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Resumen

Esta revision bibliografica ofrece una actualizacion sobre la importancia de la
influencia de la Vitamina D3 (VD3) en el &mbito de la reproduccién humana y sintetiza
los conocimientos existentes en la bibliografia al respecto. Para ello se han realizado
basquedas en las bases de datos Pubmed y ScienceDirect y en base a los estudios y
revisiones analizadas se ha evaluado la influencia de la VD3 en la fertilidad masculina y
femenina y en algunas patologias reproductivas en mujeres: sindrome de ovario
poliquistico (SOP), endometriosis, miomas uterinos y fallos implantatorios. Se ha
planteado la hipotesis de que la VD3 es una hormona que influye positivamente en las
caracteristicas reproductivas pudiendo mejorar los sintomas de las patologias y el éxito
de la reproduccion. Esta hipotesis se ha visto sustentada por la informacion examinada,
aunque se requieren mas estudios para confirmar la rentabilidad del analisis y

suplementacion de VD3 para tratar estas patologias.

Abstract

This literature review aims to offer an update on the role of Vitamin D3 (VD3) on
human reproduction and summarises the current knowledge regarding VD3 that can be
found on related publications. To this end, the databases Pubmed and Science Direct
have been used to search for studies and reviews, which have been used to evaluate the
influence of VD3 on male and female fertility, as well as in some female reproductive
pathologies: polycystic ovary syndrome (PCOS), endometriosis, uterine myoma and
implantation failure. VD3 has been hypothesized to have a positive effect on
reproduction, being able to improve pathology symptoms and reproductive success.
This hypothesis is supported by the information analysed here. However, further
research is required in order to confirm the viability of VD3 analysis and use as a

supplement to treat these pathologies.
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Hipdtesis
La Vitamina D3 es una hormona que influye positivamente en las caracteristicas
reproductivas pudiendo mejorar los sintomas de las patologias asociadas y el éxito de

los tratamientos de reproduccion.

Introduccion

Durante la revolucion industrial se extendié el raquitismo en los nifios ingleses
por la falta de nutrientes y de sol, y tras conseguir mejoras en los pacientes gracias al
tratamiento con luz ultravioleta (UV), leche y aceite de higado de bacalao, en 1938 se
consiguio aislar el compuesto, la Vitamina D (VD) cuya insuficiencia provocaba la

enfermedad.

La VD entra en nuestro organismo de dos maneras: como ergocalciferol o
vitamina D, (VD) y como colecalciferol, o Vitamina D3 (VD3), que se trata en realidad
de una hormona secosteroide (Fernadndez Giradldez 2013). La VD, es sintetizada en las
plantas a partir del ergosterol, mientras que la VD3 se forma por la transformacion del 7-
dehidrocolesterol. La mayor parte de la VD3 del organismo (80-90%) es producida por
la piel al exponerse a la radiacion ultravioleta, que convierte el 7-dehidrocolesterol
(presente en la piel) a la VD3 debido a la pérdida del anillo B de la molécula de
colesterol (Sayegh et al. 2014; Irani & Merhi 2014; Anagnostis et al. 2013). También la
dieta es fuente de VD3, aunque en menor proporcion (5-10%), de alimentos como la
leche, el zumo de naranja, aceite de pescado, pescado azul (salmon, sardinas...) O
suplementos (Irani & Merhi 2014; Fernandez Giraldez 2013).

7-dehidrocolesterol Colecalciferol — VD, Calcidiol — 25-OH-D, Calcitriol — 1,25 OH),-D;

OH P

' S = W S | —-H
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Figura 1 - Transformaciones del 7-dehidrocolesterol para dar lugar al calcitriol o 1,25-(OH),-D;. Las enzimas
25-hidroxilasa y 1a-hidroxilasa convierten la VD3 a sus formas activas.
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Mecanismo de accién de la Vitamina D;

La VD3 es transportada gracias a su interaccion con la proteina de unién a
vitamina D (VDBP o “vitamin D-binding protein”) (Shahrokhi et al. 2016). La VDBP, o
componente (Gc) especifico de grupo, es reconocido como un importante transportador
plasmaético de la VD3 y de sus metabolitos, y es el precursor de la Ge-proteina derivada
del factor de activacion de macréfagos (GCMAF), que puede activar la funcion
depuradora de los macrofagos sin iniciar la respuesta inflamatoria (Daiger et al. 1975;
Ravnsborg et al. 2010).

Sin embargo la VD3 no es biolégicamente activa y requiere de unas
transformaciones previas en el higado y el rifion para ejercer sus funciones. En el higado
se encuentra la enzima 25-hidroxilasa, perteneciente a la familia de los citocromos P450
y conocida como CYP2R1 o CYP27A1, que produce en el 7-dehidrocolesterol una
hidroxilacion del carbono 25 que da lugar al calcidiol o 25-hidroxivitamina D3 (25-OH-
D3), la forma de la VD3 mas presente en la circulacion (Brakta et al. 2015). Esta enzima

ha sido también encontrada en los testiculos.

Metabolitos VD, < .
., < Catabolismo VD,
24-hidroxilados
o
&
v - g
A 7-dehdrocolesterol =
. .{
] 25-0H-D; e 1,254 0H),-D,
el | VD, | -
— circulante /N circulante
25-hidroxilasa la-hidroxilasa <
o
x
;‘ . ’ Accion
7 endocrina

Figura 2 - Sintesis y procesamiento de la VD3 en el organismo. La VD procedente del 7-dehidrocolesterol o de
la dieta se transforma en 25-OH-D; en el higado y luego en 1,25-OH-D; en los rifiones.

Ademas de esta hidroxilacion hepatica, en los tabulos distales de los rifiones se
produce una segunda transformacién mediada por la enzima la-hidroxilasa, que
transforma la 25-OH-Dj3 en calcitriol o 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-(OH),-D3). La
enzima la-hidroxilasa (conocida como CYP27B1) se ha encontrado también en ovarios,

cerebro, mamas, préstata, colon, hueso, endotelio, musculos vasculares lisos, pancreas y
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placenta (Irani & Merhi 2014; Sayegh et al. 2014; Anagnostis et al. 2013; Brakta et al.
2015).

La VD3 en su forma activa (1,25-(OH),-D3) actua a través de su receptor (VDR),
que pertenece a la familia de los receptores hormonales nucleares esteroideos/tiroideos
(Brakta et al. 2015; Irani & Merhi 2014; Sayegh et al. 2014; Anagnostis et al. 2013;
Haussler et al. 2012). Cuando el calcitriol actia sobre el VDR, éste sufre una
transformacion conformacional y forma un heterodimero con el receptor X retinoide o
(RXR), que le capacita para unirse a regiones reguladoras (tanto promotoras como
amplificadoras o “enhancers”) de los genes sobre los que tiene efecto para realizar su
accion gendémica (Brakta et al. 2015; Anagnostis et al. 2013; Haussler et al. 2012). En
estos genes diana se conocen unos elementos de respuesta a la VD3, 0 VDRE, que
pueden encontrarse tanto en regiones proximales al promotor, como también en
regiones distales e intergénicas, e incluso en intrones de los genes diana (Brakta et al.
2015). Dentro de las acciones gendmicas de la VDgs, la epigenética desempefia un
potencial papel de influencia debido a que las regiones de respuesta a esta vitamina
pueden estar accesibles, 0 no, dependiendo de la metilacién y acetilacion del genoma
(Haussler et al. 2012). Ademas de sus acciones genémicas, el calcitriol tiene acciones
no gendmicas a través de segundos mensajeros cuando se une a receptores diferentes a
VDR (Haussler et al. 2012; Blomberg Jensen & Dissing 2012). El mecanismo de
actuacion lo define en detalle Haussler y colaboradores y esta representado en la Figura
3: cuando la VD3 en su forma activa (1,25-(OH),-D3) se une al VDR, éste sufre un
cambio conformacional que le permite que su dominio AF2 (“Activation Function 2” 0
funcién de activacion 2) se una a un co-activador. EI AF2 se conoce también como
dominio de unidn a ligando o LBD por sus siglas en inglés y se conforma por 12 a-
hélices que permiten la heterodimerizacion y la union a moduladores. La unién a un co-
activador ayuda a que el VDR interaccione con el receptor RXR de una manera mas
eficiente formando un heterodimero, de esta manera deja de unirse al ADN de una
forma inespecifica y pasa a reconocer zonas concretas del genoma, los VDRE. Las
partes de VDR y RXR que se unen al genoma se conocen como dominios de unién a
ADN o DBD vy tienen una estructura de dedos de zinc que, cuando se combinan,
permiten la unién con diferente especificidad a diversas partes del genoma. La union al
ADN se produce de modo que RXR queda unido por la parte 5> y VDR a la 3°. RXR
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tiene también un dominio AF2 con capacidad de union a otros co-activadores y se ha
demostrado que cuando esta unido a VDR no puede interaccionar con su ligando (el

acido retinoico) (Haussler et al. 2012).

En conjunto, los sucesos que se producen para que la VD3 exprese su actividad
son: la unién del ligando 1,25-(OH),-D;3 a VDR, el cambio conformacional o
heterodimerizacion con RXR, la union de co-activadores y la interaccion con VDRE,

que desencadena las acciones de estos elementos (Haussler et al. 2012).

Si la union tiene lugar con un co-represor en lugar de un co-activador (Figura 3B)
se produciria la represion de los genes VDRE. Aun no hay evidencias sobre el
mecanismo que conlleva esta represion, aunque hay algunas hipétesis, como por
ejemplo que hay un cambio en algunos nucleétidos de la secuencia de VDRE que
provocan la preferencia de la unién al co-represor frente a la del co-activador. Sin
embargo, aun se requiere mas investigacion para esclarecer este mecanismo (Haussler et
al. 2012).

A

DROAPOOVIY  VOREQIDIVIT
5 3 5 3

VORENAHDIVIN
5 3

VOREAHDIVIY

Figura 3 — Mecanismo de accion de la VD por su union a VDR. A) la VD; se une a VDR y se favorece por un
lado la unién a un co-activador y por otro la heterodimerizacion con RXR, que permite la union a los VDRE
activando sus acciones. B) Si se une un co-represor el resultado es la inhibicion de los efectos de los VDRE.

Los VDRE se caracterizan porque pueden variar de secuencia ligeramente, lo que
puede significar que VDR se unira con afinidad variable, o que el heterodimero se unira
al ADN dando lugar a diferentes conformaciones que haran que se unan a uno u otro
modulador con distinta preferencia variando, por tanto, la accion final. Hay genes que

presentan, ademas, méas de un VDRE, por lo que pueden unirse a ellos varios receptores
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modulando asi la intensidad de su efecto. La teoria actual es que cuando los VDRE se
encuentran mas separados en la secuencia, estos se unen por cambios en la
conformacién haciendo que se acerquen en el espacio y asi se genera una zona de

respuesta a VD3 (Haussler et al. 2012).

Funciones de la Vitamina D3

A través de la expresion de VDR, existen ciertos genes que son regulados
positivamente y otros negativamente. Entre los primeros se encuentran el gen que
codifica la osteopontina, que desencadena la osificacion, el de la proteina de union al
calcio, fundamental para la absorcion del calcio intestinal, o los receptores de
lipoproteinas de baja densidad relacionados con la proteina-5 (LRP5), que promueve la
osteoblastogénesis. Entre los segundos, suprimidos en su expresion, se halla el factor

anti-osteoclastico osteoprotegerina (Haussler et al. 2011).

La accion derivada de este conjunto de expresiones representa las funciones
“clasicas”, mas comunes y conocidas de la VD3, que incluyen la regulacion del
metabolismo 6seo, mineralizacion y el control de la homeostasis del calcio y del fosforo
(Anagnostis et al. 2013; Lerchbaum & Obermayer-Pietsch 2012). La principal accién de
la VD3 es la que ejerce en el esqueleto en relacion a la regulacion de la absorcion de
calcio en el intestino, evitando complicaciones que pudieran causar 0steoporosis
(Carmeliet et al. 2015). Las acciones sobre el metabolismo del fésforo se deben a la
induccion por parte de la VD3 del factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23)
(regulador de la concentracion de fosfato en el plasma) en los huesos.

La amplia distribucion de los VDR en muchos otros tejidos, incluyendo las
células endoteliales y las de musculo liso de la pared arterial, las células B pancreaticas,
monocitos, queratinocitos y neuronas, ha sugerido que los VDR podrian estar también
involucrados en la modulacion de multiples funciones fisiologicas (Haussler et al. 2011,
Nagpal et al. 2005), acciones “no clasicas” que se encuentran en la expresion de genes
relacionados con la autoinmunidad, inflamacion, proliferacion celular, apoptosis y

enfermedades degenerativas.

La habilidad para la regulacion de la funcion autoinmune del organismo se basa

en la capacidad para inducir la expresion de genes relacionados con la inmunidad, como
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los que codifican la catelicidina (potenciadora de la defensa contra infecciones), o para
reprimir los que codifican algunas interleucinas (IL) como la IL-17, IL-2 e IL-12
reduciendo el riesgo de padecer procesos inflamatorios y enfermedades autoinmunes
(Anagnostis et al. 2013; Haussler et al. 2012), como la diabetes mellitus (DM) tipo 1,
esclerosis mdaltiple y artritis reumatoide (Nagpal et al. 2005; Mora et al. 2010). La
accion antiinflamatoria de la VD3 previene de enfermedades cardiovasculares e infartos.
La razon de esta accion es la mitigacion de las acciones de NFjB y COX2 (factores
proinflamatorios) y la induccion de la expresion de enzimas antiinflamatorias como
NOX1 (Haussler et al. 2012).

Los VDR juegan un papel clave en la regulacion de ciertos genes implicados en la
diferenciacion y apoptosis celular, asi como en la génesis tumoral (por ejemplo, la
induccion de los supresores de tumores p53 y p21), lo que le confiere un potencial
efecto anticancerigeno (Haussler et al. 2012; Brakta et al. 2015; Sayegh et al. 2014). La
inhibicion de la proliferacion celular por la VD3 es debida a su capacidad para producir
parada del ciclo celular en la fase GO/G1, a través de la alteracion en reguladores del
ciclo celular como las ciclinas, las quinasas dependientes de ciclinas (CDK) o los
inhibidores quinasa dependientes de ciclinas. Todos estos reguladores han demostrado
tener secuencias VDRE en sus regiones promotoras (Brakta et al. 2015).

La apoptosis inducida por la VD3 responde a tres posibles mecanismos (Brakta et
al. 2015): a) Induccion de la expresion de Bax y Bad, dos componentes proteicos
proapoptoticos, b) Represion de la expresion de Bcl-2, que al contrario que Bax y Bad,
es una proteina antiapoptotica, c) Activacién de las moléculas caspasas, las cuales
generalmente inducen la apoptosis.

El uso de la VD3 para inhibir el crecimiento de células cancerosas tiene el
inconveniente derivado del riesgo iatrogénico de hipercalcemia, de aqui que se haya
trabajado en la sintesis de analogos de este compuesto que conservaran su funcion sin
producir el efecto no deseado; algunos de estos, como EB1089, LG190119 y 22-oxa-
1,25-dihidroxivitamina D3 (OCT), han demostrado su utilidad.

La induccién de principios anticancerigenos como TGFB2, TIMP2 o TIMP3 por
parte de la VD3, junto con la supresion de la sefializacion -catenina, proto-oncogén que

provoca en células de cancer de colon, y el efecto antiangiogénico protector frente a las

10
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metastasis, son otros argumentos a favor del papel en el tratamiento del céncer
(Haussler et al. 2012; Brakta et al. 2015).

