC39A6 |family 39 member| 0,352 | 5,84E-05
C member 9 6
ADAM
metallopeptidase chromosome 11
ADAMTSS8 |with 0,342 | 8,20E-05 | C110rf24 |open reading 0,351 | 5,97E-05
thrombospondin frame 24
type 1 motif 8
BRCA1/BRCA2-
BRCC3 |oManing 341 | 839E-05 | KRT37 |keratin 37 0,351 | 6,02E-05
complex subunit
3
glucosylceramida mitochondrial
GBA2 0,341 | 8,47E-05 | MRPL9 |ribosomal protein | 0,350 | 6,10E-05
se beta 2 L9
methionine
LOC493754 |NA 0,340 | 8,68E-05 | MSRB3 |sulfoxide 0,350 | 6,14E-05
reductase B3
zinc finger protein zinc finger
ZNF354B 354B 0,340 | 8,82E-05 | ZCCHC17 |CCHC-type 0,349 | 6,30E-05
containing 17
isoprenylcysteine
PLEC plectin 0,339 | 9,01E-05 ICMT  |carboxyl 0,349 | 6,30E-05
methyltransferase
chloride
Limp1 | L!M domain 0,338 | 9,18E-05 | CLNS1A |Nucleotide- 0,349 | 6,44E-05
containing 1 sensitive channel
1A
; potassium
calcium voltage-
gated channel voltage-gated
CACNB2 0,338 | 9,34E-05 | KCNE3 |channel subfamily| 0,348 | 6,53E-05

auxiliary subunit
beta 2

E regulatory
subunit 3
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
C-type lectin armadillo repeat
CLEC3B |domain family 3 | 0,337 | 9,48E-05 | ARMC10 s 0,348 | 6,58E-05
containing 10
member B
left-right ras homolo
LEFTY1 |determination 0,337 | 9,55E-05 RHOJ . 9 0,348 | 6,65E-05
family member J
factor 1
ENO3  |enolase 3 0,336 | 1,00E-04 | FzD1o |MzZedclass 4445 7 36E.05
receptor 10
phosphorylated
DHRs4L2 [dehydrogenaselt | qag | 4 0oF 04 | PHAX |adaptor for RNA | 0,345 | 7,39E-05
eductase 4 like 2
export
ras homolo Wnt ligand
RHOU . 9 0,335 | 1,02E-04 WLS secretion 0,345 | 7,43E-05
family member U )
mediator
transporter 2,
ATP binding cilia and flagella
TAP2 cassette 0,333 | 1,09E-04 | C160rf80 |associated 0,345 | 7,44E-05
subfamily B protein 20
member
ArfGAP with SH3
AsAp3  [domain,ankyrin | gaq | 4 47E.04 | ygpH |UDP-glucose6- 4 o344 | 7 66E-05
repeat and PH dehydrogenase
domain 3
igﬁ;t]irmnrepeat solute carrier
SYNE3 9 0,331 | 1,19E-04 | SLC9A7 |family 9 member | 0,344 | 7,69E-05
nuclear envelope
. A7
family member 3
WW domain tubulin
TAZ ~ |Sontaining 0,330 | 1,22E-04 | TPGs2 |Poalutamylase |4 3451 7 g3k o5
transcription complex subunit
regulator 1 2
FHF complex
FAM160B1 |SUPUNitHOOK | 550 | 4 20E.04 | oODG1  |OrMithine 0,342 | 8,00E-05
interacting protein decarboxylase 1
2A
MGC16142 |NA 0,330 | 1,22E-04 NRP2  |neuropilin 2 0,342 | 8,00E-05
ETS variant
NANOG |Nanog homeobox | 0,330 | 1,24E-04 ETVA transcription 0,342 | 8,06E-05
factor 1
ABO, alpha 1-3-
N-
acetylgalactosami seizure related 6
ABO nyltransferase 0,330 | 1,24E-04 | SEZ6L2 . 0,341 | 8,30E-05
homolog like 2
and alpha 1-3-
galactosyltransfer
ase
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
fms related hosphatidylserin
FLT3LG |receptor tyrosine | 0,329 | 1,25E-04 | PTDSS1 phosp y 0,341 | 8,32E-05
; ; e synthase 1
kinase 3 ligand
steroidogenic
STAR acute regulatory | 0,329 | 1,27E-04 | TUBA1A |tubulin alpha 1a | 0,341 | 8,47E-05
protein
mitogen-activated clusterin
MAP3K10 |protein kinase 0,328 | 1,30E-04 | CLUAP1 |associated 0,341 | 8,51E-05
kinase kinase 10 protein 1
family with
UPK1B  |uroplakin 1B 0,327 | 1,34E-04 | FAM168B |S>aU1eNce 0,340 | 8,68E-05
similarity 168
member B
ArfGAP with
GTPase domain, EGEF like repeats
AGAP7  |ankyrin repeat 0,327 | 1,36E-04 EDIL3 |and discoidin 0,340 | 8,70E-05
and PH domain 7, domains 3
pseudogene
T cell immune ATP binding
regulator 1, cassette
TCIRG1 |ATPase H+ 0,326 | 1,37E-04 | ABCG2 |subfamily G 0,340 | 8,73E-05
transporting VO member 2 (Junior
subunit a3 blood group)
solute carrier dihydropyrimidina
SLC22A3 |family 22 member| 0,326 | 1,40E-04 | DPYSL3 se like 3 0,339 | 8,93E-05
3
TCDD inducible
TIPARP |poly(ADP-ribose) | 0,326 | 1,40E-04 MSH2 |mutS homolog 2 | 0,339 | 8,94E-05
polymerase
KLF15  |KLE transcription | g 354 | 1 48E-04 | FKBP1A |KBP Prolyl 0,339 | 9,05E-05
factor 15 isomerase 1A
phosphatidylinosit
LRRK1 |!eucine rich 0324 | 151E-04 | Pigx |0lglcananchor | g a0 | g 44E 05
repeat kinase 1 biosynthesis
class X
ZNF224 |Zincfingerprotein | o 45 | 4 sop04 | cpkz |CYClindependent | 4q7 | g 5oE 05
224 kinase 2
macrophage beta 3-
MST1 acrophag 0,323 | 1,52E-04 | B3GALTL |glucosyltransfera | 0,337 | 9,66E-05
stimulating 1 e
ATPBD4 |diPhthamine 0,322 | 1,59E-04 | BTBD10 |BTB domain 0,336 | 9,83E-05
biosynthesis 6 containing 10
phosphatidylinosit
pigg  |oldlveananchor | 555 | 4 5o g4 |LOCS5064 A 0,336 | 1,00E-04
biosynthesis 3

