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1 RESUMEN

INTERACCION ENTRE LA DEFICIENCIA DE VITAMINA D, ALGUNOS
POLIMORFISMOS DE SU RECEPTOR, OBESIDAD Y RESISTENCIA A LA INSULINA,
CON LAS CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS DEL SOP.

Introduccion: Hallazgos cientificos recientes sefialan la asociacion entre el estado
nutricio de vitamina D (VD) y el Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP). Particularmente,
la obesidad y la resistencia a la insulina (RI), frecuentes en SOP, se asocian con
deficiencia de VD (DVD) e hiperandrogenemia (HA). Sin embargo, los resultados de
trabajos de intervencidn con VD son inconsistentes en demostrar mejoria en parametros
clinicos del SOP, por lo que la asociacién entre VD, obesidad, Rl y SOP no es clara. La
accién de la VD esta regulada por su receptor (VDR) y se ha reportado que los
polimorfismos del VDR Apal, Bsml, Fokl y Tagl se asocian con parametros metabdlicos,
hormonales y susceptibilidad de desarrollar SOP, lo que podria explicar la interaccion
entre DVD y SOP, pero hacen falta estudios que analicen con detalle esta relacion.
Objetivo: Determinar la relacién entre la DVD, los polimorfismos del VDR y el SOP,
tomando en cuenta el papel de la obesidad y la RI.

Métodos: Se efectué un estudio transversal analitico en pacientes con SOP y sus
controles, de acuerdo a los criterios de Rotterdam, sin tratamiento hormonal ni
suplementos vitaminicos, y sin patologias agregadas. Las variables de estudio fueron;
estado nutricio de VD, polimorfismos del VDR (Fokl, Bsml, Apal y Taql), indice de
corporal (IMC), y sensibilidad a insulina (M). Para el analisis estadistico se utilizé
estadistica paramétrica, y comparacién de frecuencias entre pacientes con SOP y
controles con Chi cuadrada. Se realizaron modelos de regresion lineal y logistica para
identificar predictores de riesgo.

Resultados: Se estudiaron 163 pacientes, 126 con SOP y 37 controles. La
concentracion media de VD fue de 17.25 + 7.3 ng/ml para las pacientes con SOP y 17.94
+ 4.71 ng/ml para el grupo control; la frecuencia de DVD fue también comparable entre
los grupos (65.6% vs 66.7% para SOP y controles respectivamente). Los polimorfismos

Apal genotipo AA y Fokl genotipo ff fueron mas frecuentes en las pacientes con DVD



que en las no deficientes (63.9 vs 29.4%, p=0.026) y (33.3 vs 5.9%, p=0.049)
respectivamente. No se encontré asociacién en la frecuencia de los polimorfismos
estudiados respecto al SOP, Rl y obesidad. EI modelo multivariado, ajustado por SOP,
obesidad y RI, mostré una asociacion significativa entre Fokl y la concentracion de VD
(coeficiente: -3.42 + 1.23, p=0.008).

Conclusiones: La proporciéon de los polimorfismos del VDR Apal y Fokl, y la frecuencia
de DVD fueron altas en el total de la muestra. Sin embargo, la DVD fue mas frecuente
en las mujeres con estos polimorfismos, independientemente del SOP, obesidad y RI.
Estos resultados sugieren que la suplementacion con VD podria ser incluida como parte

del tratamiento de las pacientes con SOP.

Palabras clave: sindrome de ovario poliquistico, receptor de vitamina D, polimorfismo,

obesidad, resistencia a la insulina, Fokl, Bsml, Apal y Taq|l.



2 ANTECENDENTES

2.1 Vitamina D

La vitamina D (VD) es una a hormona esteroidea sintetizada principalmente en la piel por
la exposicién a la luz ultravioleta, se ha reportado que del 10 al 20% proviene de la dieta
(1). Las fuentes alimentarias mas importantes de VD son los productos de origen animal
como aceite de pescado, higado, huevo y alimentos adicionados como: lacteos, jugos,

cereales y suplementos vitaminicos (2).

La VD hace referencia a dos precursores biolégicos: ergocalciferol (D2) y colecalciferol
(D3), de los cuales la vitamina D3 constituye entre el 80-90% de los metabolitos
circulantes y se sintetiza principalmente en la piel por la accién de la luz ultravioleta B
(280-315nm) (1). La exposicion solar genera una conversion fotolitica del 7-
dehidrocolesterol a pre-vitamina D3 mediante una reaccién de isomerizacion térmica no
enzimatica, esto ocurre en las membranas plasmaticas de los queratinocitos epidérmicos
basales, suprabasales y en los fibroblastos dérmicos (3). La vitamina D3 sintetizada
cutaneamente se libera de la membrana plasmatica circulacion y se une a la proteina de

unién de vitamina D (DBP) para ser transportada a la circulacién sistémica (3, 4).

Las concentraciones séricas de vitamina D3 alcanzan su punto maximo en 24 a 48 horas
(h), posterior a la exposicidn de la radiaciéon UV, los niveles de vitamina D3 disminuyen
exponencialmente con una vida media en suero que varia de 36 a 78 h. Como una
molécula soluble en lipidos, la vitamina D3 es captada por los adipocitos y es almacenada

para su uso posterior (5).

La prevalencia de la deficiencia de VD (DVD) se reporta entre 30-60% en mujeres en
edad reproductiva (1, 5, 6), lo que representa un importante problema de salud. Este
rango tan amplio, probablemente se explica por la medicion de diferentes metabolitos de
la vitamina y por el uso de diferentes puntos de corte para el diagnéstico. De acuerdo
con el Instituto de Medicina, las concentraciones de VD se clasifican como: suficiencia

(>30ng/ml), insuficiencia (21-29.99ng/ml) y deficiencia (<20ng/ml) (2).

Independientemente de la fuente de obtencién de la VD (D2 y Ds), esta no es

biologicamente activa, por lo cual, para su activacion, requiere de un proceso de
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hidroxilacion de dos pasos para poder ejercer sus funciones (7). La VD una vez en
circulacion es transportada al higado en donde se realiza la primera hidroxilaciéon
mediante la accion de la enzima 25-hidroxilasa, la cual produce una hidroxilacién en el
carbono 25 en el 7-dehidrocolesterol, dando lugar al calcifediol o 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D), siendo la forma mas presente en la circulacién. Posteriormente, a nivel renal,
en los tubulos proximales se produce la segunda hidroxilacion, la cual es mediada por la

enzima 1a-hidroxilasa, la cual transforma la 25(OH)D en 1,25(0OH)2D3 o calcitriol (7-9)

(Figura 1).
Fuentes exégenas
A) Aceite de pescado (Atun, salmon, sardinas, arenque)
B) Aceite de higado de bacalao
l C) Alimentos fortificados (cereales, leche, jugo)
D) Suplementos
Piel
Fotoconversion de la 7-dehidroco]esterol‘ l
en previtamina Dy \ /
Entrada a la circulacio

de VD

Higado — La enzima CYP2R1
(25-hidroxilasa vitamina D)
v
Hidroxilacion de la 25(0H)D, la mayor

25(OH)D forma de circulacion de vitamina D.

La enzima CYP27B1 ]

Rifs
on [ (25(0H)D-1a hidroxilasa vitamina D)

La enzima CYP24A1 (25(OH)D-24 Hidroxilacién de la 1,25(OH)D, la forma
hidroxilasa) 1,25(0H)D biologica activa de la vitamina D.

v

Degradacion de la 25(0OH)D y 1,25(OH)D en su

PRI ( Circulacién a células
forma bioldgica inactiva, soluble en agua y acido di
iana

calcitréico

Figura 1 Sintesis de los precursores y metabolitos de la vitamina D (8).

La forma activa de la VD (1,25(OH)2 D3) actua como una hormona en diversos procesos
fisiolégicos en mas de 36 tipos de células que expresan el receptor de la vitamina (VDR,;
por su nombre en inglés: vitamin D receptor) (10). Estas funciones pueden ser biolégicas
(clasicas y no clasicas), no-gendmicas o de respuesta rapida, y acciones genémicas (11—
13). Dentro de las acciones gendmicas, la VD regula la transcripcion genética y activa
una gran variedad de sefales de transduccion en la membrana plasmatica de las células

a través de la activacion del receptor. Se estima que el VDR puede regular la expresiéon
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de 500 genes del genoma humano y tiene su principal papel en la regulacion del
metabolismo mineral 6seo a través de la activacion de transportadores de calcio y
fosfato, bombas idnicas en intestino y riidn, estimulando la actividad de osteoclastos y
regulando la formacién de tejido 6seo por medio de factores de diferenciacién (10, 12).
Esto se vincula con la principal funcién biolégica de la vitamina, que es mantener la
homeostasis del calcio y fosforo extracelular a través de regular la interaccion entre riion,
hueso, glandula paratiroidea e intestino, proceso esencial para la integridad ésea (8, 13).
La interaccion entre estos érganos y las funciones genémicas y no genémicas de la VD
contribuye a la modulacion homeostatica de la absorcion de calcio y fosfato dietario por
mecanismos de transporte activo en el intestino delgado (9), y en la apertura de canales
de calcio y cloro en osteoblastos. Por otra parte, la VD también participa en otros
procesos biolégicos como la migracion de células endoteliales y la secrecidn de insulina

por las células pancreaticas (14).

Todas estas acciones de la VD son reguladas por el VDR (9-11, 13), y la amplia
distribucion de los receptores en una gran variedad de tejidos, incluyendo las células
endoteliales y las de musculo liso de la pared arterial, células B pancreaticas, monocitos,
queratinocitos y neuronas, sugiere que la VD podria estar involucrada en la modulacién
de otras funciones fisioldgicas relacionadas con la inmunidad, inflamacién, proliferacién

celular, apoptosis, enfermedades degenerativas y en la reproduccion (15, 16).