Los VDR han sido también implicados en la expresion de genes gque regulan el
metabolismo de la glucosa o asociados a enfermedades cardiovasculares (por ejemplo,
la reduccién de las concentraciones de homocisteina y la induccion de FOXO3, una
molécula importante en la prevencion del estrés oxidativo) (Haussler et al. 2011). Estas
acciones genémicas de la VD3 proporcionan un sustrato patogénico comun de
vinculacion de varias enfermedades degenerativas, tales como la aterosclerosis y la
osteoporosis (Anagnostis et al. 2009). La induccién por parte de la VD3 del factor
klotho (relacionado con el envejecimiento) en el riidn (Haussler et al. 2012) le
proporciona la facultad para retrasar la aparicion de enfermedades asociadas al

envejecimiento.

Entre otras acciones no clésicas que se han encontrado relacionadas con la VD3 se
encuentran la regulacion del ciclo del pelo (Haussler et al. 2012), o la modulacion del
desarrollo embrionario, ya que el receptor VDR se expresa en las células madre y
durante el periodo embrionario temprano. La VD3 induce la expresion de factores de
transcripcion CDX-2, encargado entre otras acciones de la embriogénesis temprana en
ratones (Haussler et al. 2012). Evolutivamente esta parece ser la funcién mas antigua de
la VD3 por el hecho de que tanto el ligando 1,25-(OH),-D3 como VDR estan
conservados en especies que no tienen ni huesos (invertebrados) ni pelo (Haussler et al.
2012).

La expresion de VDR también en tejidos reproductivos (los ovarios, el Utero,
placenta, testiculos), o relacionados con la reproduccion (hipotdlamo e hipdfisis) ha
planteado la posibilidad de que la VD3 pudiera afectar de manera determinante a la
reproduccion (Sayegh et al. 2014; Irani & Merhi 2014), tanto del hombre como de la

mujer.
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Figura 4 — Localizacion, acciones y principales funciones conocidas de la VDs. Debido a su localizacion en los
tejidos y 6rganos reproductivos se ha planteado la pregunta de su funcion en la reproduccion.

Justificacion del trabajo

La elevada prevalencia de niveles bajos de VD3 en la poblacion y la constatacion

de su papel en multiples facetas de la salud, incluida la salud reproductiva, ha suscitado

un interés creciente por su estudio y multiplicado por 4 los articulos publicados en los

ultimos 15 afios (PubMed 2016).
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Figura 5 - Numero de publicaciones sobre la VD3 desde el afio 1927 hasta el 2015. El incremento de las
publicaciones es reflejo del interés que ha suscitado esta vitamina y sus efectos en la salud. Fuente: PubMed

(Elaboracion propia).
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Interés por la prevalencia de la deficiencia de Vitamina Dj

La deficiencia severa de VD3 no solo se asocia a deficiencias en la mineralizacion
Osea (Holick 2007; Holick & Chen 2008), sino también a tipos comunes de cancer,
enfermedades alérgicas, infecciones, trastornos autoinmunes Yy enfermedades
cardiovasculares (Hypponen et al. 2001; Cannell et al. 2006; Munger et al. 2006; Grant
& Mohr 2009; Brehm et al. 2010; Zittermann et al. 2011). La deficiencia de la VD3 es
un hecho constatado y se la valora en la actualidad como epidemia a nivel global
(Tamblyn et al. 2015), dato éste ya revelado en la 142 Reunidon de Consenso en
Vitamina D, que concluy6é con que la deficiencia de VD3 representa un importante
problema de salud (Henry et al. 2010). En 2010, el IOM recomienda un aumento en la
ingesta diaria minima de VD3 de 600 IU (600 1U=15ug)/dia, y afirmé que, al menos,
1500 a 2000 Ul/dia de la vitamina son necesarios para mantener un nivel en sangre de
25-OH-D3 > 30 ng/ml, con un nivel superior maximo de 4000 Ul/dia para adultos,

incluidas las mujeres embarazadas (Holick et al. 2011).

Se considera deficiencia de VD3 a niveles inferiores a 20 ng/ml (50 nmol/l) de 25-
OH-Ds e insuficiencia de VD3 a niveles de 21-29 ng/ml (52,5-72,5 ng/ml) de 25-OH-D3
en suero (Holick et al. 2011).

Hay grupos especiales que tienen mayor riesgo de padecer esta deficiencia, como
son las personas de piel oscura, las embarazadas y las mujeres que lactan durante mucho
tiempo, las personas que viven en zonas del globo con poca exposicion al sol, o con

elevados indices de masa corporal (IMC) (Tamblyn et al. 2015).

En Estados Unidos (EEUU), en 2006, el 7% de las embarazadas o lactantes tenian
menos de 12 ng/ml de 25-OH-D3 y un 28% presentaban menos de 20 ng/ml (Looker et
al. 2011). Otro estudio posterior, también en EEUU, observo niveles menores de 32
ng/ml de 25-OH-D3 en 83% de mujeres negras embarazadas y 47% de las blancas en el
momento del parto. En los recién nacidos lo valores eran, ademas, similares (Bodnar,
Simhan, et al. 2007).

La incidencia de esta deficiencia varia en gran medida dependiendo de la raza y
procedencia, ya que por ejemplo afecta al 100% de inmigrantes somalies en Suecia,
98% de mujeres omanies, 24% de mujeres del este de Canadd y 7% de mujeres de
Carolina del Norte (Urrutia & Thorp 2012).
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En el Reino Unido en 2014 la “Encuesta de Dieta y Nutricion Nacional” objetivd
que el 28% de las mujeres entre 19-24 afios tenian niveles de 25-OH-Dj3 inferiores a
10ng/ml (Public Health England and Food Standards Agency 2014). Otro estudio en el
Reino Unido observo niveles menores de 20ng/ml en 49,5% de las mujeres
embarazadas (Gale et al. 2008).

Vitamina D y fertilidad

La evidencia de una asociacion entre la VD3 y la reproduccion se observo en
ciertos estudios que indicaban una variabilidad estacional en las tasas de embarazo y en
la calidad de los tipos de embriones, obtenidos tras fecundacion in vitro (FIV), con
valores superiores durante la primavera y mas bajos en otofio. Esta variabilidad en la
eficacia reproductiva se ha asociado con el nimero total de horas de luz (Rojansky et al.
2000) ya que en los paises ndrdicos, donde las tasas de ovulacion y la receptividad del
endometrio eran inferiores durante los inviernos largos y oscuros, no se ha demostrado
diferencia en la frecuencia de las relaciones sexuales ligadas a los periodos de
luz/oscuridad que pudieran relacionarse con las tasas de embarazo (Rojansky et al.
1992).

Estudios experimentales han demostrado que la deficiencia de VD3 conduce a una
reduccion del 75% en la fertilidad global de las ratas hembras en comparacion con las
normales. Este efecto sobre la fertilidad se debia tanto a la disminucion en la
impregnacion (aproximadamente 50%), como en el aumento de complicaciones durante
el embarazo (Panda et al. 2001). La inseminacion con semen de ratas machos
deficientes en VD3 reducia su fertilidad en un 73% (Uhland et al. 1992).

La acumulacién de pruebas de estudios en animales y humanos sugieren que la
VD3 esté involucrada en muchas funciones del sistema reproductivo en ambos géneros.
En las mujeres, el estado de VD3 se ha asociado con el resultado de la FIV, sindrome de
ovario poliquistico (SOP), endometriosis, y miomas. En los hombres, el estado de la
VD3 se ha asociado con la calidad del semen, recuento de espermatozoides, motilidad y

morfologia (Anagnostis et al. 2013).

El coste por embarazo por FIV en EEUU, en una mujer con deficiencia de VD3
para una poblacion con prevalencia de déficit de VD3 del 65%, se ha estimado en
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42.734 $, una cifra muy superior a los 31.410 $ cuando la mujer tenia niveles normales
(Pacis et al. 2015). Estos autores concluyeron que la deteccion de niveles de VD3 y su
tratamiento antes de las técnicas de FIV podria ser rentable, aunque se necesita mas

evidencia.

En base al interés suscitado por estas constataciones, este trabajo tiene como
objetivo ofrecer una actualizacion sobre la importancia de esta deficiencia en el ambito
de la reproduccion humana y sintetizar los conocimientos existentes en la bibliografia al

respecto para discutir sobre las posibles repercusiones.

Materiales y Metodologia

Revision sistematica durante abril, mayo y junio de 2016 de estudios prospectivos
y retrospectivos, realizados in vivo e in vitro, clinicos o no, y disponibles en las bases de
datos Pubmed y ScienceDirect. Se han incluido principalmente articulos en inglés, sin
descartar revisiones. Se han buscado términos como “vitamin d” junto con 0tros como
“reproduction”,  “fertility”, “ovarian reserve”, ‘“‘steroidogenesis”, “follicular
development”, “conception”, “ivf outcomes”, “follicle”, “PCOS”, “endometriosis”,
“implantation”, “receptivity”, “uterine fibroid”, “ART”, etc. Adema4s, se han empleado
otros términos como “calcidiol”, “calcitriol” o “hydroxyvitamin d” para hacer referencia
a la vitamina D. Por otro lado, se ha buscado bibliografia procedente de las referencias
de las publicaciones encontradas. Todos los titulos y resimenes han sido revisados, y
los textos completos en aquellos casos en que la referencia se ha considerado
especialmente relevante para esta revision. Se han excluido cartas a editores, editoriales

e informes.
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Vitamina D; y Reproduccion

Los primeros indicios de relacion entre la VD3 y la reproduccion fue el
descubrimiento de la distribucion del receptor de esta vitamina en los tejidos
reproductivos (ovarios, endometrio, placenta, testiculos espermatozoides) y su
expresion en la hipdfisis de ambos sexos; y la observacion de variaciones en los
resultados de las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) en cuanto a tasas de
embarazo y calidad embrionaria, en funcion de la estacion del afio. Su asociacion con
las horas de luz, cambiantes a lo largo de las estaciones, suponia una hipotesis relacional
con los niveles de VD3, ya que éstos dependen de la radiacion solar UV recibida
(Rojansky et al. 2000). Esta relacion también fue observada entre los niveles de VD3 y
testosterona (Rafiq et al. 2015).

Influencia de la Vitamina D5 en la fertilidad masculina

La VD;3 ha sido relacionada con algunas caracteristicas masculinas reproductivas,
como pueden ser los niveles de las hormonas sexuales, la calidad seminal u otros
aspectos, y el estilo de vida y la dieta, o suplementos, han demostrado que influyen en

los resultados de las TRA (Paes de Almeida Ferreira Braga et al. 2012).

La VD3 regula el metabolismo del calcio, el cual se ha demostrado que afecta a la
espermatogénesis, la movilidad, la hiperactivacion espermaética y la reaccion acrosomica
(Lerchbaum & Obermayer-Pietsch 2012; Pludowski et al. 2013). De hecho se ha visto
que la 1,25-(OH),-D3 permite la activacion de la movilidad espermatica al producir un

incremento del calcio en su interior celular (Blomberg Jensen 2014).

Los VDR se expresan en los testiculos humanos, al igual que en los de otros
animales (Hirai et al. 2009), y se ha confirmado la expresion del receptor en el
epididimo, vesiculas seminales y préstata en el hombre (Blomberg Jensen et al. 2010).
Se ha demostrado que una menor expresion de VDR en los testiculos produce efectos
negativos en la fertilidad (disminuye la concentracion y movilidad espermatica en el
eyaculado y puede producir anormalidades histoldgicas) y que la suplementacion con

calcio puede restaurarla (Blomberg Jensen & Dissing 2012).
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Estos VDR también se expresan en las células de Leydig y en los
espermatozoides, indicando una accién de la VD3 en la formacion de éstos o en su

regulacién (Blomberg Jensen et al. 2010).

Dentro de los propios espermatozoides la expresion de VDR varia segun su
region, siendo evidente para la mayoria de estudios la presencia en la region post-
acrosomica y en el cuello de espermatozoides maduros (Aquila et al. 2008), y discutible
su expresion en la pieza intermedia (Blomberg Jensen et al. 2010). La distribucion de
los receptores tampoco es la misma en todos los espermatozoides, ya que varia
dependiendo del grado de madurez y de la morfologia (Blomberg Jensen et al. 2010;
Aquila et al. 2008).

Ademas del receptor VDR, también se ha estudiado la expresion de las enzimas
involucradas en la producciéon de VD3, como son la 25-hidroxilasa y 1a-hidroxilasa.
Estas se expresan en tejidos reproductivos (vesiculas seminales, testiculos, epididimo y
prostata) y en células (Leydig, en espermatidas elongadas, espermatocitos,
espermatogonias y espermatozoides) y su cuantia varia dependiendo del tipo de enzima
y de la localizacién dentro del propio tejido. Blomberg Jensen y colaboradores
definieron estas diferencias de expresion y distribucion, y estudiaron la concordancia en
localizacion de estas enzimas con la de VDR (Blomberg Jensen et al. 2010). Las
evidencias indicaban de nuevo que la VD3 podria afectar al aparato reproductor

masculino o ejercer alguna funcion en él.

Los niveles de expresion de VDR y 24-hidroxilasa (CYP24Al) en los
espermatozoides predicen incluso la calidad seminal y se ha comprobado que hombres
con insuficiencia de VD3 poseen menor movilidad espermatica que los normales
(Blomberg Jensen 2014).

Estudios experimentales en ratas permitieron comprobar, no sélo que la
deficiencia de VD3 en machos producia una menor tasa de embarazo, sino que cuando
se compensaba la hipocalcemia relacionada con la deficiencia de VD3 mediante la
suplementacion de calcio, la fertilidad se restauraba solo parcialmente (Blomberg
Jensen 2012), y que era necesario suplementar también con VD3 para que la fertilidad

volviera a la normalidad (Blomberg Jensen 2014). En ratones, la falta de VDR producia
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un bajo recuento espermatico y baja motilidad, aunque se normalizaba suplementando

con calcio y estrogeno (Kinuta et al. 2000).

La 1,25-(OH),-D3 produce ademas en ratones un incremento de la expresion de
determinados genes en las células de Sertoli, colaborando de esta forma en la

espermatogénesis (Hirai et al. 2009).

En humanos los efectos de la VD3 se han venido estudiando durante mucho
tiempo. Se sabe que la VD3 es metabolizada en los testiculos fetales en humanos a lo
largo del desarrollo (Blomberg Jensen 2014). En un estudio de 1992 ya se comprobd
una relacion entre la estacionalidad y la concepcién, por lo tanto una asociacion con las
variaciones de VDj durante las distintas estaciones (Rojansky et al. 1992).
Posteriormente se observo, como ya se ha expuesto, efectos de esta estacionalidad en la
calidad embrionaria y el resultado de TRA (Rojansky et al. 2000). Mas adelante se
estudiaron los efectos concretos en las caracteristicas reproductivas masculinas,
observandose que los niveles de 25-OH-D3 no se correlacionaban con la concentracién
ni recuento espermatico mientras que si lo hacian con la motilidad y la morfologia, tanto
en hombres infértiles como en hombres sanos (Blomberg Jensen et al. 2011; Ramlau-
Hansen et al. 2011; Blomberg Jensen 2014).