class G
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
myocardin related synapse
MKL1 transcription 0,321 | 1,63E-04 | SYAP1 |associated 0,335 | 1,02E-04
factor A protein 1
phosphoinositide-
secisppzL |SECISBINAING | 554 | 4 6404 | PIK3R3 |3Kinase | 0,335 | 1,05€-04
protein 2 like regulatory subunit
3
solute carrier
PRDM8 |PR/SET domain 8| 0,321 | 1,65E-04 | SLC25A23 |family 25 member| 0,333 | 1,11E-04
23
ERICH1 |glutamaterich 1 | 0,319 | 1,78E-04 | HMGB2 | 9N MOPIItY 1 g 355 | 1 13E-04
group box 2
KCNQ1 opposite
KCNQ1OT1 |strand/antisense | 0,318 | 1,80E-04 PEPD |peptidase D 0,332 | 1,13E-04
transcript 1
ZNF274  |AnCfingerprotein | o 315 | 1 1E-04 | SHappa |DH3dOMAIN - g 535 | 4 14E-04
274 binding protein 4
pLcHz |Phospholipase C | g 348 | 4 84F 04 | HDAC2 |MiStone 0,332 | 1,14E-04
eta 2 deacetylase 2
KIAA1033 | VASH complex | o 34g | 1 g5E.04 | MEA1 |Male-enhanced | g 555 | 4 45E-04
subunit 4 antigen 1
tRNA RAB30, member
TRMT61A |methyltransferase | 0,318 | 1,85E-04 | RAB30 |RAS oncogene 0,332 | 1,16E-04
61A family
ATXNAL  |ataxin 1 like 0,317 | 1,86E-04 | RNF2 |Mngfingerprotein | g 351 | 4 46E 04
GDP-mannose quiescin
GMPPA  |pyrophosphorylas | 0,317 | 1,88E-04 | QSOX1 |sulfhydryl oxidase | 0,331 | 1,17E-04
eA 1
UNR1 |vomeronasall g 516 | 4 9o 04 | maPK1 |Mitogen-activated | g 554 | 4 g o4
receptor 1 protein kinase 1
WD repeat
domain, ) speckle type )
WIPI1 phosphoinositide 0,316 | 1,92E-04 | SPOP BTB/POZ protein 0,330 | 1,22E-04
interacting 1
CREB regulated epithelial cell
CRTC1 transcription 0,316 | 1,94E-04 ECT2 P ) 0,330 | 1,23E-04
X transforming 2
coactivator 1
SZT2 subunit of alkaline
SZT2 KICSTOR 0,316 | 1,95E-04 | ACER2 : 0,330 | 1,24E-04
ceramidase 2
complex
PMS1 homolog 2,
mismatch repair
PMS2P4 |system 0,315 | 1,98E-04 CNN3 |calponin 3 0,330 | 1,24E-04
component

