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RESUMEN
Introduccion: La endometriosis es una enfermedad frecuente en mujeres en
edad reproductiva con importantes consecuencias en la calidad de vida y en su
fertilidad. El diagnostico de endometriosis es mediante laparoscopia, sin embargo,
este es un procedimiento minimamente invasivo que requiere anestesia general y
habilidad quirargica con un alto costo. Recientemente, numerosos estudios han
demostrado la expresion de diversos miRNAs en diferentes patologias incluyendo
desdrdenes benignos o malignos del tracto reproductor femenino. Los miRNAs
son expresados en el endometrio eutdpico como ectopico. La deteccion de
mMiRNAs circulantes en el plasma y otros fluidos biolégicos nos da la posibilidad de
utilizarlos como bio-marcadores no invasivos para el diagnéstico de la
endometriosis, por lo que en el presente trabajo nos propusimos como objetivo
principal determinar y cuantificar la expresion de cuatro miRNA-21, -141, 200b, y -

210 en plasma de pacientes con diagnéstico de endometriosis.

Material y métodos: Pacientes que acudieron a la clinica de reproduccion
asistida por deseo de fertilidad. Cinco mililitros de sangre periférica fueron
obtenidos de pacientes con diagnostico previo de endometriosis la cual fue
confirmada por laparoscopia (n=11) y pacientes sin la enfermedad (n=10). A partir
de la muestra de plasma se obtuvo RNA mediante el reactivo de TRIzol. La
expresion de los miRNAs fue realizada mediante RT-PCR con iniciadores
especificos. Los amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 4% y la
banda de amplificacion fue determinada mediante la densidad Optica. Los

resultados se presentan como la media + desviacion estandar y el analisis
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estadistico se realiz6 mediante la prueba Mann-Whitney con una diferencia

significativa de p <0.05.

Resultados: La edad materna (p =0.268), el indice de masa corporal (p =0.392),
y la concentraciéon de la hormona del foliculo estimulante (FSH; p =0.275), y
luteinizante (LH; p =0.549) de las pacientes con endometriosis no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control. La
expresion de los mirRNA-21 (p =0.008), y -200b (p =0.032) mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de endometriosis con respecto al
grupo control, aumentado 1.3 y 1.18 veces respectivamente. EI miRNA-210
disminuyo 1.2-veces en las pacientes con endometriosis no mostro una diferencia
estadisticamente significativa (p =0.073). Las pacientes con diagnostico de
endometriosis y que se les sometid al procedimiento de fulguracién (n=5)
mostraron diferencias estadisticamente significativas disminuyendo la expresion
del miRNA-21 (p =0.002), -141 (p =0.03), y -210 (p =0.009) con respecto a las

pacientes a las que no se les realiz6 el procedimiento de fulguracion (n=6).

Conclusiones: En el presenté estudio hemos identificado la expresién de dos
mMiRNAs (21 y 200b) que distingue a pacientes con endometriosis y pacientes sin
esta enfermedad, lo que sugiere que los miIRNAs circulantes pueden servir como

prometedores biomarcadores para la deteccion temprana de la endometriosis.

Palabras clave: Endometriosis, miRNA.



ABSTRACT

Introduction: Endometriosis is a common disease in women of reproductive age
with a significant impact on quality of life and fertility. The diagnosis of
endometriosis is by laparoscopy; however, this is a minimally invasive procedure
that requires general anesthesia and surgical skill with a high cost. Recently,
numerous studies have demonstrated the expression of several miRNAs in
different diseases including benign or malignant disorders of the female
reproductive tract. MiRNAs are expressed in the eutopic and ectopic endometrium.
The detection of circulating miRNAs in plasma and other biological fluids gives us
the possibility to use them as noninvasive biomarkers for the diagnosis of

endometriosis.

Objective: ldentify and quantify the expression of four miRNA-21, -141, 200b, and

-210 in plasma of patients with the diagnosis of endometriosis.

Material and methods: Patients who attended the assisted reproduction clinic for
fertility desire. Five milliliters of peripheral blood were obtained from patients with a
previous diagnosis of endometriosis which was confirmed by laparoscopy (n = 11)
and patients without the disease (n = 10). From the plasma sample RNA was
obtained by TRIzol reagent. The expression of miRNAs was performed by RT-PCR
using specific primers. Amplicons were visualized on agarose gels and 4%

amplification band was determined by optical density. The results are presented as



mean * standard deviation and statistical analysis was performed using the Mann-

Whitney test with a significant difference of p <0.05.