Sin embargo, los resultados no son uniformes ya que, mientras que en algunos
estudios se observa una mejora de la motilidad espermatica conforme mayores son los
niveles de VD3 séricos (Blomberg Jensen et al. 2011), otros estudios aprecian una
disminucion de la calidad seminal (recuento total y morfologia normal) cuando se trata
de niveles muy altos de VD3, aunque esta asociacion pasaba a no ser significativa una
vez se hacia un ajuste de variables (Ramlau-Hansen et al. 2011). A favor de la VD3 esta
que la 1,25-(OH),-D3 produce la salida de colesterol del espermatozoide y favorece la

supervivencia espermatica (Aquila et al. 2008).

Respecto su influencia en las variaciones hormonales, los trabajos que han
estudiado como afectan los niveles de VD3 a los de testosterona, estradiol, globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG), hormona antimulleriana (HAM), inhibina B,
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante (FSH), han apreciado un
aumento de la testosterona tras la suplementacion de VD3 (Pilz et al. 2011). Esta

relacion entre los niveles de esta vitamina y de testosterona ha sido observada también
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con posterioridad (Nimptsch et al. 2012). Se ha visto una conexion directa entre los
niveles en suero de 25-OH-D3 y los niveles de testosterona total y biodisponible (Rafiq
et al. 2015; Wehr et al. 2010).

La suplementacion con VD3 también aumenta los niveles de testosterona en
hombres obesos (Pilz et al. 2011), aunque se requieren mas estudios para demostrar si
ésta podria mejorar sus opciones reproductivas de este modo (Buhling & Laakmann
2014).

No se encontré relacion entre los niveles de VD53 séricos con los de estradiol
(Ramlau-Hansen et al. 2011; Rafiq et al. 2015), ni con SHBG, LH ni FSH (Rafiq et al.
2015) o inhibina B (Blomberg Jensen et al. 2011).

Por otro lado, la HAM se ve aumentada conforme los niveles de VD3 son mayores
(Dennis et al. 2012).

En células del cancer de prdstata se ha observado que el tratamiento in vitro con
VD3 aumenta la expresion de la HAM (Malloy et al. 2009; Krishnan et al. 2007).

Los polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo de la VD3 parecen

no estar asociados a los niveles hormonales (Rafiq et al. 2015).

A partir de todas estas observaciones y estudios podemos deducir que los niveles
de VD3 influyen positivamente en la espermatogénesis, maduraciéon y capacidad de
fecundacion de los espermatozoides, ademas de influir en los niveles hormonales de
testosterona y la HAM. Ademas, otras acciones de la VD3 podrian regular también la

funcién testicular de manera indirecta.
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Influencia de la Vitamina D; en la fertilidad femenina

La reserva ovarica estd representada por el conjunto de foliculos que hay en los
ovarios, incluyendo todos los estadios de desarrollo en los que se encuentran. Los
métodos mas comunes para medir la reserva ovarica son: ecograficamente a través del
recuento de foliculos antrales (RFA), y hormonalmente mediante la HAM y la FSH. La

HAM es la més empleada al ser la més indicativa y menos variable (Jirge 2011).

La HAM es una glicoproteina de la familia de los "factores de crecimiento
transformantes” o “TGF" que se produce en las células de granulosa de los foliculos
primarios, preantrales y antrales pequefios. Es secretada a la circulacidn sanguinea y su
efecto principal, al unirse a su receptor, es el de suprimir la maduracion folicular,
evitando el crecimiento y desarrollo de los foliculos, y asi permitir la seleccion de
algunos de ellos para la ovulaciéon. La HAM va declinando con la edad, reflejando la

disminucion en la reserva ovarica (Irani & Merhi 2014).

La FSH es otro modo de medir la reserva ovarica. Las células de la granulosa
humanas tienen sensibilidad a esta hormona durante la primera fase del desarrollo
folicular (metafase 1) pero la pierden al llegar a fases de maduracion (metafase 1)
(Merhi, Doswell, et al. 2014). La FSH basal se mide el dia 3 del ciclo menstrual. Se
sabe que sus niveles aumentan conforme avanza la deplecién de los foliculos por lo que
tiene una relacion inversa con la reserva ovérica. La desventaja de la FSH como
marcador de reserva ovarica es su variabilidad, y por eso suele usarse mas la HAM
(Jirge 2011).

Diversos estudios han obtenido resultados relacionando los niveles de VD3 con la
HAM o la FSH. En 2009 se demostr6 que en el promotor del gen de la HAM se
encontraba un VDRE, lo que indicaba que debia existir una relacién entre la VD3 y la
HAM (Malloy et al. 2009).

En células de la granulosa de gallina se ha visto que la expresion del ARN
mensajero (ARNm) de la HAM disminuye conforme mayores son los niveles de VD3,
mientras que el ARNm del receptor de FSH y la proliferacion aumentan (Wojtusik &
Johnson 2012). En células de la granulosa de humano la expresion del ARNm del

receptor de la HAM Yy del receptor de FSH se ve disminuida conforme mayores son los
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niveles en fluido folicular de 25-OH-Ds. Esto indica un mayor estado de maduracion de
los foliculos, que evitan el efecto inhibidor de la HAM a la vez que se favorecen la fase
de independencia de la FSH (Merhi, Doswell, et al. 2014; Irani & Merhi 2014).

Por otro lado, cuando se estudia la relacion de los niveles séricos de VD3 con los
de HAM se observan variaciones estacionales de los niveles de HAM, de igual modo
que de VD de manera proporcional. La suplementacion con VDj evita estas
variaciones en la VD3 y también en la HAM (Dennis et al. 2012) y en mujeres con SOP
el aporte de VD3 permite disminuir los niveles anormalmente elevados de HAM (lIrani
& Merhi 2014). Hay por tanto una correlacion entre los niveles séricos de la VD3 y de la
HAM (Dennis et al. 2012).

RESERVA OVARICA

ARNm de Ta HAM
Células de la pranulosa de pallina
S ARNmM del receptor de la FSH

Tratamiento in

. . Células de cincer de prostata humanas SARNm de la HAM
vitre con VD,

5 ARNm del receptor de la HAM

Céelulas de la granulosa humanas
57 ARNm del receptor de la FSH

Nivel i Comelacion entre los niveles séricos de 25-0H-D; v HAM
MNiveles séricos o _ , _
Relaciom inversa entre los niveles de VI, v de FSH

W Miveles de HAM en mujeres con SOP
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sup . Controla cambios estacionales de HAM
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Mo produce cambios en niveles séricos de la HAM en mujeres
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Figura 6 - Efectos de la VD3 en la reserva ovarica. El tratamiento in vitro con VD3 disminuye la expresion de
HAM y aumenta la del receptor de FSH en células de granulosa de gallina, aumenta la expresion de la HAM
en células de cancer de prostata humanas, y por otro lado disminuye la expresion de los receptores de HAM y
FSH en células de granulosa humanas, indicando una mayor maduracion folicular. Los niveles séricos de VD3
se correlacionan con los de HAM mientras que tienen una relacién inversa con los de FSH. La suplementacion
con VD5 ayuda a disminuir los altos niveles de HAM en mujeres con SOP, controla las variaciones estacionales
de HAM y en mujeres con deficiencia en VD; no influye en los niveles de HAM. (A:incremento,
V :disminucion)

Ademas, la HAM requiere la fosforilacion de un factor conocido como Smad
1/5/8 para realizar sus acciones mediante su unién a su receptor; posteriormente el
factor Smad 1/5/8 se dirige hacia el nucleo celular y conlleva la activacion de genes
encargados de las funciones de la HAM. Se ha comprobado que 1,25-(OH),-D3 impide
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también esta fosforilacion y la localizacion de Smad 1/5/8 en el ndcleo, impidiendo de
este modo la accion de la HAM (Merhi, Doswell, et al. 2014).

Existe una relacion inversa entre los niveles séricos de VD3 y los de FSH urinaria.
La deficiencia en VD3 se corresponde con altos niveles de FSH y bajos niveles de
HAM, indicando una baja reserva ovérica. Bajos niveles de VD3 podrian influir en la
reserva ovarica predisponiendo a una menopausia temprana (Jukic et al. 2015).

En resumen, unos mayores niveles de VD3, potenciando la maduracion folicular,
serian Utiles en las TRA con el objetivo de mejorar la Estimulacion Ovarica Controlada
(EOC), aunque, en la actualidad, se requieren més estudios sobre la suplementacion de
VD3 con estos fines. Una deficiencia en VD3 implicaria una menor reserva ovarica

(menor HAM y mas FSH), y un riesgo implicito de adelanto de la menopausia.

Las hormonas sexuales proceden del colesterol, que se obtiene de la dieta, 0 a
partir de la transformacion del acetil-CoA. Este colesterol sufre unos cambios gracias a
las enzimas de las rutas de sintesis de hormonas sexuales (Shahrokhi et al. 2016). De las
enzimas implicadas algunas han sido estudiadas en relacion con la VD3 yl/o el
tratamiento con VDs.

A grandes rasgos se considera que la VD3 estimula la esteroidogénesis ovarica
(Anagnostis et al. 2013).

En estudios in vitro se ha demostrado que la expresién de ARNm de algunas
isoformas de la familia de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD),
encargada de la activacion de las hormonas sexuales, es incrementada por efecto del
tratamiento con 1,25-(OH),-D3; en ceélulas del cancer de prostata indicando una
asociacion entre la VD3 y la sintesis de esteroides (Wang & Tuohimaa 2007). Ademas
en queratinocitos se habia visto ya esta alteracion de la expresion tras el tratamiento in
vitro (Hughes et al. 1997). En humanos se ha demostrado un aumento de la expresion de
la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa o 3B-HSD, necesaria para la sintesis de
progesterona en células de la granulosa, lo que implica que la esteroidogénesis se vea

potencialmente estimulada por efecto de la VD3 (Merhi, Doswell, et al. 2014).
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La aromatasa, enzima que se encarga de la produccion de estrogenos a partir de

los andrdégenos, también experimenta una alteracion en la expresion génica durante los

tratamientos con VD3, que es dependiente del tejido (Shahrokhi et al. 2016). La VD3

aumenta la expresion de la aromatasa en células del cancer de mama, mientras que en

las células del osteosarcoma la disminuye (Krishnan et al. 2010).

La VD3 estimula la produccion de estrogenos, progesterona y de la proteina de

unién al factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) en células humanas de ovario

(Parikh et al. 2010), y en células placentarias, la produccidn de estrogeno y progesterona

(Barrera et al. 2007).
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Influencia de la Vitamina D3 en la patologia reproductiva

El Sindrome del Ovario Poliquistico o SOP es el trastorno endocrino mas
frecuente en la mujer y la causa mas comdn de infertilidad ovulatoria (Azziz et al.
2009), afectando al 15-18% de las mujeres en edad reproductiva cuando se usan los
criterios de Rotterdam (March et al. 2010). De presentacion heterogénea, su amplio
espectro de manifestaciones clinicas se expresa en diferentes grados de hirsutismo,
irregularidades menstruales, obesidad, resistencia a la insulina (IR), hiperinsulinemia
compensatoria e infertilidad. Las mujeres con SOP se caracterizan por una disfuncién
ovulatoria que conduce a oligo y/o anovulacién, hiperandrogenismo clinico/bioquimico
y morfologia de ovario poliquistico (The Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored PCOS
consensus workshop group 2004).

La relacion entre la VD3 y el fenotipo SOP viene respaldada por un creciente
apoyo de publicaciones que refuerzan las implicaciones entre los mecanismos de
deficiencia de VD3 y la resistencia a la insulina, inflamacion, dislipidemia y obesidad,
es decir, con aquellos fendmenos clinicos y metabdlicos que se encuentran cominmente
en el SOP (Wehr et al. 2009; Hahn et al. 2006; Li et al. 2011; Krul-Poel et al. 2013).
Aunque la mayoria de los estudios sobre niveles de VD3 han demostrado que su
deficiencia es mas comun en mujeres con SOP que en mujeres sanas (Li et al. 2011;
Wehr, Trummer, et al. 2011; Mazloomi et al. 2012; Lerchbaum et al. 2012), es
necesario un mayor respaldo de evidencia al existir trabajos con resultados opuestos
(Mahmoudi 2009).

Es posible que los polimorfismos de VDR estén implicados tanto en la
fisiopatologia del SOP como en su severidad o susceptibilidad (Mahmoudi 2009;
Zadeh-Vakili et al. 2013; Ranjzad et al. 2011). Asi, mientras las variantes VDR Cdx2 y
DHCRY7 han sido asociadas con la resistencia a la insulina, las VDR Apa-I lo han hecho
con las concentraciones de testosterona en el SOP (Mahmoudi 2009). En tanto que el
genotipo Apa-l Aa se ha asociado con una disminucion del riesgo de SOP, el genotipo
aa se asocio con su aumento (Wehr, Trummer, et al. 2011).
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Relacion de la Vitamina D; con el IMC, IR e hiperandrogenismo

Teniendo en cuenta que la VD3 es una hormona liposoluble, es posible que su
secuestro en el tejido adiposo pudiera explicar el aumento de las tasas de deficiencia de
VD3 observado en mujeres con SOP (Wortsman et al. 2000).

Los niveles séricos de 25-OH-D3; han demostrado que se correlacionan
negativamente con el IMC, la obesidad central y las medidas de adiposidad (Turer et al.
2013; Guasch et al. 2012). Sin embargo, aunque la obesidad si parece asociarse con la
deficiencia de VD3, el impacto de niveles bajos de 25-OH-D3 sobre el IMC no esté tan
claro (Vimaleswaran et al. 2013). Refuerzan este hecho las observaciones de que los
pacientes obesos suelen requerir dosis mas altas de VD3 para tratar la deficiencia de
VD3 que los que tienen un peso normal (Aguirre Castaneda et al. 2012; Muscogiuri et
al. 2012).

La asociacion inversa entre concentraciones de 25-OH-D3, IMC o IR, también ha
sido recogida en diferentes estudios observacionales. En un estudio sobre 38 mujeres
con SOP, el analisis de regresion multivariante mostré que las bajas concentraciones de
25-0OH-Dj3 estuvieron determinadas por el grado de adiposidad, permitiendo hipotetizar
que la deficiencia de VD3 en SOP es consecuencia de la obesidad y que, a través de esta
via, podria agravarse la resistencia a la insulina de forma independiente (Muscogiuri et
al. 2012). Este resultado estaba en consonancia con otros estudios previos, en donde la
resistencia a la insulina en SOP era méas profunda de lo que el IMC podria predecir
(Dunaif et al. 1989). Ott observé que el IMC vy la deficiencia de 25-OH-D; se
comportaban como parametros predictivos independientes tanto del desarrollo folicular
como del embarazo en mujeres anovulatorias con SOP tratadas con citrato de
clomifeno (Ott et al. 2012).

Aunque en la actualidad parece prematuro establecer relacién causal entre la
deficiencia de VD3 y la resistencia a la insulina en pacientes con SOP, disponemos de
estudios como los de Hahn, que confirman una asociacion entre niveles bajos de VD3
con la IR en 120 mujeres diagnosticadas con SOP (Hahn et al. 2006), o los de Li, en el
que las mujeres con SOP y déficit severo de VD3 presentaban mas resistencia a la

insulina, independientemente del IMC y la relacion cintura-cadera (RCC) (Li et al.
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2011), o los de Panidis, en los que evaluando a 291 mujeres con SOP y 109 controles,
se informd de una asociacion inversa entre niveles de 25-OH-D3; con la obesidad y

también con un IMC asociado a la IR (Panidis et al. 2005).