pseudogene 4
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
TBC1 domain G protein subunit
TBC1D3H |family member 0,315 | 2,00E-04 GNB1 beFt)a 1 0,330 | 1,24E-04
3H
polycystin 1 like 2 pgtrzs(?éunznait:vo
PKD1L2 |(gene/pseudogen | 0,314 | 2,05E-04 | KCNK15 P . 10,329 | 1,24E-04
e) channel subfamily
K member 15
kinesin family 0-
KIF5A member 5A 0,313 | 2,11E-04 | OSGEP |sialoglycoprotein | 0,329 | 1,24E-04
endopeptidase
sulfotransferase SET nuclear
SULT1E1 |family 1E 0,313 | 2,14E-04 SET 0,329 | 1,25E-04
member 1 proto-oncogene
chibby 1, beta
PALM paralemmin 0,313 | 2,16E-04 CBY1 catenin 0,329 | 1,26E-04
antagonist
growth factor kinesin famil
GRB10 |receptor bound 0,312 | 2,18E-04 KIF24 member 24 y 0,329 | 1,27E-04
protein 10
lin-37 DREAM
LiNg7  |MuvB core 0,312 | 2,23E-04 | Heapy |H2A-Zvariant 4 509 | 4 57E.04
complex histone 2
component
RNF13  |fing finger protein | 4 344 | 5 ogE.04 | capmt |Cell adhesion 0,328 | 1,30E-04
13 molecule 1
olfactory receptor
family 11 TMEM106 |transmembrane
OR11H4 subfamily H 0,311 | 2,30E-04 c protein 106C 0,328 | 1,31E-04
member 4
potassium
KCNQ3 |voltage-gated 1 4441 539 04 | RNF26 |G fingerprotein | o 457 | 4 34F 04
channel subfamily 26
Q member 3
poly(A) binding
CALML6 |calmodulinlike 6 | 0,311 | 2,33E-04 PAIP1 |protein interacting | 0,327 | 1,35E-04
protein 1
sphingosine-1- neugrin, neurite
C9orf47  |phosphate 0,310 | 2,34E-04 NGRN |outgrowth 0,326 | 1,39E-04
receptor 3 associated
rotein .
Ehosphatase 1 polypeptide N-
PPP1R15B requlatory subunit 0,310 | 2,37E-04 | GALNT1 |acetylgalactosami| 0,326 | 1,40E-04
1 598 y nyltransferase 1
SOS Ras/Rac
ELN |elastin 0,310 | 2,37E-04 | SOS1 ﬂﬂgggﬁ o 0,326 | 1,40E-04

