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1. RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es el trastorno endocrinoldgico mas frecuente
en mujeres de edad reproductiva, su fenotipo se caracteriza principalmente por
hiperandrogenismo, anovulacion cronica y presencia de ovarios poliquisticos, ademas de
ser la causa mas frecuente de infertilidad anovulatoria. Se ha reportado que
aproximadamente el 70% de mujeres con SOP presentan hiperinsulinemia, la cual esta
asociada a un mayor riesgo de desarrollar diabetes, hipertension, dislipidemia y sindrome
metabdlico. El tratamiento con metformina es la principal estrategia para reducir los
efectos metabdlicos asociados al SOP. Se ha descrito que la intervencion metabdlica con
metformina incrementa el indice de embarazos y la proporcién de nacidos vivos en
mujeres infértiles con diagndstico de SOP, ademas de disminuir las complicaciones
asociadas a la fertilizacion in vitro. Sin embargo, se desconocen los mecanismos a través
de los cuales la intervencion metabolica con metformina favorece el embarazo en
pacientes con SOP. Se ha encontrado que la metformina induce cambios a nivel de
metilacion del DNA y de la via de sefializacion de la insulina en células de cancer de
endometrio. Por otro lado, se ha demostrado que existe una programacion epigenética
diferencial (a nivel de metilacion de DNA) entre mujeres sanas y mujeres con SOP en
tejidos especificos y relacionados con la enfermedad, tales como el tejido adiposo y en
ovario. Sin embargo, no se ha establecido si existe una programacion diferencial en el
endometrio de mujeres sanas y mujeres con SOP mediante marcadores epigenéticos,
asi como se desconoce si la intervencion metabdlica con metformina pudiera modificar
dicha programacion. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es determinar el efecto
de la intervencion metabolica con metformina sobre los niveles de metilacion del DNA en
genes relacionados con la sefalizacion de la insulina en el endometrio de mujeres con
SOP.

Se determinaron los niveles de metilacion en las regiones promotoras de los genes GAB1,
IRS-1y SLC2A4 a nivel de endometrio. El tratamiento durante tres meses con metformina
no generd cambios significativos en los niveles de metilacion de los genes de estudio, sin
embargo, dicho tratamiento favorecié los niveles de expresion relativos de los tres genes,
siendo comparables con respecto a mujeres sanas, ademas de generar efectos benéficos

a nivel clinico y bioquimico.




2. Introduccion

2.1 Sindrome de ovario poliquistico.

2.1.1 Definicion, diagnostico y caracteristicas clinicas.
El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un trastorno de caracter endocrinoldgico, que
se caracteriza por generar una deficiencia en la funcion ovéarica de mujeres en edad
reproductiva, siendo aceptado también como una patologia que abarca de la pubertad
hasta la posmenopausia. En México se estima con una prevalencia del 6% en mujeres
en edad reproductiva (Francisco & Gonz, 2013; Moran et al., 2010), y a nivel mundial se
estima de entre el 5 al 20% (Azziz et al., 2016), con un aproximado de entre el 72-95%

con riesgo de desarrollar infertilidad anovulatoria (Moran et al., 2010).

Considerando que el SOP es una entidad patolégica compleja, se han establecido
criterios para la evaluacion y diagnéstico del SOP. Los criterios principales son los del
National Institute of health (NIH), los adoptados por la Androgen Excess and PCOS
society (AES) y los mas aceptados criterios de Rotterdam (Tabla 1) (Wang & Mol, 2017).

Es importante mencionar que en la practica clinica es necesario excluir otras patologias
las cuales comparten signos y sintomas, y que a su vez pueden dar un diagndstico
erroneo de SOP (Tabla 1).




Tabla 1. Criterios para el diagnostico de SOP de acuerdo a las diferentes

clasificaciones publicadas (modificado de Merino et al., 2015).

DEFINICION

CRITERIOS

DIAGNOSTICOS

FENOTIPOS POSIBLES

CRITERIOS
EXCLUSION

HIPERANDROGENISMO
CLiNICO

HIPERANDROGENISMO
BIOQUIMICO

MORFOLOGIA DE
OVARIO
poLIQUisICO

Requiere la presencia

1) Hiperandrogenismo

Hiperplasia suprarrenal

Hirsutismo, alopecia, acné

1) Testosterona total

No incluida

NIH simultanea de: clinico y/o bioquimico | congénita, tumores 2) Testosterona libre
1) Hiperandrogenismo | mds trastorno | secretores de 3) Androstenediona
clinico y bioquimico menstrual andrégenos, sindrome 4) DHEAS
2)Trastorno menstrual de Cushing e
hiperprolactinemia
Requiere la presencia | 1) Hiperandrogenismo | Hiperplasia suprarrenal | Hirsutismo,acnéyalopecia | 1) fndice de andrégenos | Por lo menos un
de al menos dos de los | clinico y/o bioquimico | congénita, tumores | androgénica libres ovario que tenga:
siguientes criterios: mas anovulacién secretores de 2) Testosterona total 1) 12 o maés
1) Hiperandrogenismo | 2) Hiperandrogenismo | andrégenos, sindrome 3) DHEAS foliculos (2-9 mm
Rotterdam clinico y bioquimico clinico y/o bioquimico | de Cushing de didmetro) o

2) Anovulacién més anovulacibn mas 2) Volumen mayor
3) Morfologia de ovario | MOP de 10 mL
poliquistico (MOP) 3)Hiperandrogenismo

clinico y/o bioquimico

mas MOP

4) Anovulacién més

MOP
Requiere la presencia | 1)Hiperandrogenismo Hiperplasia suprarrenal | Hirsutismo 1) Indice de andrégenos | Por lo menos que
de hiperandrogenismo | clinico y/o bioquimico | congénita, neoplasias libres o testosterona libre un ovario que
clinico o bioquimico y | mas oligo-anovulacién secretoras de 2) Testosterona total tenga:

AES alguno de los siguientes | 2) Hiperandrogenismo | andrégenos, uso o 3) DHEAS 1) 12 o més

criterios: clinico y/o bioquimico | abuso de drogas 4) Androstenediona foliculos (2-9 mm
1) Oligo-anovulacién o mas oligo-anovulacién | androgénicas/ de didmetro) o

2) MOP

mas MOP
3) Hiperandrogenismo
clinico y/o bioquimico
més MOP

anabdlicas, sindrome de

resistencia insulinica
severa disfuncién
tiroidea, sindrome de
Cushing e

hiperprolactinemia

2) Volumen mayor
de 10 mL

Tal y como se presenta en la Tabla 1, existen fenotipos variables para SOP, teniendo en

comun al hiperandrogenismo, el cual puede ser evaluado de dos maneras:

Determinacién bioquimica (mediante andlisis sérico): en dicha evaluacion se

determinan las concentraciones hormonales involucradas en el ciclo ovulatorio, asi

como androgenos, principalmente, androstenediona, dehidroepiandrosterona

(DHEA) y testosterona (libre y/o total).

Hiperandrogenismo clinico: en esta determinacion se evalla la presencia y el

grado de hirsutismo (presencia de vello en zonas asociadas al género masculino)

mediante el uso de una escala visual (Fig. 1).
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Figura 1. Clasificacion del hirsutismo. Se muestran los grados de hirsutismo siendo
grado 1 (minimo) a grado 4 (virilizacidn). Para determinar si se trata realmente de
hirsutismo androgénico se realiza una suma de todas las areas: un indice mayor o igual
a ocho es un diagnéstico de hirsutismo (modificado de Valencia, 2006).

La presencia de hirsutismo es indicativo de niveles elevados de testosterona, generando
asi un fenotipo masculino. Es importante mencionar que no todas las mujeres con SOP
presentan hirsutismo, ni que el hirsutismo es indicativo de SOP, por lo que no es un signo
crucial para el diagnéstico; ademas de que se ha encontrado que la prevalencia de
hirsutismo en mujeres con SOP es del 60 % (Carmina et al., 2010). Por otra parte, al ser
un signo de tipo estético, muchas de las ocasiones este hallazgo es modificado por las

pacientes (depilacion)(Valencia, 2006).

Los criterios siguientes, morfologia del ovario y trastornos menstruales, evaltan la funcién
ovarica mediante el progreso del ciclo ovulatorio y la maduracion del mismo. Actualmente
existen diferentes fenotipos de SOP dependientes de los signos que se presenten dentro

de las clasificaciones aceptadas (Fig. 2).
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Hiperandrogenismo
* Hirsutismo

* Acne

= Alopecia

* Seborrea

SOP ovulatorio

SOP clasico

Oligo-ovulacion
= Disfuncion MOP
menstrual Fenotipo no- Sindrome de
= Subfertilidad hiperandrogénico hiperestimulacion
= Hiperplasia ovarica
endometrial

Figura 2. Fenotipos del SOP. Se observan los tres fenotipos principales del SOP de
acuerdo con las manifestaciones clinicas que se presentan. Otros autores consideran
necesario la presencia de un hallazgo en la funcionalidad ovarica para determinar otros
subfenotipos (modificado de Escobar-Morreale, 2018). MOP, morfologia de ovario
poliquistico; SOP, sindrome de ovarios poliquisticos.

Un aspecto importante de la disfuncidn ovarica observada en pacientes con SOP radica
en que dicha disfuncién incrementa la probabilidad de presentar patologias ginecoldgicas
(como infertilidad) y en casos mas complejos se considera un factor de riesgo para
desarrollar cancer endometrial, principalmente por alteracién del ciclo endometrial (Ding
et al., 2018; Indhavivadhana et al., 2018). Por otra parte, la disfuncion ovarica no es el
Unico signo de relevancia dentro del cuadro patolégico del SOP, es importante destacar
la presencia de una disfuncion metabdlica, esto atribuido principalmente por una
resistencia a la insulina que a su vez genera una hiperinsulinemia compensatoria; dada
esta condicion, el SOP es un factor de riesgo para diabetes mellitus Il (DM 11) y por

consecuente para padecer sindrome metabdlico (Escobar-Morreale, 2018).

De acuerdo al consenso de Rotterdam de 2003, cada punto a evaluar puede tener otra
posible causa independiente del SOP y dado que existen otras enfermedades que
comparten y/o coexisten con esta patologia, el diagndstico definitivo de SOP se debe
realizar al excluir otras enfermedades, por lo que es importante realizar los siguientes
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estudios para confirmar o descartar otra patologia (Aulinas et al, 2014; Merino et al., 2015)
(Tabla 2):

1. Estudio ultrasonografico para determinar la presencia o ausencia de quistes en los
ovarios.

2. Determinaciones séricas de marcadores asociados a la disfunciéon del eje
hipotalamo-hipdfisis para descartar otra patologia que afecte los niveles séricos
hormonales.

3. Prueba de resistencia a la insulina y curva de tolerancia a la glucosa para descartar
DM II.

4. Diagnostico diferencial de hiperplasia suprarrenal de aparicién tardia, el cual
excluye la presencia de sindrome de Cushing que puede alterar el eje hipotalamo-
hipdéfisis-suprarrenales generando hipercortisolismo.

5. Diagnostico diferencial de cancer de ovario para descartar que la disfuncién ovérica

se deba a esta patologia.

Una vez que se han descartado otras patologias durante el diagnéstico diferencial de la
enfermedad, se da paso a caracterizar el fenotipo del SOP. En particular, es de interés la
hipersecrecién androgénica por parte del ovario que se manifiesta clinicamente como
acné o hirsutismo, que a su vez junto con la disfuncién ovarica (ademas de la presencia
de quistes) que se manifiesta como trastornos anovulatorios, dan paso al diagnéstico
definitivo de SOP (Azziz et al., 2016).

Entre los niveles hormonales que se encuentran alterados en pacientes con SOP se
destacan aquellos que estan implicados directamente con la funcionalidad del ovario, tal
es el ejemplo de la hormona foliculoestimulante (FSH), hormona luteinizante (LH),
progesterona y testosterona. Esta Ultima hormona es de gran importancia ya que, al ser
una hormona sexual masculina sus concentraciones en la mujer deben ser bajas (entre
1- 19 pg/mL). El aumento de las concentraciones de testosterona en estas pacientes
denota un aumento en la actividad ovarica (el mecanismo asociado esta descrito con mas
detalle en el apartado 2.2.2), asi como también, una posible disminucién en la actividad

de aromatasa o bien una disminucién en la cantidad sérica de la globulina de unién a

12



hormonas sexuales (SHBG). Los niveles disminuidos de SHBG se reflejan en los

resultados del perfil

hormonal y es consistente con

los niveles elevados de

androstenediona, dehidroepiandrosterona (DHEA) y testosterona caracteristicos de las

mujeres con SOP. Tal y como se observa en la Tabla 2, los valores de referencia de

andrégenos en la mujer son bajos, sin embargo, como se ha mencionado anteriormente,

dichos valores son alterados por la actividad ovarica en pacientes con SOP (Baptiste et

al., 2010).

Tabla 2. Pruebas a realizar para el diagnostico confirmatorio de SOP.

Prueba o estudio

Valores de referencia*

Interpretacién

Perfil hormonal

Disfuncién del ovario

Morfologia del ovario

Dicha evaluacién no es una prueba clinica, sin embargo, este
parametro es determinado mediante la entrevista con la mujer,
siendo un valor de referencia de 12 a 13 ciclos menstruales por

ano.

Durante dicho estudio se realiza el ultrasonido intravaginal, la

DHEA: 130-980 ng/dL (4.5 — 34 nmol/L)
Hormona foliculo estimulante (FSH):
Fase folicular 3.0 — 20 mU/mL

Fase ovulatoria 9.0 — 26.0 mU/mL

Fase ltea 1.0 - 12.0 mU/mL

Hormona Leutinizante (LH):

Fase folicular 2.0 — 15 mU/mL

Fase ovulatoria 22.0 — 105.0 mU/mL
Fase latea 0.6 — 19.0 mU/mL

Relacién LH/FSH: mayora 2

Estradiol:

Fase folicular 20.0 — 145 pg/mL

Fase ovulatoria 112 — 443 pg/mL

Fase litea 20 — 241 pg/mL

Estrona:

Fase folicular 50 pg /mL

Fase litea 200 pg/mL

Globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG)
30-135 nmol/L

Insulina: 2 —20 U/mL

Progesterona:

Fase folicular 0.1 ng/mL

Prolactina: 1.9 — 25.0 ng/mL
Testosterona:

Total 20 — 80 ng/dL

Libre 1 - 19 pg/mL

Hormona estimulante de tiroides (TSH)
0.34 -4.25 pu/mL

cual no debe presentar formaciones anormales o quistes.
*Valores de referencia obtenidos de https://www.reproduccionasistida.org. Se muestran los niveles

hormonales a lo largo del ciclo menstrual.

En mujeres con SOP generalmente
todos estos valores se encuentran
alterados, principalmente se observa:
Un aumento gradual en LH y una
disminucion relativa de FSH, por lo que
la relacion LH/FSH aumenta en
proporcién mayor a dos.

Se presenta una disminucion de SHBG,
lo que genera un aumento en las
concentraciones séricas de hormonas
libres, principalmente de testosterona,
a lo que se le atribuye el
hiperandrogenismo (Azziz et al., 2016).

Un aumento  gradual en la
concentracién de insulina debido a la
resistencia a la insulina sistémica no
siempre es un hallazgo presente en
mujeres con SOP (de entre el 70-90 %).
(Azziz et al., 2016; Escobar-Morreale,
2018)

Se evalla la funcionalidad del ovario de
manera indirecta considerando la
“eliminacién” de un évulo que culmina
con el sangrado, al no haber sangrado
es indicativo de que el ovario no
presenta su ciclo correspondiente.

Este estudio junto con el anterior
determina la presencia de SOP.
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2.1.2 Endometrio, estructura y funcion.
El endometrio es la capa mucosa que recubre la cavidad uterina en mujeres no
embarazadas. Dicha mucosa presenta un grosor variable de 0.5 mm a 5 mm, el cual esta
en funcion de la fase del ciclo ovarico-endometrial. El endometrio sano se divide
principalmente en dos capas (funcional y basal) Fig. 3 (Barber et al., 2015; Ricardo et al.,
2004):

1. Capa basal: Compuesta principalmente por vasos sanguineos.

2. Capa funcional: Constituida principalmente por células epiteliales, células

glandulares y células estromales (tejido mesenquimal).
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Figura 3. Estructura del endometrio. En el esquema se observan las dos principales capas
del endometrio, siendo la parte basal aquella que permanece a través de todo el ciclo menstrual
y es la capa encargada de efectuar la angiogénesis (Modificado de Simén, 2009).

Como se observa (Fig.3), la capa funcional es la mas externa, la cual es fragmentada
(aproximadamente dos terceras partes de la capa) y eliminada durante el final de la fase
secretora para una posterior regeneracion por efecto estrogénico en la nueva fase
proliferativa (Ricardo et al., 2004). Durante el transcurso de la fase secretora temprana

disminuye la proliferacién de las células estromales por disminucion de los niveles de
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estrogenos y por aumento de progesterona, permitiendo la decidualizacion del
endometrio y favorecer la implantacion del embrién por su interaccion con células

deciduales.

2.1.3 Caracteristicas del endometrio y el ciclo ovarico-endometrial.
Se ha demostrado que existe un dinamismo entre el ovario y el endometrio (Ullah et al.,
2017). De manera general, el ovario secreta niveles fluctuantes de androgenos y
estrogenos, siendo los mas representativos, el estradiol y la progesterona, los cuales

inducen la proliferacion y la decidualizacion del endometrio, respectivamente (Fig. 4).
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Figura 4. Secrecién hormonal durante ciclo menstrual. El ciclo menstrual puede dividirse en
dos partes, siendo la primera a nivel de ovario y la segunda a nivel de endometrio. En la fase
folicular se lleva a cabo la maduracion y seleccion del foliculo dominante, asi como la proliferacion
del endometrio debido al incremento de estradiol. Posteriormente, en la fase lGtea los niveles
circulantes de progesterona aumentan por el cuerpo luteo, llevando al endometrio a un estadio
secretor (modificado de www.sexualidad.es).
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2.1.4 Ciclo endometrial.
Durante la primer fase del ciclo menstrual, que abarca de los dias 1 al 14, existe una
secrecion predominante de FSH por parte de la hipofisis, que favorece la formacion,
maduracion y seleccion del foliculo dominante en el ovario, el cual a su vez secreta
estrogenos y promueve el engrosamiento del endometrio (endometrio proliferativo)

(Vazquez et al., 2015). En esta etapa existen tres procesos importantes:

1. Fragmentacion y descamacion del endometrio: Al no existir fertilizacion del 6vulo
(y por tanto sefales para generar implantacion), la capa funcional del endometrio
comienza a fragmentarse para comenzar con su regeneracion en el nuevo ciclo
por efecto de estradiol.