Estudios de suplementacion con VDs, diferentes a los observacionales, han
constatado también esta relacion ya que en ellos la administracion de VD3 mejoraba el
IR y reducia los andrégenos en suero (Belenchia et al. 2013; Kotsa et al. 2009; Wehr,
Pieber, et al. 2011). Belenchia y colaboradores, en un ensayo controlado y aleatorio,
demostré que la correccion de la deficiencia de VD3 en los obesos adolescentes se
asociaba con una mejoria significativa en la sensibilidad a la insulina (Belenchia et al.
2013). Kotsa, al evaluar el efecto de la suplementacion con 1 pg de 1a-OH-D3 sobre el
indice de sensibilidad a la insulina en 15 mujeres obesas con SOP, observ6 una mejoria
en la primera fase de la secrecion de insulina y una disminucion significativa de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y triglicéridos, sin cambios en el IMC (Kotsa et al.
2009).

Obermayer y colaboradores, tras una suplementacion semanal de 20.000 Ul de
colecalciferol durante 24 semanas en 57 mujeres con SOP y una media de IMC de 25,4
kg/m?, observé una disminucién significativa, en ayunas y tras la estimulacion, de las
concentraciones de glucosa y péptido C. El 50% de las mujeres que previamente tenian
oligomenorrea, normalizaron o mejoraron sus ciclos menstruales después de la
suplementacion de VDj3. La concentracion media de 25-OH-D3 despues del tratamiento
fue 52,2 ng/ml (Wehr, Pieber, et al. 2011).

Sin embargo estos resultados no han sido confirmados por un estudio controlado
con placebo, en que no hubo diferencias significativas en la sensibilidad a la insulina en
comparacion con el placebo después de un periodo de tratamiento de 2 meses (Ardabili
et al. 2012). No obstante, la critica a este estudio es que las concentraciones de 25-OH-

D3 después los suplementos de VD3 podrian no haber sido suficientes (23,4+6,1 ng/ml).
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Los mecanismos aceptados por los que la VD3 guardaria relacién con la IR

serfan:

a) Estimulacion en la expresion de los receptores de insulina, que conlleva un
aumento en la capacidad de respuesta a la insulina para el transporte de
glucosa y una disminucion en la sensibilidad a la insulina (Maestro et al.
2003).

b) Regulacion de méas de 300 genes, incluyendo genes implicados en el
metabolismo de la glucosa, a través de los complejos de VD3 unida a su
receptor D/VDR (Kim et al. 2014).

c) Supresién de citoquinas (Teegarden & Donkin 2009).

Respecto de la relacién entre VD3 e hiperandrogenismo, disponemos de estudios
en los que la deficiencia de VD3 en pacientes con SOP se asocio con un desequilibrio en
los marcadores de hiperandrogenismo y se correlaciond con los niveles de testosterona,
dehidroepiandrosterona (DHEAS) y con la relacion LH/FSH (Hahn et al. 2006;
Yildizhan et al. 2009), contribuyendo de esta forma a la desregulacion hormonal en
pacientes con SOP (Kozakowski et al. 2014).

Aunque en otros trabajos no se observd su correlacion con los niveles de
testosterona total, testosterona libre y el indice de andrdgenos libres (FAI), si se
mantenia una asociacion significativa con los niveles de la SHBG (Wehr et al. 2009).

Relacién de la Vitamina D5 con la funcion ovarica en SOP

Los productos finales de glicacion avanzada (AGE) son un grupo heterogéneo de
moléculas proinflamatorias constituido por proteinas, lipidos o acidos nucleicos
altamente reactivos que resultan de la interaccion no enzimatica entre los azUcares
reductores (principalmente glucosa) y sus residuos amino libres (Goh & Cooper 2008).
Estos AGEs, tras unirse a receptores de la superficie celular (RAGE), dafian las
estructuras celulares a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y

la sintesis de citoquinas proinflamatorias (Wautier et al. 2001).

Existen numerosas evidencias al respecto de una asociacion entre el sistema AGE-
RAGE vy ciertos aspectos del SOP, incluida la obesidad (Vazzana et al. 2012),

27



Relevancia de la vitamina D3 en la reproduccion M2 Teresa Hato Castro
Master Biologia y Tecnologia de la Reproduccion Universidad de Oviedo

resistencia a la insulina (Unoki & Yamagishi 2008), disfuncion de los adipocitos (Jia et
al. 2012) y disfuncion de las células de la granulosa (Diamanti-Kandarakis et al. 2007).

Aunque la formacion de AGE ocurre lentamente en condiciones fisiologicas, la
IR, como un contribuyente importante en la fisiopatologia del SOP, podria acelerar la
generacion de estos compuestos, que al acumularse en la teca y células de la granulosa,
acaban interfiriendo y alterando la funcién ovarica (Diamanti-Kandarakis et al. 2007).

El sistema AGE-RAGE podria ser la causa del fallo de la ovulacién cominmente
visto en pacientes con SOP (Diamanti-Kandarakis et al. 2013), al interferir con la accién

de la LH y afectar al desarrollo normal del foliculo.

Para defenderse del dafio generado por estas moléculas, la célula dispone de unas
isoformas solubles del receptor de AGE (SRAGE) que son capaces de detectarlos y
unirse a ellos para inhibir competitivamente las interacciones AGE-RAGE. Un aumento
en los niveles séricos de SRAGE tendria efectos beneficiosos al suprimir la respuesta
inflamatoria (Merhi 2014). Los niveles de sSRAGE en liquido folicular de mujeres
sometidas a técnicas de FIV ha sido correlacionado positivamente con la dosis necesaria
de gonadotropina por ciclo (se necesita menos dosis), nUmero de ovocitos recuperados y
niveles de HAM en liquido folicular (Merhi, Irani, et al. 2014).

El efecto beneficioso de la suplementacién de VD3 sobre la funcién ovérica pudo
observarse en un trabajo que incluia a 67 mujeres, con o sin SOP, diagnosticadas de
déficit de VD3 (Irani et al. 2014). Este estudio demostro que la suplementacion de VD3
en mujeres con SOP aumentd significativamente los niveles de SRAGE en suero y
disminuy6, también de manera significativa, las concentraciones séricas, anormalmente

elevadas, de HAM. Este cambio, sin embargo, no se produjo en las mujeres sin SOP.

La disminucion sérica de los niveles anormalmente elevados de HAM en
pacientes con SOP podria mejorar potencialmente el proceso ovulatorio, al disminuir el
nivel de androgenos intrafoliculares y aumentar la sensibilidad folicular a la FSH
(Chang et al. 2013).

Ademas de este papel beneficioso sobre la funcidn ovaérica, la VD3 ejerceria otra
valiosa funcién al haber sido involucrada en el desequilibrio entre mecanismos pro y
antiapoptdticos descritos en el SOP. La deficiencia de VD3 podria aumentar las

concentraciones de proteinas antiapoptoticas, como la fosfoproteina enriquecida en
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diabetes (PED/PEA-15) (Savastano et al. 2011), contribuyendo de esta forma al

deterioro del mecanismo apoptético del ovario que conduciria a un exceso de foliculos.

Relacion de la Vitamina D3 con las irregularidades menstruales en SOP
Como ya se ha expuesto, el nimero de estudios disponibles para evaluar los
efectos beneficiosos de la suplementacién con VD3 en el SOP es limitado.

En 1999 un trabajo de suplementacion de VD3 y calcio durante un periodo de 6
meses en mujeres con SOP, observo la normalizacion de los ciclos menstruales en 7 de
las 9 mujeres oligomenorreicas (Thys-Jacobs et al. 1999). Estos resultados fueron
confirmados 10 afios después en otro trabajo en el que 60 mujeres con SOP fueron
incluidas al azar en tres grupos: suplementados con calcio y VD3, metformina o ambos
(Rashidi et al. 2009). Las mujeres en el grupo de combinacion de tratamiento

demostraron mayor numero de foliculos dominantes en los 3 meses de seguimiento.

En otro estudio llevado a cabo en 57 mujeres con SOP durante 24 semanas, el
50% de las mujeres con oligomenorrea normalizaron 0 mejoraron sus ciclos menstruales

después de la suplementacion de VD3 (Wehr, Pieber, et al. 2011).

Relacion de la Vitamina D; con el éxito reproductivo en mujeres con SOP
La induccion de la ovulacién constituye la primera aproximacion para el

tratamiento del SOP relacionado con la infertilidad ovulatoria (Vause et al. 2011).

En un reciente trabajo retrospectivo de Pal y colaboradores (Pal et al. 2015) en el
que se utilizaron muestras sanguineas almacenadas de 626 mujeres que habian
participado en un estudio sobre embarazo en el SOP para la evaluacion de los niveles de
25-OH-D3, se observo:

a) La probabilidad de obtener ovulacion tras el tratamiento vario directamente
en funcion del nivel de VD3 en aquellas pacientes con deficiencia de VDs,
insuficiencia y estado normal (68%, 77% y 78% respectivamente) (p=0,050).
La mujeres con deficiencia de VD3 tuvieron significativamente menos
probabilidades de ovular en comparacién con aquellas con niveles de 25-OH-
D3 > 20 ng/ml (p=0,006).
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b) Los niveles séricos de 25-OH-D3 fueron significativamente mayores en
aquellas mujeres que tuvieron un nacido vivo (25.34+10.39 ng/ml) respecto
de las que no lo lograron (23,16+9,71 ng/ml), p=0,046. Por cada 1 ng/ml de
aumento de 25-OH-Ds, se incrementa la probabilidad de nacido vivo en un
2% (OR 1,02).

Estas probabilidades aumentaban progresivamente a partir de niveles de 25-
OH-D3 > 38 ng/ml (OR 1,42 con 38 ng/ml, OR 1,51 con > 40 ng/ml y OR 4,5
con > 45 ng/ml).

Esta respuesta demostrd ser bidireccional ya que la probabilidad de nacido
vivo también disminuia progresivamente a medida que lo hacian los valores
plasmaticos de 25-OH-D3. La proporcion de mujeres con insuficiencia de
VD3 (< 30 ng/ml) fue significativamente méas alta entre aquellas que no
obtuvieron un nacido vivo (75% vs 63%, p=0,013) y la probabilidad de
lograrlo se reducia en un 44% para las mujeres con nivel de 25-OH-D3; <30
ng/ml (OR 0,58).

c) Las probabilidades de aborto disminuian a medida que aumentaban los
niveles de VDs. Un nivel de 25-OH-D3 > 38 ng/ml se asocidé con un 82%
menos de probabilidades de aborto en comparacion con los niveles inferiores
(OR 0,18).

En base a estos resultados, los autores reafirmaron la relevancia de disponer de
unos niveles adecuados de 25-OH-Dj3 para el éxito reproductivo en mujeres con SOP
tratadas mediante induccion de ovulacion. Estos niveles deben ser superiores a los 30
ng/ml que se consideran como normales y proponen niveles de 25-OH-D3 de > 45 ng/ml

como "optimos" para las mujeres que intentan concebir.

Concluyen estos autores que dada la relacion inversa reconocida entre el IMC y
niveles de 25-OH-D3 en suero, y la mayor carga inflamatoria y metabdlica originada por
la obesidad, podria argumentarse que el IMC deberia tenerse en cuenta a la hora de
definir los valores para el estado VDs. A tal fin, estos autores crearon una variable
llamada BMI°D que ajustaba los niveles de 25-OH-D5 con el IMC. En comparacion con
la 25-OH-Ds;, esta BMI®D demostr6 una asociacion mas robusta con variables

hormonales y metabolicas.
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Figura 8 — Efectos de la VD3 en mujeres con SOP.

La endometriosis es definida como la presencia de glandulas endometriales y
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estroma funcional en lugares ectopicos que inducen una reaccién inflamatoria local.

Afecta al 6%-10% de las mujeres en edad reproductiva y se considera una enfermedad

cronica, benigna y dependiente de los estrogenos que estd asociada con dismenorrea,

dispareunia, dolor pélvico cronico, e infertilidad (Eskenazi & Warner 1997). Aunque

fue descrita por primera vez en 1860 por von Rokitansky como adenomioma, el término

actual de endometriosis se debe a Sampson (Benagiano & Brosens 2006).

A pesar de haber transcurrido més de 150 afios desde su descripcion original, y

ante el desconocimiento de su patogenia, se siguen postulando diferentes teorias para

justificar la heterogeneidad clinica de esta enfermedad, que basicamente se agrupan en

funcion de considerar un origen uterino o extrauterino.

Entre las teorias basadas en un origen no uterino, estan:

a) La teoria de la metaplasia celomica de Meyer (Meyer 1919) basada en que el

epitelio genital representa distintos grados de diferenciacion del epitelio celomico.

b) La teoria de los restos embrionarios mullerianos de Recklinghausen

(Recklinghausen 1896), por la que la endometriosis podia provenir de restos

celulares embrionarios, justificando asi la existencia de endometrio ectépico.

c) La teoria de las células progenitoras de la médula 6sea, la méas reciente, por la que

celulas provenientes de la médula d6sea se diferenciarian en tejido endometrial en

diferentes localizaciones (Sasson & Taylor 2008).
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Entre las teorias basadas en un origen endometrial, se encuentran: a) la teoria de la
implantacion por menstruacion retrograda de Sampson, que es la mas ampliamente
aceptada (Sampson 1927), y b) la de la diseminacién linfatica y hematdgena de las
células endometriales (Gong & Tempfer 2011). La primera supone que la endometriosis
es causada por la siembra de células endometriales por la migracion transtubarica
durante la menstruacion a la cavidad abdominal. La segunda explicaria las lesiones

endometriosicas extraabdominales.

Levander tratd de vincular las teorias de la metaplasia de Meyer y la del reflujo
retrégrado endometrial por las trompas propuesto por Sampson (Levander 1941). La
presencia de este reflujo menstrual anormal irritando el peritoneo generaria elementos
activadores y factores de crecimiento facilitadores de la implantacién y crecimiento,
induciendo metaplasia. Esta teoria unificadora se apoya en conceptos inmunolégicos ya

que el sistema inmune participa en la homeostasis de la cavidad peritoneal.

Posibles aproximaciones entre Vitamina D; y endometriosis

Los efectos pleiotropicos de la VD3 en distintas vias fisioldgicas le otorgan
importantes propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras y antiproliferativas,
que pueden jugar un papel central en la patogénesis y tratamiento de la endometriosis
como enfermedad compleja (Liu et al. 2006). El endometrio humano puede ser incluido
entre aquellos lugares extrarrenales capaces de convertir la VD3 en su forma activa ya
que la enzima la-hidroxilasa, que cataliza la sintesis de 1,25-(OH),-Ds, se expresa tanto
en el endometrio eutdpico como en el ectopico (Vigano et al. 2006).

a) Aproximaciones a la patogenia.

a.1) Correlacion entre los niveles de VD3 y endometriosis.

La posible relacion entre la endometriosis y la VD3 fue informada por primera vez
por Hartwell, al observar mayores niveles seéricos de 1,25-(OH),-D3 y niveles similares
de 25-OH-D3 en un pequefio grupo de mujeres con endometriosis respecto del grupo
control (Hartwell et al. 1990).

Somigliana comprobd en 87 mujeres con endometriosis y 53 controles, que los

niveles de 25-OH-D3 se incrementaron significativamente en el suero de mujeres con
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endometriosis independientemente de la estacionalidad, la edad y la terapia, con
diferencias més Ilamativas en los estadios avanzados (Somigliana et al. 2007).