exchange factor 1
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? Nombre | Simbolo Nombre R? Nombre
SID1 R3H domain and
SIDT1 transmembrane | 0,309 | 2,44E-04 | R3HCC1 |coiled-coll 0,326 | 1,40E-04
family member 1 containing 1
Dnad heat shock
sTK1g |Serinefthreonine | g 359 | 5 45E.04 | DNAJAT |PTOWINTAMIY 6 505 | 1 43E.04
kinase 19 (Hsp40) member
A1
TEPSIN adaptor potassium
ENTHD2 |felatedprotein o 505 | 5 40F-04 | KCNNg |CEICUM-activated | g o0 1y 44e o4
complex 4 channel subfamily
accessory protein N member 4
. . 3-
FAM212B |nkaboxactin |, 348 | 5 50E.04 | HIBADH |hydroxyisobutyrat | 0,325 | 1,45E-04
regulator 2
e dehydrogenase
. . matrix
RNH{  |fibonuclease/angi | g 348 | 5 51E.04 | MMP7 |metallopeptidase | 0,325 | 1,45E-04
ogenin inhibitor 1 7
Dnad heat shock
iTeBg | Integrinsubunit | o 507 | 5 58E-04 | DNAJBS |PrOtEINfamily g 505 | 4 45E-04
beta 8 (Hsp40) member
B5
motile sperm
NPW neuropeptide W | 0,307 | 2,59E-04 | MOSPD1 |domain 0,324 | 1,51E-04
containing 1
leukocyte Egsg;atase 3
LENG1 receptor cluster 0,307 | 2,59E-04 | PPP3R1 . 10,323 | 1,54E-04
regulatory subunit
member 1
B, alpha
GTPase
activating
GARNL3 Rap/RanGAP 0,307 | 2,60E-04 | CASP2 |caspase 2 0,323 | 1,56E-04
domain like 3
5'-nucleotidase glsytzfrophosphodl
NT5DC3 |domain 0,307 | 2,64E-04 GDEA1 . 0,323 | 1,56E-04
. phosphodiesteras
containing 3 e1
REST BMP and activin
RCOR3 0,306 | 2,67E-04 | BAMBI |membrane bound | 0,323 | 1,57E-04
corepressor 3 S
inhibitor
WD repeat and
WDFY2 |FYVE domain | 0,306 | 2,68E-04 | “O5 1094 \Na 0,322 | 1,59E-04
containing 2
histone kelch repeat and
HDAC10 0,306 | 2,69E-04 | KBTBD4 |BTB domain 0,322 | 1,60E-04
deacetylase 10 L
containing 4
ITGa1  [integrinsubunit | o 555 | 5 8oE 04 | MEST |MESOderm 0,322 | 1,61E-04

alpha 1

specific transcript
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Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
solute carrier Ilin;qsléitliEnsprotein
SLC10A3 |family 10 member| 0,305 | 2,80E-04 UBR7 9 0,322 | 1,61E-04
3 component n-
recognin 7
guanylate cyclase
NEK8 |ivArelated 0305 | 2,83E-04 | GUCY1A2 |1 soluble subunit | 0,322 | 1,61E-04
inase 8
alpha 2
LOC727896 |NA 0,304 | 2,83E-04 | CAsC4 |9019 membrane | g 354 | 4 64F 04
protein 2
major facilitator tinoi id earl
superfamily retinoic acid early
MFSD6L domain 0,304 | 2,84E-04 | RAET1K |transcript 1K 0,321 | 1,65E-04
containing 6 like (pseudogene)
endo-beta-N-
ENGASE |acetylglucosamini | 0,303 | 2,93E-04 | SEMA3E |semaphorin 3E 0,321 | 1,67E-04
dase
oxcT1 |30x0acldCoA- 1303 | 5 osE.04 | oLA1 |OP9NkeATPasE | g 519 | 4 75E.04
transferase 1 1
interleukin 1 phosphatidylinosit
IRAK3  |receptor 0,303 | 2,08E-04 | Pigu |°l9lycananchor |, 44| 4 7504
associated kinase biosynthesis
3 class U
GPR132 |G Protein-coupled | g 33 | 3 goE.04 | zmaT4 |ZNCfingermatrin-| g 349 | 4 7604
receptor 132 type 4
TTC17 tetratricopep’gide 0,302 | 3,07E-04 RNASEH2 ribonuplease H2 0,319 | 1,76E-04
repeat domain 17 A subunit A
ADP ribosylation
SNX9 sorting nexin 9 0,302 | 3,08E-04 | ARL15 |factor like 0,319 | 1,77E-04
GTPase 15
N-
acetylglucosamin
glutamyl e-1- .
ENPEP . : 0,302 | 3,10E-04 | NAGPA |phosphodiester 0,319 | 1,79E-04
aminopeptidase
alpha-N-
acetylglucosamini
dase
Lyrmy | LYR motif 0,301 | 3,14E-04 | RHOD |Fas homolog 0,318 | 1,81E-04
containing 7 family member D
minichromosome
cpHrs |cadherinrelated g 554 | 5 5E 04 | mcmg |MANEENANCE | 345 | 4 goE 04
family member 5 complex
component 4
family with
LINC00672 |LASP1 neighbor | 0,301 | 3,22E-04 | FAM162B | SSdH€Nce 0,318 | 1,84E-04
similarity 162
member B
TPCN1  |tWoPpore segment|  3q | 3 57E 04 | wasF1 |WASPTamily g 518 | 1 85E-04
channel 1 member 1
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Grupo 1