De esta manera, la accién de la VD es mediada por la unién de la forma activa de la
vitamina la 1,250H2D3 a su receptor nuclear VDR, el cual es miembro de la familia de
receptores hormonales nucleares (10, 11). EI VDR ha sido identificado en érganos
involucrados en el proceso reproductivo, como ovario (particularmente las células de la
granulosa), utero, placenta, hipotalamo y glandula pituitaria, sugiriendo un papel
potencial de la VD en la funcion reproductiva femenina (17). El VDR se localiza en el
nucleo de las células, y una vez que es estimulado por el metabolito activo de la VD
forma un heterodimero con el receptor retinoide X (RXR; retinoid X receptor) lo cual
fomenta la unidén de una serie de coactivadores para iniciar o inhibir la transcripcion

genética (12).
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El gen ENSG00000111424 que se encuentra en el cromosoma 12q13.11, es el
encargado de codificar el VDR. Cambios en este gen se han asociado con diabetes
mellitus, resistencia a la insulina, menor secrecidn de insulina, osteoporosis, resistencia
ala VD y algunos tipos de cancer (12, 18, 19). Los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP; por su nombre en inglés single nucleotide polymorphism) son una variante en la
secuencia del acido desoxirribonucléico (ADN) con una frecuencia de un alelo de al
menos 1%. Estos SNP son comunes en la poblacién y pueden tener como resultado
algun efecto bioldégico. Por su funcién se clasifican en: 1) SNP reguladores, los cuales
dan alteraciones sobre los niveles de expresion genética debido a que se localizan en la
parte promotora del gen; 2) SNP estructurales, son aquellos que estan localizados en las
regiones no codificantes o intrénicas y afectan la traduccion y estabilidad del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) (20). Los polimorfismos localizados en regiones
codificantes o exdnicas se denominan SNP codificantes que se subdividen en: 1)
Sinénimos y corresponde cuando un cambio de nucledtido no afecta al aminoacido y 2)
No sinénimos, en donde el cambio de nucledétido modifica la estructura de los
aminoacidos de la proteina codificada.

Se ha observado que algunos polimorfismos del VDR se asocian con alteraciones
metabdlicas como obesidad, resistencia a la insulina (RI) y dislipidemias, asi como con
alteraciones hormonales en mujeres en edad reproductiva (19, 21). Por ejemplo, se ha
reportado que algunos de estos polimorfismos se asocian con la gravedad del sindrome
de ovario poliquistico (SOP) y con los parametros metabdlicos y antropométricos (22—
26). Entre los mas estudiados se encuentran Apal en el intrén 8 (C / A) (rs7975232),
Bsml en el intrén 8 (G / A) (rs1544410), Fokl en el exdén 2 (C / T) (rs10735810), y Taq|l
enelexén 9 (T/C) (rs731236) (Figura 2).
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Gen de VDR

Regién reguladora de VDR

105 kb

Regidn codificante de VDR

Ubicacién citogenética

/ 1f le a
Cdx2(1e-1739)
la -1521
la -1012

<—

Taql(61983)

<—

Bsml(60890)

9

—>  Apal(61888)

12q13.11
—  Tru9l(61050)

Figura 2. Localizacion y estructura del polimorfismo del receptor de vitamina D (26).

2.2 Sindrome de Ovario Poliquistico.

El sindrome de ovario poliquistico es el trastorno endocrinolégico mas comun en las
mujeres en edad reproductiva, el cual afecta hasta el 10 % de la poblacién (27). Su
etiologia es desconocida, pero varios factores genéticos y ambientales estan asociados
con el sindrome (27, 28). Existen tres criterios para diagnosticar SOP: (I) Los criterios
del Instituto Nacional de Salud (NIH) y el Instituto Nacional de Salud Infantil y Desarrollo
Humano (NICHD) en 1990 (28); (ll) Los criterios de Rotterdam del 2003, propuestos por
la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva y la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia (29) y; (lIl) Los criterios de la Sociedad de Exceso
de Andrégenos del 2006 (30). El primero establece que el diagndstico se confirma si la
mujer presenta hiperandrogenismo y disfuncion ovulatoria; con los criterios de Rotterdam
el diagnostico se confirma si una mujer presenta dos de las siguientes tres
manifestaciones: hiperandrogenismo, disfuncién ovulatoria y poliquistosis ovarica; y la
Sociedad de Exceso de Androgenos establece que las mujeres con SOP deben

presentar hiperandrogenismo, ademas de disfuncidén ovarica, ovarios poliquisticos, o
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ambos. En cualquier caso, el diagndstico requiere la exclusion de patologias con
presentacion clinica similar, como hiperplasia suprarrenal congénita, sindrome de
Cushing, secrecion de andrégenos por tumores y otras causas de exceso de andrégenos
(27-30) complicando asi su diagnéstico.

Las alteraciones metabdlicas son comunes en mujeres que sufren SOP. Entre el 30-70%
cursan con obesidad, y hasta el 70% desarrolla RI (25, 26, 31). Aunque la obesidad
podria ser la responsable de la Rl y las alteraciones metabdlicas asociadas, se sabe que
la elevacion de los androgenos que acompafa al sindrome incrementa adicionalmente

el riesgo metabdlico (29, 32).

La asociacion reportada entre obesidad y Rl con SOP, asi como la asociacién entre
obesidad y Rl con la DVD, ha hecho que la comunidad cientifica enfoque la atencién en
la interrelacion entre la obesidad, la RI, el metabolismo de la VD y los polimorfismos del
VDR en pacientes con SOP con la intencion de dilucidar algunos mecanismos

involucrados y quizas nuevas alternativas de tratamiento (33-35).

2.3 Relacion entre Vitamina D y Sindrome de Ovario Poliquistico

Las evidencias cientificas muestran una asociacién sélida entre la DVD y el SOP (33—
36), también se ha reportado asociacion entre la DVD y concentraciones elevadas de
androgenos y la hormona antimuleriana (HAM) (37—-39), aunque esta evidencia no es tan
robusta. Por otra parte, no todos los estudios de intervencién en los que se se suplementa
vitamina D a pacientes con SOP muestran mejoria en las manifestaciones clinicas y

bioquimicas, poniendo en duda el papel causal de la VD en el SOP (36 ,38—40).

La asociacion entre la DVD y la etiopatogenia del SOP la sugieren los resultados de
varios estudios que encontraron que esta deficiencia es mas comun en mujeres con SOP
que en mujeres sin el sindrome (36, 40). Sin embargo, se ha propuesto que la alta
prevalencia de DVD en pacientes con SOP se debe al incremento del tejido adiposo en
estas mujeres, lo cual favorece el secuestro de la vitamina en este tejido debido a su
caracter de molécula lipofilica, sugiriendo una causalidad en reversa (33-35).

No obstante, evidencias mas recientes refuerzan la hipétesis de que la VD participa en

la etiopatogenia del SOP. Por ejemplo, una revision meta-analitica ha reportado que las
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pacientes con DVD tienen mayor riesgo de SOP independientemente de la presencia de
obesidad (35, 36). También se ha reportado que algunos polimorfismos en el gen del
VDR se asocian con manifestaciones bioquimicas del SOP, por ejemplo: Apal se ha
relacionado con la susceptibilidad de desarrollar SOP (23) y con concentraciones altas
de testosterona (25); Taql con el riesgo de resistencia a la insulina (31) y con
concentraciones elevadas de testosterona, FSH y LH (25) y; Bsml con concentraciones
bajas de SHBG (24). Ademas Tagql se ha relacionado con aumento en el indice de masa
corporal, Rl y aumento en andrégenos libres (41). Aunado a lo anterior, se ha reportado
que las concentraciones séricas de VD correlacionan negativamente con las de HAM, y
que el receptor de la HAM (AMHR-II) en el liquido folicular de mujeres con DVD esta
expresado al doble, sugiriendo que la VD regula a la baja el gen AMHR-II,
contrarrestando asi el efecto represor de la HAM sobre los foliculos (37). De hecho, se
ha reportado que en mujeres con SOP el aporte de VD disminuye las concentraciones
elevadas de HAM (17), pero estos resultados no han sido replicados y otros no han

encontrado asociacion (42, 43).

Todos estos hallazgos sugieren que el metabolismo de la VD esta relacionado con el
riesgo de SOP, no sélo por la accién de la vitamina en la sensibilidad a la insulina, sino
también por un efecto directo sobre algunos de los procesos hormonales reproductivos
que actuarian en forma independiente y probablemente a través de variantes genéticas

del receptor. Sin embargo, las evidencias no son sélidas.

2.4 Relacion entre obesidad, resistencia a la insulina y deficiencia de
vitamina D con el Sindrome de Ovario Poliquistico.

Mucha investigacion se ha llevado a cabo para aclarar la participacidén de la obesidad y
la RI en las alteraciones metabdlicas y hormonales de mujeres afectadas por SOP, pero
aun queda pendiente mucho por aclarar. En principio, se acepta que la obesidad y la RI
interfieren con la sintesis y actividad de las hormonas sexuales (estrogenos,
testosterona, LH), asi como también con las de moléculas involucradas en el transporte
y accion de las hormonas (SHBG, IFGBG), contribuyendo a un incremento en la

circulacién de hormonas metabdlicamente activas y la consecuente sobreestimulacién

16



ovarica (27-30). Sin embargo, la posibilidad de que el SOP se presente también en
mujeres sin obesidad y sin Rl sugiere que la participacion de estas alteraciones es sélo

parcial y otros mecanismos deberan estar involucrados (32).

Debido a que la DVD podria estar implicada en el riesgo de RI, se ha propuesto que
también influye en el riesgo de SOP, pero tampoco se ha establecido si lo hace sblo en
forma indirecta al afectar la sensibilidad a la insulina o tiene un efecto directo sobre el
riesgo de desarrollar SOP (35, 40). El mecanismo exacto de la interaccién entre la VD y
la Rl es desconocido, sin embargo, en la presencia del sitio de respuesta a la vitamina D
en el gen promotor de insulina, se ha encontrado la presencia de VDR y la expresién de
la enzima 1a-hidroxilasa en la célula B pancreatica. De esta manera, la VD puede influir
en la secrecién de insulina indirectamente a través de la regulacion de flujo de calcio a
través de la membrana celular en la célula beta, modular la entrada de calcio por
regulacion de la calbindina, ademas de controlar el aumento de la hormona paratiroidea
que puede suprimir la liberacion de insulina e inducir resistencia a la insulina (Figura 3)
(14, 21, 22).

Célula B Glucosa 1,25(0OH)D
GLUT2
la-hidroxilasa +
25(0H)D ——— > 1,25(0H)D - - - —-» Calbindina
Glucosa P
Metabolismo oxidativo v - - . Ty
1 4" | NF-kB | (Fas/ Fas-L)
! ATP/ADP @@ Gen de insulina \/
Canales de K */ATP < VDRE
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Despolarizacién e . Antiapptico
) Niicleo citocinas y agentes
Ca EnffadsdeGldion 1 Ca ~, inflamatorios.
1
i ‘ Py  PTH
: L) ) Inflamacién sistémic.
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: e — . . .
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Figura 3. Rol de la vitamina D en la homeostasis de la glucosa y su funcién en la célula B pancreatica

(14).