2. Vascularizacion: Durante esta etapa se restaura la superficie de la capa funcional
y existe una revascularizacion de la misma.

3. Proliferacién: Las células epiteliales superficiales adquieren numerosas micro-
vellosidades que aumentan el area superficial epitelial, ademas de existir una

proliferacion de células mesenquimales estimuladas por efecto de estrogenos.

Posterior a los 14 dias comienza la fase lUtea en el ovario, con una ventana que abarca
de los dias 14 a 28. Durante esta fase se libera un 6vulo del foliculo por estimulo de la
LH, dando paso a la generacion del cuerpo luteo; este punto es importante ya que el
cuerpo lateo comienza a crecer generando progesterona, que inducira cambios
morfologicos y funcionales en el endometrio volviéndolo méas receptivo para la
implantacion (decidualizacion). Si durante esta etapa no existe fertilizacion del évulo, los
niveles circulantes de estrogenos y progesterona disminuyen, lo que a su vez genera la
regresion y degeneracion del cuerpo luteo. Finalmente, al no existir una inhibicion para la
secrecion de FSH por los estrogenos, dicha hormona inicia el nuevo ciclo menstrual
mediante el “reclutamiento” de nuevos foliculos (Ricardo et al., 2004; Vazquez et al.
2015).
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Los procesos anteriormente descritos se alteran en mujeres con SOP, principalmente se
ha caracterizado el fenotipo de SOP por un estancamiento en la fase proliferativa
hablando en términos de endometrio y un exceso en la produccion de foliculos ovaricos

atribuidos por una desregulacion en la relacion LH/FSH (Azziz et al., 2016)

2.1.5 Relacién endometrio-SOP.
Actualmente, se ha encontrado evidencia en la cual se demuestra que el ovario no es el
anico tejido que se afecta durante la patologia, a nivel morfolégico y funcional el
endometrio es modificado indirectamente por la disfuncién ovérica (Ricardo et al., 2004),
asi como también diversos autores han identificado los cambios moleculares en el
endometrio mediante la evaluacién de la expresion diferencial de diversas proteinas
involucradas en receptividad, proliferacion endometrial, metabolismo de glucosa y
resistencia a la insulina, entre otros (Barber et al, 2015; Rosas et al., 2016; Wallace et al.,
2011). Dado lo anterior, se ha centrado la atencién en evaluar los cambios que presenta

el endometrio de mujeres con SOP.

Durante cada ciclo menstrual existe una comunicacion endocrina entre el ovario y
endometrio, dando como resultado el dinamismo entre ambos tejidos (Fig. 5), por otra
parte, durante el SOP existe una alteracidon en el ciclo ovarico que se expande a una

alteracion a nivel de endometrio (Ricardo et al., 2004).
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Figura 5. Ciclo ovarico-endometrial. Representacion esquematica del proceso simultadneo de
maduracién y secrecion del 6vulo, aunado al ciclo endometrial y desarrollo de sus fases en un
ciclo menstrual normal (modificado de https://es.dreamstime.com ver Anexo A-10.2).

El desbalance de la regulacién hormonal en la patologia tiene efectos variables, tal es el
caso de resistencia a la insulina, el cual es un factor que predispone a otras patologias
como DM I, dislipidemias y sindrome metabdlico (Pulido et al., 2016). Una de las
caracteristicas del SOP es que existe una alteracion a nivel metabdlico que compromete
a diversos tejidos como higado, musculo esquelético y tejido adiposo (Baptiste et al.,
2010; Rosenfield et al., 2016), lo que sugiere que el endometrio también puede presentar
afectaciones debido a que es un tejido metabdlicamente activo.

2.2 Insulina.
La insulina es una hormona polipeptidica de 6 KDa codificada por el gen INS que se
localiza en la region 5 de la banda 15 del brazo corto del cromosoma 11 (11p15.5). Dicha
hormona se sintetiza y se secreta hacia la circulacion por las células 3 pancreaticas de
los islotes de Langerhans (Fig. 6); cumple las funciones principales de estimular la
entrada de glucosa a las células mediante el movimiento vesicular del acarreador de

glucosa SLC2A4 o también llamado GLUT4 (Garcia, 2016). Dado lo anterior, el consumo
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de glucosa dependera de las acciones de la insulina en aquellos tejidos que expresen

receptores de tipo GLUT4 (entre otros).
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Figura 6. Ubicacién de células beta. El islote de Langerhans se considera como la parte
funcional endocrina dentro del pancreas (entre otras regiones), ya que dentro del mismo
se hallan agrupadas tres tipos de células: células « cuya funcion principal es la secrecion
de glucagon, células g que secretan insulina y las células ¢ cuya secrecion es la
somatostatina (imagen obtenida de http://meetgenes.blogs.uv.es, ver anexo A-10.3).

Por otra parte, el endometrio al ser un tejido con alta actividad a lo largo del ciclo
menstrual, sus demandas energéticas son elevadas, por lo que ademas, se ha
demostrado que en dicho tejido se expresan receptores de la familia de los acarreadores
de soluto (SLC) (von et al., 2003), lo que evidencia que la insulina ejerce un papel

importante a nivel de endometrio.

2.2.1 Via de sefalizacién de insulina.
La via de la insulina al igual que cualquier via molecular de sefializacion es bastante
compleja, sin embargo, se pueden resaltar dos eventos importantes los cuales son

caracteristicos de una actividad adecuada de la via.
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Figura 7. Via de sefializacion de insulina. Esquema que muestra la cascada de sefializacion
molecular que se activa cuando la insulina es reconocida y unida a su receptor (IR). Durante esta
cascada ocurren tres procesos principales: el primero (cuadro morado) consiste en la movilizacion
de las vesiculas que contienen al receptor GLUT4 hacia la membrana extracelular. El segundo
(cuadro verde) consiste en la activacion de factores de transcripcion; para esta via destaca el
factor de transcripcion FOXO el cual induce la transcripcion de diversos genes que codifican para
proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa. El tercero (cuadro rojo) consiste en
promover la sintesis de proteinas involucradas en diferentes procesos celulares como
proliferacion, apoptosis, entre otros (modificado de Cell signaling
http://www.cellsignet.com/research.html, ver anexo A-10.4).

Como se presenta en la Fig.7 y centrando en contexto, existen dos mecanismos
primordiales de la accion de insulina, los cuales van de acuerdo a la cascada de

sefalizacion:
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1. Lavia dependiente de fosfoinositol-3-cinasa (IP3K): una vez que la insulina se une
en la subunidad alfa de su receptor (sitio de fijacién de la insulina), dicho receptor
se autofosforila en un residuo de tirosina (Garcia Sainz, 2016). Este evento genera
la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS), lo que promueve la
formacién del complejo fosfo-IRS-1-IP3K(p-IRS/IP3K) para generar inositol
trifosfato (IP3), el cual actia como segundo mensajero para activar a la fosfatasa
PDK1 que a su vez activa a la proteina-cinasa B (también conocida como AKT,
participa en la via mitdégenica) y a la proteina cinasa C (PKC, principalmente a la
isoforma lambda), que activa mediante fosforilacion al miembro de la familia de
dominios TBC14 (AS160) y finalmente permite la movilizacion de las vesiculas con
GLUT4 hacia la membrana extracelular (Miinea et al., 2005).

2. Mitogénica: esta via se activa simultaneamente por la generacion de IP3 que
activa a la proteina cinasa-treonina (AKT). Durante la activacion de esta via, la
fosforilacion de IRS-1 promueve el reclutamiento de proteinas acopladoras como
las proteinas, Proteina transformadoral (SHC) y la proteina de unién 1 asociada
a GRB2 (GAB1), las cuales favorecen la unién del complejo GRB2/SOS (Factor
recambiador de nucleétidos de guanina), para posteriormente activar a la
proteinas RAS y RAF1 (mediadores de sefiales intracelulares) para finalmente
activar a la proteina cinasa de doble especificidad (MEK), la cual activa a las

proteinas cinasas activadas por mitbgeno (MAPK) (Laviola et al., 2007).

Cabe mencionar que esta via de sefializacion se lleva a cabo en todas las células, siendo
de principal estudio las células de tejido adiposo y células de musculo esquelético, debido
a que en estados patoldgicos (principalmente por resistencia a la insulina) dichas células
han presentado cambios en la expresién a nivel de mensajero y de proteina de las
moléculas involucradas en la via (Zhang et al., 2014).

2.2.2 Resistencia a la insulina en mujeres con SOP.
La resistencia a la insulina es una de las principales complicaciones del SOP, la cual
conlleva a hiperinsulinemia compensatoria en la mayoria de las ocasiones.
Aproximadamente el 60% de mujeres que presentan SOP también manifiestan

hiperinsulinemia y/o resistencia a la insulina (Azziz et al.,, 2016). A pesar de que la
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resistencia a la insulina no es un signo para el diagnéstico de SOP, se ha propuesto una
asociacion directa entre la hiperinsulinemia y el hiperandrogenismo (Baptiste et al., 2010;
Barber et al., 2015).

A pesar de que aun no se han descrito los mecanismos moleculares por los cuales se
unen dichos eventos, se ha demostrado en modelos in vitro que existe una actividad
sinérgica entre los niveles de LH y la misma hiperinsulinemia (Fig. 8). Por otra parte, se
ha demostrado que la insulina dentro del ovario también promueve un arresto pre-folicular
(Barber et al., 2015).
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Figura 8. Relacién de hiperinsulinemia con hiperandrogenismo. La resistencia a la insulina
tiene dos implicaciones importantes en SOP: la primera a nivel metabdlico afectando el
metabolismo de glucosa que posteriormente compromete al metabolismo de colesterol, este
ultimo, siendo importante para la sintesis de hormonas. El segundo evento de relevancia es la
afectacion directa en la sintesis de hormonas y los niveles séricos de las mismas (modificado de
Baptiste, et al., 2010).

Se ha demostrado que los niveles hormonales de androgenos en la mujer dependen de
la actividad del ovario y de la glandula adrenal, los cuales contribuyen en un 60% y 40%,
respectivamente(Baptiste et al., 2010). En estados fisiol6gicos no patolégicos, la mayoria

de los andrdégenos son trasformados a estrégenos. Las secreciones hormonales de
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androgenos dependen en gran medida de la expresion del gen CYP17A1, el cual codifica
una enzima microsomal que determina el tipo de hormona a sintetizar ya sea
mineralocorticoide, glucocorticoide u hormona sexual (Bremer et al., 2008). Es importante
resaltar que los niveles elevados de insulina estimulan a la glandula adrenal y favorecen
la sintesis de andrégenos, que a su vez son sintetizados por las células de la theca del
ovario, las cuales también contienen a la enzima esteroide 17-alfa-hidroxilasa / 17,20
liasa (CYP17A1). Por otra parte, al existir la estimulacion de las células theca por la
elevacion de los niveles de LH y la estimulacién de la glandula adrenal por efecto de la
insulina, se favorece una hipersecrecion de andrégenos a nivel sistémico (Rosenfield et
al., 2016). Con la alteracién de dichos procesos y una probable disminucion de la
actividad de la aromatasa (CYP19A1), se da paso a complicaciones mayores atribuidas
por este desbalance entre la cantidad de andrégenos y estrégenos. Por otra parte, los
niveles elevados de andrégenos estimulan a las células beta pancreéticas, propiciando

un desbalance que carece de mecanismos auto-reguladores.

2.2.3 Alteraciones en la activacién de la via de la insulina en pacientes con SOP.
En diversos estudios se ha evaluado la importancia del estado de fosforilacién en los
residuos de tirosina (Tyr) tanto en el receptor de insulina (IR) como en IRS-1, dado que
estas proteinas son las iniciadoras de la via, de forma que esto puede indicar si la via de
la insulina est& activa o reprimida (Fig. 9). Los hallazgos realizados en mujeres con SOP
revelaron que existe una alteracion en la via dependiente de IP3K de la insulina en células
de musculo esquelético. Ademas se demostré que tanto IR como IRS-1 estan fosforiladas
en residuos de serina en la posicion Ser'® (sitio catalitico) y Ser®!?, respectivamente,

gue a su vez esta relacionado con la inactivacion de la via (Seow et al., 2007).
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Figura 9. Efectos por la fosforilacion de IR e IRS-1. Se ha caracterizado que la activacion de
la via de insulina inicia por la fosforilacién de los residuos de tirosina en IR e ISR1 (Bremer et al.,
2008).

Al existir esta deficiencia de la actividad de la via de la insulina, se generan
complicaciones asociadas al SOP como hiperinsulinemia (aproximadamente 60% de los
casos), por lo que la mayoria de las mujeres con SOP presentan ademas obesidad u
otros trastornos metabdlicos que involucran alteraciones en el metabolismo de colesterol
o acidos grasos (principalmente LDL), lo que conlleva a la activacion de proteinas
denominadas serin/treonin cinasas que favorecen la fosforilacion de residuos de serina.
Se ha propuesto que dichas serin/treonin cinasas son las encargadas de inhibir la via de
sefalizacion de insulina por inactivacion a nivel de la proteina AKT o bien el subsecuente
AS160 en mujeres obesas que presentan SOP (Baptiste et al., 2010). Por lo tanto, se
genera una deficiencia en las actividades de la insulina que a su vez puede agravar el
estado de resistencia a la insulina por modificaciones post-traduccionales principalmente

en el receptor de insulina e IRS-1.

Se ha demostrado experimentalmente que la resistencia a la insulina es afectada por
distintos procesos biologicos como defectos en la fosforilacion de proteinas involucradas
en la via (Bremer et al., 2008) o disminucién de la expresion de genes, tal es el caso de
la expresion de INSR que se encuentra disminuida en células theca de pacientes con

SOP (McAllister et al., 2015), dando paso a suponer que otra probable causa de una
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“deficiencia” en la via es la alteracién en los niveles de expresion de los genes
involucrados en dicha sefializacion. Por otra parte, en otro estudio se establecido que
existen cambios epigenéticos (metilacion) en el gen INSR en tejido adiposo de pacientes
con SOP (Jones et al., 2015), lo que sugiere una importante participacion de los
mecanismos epigenéticos. Sin embargo, en la actualidad son pocos los estudios que han
caracterizado de manera particular si existen cambios en la expresion de genes
involucrados en la via de sefalizacion de la insulina bajo condiciones controladas, y sobre

todo en tejidos especificos, tal es el caso del endometrio.

2.3 Tratamiento para SOP.
Debido a la heterogeneidad de los sintomas asociados con el SOP y las complicaciones
gue se pueden presentar, los tratamientos son diversos de acuerdo con las necesidades
de cada paciente (Tabla 3). Dado que la enfermedad afecta la salud reproductiva y
principalmente a mujeres jovenes, los esquemas de tratamiento se centran

primordialmente en restaurar la fertilidad (Valencia, 2006).

Tal y como se observa en la Tabla 3, los tratamientos se pueden agrupar principalmente
en tres lineas siendo selectivo para las caracteristicas que se presentan en cada paciente
(Azziz et al., 2016; Baptiste et al., 2010; Carmina et al., 2010; Valencia, 2006).

Tabla 3. Tratamientos para SOP.

Primera linea (farmacolégico). Segunda linea (farmacol6gico). = Tercera linea (o farmacolégico).
Blogueadores del receptor de Con impacto metabdlico: e Cambio en hébitos
androgenos: e Tiazolidinediona alimenticios y ejercicio.
e Espironolactona e Metformina Dicho tratamiento se usa
e Flutamida en combinacion
e Ciproterona primordialmente con los

de segunda linea para
mejorar la progresion de
la patologia.
Agentes estimulantes de la
ovulacién:
e Progesterona
e Acetato de clomifeno
e Oestrogeno
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De los farmacos con impacto metabdlico mas empleados para el tratamiento del cuadro
patologico de SOP, son aquellos que tienen actividades como sensibilizantes de la

insulina, tal es el caso de metformina (Valencia, 2006).

2.3.1 Metformina.
La metformina (Fig. 10) es un farmaco hipoglucemiante que se administra via oral y es
empleado para el tratamiento y prevencion de DMIIl. Dicho farmaco se caracteriza
principalmente por su actividad como “sensibilizante” de la insulina (Ortega Millan., 2015),
esto mediante la activacion de la proteina cinasa activada por adenosin monofostato
(AMPK).
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Figura 10. Estructura de metformina. Estructuralmente consta de dos grupos guanida
fusionados (biguanida) (modificado de Ortega Millan,. 2015).
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Actualmente, en estudios recientes se demostrd que el tratamiento con metformina tiene
gran impacto en diferentes patologias, por ejemplo, se ha establecido que posee
propiedades anti-tumorales en modelos in vitro y en estudios con pacientes (Afzal et al.,
2018; Arima et al., 2018; Richards et al., 2018). Sin embargo, se han propuesto otras
actividades de este farmaco como agente inductor de la ovulacién en pacientes con SOP
(ademés de que disminuye la hiperinsulinemia), aunque aun no se ha esclarecido el
mecanismo exacto por el cual se ejercen dichos efectos (Abu et al., 2015; Shao et al,
2014). Es importante mencionar que los efectos descritos en mujeres con SOP son
atribuidos a una terapia conjunta de metformina con dieta y/o ejercicio (Tabla 3).