Results: Maternal age (p = 0.268), the body mass index (p = 0.392), and the
concentration of the follicle stimulating hormone (FSH; p = 0.275), and luteinizing
hormone (LH; p = 0.549) of patients with endometriosis showed no statistically
significant differences from the control group. The expression of mirRNA-21 (p =
0.008), and -200b (p = 0.032) showed statistically significant differences between
endometriosis group compared to the control group, increased 1.3 and 1.18 times
respectively. The miRNA-210 decreased 1.2-fold in patients with endometriosis do
not show a statistically significant difference (p = 0.073). Patients diagnosed with
endometriosis and were subjected to fulguration procedure (n = 5) showed
statistically significant differences decreasing miRNA expression of miR-21 (p =
0.002), -141 (p = 0.03), and -210 (p = 0.009) with respect to patients which did not

undergo the procedure fulguration (n = 6).

Conclusions: In the presented study we identified the expression of two miRNAs
(-21 and -200b) distinguishes patients with endometriosis and patients without the
disease, suggesting that circulating miRNAs may serve as promising biomarkers

for early detection of endometriosis.

Keywords: Endometriosis, miRNA



INTRODUCCION

La endometriosis se define como la implantacién de tejido endometrial fuera de la
cavidad uterina (1,2), siendo una enfermedad frecuente en mujeres en edad
reproductiva con importantes consecuencias en la calidad de vida y en su fertilidad
(1,3). A pesar de la alta prevalencia de esta patologia, 6 al 10% de mujeres en
edad reproductiva, el diagnéstico de endometriosis es frecuentemente tardio
debido a la complejidad de la patogénesis y a la diversidad de los sintomas (3). La
incidencia de la endometriosis ha sido reportada de 2.37 a 2.49/ 1000 mujeres, y
su principal manifestacion clinica es el dolor pélvico, dismenorrea, dispareunia e

infertilidad. Dentro de las mujeres afectadas méas del 50% son infértiles (4).

La endometriosis incluye una amplia variedad de lesiones en diferentes
localizaciones y se pueden encontrar tres diferentes entidades; los implantes
peritoneales (que se encuentran sobre el peritoneo), los endometriomas, lesiones
quisticas situadas sobre ovario en las glandulas endometrioides y los nédulos
rectovaginales que son tejidos fibroticos y endometridsicos que crecen en el

espacio rectovaginal (1,5).

Los estudios de imagen como el ultrasonido y la resonancia nuclear magnética
ofrecen cierto beneficio en el diagnéstico de endometriomas del ovario, sin
embargo, muestran poca utilidad en las otras lesiones endometriales. La
visualizacion directa de la lesidon, asi como su confirmacion histolégica por medio

de procedimientos quirdrgicos, como la laparoscopia, son actualmente el estandar



de oro para el diagnéstico de endometriosis. Sin embargo, la laparoscopia es un
procedimiento minimamente invasivo, que requiere anestesia general y habilidad
quirdrgica con un alto costo. Aunada a esto se ha asociado con un riesgo potencial

de complicaciones intra o post operatorias (3).

Recientemente, numerosos estudios han demostrado la expresion de pequefios
RNAs no codificantes, denominados microRNAs (miRNAs) en diferentes
patologias, incluyendo cancer, alteraciones cardiovasculares y en desoérdenes
benignos o malignos del tracto reproductor femenino (3,4,5).

Los miRNAs son pequefios RNAs no codificantes (21-22 nucleotidos) que regulan
la expresion genética por modulacion post-transcripcional, y juegan un papel clave
en una amplia variedad de procesos biolégicos. La alteracion en sus niveles puede
reflejar cambios de procesos fisiolégicos normales, y ademéas estos cambios se
han visto relacionados con diferentes condiciones severas patolégicas, incluyendo
enfermedades ginecolégicas. Los microRNAs muestran tener una buena
estabilidad en diferentes fluidos corporales, tales como suero, plasma, orina y
saliva, esta se produce cuando los miRNA son liberados de las células hacia el

espacio extracelular dentro de vesiculas o unidos a proteinas (6).

La figura 1 muestra la biogénesis de los miRNAs funcionales dada por una serie
secuencial de ediciones reguladas iniciandose en el ndcleo (pri-miRNA) vy
finalizando en el citoplasma (miRNA maduro). Los miRNAs ejercen sus funciones

de regulacion en la misma célula que los genera y mediante exocitosis sobre



células vecinas o bien pueden ingresar a la circulacién sanguinea y modular en

otros sitios (figura 1).