Otro factor a tomar en cuenta es que la VD modula el sistema inmune y por lo tanto la
DVD podria afectar la respuesta inmune, la cual también esta asociada con la Rl (8, 44,
45). Aunque todos estos mecanismos probables son plausibles, no existe informacion

suficiente al respecto, por lo que el papel que juegan aun no se ha establecido.

En pacientes con SOP, se ha propuesto que podria participar también el hecho de que
la VD tiene un efecto potencial en la expresion del receptor de insulina, en la actividad
de LH, en la regulacion de la biosintesis de estrégenos a través de influir en el gen de la
aromatasa, en la regulacién de la funcion del calcio en las células beta, y en la
modulacién de la respuesta inmune (17), pero la participacion de ninguno de estos
mecanismos ha quedado bien establecida. De hecho, se ha observado que la expresion
génica de la aromatasa esta disminuida en los foliculos de las pacientes con SOP en

comparacion con los controles (37).

Finalmente, aunque la mayoria de los estudios de suplementacion con VD no han
encontrado mejoria en las manifestaciones clinicas y bioquimicas del SOP. Un estudio
reciente ha reportado que la suplementacion con VD a pacientes con SOP resulté en una
disminucién en las concentraciones de androstenediona y testosterona séricas (38, 39),
y otro estudio reporté una mejoria en los ciclos menstruales y en la ovulacién (17, 46)
pero estos estudios no analizan si el efecto es secundario a la mejoria en la sensibilidad

a la insulina y al aumento de SHBG.

La debilidad de las evidencias se puede deber a varios factores: a que el SOP no esté
bien identificado ya que la mayoria de los estudios no hacen diagndstico de exclusion; a
que los estudios analicen por separado la asociacién del SOP con obesidad, con R, y
con DVD, sin tomar en cuenta la coexistencia de los tres factores; y/o a que no se ha
tomado en cuenta el papel de las variantes genéticas del VDR, lo cual podria influir en la

respuesta al tratamiento.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que la DVD es mas comun en mujeres con SOP que en mujeres sanas
(21, 22). Ademas, las pacientes con SOP presentan frecuentemente RI, factor que
también se asocia con deficiencia de VD (33-35). Por otra parte, los estudios de
intervencidn no son consistentes para demostrar un efecto benéfico de la suplementacion

con VD en las pacientes con SOP (42, 43).

La debilidad de las evidencias se puede deber a varios factores: 1) A que el SOP no esté
bien identificado, ya que la mayoria de los estudios no hacen diagndstico de exclusion;
2) A que los estudios analicen por separado la asociacion del SOP con obesidad, con R,
y con DVD, sin tomar en cuenta la coexistencia de los tres factores y 3) A que no se ha

tomado en cuenta el papel de las variantes genéticas del VDR.

Englobando toda la informacion, es de gran importancia analizar aquellas variantes
como: la deficiencia y los polimorfismos de la vitamina D genéticos, los cuales podrian
influir en la asociacion que existe entre el SOP y la RIl. De tal manera, si se logra
indentificar el efecto de la DVD y la presencia de polimorfismos en mujeres con SOP y

RI, seria una clave fundamental para el tratamiento en esta patologia.

Acorde a los razonamientos cientificos, nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢, Cual es la relacion entre la deficiencia de Vitamina D y polimorfismos de su receptor en

pacientes con obesidad, resistencia a la insulina y sindrome de ovario poliquistico?
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4 JUSTIFICACION

ElI SOP es frecuente en mujeres en edad reproductiva, este se ha asociado con obesidad,
Rl'y DVD , en este grupo de pacientes se ha observado un incremento de morbilidades
como diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular, dislipidemia y sindrome
metabdlico, todas estas patologias corresponden a los temas prioritarios de investigacion
médica del Instituto Mexicano del Seguro Social. Tanto el SOP como la DVD son factores
de riesgo adicionales para patologias relevantes en el control de la morbimortalidad de

mujeres en edad reproductiva.

Por otra parte, las opciones de tratamiento actuales para estas patologias fracasan,
justificando la busqueda de nuevas alternativas. Para esto es necesario abundar en los
mecanismos fisiopatolégicos asociados con estas alteraciones que frecuentemente
coexisten en la practica clinica. Aclarar el papel de la VD y los polimorfismos de su
receptor en pacientes con SOP, obesidad y RI, lo cual brindara informaciéon sobre

posibles alternativas adyuvantes en el tratamiento de pacientes con SOP.

Dentro de las terapias adyuvantes, el identificar a una paciente con deficiencia de
vitamina D se podria proponer como tratamiento para mejorar mejorar las enfermedades
metabolicas asociadas al sindome, asi como también modular las caracterisitcas clinicas

y bioquimicas del SOP.
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5 OBJETIVOS

5.1 General

Determinar la relacion de la DVD y los polimorfismos del VDR con el SOP tomando

en cuenta el papel de la obesidad y la RI.

5.2 Especificos

Establecer la frecuencia de DVD y de los polimorfismos del VDR Fokl, Apal,
Bsml y Tagl en una muestra de pacientes con SOP.

Evaluar el riesgo de SOP en relacion con la DVD y de los polimorfismos
mencionados.

Analizar la asociacion entre los polimorfismos del VDR con la obesidad y la RI.
Determinar la asociacion entre SOP y DVD tomando en cuenta la presencia de

Rl 'y los polimorfismos asociados.

21



6 HIPOTESIS
La DVD se asocia positivamente con la Rl y la obesidad en pacientes con el sindrome

de ovario poliquistico, esta asociacién se modificara en relacién a la presencia de los

polimorfismos Apal, Bsml, Fokl y Taq]l.

22



7 MATERIALES Y METODOS
7.1 Diseno
Se efectud un estudio transversal, comparativo, analitico y correlacional.

7.2 Poblacion

Pacientes de la consulta externa del servicio de Biologia de la Reproduccién Humana en
el Hospital de Ginecologia y Obstetricia numero 3, del Centro Médico Nacional la Raza,
Hospital de la mujer y de la Unidad de Medicina Familiar No 20. Las pacientes sin SOP

se reclutaron entre las mujeres que voluntariamente aceptaron participar.

7.3 Calculo de tamarno de muestra

De acuerdo a los objetivos, el tamafio de muestra se calculé asumiendo un nivel de
confianza del 95% y un poder estadistico del 80%. Para probar la correlacion entre dos
variables, se utilizé la formula de Wayne (47), considerando un coeficiente de correlacion

de 0.5 entre la concentracion de VD y la de testosterona.
n = ((Za+ZB)/ (Y2 In (1+r/1-r))2) +3
n = ((1.96+0.845) / (1/2 In (1+0.5/1-0.5))2) +3

n=29

Por ultimo, para el analisis de los SNP se utilizé la férmula de proporciones. Tomando en

cuenta una frecuencia de Bsml de 85.2% en SOP y de 89% en controles (23).

2
_ ZayJ2P1(1 - P1) — 78 /P2 (1 — P2) + P1 (1 — P1)
n= P2 — P1

n=212

El tamarfo de muestra final propuesto para el estudio es de 212 pacientes. Para esta
tesis se presenta el analisis de 163 mujeres con muestra de material genético

disponible para el analisis de polimorfismos.
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7.4 Criterios de seleccion

7.4.1 Inclusion
Pacientes con edad de 18 a 38 arfios con SOP acorde a los criterios de Rotterdam

Pacientes con edad de 18 a 38 anos sanas sin SOP acorde a los criterios de

Rotterdam

Pacientes con y sin SOP que acepten participar y hayan firmado la carta de

consentimiento informado.

7.4.2 Exclusion

Enfermedad crénica degenerativa.
Manejo médico los ultimos 3 meses.

Ingesta de suplementos vitaminicos (vitamina D).

7.4.3 Eliminacion

Datos incompletos.

A las cuales no se les realiz6 el clamp o que no se pudo obtener material genético.
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7.5 Cuadro operacional de variables
Variables Definicion Definicion Indicador Escala de Fuente
Dependientes Conceptual Operacional Medicion
Hormona ng/ml
esteroidea L Cuantitativa
. . Deficiencia .
liposoluble que Concentracion (<20 ng/mi) continua
Estado nutricio de | induce respuestas | es plasmaticas 9 Quimio-
vitamina D fisiolégicas en de 25(0OH)D3 No = 0 Cualitativa luminiscencia
diversos tejidos dicotémica
que expresan sus ,
Si=1
receptores (4).
Polimorfismos de
un solo nucleétido
. . que se localizan en Fokl (FF, Ff, f) Presen_czla o]
Polimorfismos del | el gen receptor de ausencia de
. Bsml (BB, Bb, . . L
receptor de vitamina D. polimorfismo Cualitativa
vitamina D Representan bb) nominal RT-PCRy
bres Tagl (TT, Tt, tt) ) ol PCR-RFLP
(Fokl, Bsml, Apal variaciones No=0 policotémica
” . Apal (AA, Aa,
y Taql) genéticas mas aa)
comunes del Si=1
genoma humano
(20).
Variables
independientes
Que cumpla
con los
criterios de
Patologia cuyo Rotterdam (por
diagnéstico es por | lo menos dos
exclusion y que se de los .
, o Presencia o
caracteriza por: siguientes .
hiperandrogenismo criterios: ausencia Cualitativa
Sindrome de . . . Criterios de
. S clinico o anovulacion u nominal
ovario poliquistico C . - No=0 C Rotterdam
bioquimico, oligoovulacién, dicotomica
anovulacion u hiperandrogeni Si= 1
oligoovulacién y smo clinico o
ovario poliquistico bioquimico,
(27). ovarios
poliquisticos,
es decir, mas
foliculos que
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midande 2a 9
mm o volumen
>10cc por lo
menos en un
ovario.

Resistencia a la
insulina

Trastorno
metabdlico
caracterizado por
una respuesta
biologica atenuada
a la accién de esta
hormona que trae
como
consecuencia una
disminucion en la
captacion de
glucosa por las
células del
musculo y tejido
adiposo, una
disminucion en la
produccién
hepatica de
glucégeno y un
aumento en la
produccion
hepatica de
glucosa (32).

Valor M
derivado del
Clamp

RI=M<6.0

mL/Kg * min

RI
0= No
1= Si

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal
dicotdmica

Clamp
hiperinsulinémic
o-euglicémico

Obesidad

Acumulacion
anormal o excesiva
de grasa que
puede ser
perjudicial para la
salud (48).