Sin embargo, otras investigaciones no s6lo no han confirmado estos resultados,
sino que han llegado a conclusiones opuestas (Agic et al. 2007; Borkowski et al. 2008).
En el mayor estudio de cohortes y prospectivo publicado por Harris, que comprendia
1385 casos de endometriosis confirmada laparoscopicamente, recogidas durante un
periodo de 14 afios, desde 1991 a 2005, en 70.556 mujeres americanas, se observo que
el nivel plasmatico de 25-OH-D3; se asocidé inversamente con la presencia de
endometriosis (Harris et al. 2013). Las mujeres situadas en el quintil mas alto de nivel
de VD3 tenian un riesgo 24% menor de endometriosis que aquellas situadas en el quintil
mas bajo (RR:0,76). EIl contraste con los trabajos anteriores podria ser explicado por la

heterogeneidad, naturaleza y pequefio tamafio muestral de los estudios previos.

La dieta podria influir en la presencia de endometriosis a traves de efectos sobre
los mecanismos inflamatorios, contractilidad del musculo liso, funciones inmunes y
efectos estrogénicos. La posible implicacion del estrés oxidativo en la fisiopatologia de
la endometriosis motivé la evaluacion de la influencia de agentes antioxidantes, como
las vitaminas A y E, sin que se demostrase una asociacion con la endometriosis
(Jackson et al. 2014). Pero pocos estudios han examinado la relacion entre la dieta y la

endometriosis, y, como consecuencia, la influencia de los niveles de VDs.

El primer articulo cientifico que abordo la relacion entre dieta y endometriosis fue
publicado en 2004 por Parazzini. Tras evaluar a 504 mujeres de edades comprendidas
entre los 20 y los 65 afios se encontrd que la mayor ingesta semanal de frutas y verduras
se asociO inversamente con el riesgo de desarrollar la enfermedad (verduras: RR:0,3;
p=0,002; y frutas: RR:0,6; p=0,002) (Parazzini et al. 2004). Por el contrario, el consumo
de carne roja, embutidos y salchichas fue identificado como un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad. No encontraron ninguna asociacion entre la ingesta de

leche 0 queso y riesgo de endometriosis.

Mas recientemente, Trabert concluyd con resultados contradictorios ya que
encontré que las grandes consumidoras de frutas tenian mas riesgo de endometriosis
(Trabert et al. 2011). Sin embargo observd una asociacion inversa, aunque no

significativa, entre alimentos lacteos y el consumo de calcio y la endometriosis
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confirmada quirargicamente (en el cuartil superior de ingesta, OR:0,7 para los
productos lacteos y OR:0,7 para el calcio). Esta asociacion no se obtuvo para la VD3,

En el estudio de Harris se observo que en las mujeres consumidoras de mas de 3
porciones de alimentos lacteos por dia, la probabilidad de ser diagnosticadas de
endometriosis era un 18% menor que en las que consumian dos porciones por dia
(RR:0,82) (Harris et al. 2013). En ese estudio, el nivel plasmatico de 25-OH-Dj3 si se

asocid inversamente con la existencia endometriosis.

a.2) Influencia inmunomoduladora de la VD3 y la endometriosis.

El defecto inmunoldgico para el reconocimiento y eliminacion de los fragmentos
de endometrio vertidos en la cavidad peritoneal se ha considerado esencial en el

desarrollo de la endometriosis (Eisenberg et al. 2012).

La VD3 tiene un papel esencial en la respuesta inmune. Promueve el abandono de
las respuestas de tipo Thl y favorece una inmunidad de tipo Th2 mediante la inhibicion
de la secrecion de 1L-12, IL-2, factor de necrosis tumoral (TNF) e interferon, por células
T, macrdfagos, y células dendriticas (D’Ambrosio et al. 1998; Long & Santos 1999).
Suprime tanto la proliferacion de linfocitos como la sintesis de inmunoglobulinas,
inhibe la accién de los factores de transcripcion proinflamatorios y también la
produccion de diferentes citoquinas, tales como IL-2 e IL-12, entre otras (Froicu et al.
2003). La mayor parte de las actividades bioldgicas de la VD3 estan dirigidas por un
receptor de alta afinidad (VDR), localizado en el cromosoma 12 (12913.11) que media
los efectos de la VD3 en la regulacion de la transcripcion de maltiples genes (Whitfield
et al. 1995).

Ya que los linfocitos activados CD4" CD8", macrofagos y células dendriticas,
expresan ampliamente VDR, y los antigenos presentadores de células, macréfagos y
células dendriticas poseen actividad 1a-hidroxilasa y 24-hidroxilasa (Baeke et al. 2007;
Mathieu & Adorini 2002), se ha sugerido que la 1,25-(OH),-D3 puede ser producida
localmente en el sistema inmunitario y desempefia una funcion autocrino-paracrina
(Etten et al. 2008).

La asociacién entre la deficiencia de VD3 y el aumento del riesgo de
enfermedades (Peterlik & Cross 2005) y su relacion estacional, correlacionada con
diferentes niveles séricos de VD3 (likuni et al. 2007), en su inicio y en su exacerbacion,
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como la artritis reumatoide (AR) con un pico a finales del invierno, refuerza esta

relacion.

Sin embargo, la relacion con la endometriosis aun es confusa y se mantiene
compleja, ya que, como describimos anteriormente, existen estudios que han asociado la
endometriosis tanto con una reserva de 25-OH-D3; normal, como alta (Somigliana et al.
2007; Agic et al. 2007; Borkowski et al. 2008), en lugar de la baja reserva que podria
esperarse. Ademas, las manifestaciones de la endometriosis no exhiben picos
estacionales que podrian correlacionarse con los cambios estacionales en los niveles de
25-OH-Ds.

Es posible que el papel inmunomodulador de la VD3 en la endometriosis, en caso
de existir, sea local, autocrino y/o paracrino, a nivel de los focos de endometriosis o de
las lesiones. En un estudio experimental en ratas a las que se les habia inducido
endometriosis, se observo que aquellas que habian sido tratadas con VD3 redujeron en
un 48,8% el tamafio de la lesion (Abbas et al. 2013).

Teniendo en cuenta que la endometriosis es una enfermedad dependiente de
estrdgenos, se ha sugerido que los niveles séricos de VD3 asociados con polimorfismos
de VDR pudieran aumentar la susceptibilidad a la enfermedad. Sin embargo, un reciente
estudio de Vilarino en 132 mujeres brasilefias infértiles con endometriosis y 133
controles, no encontrd relacion entre estos polimorfismos y la endometriosis (Vilarino
etal. 2011).

Por ultimo, se ha considerado que los polimorfismos séricos del DBP, podrian
suponer otro elemento relacional entre la VD3 y la endometriosis. Niveles de DBP
significativamente méas altos se han observado en mujeres con endometriosis en

comparacion con los controles (Faserl et al. 2011).

Es posible que la incapacidad para activar suficientemente la funcion fagocitica en
mujeres con endometriosis, debido a polimorfismos especificos en DBP (Gc2) pudiera
permitir la implantacion del tejido endometrial en la cavidad peritoneal y explicar los
niveles superiores de macrofagos y de citoquinas (IL-1B, TNF-a y factor de crecimiento
endotelial vascular) en el liquido peritoneal, en comparacion con los controles, al no

inhibirse la capacidad implantatoria.
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a.3) Influencia antiproliferativa de la VD5 en la endometriosis.

Un ensayo controlado con placebo, doble ciego y aleatorio sobre 1179 mujeres
revel6 que mejorando la calcemia y el estado de VD3 se reducia sustancialmente la

aparicion del riesgo de cancer en mujeres postmenopausicas (Lappe et al. 2007).

La 1,25-(OH),-D3 ha demostrado una actividad antineoplasica actuando como un
factor de transcripcion en los mecanismos centrales de la tumorogénesis (crecimiento,
diferenciacion celular y apoptosis) (Vuolo et al. 2012) inhibiendo las serina-proteinasas,

metaloproteinasas, y la angiogénesis (Seubwai et al. 2007).

La endometriosis es tratada como un proceso benigno pero invasivo, que tiende a
progresar y recidivar. Sin embargo, las mujeres con endometriosis tienen el doble de
riesgo de desarrollar cancer de ovario, en comparacion con controles, un riesgo que es 4
veces mayor si también sufren de infertilidad (Oral et al. 2003). El potencial efecto
antiproliferativo/antineopléasico de la 1,25-(OH),-D3 en las lesiones del endometrio

actualmente sigue siendo especulativo.

b) Aproximaciones terapéuticas de la VD3 en la endometriosis.

b.1) Papel de la VD3 en la infertilidad asociada a la endometriosis.

En el estudio de cohortes ENDO se diagnosticé endometriosis en el 41% de
mujeres en edad fértil sometidas a cirugia, mientras que para la poblacion general la
prevalencia observada era del 11% (Buck Louis et al. 2011). En otro estudio més
reciente, se encontr6 endometriosis en el 48% de pacientes con esterilidad (Mishra et al.
2015).

En general, se estima que aproximadamente el 25%-50% de las mujeres infértiles
tienen endometriosis y que el 30%-50% de las mujeres con endometriosis son infértiles
(Missmer et al. 2004).

Entre los mecanismos que explican la infertilidad asociada a la endometriosis se
incluyen: distorsion anatomica, modificaciones en la funcion peritoneal, alteraciones en
el ambiente folicular y foliculogénesis y defectos implantatorios por alteraciones en la
receptividad endometrial (The Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine 2012).
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Los metabolitos de la VD3 han sido implicados en los mecanismos de

implantacion endometrial tanto en modelos animales como en seres humanos.

La baja expresion de las integrinas avp3, biomarcadores conocidos de la ventana
de implantacion, ha sido descrita en la mitad de las mujeres con endometriosis y podria
explicar la alta tasa de fracaso de las TRA en esta poblacion (Donaghay & Lessey
2007).

El papel de la 1,25-(OH),-D3 en implantacion probablemente se deba a su
capacidad para la activacion transcripcional directa del gen HOXA10, un potente
estimulador de la avf3 (Taylor et al. 1999), que induce la diferenciacién de las células
endometriales a deciduales (Du et al. 2016). Los pacientes con raquitismo por
incapacidad de convertir la 25-OH-D3 a 1,25-(OH),-D3, tienen una decidualizacion
defectuosa (Glorieux et al. 1995) y, experimentalmente, se ha demostrado que el
tratamiento con 1,25-(OH),-D3 induce decidualizacion en el utero de rata (Halloran &
DelLuca 1980b).

El HOXA10 se expresa ciclicamente en el endometrio de adultos en respuesta a
estrdgenos y progesterona y regula la receptividad del endometrio durante la ventana de
implantacion (Taylor et al. 1998). La menor expresion de genes en el HOXA10 en el
endometrio eutdpico y ectopico de endometriosis podria estar asociada tanto a su
patogénesis, como a la infertilidad derivada (Deng et al. 2011).

b.2) Papel de la VD3 en el dolor pélvico asociado a la endometriosis.

La endometriosis es la causa mas comun de dolor pélvico crénico en las mujeres
en edad fértil que implica importantes repercusiones tanto fisicas como de relacion
social (Milingos et al. 2006; Simoens et al. 2007).

Un estudio doble ciego aleatorizado en 40 mujeres (20 con endometriosis y 20
controles) durante un periodo de estudio de 60 dias, concluy6é con una reduccion del
41% en la puntuacion media del dolor (p<0,01) en el grupo que fue tratado con una
unica dosis oral de colecalciferol (300.000 Ul/ml) 5 dias antes de la menstruacion
esperada (Lasco et al. 2012). La mayor reduccion de las puntuaciones de dolor (r: -0,76;

p <0,01) fue observada en mujeres con dolor severo al inicio del estudio.
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La reduccion del dolor se explica por la accion que tiene la 1,25-(OH),-D3 sobre
el endometrio, disminuyendo la sintesis de prostaglandinas (por supresion de la
ciclooxygenasa 2) e inactivandolas a traves de la regulacion de la 15-deshidrogenasa
hidroxiprostaglandina (Sayegh et al. 2014), y por los efectos antiinflamatorios de la
1,25-(OH),-D3 al bloquear la produccion de citoquinas a través de la activacion de p38
(Krishnan & Feldman 2011).

Otro mecanismo que se ha propuesto de reduccion del dolor se basa en la
propiedad de la 1,25-(OH),-D3 para reducir la angiogénesis in vivo (Trump et al. 2010).
El dolor en la endometriosis podria estar relacionado con la génesis de fibras nerviosas
por un proceso de neuroangiogénesis iniciado en los focos de endometriosis y en las
lesiones locales (Stratton & Berkley 2011), que propagaria los estimulos dolorosos a
multiples segmentos de la médula espinal originando sindromes de dolor tales como el

sindrome de vejiga dolorosa y sindrome del intestino irritable.

b.3) Uso de los agonistas de VDR en el tratamiento de la endometriosis en general.

Los efectos pleiotropicos ejercidos por la 1,25-(OH),-D3 y sus analogos, y sus
propiedades inmunorreguladoras, y antiinflamatorias podrian ser beneficiosas en
condiciones proliferativas, tales como psoriasis, 0 en aquellas caracterizadas por una
inflamacién crénica, como artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, y la
prostatitis autoinmune (Nagpal et al. 2005). El inconveniente es la hipercalcemia
asociada a la 1,25-(OH),-Ds.

El elocalcitol (1-a-fluoro-25-hidroxi-16,23E-dieno-26,27-bishomo-20-epi-
colecalciferol), es un agonista de VDR con baja respuesta calcémica y propiedades bien
definidas antiproliferativas y antiinflamatorias, que se ha estudiado en condiciones
inflamatorias cronicas (Adorini et al. 2007) y su eficacia establecida en la hiperplasia

benigna de proéstata.

Este agonista ha sido utilizado para inhibir la respuesta inflamatoria por la via de
la union al factor nuclear kappa-beta (xf), que se activa constitucionalmente en las
células de endometriosis. Esta via también se ha implicado en la produccion de IL-8,
dando como resultado el reclutamiento de macréfagos y NK (células asesinas naturales)
(Guo 2006). Experimentalmente, el elocalcitol administrado en ratas a dosis de
100mg/kg una vez al dia, fue capaz de reducir el peso total de la lesion endometridsica
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hasta en un 70%, y de inhibir el reclutamiento de macrdfagos en el peritoneo (Mariani et
al. 2012).

c) Aproximaciones al diagnostico.

Ya se ha expuesto que los polimorfismos séricos del DBP podrian suponer un

elemento relacional entre la VD3 y la endometriosis.

Aunque la tendencia actual va dirigida hacia la evaluacion de biomarcadores
séricos, el andlisis urinario protedmico, mediante electroforesis de dos dimensiones,
cromatografia de liquidos y/o espectrometria de masas, ha sido propuesto como un
nuevo método de diagnoéstico y de estadiaje de la endometriosis (El-Kasti et al. 2011;
Vodolazkaia et al. 2012).

En un estudio coreano que usO técnicas protedmicas en muestras de orina de
mujeres con y sin endometriosis, se reveld la expresion diferencial de 22 manchas de
proteinas, una de las cuales se identific6 como DBP urinaria. Esta DBP urinaria
corregida para la expresion de creatinina (DBP-Cr) estaba significativamente més
elevada en mujeres con endometriosis (Cho et al. 2012). Aunque la DBP-Cr urinaria
mostr6 un valor limitado como marcador diagndstico para la endometriosis
(sensibilidad 58%, especificidad 76%), los niveles urinarios elevados de DBP en estas
mujeres fortalecen la asociacion sugerida entre DBP y la patogénesis de la

endometriosis y la posicionan como un nuevo biomarcador en la endometriosis.