Lawrie y colaboradores (2008) Fueron los primeros en demostrar la presencia de
micro RNAs en fluidos biolégicos, cuando reportaron los miRNAs asociados a
tumor -155, -210 y -21, detectados en el suero de pacientes con linfoma difuso de
células B (7). Desde entonces se ha demostrado que los microRNA circulantes
pueden ser usados como un marcador no invasivo para otras patologias,
incluyendo enfermedades autoinmunes, sepsis e infarto de miocardio (3). Los
mMiRNAs y sus células blanco RNA mensajero (MRNA) son expresados en el

endometrio eutdpico como ectopico.

Dentro de la evidencia; Wang y colaboradores (2012) encontraron que los miRNA-
122 y miRNA-199a estaban aumentados, y los miRNA-145, miRNA-141, miRNA-
542-3p y miRNA-9 estaban disminuidos en la circulacion de pacientes con
endometriosis. De estos, el mMiIRNA-145 se ha reportado aumentado en el tejido
endometriosico en dos estudios independientes (8,9), este patron de expresion
sugiere una relacion inversa entre la expresion del miRNA-145 en el tejido
enfermo y los niveles séricos (7).

Ohlsson y colaboradores (2009) estudiaron la expresion de diferentes miRNAs por
microarray en tejido endometrial ectopico y eutopico, encontrando 14 miRNAs
aumentados (-1, -29c, -99a, -99b, -100, -125a y b, -126, -143, -145, -150, -194, -
223 y -365) y 8 miRNAs disminuidos (-20a, -34c, -141, -142-3p, -196b, -200a, -
200b y -424). Hawkins y colaboradores (2011) estudiaron la expresién de varios

MiRNAs en pacientes con endometriosis, encontrando 10 miRNAs aumentados



(-29c, -100, -193a-3p, -193a-5p, -202, -485-3p, -509-3-5p, -574-3p, -708 y -720) y
12 miRNAs disminuidos (-10a, -34c-5p, -141, -200a, -200b, -200c, -203, -375, -
429, -504, -873 y -449b) comparados con pacientes control (4).

Suryawanshi y colaboradores (2013) encontraron una sobre-expresion en el
plasma/suero de pacientes con cancer de ovario del miRNA-21 y miRNA16 (8). Se
han reportado niveles elevados del miRNA-200a y miRNA-200b en pacientes con
cancer, incluido cancer de ovario (10) y cancer pancreético (11), asi mismo una
elevada expresion del miRNA-141 se encontr6 en plasma de pacientes con cancer
de colon avanzado (12). Finalmente Rekker y colaboradores (2015) encontraron
una menor expresion en suero de los miRNA-200a y miRNA-141 en pacientes con
endometriosis comparada con pacientes sin evidencia por laparoscopia de esta
enfermedad, demostraron que los miRNA-200a, miRNA-200b y miRNA-141 no se
expresan de manera diferente en el tejido endometrial de pacientes con y sin
endometriosis, por lo que al parecer el endometrio no es el tejido de origen de las

alteraciones en plasma de los miRNAs -200 (6).

La deteccion de miRNAs circulantes en el plasma y otros fluidos nos da la
posibilidad de utilizarlos como bio-marcadores no invasivos para el diagnéstico de
la endometriosis. El objetivo principal de nuestro estudio fue analizar la expresion
de los miRNA-21, 210, 200b y 141 en plasma de pacientes con 0 sin

endometriosis.



DISENO GENERAL DEL ESTUDIO.

La figura 2 muestra el procedimiento general para el andlisis de los micros RNAs:

ENDOMETRIOSIS

sangre

Determinacion Expresion miRNAs
LH/FSH

Las pacientes fueron valoradas y clasificadas como sanas (control) o con
endometriosis (casos) y en todos los casos se obtuvo 5 mL de sangre (clinica de
infertilidad del departamento de Biologia de la Reproduccion). La sangre fue
procesada para la obtencion del suero y la expresion de los miRNAs fue
analizados en el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. La

9



determinacion de la hormona luteinizante (LH) y la foliculo estimulante (FSH) fue
analizada en el laboratorio central. Todos los servicios pertenecen al Instituto

Nacional de Perinatologia.

MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas de los pacientes.

Se incluyeron pacientes de sexo femenino quienes acudieron a la clinica de
Infertilidad del Instituto Nacional de Perinatologia para realizar protocolo de
estudio por infertilidad primaria o secundaria. Se ingresaron pacientes con
diagnostico de endometriosis realizado por laparoscopia asi como pacientes sin
este diagndstico. Se excluyeron pacientes que presentaran cualquier proceso
inflamatorio, (incluyendo obesidad morbida) diagnosticado clinica o
bioguimicamente, cirugia previa reciente, cancer, enfermedad autoinmune o

presencia de alguna enfermedad crénico degenerativa.