2.3.2 Farmacocinética de la metformina.
La metformina es un farmaco del grupo Il dentro de la clasificacion biofarmacéutica (alta
solubilidad, baja permeabilidad) (Crison et al., 2012), sin embargo, a pesar de pertenecer

26



a este grupo, se ha demostrado que posee un volumen de distribucion favorable que
abarca de 63 a 276 L (Gardufio, 2009). La absorciéon de metformina se lleva a cabo en
intestino delgado, la cual es lenta siendo aproximadamente de 2.6 h y en un maximo de
6 h en dosis Unica; a pesar de que la metformina actua principalmente a nivel hepatico,
dicho farmaco no sufre biotransformacion, por lo que es eliminada en su forma activa,
teniendo un tiempo de vida media (considerando la administracion oral) de 4.0 a 7.8 h
en dosis de 0.5 g a 1.5 g (Gardufio, 2009)

2.3.3 Mecanismo de accién de la metformina.

La actividad principal de la metformina es a nivel hepéatico mediante la inhibicion de la
expresion de los genes que participan en el proceso de gluconeogénesis (Cao et al.,
2014), lo que favorece el consumo de glucosa presente en circulacion. Dicho mecanismo
de accién se debe a que la metformina induce la activacion de AMPK a través de la
fosforilacion en el residuo aThr 172 (Carvajal et al., 2013), lo que a su vez activa la via
de sefalizacién dependiente de AKT para promover la movilidad de vesiculas que
contienen al transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT4 (Lee et al., 2012)
e inhibiendo la expresién de moléculas lipogénicas (Zhou et al., 2001), entre otras
acciones. Sin embargo, se ha demostrado que la metformina también tiene efectos en
otros tejidos, principalmente en tejido adiposo y musculo esquelético (Arner et al., 2018;
Lee et al., 2012; Ortega, 2015).

2.3.3.1 Transporte celular de la metformina.
Como ya se mencion6 con anterioridad, la metformina actta sobre otros tejidos diferentes
al hepatico y dado que este farmaco no sufre modificaciones por metabolismo hepatico,
la forma activa entra en circulacion periférica (Gardufio, 2009). La metformina se
encuentra en forma ionica (cation) en pH fisiologico, por lo que es blanco de los
transportadores de cationes organicos (OCT), los cuales se ha demostrado se expresan
en higado, musculo esquelético, tejido adiposo y endometrio. Dichos transportadores son
de gran relevancia ya que permiten la introduccion de la metformina dentro de la célula
para que posteriormente se induzca la activacion de AMPK (Shu et al., 2007). Estos
transportadores pertenecen a la familia de acarreadores de solutos (SLC) que se

expresan de manera diferencial en diversos tejidos como el hepatico y el renal, que
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expresan mayoritariamente OCT1 (SLC22A1). En tejido adiposo predomina la expresion
de OCT3 (SLC22A3) (Arner et al., 2018), mientras que, en placenta y endometrio se ha
demostrado la expresion de OCT1-3, asi como también la expresion de los
transportadores encargados de la eliminacibn de metformina, como la proteina de

extursion de toxinas y multifarmacos (MATE) (Kovo et al. 2008; Shao et al., 2014).

2.3.4 Actividad de metformina en endometrio.
Tal y como se ha descrito con anterioridad, la metformina actia como sensibilizante de
la insulina por sus actividades anti-hiperglucemiantes, mediante la activacion de AMPK y
la modulacion de la via de insulina (Ortega Millan, 2015). Por otra parte, se ha demostrado
gue el endometrio es un tejido sensible que responde a insulina (Giudice, 2006), ademas
de que se ha establecido que el endometrio humano también expresa a GLUT4 (Maria
et al., 2010). Lo anterior se ha atribuido al elevado consumo de glucosa que requiere el
endometrio, sobre todo durante la especializacion de dicho tejido, esto por la secrecion
de glucogeno y dar paso a un endometrio receptivo (von Wolff et al.,, 2003).
Adicionalmente, se ha demostrado que la metformina actla de manera directa sobre el
endometrio, presentando actividades antitumorales en cancer de endometrio (Arima et
al., 2018; Shao et al, 2014), asi como modificando la expresion de moléculas

involucradas en el transporte de glucosa (Lee et al., 2012).

2.3.5 Actividad de metformina a nivel epigenético.

Recientemente, se ha demostrado en modelos in vitro que la metformina favorece la
metilacion del DNA mediante le induccion de la expresion del microRNA (let- 7), el cual
promueve la metilacion del DNA (Fig. 11). Dicha actividad, se lleva a cabo mediante la
interaccion directa de let-7 con el RNA largo no codificante H19 (IncRNA H19), inhibiendo
asi la actividad inhibitoria de H19 sobre la enzima S-adenosil homocisteinhidrolasa
(SAHH), la cual favorece la activacion indirecta de la metiltransferasa de DNA tipo tres
(DNMT3B) (Zhong et al., 2017).
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Figura 11. Mecanismo de induccion de la metilacién del DNA por efecto de metformina. La
metformina favorece la activacién del miRNA let-7 a través de AMPK, el cual, bloguea la actividad
de INcRNAH19, lo que favorece la actividad de la enzima SAHH, la cual regenera a S-adenosiil
metionina (AdoMet o SAM), el cual es el donador universal de grupos metilo y sustrato de DNMT,
favoreciendo finalmente la activacién de la DNMT3b. (Modificado de Zhong et al., 2017)

Con esta evidencia se sugiere que la metformina genera un cambio en los estados de

metilacion del genoma dependiente de la actividad de DNMT3b.

2.4 Epigenética.

2.4.1 Concepto y definicion de epigenética.
El estudio del conjunto de factores moleculares que implican una expresion diferencial
fuera del concepto de la genética clasica se le llama epigenética. En la actualidad la
epigenética se define como aquellos cambios heredables en la expresion genética que

son independientes de la secuencia del DNA (Delgado , 2011).
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2.4.2 Epigenética aspectos actuales.

A lo largo del estudio de la epigenética se han encontrado grandes hallazgos, siendo el
primero el papel de la epigenética en la regulacidon de la expresion genética (expresion
diferencial), teniendo una gran relevancia en multiples procesos como la impronta
genética, inactivacion del cromosoma X, el mantenimiento de la integridad del genoma
mediante el silenciamiento de elementos transponibles, entre otros, por lo que también
se considera un mecanismo de regulacion con gran importancia biolégica (Bourc’his et
al., 2006; Rodriguez et al., 2004).

2.4.3 Mecanismos epigenéticos de regulacién de la expresion génica.
Actualmente, se han descrito cuatro principales mecanismos epigenéticos que juegan el
papel de regulacion de la expresion génica, sin embargo, el mecanismo molecular por el
cual se efectian dichos cambios (o interaccién con otros procesos genéticos) no se
conoce por completo. El desarrollo embrionario es el principal blanco de estudio en esta
area debido a que durante esta etapa del desarrollo se lleva a cabo la reprogramacion
epigenética y por tanto se comienza con la expresion diferencial para dar paso a los
diferentes linajes celulares (Mahadevan et al., 2017; Wilkins et al., 2008), sin embargo, la
participacion de los mecanismos epigenéticos estd siendo ampliamente estudiada en

fendmenos fisioldgicos y patologicos.
Los cambios descritos en la epigenética son los siguientes:

1 Modificacién post-traduccional de histonas o cédigo de histonas. Estas
modificaciones ocurren en el amino terminal de las histonas, o en regiones
internas de las mismas. Las principales modificaciones son la acetilacion,
metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, sumoilacion y ADP-ribosilacion (Bourc’his
& Viegas-Péquignot, 2006; Delgado-Coello, 2011). Las modificaciones de
histonas mas estudiadas son la acetilacion y metilacion, las cuales ocurren
principalmente en residuos de lisina, arginina, entre otros. A lo largo de diversos
estudios se ha demostrado que estas modificaciones juegan un papel crucial en
la disposicion de la eucromatina o bien en la compactaciéon de la heterocromatina,

siendo asi, un marcador epigenético clave que brinda informacion sobre la
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actividad en determinadas regiones gendmicas. La histona H3 es una de las mas
estudiadas por la relacion tan estrecha que tiene con la activacion o inhibicion de
la transcripcion mediante la metilacion de sus residuos de lisina, principalmente
los residuos K4, K9, K27 y K36 los cuales pueden estar mono, di o tri metilados,
dando asi una configuracion predeterminada que brinda informacion sobre
regiones transcripcionalmente activas o en su defecto inactivas (Delgado-Coello,
2011).

Remodelacion de la cromatina. Este proceso va muy de la mano con la
modificacién de histonas, ya que depende de la interacciéon histona-complejo
remodelador, el cual es capaz de cambiar la disposicion del DNA en el
nucleosoma. Se ha descrito que algunos remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP como los complejos SWI/SNF (Switch/sucrose non
fermenting), que a su vez forman parte de los complejos superiores tipo complejo
represor polycomb (PcG) y trithorax (TrxG), los cuales generan no solo un cambio
en la disposicién espacial de la cromatina, sino también una regulacién positiva o
negativa de la expresion dependiente de distintos factores de transcripcion
(Bourc’his et al., 2006; Davalos-Salas et al., 2005; Delgado-Coello, 2011).

RNAs no codificantes. Este mecanismo de regulacion esta siendo ampliamente
estudiado principalmente por su papel en el desarrollo de cancer. Dichos RNAs
son unidades funcionales dentro del genoma que se transcriben, pero no se
traducen en proteinas. Dentro de este grupo se encuentra una gran variedad de
RNAs no codificantes como microRNA (miRNA), RNA de transferencia (tRNA),
IncRNA, entre otros (Law et al., 2018) . Estos RNAs no codificantes participan en
una gran variedad de funciones de importancia biolégica como lo es la regulacion
de la expresion geénica. El impacto de su actividad es notable en el desarrollo de
algunas patologias como cancer, en metabolismo, diferenciacién sexual y otros

procesos (Desmettre, 2018; Neve et al., 2018).
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4  Metilacibn del DNA. En eucariontes superiores este proceso se realiza
principalmente en citosina, la cual est4 unida por un enlace fosfodiéster con
guanina (denominado dinucleétido CpG). Dicha metilacion se lleva cabo en el
carbono 5 de la citosina, dando lugar a la base modificada 5-metilcitosina (5mc).
Estudios recientes han demostrado que la citosina no es la Unica base
nitrogenada que sufre modificaciones, ya que por ejemplo la adenina sufre una
metilacion en la posicidon 6 dentro de su estructura dando lugar a 6N-metiladenina
(Wu et al., 2016).

2.4.3.1 Metilacion del DNA.
Como se menciond anteriormente, la metilacion del DNA juega un papel importante en la
regulacion de la expresion genética, inactivacion del cromosoma X o inclusive en el
desarrollo de patologias como el cancer (Yin et al., 2017), por lo que, la regulacion de
dichas marcas es tan importante como la conservacion de la secuencia genémica. Se ha
estimado que aproximadamente entre el 10 y 20% del genoma corresponde
particularmente a DNA satélite, y al menos un 35% a elementos transponibles, siendo
ambos blancos particulares para la metilacion con el objetivo de mantener la integridad
del genoma y tener un control de la expresion génica. Otra region importante blanco de
metilacion es la heterocromatina centromérica, ya que parece ser crucial para mantener

la conformacion e integridad de los cromosomas (Rodriguez-Dorantes et al., 2014).

La metilacion del DNA se puede llevar a cabo en las islas CpG. Dichas islas son regiones
de aproximadamente 1000 pb con al menos 60% de contenido de dinucleétidos CpG
(Bourc’his et al., 2006). Se ha evaluado su abundante presencia en 72% de los
promotores del genoma humano (Saxonov et al., 2006). La hipermetilacién de dichas
regiones esta asociada a la represion génica, sin embargo, cabe resaltar que esta marca
epigenética interacciona con las otras marcas epigenéticas mediante interacciones
moleculares y reclutamiento enzimatico, lo que repercute en la regulacion de la expresion
geénica y otros eventos celulares que dependen de la estructura de la cromatina (Sweatt
et al., 2013)
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2.4.3.1.1 Mecanismo de metilacién del DNA.
La metilacion del DNA se lleva a cabo por enzimas que catalizan la trasferencia del grupo
metilo del sustrato universal S-adenosil metionina (AdoMet o SAM) al carbono 5 de la
citosina (Fig. 12). Las enzimas que catalizan esta reaccién reciben el nombre de
metiltransferasas de DNA (DNMT por sus siglas en inglés). Actualmente, existen dos tipos
principales de metiltransferasas, cuya importancia y nombre depende de su sustrato, por
lo que su clasificacion es de acuerdo al patrén de metilacion que establecen, siendo asi
la DNMT de novo (DNMT3) y la DNMT de mantenimiento (DNMT1) (A. R. J. Jeltsch,
2016). El proceso de metilacion del DNA es de gran relevancia durante el desarrollo
embrionario, ya que en éste es donde se establecen los patrones de metilacién que daran
lugar a la reprogramacion embrionaria. Durante dicha reprogramacion embrionaria los
genomas heredados, tanto paterno como materno, sufren un borrado de sus patrones de
metilacion (desmetilacién) para posteriormente adquirir un patron nuevo dependiendo del
linaje que daré lugar (Cerbdn, 2014; Sweatt et al., 2013). Se ha descrito que el genoma
materno es desmetilado por la via de desmetilacion pasiva, mientras que el genoma

paterno es desmetilado principalmente por la via activa (Jeltsch, 2016).
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Figura 12. Metilacion de citosinas. Se muestra la metilacién del nucleétido citosina en el
carbono cinco por actividad de la metiltransferasa de DNA, esto mediante la transferencia del
grupo metilo del sustrato S-adenosilmetionina (SAM).

2.4.3.1.2 Metilacion de novo.
Como ya se menciono anteriormente, los dos tipos de metilacién dependen del sustrato

y la enzima que patrticipa en la catalisis de dicha reaccion. La metilacién novo se lleva a
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cabo por la DNMT3a y DNMT3b (Chédin, 2011; A. R. J. Jeltsch, 2016), las cual tienen
diferentes regiones blancos de entre las cuales destacan:

e Heterocromatina centromérica y pericéntrica.
e Regiones repetidas.

e Cuerpos génicos.

2.4.3.1.3 Metilacion de mantenimiento.
Este tipo de metilacion se realiza una vez que se ha replicado el DNA. Este tipo de
metilacion ocurre en DNA hemimetilado (metilacién en solo una cadena) esto con el
objetivo de propagar los patrones de metilacion y de esta forma mantenerlos a lo largo
del desarrollo o division celular (A. R. J. Jeltsch, 2016). El mantenimiento de los patrones
gendmicos de metilacion es llevado a cabo primordialmente por la enzima DNA-
metiltransferasa 1 (DNMTL1), la cual reconoce especificamente a la cadena de ADN
hemimetilado; se ha descrito que DNMT1 tiene una preferencia aproximadamente de 10

a 40 veces més por sitios CpG hemimetilados (Bashtrykov et al., 2014).

2.4.3.1.4 Desmetilacion.

El proceso de desmetilacion es la reaccién inversa a la adicion del grupo metilo del
carbono cinco de citosina. En la actualidad se han descrito dos principales mecanismos
de desmetilacién que participan en la reprogramacion embrionaria, siendo asi, la via
activa o dependiente de enzimas (Fig. 13) y la via pasiva (Hackett et al., 2013; Kohli &
Zhang, 2013). La via pasiva, también conocida como desmetilacion por efecto de dilucion,
es una pérdida de la actividad de la metilacion de mantenimiento dependiente de
replicacion (Dean, 2016; He et al., 2017).
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Como se presenta en la figura 13, la 5mC es sustrato de las enzimas TET, las cuales
llevan a cabo la oxidacion del grupo metilo generando asi la base modificada 5-
hidroximetilcitosina (5hmC), la cual sufre una segunda oxidacion y es transformada a dos
subproductos: 5-formilcitosina (5fc) y 5-carboxicitosina (5caC). Dichos subproductos son
reconocidos y removidos por la accion de la enzima Timina DNA glicosilasa (TDG) dando
lugar a un sitio apurinico (AP), lo que conlleva la activacion del sistema de reparacion del
DNA por escision de base (BER) dependiente de DNA glicosilasa permitiendo la insercion

de la base citosina no metilada (Kohli et al., 2013; Rasmussen et al., 2016).
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Figura 13. Proceso de desmetilacion activa. Este mecanismo consiste en la oxidacion de la
base modificada 5mC a través de la actividad de la enzima Teen-eleven translocation
methylcytosine dioxygenase (TET), para su posterior remocion por el sistema de reparacion del
DNA por escision de base (modificado de Kohli & Zhang, 2013).
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3. Antecedentes
Actualmente el SOP se considera una patologia con etiologia desconocida pero con un
grado de susceptibilidad por factores genéticos, epigenéticos y estilo de vida (como la
dieta). Recientemente se ha demostrado que otro gran factor predisponente es la
exposicion in Gtero a las hormonas maternas, siendo que, si una mujer embarazada
presenta niveles elevados de la hormona anti mulleriana (AMH), se lleva a cabo una
programacion fetal que predispone a la descendencia (mujeres) de presentar SOP por
una elevacién de LH y posteriormente una estimulacion ovarica anormal (Tata et al.,
2018). Esto es de gran relevancia considerando que la descendencia femenina que
presente SOP a su vez tendra niveles elevados de AMH durante el embarazo, lo que
programara a la siguiente generacion con la enfermedad, dando lugar a la herencia

transgeneracional de la patologia.

Al ser el SOP una patologia con un gran impacto en el metabolismo, se han evaluado
diferentes aspectos como metabolismo de glucosa y resistencia a la insulina en tejidos
como el adiposo y musculo esquelético, ademas, se han demostrado afectaciones a
niveles proteicos mediante analisis del proteoma (Amjadi et al., 2018) y haciendo algunas
correlaciones con los niveles de RNA mensajero (mMRNA). En algunos estudios se ha
profundizado el mecanismo que esta asociado con los cambios de expresion de diversos
genes en mujeres con SOP que presentan obesidad y resistencia a la insulina mediante
el andlisis de metilacion de genes relacionados con inflamacion, adhesion celular, entre
otras procesos, principalmente en tejido adiposo, musculo esquelético y ovario (Kokosar
et al., 2018; Nilsson et al., 2018; Pan et al., 2018; Sagvekar et al., 2017). Sin embargo,
de manera particular no se han evaluado si existen cambios en los estados de metilacion
en genes especificos de la via de la insulina, generados por el SOP, o el establecimiento
de los estados de metilacion basal a nivel de endometrio, el cual como ya se menciono
anteriormente, juega un papel importante en el ciclo menstrual y la determinacion de la
fertilidad.