El mioma uterino es la tumoracién pélvica mas frecuente en la mujer y afecta al
15-30% de las que se encuentran en edad reproductiva (Frederick et al. 1994). Es méas
prevalente (entre 3 y 9 veces) entre la poblacion de etnia negra que en la caucasiana
(Buttram 1986), y menos entre las europeas que entre las americanas (Heinemann et al.
2003).

A pesar de su gran carga epidemiologica (se ha publicado que la incidencia
acumulada a los 50 afios puede llegar hasta el 70% para la poblacion blanca y 80% para
las africanas) (Payson et al. 2006), afortunadamente la gran mayoria de los fibromas son

asintomaticos y no requieren mas tratamiento que el manejo expectante. La razon para
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esta conducta es doble: por un lado no existen opciones médicas eficaces y por otro el
crecimiento de las lesiones es impredecible (Stewart et al. 2016).

Cuando los miomas producen sintomas, el mas comun es la menorragia o
hipermenorrea y, con menor frecuencia, la presencia de un bulto, 0 una "molestia
pélvica”. Solo si los fibromas estan asociados a un sangrado anormal, los tratamientos
médicos pueden ser de utilidad a corto plazo ya que a largo plazo no se ha documentado

beneficio sobre el tamafio de las lesiones (Stewart et al. 2016; Manyonda et al. 2004).

Para estos miomas sintomaticos, existe el consenso general de que el abordaje
quirdrgico es una alternativa mas realista a largo plazo, aunque no puede evitar que

entre un 15-45% de ellos recidive trascurridos 5-10 afios (Candiani et al. 1991).

La edad influye decisivamente en su aparicion, triplicandose su presencia entre la
segunda y tercera década (Borgfeldt & Andolf 2000).

Su recurrencia tras la primera miomectomia y su correlacion con la edad le
confiere matices de gran importancia reproductiva en nuestra sociedad actual, que

pospone la tarea reproductiva para los Gltimos afios del periodo fértil.

Por lo tanto es de esperar que la proporcion de mujeres infértiles diagnosticadas
de fibromas uterinos aumente, y si éstos demostrasen una correlacion negativa sobre la
fertilidad, las consecuencias econémicas y clinicas serian notables, considerando en

particular los costes y las posibles complicaciones asociadas con el tratamiento.

Mecanismos de infertilidad de los miomas
Los mecanismos por los que los fibromas pueden reducir la fertilidad son teéricos
y se basan en acciones que interfieren en la migracion de los espermatozoides, 6vulo, o

en la implantacion del embridn transportado (Richards et al. 1998).

Los estudios retrospectivos de cohortes que han examinado el impacto de los
fibromas en los resultados de la reproduccion asistida informan de menores tasas de
embarazo por transferencia embrionaria (miomas submucosos (SM): 9%, intramurales
(IM): 16%, subserosos (SS): 37%), y mayores tasas de aborto involuntario (SM:40%,
IM:33% y SS:33%), que entre las mujeres del grupo control sin miomas (promedio del
30% y 16,4%) (Bajekal & Li 2000; Rackow & Arici 2005). La opinion generalizada es
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que los miomas submucosos poseen efectos reproductivos perjudiciales, los fibromas

intramurales un impacto modesto y los fibromas subserosos, la menor repercusion sobre

la tasa de embarazo.

Estos efectos perjudiciales podrian estar relacionados con un conjunto de acciones

entre las que se consideran las siguientes:

a)

b)

d)

Distorsion anatomica: cuando los miomas se localizan cerca del cuello uterino o de
los orificios tubaricos pueden reducir el acceso a las trompas del esperma eyaculado
y perjudicar la recuperacion de 6vulos por las trompas (Garcia Oliveira et al. 2004).
Presion mecanica ejercida en el miometrio: ademas de alterar el contorno de la
cavidad uterina, produciria una vascularizacion inadecuada del endometrio que seria
responsable de la menor tasa de implantacién embrionaria (Ng & Ho 2002). Farhi y
colaboradores comprobaron que las tasas de embarazo después de las TRA se
afectaban sé6lo cuando los fibromas causaban la deformacion de la de la cavidad
uterina (Farhi et al. 1995), pero en otros trabajos mas recientes, cuando la
proximidad del mioma al endometrio es menor de 0,5 cm, ya se producen las
condiciones para afectar negativamente al éxito de las TRA (Shastri et al. 2005).
Factores biologicos: la infiltracion de células inflamatorias y prostaglandinas, tanto
dentro del mioma como en el miometrio adyacente y el endometrio correspondiente,
podrian perjudicar la fertilidad y causar aborto involuntario por mecanismos
inflamatorios locales. Estos factores alterarian el ambiente endometrial y producirian
una contractilidad uterina anormal y un endometrio hostil, aunque no se deformase la
cavidad endometrial (Miura et al. 2006).

Mecanismos dependientes de alteraciones en la expresidn génica de la receptividad
endometrial: que afectarian a la globalidad del endometrio y no so6lo a la porcién

delimitada por el mioma (Rackow & Taylor 2010).
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Implicacion de la Vitamina D en la etiopatogenia de los miomas

No solo la incidencia de miomas en mujeres afroamericanas, como se expuso al
principio, es hasta 3-9 veces superior a la detectada en mujeres de raza blanca, sino que
el hallazgo ecogréafico de miomas multiples también lo es (73% vs. 45% ) (Baird et al.
2003).

Es de destacar que, respecto de las mujeres caucasicas, las mujeres afroamericanas
tienen una probabilidad 10 veces superior de ser deficitarias de VD3 (Nesby-O’Dell et
al. 2002) y 5 veces inferior de poseer valores de suficiencia (10% vs 50%) (Baird et al.
2013). Cuando los niveles de VD3 son suficientes, la probabilidad de tener fibromas
uterinos es inferior, con OR ajustado de 0,68, pero cuando hay deficiencia, la

propension aumenta con una OR ajustada de 2,4 (Paffoni et al. 2013).

A la luz de los conocimientos actuales, podemos por lo tanto pensar que la
deficiencia de VD3 es un factor de riesgo para el desarrollo de leiomioma uterino, ya
que ha sido demostrado que las mujeres con fibromas uterinos tienen niveles mas bajos
de VD3 en suero que las mujeres sanas y que los niveles séricos de VD;3 estan

inversamente correlacionados con el tamafio del leiomioma (Sabry et al. 2013).

Una causa de la falta de VD3 podria estar en la pigmentacion negra de la piel, ya
que disminuye la absorcion de los rayos UV del sol y contrarresta la eficacia de la
principal fuente de VD3, que es la exposicion solar. Ademas de esto, la intolerancia a la
lactosa en los afroamericanos es mas prevalente y consumen menos leche. La

disminucion de consumo de leche podria ser otro factor que reduce los niveles de VDs.

Como el miometrio de los miomas uterinos expresa niveles reducidos de VDR en
comparacion con el miometrio sano adyacente (Halder et al. 2013), esta circunstancia
junto con la reduccidn de los niveles séricos de VD3 podrian explicar en parte la mayor

incidencia de miomas en las etnias de color.

Los polimorfismos en los genes implicados en el metabolismo de la VD3 y en la
pigmentacion de la piel también han sido estudiados con esta finalidad y dos
polimorfismos de un solo nucledtido han sido significativamente asociados con el
leiomioma uterino (Wise et al. 2014), uno relacionado con la sintesis del colesterol

(DHCRY7) y otro con la sintesis de melanina, ASIP (Agouti-signaling protein).
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Otros estudios sugieren que existe una asociacion entre los polimorfismos en las
enzimas que estén relacionadas con la activacion o la degradacion de la VD3 y el riesgo

de desarrollo de los fibromas uterinos en mujeres afro-estadounidenses.

Mecanismos protectores de la Vitamina D3 frente al mioma

La forma activa de la VD3, la 1,25-(OH),-D3, actta en la mayoria de los tejidos
del cuerpo y de esta manera puede modular la expresion génica de una manera
especifica y proteger a la célula de un crecimiento incontrolado a través de mecanismos
que inhiban la proliferacion y angiogénesis, 0 que potencien la diferenciacion y la
apoptosis (Brakta et al. 2015).

Los mecanismos por los que la VD3 seria protectora frente a la aparicion de

miomas, podrian resumirse en:

a) Control del proceso de remodelacién: Los leiomiomas se caracterizan por el excesivo
depdsito de matriz extracelular (ECM), asi como por un aumento en la proliferacion
celular. Esta ECM debe sufrir una degradacion como mecanismo fisiolégico para su
reparacion y remodelacion, y la interrupcion de este proceso de degradacidn conduce
a la patologia. Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son las principales
enzimas implicadas en este proceso de degradacién, que a su vez estan reguladas por
los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz (TIMPs). La VD3
reduce significativamente el nivel de actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y
MMP-9 y aumenta los niveles de VDR y TIMP-2 de manera dependiente de la
concentracion (Halder et al. 2013).

b) Efecto antiproliferativo: la 1,25-(OH),-D3 reduce la angiogénesis in vivo (Chung et
al. 2006; Iseki et al. 1999; Mantell et al. 2000), y el uso de analogos de la 1,25-
(OH),-D3 en estudios experimentales, ha demostrado poseer un efecto
antiproliferativo sobre el cancer de colon, mama, prostata y pancreas (Akhter et al.
1997; Abe-Hashimoto et al. 1993; Polek et al. 2001; Kawa et al. 1997; Kawa et al.
1996). Este efecto se basa en la presencia de VDRE en las regiones promotoras de
los genes CDKI (inhibidores de la ciclina dependiente de quinasa) con capacidad
para detener el ciclo celular en la fase G1. Se ha demostrado que el perfil de

expresion de estos VDRE se desregula en los leiomiomas uterinos y que miembros
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de la subfamilia NR4A se regulan a la baja en esta patologia, en comparacion con el
miometrio normal (Yin et al. 2013). Esta anomalia podria jugar un papel funcional en
la proliferacion celular del leiomioma. La inhibicion del crecimiento podria seguir
vias tales como la regulacién a la baja del antigeno nuclear de proliferacién celular
(PCNA) y de la CDKZ1,; y de la supresion de la expresion y actividad de la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) en células humanas del leiomioma (Sharan et al. 2011),
una enzima esencial en el metabolismo de los estrogenos.

c) Efecto apoptotico: se basa en que la 1,25-(OH),-D3 puede aumentar la expresion de
proteinas proapoptéticas Bax y Bad, activar directamente la via de las caspasas y
regular a la baja la BCL-2 antiapoptdtica (Ylikomi et al. 2002).

d) Actividad antifibrética: la VD3 suprime el efecto de TGF-B3 (proteina que induce la
fibrosis) en células humanas de leiomioma (Halder et al. 2011). La VD3 reduce la
expresion de los receptores de estrogenos ER-a, de progesterona PR-A y PR-B, que
estan regulados al alza en los miomas (Al-Hendy et al. 2015), lo que indica un

posible papel terapéutico de la VD3 en el tratamiento de fibromas uterinos.

Por todo esto, la VD3 puede ser considerada como una opcion terapéutica a largo

plazo para el tratamiento eficaz, seguro y no quirtrgico de los miomas uterinos.

El papel de la VD3 como un modulador potencial de la respuesta inmune durante
el embarazo ya se postuld por primera vez hace mas de 50 afios, con referencia

especifica a la implantacion (Chambon 1951).

Durante el embarazo, la decidua se transforma en una interfase privilegiada donde
ocurre una regulacion inmunol6gica con mecanismos propios y diferentes a los que
tienen lugar fuera de ella. La VD3 podria ser un elemento regulador clave de la funcién
inmune, ya que, tanto la decidua como la placenta son dos localizaciones principales
donde se sintetiza 1,25-(OH),-Ds, la forma activa de la VD3 (Gray et al. 1979). En la
actualidad la VD3 se postula como un solido candidato para prevenir eventos adversos

gestacionales.

Al comienzo del embarazo, las células de la decidua materna y del trofoblasto
fetal ya expresan tanto VDR como CYP27B1 y disminuyen la expresion de la enzima
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catabdlica, CYP24A1 (Zehnder et al. 2002). Es decir, que desde el inicio de la
gestacion, los tejidos de la placenta/decidua tienen potencial para generar cantidades

significativas de 1,25-(OH),-D3 sin una inactivacion catabolica apreciable.

Como existen ciertas evidencias de que su utilidad no parece centrarse
exclusivamente en funciones de mineralizacion fetal (el aporte de calcio al feto no se
altera en la deficiencia de VD3 (Halloran & Deluca 1980a) y la mineralizacion de los
huesos fetales se produce relativamente al final del embarazo mientras que la induccion
de VDR y CYP27BL1 en tejidos placentarios maternos y fetales ocurre al comienzo de la
gestacién) (Evans et al. 2004), el aumento de VD3 producido al inicio de la gestacidn
parece cobrar fuerza como hipo6tesis de que su funcion es inmunomoduladora para la

aceptacion del embarazo.

En un estudio transversal retrospectivo de 133 mujeres diagnosticadas de pérdida
recurrente del embarazo (Ota et al. 2014), se observé que 63 de cada 133 mujeres
(47,4%) tenian hipovitaminosis D (menos de 30 ng/ml) y que los niveles de células NK
y su citotoxicidad eran significativamente superiores en este grupo respecto del grupo

con niveles normales de VDs.

Otro estudio que evalué el efecto del tratamiento con VD3 en el trofoblasto de
gestantes del primer trimestre con respuesta inflamatoria inducida por anticuerpos
antifosfolipidos, informo que el tratamiento con VD3 mejoraba la respuesta inflamatoria

al disminuir los niveles de IL-8 (Gysler et al. 2015).

Su papel en la receptividad endometrial fue tratado en un trabajo que estudié los
niveles de VD3 en 99 receptoras de ovocitos donados que tuvieron transferencia
embrionaria (Rudick et al. 2014). Las receptoras con niveles de VD5 insuficientes (< 30
ng/ml) tuvieron una tasa de nacidos vivos del 31% frente al 59% obtenido en las
receptoras con niveles normales. Dado que se trataba de receptoras de ovocitos, la
disminucion en las tasas de embarazo se atribuyo a la alteracion en la receptividad del
endometrio. Estos resultados, sin embargo, no pudieron ser confirmados en un estudio
retrospectivo (Franasiak et al. 2015) realizado en 529 ciclos de FIV con transferencia de

embriones propios en estadio de blastocisto.
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Mecanismos inmunomoduladores de la Vitamina Ds

Entre las acciones no clasicas, la VD3 parece desempefiar un papel fundamental en
la funcion inmune decidual normal promoviendo respuestas innatas a la infeccion,
mientras previene simultaneamente del exceso de adaptacion inmunitaria inflamatoria.
La VD3 ha demostrado su influencia en los dos brazos del sistema inmunitario, es decir,
en la inmunidad innata (macrofagos, células dendriticas, leucocitos NK) y en la

adaptativa o adquirida (linfocitos) (Hewison 2011).

a) Efectos sobre macrofagos.
a.1) Potencia el efecto antibacteriano: los macréfagos representan el 20% de las

células inmunes deciduales y ejecutan una amplia gama de funciones criticas
inmunoldgicas, entre las que se incluyen: fagocitosis y destruccion intracelular de
los patogenos internalizados, presentacion de antigenos, secrecion de citoguinas y
deteccion de patrones de moléculas asociadas a patégenos (PAMPs) (Fujiwara &
Kobayashi 2005). En 2006 se observé que en los monocitos periféricos se
expresaba el gen CYP27BL1 (cuya proteina, la enzima 1o-hidroxilasa, es necesaria
para sintetizar 1,25-(OH),-D3, la forma activa de la VD3) y VDR como
consecuencia de la deteccion de un patron molecular PAMP de M. tuberculosis
(Liu et al. 2006). Esta activacion intracrina de VD3 iba seguida de la expresion de
catelicidina, un péptido con actividad antimicrobiana (Wang et al. 2004), por lo
que la eficacia de la actividad antibacteriana de los monocitos quedaba ligada a la
disponibilidad de 25-OH-D3 para su conversion intracrina a 1,25-(OH),-Ds. La
conclusion a partir de estos estudios fue que bajos niveles de 25-OH-D3 séricos
disminuyen la actividad antibacteriana de los monocitos y aumentan el riesgo de
infeccion. Por el contrario, la administracién de suplementos de VD3 a individuos
deficitarios de VD3 ayuda a proteger contra la infeccion (Adams et al. 2009).