Grupo 2

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

EXT1

exostosin
glycosyltransferas
e

0,318

1,85E-04

RAD21

RAD21 cohesin
complex
component

0,317

1,86E-04

HSDL1

hydroxysteroid
dehydrogenase
like 1

0,317

1,87E-04

EFNB1

ephrin B1

0,317

1,88E-04

DNAJCS

DnaJ heat shock
protein family
(Hsp40) member
C8

0,317

1,90E-04

TGIF2

TGFB induced
factor homeobox
2

0,317

1,90E-04

YARS

tyrosyl-tRNA
synthetase 1

0,317

1,91E-04

OVGP1

oviductal
glycoprotein 1

0,316

1,92E-04

C1QTNF7

C1g and TNF
related 7

0,316

1,93E-04

AZIN1

antizyme inhibitor
1

0,316

1,94E-04

STARD7

StAR related lipid
transfer domain
containing 7

0,316

1,96E-04

ATFS

activating
transcription
factor 5

0,315

2,00E-04

SRPX2

sushi repeat
containing protein
X-linked 2

0,315

2,00E-04

KRR1

KRR1 small
subunit
processome
component
homolog

0,315

2,01E-04

SKP2

S-phase kinase
associated
protein 2

0,315

2,03E-04

COMMD4

COMM domain
containing 4

0,314

2,09E-04

GAS2L3

growth arrest
specific 2 like 3

0,313

2,12E-04

177




Grupo 1

Grupo 2

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

ADAR

adenosine
deaminase RNA
specific

0,313

2,13E-04

ZNF22

zinc finger protein
22

0,313

2,14E-04

AP5M1

adaptor related
protein complex 5
subunit mu 1

0,312

2,20E-04

TFAM

transcription
factor A,
mitochondrial

0,312

2,20E-04

ZBEDS

zinc finger BED-
type containing 5

0,312

2,24E-04

TNIP1

TNFAIP3
interacting protein
1

0,311

2,26E-04

CNOT7

CCR4-NOT
transcription
complex subunit
7

0,311

2,28E-04

BRCA2

BRCA2 DNA
repair associated

0,311

2,31E-04

SLBP

stem-loop histone
mRNA binding
protein

0,310

2,34E-04

LAPTM4B

lysosomal protein
transmembrane 4
beta

0,310

2,36E-04

PKIB

cAMP-dependent
protein kinase
inhibitor beta

0,310

2,36E-04

HMGA2

high mobility
group AT-hook 2

0,310

2,37E-04

C5orf49

cilia and flagella
associated
protein 90

0,310

2,39E-04

ATP1B3

ATPase Na+/K+
transporting
subunit beta 3

0,309

2,41E-04

HIST1H4E

H4 clustered
histone 5

0,309

2,41E-04

FLOT1

flotillin 1

0,309

2,46E-04

HIST1H4C

H4 clustered
histone 3

0,309

2,48E-04

PVRL2

nectin cell
adhesion
molecule 2

0,309

2,48E-04
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Grupo 1

Grupo 2

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

GGH

gamma-glutamyl
hydrolase

0,309

2,48E-04

DDOST

dolichyl-
diphosphooligosa
ccharide--protein
glycosyltransferas
e non-catalytic
subunit