En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado entregando una copia a
la paciente y anexando original al expediente. Para valorar el grado de
endometriosis se utilizé la clasificacion determinada por la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM, por sus siglas en inglés) como estadio |
(enfermedad minima), estadio Il (enfermedad leve), estadio Il (enfermedad
moderada) y estadio IV (enfermedad grave). La severidad de la enfermedad se

clasifico como minima-leve (I-1l) reportada en 6 pacientes y moderada-grave (lll-
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IV) reportada en 5 pacientes. En las pacientes con estadio Ill-IV se encontrd

endometriomas ovaricos.

Obtencion de las muestras

Cinco mililitros de sangre periférica fue obtenida por puncion de la vena cefélica y
se colecté en tubos que contengan K2-EDTA (BD Vacutainer) y fueron
centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos. Posteriormente 500 ul de suero fueron
mezclados con el mismo volumen del reactivo de TRIzol (invitrogen; Carlsbad, CA)
y se prosiguié a la obtencién del RNA con las recomendaciones de la casa

comercial.

Extraccion del RNA.

El suero y la mezcla con TRIzol fueron agitados vigorosamente en vortex por 15
segundos y se incubaron 15 minutos a 30°C. Posteriormente se les agregd
100uL de cloroformo y se agitaron nuevamente por 15 segundos y se incubaron
nuevamente por tres minutos a 30°C. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas 15 minutos a 4000 rpm a 2°C. Al termino se formaron tres fases:

acuosa (RNA), interface (DNA) y organica (proteinas y lipidos; figura 3).

Se recupero la fase acuosa (RNA) a la cual se le agreg6 2 ul de glucégeno y 500
pl de isopropanol. Las muestras se vuelven a agitar en las condiciones arriba
mencionadas y se incubaron por 1lhr a -20°C. Al terminar la incubacion las
muestras fueron centrifugadas a 4 000 rpm por 30 min y el sobrenadante fue
retirado, a la pastilla (RNA) se le dio dos veces el siguiente tratamiento: se le

adicion6 1 mL de etanol al 75% y se agitd vigorosamente por 15 seg.,

11



posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 4 000 rpm por 15 min.

Finalmente, las muestras fueron cubiertas y secadas toda la noche por inversion.

Al siguiente dia las muestras fueron hidratadas con 50 ul de agua milliQ y se
determind la concentracion de RNA para lo cual se tomaron 1 ul de la muestra y
se les adicioné 99 pl de agua milliQ. Las muestras fueron analizadas mediante

espectofotometria a 450 nm de longitud.

Reaccion de la Transcriptasa Reversa (RT)-PCR.

Para determinar el perfil de expresion de los cuatro miRNA se utilizé el método de
transcriptasa reversa (RT) la cual convierte la cadena de RNA en una de cadena

complementaria de DNA (CDNA).

Este procedimiento consistio en incubar el RNA a 65°C por 15 minutos y
rapidamente enfriado en hielo por 5 min. Posteriormente se tom6 1 pl de RNA y
en tubo de PCR se afadieron 20 pmol de iniciadores (tabla 1), 1 ul de la mezcla
de nucledtidos (DNTPs: adenina, guanina, citocina y uracilo;10 mM, Invitrogen), la
mezcla fue incubada sucesivamente en 65°C durante 5 min., y hielo por 1 minuto.
Las muestras fueron centrifugadas por un pulso (10 seg). Se prepar6 la mezcla
para cada muestra por separada 10 mM (4 pl; 5X First-stand buffer), 1 yl de 1,4-
ditiotreitol (DTT, Sigma-aldrich; St Louis MO), 40 U (0.5 pl; del inhibidor de
RNAsa) y 200U (1 ul; RT) la reaccion se realizé con un volumen final de 20 uL de
agua para PCR. Las muestras fueron Incubadas a 55°C durante una hora.
Finalmente, la reaccion fue inactivada por temperatura a 70°C durante 15 min., el

cDNA es almacenado a 4°C hasta su utilizacion para su amplificacion por PCR.

12



Después de que se ha obtenido la secuencia complementaria (cCDNA) a partir del
RNA de interés, proseguimos a su amplificacion mediante la PCR la cual se

describira en la siguiente seccion.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica ampliamente utilizada para la amplificaciéon del DNA en
miles de copias del segmento de interés. El proceso utiliza sistemas de
oligonucledtidos (DNTP’s) y la enzima catalitica termoestable (Termophilus
aquatica; Tag DNA polimerasa). La amplificacién se realiza mediante la mezcla
de reaccién la cual contiene el DNA blanco, Taq polimerasa, amortiguador, Mg*?
y nucleotidos (adenina, timina, citocina y guanina) e iniciadores para el segmento
especifico a amplificar del DNA. La figura 4 muestra las condiciones de cada
fase de los ciclos de amplificacion, los cuales constan de 1) desnaturalizacion, lo
gue permite la apertura de la cadena doble de DNA; 2) alineacién, los iniciadores
se unen a secuencias complementarias en el DNA; 3) activacion de la enzima

Taq polimerasa; y 4) extensién de la cadena complementaria.