Determinada
por IMC = 30

Kg/m?

IMC > 30
0= No
1= Si

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal
dicotdmica

Resultado
obtenido por
bascula de
Inbody 230
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7.6 Descripcion del estudio

Para este estudio se incluyé un grupo de mujeres reclutadas en estudios previos a las
cuales se les determiné la sensibilidad a la insulina y composicién corporal, y de las
cuales contabamos con muestras almacenadas de suero a -70°C para determinar
hormonas y VD, asi como el material genético para la determinacién de los

polimorfismos.

Las mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion y que aceptaron participar en
el protocolo firmaron la carta de consentimiento informado, se citaron en la Unidad de
Investigacion Médica en Nutricion (UIMN) del CMN Siglo XXI con 8 horas de ayuno. En
la UIMN se tomaron mediciones antropomeétricas, se realizé el clamp hiperinsulinémico-
euglicémico (clamp), la primera muestra de sangre obtenida al canalizar para iniciar el
clamp se centrifugd para separar el suero, el cual se guardd en alicuotas para determinar
testosterona total, SHBG, 250HDs; y el material genético para determinar los

polimorfismos del receptor de la vitamina D (Apal, Taql, Fokl y Bsml).

7.6.1 Procedimientos

Antropometria: Se realizd por personal entrenado y estandarizado de la UIMN. El peso,
la estatura y la circunferencia de cintura y cadera se midieron en una bascula de pedestal
con estadiometro y cinta métrica no elastica. Se calculd el IMC dividiendo el peso en kg

entre el cuadrado de la estatura en metros de acuerdo con la siguiente formula:

(IMC = peso (kg)/estatura (m?)

Composicion corporal y distribucion de la grasa: Se midi6é la masa grasa y la masa

libre de grasa utilizando bioimpedancia eléctrica (In Body).

Clamp Hiperinsulinémico-euglicémico (clamp): Se realizé6 de acuerdo a la técnica
descrita por el doctor De Fronzo (49). Para administrar la infusion de insulina y glucosa

se colocé un catéter intravenoso antecubital en cualquiera de los dos brazos. La infusion
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de insulina se calcul6 con base a la superficie corporal (SC), se administro un bolo inicial
(80mU insulina/m?SC x min durante 10 minutos) y posteriormente se mantuvo a una tasa
constante de 40 mU insulina/m2SC x min. Se utilizo insulina de accion rapida (Humulin
R, Laboratorios Lilly), la infusion de glucosa (dextrosa 20% laboratorios Pisa) se ajusto
para mantener la euglucemia (aproximadamente 90 + 3mg/dl). Se colocd un catéter
intravenoso en posicidn retrégrada en dorso de la mano contralateral, la cual se mantuvo
en un cojin eléctrico, con el objetivo de arterializar la sangre venosa. El catéter distal se
utilizé para tomar las muestras de sangre y determinar la glucosa plasmatica, las
muestras se recolectaron cada 5 minutos durante 180 minutos, el volumen de cada
muestra fue de 0.5ml. Una vez concluido el clamp la paciente recibié un almuerzo
sustancioso, con el objetivo de evitar la hipoglucemia derivada de la infusion de insulina.
Se calculé el valor M como parametro de resistencia a la insulina (RI) mediante la

siguiente formula.

M = ((SET/GIR)-((Glucosa2- Glucosa1)*0.095)-0.02)

7.6.2 Determinaciones de laboratorio

Determinaciones sanguineas: Previo ayuno de 10 horas, se tomé una muestra de
sangre al iniciar el clamp de aproximadamente 10 ml, se coloco en tubos vacutainer, uno
con EDTA para obtener el DNA, y otro sin EDTA para obtener el suero para las
determinaciones bioquimicas. Las alicuotas se almacenaron a -70°C hasta las
determinaciones de testosterona total (TT) por UPLC-MS; 25-OHD3 y SHBG e insulina
por quimioluminiscencia; con las concentraciones de testosterona y SHBG se calcularon
la testosterona libre (TL) y biodisponible (TB) utilizando el método de Vermeulen a través

de la pagina http://www.issam.ch/freetesto.htm (50).

Determinacién de polimorfismos: La obtencion de ADN leucocitario se realizd
mediante un Kit de extraccion Quick-gDNA marca Zymo de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Se realizé discriminacidn alélica por técnica de reaccién

en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por su nombre en inglés: “Real Time Polymerase
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Chain Reaction”) en tiempo real, con uso de sondas Tagman® para Fokl, Apal, Taql; y
por técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa-polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP, por su nombre en inglés: “Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism”) para Bsml. Se categoriz6 a las
mujeres del estudio en 4 grupos para cada polimorfismo segun su genotipo: FF, Ff, ff
para Fokl, AA, Aa, aa para. Apal, TT, Tt, tt para Taql y BB, Bb, bb para Bsml.

La informacién obtenida se recolectd en base de datos especificamente elaborada para

el proyecto.
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8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics version
22 y el programa Minitab version 17. Se realizé una prueba de Kolmogorov-Smirnov

para identificar la distribucion de las variables.
Se estratificaron a las participantes con base a la presencia de SOP.

8.1 Analisis descriptivo

Las variables cualitativas estan representadas en forma de porcentaje y las variables
cuantitativas como media y desviacion estandar.

La frecuencia de los polimorfismos en la poblacion estudiada se presenta en porcentaje.

8.2 Analisis inferencial

La comparacion entre grupos de las variables cuantitativas, se realiz6 mediante una

prueba T Student para grupos independientes.
En cuanto a las variables cualitativas, se realizé por medio de una prueba Chi cuadrada.

Se crearon 3 modelos de herencia para evaluar las diferencias de los polimorfismos entre
los grupos: codominante (AA vs Aa vs aa), dominante (AA vs Aa+aa) y recesivo (AA+Aa

Vs aa).

La asociacion entre las concentraciones de vitamina D y resistencia a la insulina (M) con
el IMC, % grasa, Escala Ferriman-Gallwey, SHBG, TT, TL y TB, se analizé por medio de
correlacion de Pearson. Se realizaron modelos de regresién lineal multiple con el fin de
analizar el efecto que tienen los polimorfimos sobre la RI, concentraciones de VD,

tomando en cuenta la presencia de SOP y obesidad.

Por ultimo, para identificar si la DVD y los polimorfismos eran predictores de SOP, se

realizé un modelo de regresion logistica.

Se considerd un valor de p <0.05 para significancia estadistica.
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9 CONSIDERACIONES ETICAS

La investigacion se apega a los principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos, contenida en la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
en 1964, enmendada en Tokio, Japon en 1975 y ratificada en la 52a asamblea general
realizada en Edimburgo, Escocia en octubre del afio 2000. Corresponde al apartado Il,
investigacion biomédica no terapéutica con humanos (investigacion biomédica no
clinica), también se apega a la Ley general de salud en materia de investigacion para la

salud y ala NOM 012 (51).

El estudio se considera de riesgo mayor al minimo. A todas las participantes (con y sin
SOP) al momento de aceptar participar en el estudio, se les pidié que firmaran un
consentimiento informado en donde se incluyd de manera clara y precisa los
procedimientos a realizar, asi como los riesgos y beneficios esperados (Anexo 1y Anexo

2).
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numero de solicitud aprobada # 2018-3-22.
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11 RESULTADOS

Los resultados mostrados, corresponden a un total de 163 participantes, de las cuales,

126 corresponden al grupo SOP y 37 al grupo control.

En el cuadro 1 se describen algunas caracteristicas clinicas y antropomeétricas. Aunque

el grupo de pacientes con SOP presentd mayor IMC, porcentaje de grasa, y perimetro

de cintura, los valores del grupo control también se encontraron por arriba de los limites

de referencia. El grupo SOP presenté ademas mayor puntuacion en la escala Ferriman-

Gallwey.

Cuadro 1. Caracteristicas antropométricas de la poblacién de estudio estratificado con base a la
presencia o no de SOP.

SOP Controles . Rango de
Variables n=126 n=37 P referencia
Media £ DE Media £ DE
Edad, (afhos) 28.98 £ 5.55 28.51 £5.15 0.636 -
IMC,( kg/m?) 33.2+5.56 26.5+£6.75 0.001 18-252
Grasa, (%) 446 £ 5.77 37.25 £ 8.95 <0.001 <30°
Cintura, (cm) 102.05+13.41 86.35+ 13.50 <0.001 <802
ICC, (cm) 0.91+£0.08 0.91+0.16 0.507 <0.852
EscalaFerriman- 11984587  4.85+2.64 0.001 <ge
Gallwey

IMC: indice de masa corporal, %, ICC: indice cintura-cadera, DE: Desviacién estandar, cm: centimetros

*Obtenida mediante prueba T de Student para grupos independientes.
Fuente: 2: Organizacion Mundial de la Salud (52), b: Jackson AS y cols (53), ¢: Azziz R y cols (30).
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Las concentraciones de testosterona total, testosterona libre y biodisponible fueron
mayores, y las de SHBG menores, en el grupo SOP que en el control. Sélo las medias
de testosterona libre y biodisponible del grupo SOP se encontraron arriba del valor de

referencia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas hormonales de la poblacién de estudio estratificado con base a la presencia o

no de SOP.
SOP Controles . Rango de
Variables n=126 n =37 P referencia
Media + DE Media £ DE
TT, ng/di 38.04 £22.76 25.75% 16.55 0.006 <60.02
TL, ng/di 0.79+0.55 0.42+£0.36 0.001 <1.90°
TL, % 2.09+£0.48 1.65 £ 0.46 <0.001 <2 (30)
TB, ng/dl 18.60 £ 12.95 10.02 £ 8.53 0.001 <10.02
TB, % 49 + 11.48 38.85+10.79 <0.001 <40°
SHBG, nmol/L 27.24 £15.81 42.89 + 20.39 0.045 >252

TT: Testosternona toal, TL: Testosterona libre, TB: Testosterona biodisponible, SHBG: Globulina fijadora
de hormonas sexuales, DE: Desviacion estandar.

*Obtenida mediante prueba T de Student para grupos independientes.

Fuente: 2: Endocrine Self-Assessment Program (54), °: Azziz R (30)

Por otro lado, el grupo de las participantes con SOP presentd un valor M menor que el

de grupo control, y en el rango de resistencia a la insulina (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valor M del Clamp estratificado con base a la presencia o no de SOP.