Existen estudios en los que se han evaluado a nivel de endometrio los cambios de
expresion de mMRNA de genes relacionados con la via de la insulina en el endometrio de

mujeres con SOP (Giudice, 2006), lo que demuestra la importancia de evaluar la
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expresion de dichos genes en enfermedades reproductivas como el SOP, tal como, GAB1
(Roemer et al., 2014), el cual codifica una proteina acopladora relacionada con la
activacion del sustrato del receptor de insulina tipo | (IRS-1) (Fig. 7), y cuya expresion se
ha observado disminuida en pacientes con SOP. También se ha observado una
disminucién de la expresion de los genes IRS-1, AS160 y SLC2A4 en el endometrio de
mujeres con SOP (Oréstica et al., 2016). Adicional a lo anterior solo existe un estudio de
cohorte en el que se evalla el efecto del tratamiento con metformina sobre la expresion
de SLC2A4 en el endometrio de mujeres obesas con SOP (Zhai et al., 2012). Esta
evidencia demuestra que el SOP tiene una afectacion de la via de la insulina en tejidos
que responden ante dicha hormona y que se puede observar a nivel de expresion génica,
sin embargo, hasta el momento no se han establecido los mecanismos a través de los
cudles se altera la expresion de dichos genes y si la terapia podria reestablecer los

niveles normales de expresion génica.

De acuerdo a los antecedentes que demuestran la disminucion de la expresion de genes
relacionados con la via de la insulina en el endometrio humano, el cual es un tejido
metabdlicamente activo y que responde a insulina, se plantea uno de los objetivos
principales del presente trabajo, que consiste en determinar si existe un cambio en la
marca epigenética de metilacién del DNA en las regiones promotoras de los genes GAB1,
IRS-1y SLC2A4 en el endometrio de mujeres con SOP y establecer si existe una relacion

con los niveles de expresion antes y después del tratamiento con metformina.
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4. Justificacion

El SOP es el trastorno endocrinoldgico mas frecuente en mujeres de edad reproductiva,
su fenotipo se caracteriza principalmente por hiperandrogenismo, anovulacion crénica y
presencia de ovarios poliquisticos, ademas de ser la causa mas frecuente de infertilidad
anovulatoria (Azziz et al., 2016). En México, se estima que el SOP tiene una prevalencia
del 6% en mujeres con dichas condiciones (Francisco & Gonz, 2013; Moran et al., 2010),
por otra parte, se ha demostrado que la prevalencia a nivel mundial es de entre el 5 al
20%.

Pese a que existen diferentes tratamientos enfocados primordialmente a restaurar la
funcionalidad reproductiva mediante la mejora del ciclo ovarico, actualmente no existe un
tratamiento especifico para la enfermedad, esto debido a la heterogeneidad que presenta
la misma. Aunque anteriormente se habia considerado que el SOP era una patologia
multifactorial de novo, en la actualidad se esta estudiando el factor hereditario para la
predisposicién de SOP (Tata et al., 2018). Son pocos los estudios realizados acerca de
SOP cuya evaluacion se centre en el factor genético o epigenético, por lo que, surge la
necesidad de caracterizar los cambios moleculares que se generan durante la patologia
del SOP.

Debido a que dicha patologia tiene alta predisposicion a otras comorbilidades por su
estrecha relacion con afectaciones metabdlicas es necesario determinar a nivel
molecular, siendo mas especificos a nivel epigenético, los cambios tejido-especifico
(endometrio) que se estan llevando a cabo y que a su vez estan asociados con el cuadro
patolégico de la enfermedad. El tejido de estudio es de gran relevancia ya que como se
menciond con anterioridad, cumple un papel importante a lo largo de todo el ciclo
menstrual y tiene una funcion crucial para la implantacion del embrion. Por otra parte, la
metformina ha demostrado tener una actividad a nivel epigenético (modulando la
metilacion del DNA) en modelos in vitro de células de cancer endometrial (Zhong et al.,
2017), lo cual sugiere que el tratamiento con metformina puede generar cambios

epigenéticos en el endometrio de mujeres con SOP.
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5. Preguntas de investigacién

¢, Cuadles son los niveles de metilacion basales del DNA de los genes relacionados
con la via de la insulina en el endometrio de mujeres sanas y mujeres con SOP?
¢ El tratamiento con metformina en las mujeres con SOP inducira un cambio en

dichos niveles de metilacién?

6. Hipotesis

Se presentaran cambios en los niveles de metilacion del DNA de los genes GAB1, IRS-1

y SLC2A4 en el endometrio de mujeres con SOP con respecto a mujeres sanas

(controles). Los niveles de metilacién de las pacientes con SOP posterior al tratamiento

con metformina seran similares a los obtenidos a partir de controles.

7. Objetivos
7.1 Objetivo general.

Determinar el efecto del tratamiento con metformina sobre la metilacién del DNA en

genes relacionados con la via de sefalizacion de la insulina en el endometrio de

mujeres con SOP.

7.2 Objetivos particulares:

Comparar los niveles de metilacion del DNA en las regiones promotoras e
intragénicas de los genes GAB1, IRS-1 y SLC2A4 en el endometrio de mujeres
con SOP con respecto a mujeres sanas (controles).

Confrontar los niveles de metilacién en las regiones de estudio de los genes
seleccionados en mujeres con SOP antes del tratamiento y después del
tratamiento con metformina.

Confrontar los niveles de expresion a nivel de mRNA de los genes seleccionados
en mujeres con SOP antes y después del tratamiento, y comparar con respecto a
controles.

Correlacionar los cambios de metilacion de las regiones de estudio con la

expresion a nivel de mRNA de los genes seleccionados.
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8. Metodologia

8.1 Seleccidn de pacientes.
Se realizé un estudio de casos y controles en 23 mujeres mexicanas. Todas las pacientes
fueron reclutadas dentro del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), de acuerdo al
protocolo de investigacion “Efecto de la intervencién metabdlica con metformina sobre la
programacion epigenética del endometrio de mujeres con sindrome de ovario
poliquistico” con numero de registro 3000-2029-04-16, el cual fue aprobado y autorizado
por los Comités de Investigacion, de Etica en la Investigacion y de Bioseguridad del
INPer. Al finalizar el estudio, se obtuvieron tres grupos que consisten en un grupo control,
grupo caso antes del tratamiento, y grupo caso después del tratamiento con metformina.
Es importante mencionar que los grupos caso antes y después del tratamiento

consistieron en individuos pareados.

Se determind como pacientes caso a aquellas mujeres que cumplieron dos o tres
caracteristicas de los criterios de Rotterdam (anovulacién-oligoovulacion,
hiperandrogenismo y presencia de ovarios poliquisticos) y que cumplieron con las
caracteristicas presentadas en la Tabla 4. La descripcion del procedimiento se encuentra

en la carta de consentimiento informado (ver anexo C).
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Tabla 4. Criterios de inclusién y exclusion para pacientes del grupo caso.

Criterio Caracteristicas

Inclusion e Mujeres con edad de 18 a 45 afios.

¢ IMC: 25 a 39.9.

e Mujeres con diagnoéstico de infertilidad
asociado a SOP.

¢ Mujeres sin tratamientos hormonales o de
antagonistas de GnRH al menos a tres
meses previos a la toma de muestra.

¢ Sin habitos de tabaquismo y/o alcoholismo.

e Mujeres que acepten participar en el
proyecto y firmen la carta de consentimiento
informado (Anexo C).

Exclusion e Mujeres con cancer o que se encuentren en
tratamiento (quimioterapia o radioterapia).

e Mujeres con enfermedades cardiacas,
renales o problemas de hipertension.

e Mujeres con asma y /o enfermedades
autoinmunes.

e Pacientes con trastornos neurologicos.

Se establecié como pacientes del grupo control, a aquellas mujeres que cumplian los

criterios de la Tabla 5.

Tabla 5. Criterios de inclusion y exclusion para pacientes del grupo control.

Criterio Caracteristicas |
Inclusién e Mujeres con edad de 18 a 45 afios.
e IMC:25 a 39.9.

¢ Sin diagnéstico de SOP (con ciclos
menstruales regulares).

e Mujeres que acudan a oclusion tubaria
bilateral como método anticonceptivo o0 a
colocacion de dispositivo intrauterino (DIU).

¢ Sin habitos de tabaquismo y/o alcoholismo.

o Mujeres que acepten participar y firmen hoja
de consentimiento informado (Anexo C).

Exclusion e Mujeres con diagnéstico de SOP.

e Mujeres con tratamientos hormonales o de
agonistas de GnRH, al menos tres meses
antes de la toma de muestra.

e Mujeres con enfermedades cardiacas,
renales o problemas de hipertension.

e Mujeres con asma y /o enfermedades
autoinmunes.

e Pacientes con trastornos neuroldgicos.
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Para el grupo de pacientes caso se recluto a un total de 36 pacientes, de las cuales solo
15 cumplieron los criterios de inclusion y no los de exclusion; al término del proyecto 6
pacientes mantuvieron la adherencia al tratamiento y cumplieron los requisitos
solicitados. En el grupo control, se reclutaron 12 pacientes, sin embargo, solo ocho

pacientes aceptaron participar en el proyecto.

8.2 Toma de muestras.
Al finalizar el reclutamiento de las pacientes, se procedio a la entrega del consentimiento
informado, asi como una breve explicacion de la metodologia del proyecto. Para las
pacientes del grupo control, se les citd dentro del INPer en los dias tres a cinco
correspondientes a su ciclo menstrual; se les realiz6 la toma de muestra sanguinea en
un tubo colector vacutainer (con gel separador), para la obtencion de suero. Las muestras
séricas se emplearon para la determinacién del perfil hormonal en el que se evaluaron
los niveles de androstenediona, DHEA, estradiol, FSH, insulina, LH, prolactina,
progesterona y testosterona, asi mismo como la determinacién de SHBG mediante los
kits de la marca Siemens, empleando el equipo Immulite 2000. El suero de las
participantes también se utilizé para la determinacién de glucosa mediante el uso del kit
Fuji dri-chem slide glu-Plll de Fuijiflm empleando el equipo Fuji dri-chem analyzer.
Posteriormente, con el apoyo de médicos especialistas en gineco-ostetricia, se procedié
a la toma de biopsia de endometrio (en el fundus uterino), mediante una canula de Pipelle
entre los dias ocho a diez del ciclo menstrual. Finalmente, dicha biopsia se coloc6 en
solucién estabilizadora RNA later ® de Qiagen (para evitar la activacion de nucleasas,

principalmente RNAasas) y almacenada a -20°C.

Para las pacientes del grupo caso se realizd un procedimiento similar, sin embargo, por
la caracteristica clinica del SOP (mujeres anovulatorias), en las pacientes de este grupo
se les indujo la ovulacion mediante la administracion de medroxiprogesterona (Provera)
a una dosis de 10 mg cada 24 h por 10 dias. Posteriormente se realizaron la toma de

muestras correspondientes y entrega del tratamiento (metformina). Al finalizar el
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tratamiento se realiz6 una segunda cita para obtener nuevamente las muestras de sangre

y endometrio.

8.3 Tratamiento con metformina.
Las pacientes del grupo caso recibieron tres cajas de metformina de liberacién
prolongada (Dabex XR ® Merck) en presentacién de 750 mg para cubrir tres meses de
tratamiento a una dosis diaria de 1.5 g. Adicional a lo anterior, se les brind6 dos citas con
la unidad de nutricion del INPer para otorgarles una dieta (restriccion de carbohidratos al
40%) y seguimiento nutricional personalizado, con el objetivo de tener un control del peso
de las pacientes participantes.

8.4 Procesamiento de las muestras.
Las muestras de endometrio se lavaron en un amortiguador salino de fosfatos (PBS) para
retirar los remanentes sanguineos que pudieran quedar junto con la muestra. Se tomé la
cantidad de tejido equivalente a 25 mg para posteriormente homogenizar el tejido con la
ayuda de una jeringa de 5 mL y punta calibre 21 en solucién de lisis (AllPrep DNA/RNA
Mini kit de Qiagen). Posteriormente, dichas muestras fueron centrifugadas para
sedimentar los fragmentos de mayor tamafio y separarlos del homogenizado, se tomo el
sobrenadante y se transfirié a una columna de separacion de DNA para después transferir
a una columna RNAeasy Yy realizar las extracciones correspondientes mediante el Kit

AllPrep DNA/RNA Mini kit de Qiagen, siguiendo las especificaciones del fabricante.

El DNA y RNA extraido fue cuantificado en NanoDrop2000. Se verificé la integridad de
ambos acidos nucleicos por electroforesis en gel de agarosa al 1.0% vy, para el caso del
RNA, se realiz6 un analisis de integridad mediante el equipo bioanalizador de Agillent
(2100 expert). Finalmente, las muestras de DNA y RNA se almacenaron a -20°C y -70°C
respectivamente, para posteriormente ser empleados en el andlisis de

inmunoprecipitacion de DNA metilado (MeDIP) y andlisis de expresion.

8.5 Seleccién de genes y disefio de oligos.
Se realiz6 una busqueda dirigida en bases de datos y articulos cientificos con el objetivo
de encontrar genes cuya evidencia demostrara que tienen alguna alteracion (ya sea a

nivel de mRNA o proteinas) en la patologia del SOP y a su vez estar relacionados con la
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via de sefalizacion de la insulina. Posteriormente, se aplic6 como filtro que dichos
hallazgos en los genes candidatos estuvieran evaluados a nivel de endometrio. Una vez
seleccionado el criterio, se busco la evidencia de la alteracion de dichos genes a nivel de
expresion de mRNA y/o cambios en la metilacion de dichos genes. Con base en la

informacion obtenida se seleccionaron los tres genes candidatos:

e GAB1
e |RS-1
e SLC2A4

A partir de los genes seleccionados, se busco en bases de datos bioinformaticas las
regiones promotoras e intragénicas con posibles cambios de metilacion, para
posteriormente realizar el disefio de oligos correspondiente mediante el uso de la
herramienta primer-BLAST, disefiando asi pares de oligos para regiones promotoras

ricas en CpG, asi como oligos para ensayos de expresion (Ver anexo B).

8.6 Analisis mediante MeDIP-qPCR.
La técnica de inmunoprecipitacion de DNA metilado nos permitié separar fragmentos de
DNA metilado mediante la adicion de un anticuerpo que reconoce especificamente a la
5-metilcitosina. Los inmmunoprecipitados se analizaron mediante gPCR en las regiones
seleccionadas para determinar los niveles de metilacién en regiones promotoras y region
intragénica (SLC2A4). Dado lo anterior, el andlisis MeDIP-gPCR consta de tres etapas

principales:

1 Sonicacioén y reaccion antigeno-anticuerpo: en esta etapa se sonicaron 2 ug de
DNA gendmico en solucién Tris-EDTA (TE), posteriormente se desnaturalizd 1
microgramo de DNA (sonicado) a 100°C durante 10 minutos. Cada muestra se
dividi6 en dos tubos: el primero para ser incubado con anticuerpo anti-5-
metilcitosina (inmunoprecipitado) y el segundo, no fue expuesto con dicho
anticuerpo (INPUT, que corresponde al 10% del volumen original del DNA
metilado). Adicionalmente una fraccibn de DNA sonicado se incub6 con un

anticuerpo monoclonal inespecifico (control negativo). Finalmente, los tubos que
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contenian anticuerpos se dejaron incubando a 4°C toda la noche en agitacion
rotativa.

Tratamiento con perlas magnéticas y purificacion de inmunoprecipitado: al dia
siguiente se realizo6 el bloqueo de las perlas magnéticas que se unen al anticuerpo.
Dicho bloqueo se realizd6 con una solucion amortiguadora de fosfatos-albumina
sérica bovina (PBS/BSA). Lo siguiente fue agregar la mezcla de reaccion (DNA-
anticuerpo) a los microtubos que contenian las perlas magnéticas; dicha mezcla
fue incubada 1h a 4°C con agitacion rotativa. Posteriormente se realizaron cuatro
lavados con solucién de inmunoprecipitacion (IP 1X, buffer de fosfatos 100 mM pH
7.0, NaCl 1.4 M, y tritén X-100 0.5%), y en el ultimo lavado las perlas magnéticas
se resuspendieron en solucion de digestion (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM,
y SDS 0.5%) para de esta forma liberar el DNA que fue reconocido por el
anticuerpo. Finalmente, se realiz6 la purificacion mediante la extraccion con
mezcla de solventes fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), tomando la fase
acuosa y precipitando la fraccion de DNA identificada con GlycoBlue para
posteriormente resuspender en solucién TE.

gPCR: en esta ultima etapa el DNA resultante de la inmunoprecipitacion fue
empleado para realizar gPCR con el objetivo de determinar el grado de metilacién
de las regiones de interés en los genes de estudio. La qPCR se llevé a cabo
preparando volumenes de reaccion de 10 uL, empleando el reactivo Power Up™
SYBR™ Green Master Mix de Applied Biosystems, y realizando un triplicado de
cada reacciéon dando un total de seis reacciones por muestra (tres réplicas de
inmunoprecipitado y tres réplicas de INPUT) preparadas en placas de 96 pozos.
Finalmente, las placas que contenian los tubos de reaccién fueron colocadas
dentro del termociclador StepOne plus (Applied Biosystems) para llevar a cabo la
reaccion de PCR, asi como una curva de desnaturalizacion para verificar si
durante el progreso de la reaccion se llevaban a cabo reacciones por uniones
inespecificas. A su vez, se realizd una confirmacion visual mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 2.0 %, empleando GelRed como agente

intercalante y observando en fotodocumentador.
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Finalmente se empled el método AACT para determinar los niveles de metilacion

de los datos obtenidos de gPCR.

8.7 Ensayo RT-gPCR.
Una vez obtenida la calidad adecuada del mRNA (pureza espectrofotométrica e
integridad estructural), se procedi6 a la obtencion de DNA complementario (CDNA),
empleando el kit de reaccion SuperScript™ Il Reverse Transcriptase de ThermoFisher.
El cDNA obtenido se analizd6 mediante qPCR para determinar los niveles de expresion
relativa con respecto al gen de expresion constitutiva que codifica para actina (ACTB), de

igual manera por el método AACT.

8.8 Analisis estadistico.
Una vez obtenidos los resultados de enriquecimiento de DNA metilado y expresion
relativa, se empled el programa GraphPad Prism 6 para realizar una prueba de Kruskal-
Wallis; dicha prueba no paramétrica se emple6 debido a que los grupos control no tenian
la misma cantidad de pacientes en comparacion con los grupos de pacientes caso, asi
como también se realizaron pruebas para determinar si los datos presentaban una
distribucion normal. Para los resultados de expresion relativa, adicional a la prueba
mencionada anteriormente, se realizé una prueba de t pareada entre los grupos de
pacientes, antes y después del tratamiento. Para el comparativo de los niveles de
expresion entre los grupos individuales de pacientes con respecto a controles se empled
una prueba de Mann Whitney para determinar la diferencia entre ambos grupos. Los

resultados se consideraban estadisticamente significativos cuando p<0.05.