En la primera fase de amplificacién el segmento de DNA de interés produce dos
copias y asi sucesivamente dando por resultado un aumento exponencial en el
namero de copias de las secuencias blanco (Flores-Herrera H., y cols. 2008).
Aproximadamente se ha estimado que después de 20 ciclos una sola copia de

DNA se amplifica mas de 2.000.000 de veces [Flores-Herrera 2008].
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Las condiciones de PCR fueron: En tubos separados de PCR se agregaron 2 pl
del cDNA de las diferentes condiciones de infeccion y se hizo la siguiente mezcla
de reaccion: 2.5 pl Buffer PCR 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4); 500 mM de KCl,
MgCl, (la cantidad depende del miRNA que voy a amplificar); 1.0 yl de mezcla de
dNTP (10 mM cada uno); 20 pmol (1.0 ul) de iniciadores de cada miRNA (tabla
2) para amplificar (sentido); 1.0 ul de primer para amplificar antisentido Stocks de
20 pmol; 0.4 yl de Taq polimerasa (2.5 pM) todo a un volumen de 25ul de agua
inyectable. Los tubos son introducidos al termociclador a diferentes condiciones

de ciclos dependiendo el miRNA, que se quiera amplificar (tabla 2).

Visualizacion del Producto de PCR en geles de agarosa

Las muestras de PCR fueron analizadas en geles de agarosa al 4.0 % con
solucion amortiguadora de Tris-Borato-EDTA 1x (TBE; BioRad) con 0.4 uL de
bromuro de etidio. Las condiciones de corrimiento fueron a 50 volts (V) por 40
minutos. Al término de la electroforesis los geles fueron analizados en luz
ultravioleta (UV; DNA bio-Imaging System, minibis pro), la imagen fue captada

para su analisis.
Determinacion de la Densidad Optica de los miRNA

La densidad éptica (DO) de cada banda fue obtenida mediante el programa de

ImageJ (NIH, USA). La DO fue expresada en unidades arbitrarias.
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Analisis estadistico

La edad materna, el indice de masa corporal, las concentraciones de la hormona
luteinizante y foliculo estimulante fueron analizadas mediante la prueba de
ANOVA. La diferencia de expresion de los miRNAs entre los grupos fue analizada
mediante la prueba de ANOVA seguida del analisis pos-hoc con la prueba de
Tukey (SigmaStat version 10.0, USA). Los resultados son presentados como la
media + desviacién estandar y se consideré una diferencia estadisticamente

significativa menor a 0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas de las pacientes

La tabla 3 muestra las caracteristicas demograficas de las pacientes con y sin
evidencias clinicas de endometriosis. La edad de las pacientes (p =0.268), indice
de masa corporal (p =0.392), y los valores de FSH (p =0.275) y LH (p =0.549)
tomadas en la fase folicular temprana no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de endometriosis con respecto al grupo control (tabla
3). En las pacientes con endometriosis encontramos dos grados de severidad
agrupados en tipo I-1l (54.5 %) y llI-IV (45.5 %). En cuanto a la intensidad del dolor
pélvico, valorado por la escala visual analégica (EVA) encontramos que la intensidad
del dolor aumento significativamente, 2.6-veces en las pacientes con
endometriosis con respecto al grupo control (p =0.045; tabla 3). En estos grupos
de estudio se encontraron padecimientos agregados como resistencia a la insulina
(p =0.32; tabla 3), hipotiroidismo subclinico (p <0.001) y sindrome de ovario

poliquistico (p <0.001).

Perfil de expresion de los miRNAs

Para determinar el cambio en la expresion de los cuatro miRNAs de las pacientes
sanas (control) y de las pacientes con endometriosis que ingresaron a la unidad de
biologia de la reproduccion, se realizé la expresion de los miRNAs mediante la
prueba de RT-PCR a punto final. La expresion del miRNA-21, y -200b aumenté
significativamente 1.3 (p =0.008; figura 5) y 1.18-veces (p =0.032; figura 7)

respectivamente en pacientes con endometriosis comparadas con el grupo control.
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El miRNA-141 aumento 1.02-veces en las pacientes con endometriosis, sin
embargo, no fue estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p
=0.149; figura 6). Finalmente, el miRNA-210 disminuy6 1.26-veces en las
pacientes con evidencias de endometriosis, sin embargo, no fue estadisticamente

significativa con respecto al grupo control (p =0.073; figura 8).