SOP Controles . Rango de
i n=126 n=37 P referencia
Variables
Media * DE
RI 4.45 % 2.08 8.13+£3.66 0.01 <62

RI: Resistencia a la insulina
*Obtenida mediante prueba T de Student para grupos independientes.
Fuente: 2: Tam C y cols (55).
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Las concentraciones de VD se determinaron en una muestra de 50 pacientes de las
cuales tuvimos muestra de suero suficiente. La concentracion media de la 250HD, asi

como la frecuencia de DVD, fueron comparables entre los grupos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas de las concentraciones de VD estratificada con base a la presencia de SOP.

SOP Controles " Rango de
Variables n=32 n=18 P referencia
Media + DE Media £ DE
Concentraciones de

250HD; 17.25+7.53 17.94 £ 4.71 0.655 —_

Concentraciones

suficientes de 11 (34.4) 6 (33.3) >30 ng/ml@
V|tam|na.D 0.941%
Concentraciones
deficientes de 21 (65.6) 12 (66.7) <20 ng/ml@
vitamina D

*Obtenida mediante Prueba T de Student para grupos independientes.
**Obtenida mediante Prueba Chi-cuadrada
Fuente: 2: Institute of Medicine (1).

Para el analisis de los polimorfismos Apal, Bsml, Taqgl y Fokl, se analizé una muestra de
117 participantes de las cuales se tuvo una muestra suficiente para su determinacion,
donde 89 corresponden al grupo SOP y 28 al grupo control. En el Cuadro 5 se muestran
las frecuencias genotipicas de los diferentes polimorfismos comparadas con otros
estudios realizados en diferentes regiones de México. Se observa que en el genotipo
predominante de Fokl fue Ff, de Bsml bb, de Apal AA y por utimo, Taqgl fue tt. La
distribucion de las frecuencias de los genotipos encontradas en nuestro estudios fueron
comparables a las reportadas en otros estudios realizados en México, excepto por Apal
en el que detectamos mayor frecuencia de AA, mientras que en los otros estudios

analizados se encontré mayor frecuencia de aa (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Frecuencia genotipica de los polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Taql comparado con diferentes

Polimorfi
olimortismo Fuente (aio)

Cervin Serrano (2014)
Silva-Ramirez (2018)

Gonzalez Mercado

Pifia Aglero (2019)

Estudio actual
(2020)

Bermudez- Morales
(2017)
Silva-Ramirez
(2018)
Bsml Gonzalez Mercado
(2013)
Pina Aguero
(2019)
Estudio actual
(2020)

Silva-Ramirez
(2018)
Apal Gonzéalez Mercado
(2013)
Estudio actual
(2020)

Bermudez- Morales
(2017)
Tag| Silva-Ramirez (2018)
Gonzalez Mercado
(2013)
Estudio actual
(2020)

Genotipo Fokl dominante FF, Ff codominante, ff recesivo. Genotipo Bsml dominante BB, Bb codominante,
bb recesivo. Genotipo Apal dominante AA, Aa codominante, aa recesivo. Genotipo Taql: dominante TT, Tt

codominante, tt recesivo.

estudios.

Poblacion

Sinaloa (n=100)
Monterrey (n=457)
Guadalajara (n=88)

Ciudad de México
(n=195)
Ciudad de México
(n=117)

Ciudad de México
(n=180)
Monterrey (n=457)

Guadalajara (n=88)

Ciudad de México
(n=195)
Ciudad de México
(n=117)

Monterrey (n=457)

Guadalajara (n=88)

Ciudad de México
(n=117)

Ciudad de México
(n=180)
Monterrey (n=457)

Guadalajara (n=88)

Ciudad de México
(n=117)

Genotipos (%)

FF
32.0

17.5

27.2

35.3

29.9
BB
5.6

3.0

4.5

7.8

2.7
AA

17.5

19.6

45.9
TT

9.4

6.5

6.8

1.9

Ff
51.0

47.7

51.1

44.6

44.4
Bb
33.3

37.0

43.2

31.3

42.5
Aa

47.7

471

324

Tt

22.7

43.5

40.9

44.2

Fuente: Cervin-Serrano (56), Silva-Ramirez (57), Gonzalez-Mercado (58), Pifia-Aglero (59).

ff
17.0

34.8

21.6

20.1

25.6
bb
61.1

60.0

52.3

60.9

54.9
aa

34.8

33.3

21.6

tt

67.7

50

52.3

53.8

36



La frecuencia de los polimorfismos Apal, Bsml, Taqgl y Fokl estratificado con base a la

presencia de SOP, no muestra diferencia entre los grupos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Frecuencia genotipica de los polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Taql estratificado con base a la
presencia o no de SOP.

Polimorfismos

Fokl SOP
Controles
Bsml SOP
Controles
Apal SOP
Controles
Taql SOP
Controles

n
89
28

89
28

89
28

89
28

Genotipos (%)
FF Ff
31.5 41.5
25 53.6
BB Bb
3.5 45.9
321
AA Aa
48.2 28.9
39.3 42.9
TT Tt
2.6 43.6
46.2

ff
27
21.4
bb
50.6
67.9
aa
22.9
17.9
tt
53.8
53.8

*p
0.537

0.216

0.394

0.706

Genotipo Fokl dominante FF, Ff codominante, ff recesivo. Genotipo Bsml dominante BB, Bb codominante,
bb recesivo. Genotipo Apal dominante AA, Aa codominante, aa recesivo. Genotipo Taql: dominante TT, Tt

codominante, tt recesivo.

*Obtenida mediante prueba Chi-cuadrada.

Se comparo la frecuencia de los polimorfismos Apal, Fokl, Bsml y Taql entre los grupos

con y sin SOP, resistencia a la insulina, obesidad y DVD. Encontramos que el genotipo

codominante y dominante (AA) del polimorfismo Apal, asi como el genotipo codominante

(Ff) y el genotipo recesivo (FF + Ff) del polimorfismo Fokl, fueron mas frecuentes en las

mujeres con DVD (Cuadro 7 y Cuadro 8). En cuanto a los polimorfismos Bsml y Taqgl no

mostraron diferencia en su frecuencia entre los grupos de estudio (Cuadro 9 y Cuadro

10).
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Cuadro 7. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo Apal estratificado con base a la presencia o
ausencia de SOP, resistencia a la insulina, obesidad y deficiencia de vitamina D.

Variables
Codominante
AA 40 (48.2)
SOP Aa 24 (28.9)
aa 19 (22.9)
AA 11 (39.3)
No SOP Aa 12 (42.9)
aa 5(17.9)
*p =0.394
AA 34 (47.2)
RI Aa 23 (31.9)
aa 15 (20.8)
AA 17 (43.6)
No RI Aa 13 (33.3)
aa 9(23.1)
*p =0.929
AA 42 (50)
OB Aa 25 29.8)
aa 17 (20.2)
AA 9 (33.3)
No OB Aa 11 (40.7)
aa 7 (25.9)
*p=0.317
AA 21 (63.9)
DVD Aa 7 (21.2)
aa 5(15.2)
AA 5(29.4)
NoDVD Aa 10 (58.5)
aa 2 (11.8)
*p = 0.026

Genotipos
Dominante
AA 40(48.2)
Aa + aa 43(51.8)
AA 11 (39.3)
Aa + aa 17 (60.7)
*p=0.413
AA 34 (47.2)
Aa + aa 38 (52.8)
AA 17 (43.6)
Aa + aa 22 (56.4)
*p=0.714
AA 42(50)
Aa + aa 42(50)
AA 9 (33.3)
Aa + aa 18 (66.7)
*p=0.131
AA 21 (63.6)
Aa + aa 12 (36.4)
AA 5(29.4)
Aa + aa 12 (70.6)
p = 0.022

Recesivo
AA + Aa 64 (77.1)
aa 19 (22.9)
AA + Aa 23 (82.1)
aa 5(17.9)
*p =0.576
AA + Aa 57 (79.2)
aa 15 (20.8)
AA + Aa 30 (76.9)
aa 9(23.1)
*p=0.784
AA + Aa 67 (79.8)
aa 17 (20.2)
AA + Aa 20 (74.1)
aa 7 (25.9)
*p =0.532
AA + Aa 28 (84.8)
aa 5(15.2)
AA + Aa 15 (88.2)
aa 2 (11.8)
p = 0.554

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, Rl: Resistencia a la insulina, OB: obesidad, DVD: Deficiencia de

vitamina D.

*Obtenida mediante prueba Chi-cuadrada
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Cuadro 8. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo Fokl estratificado con base a la presencia o
ausencia de SOP, resistencia a la insulina, obesidad y deficiencia de vitamina D.

Variables

SOP

No SOP

RI

No RI

OB

No OB

DVD

No DVD

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, RI: Resistencia a la insulina, OB: obesidad, DVD: Deficiencia de

vitamina D.

*Obtenida mediante prueba Chi-cuadrada.

Codominante

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

FF
Ff
ff

28 (31.5)
37 (41.6)
24 (27)
7 (25)
15 (53.6)
6 (21.4)
*p = 0.537
24 (31.6)
32 (42.1)
20 (26.3)
11 (26.8)
20 (48.8)
10 (24.4)
*p=0.776
27 (30.3)
39 (43.8)
23 (25.8)
8 (28.6)
13 (46.4)
7 (25)
*p =0.970
7(21.2)
15 (45.5)
11 (33.3)
8 (47.1)
8 (47.1)
1(5.9)
*p = 0.049

Genotipos
Dominante

FF 28 (31.5)
Ff + ff 61 (68.5)

FF 7 (18.9)
Ff + ff 21 (56.8)
*p=0.515

FF 24 (31.6)
Ff + ff 52 (68.4)
FF 11 (26.8)
Ff + ff 30 (73.2)
*p=0.592

FF 27(30.3)
Ff + ff 62 (69.7)

FF 8 (28.6)
Ff + ff 20 (71.4)
*p =0.859

FF 7(21.2)
Ff + ff 26 (78.8)

FF 8 (47.1)

Ff + ff 9 (52.9)
*p =0.059

Recesivo
FF + Ff 65 (73)
ff 24 (27)
FF + Ff 22 (78.6)
ff 6 (21.4)
*p = 0.558
FF + Ff 56 (73.7)
ff 20 (26.3)
FF + Ff 31 (75.6)
ff 10 (24.4)
*p =0.820
FF + Ff 66 (74.2)
ff 23 (25.8)
FF + Ff 21 (75)
ff 7 (25)
*p =0.929
FF + Ff 22 (66.7)
ff 11 (33.3)
FF + Ff 16 (94.1)
ff 1(5.9)
*p =0.030
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Cuadro 9. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo Bsml estratificado con base a la presencia o
ausencia de SOP, resistencia a la insulina, obesidad y deficiencia de vitamina D.