0,308

2,50E-04

ASPHD2

aspartate beta-
hydroxylase
domain
containing 2

0,308

2,53E-04

C10rf198

chromosome 1
open reading
frame 198

0,307

2,58E-04

TWSGH1

twisted
gastrulation BMP
signaling
modulator 1

0,307

2,58E-04

PRSS23

serine protease
23

0,307

2,63E-04

CSTF2

cleavage
stimulation factor
subunit 2

0,307

2,64E-04

RANBP1

RAN binding
protein 1

0,306

2,70E-04

ASIC2

acid sensing ion
channel subunit 2

0,305

2,74E-04

C170rf79

coordinator of
PRMT5 and
differentiation
stimulator

0,305

2,75E-04

PRKCE

protein kinase C
epsilon

0,305

2,76E-04

ATRNLA

attractin like 1

0,305

2,82E-04

DCAF12

DDB1 and CUL4
associated factor
12

0,305

2,83E-04

DHFR

dihydrofolate
reductase

0,304

2,85E-04

HIST1H4H

H4 clustered
histone 8

0,304

2,86E-04

LYPD1

LY6/PLAUR
domain
containing 1

0,304

2,88E-04
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Grupo 1

Grupo 2

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

Simbolo

Nombre

R2

p-valor

PSMC3

proteasome 26S
subunit, ATPase
3

0,304

2,88E-04

CPE

carboxypeptidase
E

0,304

2,92E-04

SLC27A6

solute carrier
family 27 member
6

0,303

2,93E-04

ESYT1

extended
synaptotagmin 1

0,303

2,94E-04

PXMP2

peroxisomal
membrane
protein 2

0,303

2,99E-04

CCNA1

cyclin A1

0,302

3,02E-04

ATP50

ATP synthase
peripheral stalk
subunit OSCP

0,302

3,06E-04

RBMS3

RNA binding
motif single
stranded
interacting protein
3

0,301

3,17E-04

WWTRA1

WW domain
containing
transcription
regulator 1

0,300

3,23E-04

SSBP3

single stranded
DNA binding
protein 3

0,300

3,24E-04

NUP50

nucleoporin 50

0,300

3,25E-04

KRT14

keratin 14

0,300

3,25E-04

NFKB1

nuclear factor
kappa B subunit 1

0,300

3,25E-04

NOTCH3

notch receptor 3

0,300

3,25E-04

NREP

neuronal
regeneration
related protein

0,300

3,26E-04

ZC3H18

zinc finger
CCCH-type
containing 18

0,300

3,26E-04

Se recogen los 501 genes significativamente afectados por incrementos en las concentraciones de estrona
agrupados en funcién de su tendencia de expresion: los genes del grupo 1 (217 genes) son aquellos que
aumentan su expresion y los del grupo 2 (284 genes) los que la disminuyen conforme las concentraciones
de estrona aumentan.
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Tabla Suplementaria 8. 9 genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de

estradiol.
Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
LOC619207 NA 0,397 | 1,12E-04 | BCORL1 Eé"f COTepressor| ; 489 | 5 88E-05
IFT27  |intraflagellar 0,300 | 0,001 MsT4  (Serinefthreonine | ¢ 443 |7 27E-05
transport 27 kinase 26
HYLS1 centriolar
HYLS1 and ciliogenesis 0,398 | 1,08E-04
associated
ZNF668 é‘é‘é’f'”ger protein | 4 385 | 1 52E-04
PCDH17 |protocadherin 17 | 0,454 | 1,54E-04
LOC441601 |NA 0,376 | 1,88E-04
BEX4 brain expressed 0.391 0,001

X-linked 4

Se recogen los 9 genes significativamente afectados por incrementos en las concentraciones de estradiol
agrupados en funciéon de su tendencia de expresion: los genes del grupo 1 (2 genes) son aquellos que
aumentan su expresion y los del grupo 2 (7 genes) los que la disminuyen conforme las concentraciones de
estradiol aumentan.

Tabla Suplementaria 9. 12 genes significativamente afectados por incrementos en los niveles de
estrés a largo plazo (evaluado por las puntuaciones del test STAI dimensiéon Rasgo).