Una vez corroboradas las diferencias significativas entre los grupos de estudio, se realiz6

una prueba post hoc de Dunnet para definir la diferencia de medias por grupos.
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9. Resultados

9.1 Caracterizacion de la poblacién de estudio.
De acuerdo a la Tabla 6, la comparacion del IMC entre pacientes antes y después del
tratamiento muestran cambios significativos (prueba t pareada p<0.05), lo cual nos
demuestra el impacto del tratamiento combinado de dieta con metformina sobre el control
de peso en las pacientes con el SOP. En la evaluacion del perfil hormonal se observaron
niveles mayores de androstenediona, estradiol, testosterona y el porcentaje de
andrégenos libres, asi como también se presentd un aumento en la relacion LH/FSH en
las pacientes con SOP sin tratamiento en comparacion con el grupo control. De manera
interesante, se presentaron niveles mayores de insulina y por consiguiente en el indice
HOMA en las pacientes con SOP previamente al tratamiento respecto a controles. Dichos
valores presentaron una tendencia a disminuir con el tratamiento con metformina a
excepcion de SHBG, la cual aumentd en comparacion con las pacientes antes del

tratamiento.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y antropométricas de controles y

pacientes.

Determinacion Control SOP SOP + MET
Edad 27.8+5.1 27.93+4.4 27.93+4.4
IMC 25.5+£3.2 27.11+4.7 27.08 £5.06 #
Androstenediona (ng/mL) 2.08 £ 0.60 424 +1.64 * 3.15+0.85 *,#
DHEA (ug/dL) 170+ 72.14 206.58 £ 121.70 182.33+6.91
Estradiol (pg/mL) 39.3+15.76 72.05+9.22 * 62.75+7.12 * #
FSH (mIU/mL) 6.30+2.24 479 +1.26 5.85+1.57 #
LH (mIU/mL) 3.73+1.67 5.99 £ 2.37 7.03+2.57 #
LH/FSH 0.64£0.20 1.23+0.20 * 1.20+0.23 *
Progesterona (ng/mL) 0.28 £ 0.07 0.27 £ 0.06 0.24 £ 0.06
Prolactina (ng/mL) 11.53 +4.56 11.63 +4.09 8.80+1.70
SHBG (nmol/L) 44.8 +27.32 29.44 + 13.59 36+ 15.87 #
Testosterona (nmol/mL) 0.81+0.13 1.38+0.49 * 1.39 £ 0.65 *,#
% Androgenos libres 2.21+0.93 5.51+3.21*% 475+2.29 *
Glucosa (mg/dL) 82.17 +8.19 90.6 +13.46 86.3 +3.38
Insulina (wIU/mL) 5.17+3.10 14.80 + 8.66 * 7.91£3.20
HOMA 1.04 £ 0.56 3.43+243* 1.69%£0.70

*p<0.05 (vs control), #P<0.05 (vs SOP), los datos mostrados son promedio + desviacion
estandar.
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9.2 Cambios fisicos y sintomatologicos de las pacientes posterior al tratamiento
con metformina.
Al concluir los tres meses de tratamiento con metformina, a las pacientes se les realizo
una serie de preguntas para evaluar cambios notables que se hayan generado a

consecuencia del tratamiento (Fig. 14).

Como se presenta en la Fig. 14A, el tratamiento conjunto de metformina con dieta
hipocaldrica favorecio el cambio de categoria de IMC en el 33% de las pacientes,
cambiando de sobre peso a un IMC normal. Por otra parte, como se ha descrito en los
antecedentes de este trabajo, uno de los efectos de la metformina en las pacientes con
SOP es el restablecimiento del ciclo menstrual;, como se observa en la Fig. 14B fue
notable dicho efecto en este estudio, generando asi una tasa del 84% en el
restablecimiento del ciclo menstrual (considerando la presencia de un solo ciclo como
efecto positivo). Este hallazgo es relevante ya que una de las caracteristicas de mujeres
gue presentan el SOP es la irregularidad o pérdida de sus ciclos menstruales, y tal como
se presenta en la Tabla 3, el tratamiento conjunto de metformina y un cambio en los
hébitos alimenticios son de los principales esquemas empleados para el tratamiento del
SOP.

Finalmente, se registraron los efectos secundarios, adversos y extrafios al tratamiento
con metformina (Fig. 14C), los cuales se presentaron en todas las pacientes; en algunos
casos se presentaron dos o mas efectos adversos. Por otra parte, como efectos extrafios
se obtuvieron: somnolencia y cambios drasticos de humor, los cuales se refirieron por
dos pacientes, cuya duracién fue a lo largo de los tres meses de tratamiento. Es

importante mencionar que no se observaron efectos adversos graves con el tratamiento.
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Figura 14. Cambios fisiol6gicos generados por el tratamiento con metformina. A)
Se presenta el impacto de la intervencion metabdlica con metformina sobre el IMC,
denotando un cambio de categoria en el 33% de las pacientes. B) Se muestra el
porcentaje de restablecimiento de los ciclos menstruales observado durante los tres
meses de tratamiento. C) Se ilustra la frecuencia de los diferentes efectos adversos
presentados en las pacientes durante los tres meses de tratamiento.

9.3 Integridad de DNA gendmico, DNA sonicado y RNA.
Como se menciond en la metodologia, para el analisis por la técnica de MeDIP, es
necesario realizar la sonicacion del DNA para obtener fragmentos de entre 100 y 300 pb
con el objetivo de favorecer las interacciones del anticuerpo anti-5mC con el DNA.Como

se muestra en la Fig. 15, la sonicacion del DNA produjo fragmentos entre 100 y 300 pb
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Figura 15. Integridad del DNA antes y después de la sonicacién. Se aprecia la primera
etapa del andlisis MeDIP con muestras representativas que consiste en la sonicacion del
DNA gendmico. A) Se ilustra el resultado de una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
en cual se observa que el DNA gendmico empleado para sonicar es de alto peso molecular,
lo que indica una buena integridad. B) Resultado de una electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% en el cual las muestras de DNA gendmico utilizadas en el inciso A se sonicaron
para obtener fragmentos de entre 100 y 300 pares de bases, lo cual se puede observar de
acuerdo al uso de un marcador de peso molecular de 100 pb, demostrando asi la
homogeneidad de los fragmentos obtenidos en cada muestra.
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Para asegurarse que el RNA no estuviera degradado, la integridad de dicha molécula se

evalué mediante el uso del Bionalizador (Agilent 2100) (Fig. 16).
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Figura 16. Integridad del RNA analizada mediante el equipo Bioanalizador. Se
presentan dos electroferogramas de muestras representativas (paciente y control)
empleando como referencia un marcador de peso molecular de 25 nucleoétidos (nt). Se
observan las dos sefnales de fluorescencia de los rRNA 18s y 28s, los cuales muestran
una buena integridad mediante el valor de integridad del RNA (RIN, por sus siglas en
inglés). De lado derecho de cada electroferograma se muestra una imagen de un gel
digital, en el que también se puede apreciar la relacion 28s/18s.
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9.4 Resultados de metilacion de los genes de estudio.
Para evaluar el estado global de metilacién en las pacientes con SOP antes y después
del tratamiento, y en controles, se analizaron las regiones correspondientes a un gen
improntado (H19) y un gen de secuencia repetida del genoma (LINE-1). Los resultados
revelaron que no hubo diferencias significativas entre los niveles de metilacion de estas

regiones en los tres grupos de estudio (Fig. 17).
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Figura 17. Enriquecimiento relativo de metilacion en los genes H19 y LINE-1 en los
diferentes grupos de estudio. Se muestra el enriguecimiento relativo de dos genes empleados
como control de metilacion global (H19 y LINE-1), calculado por el método AACT (normalizando
con respecto a controles) en el endometrio de mujeres con SOP y controles. Grupo control (n=5),
grupo antes del tratamiento (n=6), y grupos después del tratamiento (n=6). Los datos se
presentan como el promedio * error estandar.

Posteriormente, se procedi6 a evaluar los niveles de metilacion en las regiones
promotoras de los genes GAB1, IRS-1y SLC2A4, asi como en la regién intragénica del
gen SLC2A4 (Fig. 18).
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Figura 18. Visualizacion de los amplicones obtenidos de la MeDIP-gPCR en gel de agarosa
al 2%. Se ilustran seis muestras representativas de los productos de amplificacién: dos muestras
control (C1 y C2), dos muestras de pacientes antes del tratamiento (S1y S4), y dos muestras de
pacientes posterior al tratamiento con metformina (S1F y S4F), empleando como referencia un
marcador molecular de 100 pb. Las regiones genomicas analizadas fueron las siguientes: region
promotora del gen GAB1 (Ay B), del intrén 1-2 del gen SLC2A4 (C y D), region promotora del gen
SLC2A4 (E y F), y regién promotora del gen IRS-1 (G y H). En todos los casos se presentan
los productos de amplificacion de los inmunoprecipitados obtenidos (A, C, E, y G) y el
INPUT o fraccion sin inmunoprecipitar (B, D, F, y H).
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Los resultados de la figura 18 evidencian un estado de hipometilacion en las regiones de
estudio, a excepcion de una muestra identificada con clave S4. La muestra S4, que
corresponde a una paciente antes del tratamiento con metformina mostré enriquecimiento
de metilacion respecto al control negativo en el promotor del gen GAB1 (imagen A, carril
S4), que se pierde posterior al tratamiento con metformina (imagen A, carril S4F). Lo
anterior demuestra un estado de hipometilacion en las regiones de estudio de los genes

evaluados a nivel de endometrio humano.

9.5 Resultados de expresion relativa de los genes de estudio.
Se analizaron los niveles de expresion de los genes GAB1, IRS-1 y SLC2A4,
considerando que en trabajos previos se ha demostrado una alteracion en los niveles de
expresion de dichos genes en diferentes tejidos de mujeres con SOP respecto a los
correspondientes de mujeres sin la enfermedad. En la figura 19 se muestran los niveles

de expresion en las pacientes evaluadas en este trabajo.
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Figura 19. Niveles relativos de expresidon de los genes de estudio. Se muestran los niveles
de expresién de los genes GAB1 (A), SLC2A4 (B) e IRS-1 (C) en el endometrio de mujeres del
grupo control, pacientes antes del tratamiento con metformina y pacientes después del
tratamiento normalizado con respecto al gen endégeno que codifica para actina. Los datos se
muestran como el promedio * error estandar y, * valor de significancia Prueba Mann Whitney
p<0.05.

Como se presenta en la figura 19, los niveles de expresion de los tres genes de estudio
GAB1 (A), SLC2A4 (B) e IRS-1 (C) se encuentran disminuidos en las pacientes con SOP
antes del tratamiento en comparacién con las pacientes del grupo control (p<0.05). Por
otra parte, el tratamiento con metformina en las pacientes con SOP (SOP + MET) induce
un aumento de expresion en los tres genes de estudio, siendo solamente en el gen GAB1
estadisticamente diferente al grupo sin tratamiento (p<0.05). En los tres genes de estudio
los niveles de expresion entre pacientes después del tratamiento y controles son
estadisticamente comparables (Prueba Mann Whitney, p>0.05), lo que sugiere que se

restablecieron los niveles de expresién a los correspondientes de los controles.
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10. Anélisis de resultados
La patologia del SOP es un desorden heterogéneo caracterizado por una combinacion
de signos y sintomas, los cuales pueden abarcar desde aspectos fisicos (como
hirsutismo), clinicos (hiperandrogenismo), metabdlicos (como la resistencia a la insulina),
genéticos y epigenéticos, afectando principalmente a los tejidos blanco de las hormonas
sexuales (Amjadi et al., 2018; Azziz et al., 2016; Ullah et al., 2017). En el presente trabajo
se demuestra que la expresion de los genes GAB1, IRS-1y SLC2A4 relacionados con la
via de la insulina esta disminuida en el endometrio de pacientes con SOP respecto a
mujeres sin la enfermedad, y que la metformina elimina dichas diferencias. Los cambios

en la expresion no se asociaron con alteraciones en la metilacion del DNA.

Se ha demostrado que las pacientes con SOP presentan hiperandrogenismo bioquimico,
asi como aumento en los niveles de LH y una disminucién en los niveles de FSH, ademas
de tener mayor probabilidad de presentar sobrepeso y obesidad con respecto a mujeres
sin la enfermedad. Como ya se menciono con anterioridad, el SOP tiene un importante
impacto en el metabolismo de las pacientes con esta enfermedad, caracterizado
principalmente por hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, que son factores de riesgo
para desarrollar enfermedades como DM I, dislipidemia y sindrome metabdlico (Escobar-
Morreale, 2018; Merino et al., 2015; Rosenfield at al., 2016). Tal y como se muestra en la
tabla 6, los valores de IMC de las pacientes con SOP disminuyeron después de
someterse al tratamiento con metformina, mostrando una diferencia significativa con
respecto al inicio del tratamiento. La tendencia general del grupo de las pacientes
después del tratamiento con respecto al estado inicial consiste en una disminucién del
IMC (incluso en una paciente con obesidad cuyo IMC inicial fue de 38.5 y que disminuyo6
a 36.9), teniendo pacientes cuya escala de IMC antes del tratamiento se clasificaba en
sobrepeso y posterior al tratamiento su clasificacion era de normal (Fig.14), dicho efecto

era esperado debido a la actividad que la metformina tiene sobre el metabolismo.

Tal y como se presenta en la Tabla 6, existen cambios estadisticamente significativos en
los niveles hormonales de las pacientes con SOP antes del tratamiento con respecto a
mujeres del grupo control, siendo elevados en el grupo de pacientes los del precursor

androgénico androstenediona, el estradiol, la testosterona, relacion LH/FSH, asi como el
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porcentaje de andrégenos libres. Como ya se mencionod en la introduccion de este trabajo,
el ovario aporta un 60% de los niveles hormonales circulantes en la mujer. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo sugieren que existe una alteracion en la actividad ovarica
en las pacientes de estudio considerando el incremento en los niveles de
androstenediona antes del tratamiento con metformina (los cuales son practicamente el
doble con respecto al grupo control). Lo anterior sugiere que existe una actividad elevada
en las células de la Theca, debido a que en dichas células se lleva a cabo la sintesis y
liberacion de androstenediona, la cual a su vez es captada por células de la granulosa,
las cuales generan dos productos principalmente: estradiol y dehidroepiandrosterona
(DHEA) (Chou & Chen, 2018) Resulta interesante que al igual que androstenediona, los
niveles de estradiol son elevados, de esta manera evidenciando una alteracion ovarica
muy probablemente en células de la Theca y células de la granulosa en la patologia del
SOP. Es importante mencionar que aunque se presento una elevacion en los niveles de
androstenediona y a su vez de estradiol, el cual es el estrdgeno méas potente presente en
la mujer, el perfil androgénico muestra un fenotipo de SOP clasico (Fig. 2), el cual esta
evidenciado por la elevacion en los niveles de testosterona y por consecuente en el
porcentaje de andrégenos libres, siendo el hiperandrogenismo bioquimico
(principalmente por niveles elevados de testosterona) un criterio importante para su
diagnostico. A pesar de que la concentracion de la SHBG no se encuentra
significativamente disminuida, si se presenta una elevacién en la cantidad total de

androgenos libres.

Como ya se mencion6 con anterioridad, las pacientes con SOP antes del tratamiento con
metformina presentan un fenotipo hiperandrogénico, pero que a su vez favorece la
sintesis y secrecion de estradiol, probablemente como parte de un mecanismo
compensatorio 0 una alteracion en la esteroidogénesis. Dado los resultados presentados
se sugiere que la actividad aromatasa puede ser estimulada por el hiperandrogenismo
per se, mediante mecanismos indirectos sobre células de la granulosa debido a que tanto
los niveles de androstenediona, testosterona y estradiol aumentan simultdneamente,
demostrando una actividad normal o inclusive compensatoria en la conversion de

androégenos a estrogenos, lo cual refleja una alteracion en la esteroidogénesis observada
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en modelos animales de SOP (Veiga-Lopez et al., 2008). En el presente trabajo no se
observaron cambios en los niveles de progesterona esto debido a que todas las biopsias

de endometrio fueron tomadas durante la fase proliferativa (dias 8 a 10).

Por otra parte, la relacion LH/FSH fue significativamente mayor en las pacientes con SOP
respecto a controles, generando asi una disminucién relativa de los niveles de FSH. Es
importante mencionar que la proporcion LH/FSH no es mayor a 2, y que en la gran
mayoria de los estudios realizados en pacientes con SOP la relacion de dichas hormonas
es mayor o igual a 2, por lo que dicha proporcion podria ser caracteristica de la poblacién
estudiada. La alteracién en la proporcién LH/FSH impactan en la actividad de las células
de la Theca, ya que la LH (al igual que insulina) estimula a dichas células para favorecer
la sintesis de andrégenos mediante la induccion de la expresion del gen CYP17A1
(Baptiste et al., 2010). Sin embargo, dicha elevacion puede no ser la Unica variable que
afecte a la actividad de las células de la Theca y por consecuencia que se favorezca el

hiperandrogenismo sobre todo en los niveles elevados de androstenediona.

Otra caracteristica del cuadro patolégico del SOP es la afectacién del metabolismo,
caracterizada principalmente por la presencia de hiperinsulinemia. Como se muestra en
la Tabla 6, el 83% de las pacientes antes del tratamiento presentan hiperinsulinemia, la
cual se evidencia en el indice HOMA, mostrando asi, que las pacientes con SOP antes
del tratamiento presentan resistencia a la insulina. Este hallazgo es relevante debido a
que la hiperinsulinemia tiene como consecuencia la estimulacion de la glandula adrenal
y el ovario (en células de la Theca), favoreciendo un estado de hiperandrogenismo (Fig.
8), principalmente por la elevacion de androstenediona y testosterona. La elevacion en el
indice LH/FSH y los niveles de insulina sugieren que se esta favoreciendo la actividad de
las células de la Theca, las cuales al ser estimuladas generan androstenediona que es
captada por células de la granulosa para generar estrona y estradiol. De esta manera se
propone que existe una relacién entre el hiperandrogenismo y la hiperinsulinemia,
generando de esta manera un “circulo vicioso” en el cual una variable metabolica impacta

con una variable hormonal y viceversa (Condorelli et al., 2018).
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Posterior al tratamiento con metformina, se observa una disminucién en los niveles de
androstenediona, testosteronay el indice de androgenos libres en las pacientes con SOP,
sin embargo, estadisticamente no son comparables con respecto al grupo control. Lo
anterior sugiere que la metformina regula la secrecion de andrégenos a nivel de glandula
adrenal. Tal y como se presenta en la Fig.8, la hiperinsulinemia favorece la actividad de
la gldndula adrenal y por tanto la secrecidén de andrégenos, por lo que, la metformina al
disminuir la hiperinsulinemia, también disminuye la actividad adrenal (Baptiste et al.,
2010), viendose reflejado en el descenso moderado de androstenediona, y el porcentaje

de andrégenos libres.