Variables

SOP

No SOP

RI

No RI

OB

No OB

DVD

No DVD

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, RI: Resistencia a la insulina, OB: obesidad, DVD: Deficiencia de

vitamina D.

*Obtenida mediante prueba Chi-cuadrada

Codominante

BB
Bb
bb
BB
Bb
bb

BB
Bb
bb
BB
Bb
bb

BB
Bb
bb
BB
Bb
bb

BB
Bb
bb
BB
Bb
bb

3 (35)
39 (45.9)
43 (50.6)

0(-)

9 (32.1)
19 (67.9)
*p=0.216

2 (2.8)
31 (43.7)
38 (53.5)

1(2.4)
17 (40.5)
24 (57.1)
p = 0.930

3 (3.6)
36 (42.9)
45 (53.6)

0(-)
12 (41.4)
17 (58.8)
*p = 0.564

0 (~)

9 (52.9)
24 (47.1)
0(—-)

9 (52.9)
8 (47.1)
*p = 0.073

Genotipos
Dominante
BB 3(3.5)
Bb + bb 82 (96.5)
BB 0(-)
Bb + bb 28 (100)
*p=0.573
BB 2 (28)
Bb + bb 69 (96.5)
BB 1(2.4)
Bb + bb 41 (97.6)
*p=1.0
BB 3(3.6)
Bb + bb 81 (96.4)
BB 0(-)
Bb + bb 29 (100)
*p =0.568
BB 0(-)
Bb + bb 33 (100)
BB 0(-)
Bb + bb 17 (100)

Recesivo

BB + Bb 42 (49.4)
bb 43 (50.6)

BB + Bb 9 (32.1)
bb 19 (67.9)
*p=0.111

BB + Bb 33 (46.5)
bb 38 (53.5)
BB + Bb 18 (42.9)
bb 24 (57.1)
*p=0.708

BB + Bb 39 (46.4)
bb 45 (53.6)
BB + Bb 12 (27.9)
bb 17 (58.6)
*p =0.638

BB + Bb 9 (27.3)
bb 24 (72.7)

BB + Bb 9 (52.9)

bb 8 (47.1)
*p =0.073
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Cuadro 10. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo Taql estratificado con base a la presencia o
ausencia de SOP, resistencia a la insulina, obesidad y deficiencia de vitamina D.

Variables

SOP

No SOP

Rl

No RI

OB

No OB

DVD

No DVD

Codominante

1T
Tt
tt
1T
Tt
tt

1T
Tt
tt
1T
Tt
tt

1T
Tt
tt
1T
Tt
tt

TT
Tt
tt
1T
Tt
tt

2 (2.6)
34 (43.6)
42 (53.8)

0(-)
12 (46.2)
14 (53.8)

*n = 0.706

1(1.5)
30 (44.1)
37 (54.4)

1(12.8)
16 (44.4)
19 (52.8)
*p = 0.895

1(1.3)
35 (43.8)

44 (55)

1(4.2)
11 (45.8)

12 (50)
*p = 0.631

0(-)
12 (37.5)
20 (62.5)

0(-)

9 (52.9)
8 (47.1)

*p = 0.073

Genotipos
Dominante
1T 2(2.6)
Tt+ it 76 (97.4)
TT 0(-)
Tt+ it 26 (100)
*p = 0.561
TT 1(1.5)
Tt +tt 67 (97.2)
1T 1(2.8)
Tt +tt 35 (97.2)
*p =0.575
TT 1(1.3)
Tt + tt 79 (98.7)
TT 1(4.2)
Tt +tt 23 (95.8)
*p=0.410
1T 0(-)
Tt +tt 32 (100)
TT 0(-)
Tt + tt 17 (100)

Recesivo
TT + Tt 36 (46.2)
tt 42 (53.8)
TT + Tt 12 (46.2)
tt 14 (53.8)
*p=1.0
TT + Tt 31 (45.6)
tt 37 (54.4)
TT + Tt 17 (47.2)
tt 19 (52.8)
*p =0.874
TT + Tt 36 (30)
tt 44 (36.7)
TT + Tt 12 (50)
tt 12 (50)
*p = 0.667
TT + Tt 12 (37.5)
tt 20 (62.5)
TT + Tt 9 (52.9)
tt 8 (47.1)
*p =0.073

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, RI: Resistencia a la insulina, OB: obesidad, DVD: Deficiencia de

vitamina D.

*Obtenida mediante prueba Chi-cuadrada.
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En el Cuadro 11 se presentan los resultados derivados del modelo de regresiéon multiple
que analiza los predictores de sensibilidad a la insulina. Se corrié un modelo separado
para cada polimorfismo para evitar colinearidad. En todos los casos, la sensibilidad a la
insulina se asocidé negativamente con la presencia de SOP y de obesidad, pero los
polimorfismos no mostraron asociacién con la resistencia a la insulina aun después de
ajustar por estas variables. Sin embargo, aunque los polimorfismos no mostraron una
relacion significativa, Bsml tendié a asociarse en forma negativa con la sensibilidad a la
insulina (coeficiente: -0.73 £ 0.39, p = 0.068). Es decir, las pacientes con el polimorfismo
Bsml tendieron a presentar menor sensibilidad a la insulina, independientemente de la

presencia de SOP y obesidad.

Cuadro 11. Modelo de regresion lineal multiple de los polimorfismos Apal, Fokl, Bsml y Taql ajustado por
la presencia de SOP y obesidad.

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, EE: Error estandar

a; comparado con grupo control, ®:comparado con grupo normopeso.
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MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3 MODELO 4
Coeficiente * Coeficiente * Coeficiente Coeficiente
EE P EE P + EE P + EE P
Apal -0.143 +0.27 0.607
Fokl 0.198 +0.23  0.409
Bsml -0.73+£0.39 0.068
0.661 +
Taql 0.43 0.135
Intercepto  6.74 + 0.564 5.91+0.52 8.66 + 1.06 571+0.72
-1.33 +
SOP? -1.12+0.28 <0.001 -0.951+0.23 <0.001 -1.23+0.29 <0.001 0.30 <0.001
Obesidad® -1.50+0.29 <0.001 -1.40+0.23 <0.001 -1.66+0.28 <0.001 -1.51+0.2 <0.001



Se analizé también el efecto de los polimorfismos en la concentraciéon de vitamina D

tomando en cuenta la obesidad, el SOP y la resistencia a la insulina, observando que el

polimorfismo Fokl se asocié negativamente (coeficiente: -3.42 + 1.23, p = 0.008) con las

concentraciones de VD (Cuadro 12).

Cuadro 12. Modelo de regresion lineal muiltiple de los SNP en la concentracion de VD ajustado por la

Variables

Apal

Fokl

Bsml

Taql

Intercepto

SOPp?

Obesidad®

Rl®

SOP: Sindrome de ovario poliquistico, Rl:Resistencia a la insulina, EE: Error estandar

MODELO 1

Coeficiente
+ EE
1.88 +1.33

14.47 £ 2.39

-0.41+1.24

-0.26 +1.18

-0.06 +1.28

p

0.164

0.743

0.827

0.966

MODELO 2

Coeficiente
+ EE

-3.42+1.23

24.05 + 2.56

-0.25+1.17

-0.47 +1.12

-0.17 +1.21

p

0.008

0.829

0.675

0.890

presencia de SOP, obesidad y RI.

MODELO 3

Coeficiente
+ EE

-0.2.69 =

2.05

24.73 £ 5.62

-0.71 £ 1.27

-0.17 +1.19

-0.03 +1.29

p

0.196

0.579

0.890

0.982

MODELO 4
Coeficiente p

+ EE

1.61+2.0 0425

15.38 + 3.00
-0.16 £1.31 0.903
-0.04 £1.23 0.975
0.26+1.34 0.848

a: comparado con grupo control, : comparado con grupo normopeso, ¢ comparado con grupo sin

resistencia a la insulina.
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Finalmente, se analizé el efecto predictor de los polimorfismos estudiados sobre el riesgo
de presentar DVD con un modelo de regresion logistica, detectando una tendencia a que
las portadoras de Bsml tuvieran mas riesgo de presentar deficiencia de la vitamina (OR=
4.43; 1C=0.82, 23.9; p = 0.084) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Modelo de regresion logistica de los polimorfismos (Apal, Fokl,Bsml, Taql) con el riesgo de

presentar SOP.
Variable OR IC p
Vitamina D 0.99 0.88, 1.11 0.546
Apal
AA vs Aa 3.00 0.67, 13.32 0.248
AA vs aa 0.65 0.05,7.62
Aa vs aa 0.21 0.01, 2.51
Fokl
FF vs Ff 1.25 0.28, 5.60
FF vs ff 0.68 0.09, 4.80 0.797
Ff vs ff 0.54 0.09, 3.20
Bsml
BB vs Bb -- --
BB vs bb -- -- 0.084
Bb vs bb 4.43 0.82, 23.92
Taql
TT vs Tt 1.63 0.36, 7.30
TT vs tt -- 0.518
Ttvs tt --

OR: Odd Ratio, IC: Intervalo de confianza.
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12 DISCUSION

El presente estudio tuvo como propédsito demostrar la relacion entre la deficiencia de
vitamina D y los polimorfismos de su receptor con el SOP tomando en cuenta el papel

de la obesidad y la resistencia a la insulina.

Como se sabe, el SOP representa una de las principales alteraciones ginecoldgicas mas
frecuente que afecta a las mujeres en edad reproductiva, ademas de presentar
alteraciones a nivel ginecolégico, el SOP se encuentra asociado con la presencia de
enfermedades metabdlicas como la obesidad y la resistencia a la insulina. Los resultados
de nuestro estudio muestran que las pacientes con SOP presentaron mayor obesidad,
resistencia a la insulina, hiperandrogenismo e hiperandrogenemia datos que son
caracteristicos de la enfermedad, lo cual sirvi6 de control para una adecuada

caracterizacion de las pacientes (27-29).

De los resultado obtenidos en este estudio, el 77.6% de las pacientes con SOP
presentaron RI, estas cifras son silimiares a lo reportado en el estudio por Tosi y cols
(2017), en donde ellos deteminaron una prevalencia de Rl de 74% en pacientes con SOP
(60), lo cual es comparable con nuestros resultados, ya que incluyeron el estandar de

oro para la determinacion de la RI.