Grupo 1 Grupo 2
Simbolo Nombre R? p-valor Simbolo Nombre R? p-valor
. WASP Actin
TGIF1 |[GFBinducedfactor | 445 \597E.05| WAS  |Nucleation 0,337 | 2,05E-04
homeobox 1 )
Promoting Factor
TSG1 tT“Smé’{ Suppressor 0,354 | 1,30E-04 | CORO1A |coronin 1A 0,315 | 3,71E-04
NBEAP1 |eurobeachin 0,353 | 1,32E-04| SAAL1 [SerumamyloidA 3581 5001
pseudogene 1 like 1
CDogp1 |CD99 molecule 0,338 | 2,01E-04 | SERPINE1 [SEPInfamily B 15 3441 0,001
pseudogene 1 member 1
SLC22A1 |solute carrier family 22 0.319 | 3,31E-04 RPSA Ribosomal Protein 0.308| 0,002
5 member 15 SA
INCA1 inhipitor of.CDK, cyc;lin 0.341| 0,001
A1 interacting protein 1
family with sequence
FAM225A |similarity 225 member | 0,306 | 0,002
A

Se recogen los 12 genes significativamente afectados por incrementos en el estrés a largo plazo agrupados
en funcion de su tendencia de expresion: los genes del grupo 1 (7 genes) son aquellos que disminuyen su
expresion y los del grupo 2 (5 genes) los que la aumentan conforme las puntuaciones del test STAI
dimension Rasgo aumentan.
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APENDICE C: Produccién cientifica

Publicaciones de la tesis doctoral:

Articulos cientificos:

- Marti-Garcia, D., Devesa-Peiro, A., Labarta, E., Lopez-Nogueroles, M., Sebastian-Leon, P.,

Pellicer, N., Meseguer, M., Diaz-Gimeno, P. (2024) Corticosteroids, androgens, progestogens
and estrogens in the endometrial microenvironment and their association with endometrial
progression and function. Reproductive Biomedicine Online. 49(6):104377. doi:
10.1016/j.romo.2024.104377.

Comunicaciones en congresos:

- Marti-Garcia, D., Dolz, P., Sebastian-Leon, P., Vidal, C., Devesa-Peiro, A., Perez, E.,

Caracena, L., Meseguer, M., Dura-Ferrandis, E., Diaz-Gimeno, P. (2025) Increases in State-

Trait Anxiety Inventory (STAI) Psychological Punctuations Disrupt Endometrial Gene
Expression and Functions Critical for Embryo Implantation. Presentado en la 72nd Scientific
Meeting of the Society for Reproductive Investigation,25-29/03/2025, Charlotte, North

Carolina (USA). Comunicacién en formato poster.

- Marti-Garcia, D., Dolz, P., Sebastian-Leon, P., Vidal, C., Devesa-Peiro, A., Perez, E.,
Caracena, L., Meseguer, M., Dura-Ferrandis, E., Diaz-Gimeno, P. (2025) Outlining the

Molecular Mechanism Between the Intracrinology of Endometrial Estrone Levels and Stress.
Presentado en la 72nd Scientific Meeting of the Society for Reproductive Investigation,25-
29/03/2025, Charlotte, North Carolina (USA). Comunicacion en formato poster.

- Marti-Garcia, D., Dolz, P., Sebastian-Leon, P., Devesa-Peiro, A., Vidal, C., Perez, E.,
Meseguer, M., Dura-Ferrandis, E., Diaz-Gimeno, P. (2024) State-Trait Anxiety Inventory

(STAI) punctuations as a non-invasive method for evaluating endometrial prognosis
associated with cortisol and estradiol endometrial levels in IVF patients. Presentado en la 40th
Annual Meeting of European Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE), 8-

10/07/2024, Amsterdam (Netherlands). Comunicacion en formato poster.

- Marti-Garcia, D., Dolz, P., Devesa-Peiro, A., Sebastian-Leon, P., Vidal, C., Lopez-

Nogueroles, M., Perez, E., Meseguer, M., Dura-Ferrandis, E., Diaz-Gimeno, P. (2023)
Endometrial cortisol and estradiol levels as indicators of pregnancy prognosis and their

association with State-Trait Anxiety Inventory (STAI) psychological quiestionnaire
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punctuations in IVF patients. Presentado en la 39th Annual Meeting of European Society of
Human Reproduction and Embriology (ESHRE), 25-28/06/2023, Copenhaguen (Denmark).

Comunicacién en formato poster.