Las células deciduales, sin embargo, no expresan CYP27B1, aunque tienen gran
capacidad de produccion de 1,25-(OH),-Ds, de aqui que parezca probable que los
macrofagos deciduales desempefien un papel significativo en la generacion
localizada de 1,25-(OH),-D3 (Kachkache et al. 1993).

En la decidua, por el contrario, si se ha constatado la induccién de catelicidina
(Evans et al. 2006) y de otras proteinas antibacterianas tales como B-defensinas

(Liu et al. 2009), que inducen la autofagia, y hepcidina, que modula los posibles
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efectos sobre las concentraciones del hierro intracelular (Bacchetta et al. 2014).
Estos mecanismos estan centrados fundamentalmente en una funcién intracelular

de la VD3, y suponen una gran ventaja para mejorar las respuestas antibacterianas.

a.2) Disminuye el componente inflamatorio: los macr6fagos M1, inducidos en
respuesta a la influencia de citoquinas Thl proinflamatorias (interferon y (IFNy) y
factor de necrosis tumoral a (TNFa)), representan el subtipo inflamatorio y
poseen una potente accion antimicrobiana y propiedades citotoxicas, y estan
implicados en la destruccion microbiana, en la inflamacion y en la enfermedad
autoinmune. Los macrofagos M2, inducidos mediante la exposicion a citoquinas
Th2 (IL-4, IL10 e 1L13), transmiten un fenotipo inmunosupresor distinto
consistente con un papel en la inmunidad humoral, tolerancia materno-fetal,
eliminacién de las células apoptoéticas, remodelacion tisular y reparacion (Mosser
2003; Gordon & Martinez 2010; Erlebacher 2013).

La comparacion entre poblaciones de leucocitos del primer y segundo trimestre
del embarazo han evidenciado que, aunque el nimero de macrofagos disminuia
significativamente, aumentaba el subconjunto de M2 (CD163'CD206%) con
funcién activa de inmunotolerancia (Kwan et al. 2014).

La polarizacion hacia un subtipo de macr6fagos M2 también se ha observado en
las placentas normales a término en relacién con las de las mujeres con embarazos
complicados por parto prematuro y pre-eclampsia.

La pérdida del sistema de la VDj intracrina placentaria en animales deficitarios
para CYP27B1 se ha seguido de un notable aumento de la actividad
proinflamatoria en la placenta (Liu et al. 2011).

b) Efecto sobre las células dendriticas: en la decidua humana las células dendriticas
(DC) son relativamente escasas en comparacién con los macréfagos (1% de las
células deciduales totales) por lo que ha sido cuestionada su importancia funcional
(Rieger et al. 2004).

Durante el 1*" y 2° trimestre, en la decidua se encuentra inhibida la maduracion de los
precursores DC hacia el subtipo DC CD83" inflamatorio (Kwan et al. 2014), por lo
que las DC en estas circunstancias representan un fenotipo mas inmaduro (Kaémmerer
et al. 2003) que se caracteriza por: a) ser mas tolerogenicas que sus homologas en

sangre periférica, b) disminuir tanto la capacidad de presentacion de antigenos como
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la de expresion de moléculas co-estimuladoras, la de citoquinas inflamatorias (1L12),
y ¢) incrementar la produccién de citoquinas antiinflamatorias (IL-10) (Laskarin et
al. 2007).

La 1,25-(OH),-D3 ha demostrado en estudios in vitro que inhibe la diferenciacion y
la maduracién de las DC a través de su unién al VDR (Griffin et al. 2001); y una
sobreabundancia de DC deciduales ha sido observada en casos de pre-eclampsia
(Huang et al. 2008) y de abortos recurrentes (Askelund et al. 2004), sugiriendo que
las DC pueden estar implicadas en la etiologia de algunos acontecimientos adversos
en el embarazo. La existencia de un sistema activo para la VD3 intracrina en las DC
justificaria que las variaciones en 25-OH-D; materna podrian afectar a su
funcionalidad y reclutamiento.

Efecto sobre las células NK uterinas/deciduales:

Las células NK uterinas (UNK) representan una importante proporcion de la
poblacion de leucocitos del estroma decidual. Las uNK difieren fenotipicamente de
la mayoria de las células NK periféricas por ser CD56°"9" CD16™y CD9", y poseer
distinta expresion para receptores NK inhibidores y activadores (Bulmer et al. 2010).
Las uNK estan presentes en el endometrio de la mujer no embarazada durante todo el
ciclo menstrual y aumentan en la mitad de la fase secretora y, posteriormente durante
el embarazo, para ocupar un 70% del total de la poblacion decidual estromal de
células inmunes (Bulmer et al. 2010). Este nimero disminuye en la segunda mitad
del embarazo, aunque una cantidad sustancial de ellas persiste en el tercer trimestre
(Scaife et al. 2003).

Las uNK del embarazo precoz y del endometrio no gestante son distintas entre si 'y, a
su vez, de las NK de sangre periférica, poseyendo las uNK una disminucién de su
capacidad citotoxica respecto a las periféricas (Hanna et al. 2003; G E Lash et al.
2010).

La prominencia de las células uNK en la época de la implantacion y placentacion
temprana ha sugerido un papel fundamental en el éxito del establecimiento del
embarazo.

Los efectos de la VD3 en las células uNK han sido mal definidos. En las células
mononucleares de sangre periférica, la 1,25-(OH),-Ds inhibe la activacion de las

células NK y sus acciones citotoxicas de forma dosis dependiente (Merino et al.
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d)

1989). Las citoquinas IFNy e IL2 que aumentan la actividad NK citotoxica, son
inhibidas por los precursores de la VD3 y la 1,25-(OH),-D3 (Leung 1989).

Las células NK expresan ARNm para VDR y CYP27B1 (Moran-Auth et al. 2013) y
el tratamiento, con 25-OH-D3; o con 1,25-(OH),-D3 ha demostrado que promueve
respuestas antibacterianas y antiinflamatorias (Evans et al. 2006) en extractos
parcialmente purificados procedentes de embarazos humanos del primer trimestre.
Dado que la deficiencia de VD3 tanto en los seres humanos (Bodnar, Catov, et al.
2007) como en ratones (Liu et al. 2013) se ha relacionado con la pre-eclampsia, es
posible especular que las células UNK desempefien algun papel en la fisiopatologia
de esta complicacion del embarazo.

Las células uNK tienen un papel fundamental en la remodelacion de las arteriolas
espirales (Robson et al. 2012) y en la regulacion de la invasion del trofoblasto
extravelloso en la decidua basal y en la superficie del miometrio a través de la
produccion de citoquinas y quimioquinas locales (Gendie E Lash et al. 2010). Una
incompleta transformacion de las arteriolas espirales y el fracaso de la invasion
trofoblastica extravellosa son responsables de la hipoperfusion placentaria y por lo
tanto justifican la patogénesis tanto de la pre-eclampsia como del retardo del
crecimiento intrauterino.

Otro subtipo de células NK que se acumulan en la decidua son las células T asesinas
naturales CD1d-reactivas (NKT), cuya activacion en ratones induce el parto
prematuro y pérdidas tempranas hasta la mitad de la gestacion (Boyson et al. 2006).
En los estudios llevados a cabo en ratones, las variaciones del estado sérico de la
VD3 (25-OH-D3 en suero materno) ha demostrado que produce alteraciones en la
funcién de células NKT en el Gtero y en su descendencia (Yu & Cantorna 2011).
Evidentemente, esto tiene importantes implicaciones para el impacto potencial del
estado de la VD3 en la madre y en la salud infantil en los seres humanos.

Efectos sobre las células T:

Los linfocitos T CD3" (células T) comprenden el 10% de la poblacion de leucocitos
del estroma endometrial en el primer trimestre.

La activacion de las células Th virgenes conduce a la generacion de dos subgrupos
Th CD4" que expresan distintos perfiles de citoquinas: los Thl (IL2, IFNy y TNFa)
citotoxicos y los Th2 colaboradores (IL3, I1L4, IL5 e IL10), que apoyan
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respectivamente la inmunidad mediada por células y la humoral (Abbas et al. 1996).
Un tercer grupo de células Th es influido por la VDs, son las células Thl7, que
secretan IL17.

Niveles elevados de células Th17 deciduales se han reportado en abortos espontaneos
(Saito et al. 1999) y aumentos en el ratio de Th1l/Th2 en la decidua de abortos
espontaneos recurrentes (Piccinni et al. 1998).

En 1986 (Nunn et al. 1986) se constato que las células T expresan VDR, con niveles
que aumentan a medida que las células T proliferan. Estas observaciones iniciales
que enlazan la VD3 con el sistema inmune adaptativo motivaron que los estudios
iniciales de la VD3 y las células T se centraran en las respuestas antiproliferativas
(Nunn et al. 1986; Karmali et al. 1991). Sin embargo, ahora esta claro que la VD3
también influye en el fenotipo de las células T, promoviendo el paso del perfil Thl
de citoquinas al Th2 (Boonstra et al. 2001) limitando el potencial dafio tisular
asociado a la excesiva respuesta celular inmune Thl y favoreciendo el paso a un
fenotipo Th2 mas humoral. Sin embargo, los ratones con bloqueo de genes VDR
(que carecen de 1,25-(OH),-D3; mediada por la sefializacion) tienen reducidos en vez
de elevados los niveles de las células Thl (O’Kelly et al. 2002).

Parece probable que los efectos de la VD3 en las células T in vivo sean mas
complejos de lo pensado originalmente, y que otras células tales como las células
inflamatorias Th17 podrian ser su objetivo potencial. Las células Thl7 son
importantes para promover respuestas inmunes a algunos patégenos y también estan
implicadas con el dafio inflamatorio tisular (Bettelli et al. 2007).

La exposicion a la 1,25-(OH),-D3 in vitro suprime el desarrollo de células Th1l7
(Palmer et al. 2011) y la expresion de la IL17 (IL17A) (Daniel et al. 2008),
respectivamente. Paraddjicamente, en los casos de ratas con ausencia de genes
CYP27B1 se producen niveles elevados de IL17 (Liu et al. 2008). Estudios recientes
utilizando un modelo pre-eclampsia en rata han demostrado que la suplementacion
con VD3 se produce una disminucién significativa en la circulacion de células Th
CD4" (Darby et al. 2013).

Pero las respuestas inmunes de las células T a la VD3 no estan restringidas a las
células Th, sino que también incluyen acciones sobre el supresor Treg, un grupo de

células T CD4" que inhiben la proliferacion de otras células CD4". El tratamiento de
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células naive CD4" con 1,25-(OH),-Ds induce potentemente el desarrollo de células
T reguladoras (Treg) (Gorman et al. 2007), y esto se ha propuesto como un potencial
mecanismo de efectos beneficiosos de la VD3 en enfermedades autoinmunes y en el
rechazo del injerto-huésped (Spach et al. 2006). Para estimular el desarrollo de estas
Treg, la 1,25-(OH),-D3 puede actuar directamente sobre VDR-células que expresan
CD4" (Jeffery et al. 2009).

La proteina de la muerte celular programada 1 (PD-1), el receptor de FAS (FasR),
también conocido como antigeno de apoptosis 1 (APO-1) y la indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), una enzima presente principalmente en macrofagos, han sido
implicadas en el proceso de inmunotolerancia ya que sus respectivos ligandos estan
expresados en las células deciduales y trofoblasticas fetales en humanos y en el ratén
(Arck & Hecher 2013).

La 1,25-(OH),-Dj3 estimula la produccion de células T CD4" CD25" FoxP3" a través
de una via mediada por IDO (Correale et al. 2009) y la expresion de CYP27B1
parece estar correlacionada con la expresion de TLR4 (un receptor de tipo toll que es
responsable de la activacion del sistema inmune innato) y de IDO (IDO1) (Evans et
al. 2006).

Efectos sobre las células B: su nimero es muy bajo en comparacion con las células
T. Las celulas B secretoras de 1L10, denominadas células B10, han sido vinculadas a
la proteccion contra la enfermedad autoinmune (Matsushita et al. 2008) y parecen
jugar un papel clave en el embarazo mediante la promocion de la tolerancia del feto
en desarrollo en ratones (Jensen et al. 2013). Hasta el momento, la funcion de estas
células especificamente dentro de la decidua sigue siendo poco clara.

La 1,25-(OH),-D3 puede suprimir la proliferacion (Shiozawa et al. 1985) y
produccién de inmunoglobulinas (lg) (Provvedini et al. 1986) en células B con VDR
expresado, e inhibir la diferenciacion de células plasmaticas y la clase de células de
memoria (Chen et al. 2007) representando un potencial papel en los trastornos

relacionados con células B, como ocurre en el lupus eritematoso sistémico.
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Discusion

Clasicamente, la deficiencia severa de VD; era reconocida por su efecto negativo
sobre la mineralizacion Osea, que se manifestaba clinicamente por el raquitismo en los
nifios y la osteomalacia en los adultos. Pero en épocas mas recientes, un nuevo y
creciente interés por esta hormona ha surgido como consecuencia de que los bajos
niveles en suero de 25-OH-D3 se han asociado con otras manifestaciones, no clésicas,
tales como: enfermedades alérgicas, infecciones, trastornos autoinmunes, tipos comunes
de cancer, enfermedades cardiovasculares (Tamblyn et al. 2015) e incluso patologias

asociadas al proceso reproductivo (Pal et al. 2015).

Como consecuencia de su creciente relevancia, que ha multiplicado por cuatro el
ndmero de publicaciones en los Gltimos quince afios, en la actualidad comienzan a
surgir nuevas preguntas relacionadas con ¢cual seria el estado dptimo o adecuado de
VD3? o con la magnitud de su deficiencia, que ha llegado a ser considerada como una

epidemia mundial y un importante problema de salud (Henry et al. 2010).