En las pacientes con diagndstico de endometriosis y a las cuales se les realizo el
procedimiento de fulguracion (n=5) observamos una disminucion significativa de
1.41, 1.10, y 1.10-veces en el miRNA-21 (p =0.002), -141 (p =0.03), y -210 (p
=0.009) respectivamente con respecto a las pacientes con endometriosis sin
fulguracion (n=6; tabla 4). En estas 6 pacientes no se realizd fulguracion de
acuerdo al criterio de cada cirujano, por encontrarse los focos endometriésicos en
sitios anatomicos de riesgo para el uso de energia, como vejiga, recto o vasos
sanguineos. Asi mismo en las pacientes con fulguracion observamos que el miR-
200b disminuy6 1.0-veces, sin embargo, no fue estadisticamente significativo con

respecto a las pacientes con endometriosis sin fulgurar (p =0.369; tabla 4).
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DISCUSION

La endometriosis afecta hasta el 10.0% de las mujeres en edad reproductiva y se
caracteriza por dolor pélvico e infertilidad (3,4,7,8). La cirugia laparoscépica
invasiva, sigue siendo el principal método de diagnéstico y tratamiento, sin
embargo, debido a los sintomas inespecificos de la enfermedad, numerosas
mujeres sin endometriosis pero con similar presentacibn son sometidas a esta
cirugia. Es por esto que un marcador serolégico preciso podria reducir el nUmero
de mujeres sometidas de forma innecesaria a este procedimiento y asi mismo
permitir la posibilidad de un diagndstico temprano y tratamiento oportuno de la

enfermedad.

Recientemente, los miRNAs estan siendo utilizados como marcadores no
invasivos para la determinacion de la endometriosis (Yang 2016; Nothnick 2015;

Mari-Alexandre 2015; Braza-Boil 2014).

En el presente estudio se evalud la presencia en la circulacién de 4 mi-RNAs
como potentes bio-marcadores comparando su expresion entre mujeres con
endometriosis y mujeres sin esta enfermedad. Los principales resultados fueron:
1) pacientes con endometriosis los miRNAs-21 (fig. 5) y -200b (fig. 7) aumentaron
Su expresion con respecto al grupo control y el miRNA-210 (fig. 8) disminuyo su
expresion, sin embargo, este Ultimo no fue significativamente estadistico; 2) la
fulguraciéon redujo significativamente la expresion en los miRNA-21, -141, y -210

con respecto a las pacientes con endometriosis sin fulguracion (tabla 4).
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De acuerdo con diferentes publicaciones, se han encontrado alteraciones en la
expresion de numerosos miRNAs; los miRNA-21 y la familia de los miRNA-200
son los que consistentemente se han encontrado elevados en pacientes con
cancer ovarico epitelial comparados con pacientes control, de estos el miRNA-21,

MIiRNA-203 y miRNA-205 son especificos del tipo histolégico endometrioide (13).

Los datos acumulados indican que los miRNAs estan involucrados en el desarrollo
de la endometriosis a través de la regulacion de la expresion génica especifica. La
familia de los miRNA-200 regula una red de factores de transcripcion implicados
en la transicién epitelial-mesenquimal (TEM), un proceso propuesto como un
evento crucial para el desarrollo de la endometriosis (14). Se ha visto una
correlacion entre los niveles de la familia miRNA-200 y la expresion de

reguladores claves en el proceso de la TEM como la vimentina y la E- cadherina.

Familia
miRNA-200

l

Vimentina
E- caderina

l

( Transicion epitelial-mesenquimal ’

l

[ Endometriosis ]

Figura 9. Rol de los miRNAs 200 en el desarrollo de endometriosis.



Filigheddu y colaboradores (15) determinaron la expresion diferencial de 50
mMiRNAs en biopsias de endometrio eutdpico y encontraron el incremento del
miRNA-21. Sin embargo, la expresion aumentada del miRNA 21 se ha visto
mayormente asociada con malignidades, dando una fuerte nocién en su funcion
como tumor supresor ya que la restauracion a sus valores normales ha mostrado
suprimir el crecimiento del cancer. El miRNA-21 se ha reportado como el
oncomiRs que consistentemente se encuentra elevado en la mayoria de los
tumores, sugiriendo la posibilidad que la elevada expresion de este miRNA en
pacientes con endometriosis asociada a céancer de ovario (8) puede reflejar la
activacion de una via oncogénica comun que contribuya a la patogénesis del

cancer de ovario, sin embargo, la fuente del miRNA-21 permanece desconocida.