Por otra parte, el tratamiento con metformina generé un aumento en los niveles de SHBG,
lo que sustenta la disminucion que se presento en los niveles de androstenediona y en la
proporcién de androgenos libres. Esto sugiere que el tratamiento con metformina modula
el hiperandrogenismo por dos vias, siendo la primera por la produccion hepética de SHBG
atribuido a la disminucion de hiperinsulinemia, y la segunda por disminucién del aporte
androgénico por parte de la glandula adrenal, sin embargo, se requieren realizar mas
estudios que sustenten esta hipotesis. En el segundo caso, la disminucién de andrégenos
posterior al tratamiento con metformina puede ser atribuida a la inhibicion de la actividad
androgénica a nivel de glandula adrenal, dejando a la actividad ovarica como el Unico

responsable del exceso de andrégenos restante.

Adicionalmente, posterior al tratamiento se obtuvo una elevacion en los niveles de LH 'y
FSH, ambos siendo diferentes con respecto a pacientes antes del tratamiento, pero
conservandose la relacion LH/FSH, lo que a su vez no tendria efecto en los niveles de

andrégenos.

El tratamiento con metformina tuvo un gran impacto en la condicion de hiperinsulinemia
mediante la disminucién del indice HOMA, el cual posterior al tratamiento es comparable
con respecto a controles, mostrando el potencial de la metformina para reestablecer dicha
condicion. Resulta interesante que antes del tratamiento con metformina la
hiperinsulinemia muestra un comportamiento similar al hiperandrogenismo, siendo

ambos elevados en las pacientes con SOP. Posterior al tratamiento con metformina no
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se observa esta relacién, lo que sugiere que existen otros mecanismos que promueven
la produccion de andrégenos y que es independiente a las actividades de la insulina,
probablemente a nivel de ovario. En este trabajo la presencia de hiperinsulinemia en las
pacientes con SOP es de gran relevancia, ya que se observdé que dichas pacientes
presentaron una disminucion en la expresién de genes relacionados con la via de
sefializacion de la insulina, y ambas alteraciones fueron revertidas por el tratamiento con

metformina.

Por otra parte, a nivel metabdlico también se determinaron los niveles de glucosa, los
cuales son ligeramente mas elevados en las pacientes antes y después del tratamiento
con respecto a controles, sin embargo, los tres grupos de estudios se encuentran dentro
de los valores de referencia establecidos en poblacién general. Estos resultados
corresponden a lo informado previamente en la literatura, en la que se ha establecido que
las pacientes con este sindrome no presentan glucemias elevadas (Baptiste et al., 2010).
No se encontraron cambios estadisticamente significativos entre los valores de glucosa
debido a que se obtuvieron dos resultados inesperados de pacientes cuyos valores de
glucemia después del tratamiento son ligeramente més elevados en comparacion a sus
niveles de glucosa antes del tratamiento (dichos valores siguen dentro de los valores de
referencia). Resulta interesante que estas dos pacientes cuyas glucemias fueron mas
elevadas después del tratamiento, también presentaron niveles de expresion elevados
en los tres genes de estudio, asi como también, tuvieron un restablecimiento de sus ciclos
menstruales (Fig. 14). Esto sugiere que se esta viendo favorecida la funcién endometrial
durante el ciclo ovéarico-endometrial, favoreciendo a su vez una liberacion moderada de
glucosa para consumo de dicho tejido (Ullah et al., 2017), lo que podria justificar las

glucemias elevadas, pero dentro de los valores de referencia.

Como ya se mencionoé en el parrafo anterior, uno de los efectos que se observaron y van
de acuerdo a lo publicado en otros estudios, es el restablecimiento de los ciclos
menstruales (Rezk et al., 2018), los cuales en este estudio se observaron en un 83% de
las pacientes, lo cual indica que la metformina también tiene accion a nivel tejido
especifico, en este caso, a nivel de ovario y endometrio humano, poniendo de manifiesto

el potencial de la metformina como agente inductor de la ovulacion.
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Posteriormente, un analisis mas especifico presentado en la Fig. 17, consistio en evaluar
y determinar el efecto de la metformina sobre la metilacion el DNA, usando dos
marcadores de metilacion global. Estos marcadores consistieron en el promotor de H19,
gen de impronta materna, y el gen LINE-1, el cual consiste en regiones repetitivas en el
genoma que se encuentran silenciadas por metilacion de DNA. En la Fig. 17, se presenta
el enriguecimiento de metilacién de sitios CpG de los genes H19 y LINE-1 con respecto
al observado en el grupo control, demostrando que el impacto de la metformina sobre la
metilacion en los marcadores de metilacion global que cominmente se encuentran
hipermetilados no es significativo. En un estudio previo en el que se evalu6 la metilacion
de CpGs de LINE-1 en células de la granulosa y leucocitos de sangre periférica, se
demostré una asociacion entre la hipometilacién de un sitio CpG especifico con la
susceptibilidad al SOP (Sagvekar et al.,, 2017), sin embargo, en este estudio no se
observaron cambios de metilacion en LINE-1 a nivel de endometrio, o que sugiere que
dichos cambios son tejido especifico. Por otra parte, se observé un aumento moderado
de metilacion en el gen H19 en las pacientes después del tratamiento con metformina
(Fig. 17), a pesar de gque, estadisticamente dicho cambio no es significativo, este
resultado corresponde a un estudio previo en el cual se observa un incremento en la
metilacion de DNA de H19 en cancer de endometrio (Yan et al., 2015), por lo que es
indispensable aumentar el tamafio de la muestra y establecer el efecto de la metformina
sobre el gen H19 en el endometrio de pacientes con SOP. Cabe mencionar que la
patologia del SOP no se ha caracterizado por una alteracion mayor en la metilacién de
regiones de repetidos como en el cancer o bien en regiones de impronta como en el
sindrome Beckwith-Wiedemann (Cammarata-Scalisi et al., 2018), lo que confirma los

resultados obtenidos.

Con el resultado presentado en la Fig. 17 se demuestra que la técnica MeDIP-gPCR
empleada permite evaluar estados de metilacion independiente de la regién génica.
Adicionalmente, se evalud la capacidad de la técnica para discriminar cantidad de CpGs

metilados, en la cual es capaz de discriminar un solo CpG metilado (dato no presentado).

Posteriormente, se evaluaron los niveles de metilacion de los genes GAB1, SLC2A4 e
IRS-1 en el endometrio de mujeres sanas y mujeres son SOP antes y después del
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tratamiento con metformina. Los resultados obtenidos revelaron que existe un estado de
hipometilacion en las regiones promotoras de los genes de estudio, asi como en la region
del intrén del gen SLC2A4, en los tres grupos evaluados. Estos resultados refutan la
hipotesis principal dado que no se observa un cambio en los estados de metilacion en los
grupos de estudio. Sin embargo, se presentd un caso particular en el que una paciente
presento un incremento en los niveles de metilacion en la regién promotora del gen GAB1
(Fig. 18-carril S4), y posterior al tratamiento se observa la pérdida de dicha metilacion
(Fig.18-carril S4F). Esta misma paciente presentd un aumento ligero de metilacion en la
region intrénica del gen SLC2A4 en comparacion con controles, el cual no es apreciado
en electroforesis (Fig.18B- carril S4), sin embargo, en el ensayo qPCR es detectado.
Debido a que el SOP posee un cuadro patologico heterogéneo, estos cambios
particulares de metilacion pueden estar asociados a algunos de los diferentes fenotipos
del SOP (Fig. 2), confirmando a nivel molecular que se pueden observar diferentes
fenotipos en las pacientes con la enfermedad. En particular, la paciente que presentd
cambios de metilacion en el promotor del gen GAB1 y la region intronica del gen SLC2A4,
presentd mejoras con el tratamiento con metformina como: disminuciéon de IMC (sin
cambiar de categoria de IMC) y restablecimiento del ciclo menstrual (presentd dos ciclos
espontaneos a lo largo del tratamiento). Este hallazgo es relevante, ya que la paciente
habia tenido pérdida del ciclo menstrual durante un afio previo al tratamiento con
metformina. Los resultados obtenidos en esta paciente implicarian no solamente que se
esta llevando a cabo una activacion de la via de la insulina a nivel de endometrio en la
rama metabdlica, sino que también en la rama mitogénica, permitiendo dar paso a
procesos de crecimiento y divisién celular que favorecen la presencia de los ciclos
menstruales y por consecuencia al ciclo endometrial. Sin embargo, se requieren mas

estudios para confirmar lo anterior.

Por otra parte, el resultado de la paciente cuyo cambio es el estado de metilacion en la
region promotora del gen GABL1 (Fig. 18) no fue el esperado de acuerdo con los trabajos
previos, ya que estos estudios indican que la metformina aumenta los niveles de
metilacion al promover la activacion indirecta de DNMT3b (Zhong et al., 2017). Sin

embargo, no se puede descartar que la metformina pudiera modular otros mecanismos
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epigenéticos o de regulacién de la transcripcién. Uno de estos mecanismos, es el
involucrado en la activacion de la desmetilacion activa del DNA, probablemente mediante
la activacion de las enzimas TET. Es interesante que en la actualidad solo existe un
trabajo en el cual se ha propuesto la activacion indirecta de TET mediante el mediador

enddgeno AMPK, el principal blanco de metformina (Yang et al., 2016).

De acuerdo a la literatura, la metilacion del DNA por efecto de metformina es llevada a
cabo mediante la activacion indirecta de la enzima DNMT3Db, la cual es encargada de
realizar el proceso de metilacion de novo. Dicho proceso se ha estudiado principalmente
en cancer, en la cual se asocia el desarrollo de estas patologias por metilacion en genes
supresores de tumor y/o desmetilacion de oncogenes (Delpu et al., 2013; Zhong et al.,
2017), entre otras causas. Por lo que la metilacibn de novo por DNMT3b podria ser
observado en estas patologias, que de igual manera alteraria la expresion de los genes
involucrados. De acuerdo a los resultados obtenidos en el gen GAB1, al mostrar cambios
de metilacion, seria interesante evaluar su perfil de expresién y metilacion
simultdneamente en una muestra mayor para demostrar como actta la metformina y la
actividad de DNMT3b sobre este gen en particular, ya que, estudios relacionan la
sobreexpresion de GAB1 con algunos tipos de cancer, tal es el caso del cancer epitelial
de ovario (Hu et al., 2016). Sin embargo, actualmente no existen estudios a nivel de

endometrio.

Al no encontrar cambios significativos en los niveles de metilacion en los genes de
estudio, conlleva a suponer que la regulacion de dichos genes también esta mediada por
otros mecanismos epigenéticos (modificacibn de histonas y remodeladores de

cromatina), o por miRNAs, tal como se propone para GAB1 (Xu et al., 2018)

De manera general, los resultados demostraron que los tres genes de estudio se
encuentran hipometilados en el endometrio de los tres grupos de trabajo. Por otro lado,
considerando que la metformina regula la expresion de genes relacionados con el
metabolismo en diferentes tejidos, y que las pacientes evaluadas presentaron
hiperinsulinemia antes del tratamiento, se procedié a evaluar los niveles de expresion de

los genes de estudio en el endometrio de las pacientes evaluadas. Los resultados de
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expresion a nivel de mMRNA presentaron cambios interesantes, principalmente entre los

grupos de controles y pacientes antes del tratamiento (Fig. 19).

En la Fig. 19A se observa una disminucion significativa de la expresion del gen GAB1 del
grupo de pacientes antes del tratamiento en comparacion con el grupo control, asi como
también, un incremento en la expresion después del tratamiento con metformina. Estos
resultados correlacionan con los cambios de metilacion observados en la paciente S4, ya
que en el endometrio de la paciente con SOP antes del tratamiento con metformina se
observo un incremento en los niveles de metilacion en la regién promotora del gen GAB1
en comparacion con los controles, el cual se revirtio después del tratamiento. Lo anterior
sugiere que la disminucion de la metilacién en el promotor del gen GAB1 favorece la
expresion del gen, la cual es reestablecida por el tratamiento con metformina, lo que a su
vez tiene una gran relevancia debido a la funcidon que desempefia GAB1 en el crecimiento
y proliferacion celular (Hu et al., 2016). Considerando que las muestras de endometrio se
tomaron en fase proliferativa, este resultado indicaria que en efecto dicho endometrio se
encuentra en fase proliferativa por la expresion de GAB1 favoreciendo la proliferacion del
mismo, sin embargo, es necesario evaluar los niveles de expresion de este gen en fase
secretora, para determinar la importancia de GAB1 en cada fase del endometrio a lo largo
del ciclo menstrual. Por otra parte, seria interesante evaluar mas genes encargados de
regular la proliferacion celular, tales como los que codifican a las proteinas RAS, RAF, y
GRB2, o bien caracterizar la expresiéon conjunta y actividad de las proteinas MAPK, ya
que son indispensables para la modulacién de sefales intracelulares de crecimiento y

proliferacion celular, tal y como se muestra en la Fig.2.

En la Fig. 19B, se observa que la expresion del gen SLC2A4 en el endometrio de
pacientes antes del tratamiento con metformina es menor con respecto al grupo control
(p<0.05). Este hallazgo coincide con los valores obtenidos de insulina en suero, y de
hiperinsulinemia lo que puede afectar la expresion del gen SLC2A4 esto debido a que
dicho producto proteico del gen, es activado y movilizado mediante la sefializacion
adecuada de insulina, por lo que, al existir un estado de alteracion en los niveles y muy
probablemente en la actividad de la insulina se ve afectado el requerimiento de dicho

producto génico. Posterior al tratamiento con metformina, se observo una disminucion en
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los niveles de insulina y un restablecimiento en los niveles de expresion de SLC2A4, lo
que sugiere que la intervencion metabolica con metformina tiene un impacto importante
sobre la hiperinsulinemia y la sensibilidad a dicha hormona a nivel de endometrio. Es
importante mencionar que aunque se observé una disminucion notable en la expresion
del gen SLC2A4 en las pacientes antes del tratamiento con metformina, esto no
necesariamente refleja la actividad del producto que codifica (GLUT4), ya que es
necesario que GLUT4 sea vesiculado y traslocado a la membrana citoplasmatica para
ser funcional (Maria et al., 2010). Por otra parte, se observa que después del tratamiento
con metformina existe un aumento notable en la expresion de dicho gen, que aunque
estadisticamente no es significativo, ya no difiere con los niveles de expresion de los
controles, lo que sugiere que la expresion se normalizé en dichas pacientes. Es
importante mencionar que la paciente con obesidad después del tratamiento con
metformina presentdé un aumento mas pronunciado en la expresion de SLC2A4 en
comparacién con las otras pacientes, lo cual sugiere que la metformina tiene un gran
impacto en la expresion de genes relacionados al transporte de glucosa, lo que
demuestra sus acciones como farmaco para el control glucémico e insulinico en

pacientes con alteraciones metabdlicas.

Este resultado es comparable con los obtenidos en trabajos previos, ya que se ha
demostrado en diferentes modelos (musculo esquelético, endometrio y tejido adiposo)
que la metformina favorece la expresion de GLUT4 a nivel de mRNA y proteina (Li et al.,
2015). Al analizar los resultados obtenidos no se encuentra una relacion directa entre el
estado de metilacion en las regiones de Intron y promotor del gen SLC2A4 y los cambios
en los niveles de expresion, lo cual sugiere que la expresion de este gen podria regularse
por otros mecanismos independientes de la metilacion. Existe evidencia que sustenta que
otro mecanismo de regulacion de la expresion de este gen es mediante miRNAS, tal es
el caso del miRNA-95, el cual se ha demostrado que se encuentra sobreexpresado en
musculo esquelético de pacientes con SOP. Se ha propuesto que este miRNA actla
inhibiendo la expresion de SLC2A4 y por tanto generando una disminucion en los niveles
proteicos de GLUT4 (Chen et al., 2013). Actualmente no hay ningun estudio en el que se

evallen los niveles de metilacion del gen SLC2A4, por lo que este estudio demuestra el
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estado basal de metilacion en el endometrio, asi como la propuesta de que otros
mecanismos epigenéticos pudieran regular su expresion. Lo anterior es de gran

relevancia ya que el SOP es una patologia que predispone para padecer DM II.

Con los resultados obtenidos, principalmente en las dos pacientes cuyas glucemias
fueron elevadas después del tratamiento (una de las cuales presenta disminucion en la
expresion del gen SLC2A4), se propone caracterizar la expresion del miRNA-95 y evaluar

el efecto que tiene el tratamiento con metformina sobre este tipo de RNAs no codificantes.

El hallazgo de encontrar niveles elevados de insulina (ademas del indice HOMA, que
indica resistencia a la insulina) y niveles bajos de expresién de SLC2A4 en el endometrio
de pacientes antes del tratamiento con metformina respecto a controles, sugiere que en
el endometrio existen otras proteinas encargadas del transporte de glucosa, aunque para
confirmar esto primero seria necesario determinar los niveles de glucosa directamente
en el endometrio de las pacientes y establecer si se modifican con el tratamiento con
metformina. Se ha demostrado que en el endometrio se expresan otros miembros de la
familia SLC que codifican para productos como GLUT1, el cual desempefia la funcién de
proporcionar un aporte constante de glucosa y el cual se encuentra sobreexpresado en
la fase secretora endometrial (Maria et al., 2010). Esto sugiere que la glucemia y el
consumo de glucosa no sélo dependen de los niveles de expresion de SLC2A4 ni de su
producto proteico, sino de la afectacion a los demas miembros de esta familia, sin

embargo, se requieren mas estudios para confirmar esta observacion.