La prevalencia de deficiencia de VD en la actualidad es considerada un problema de
salud a nivel mundial, nuestros resultados de un subgrupo de 50 mujeres muestran que
el 65% presenta deficiencia de vitamina D, estas cifras son superiores a lo reportado por
Contreras-M y Villalpando-S (2017) (6), en donde determinaron que el 36.8% de las
mujeres en edad reproductiva presentaron deficiencia de VD. Probablemente esta
diferencia se explica porque nuestra muestra no representa a la poblacién de mujeres en

edad reproductiva ya que una alta proporcién presentaron obesidad, Rl y SOP.
Las frecuencias alélicas de los polimorfismos de la Vitamina D encontradas en esta
investigacion para Apal, Bsml, Taql y Fokl, fueron similares a los reportadas por otros

autores que han evaluado las frecuencias genotipicas de estos polimorfismos en la
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poblacion mexicana, para Fokl la frecuencia alélica mas comun fue Ff similar a la
reportada por Silva-Ramirez et al. en 2018 (44.4 vs 47.7%) (57), para Bsml la frecuencia
alélica mas frecuente fue bb (54.9%) porcentaje que es muy parecido al reportado por
Gonzalez-Mercado et al. en 2013 (58), la frecuencia alélica mayor para Apal fue AA la
cual fue mas alta a la reportada por Silva-Ramirez (45.9 vs 17.5 %) y por Gonzélez-
Mercado (45.9 vs 19.6 %) respecto a Taql la frecuencia alélica mas habitual fue tt , la
cual fue similar a la reportada por Gonzalez-Mercado (53.8 vs 52.3 %) y Silva-Ramirez
(2018) (563.8 vs 50 %) (57, 58).

Respecto a la frecuencia de los cuatro polimorfismos en las pacientes control y con SOP,
no se encontrd diferencia, datos similares a los reportado por Bagheri et al. en 2012
donde la distribucién de los alelos y los genotipos no tuvieron diferencias entre el grupo
control y el grupo con SOP (61) , en otro estudio realizado por Jedrzejuk- Laczmanski et
al. en 2015 (62) en donde incluyeron a 85 pacientes control y 92 mujeres con SOP,
estudiaron los mismos cuatro polimorfismos y encontraron deficiencia de vitamina D en
ambos grupos, asi mismo la frecuencia de los polimorfismos fue comparable sin
asociarse al SOP, mas adelante Bagheri et al. en 2013 (63), estudié a 38 pacientes con
SOP y 38 controles, en donde reportd que Taql fue el genotipo mas frecuente en las
pacientes con SOP en la poblacién Irani. Por otra parte en un estudio realizado por El-
Shal et al. en 2013 (31) en donde incluyé una muestra mas grande 150 pacientes con
SOP y 150 controles, analizd los polimorfismos Taqgl y Apal en poblacion Egipcia y
encontré que Taql presentaba una prevalencia mayor en las pacientes con SOP obesas,
ademas de tener mayor resistencia a la insulina, concentraciones mayores de
testosterona total y libre, asi como menor concentracion de vitamina D, respecto a Apal
no hubo diferencias entre los grupo, datos diferentes a lo que se encontrd en este estudio
donde Apal y Fokl fueron mas frecuentes en las pacientes con DVD, estos resultados se

prodrian deber principalmente a la diferencia racial.
En relacién al efecto de los polimorfismos, se han propuesto mecanismos a través de los

cuales el VDR ejerce accion sobre la sensibilidad a la insulina, nuestros resultados

muestran una tendencia del polimorfismo Bsml, datos similares report6é Fei-Fei Han en

46



2017 (64) en un metaanalisis en donde se incluyeron 9232 pacientes con resistencia a
la insulina y se encontrd una asociacion significativa con el polimorfismo Bsml (OR, 1.50;
95% ClI, 1.16-1.93; P = 0.002), de la misma manera se encontrdé asociacién con Apal
(OR, 1.62; 95% CI, 1.03-2.53; P = 0.04) en poblacién asidtica. En un estudio mas
reciente por Lone en 2020 (41), en donde se incluy6 a 470 pacientes, 235 con SOP y
235 controles, no se observd asociacion significativa entre los polimorfismos de VDR y
el riesgo de SOP, sin embargo si se encontrd asociacion entre la deficiencia de vitamina
Dy el riesgo de SOP (OR 3.41, 95% CI 1.77 - 6.579) en pacientes con concentraciones
menores a 15 ng/ml de VD, en este estudio se observo que las pacientes con SOP,

obesidad y resistencia a la insulina tienen menor concentracion de vitamina D.

Al evaluar el efecto de los polimorfismos en la concentracion de VD, tomando en cuenta
el papel de la obesidad, el SOP y la Rl solo se encontré asociacion con el polimorfismo
Fokl (p= 0.008), datos diferentes a los reportados en el metaanalisis realizado por Xiao-
Yuan Shi en 2019 (41), en el cual se incluyeron 3587 participantes, 1922 con SOP y
1665 controles, los resultados reportados, mencionan que no se identificd asociacion
entre Fokl y la concentracion de vitamina D o la susceptibilidad a desarrollar SOP, sin
embargo se identific asociacion estadisticamente significativa para el polimorfismo VDR
Apal y la susceptibilidad de desarrollar SOP (OR = 1.19, 95%CI = 1.06~1.34, p = 0.004)

pero no para la concentracion de vitamina D.

En la actualidad se conocen los multiples beneficios que la VD aporta al organismo, sin
embargo, hay pacientes que no mejoran las concentraciones de VD a pesar de la
suplementacion adecuada. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la
presencia de polimorfismos influye en las concentraciones de vitamina D, lo cual es
relevante para identificar deficiencia de VD y de tal forma se puede establecer la
suplementacién de VD como clave fundamental para el tratamiento en pacientes con
SOP.
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13 CONCLUSION

En conclusidn, nuestros datos detectaron que:

a) Los polimorfismos Apal y Fokl fueron mas frecuentes en mujeres con DVD

b) Fokl se asocié con menores concentraciones de VD

c) Bsml tendié a asociarse con mayor riesgo de deficiencia de esta vitamina.

d) Bsml se asocié en forma limitrofe con menor sensibilidad a la insulina después de

ajustar por la presencia de SOP y obesidad.
Una limitacién de este estudio es el tamafno de la muestra, la cual se debe ampliar, es

necesario mas estudios en la poblacion mexicana para comprender mejor el impacto de

la vitamina D en el riesgo a desarrollar sindrome de ovario poliquistico.
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15 ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento informado casos.

Estimada Sefora México, D.F. a

Se le invita a participar en un protocolo disefiado para identificar si la deficiencia de vitamina D se asocia
con el riesgo de presentar sindrome de ovario poliquistico (SOP). Este protocolo se llevara a cabo en la
Unidad de Investigacién Médica en Nutricion, ubicada en el 4t piso del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI. Su participacion en este protocolo es totalmente voluntaria; SI USTED NO
DESEA PARTICIPAR, NO TIENE QUE HACERLO. Le suplicamos tomarse el tiempo necesario para leer
este documento y manifestar cualquier duda que pudiera surgir. Se le informa que aun cuando decida
participar, usted se encuentra en absoluta libertad de abandonar el protocolo en cualquier momento, si es
que asi lo desea, sin que esto afecte la atencion brindada por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS).

El objetivo del estudio es investigar si la deficiencia de vitamina D se relaciona con el riesgo de tener SOP,
0 si es por la obesidad y la resistencia a la insulina (que es cuando el organismo no responde en forma
normal a la insulina que produce el cuerpo) que frecuentemente acompanan al SOP. Esto es importante
porque el tratamiento seria diferente de acuerdo a si influye mas en el riesgo las hormonas elevadas, la
deficiencia de la vitamina, la obesidad, o la resistencia a la insulina. Por esta razoén, es probable que usted
no reciba ningun beneficio hasta el final del estudio. También le informamos que los resultados obtenidos
seran tratados con absoluta confidencialidad ya que su nombre no aparecera en ninguna publicacién o
presentacion de los mismos. Los resultados obtenidos de sus muestras le seran entregados
personalmente.

Para que usted pueda participar, debera reunir los siguientes requisitos: Tener entre 18 y 38 afios, no
padecer enfermedades crénicas como diabetes, no haber recibido tratamiento hormonal o suplementos de
vitaminas en los ultimos tres meses, y que su médico le haya diagnosticado sindrome de ovario
poliquistico. Si usted cumple con estos requisitos, en la primera entrevista se obtendra su historia clinica,
informacion de su dieta, y se le dara una cita para que acuda a la Unidad de Investigacion Médica en
Nutricion en donde se hara un estudio llamado CLAMP que sirve para identificar si usted ya tiene
resistencia a la insulina y en qué grado, un estudio de composicidn corporal llamado DXA y que es como
una radiografia del cuerpo entero para identificar cuanta grasa tiene y en dénde se acumula mas. Para
realizar estos estudios se le solicitard que se presente a las 7:00 AM, después de 8 horas de ayuno y
acompafada de un familiar. A su llegada, se realizara una prueba de embarazo en orina para asegurarnos
que no estd embarazada, y una vez que se tenga el resultado se realizara el DXA. Para esta prueba usted
debera permanecer acostada durante 10 minutos mientras se hace un escaneo de su cuerpo. EI DXA
emite una pequena cantidad de radiacion (Rayos X), pero es menor que una radiografia y no conlleva
ningun riesgo o molestia. Después se realizara el CLAMP, para lo cual se le daran dos “piquetes” para
colocar dos catéteres en las venas del brazo; el primero para sacar sangre y el segundo para pasarle
glucosa e insulina. El primer catéter se coloca en una vena a la altura de la mufeca y se utilizara para
tomar muestra de sangre de 0.5 ml (menos de 'z cucharadita) cada 5 minutos durante 3 horas, y cada 30
minutos de 3ml (mas o menos 1 cucharadita) para medir insulina. Durante el tiempo que dure el CLAMP,
su mano debera permanecer envuelta en un cojin caliente que se utiliza para obtener mediciones mas
exactas. A través del mismo catéter se le pasara un “suero” con el Unico objetivo de mantener la vena
permeable. El segundo catéter se colocara en el pliegue del codo para administrar una infusion de insulina
y una de glucosa. La glucosa y la insulina son sustancias que estan normalmente presentes en la sangre
y en este estudio se administran con el objetivo de evaluar la sensibilidad del cuerpo a la accién de la
insulina. Para disminuir el dolor ocasionado por la colocacién de ambos catéteres, se adormecera la piel
con una pomada anestésica. Durante el tiempo de estudio usted debera permanecer acostada y no podra
levantarse de la cama, en este lapso usted puede ver televisién o tomar una siesta. Una vez concluidas 3
horas se retirara la infusiéon de insulina y se mantendra la de glucosa por espacio de 1 a 2 horas mas.
Durante este tiempo se le proporcionara una comida sustanciosa (generalmente hamburguesa de res o
pollo, papas fritas, refresco y postre) para que no le vaya a “bajar el azucar’. Una vez que usted haya
terminado de comer y que la glucosa se encuentre estable se procedera a retirar ambos catéteres y el
estudio habra terminado. Los riesgos que conlleva el CLAMP incluyen: dolor o “moretdon” en el sitio donde
se coloquen los catéteres. En ocasiones aisladas puede haber una “baja de azucar”, sin embargo, este
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riesgo es minimo y el personal que realiza el estudio esta capacitado para resolverlo. La cantidad total de
sangre extraida sera de 40-50ml, lo cual no representa ningun riesgo para su salud. Una vez concluido el
CLAMP usted habra terminado su participacion en el estudio.