La primera pregunta es consecuencia de la elevada dispersion de su deficiencia,
estimada entre el 20-90% de la poblacion norteamericana en edad reproductiva. En este
sentido, los estudios epidemiolédgicos no han sido homogéneos para definir el limite del
déficit; mientras que algunos lo estimaban por debajo de 12 ng/ml, como se establecio
en la 14* Reunion de Consenso en Vitamina D, otros lo hacian siguiendo las
recomendaciones de la “Endocrine Society of North America”, en valores de menos de
20 ng/ml, dejando el término de insuficiencia para valores entre 20-30 ng/ml (Holick et
al. 2011). Otras variables de confusion relacionadas con el estilo de vida o la etnia
pueden haber contribuido también a distorsionar la magnitud de su prevalencia.
Respecto del primero, Garbedian y colaboradores (Garbedian et al. 2013) comentd que
el bajo nimero de mujeres con deficiencia de VD3 observado en su estudio (1,2%) era
debido al incremento en el uso de vitaminas prenatales diarias de su muestra
poblacional; y respecto a la influencia de la etnia, las mujeres afroamericanas por su
color de piel tienen una probabilidad 10 veces superior de ser deficitarias de VD3
respecto de las caucésicas (Nesby-O’Dell et al. 2002) y 5 veces menor de poseer valores
de suficiencia (10% vs 50%) (Baird et al. 2013).
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No obstante, la alta prevalencia de la deficiencia de VD3, junto con el uso
creciente de la deteccion por médicos de atencion primaria durante las visitas anuales de
rutina y el papel beneficioso de la VD3 en la reproduccion humana reflejado en
numerosos estudios, en los que los malos resultados obstétricos en mujeres con
deficiencia de VD3 mejoraban tras normalizar sus niveles de VD3, suponen un fuerte

argumento para evaluar su estado antes de iniciar un tratamiento de reproduccion.

Este trabajo fue realizado por Pacis y colaboradores (Pacis et al. 2015) quienes
pretendieron esclarecer, en base a la literatura existente sobre la influencia de la VD3 en
la reproduccion, si resultaba rentable el analisis de los niveles de esta vitamina, o su
suplementacion, de manera previa al inicio de cualquier tratamiento de reproduccion
asistida. Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios evaluados al respecto, estos
autores concluian gue no existe una respuesta definitiva debido a la heterogeneidad de
tamafnos muestrales y de variables que se encuentran involucradas. No obstante, lo que
si observaron fue una tendencia creciente a proponer la suplementacion y el estudio de
VD3 antes de las TRA para mejorar sus resultados y disminuir los costes sociales de los

embarazos al prevenir complicaciones en ellos.

La presencia de receptores VDR en los tejidos reproductivos junto con la
variabilidad de los resultados de TRA dependiendo de la estacion del afio fueron los

primeros indicios que relacionaron la VD3 con la reproduccion.

El papel de la VD3 en la fertilidad masculina fue sugerido tras estudios
experimentales en ratas que demostraban la presencia de estos VDR en células de
Leydig y Sertoli, tibulos seminiferos, epididimo, prdstata y vesiculas seminales, asi
como en la region acrosémica del espermatozoide. El papel de la VD3 estaria ligado al
mantenimiento de la estabilidad del genoma, viabilidad espermaética y produccion de
elevadas concentraciones de calcio intracelular necesario para la capacidad fecundante
(Blomberg Jensen 2014).

La correlacion positiva entre niveles de VD3 con la calidad seminal, mejorando la
movilidad espermatica, la tasa de embarazo, la espermatogénesis y la morfologia siguio
animando el estudio de esta posible influencia. Pero no se encontr6 correlaciéon con la

concentracion espermatica ni con el recuento espermatico y de nuevo se concluyd que
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hacian falta més estudios, ya que algunos autores observaban un valor maximo de VD3

a partir del cual las propiedades seminales volvian a disminuir su calidad.

Sin embargo, es preciso diferenciar entre las consecuencias de la deficiencia de la
VD3 y los efectos de su suplementacion. La implicacion del déficit de VD3 en la
fertilidad masculina se debe a su correlacion con los niveles hormonales de testosterona
y HAM, que estan directamente asociados, pero se desconoce si la suplementacion con

VD3 mejoraria las posibilidades de éxito reproductivo.

Frente a la relativa escasez de estudios relacionados con la fertilidad masculina,
son numerosos los que han explorado las relaciones entre la VD3 y los diversos aspectos
de la fertilidad femenina.

En relacién a la reserva ovarica, los niveles séricos de VD3 han demostrado estar
asociados positivamente a los de HAM y negativamente a los de FSH. El tratamiento in
vivo con VD3 aln no ha demostrado efectos significativos en estas hormonas, pero el
tratamiento in vitro si ha evidenciado un efecto de la VD3 en la mejora de la maduracion
folicular. Si se corroborara este aspecto, la suplementacion con VD3 seria de utilidad en
TRA para mejorar la estimulacion ovarica ya que, ademas, la VD3 potencia la sintesis
de estrogenos y progesterona en los ovarios, mediante la induccion de las enzimas 3[3-

HSD y aromatasa.

Por otro lado, el efecto adverso de la deficiencia de VD3 que esté relacionado con
menores niveles séricos de HAM, mayores de FSH y riesgo de disminucion de la
reserva ovarica, justificaria la suplementacion con esta vitamina para impedir la

insuficiencia ovérica precoz.

La VD3 ha sido estudiada en relacién a diversas patologias asociadas a infertilidad

en la mujer, como el SOP, la endometriosis o la presencia de miomas uterinos.

La deficiencia de VD3 se ha comprobado que esta relacionada con fendémenos
clinicos y metabolicos que se encuentran comunmente en el SOP, tales como resistencia
a la insulina, inflamacion, dislipidemia y obesidad; y en las mujeres con SOP es maés

comun la deficiencia de VDs.
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Los polimorfismos en el VDR pueden estar implicados en la expresion de este
sindrome. Menores niveles de VD3 en mujeres con SOP se han asociado con mayor

obesidad, IR y niveles de androgenos.

La asociacion entre SOP y VD3 se ha establecido no s6lo en situaciones de déficit
mediante estudios observacionales sino también en estudios de suplementacion. La
deficiencia de VD3 en SOP estaria potenciada por la obesidad y, a través de ella, se
agravaria la resistencia a la insulina, pero el déficit severo de VD3 en si mismo produce
resistencia a la insulina, independientemente del IMC. Estudios clinicos han demostrado
que las mujeres con deficiencia de VD3 tenian menos probabilidades de ovular tras el
tratamiento que la que tenian valores normales y que la probabilidad aumentaba al
hacerlo el nivel de 25-OH-D3 por encima de 38 ng/ml. En base a esto, se propuso el

valor de 45 ng/ml como el éptimo para maximizar el éxito de las TRA.

Ademas, los mayores niveles séricos de VD3 se correspondian con mayor tasa de
ovulacioén, de nacido vivo y menor tasa de aborto, mejorando por tanto el éxito

reproductivo.

Estudios de suplementacion con VD; también han apoyado esta relacion
favorable, tanto desde la perspectiva analitica (disminucién de la resistencia a la
insulina y de los andrégenos y lipoproteinas en suero), como desde el resultado clinico,
con la normalizacién o mejora de los trastornos menstruales asociados. Este efecto
beneficioso sobre la funcion ovarica a expensas de un aumento en los niveles de
SRAGE en las células de la teca y granulosa, frente a los AGE generados por la
resistencia a la insulina, representa un fuerte argumento a favor de la utilidad de la VD3
en el SOP, aspecto que sale reforzado por la observacion de que no ha sido objetivado

en mujeres sin SOP.

La disminucion sérica de los niveles anormalmente elevados de HAM observada
en estas mujeres tras la suplementacion de VD3 es otra circunstancia favorable para
normalizar el proceso ovulatorio, al disminuir el nivel de andrégenos intrafoliculares y

aumentar la sensibilidad folicular a la FSH.

Esta suplementacién también podria contrarrestar el aumento en las
concentraciones de proteinas antiapoptdticas (PED/PEA-15) contribuyendo a que

disminuya el exceso de foliculos antrales.
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La endometriosis es otra patologia implicada en el éxito reproductivo sobre la que
existen numerosos estudios relacionados con la VD3, aunque a veces con resultados

contradictorios.

Resulta cuanto menos curioso, como las primeras aproximaciones entre VD3 y
endometriosis publicadas por Hartwell en 1990 (Hartwell et al. 1990) o Somigliana en
2007 (Somigliana et al. 2007) llegaron a conclusiones totalmente opuestas a las
aceptadas en la actualidad, observando mayores niveles séricos de 1,25-(OH),-D3 en el

grupo de mujeres con endometriosis respecto del grupo control.

La misma contradiccion fue observada al abordar esta patologia desde la
implicacion del estrés oxidativo en su fisiopatologia. Al evaluar la influencia de los
agentes antioxidantes, Trabert en 2011 (Trabert et al. 2011) llegaba a resultados
opuestos a los manifestados por Parazzini en 2004 (Parazzini et al. 2004) que habia
manifestado el efecto beneficioso de la ingesta de frutas y su asociacion inversamente
proporcional con el riesgo de desarrollar la enfermedad. Aunque en los diferentes
estudios ya comenzaba a destacar la importancia del consumo de lacteos y el aporte de

VD3 y su asociacion inversa con la existencia de endometriosis (Harris et al. 2013).

Las propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras y antiproliferativas de
esta vitamina podrian jugar un papel central tanto en la patogénesis como en el

tratamiento de la endometriosis.

El beneficio de la VD3 en las mujeres con endometriosis podria deberse a su
accion sobre el sistema inmune, su funcion antineoplasica, antiinflamatoria y
antiangiogénica mejorando los cuadros de dolor, la posibilidad de embarazo y la
prevencion de la actividad invasiva del tejido endometridsico.

Es posible que el papel inmunomodulador de la VD3 sea también a nivel de los
focos de endometriosis o de las lesiones, y que los polimorfismos del transportador
plasmatico de la VD3 (DBP) puedan estar implicados en la relacion con la
endometriosis, pero en la actualidad son necesarios méas estudios a este respecto para
corroborar estos efectos. Sin embargo, la presencia de niveles elevados de DBP urinaria
en mujeres con esta patologia, lo posibilitan como biomarcador en potencia de la

endometriosis.

57



Relevancia de la vitamina D3 en la reproduccion M2 Teresa Hato Castro
Master Biologia y Tecnologia de la Reproduccion Universidad de Oviedo

El inconveniente de la hipercalcemia asociada a la 1,25-(OH),-D3 ha potenciado
el desarrollo de agonistas de VDR, como el elocalcitol para inhibir la respuesta
inflamatoria por la via de la union al factor nuclear kappa-beta (kf), que se activa
constitucionalmente en las células de endometriosis. Experimentalmente, el elocalcitol
administrado en ratas ha sido capaz de reducir el peso total de la lesion endometridsica
hasta en un 70% y de inhibir el reclutamiento de macrdfagos en el peritoneo.

El mioma uterino es la tumoracion pélvica mas frecuente en la mujer y sobre todo
en las de etnia negra, que llega a ser hasta 9 veces superior a las de etnia caucasiana y el
doble la posibilidad de que éstos sean multiples. Esta circunstancia indica una posible
relacion entre la VD3 y el riesgo de tener miomas ya que las afroamericanas tienen una
probabilidad 10 veces superior de ser deficitarias de VD3 en parte porque la

pigmentacion negra de la piel disminuye la absorcién de los rayos UV.

Mayores niveles de VD3 parecen poder proteger frente a los miomas por su
reduccion de la actividad de las metaloproteinasas, de la angiogénesis y de la
proliferacion, por su potenciacion de los procesos de apoptosis y por su actividad
antifibrotica por la supresion del factor TGF-B3. Existe la hipotesis de que los miomas
podrian asociarse con determinados polimorfismos en enzimas del metabolismo de la
VDs. Por tanto, aunque mas investigacion es conveniente, se puede concluir que la
suplementacion con VD3 podria ser una opcion para el tratamiento de los miomas

uterinos.

Finalmente, se ha evaluado la influencia de la VD3 en el éxito reproductivo,

vinculandola a la implantacion y al mantenimiento del embarazo.

El papel de la VD3 como un modulador potencial de la respuesta inmune durante
el embarazo ya se postulé por primera vez hace mas de 50 afios, con referencia
especifica a la implantacion. Como existen ciertas evidencias de que su utilidad no
parece centrarse exclusivamente en funciones de mineralizacion fetal, el aumento de la
VD3 observado al inicio de la gestacion podria hipotéticamente ejercer una funcién
inmunomoduladora para la aceptacién del embarazo. En el trabajo de Ota (Ota et al.
2014), el 47,4% de un grupo de abortadoras de repeticion tenian hipovitaminosis D, y

en el de Rudick (Rudick et al. 2014), sobre receptoras de ovocitos, aquellas con niveles

58



Relevancia de la vitamina D3 en la reproduccion M2 Teresa Hato Castro
Master Biologia y Tecnologia de la Reproduccion Universidad de Oviedo

de VD3 insuficientes (< 30 ng/ml) tuvieron una tasa de nacidos vivos del 31% frente al
59% obtenido en las receptoras con niveles normales.

La implantacion embrionaria se veria beneficiada por la VD3 al mejorar la
respuesta inflamatoria tras disminuir los factores proinflamatorios. En los estudios
analizados se ha relacionado la VD3 con los macréfagos, a los que potencia su efecto
antibacteriano al tiempo que disminuye su respuesta inflamatoria. La VD3 induce un
fenotipo tolerogénico mas inmaduro de las DC e inhibe la accidn citotoxica de las uNK.
Favorece la expresion de células T para que expresen el perfil de citoquinas Th2 frente a
las Thl y aumenta la accion de las Treg, que disminuyen la respuesta inmune. En las
células B reduce la produccién de Ig, la diferenciacion de células plasmaéticas y de

células de memoria.

Todos estos efectos de la VD3 sobre el sistema inmunoldgico tienen como
consecuencia que se favorezca la tolerogénesis, lo que optimiza las condiciones para la
implantacion, y que disminuya la accion citotdxica e inflamatoria, minimizando los

riesgos de rechazo.

Nos encontramos en la actualidad ante un reto respecto a la utilidad de la VD3 que
necesita consolidarse, la respuesta a esta vitamina depende de la disponibilidad de su
sustrato 25-OH-D; y de los niveles de su forma activa 1,25-(OH),-D3, que son
especificos para cada tejido y que pueden estar comprometidos en condiciones de

insuficiencia de VDs.

El interés creciente por su estudio es prueba de las expectativas que esta

generando.
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Conclusiones

1.

El estudio de la VD3 y sus efectos es un tema actual con interés creciente.
Ademas de las funciones clasicas, esta vitamina presenta otras “no clasicas”
entre las que se incluye la reproduccion.

La VD3 se correlaciona positivamente con la calidad seminal aunque se
desconocen los efectos de su suplementacion.

En cuanto a la reserva ovarica la suplementacién con VD3 podria ser de utilidad
para mejorar la estimulacion ovarica en TRA y para impedir la insuficiencia
ovarica precoz.

En mujeres con SOP la VD3 mejora el proceso ovulatorio y disminuye los
niveles séricos anormalmente elevados de HAM, ademas de optimizar el éxito
reproductivo.

La suplementacion con VD3 o con analogos en la endometriosis mejora los
cuadros de dolor, la posibilidad de embarazo y la prevencion de la actividad
invasiva del tejido endometridsico.

Mayores niveles de VD3 parecen proteger frente a los miomas y podria ser una
opcidn para el tratamiento de éstos.

Los efectos de la VD3 en el sistema inmunoldgico favorecen la tolerogénesis,
optimizando las condiciones para la implantacién, y disminuyen la accién

citotoxica e inflamatoria, minimizando los riesgos de rechazo.

Conclusion final: la VD3 esta claramente relacionada con las caracteristicas

reproductivas y, aunque se requieren mas estudios para confirmar la rentabilidad del

analisis y suplementacion de VD3 para tratar estas patologias, hay evidencias suficientes

de su influencia, sustentando la hipotesis.
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