La relevancia de encontrar niveles de expresion normales de los genes GAB1 y SLC2A4
después del tratamiento con metformina, y considerando la induccién de la ovulacion en
el 83% de las pacientes, sugiere que el endometrio bajo las acciones de metformina se
encuentra realizando los procesos normales que lleva a cabo para pasar de un
endometrio proliferativo a un endometrio secretor (decidualizado). Una de las
caracteristicas del endometrio decidualizado es la secrecion de glucogeno, lo que
proporciona una mayor probabilidad para la implantacion exitosa del embrién (Giudice,
2006), por lo que, la regulacion de la expresion del gen SLC2A4 juega un papel

importante para proporcionar toda la glucosa necesaria para llevar a cabo los procesos
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de crecimiento, proliferacion y especializaciéon celular que llevan a cabo las células del

endometrio.

En la Fig. 19C se presentan los niveles de expresion relativa del gen IRS-1, el cual al
igual que los dos genes previos, se observa una disminucién significativa en el
endometrio de las pacientes antes del tratamiento con metformina al comparar con el
grupo control. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas al comparar
los niveles de expresion de IRS-1 entre el grupo de pacientes después del tratamiento
con respecto a los otros dos grupos restantes. Al no encontrar cambios en los estados
de metilacién en la region promotora de dicho gen, pero si en los niveles de expresion,
se sugiere que al igual que en GABL1 se esté observando un estado de desmetilacion
homogéneo que no esta relacionado con los fenotipos del SOP. Dado lo anterior, se
propone aumentar el nimero de individuos de estudio para poder tener un analisis mas
certero y evaluar los cambios generados por el tratamiento con metformina. Se ha
descrito que existen al menos dos variantes de este gen a nivel de endometrio (IRS-1 e
IRS-2), las cuales desempefian la misma funcién de activacion de la via de insulina
(Tamura et al., 2016), por lo que surge la propuesta de evaluar los niveles de expresion
del gen IRS-2 y comparar con los niveles obtenidos con IRS-1 y determinar la importancia
de cada uno de ellos. El producto proteico del gen IRS-1 es importante ya que es el
encargado de iniciar la activacién de ambas ramas de la via de la insulina dando paso a
los eventos de proliferacién celular y secrecion de glucoégeno, por lo que, la evidencia
experimental sugiere que un defecto en la actividad de la via de la insulina puede ser
atribuido en principio por la disminucion de la expresion de IRS-1 .

Finalmente, los resultados de expresion de los genes IRS-1, GAB1 y SLC2A4 antes y
después del tratamiento muestran una relacion con los niveles de insulina, lo que sugiere
qgue la metformina mejora la condicion de hiperinsulinemia a nivel sistémico y en el
endometrio de las pacientes con SOP. A su vez, se sugiere que la metformina es capaz
de modular la via de sefalizacion de la insulina a nivel de mRNA en ambas ramas, la
metabodlica y la mitogénica, lo cual podria influir en la correcta funcionalidad del

endometrio y el progreso de sus fases.
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11. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que las regiones
reguladoras de los genes GAB1, SLC2A4 e IRS-1 se encuentran hipometiladas en el
endometrio de mujeres con SOP y mujeres sin la enfermedad. Posterior al tratamiento
con metformina no se presentaron cambios significativos en dichos estados de metilacion
Adicionalmente, se establecié que la intervencién metabdlica con metformina restaura los
niveles de expresion de genes relacionados con la via de la insulina en el endometrio de
mujeres con SOP, de tal manera que son comparables con respecto a pacientes sanas,
lo cual correlaciona con la disminucién en los niveles seéricos de insulina y por
consecuente en el indice HOMA. Nuestros resultados sugieren que la intervencion
metabdlica con metformina promueve el restablecimiento de la sensibilidad a la insulina
a nivel sistémico y de la expresion de genes fundamentales en la sefalizacion de la

insulina en el endometrio de pacientes con SOP.
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ANEXO A

P&ginas WEB consultadas

10.1 Valores de referencia para  perfil hormonal obtenido de:

https://www.reproduccionasistida.org/valores-hormonales-en-la-mujer/

10.2 Ciclo ovarico-endometrial, obtenido de: https://es.dreamstime.com/fotos-de-archivo-
libres-de-regal%eC3%ADas-ciclo-ov%C3%Alrico-y-uterino-imagel7019748

10.3 Consultado de: http://meetgenes.blogs.uv.es/madres-pluripotentes-luchar-diabetes/

10.4 Consultado de la base cell signaling, consultado en:
http://www.cellsignet.com/research.html
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ANEXO B

Disefio de oligos para evaluacién de los genes de estudio.

+1T55 +428 ATG

. GABL |—> |—> INTROM 1-2 »
_____PONT ey DON2 g

F+216 R+315

—  A—

Primer expresion F+ 434 R+ 78736

Primer promotor

Figura 20. Disefio de oligos para GAB1. Se muestran las dos regiones de disefio para el ensayo
MeDIP (promotor) y ensayo de expresion con sus respectivas posiciones de acuerdo al sitio de
inicio de la transcripcion (TSS), asi como también se muestra el sitio correspondiente a la regién
de inicio de la traduccion (ATG).

+1T55 +1022 ATG

I—D |—b INTRON 1-2
5 IRS-1 3
| BON1 SRR EXON2 e

F+914 R+ 1060

Primer promotor

Primer expresion F+ 4711 R + 58762

Figura 21. Disefio de oligos para IRS-1. Se muestran las dos regiones de disefio para el ensayo
MeDIP (promotor) y ensayo de expresion con sus respectivas posiciones relativas de acuerdo al
sitio de inicio de la transcripcion (TSS), asi como también se muestra el sitio de inicio de la
traduccién (ATG).

+1 TS5 +268 ATG

INTRON 1-2 .
EXOMN 2

SLC2A4

Primer promotor F + 203 R + 299

. - e
Primer Intron  F+521 R+ 690 Primer expresion F+ 1486 R + 1565

Figura 22. Disefio de oligos para SLC2A4. Se muestran las tres regiones de disefio para el
ensayo MeDIP (promotor e Intron),y ensayo de expresion con sus respectivas posiciones de
acuerdo al sitio de inicio de la transcripcion (TSS), asi como también se muestra el sitio
correspondiente a la region de traducciéon (ATG). Cabe mencionar que los esquemas anteriores
estan a escala representativa.
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200pb —> 200 pb

100 pb —> 100 pb

Figura 23. Pesos moleculares de los amplicones obtenidos mediante el ensayo MeDIP-
PCR. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2%, en los cuales se aprecian los
cuatro genes evaluados en metilacion, en el carril B, corresponde al amplicon de la region
promotora del gen GAB1 con peso molecular de 119pb. Carril C, corresponde al amplicén de
la region del Intron 1-2 del gen SLC2A4 cuyo peso molecular es de 169 pb. Carril D,
corresponde al amplicon de la region promotora del gen SLC2A4con peso molecular de 97
pb. Carril E, corresponde al amplicon de la region promotora del gen IRS-1 con peso molecular
de 147 pb. Carril F corresponde al amplicon de la region promotora del gen control H19 con
peso molecular de 134pb. Los pesos establecidos son respecto a un marcador de peso
molecular de 100 pb (Ay G)

200 pb 200 pb

100 pb —» 100 pb

Figura 24. Pesos moleculares de los amplicones obtenidos mediante el ensayo RT-PCR.
Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% en los cuales se aprecian los tres genes
evaluados. Carril B, se muestra el amplicon correspondiente al gen GAB1 cuyo peso molecular
es de 87 pb. Carril C, amplicdn correspondiente al gen SLC2A4 cuyo peso molecular es de 79
pb. Carril D, amplicén correspondiente al gen IRS-1 cuyo peso molecular es de 84 pb. Carril E.
amplicon correspondiente a control de prueba RNA 18s, cuyo peso molecular es de 197 pb,
empleando como referencia un arcador de peso molecular de 100 pb (Ay F)
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Tabla 7. Caracteristicas de los oligos disefados.

Gen

Producto que codificay/ o
funcion

Oligos

ACTB (control
endogeno de
expresion)
GAB1

H19
(control
metilacion)

IRS-1

LINE-1

SLC2A4

Codifica para una proteina
estructural encargadas de la
motilidad celular.

Codifica para una proteina
adaptadora multisustrato,
posee una actividad
importante para el
crecimiento celular, apoptosis
y metabolismo (respuesta a
insulina).

Codifica para un IncCRNA, se
ha descrito poseer una
actividad importante para el
desarrollo embrionario.
Codifica para una proteina
adaptadora encargada de
permitir la activacion de la
sefializacion de la insulina.

Elementos repetidos y
silenciados del genoma cuya
funcién radica en el
silenciamiento del
cromosoma X

Codifica para una proteina
acarreadora de glucosa
dependiente de insulina,
desempefia un papel
fundamental en
practicamente todas las
estirpes celulares.

Ensayo RT:

Ensayo MeDIP:

F: GCTCGCGTTCTGTTCAGGTT
R: AACCTAGCTCTCCTGGTCGC
Tamafio del amplicon: 119 pb

Ensayo RT:

F: GGTGGTGAAGTGGTCTGCTC
R: GAACCATCTCCTCTTCCATGCA
Tamario del amplicén: 87 pb

Ensayo MeDIP:

F: GAGCCGCACCAGATCTTCAG
R:TGATCACAGTGTGTTCCACCAA
Tamario de amplicon: 134 pb

Ensayo MeDIP:

F: CCTCCAGCCCTGTTTGCATG
R: CACGTCCGAGAAGCCATCG
Tamario del amplicén: 147 pb

Ensayo RT:

F: AGCATCAGTTTCCAGAAGCAG
R:GCTGAGGTCATTTAGGTCTTCA
Tamarfio del amplicén: 84 pb
Ensayo MeDIP:

F- TTCCCTTTCCGAGTCAAAGA
R:CAATATTCGGGTGGGAGAGA
Tamafio del amplicén:

Ensayo MeDIP:

Promotor

F: TCAGAGACTCCAGGATCGGTT
R: CGGAGCCTATCTGTTGGAAGC
Tamario del amplicén: 97 pb

Intrén

F: GCAAGTGGATTCTGCGAGCC
R: GTCCTCGAAACACTGCCCGT
Tamario del amplicén: 169 pb

Ensayo RT:

F: CGAGCAACTTCATCATTGGCAT
R: ACCGCAAATAGAAGGAAGACGT
Tamario del amplicén: 79 pb
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ANEXO C

Consentimientos informados

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (PACIENTES)
TEXTO INFORMATIVO

mezSE{eacié‘:]?' proyecto  de Efecto de la intervencion metabdlica con metformina sobre la programacion
9 : epigenética del endometrio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico.

NUm. Registro: 300020209-04-16

Investigador responsable: Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez, Unidad de Investigacion en Reproducciéon Humana,
Instituto  Nacional de Perinatologia, Tel. 55209900 Ext. 513 6 346, email
vamer@comunidad.unam.mx

Presidente del Comité de ética Dr. Alejandro Martinez Juarez, Tel. 55209900 Ext. 316
en Investigacion

Proposito: Por medio de la presente se le invita a participar en este estudio que se realizard en el Instituto Nacional de Perinatologia con
mujeres que padecen de sindrome de ovario poliquistico y tienen dificultad para quedar embarazadas (infertilidad). El sindrome de ovario
poliquistico es una enfermedad hormonal en la que existe una alteracion en los niveles de las hormonas sexuales femeninas. Esta alteracion
esta relacionada con cambios en el ciclo menstrual (irregularidades o ausencia del periodo menstrual), presencia de quistes en los ovarios,
infertilidad y elevacion de insulina en sangre. Esta enfermedad est& asociada a un mayor riesgo de aborto espontaneo, hipertension arterial,
diabetes gestacional y esterilidad. Hasta la fecha, no se conoce con exactitud cual es la causa del sindrome de ovario poliquistico y los
mecanismos por los cuales produce infertilidad, sélo se sabe que las hormonas producidas por los ovarios (llamadas estrégenos y
progesterona) y los andrégenos (hormonas masculinas que se encuentran en pequefias cantidades en las mujeres) estan involucradas y que
existe un componente genético y ambiental para su desarrollo. La metformina junto con una dieta baja en carbohidratos se utiliza como
tratamiento para mejorar las alteraciones metabdlicas y hormonales en pacientes con sindrome de ovario poliquistico. Ademas, se ha
observado que la metformina favorece la probabilidad de quedar embarazada y disminuye las complicaciones del embarazo en estas pacientes,
sin embargo, se desconocen los mecanismos a través de los cuales la metformina favorece el embarazo.

El material genético estd compuesto por &cidos nucléicos, los cuales se dividen en acido desoxirribonucléico y acido ribonucléico (ADN y ARN,
respectivamente). En patrticular, el ADN puede tener modificaciones quimicas que se pueden producir en respuesta a factores ambientales
(como son contaminantes, alimentacion, enfermedades, entre otros); dentro de éstas modificaciones del ADN, la modificacion méas estudiada
es la metilacion. Se ha demostrado que alteraciones en el contenido de ADN metilado y/o ARN pueden predecir el estado de enfermedades
gue tienen un componente genético y ambiental. Las células que forman el revestimiento del Gtero o matriz (Ilamado endometrio) contienen
ADN y ARN y diversos estudios han demostrado que existen alteraciones en el contenido de ambas moléculas que estan relacionadas con los
problemas que tienen las mujeres para quedar embarazadas. En este trabajo se va a estudiar la diferencia que existe entre el contenido de
los componentes de ADN metilado y ARN del endometrio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico y el contenido de los mismos en
mujeres que ya han logrado el embarazo. También se estudiara a pacientes con sindrome de ovario poliquistico que hayan recibido tratamiento
con metformina y dieta para estudiar los cambios en el contenido de dichas moléculas que favorecen el embarazo. Esto nos permitira investigar
cuales podrian ser las causas de la infertilidad en las pacientes con sindrome de ovario poliquistico y los efectos de la metformina para
favorecer el embarazo, asi como aportar informacion que en un futuro beneficie a las pacientes que sufren esta enfermedad.

Seleccion de participantes: A lo largo de este estudio se utilizaran las biopsias de aproximadamente 30 pacientes con sindrome de ovario
poliquistico y que estén bajo tratamiento con metformina y dieta baja en carbohidratos. El motivo por el cual Usted fue seleccionada es debido
a que tiene diagnostico de sindrome de ovario poliquistico e infertilidad y a que es candidata a recibir dicho tratamiento. Otras alternativas al
tratamiento que se ofrece generalmente a las pacientes con sindrome de ovario poliquistico en el Instituto son: dieta y ejercicio (para bajar de
peso un 10 a 20% de su peso actual) y anticonceptivos por 3 a 6 meses. En el presente estudio sélo participardn mujeres con sindrome de
ovario poliquistico bajo tratamiento con metformina y dieta baja en carbohidratos indicado por el médico tratante.

Procedimiento: Para realizar esta investigacion, necesitamos su autorizacion para realizar una historia clinica completa, proporcionarle el
tratamiento con metformina y dieta baja en carbohidratos y tomar un fragmento del recubrimiento del Gtero antes y después de haber cumplido
el tratamiento. El tratamiento consistira en la toma diaria de 1700 mg de metformina (2 tomas de 850 mg, por la mafiana y la noche) junto con
el seguimiento de una dieta con restriccion de carbohidratos al 45% durante 6 meses. Normalmente, no se toman muestras del Gtero a
pacientes con sindrome de ovario poliquistico, sin embargo, si usted acepta participar en esta investigacion, el personal médico capacitado
tomara un fragmento pequefio del recubrimiento del Utero mediante una canula de Pipelle sin aplicacién de anestesia ni analgesia previa. El
uso de la canula de Pipelle es el método mas comun, mejor tolerado y el mas aceptado para la toma de muestra del recubrimiento del utero
(98% de las mujeres aceptan que se les tomé la muestra mediante este procedimiento), ademas de que se considera un método muy poco
invasivo. De hecho, alrededor del 70% de las mujeres que han sido sometidas a este procedimiento estan satisfechas con el mismo y lo
recomendarian a otras mujeres. La toma de muestra se realizara en los consultorios médicos o en la sala de quiréfano previo a realizar un
procedimiento quirtrgico. Durante el procedimiento, Usted se recostara sobre una mesa y se colocaran sus piernas en las pierneras.
Posteriormente, el médico colocara el espejo vaginal dentro de la vagina para abrirla ligeramente, esto permitird observar el interior de la
vagina y el cuello uterino. En caso de ser necesario se pinzara el cérvix o cuello uterino para la introduccion de la canula de Pipelle y proceder
a la toma de muestra mediante un aspirado de las paredes del recubrimiento de su Utero. En caso de que Usted presente ciclos menstruales
regulares, la muestra se tomara durante la fase proliferativa del ciclo menstrual (posterior a la menstruacion y previo a la ovulacién). Si Usted
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guedara embarazada después de la toma de muestra, por favor notifique a su médico ya que esta informaciéon es muy importante para este
proyecto.

Riesgos: este procedimiento se considera de riesgo mayor al minimo. Los riesgos consisten en lo siguiente (segun lo referido en los trabajos
en los que se ha llevado a cabo en este tipo de procedimiento): “célico”, es decir un dolor agudo, brusco (también llamado espasmddico) e
intermitente en el abdomen que generalmente es de intensidad leve y que se presenta al momento de la toma de muestra; también se puede
presentar sangrado escaso 0 “manchado” posterior a la toma de muestra. Se ha reportado que el 92% de las pacientes a las que se les ha
tomado la muestra mediante este procedimiento no presentan molestias, mientras que el 6% presenta dolor moderado y el 2% dolor severo.
Las posibles complicaciones por la toma de muestra y sus frecuencias observadas son las siguientes: dolor que requiere de la toma de
analgésicos (31.8%), laceracion en el Gtero (5.9%) y fiebre (2.9%); no se han reportado casos de perforacion del Gtero. En caso de presentar
las molestias mencionadas se podra considerar la ingesta de un analgésico (ketorolaco 10 mg via oral, cada 6 horas), el cual no sera
proporcionado en caso de ingresar al protocolo. Existe muy poca probabilidad de que persistan las molestias, sin embargo, en caso de persistir
las molestias debera de acudir al servicio de urgencias del INPer y notificar que es participante de este protocolo para que se le sea notificado
a la doctora Vanessa Morales Hernandez o a la doctora Norma Paulina Pérez Ramirez a la extension 248 ¢ 239.