Como parte de su tratamiento se le daran las indicaciones para una dieta saludable y ejercicio. Si se
detect6 obesidad se le indicara una dieta para bajar de peso y se le recomendara que realice actividad
fisica consistente en una caminata de una hora tres veces por semana.

Cuando se le ponga el catéter para empezar el clamp, se guardara una muestra de sangre de 10 ml, una
parte se utilizara para medir la vitamina D y unas hormonas que se encuentran elevadas en el SOP, y la
otra parte para obtener el material genético para detectar si usted tiene unos polimorfismos (cambios en
sus genes que no producen enfermedad pero que se pueden asociar con algunos cambios en el
metabolismo) que se han encontrado en pacientes con la deficiencia de vitamina D.

Ponga una X en el cuadro que corresponda:
I:I Si autorizo que se tomen las muestras sanguineas
|:| No autorizo que se tomen las muestras sanguineas

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con la responsable del
proyecto Dra. Mardia Lopez Alarcén al teléfono: 56-27-69-44, correo electronico: mardyalo@hotmail.com
o con la Dra. Isabel Suarez Zaragoza al teléfono 5527029650, correo electrénico: i.suzi89@agmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de
Etica de Investigacion de la Comision Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS en Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque B de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56-27-69-00 extension 21230, Correo electronico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Ciudad de México,a___de de , después de haber leido y comprendido este
documento, es mi deseo participar en dicho protocolo de investigacion.

Nombre y Firma

PACIENTE:

QUIEN OBTIENE EL CONSENTIMIENTO:

Nombre, direccion, relacion y firma del

TESTIGO 1:

TESTIGO 2:
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado controles.

Estimada Sefiora México, D.F. a

Se le invita a participar en un protocolo disefiado para identificar si la deficiencia de vitamina D se asocia
con el riesgo de presentar sindrome de ovario poliquistico (SOP). Este protocolo se llevara a cabo en la
Unidad de Investigaciéon Médica en Nutricidn, ubicada en el 4t piso del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI. Su participacion en este protocolo es totalmente voluntaria; SI USTED NO
DESEA PARTICIPAR, NO TIENE QUE HACERLO. Le suplicamos tomarse el tiempo necesario para leer
este documento y manifestar cualquier duda que pudiera surgir. Se le informa que aun cuando decida
participar, usted se encuentra en absoluta libertad de abandonar el protocolo en cualquier momento, si es
que asi lo desea, sin que esto afecte la atencién brindada por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS).

El objetivo del estudio es investigar si la deficiencia de vitamina D se relaciona con el riesgo de tener SOP,
0 si es por la obesidad y la resistencia a la insulina (que es cuando el organismo no responde en forma
normal a la insulina que produce el cuerpo) que frecuentemente acompafan al SOP. Esto es importante
porque el tratamiento seria diferente de acuerdo a si influye mas en el riesgo las hormonas elevadas, la
deficiencia de la vitamina, la obesidad, o la resistencia a la insulina. Esto es importante porque el
tratamiento seria diferente de acuerdo a si influye mas en el riesgo las hormonas elevadas, la obesidad, o
la resistencia a la insulina. Sabemos que usted NO tiene SOP, pero es indispensable incluir mujeres sanas
para poder comparar los resultados. Por esta razén, usted no recibira ningun beneficio por su participacion.
También le informamos que los resultados obtenidos seran tratados con absoluta confidencialidad ya que
su nombre no aparecera en ninguna publicacion o presentacién de los mismos. Los resultados obtenidos
de sus muestras le seran entregados personalmente.

Para que usted pueda participar, debera reunir los siguientes requisitos: Tener entre 18 y 38 afios, no
padecer enfermedades crénicas como diabetes, y no haber recibido tratamiento hormonal ni suplementos
de vitaminas en los ultimos tres meses. Si usted cumple con estos requisitos, en la primera entrevista se
obtendra su historia clinica, informacién de su dieta, y se le dara una cita para que acuda a la Unidad de
Investigacion Médica en Nutricion en donde se hara un estudio llamado CLAMP que sirve para identificar
si usted ya tiene resistencia a la insulina y en qué grado, un estudio de composicion corporal llamado DXA
y que es como una radiografia del cuerpo entero para identificar cuanta grasa tiene y en donde se acumula
mas. Para realizar estos estudios se le solicitara que se presente a las 8:00 AM, después de 8 horas de
ayuno y acompafada de un familiar. A su llegada, se realizara una prueba de embarazo en orina para
asegurarnos que no esta embarazada, y una vez que se tenga el resultado se realizara el DXA. Para esta
prueba usted debera permanecer acostada durante 10 minutos mientras se hace un escaneo de su cuerpo.
El DXA emite una pequefa cantidad de radiacion (Rayos X), pero es menor que una radiografia y no
conlleva ningun riesgo o molestia.

Posteriormente se realizara el CLAMP, para lo cual se le daran dos “piquetes” para colocar dos catéteres
en las venas del brazo; el primero para sacar sangre y el segundo para pasarle glucosa e insulina. El
primer catéter se coloca en una vena a la altura de la mufieca y se utilizara para tomar muestra de sangre
de 0.5 ml (menos de %2 cucharadita) cada 5 minutos durante 3 horas, y cada 30 minutos de 3ml (mas o
menos 1 cucharadita) para medir insulina. Durante el tiempo que dure el CLAMP, su mano debera
permanecer envuelta en un cojin caliente que se utiliza para obtener mediciones mas exactas. A través
del mismo catéter se le pasara un “suero” con el Unico objetivo de mantener la vena permeable. El segundo
catéter se colocara en el pliegue del codo para administrar una infusion de insulina y una de glucosa. La
glucosa vy la insulina son sustancias que estan normalmente presentes en la sangre y en este estudio se
administran con el objetivo de evaluar la sensibilidad del cuerpo a la accion de la insulina. Para disminuir
el dolor ocasionado por la colocacion de ambos catéteres, se adormecera la piel con una pomada
anestésica. Durante el tiempo de estudio usted debera permanecer acostada y no podra levantarse de la
cama, en este lapso usted puede ver televisién o tomar una siesta. Una vez concluidas 3 horas se retirara
la infusioén de insulina y se mantendra la de glucosa por espacio de 1 a 2 horas mas. Durante este tiempo
se le proporcionara una comida sustanciosa (generalmente hamburguesa de res o pollo, papas fritas,
refresco y postre) para que no le vaya a “bajar el aztcar’. Una vez que usted haya terminado de comer y
que la glucosa se encuentre estable se procedera a retirar ambos catéteres y el estudio habra terminado.
Los riesgos que conlleva el CLAMP incluyen: dolor o “moretdn” en el sitio donde se coloquen los catéteres.
En ocasiones aisladas puede haber una “baja de azucar”, sin embargo, este riesgo es minimo y el personal
que realiza el estudio estd capacitado para resolverlo. La cantidad total de sangre extraida sera de 40-
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50ml, lo cual no representa ningun riesgo para su salud. Una vez concluido el CLAMP usted habra
terminado su participacion en el estudio.

Al final del estudio se le daran las indicaciones para una dieta saludable y ejercicio. Si se detectd obesidad
se le indicara una dieta para bajar de peso y se le recomendara que realice actividad fisica consistente en
una caminata de una hora tres veces por semana.

Cuando se le coloque el catéter para empezar el clamp, se guardara una muestra de sangre de 10 ml, una
parte se utilizara para medir la vitamina D y unas hormonas que se encuentran elevadas en el SOP, y la
otra parte para obtener el material genético para detectar si usted tiene unos polimorfismos (cambios en
sus genes que no producen enfermedad pero que se pueden asociar con algunos cambios en el
metabolismo) que se han encontrado en pacientes con la deficiencia de vitamina D.

Ponga una X en el cuadro que corresponda:
|:| Si autorizo que se tomen las muestras sanguineas
|:| No autorizo que se tomen las muestras sanguineas

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con la responsable del
proyecto Dra. Mardia Lépez Alarcon al teléfono: 56-27-69-44, correo electrénico: mardyalo@hotmail.com
o con el Dra. Isabel Suarez Zaragoza al teléfono 5527029650, correo electrénico: i.suzi89@agmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de
Etica de Investigacién de la Comisidn Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS en Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque B de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56-27-69-00 extension 21230, Correo electronico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Ciudad de México,a___de de , después de haber leido y comprendido este
documento, es mi deseo participar en dicho protocolo de investigacion.

Nombre y Firma
PACIENTE:
QUIEN OBTIENE EL CONSENTIMIENTO:

Nombre, direccidn, relacién y firma del

TESTIGO 1:

TESTIGO 2:
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16 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Investigacion

bibliografica

Elaboracion del

proyecto

Presentacion al
comité nacional de

investigacion

Recoleccion de
datos
Analisis de los

resultados

Reporte de

resultados

Entrega de la tesis y

envio a publicacién

Mayo-

Julio

*kkkk

*hkkk

2018

Agosto - Noviembre-

Octubre Febrero

*kkkk

*kkkk

2019-2021
Marzo - Julio- Febrero -
Junio Enero Marzo

*kkkhkk

*kkkkkk

*kkkk
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