Finalmente en este estudio también se observd que las pacientes con
endometriosis y a las cuales se les realizé fulguracion de focos endometriosicos,
la expresion de los miRNA-21, -141 y -210 disminuia significativamente (1.41,
1.10, y 1.10-veces, respectivamente) con respecto a las pacientes con
endometriosis sin fulguracion (tabla 4). Sin embargo, el exacto origen de estos
cambios en la circulacion no esta claro. Aunque alguna evidencia sugiere que los
mMiRNA pueden ser liberados de los tejidos hacia la circulacién; se han reportado
discrepancias en la expresion de los micro RNA en la sangre y el tejido (3,6),

indicando que el tejido enfermo no es la unica fuente de los miRNAs circulantes.
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CONCLUSION

Los micro RNA juegan un papel importante en la regulacion de varios eventos
como inflamacion, apoptosis, diferenciaciébn y respuesta inmune. La precisa
regulacion de la expresion de estos genes es fundamental para una funcion
endometrial normal; ademas los miRNAs en general, son méas estables en la
circulacién comparados con la mayoria de las proteinas, pudiendo ser utilizados

como un método diagndstico confiable y preciso.

En el presenté estudio hemos identificado la expresion de dos miRNAs (21 y 200b)
gue distingue a pacientes con endometriosis y pacientes sin esta enfermedad, lo
que sugiere que los mMiRNAs circulantes pueden servir como prometedores

biomarcadores para la deteccion temprana de la endometriosis.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Secuencia de los cuatro miRNAs para RT.

miRNA Secuencia
5a3
21 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACACAACT
141 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACCCATCT
200b GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
ATCA
210 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
AGCC

Retrotranscriptasa (RT)

Tabla 2. Secuencia de los cuatro miRNAs para la amplificacion por PCR.

MiRNA Secuencia Pb
5a3

21 CCGGCCGATCGAATAG 71

141 CGGCCGTAACACTGTCTG 75

200b CGGCCGTAATACTGCCTGG 74

210 CGGCCGCTGTGCGTGT 72

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
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Tabla 3 Caracteristicas clinicas de las pacientes estudiadas con y sin endometriosis.

VARIABLE ENDOMETRIOSIS CONTROL P
(n=11) (n=10)

Edad (afios) 30.1+4.8 32.31+4.2 0.268
IMC (Kg/m?) 26.5+3.4 253£2.6 0.392
Tabaquismo (%) 0 2 (20%) <0.001
Intensidad del dolor (EVA) 4.45+3.6 1.7+21 0.045
Grado endometriosis
(rASRM stage)
-1l (n; %) 6 (54.5 %) N.A
-V (n) 5 (45.5 %) N.A
FSH (mU/ml) 58+4.8 58+3.2 0.275
LH (mU/ml) 3.8+£34 2.7+1.2 0.549
Padecimientos agregados
Rl n(%) 3(27.2%) 2 (20.0 %) 0.32
HSC  n (%) 6 (54.5 %) 3(30.0 %) <0.001
SOP n (%) 0 4 (40.0 %) <0.001

indice de masa corporal (IMC); escala visual andloga (EVA), revisién sociedad americana de
medicina reproductiva (rASRM); hormona foliculo estimulante (FSH); hormona luteinizante (LH);
resistencia a la insulina (RI); hipotiroidismo subclinico (HSC); sindrome de ovario poliquistico (SOP).
Porcentajes se determind mediante la prueba estadistica de X7

Tabla 4. Pacientes con endometriosis con realizacion de fulguracion de focos

endometriosis y sin realizacidn de fulguracion a lesiones.

de

miRNA Fulguracion (n=5)  No fulguraciéon (n=6) P
-21 63.5+11.7 89.5+9.0 0.002
-141 174.6 £9.9 186.6 +5.2 0.03
-200b 97.4+6.5 101.0+6.0 0.369
-210 99.0+7.1 109.0+ 2.5 0.009
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FIGURA 1
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Figura 1 Biogénesis y maduracion de los miRNAs. El proceso se inicia en el nucleo al
activarse las secuencias genéticas del miRNA activado mediante la RNAsa polimerasa de
tipo Il (transcripacion) generando el transcrito primario (pri-miRNASs) el cual es procesado
por el complejo de Drosha y (RNAsa lll) y la proteina DGCR8 (DiGeorge syndrome critical
regiéon gene 8) y forman un complejo llamado microprocesador como se muestra. La
RNAsa lll (Drosha) a través de su dominio de unién a RNA de doble cadena (dsRBD)
reconoce al substrato del pri-miRNA, y mediante sus dominios de RNAsa Il (Rlllds a-b)
escinden las cadenas laterales del pri-miRNA para formar un pre-miRNA. Posteriormente,
la exportina 5 junto con el cofactor RAN transportan los pre-miRNA del nucleo al
citoplasma. En el citoplasma, la RNAasa de tipo Ill (Dicer) procesa al pre-miRNA
generando al miRNA duplex de aproximadamente 22 pares de bases. Posteriormente el
miRNA duplex es reconocido por secuencias del complejo de argonauta tipo 2 (AGO?2) los
cuales concluyen con las ediciones dando lugar al miRNA maduro el cual regulara
diversas sefiales en la misma célula o en células vecinas o incluso ser transportadas a
otros sitios mediante la circulacion sanguinea. Cuando Dicer ha generado a la molécula