- Devesa-Peiro, A., Marti-Garcia, D., Labarta, E., Lopez-Nogueroles, M., Sebastian-Leon, P.,
Diaz-Gimeno, P. (2021) High Cortisol Levels in Endometrium Impair Receptivity while
Increased Estrone Levels Could Favor Pregnancy. Presentado en la 68" Annual Scientific
Meeting of the Society for Reproductive Investigation,6-9/07/2021, Boston (USA).

Comunicacién en formato poster.

Publicaciones de otros proyectos:

Articulos cientificos:

- Marti-Garcia, D., Sebastian-Leon, P., Alama, P., Perez-Rico, E. Caracena, L., Pellicer, A.,

Diaz-Gimeno, P. (2025) Hyperspectral Endometrial Signature: a less invasive biomarker for
dating the endometrium at the same time of embryo transfer. Submitted to Fertility and

Sterility.

- Marti-Garcia, D., Parraga-Leo, A., Perez-Rico, E., Salvaleda-Mateu, M., Garcia-Acero, P.,

Esteve-Moreno, R., Punzon-Jimenez, P., Sebastian-Leon, P., Sanz, F.J., Labarta, E., Diaz-
Gimeno, P. (2025) Estrogens and progesterone regulated genes and the underlying molecular
mechanisms involved in healthy human endometria: A systematic review. Submitted to

Human Reproduction Open.

- Marti-Garcia, D., Martinez-Martinez, A., Sanz, F.J., Devesa-Peiro, A., Sebastian-Leon, P.,

del Aguila, N., Pellicer, A., Diaz-Gimeno, P. (2024) Age-related uterine changes and its
association with poor reproductive outcomes: a systematic review and meta-analysis.
Reproductive Biology and Endocrinology. 22(1):152. doi: 10.1186/s12958-024-01323-6.

- Sanchez-Reyes, J.M, Parraga-Leo, A., Sebastian-Leon, P., Vidal, C., Marti-Garcia, D.,
Spath, K., Sanchez-Ribas, |., Sanz, F.J., Pellicer, N., Remohi, J., Wells, D., Pellicer, A., Diaz-
Gimeno, P. (2024) Stratifying IVF population endometria using a prognosis gradient
independent of  endometrial timing. medRxiv  2024.11.08.24316907; doi:
https://doi.org/10.1101/2024.11.08.24316907

- Diaz-Gimeno, P., Sebastian-Leon, P., Spath, K., Marti-Garcia, D., Sanchez-Reyes, J.M.,
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Vidal, C., Devesa-Peiro, A., Sanchez-Ribas, |., Martinez-Martinez, A., Pellicer, N., Wells, D.,
Pellicer, A. (2024) Predicting risk of endometrial failure: a biomarker signature that identifies
a novel disruption independent of endometrial timing in patients undergoing hormonal
replacement cycles. Fertility and Sterility, 122(2):352-364. doi:
10.1016/j.fertnstert.2024.03.015.

- Parraga-Leo, A., Sebastian-Leon, P., Devesa-Peiro, A., Marti-Garcia, D., Pellicer, N.,

Remohi, J., Dominguez, F., Diaz-Gimeno, P. (2023) Deciphering a shared transcriptomic
regulation and the relative contribution of each regulator type through endometrial gene
expression signatures. Reproductive Biology and Endocrinology, 21(1):84. doi:
10.1186/s12958-023-01131-4.

Comunicaciones en congresos:

- Marti-Garcia, D., Alama, P., Sebastian-Leon, P., Caracena, L., Pellicer, A., Diaz-Gimeno, P.

(2024) Hyperspectral imaging as a potentially non-invasive method allowing discrimination of
endometrial menstrual cycle phases and identification of the window of implantation in normo-
ovulatory women. Presentado en la American Society for Reproductive Medicine (ASRM)
2024 Scientific Congress & Expo, October 19-23, Denver, Colorado (USA). Comunicacion en

formato poster.

- Sebastian-Leon, P., Sanz, F.J., Marti-Garcia, D., Pellicer, A., Diaz-Gimeno, P. (2024) A

retrospective analysis shows a high effect in reproductive outcomes as age increases

associated to endometrial factor in IVF advanced maternal age (AMA) patients. Presentado
en la 40th Annual Meeting of European Society of Human Reproduction and Embriology
(ESHRE), 8-10/07/2024, Amsterdam (Netherlands). Comunicacién en formato poster.
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