Confidencialidad: Los pacientes s6lo seran identificados por una clave asignada durante la toma de muestra, por lo que sus datos y la
informacion obtenida en este estudio serdn mantenidos en estricta confidencialidad. Cualquier informacioén relacionada con usted y derivada
del estudio serd archivada de manera electrénica en una base de datos y de forma escrita en una bitacora de laboratorio destinada a este
protocolo, en la Unidad de Investigacion en Reproduccion Humana, 3° y 4° piso de la Torre de Investigacion. Unicamente el autor principal y
los coautores participantes en este estudio tendran acceso esta informacion. Los resultados derivados del estudio podran ser presentados en
congresos cientificos, informes y/o publicaciones nacionales y/o internaciones.

Participacion voluntaria/retiro: El aceptar participar en el estudio no implicara la administraciéon de medicinas ni exdmenes diferentes a los que
recibe actualmente. La decision de participar implica que tendra un conocimiento completo de los riesgos y beneficios, los cuales se detallan
en esta carta. Cualquier duda adicional, podra ser aclarada por los investigadores responsables. Si no desea patrticipar en el estudio, su
tratamiento y atencién no cambiara en calidad y podra retirarse en el momento que lo desee. Su decisién de participar en el estudio es
completamente voluntaria.

Procedencia del Financiamiento: El proyecto sera financiado por el Fondo Sectorial de Investigacién en Salud y Seguridad Social (FOSISS)
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y el Instituto Nacional de Perinatologia IER.

Efectos secundarios: Los efectos secundarios mas comunes de la metformina son los siguientes: nduseas, vomitos, anorexia, pérdida de
peso, alteraciones del gusto, disminucién de la absorcion intestinal (incluyendo la vitamina B12) y acidosis lactica. Si Usted presenta alguna
alteracion renal no debe tomar este medicamento.

Beneficios: usted no obtendra ningun beneficio al participar en el estudio, Unicamente existe una posibilidad de alrededor del 23% de conseguir
el embarazo después del tratamiento con metformina y la dieta baja en carbohidratos y siguiendo las indicaciones de su médico. El presente
protocolo sélo persigue fines académicos y de investigacion.

Atencion médica: Si usted decide participar o no en el estudio, no cambiara en nada la atencién médica que recibira en el instituto.
Costos financieros: Este estudio no tiene ninglin costo para usted.

Compensacion: Usted no recibird ninglin pago por participar en el estudio ni tampoco recibird modificacién en el pago de los servicios que
reciba como parte de su atencién médica.

Destino de las muestras: las muestras obtenidas consistiran en fragmentos de Gtero. A partir de dichas muestras, se obtendran ADN y ARN
para realizar los estudios mencionados. Estos productos de las muestras se conservaran en el laboratorio de Gendmica/Unidad de
Investigacion en Reproduccion Humana del INPER y estaran a cargo del Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez. Debido al tipo de estudios que
se realizaran no serd posible recuperar ninguna parte de la muestra. Las muestras se conservaran durante la vigencia del presente estudio
(un periodo méaximo de 2 afios a partir del momento de la toma). Una vez concluido este periodo, las muestras se van a desechar en los
envases adecuados y no seran utilizadas para ninguna otra investigacion.

TEXTO DECLARATORIO

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar cualquier pregunta, que al momento de firmar
el presente, no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha informado la justificacion y objetivos de la investigacion, procedimientos que van a usarse y su propdsito con un lenguaje entendible
para mi, asi como las responsabilidades que adquiero al participar, molestias y riesgos esperados, beneficios que pueden obtenerse, que si
existieran gastos adicionales, derivados de este estudio de investigacion, estos seran absueltos por el presupuesto de la misma, la seguridad
de que no se me identificard y se mantendra la confidencialidad de la informacion relacionada con mi privacidad de acuerdo a la Ley Federal
de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares, Capitulo | De los Principios de Proteccion de Datos Personales, Articulo
6, 7,8 y 9: Y aviso de privacidad institucional, libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento sin que por ello se creen prejuicios
para continuar mi cuidado y tratamientos, que en caso de no aceptar participar en la investigacion, no existird ninguna penalidad, ni se veran
afectados los derechos de atencion médica presente o futura y la garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta o duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados a la investigacion.

Autorizo que los resultados derivados del estudio sean presentados en congresos cientificos, informes y/o publicaciones nacionales y/o
internaciones y mi nombre no sera revelado, ya que solo seré identificado por una clave asignada durante la toma de muestra.

86



Por lo anterior [ Sl ] 6 [ NO ] estoy de acuerdo en participar en la investigacion arriba sefialada firmando la declaraciéon de Consentimiento
Informado

Gracias por su Cooperacion

Yo

Nombre y firma del participante

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informé y dos testigos, conservando una copia de a)
Consentimiento informado y b) Informacién proporcionada para obtener mi autorizacion.

Para dudas y aclaraciones sobre aspectos éticos de investigacion debera dirigirse con el Presidente del Comité de ética en investigacion de

este Instituto, con el Dr. Alejandro Martinez Juarez (Tel. 55209900 Ext. 316). Para dudas y aclaraciones sobre el proyecto de investigacion
debera dirigirse con el investigador responsable, con el Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez (Tel. 5520900, Ext. 513 6 346)

Responsable o representante Firma

Testigo

Nombre, direccion y relacion

Firma

Testigo

Nombre, direccion y relacion

Firma

Firma del Investigador
Responsable

Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (CONTROLES)

TEXTO INFORMATIVO

Nombre del proyecto

X N de Efecto de la intervencion metabdlica con metformina sobre la programacion
investigacion:

epigenética del endometrio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico.

Num. Registro: 300020209-04-16

Investigador responsable: Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez, Unidad de Investigacion en Reproduccién Humana,
Instituto  Nacional de Perinatologia, Tel. 55209900 Ext. 513 6 346, email
vamer@comunidad.unam.mx

Presidente del Comité de ética Dr. Alejandro Martinez Juarez, Tel. 55209900 Ext. 316
en Investigacion

Proposito: Por medio de la presente se le invita a participar en este estudio que se realizard en el Instituto Nacional de Perinatologia con
mujeres que padecen de sindrome de ovario poliquistico y tienen dificultad para quedar embarazadas (infertilidad). El sindrome de ovario
poliquistico es una enfermedad hormonal en la que existe una alteracion en los niveles de las hormonas sexuales femeninas. Esta alteracion
esté relacionada con cambios en el ciclo menstrual (irregularidades o ausencia del periodo menstrual), presencia de quistes en los ovarios,
infertilidad y elevacion de insulina en sangre. Esta enfermedad est4 asociada a un mayor riesgo de aborto espontaneo, hipertension arterial,
diabetes gestacional y esterilidad. Hasta la fecha, no se conoce con exactitud cual es la causa del sindrome de ovario poliquistico y los
mecanismos por los cuales produce infertilidad, sélo se sabe que las hormonas producidas por los ovarios (llamadas estrégenos y
progesterona) y los andrégenos (hormonas masculinas que se encuentran en pequefias cantidades en las mujeres) estan involucradas y que
existe un componente genético y ambiental para su desarrollo. La metformina junto con una dieta baja en carbohidratos se utiliza como
tratamiento para mejorar las alteraciones metabdlicas y hormonales en pacientes con sindrome de ovario poliquistico. Ademas, se ha
observado que la metformina favorece la probabilidad de quedar embarazada y disminuye las complicaciones del embarazo en estas pacientes,
sin embargo, se desconocen los mecanismos a través de los cuales la metformina favorece el embarazo.

El material genético estd compuesto por &cidos nucléicos, los cuales se dividen en acido desoxirribonucléico y acido ribonucléico (ADN y ARN,
respectivamente). En particular, el ADN puede tener modificaciones quimicas que se pueden producir en respuesta a factores ambientales
(como son contaminantes, alimentacion, enfermedades, entre otros); dentro de éstas modificaciones del ADN, la modificacion mas estudiada
es la metilacion. Se ha demostrado que alteraciones en el contenido de ADN metilado y/o ARN pueden predecir el estado de enfermedades
gue tienen un componente genético y ambiental. Las células que forman el revestimiento del Gtero o matriz (Ilamado endometrio) contienen
ADN y ARN y diversos estudios han demostrado que existen alteraciones en el contenido de ambas moléculas que estan relacionadas con los
problemas que tienen las mujeres para quedar embarazadas. En este trabajo se va a estudiar la diferencia que existe entre el contenido de
los componentes de ADN metilado y ARN del endometrio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico y el contenido de los mismos en
mujeres que ya han logrado el embarazo. También se estudiara a pacientes con sindrome de ovario poliquistico que hayan recibido tratamiento
con metformina y dieta para estudiar los cambios en el contenido de dichas moléculas que favorecen el embarazo. Esto nos permitira investigar
cuales podrian ser las causas de la infertilidad en las pacientes con sindrome de ovario poliquistico y los efectos de la metformina para
favorecer el embarazo, asi como aportar informacion que en un futuro beneficie a las pacientes que sufren esta enfermedad.

Seleccion de participantes: A lo largo de este estudio se utilizaran las biopsias de aproximadamente 30 mujeres sin historia de infertilidad (que
al menos tengan un hijo vivo) ni diagnostico de sindrome de ovario poliquistico. El motivo por el cual Usted fue seleccionada es debido a que
cumple los criterios antes mencionados y a que se le practicard una de las siguientes cirugias por recomendaciones de su médico:
histerectomia que consiste en la extraccion completa del Utero u obstruccién tubaria bilateral que consiste en cortar y ligar las trompas uterinas
para impedir el paso del 6vulo y de los espermatozoides para evitar el embarazo.

Procedimiento: para realizar esta investigacion, necesitamos su autorizacion para realizar una historia clinica completa y tomar un fragmento
del recubrimiento del Gtero previo a la histerectomia o durante la obstruccion tubaria bilateral. El fragmento serd tomado durante la fase
proliferativa (posterior a la menstruacion y previo a la ovulacion) de su ciclo menstrual. En el caso de que a Usted se le realice una histerectomia,
el procedimiento mediante el cual se obtendran las muestras es el mismo que se realizara como parte de dicha cirugia, bajo el efecto de
anestesia. En caso de que a Usted se le realice una obstruccion tubaria bilateral, la muestra se obtendra mientras Usted se encuentra bajo el
efecto de anestesia. Normalmente, durante la obstruccion tubaria bilateral no se toman muestras del Gtero, sin embargo, si usted acepta
participar en esta investigacion, se tomara una muestra del recubrimiento del Utero mediante una cénula de Pipelle para su estudio. En caso
de que a Usted no se le realice cirugia y acepte participar en el estudio, el personal médico capacitado tomaré un fragmento pequefio del
recubrimiento del dtero en los consultorios médicos mediante una céanula de Pipelle sin aplicacion de anestesia ni analgesia previa. El uso de
la canula de Pipelle es el método més comun, mejor tolerado y el mas aceptado para la toma de muestra del recubrimiento del Gtero (98% de
las mujeres aceptan que se les tomé la muestra mediante este procedimiento), ademas de que se considera un método muy poco invasivo.
De hecho, alrededor del 70% de las mujeres que han sido sometidas a este procedimiento estan satisfechas con el mismo y lo recomendarian
a otras mujeres. Durante el procedimiento, Usted se recostara sobre una mesa y se colocaran sus piernas en las pierneras. Posteriormente,
el médico colocara el espejo vaginal dentro de la vagina para abrirla ligeramente, esto permitira observar el interior de la vagina y el cuello
uterino. En caso de ser necesario se pinzara el cérvix o cuello uterino para la introduccion de la canula de Pipelle y proceder a la toma de
muestra mediante un aspirado de las paredes del recubrimiento de su Gtero.

Riesgos: los riesgos asociados con los procedimientos de la investigacion son los mismos que le indicaron para la cirugia, por lo que no hay
riesgos adicionales a los que le indic6 su médico. Este procedimiento no le generara dolor durante la toma debido a que se realizar4 mientras
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usted continda con el efecto de la anestesia utilizada para la cirugia, una vez que pase el efecto de la anestesia, podria presentar molestias
leves por la toma de la muestra del Gtero. En caso de que a Usted no se le realice cirugia y acepte la toma de muestra en los consultorios
médicos, los riesgos consisten en lo siguiente (segln lo referido en los trabajos en los que se ha llevado a cabo en este tipo de procedimiento):
“célico”, es decir un dolor agudo, brusco (también llamado espasmdédico) e intermitente en el abdomen que generalmente es de intensidad
leve y que se presenta al momento de la toma de muestra; también se puede presentar sangrado escaso o “manchado” posterior a la toma de
muestra. Se ha reportado que el 92% de las pacientes a las que se les ha tomado la muestra mediante este procedimiento no presentan
molestias, mientras que el 6% presenta dolor moderado y el 2% dolor severo. Las posibles complicaciones por la toma de muestra y sus
frecuencias observadas son las siguientes: dolor que requiere de la toma de analgésicos (31.8%), laceracién en el Gtero (5.9%) y fiebre (2.9%);
no se han reportado casos de perforacién del Gtero. En caso de presentar las molestias mencionadas se podra considerar la ingesta de un
analgésico (ketorolaco 10 mg via oral, cada 6 horas), el cual no sera proporcionado en caso de ingresar al protocolo. Existe muy poca
probabilidad de que persistan las molestias, sin embargo, en caso de persistir las molestias debera de acudir al servicio de urgencias del INPer
y notificar que es participante de este protocolo para que se le sea notificado a la doctora Vanessa Morales Hernandez o a la doctora Norma
Paulina Pérez Ramirez a la extension 248 6 239.

Confidencialidad: Los pacientes s6lo seran identificados por una clave asignada durante la toma de muestra, por lo que sus datos y la
informacion obtenida en este estudio serdn mantenidos en estricta confidencialidad. Cualquier informacién relacionada con usted y derivada
del estudio serd archivada de manera electrénica en una base de datos y de forma escrita en una bitacora de laboratorio destinada a este
protocolo, en la Unidad de Investigacion en Reproduccion Humana, 3° y 4° piso de la Torre de Investigacion. Unicamente el autor principal y
los coautores participantes en este estudio tendran acceso esta informacién. Los resultados derivados del estudio podran ser presentados en
congresos cientificos, informes y/o publicaciones nacionales y/o internaciones.

Participacion voluntaria/retiro: El aceptar participar en el estudio no implicara la administracion de medicinas ni examenes diferentes a los que
recibe actualmente. La decision de participar implica que tendra un conocimiento completo de los riesgos y beneficios, los cuales se detallan
en esta carta. Cualquier duda adicional, podra ser aclarada por los investigadores responsables. Si no desea patrticipar en el estudio, su
tratamiento y atencién no cambiard en calidad y podra retirarse en el momento que lo desee. Su decisién de participar en el estudio es
completamente voluntaria.

Procedencia del Financiamiento: El proyecto seré financiado por el Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social (FOSISS)
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y el Instituto Nacional de Perinatologia IER.

Efectos secundarios: Ninguno.

Beneficios: usted no obtendrd ningun beneficio al participar en el estudio. El presente protocolo sélo persigue fines académicos y de
investigacion.

Atencion médica: Si usted decide participar o no en el estudio, no cambiara en nada la atencién médica que recibira en el instituto.
Costos financieros: debera cubrir los costos de la cirugia de acuerdo a las indicaciones de su médico.

Compensacion: Usted no recibird ninglin pago por participar en el estudio ni tampoco recibird modificacién en el pago de los servicios que
reciba como parte de su atenciéon médica.

Destino de las muestras: las muestras obtenidas consistiran en fragmentos de Gtero. A partir de dichas muestras, se obtendran ADN y ARN
para realizar los estudios mencionados. Estos productos de las muestras se conservaran en el laboratorio de Gendmica/Unidad de
Investigacion en Reproduccion Humana del INPER y estaran a cargo del Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez. Debido al tipo de estudios que
se realizaran no serd posible recuperar ninguna parte de la muestra. Las muestras se conservaran durante la vigencia del presente estudio
(un periodo méaximo de 2 afios a partir del momento de la toma). Una vez concluido este periodo, las muestras se van a desechar en los
envases adecuados y no seran utilizadas para ninguna otra investigacion.

TEXTO DECLARATORIO

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar cualquier pregunta, que al momento de firmar
el presente, no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha informado la justificacion y objetivos de la investigacion, procedimientos que van a usarse y su proposito con un lenguaje entendible
para mi, asi como las responsabilidades que adquiero al participar, molestias y riesgos esperados, beneficios que pueden obtenerse, que si
existieran gastos adicionales, derivados de este estudio de investigacion, estos seran absueltos por el presupuesto de la misma, la seguridad
de que no se me identificard y se mantendra la confidencialidad de la informacion relacionada con mi privacidad de acuerdo a la Ley Federal
de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares, Capitulo | De los Principios de Proteccion de Datos Personales, Articulo
6, 7,8 y 9: Y aviso de privacidad institucional, libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento sin que por ello se creen prejuicios
para continuar mi cuidado y tratamientos, que en caso de no aceptar participar en la investigacion, no existird ninguna penalidad, ni se veran
afectados los derechos de atencion médica presente o futura y la garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta o duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados a la investigacion.

Autorizo que los resultados derivados del estudio sean presentados en congresos cientificos, informes y/o publicaciones nacionales y/o
internaciones y mi nombre no ser4 revelado, ya que solo seré identificado por una clave asignada durante la toma de muestra.
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Por lo anterior [ Sl ] 6 [ NO ] estoy de acuerdo en participar en la investigacion arriba sefialada firmando la declaracion de Consentimiento
Informado

Gracias por su Cooperaciéon

Yo

Nombre y firma del participante

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informé y dos testigos, conservando una copia de a)
Consentimiento informado y b) Informacién proporcionada para obtener mi autorizacion.

Para dudas y aclaraciones sobre aspectos éticos de investigacion debera dirigirse con el Presidente del Comité de ética en investigacion de

este Instituto, con el Dr. Alejandro Martinez Juarez (Tel. 55209900 Ext. 316). Para dudas y aclaraciones sobre el proyecto de investigacion
debera dirigirse con el investigador responsable, con el Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez (Tel. 5520900, Ext. 513 6 346)

Responsable o representante Firma

Testigo

Nombre, direccion y relacion

Firma

Testigo

Nombre, direccion y relacion

Firma

Firma del Investigador
Responsable

Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez

90



	Portada

	Índice
	1. Resumen

	2. Introducción

	3. Antecedentes

	4. Justificación

	5. Preguntas de Investgación   6. Hipótesis   7. Objetivos

	8. Metodología

	9. Resultados

	10. Análisis de Resultados

	11. Conclusiones

	12. Referencias

	Anexos