de miRNA madura este permanece unido y posteriormente es liberado por una helicasa.
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FIGURA 3

fase acuosa: RNA
interface: DNA

Figura 3 Obtencion del RNAS total. Formacién de las tres fases por el reactivo de
TRIzol. El cloroformo permite la extraccién en tanto que el isopropancl presipita el RNA a
partir de la fase acuosa. Las fases que se forman dependen del grado de densidad. La
fase superior acuosa (cloroformo-RNA), interfase (fenol-DNA) y la fase inferior organica

{proteinas y lipidos).
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FIGURA 4
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Figura 4. Amplificacion del DNA por la PCR. ElI DNA de interés es desnaturalizado
(95°C) permitiendo la separacion de la doble cadena (1); la disminucion de la
temperatura, permite que el iniciador se alinee y se una a las regiones especificas del
DNA (2); un segundo incremento de la temperatura (72°C) activa a la polimerasa y
comienza la extension de la cadena de DNA, mediante la incorporacion de los
nucleétidos de adenina, citosina, timina, y guanina (3). El ciclo inicia nuevamente (4).
La amplificacién de DNA es exponencial con respecto a la concentracion inicial (Figura
tomada de Flores-Herrera H. y cols. 2009).
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FIGURA 5
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Figura 5 Expresiéon de PCR Del miRNA-21. Se muestra la expresion diferencial ente el
grupo de pacientes sanas (Control), y con desarrollo de endometriosis (A). La imagen es
representativa y se muestra el control negativo (carril 1), muestras de pacientes del grupo
control (carriles 2-9), y la expresiéon de las pacientes con desarrollo de endometriosis
(carriles 10-14), control positivo de carga (carril 15), y marcador de peso molecular (carril
16). La grafica muestra la densidad 6ptica (unidades relativas) de las bandas de expresion

(B). Se indica la diferencia estadisticamente significativa **p =0.008.
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FIGURA 6
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Figura 6 Expresion de PCR Del miRNA-141. Se muestra la expresion diferencial ente el
grupo de pacientes sanas (Control), y con desarrollo de endometriosis (A). La imagen es
representativa y se muestra el control negativo (carril 1), muestras de pacientes del grupo
control (carriles 2-9), y la expresion de las pacientes con desarrollo de endometriosis
(carriles 10-14), control positivo de carga (carril 15), y marcador de peso molecular (carril
16). La grafica muestra la densidad 6ptica (unidades relativas) de las bandas de expresion

(B). No se encontro diferencia estadisticamente entre ambos grupos p =0.149.
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FIGURA 7
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Figura 7 Expresién de PCR Del miRNA-200b. Se muestra la expresion diferencial ente
el grupo de pacientes sanas (Control), y con desarrollo de endometriosis (A). La imagen
es representativa y se muestra el control negativo (carril 1), muestras de pacientes del
grupo control (carriles 2-9), y la expresiébn de las pacientes con desarrollo de
endometriosis (carriles 10-14), control positivo de carga (carril 15), y marcador de peso
molecular (carril 16). La grafica muestra la densidad Optica (unidades relativas) de las
bandas de expresion (B). Se indica la diferencia estadisticamente significativa **p =0.032.
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FIGURA 8
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Figura 8 Expresion de PCR Del miRNA-210. Se muestra la expresion diferencial ente el
grupo de pacientes sanas (Control), y con desarrollo de endometriosis (A). La imagen es
representativa y se muestra el control negativo (carril 1), muestras de pacientes del grupo
control (carriles 2-9), y la expresion de las pacientes con desarrollo de endometriosis
(carriles 10-14), control positivo de carga (carril 15), y marcador de peso molecular (carril
16). La grafica muestra la densidad 6ptica (unidades relativas) de las bandas de expresion

(B). Se indica la diferencia estadisticamente significativa p =0.073.
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