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1. Resumen

La endometriosis es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de tejido
endometrial fuera de la cavidad uterina. Una de las caracteristicas mas importantes
de la enfermedad es la decidualizacion deficiente de las células estromales, lo cual
ha sido relacionado con la resistencia a la progesterona. Aunque actualmente no se
conocen por completo los mecanismos moleculares que estan involucrados en la
patogénesis de la endometriosis, existen evidencias que sugieren que se trata de
una enfermedad con un componente epigenético, en la cual existen alteraciones en
los niveles de metilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me) en el endometrio
de las pacientes con esta enfermedad respecto al endometrio de mujeres sin la
enfermedad. Hasta el momento, no se ha determinado cual es el efecto de las
hormonas que inducen la decidualizacion en los niveles de trimetilacion de la H3K4
(H3K4me3) en la endometriosis. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar
los niveles totales de la H3K4me3 en cultivos primarios de pacientes con
endometriosis con respecto a los de mujeres control antes y después de un estimulo

de decidualizacion in vitro.

En este estudio se caracterizaron los niveles totales de H3K4me3 en cultivos
primarios de células estromales de endometrio (ESC) de pacientes con
endometriosis y de mujeres control en un ambiente de decidualizacion con estradiol
(E2), medroxiprogesterona (MPA) y 8-bromo-adenosin monofosfato ciclico (8-
bromo- AMPc). Se validé que las ESC obtenidas responden al estimulo hormonal,
a través de la induccién de la expresion de los genes que codifican a la prolactina
(PRL) y la proteina 1 de union a factor de crecimiento celular tipo insulina (IGFBP-
1). Posteriormente, por medio de la técnica de Western blot, se observd que los
niveles de la H3K4me3 en ESC decidualizadas de mujeres con endometriosis son
mayores que en ESC decidualizadas de mujeres control, lo que nos sugiere que las
ESC de mujeres con endometriosis responden de manera diferencial al tratamiento
hormonal activando mecanismos epigenéticos que no se presentan en ESC

provenientes de mujeres control.



2. Introduccién
2.1. Sistema reproductor femenino

La funcion de los sistemas reproductores es la produccién de descendencia. La
mujer produce gametos femeninos, llamados évulos; el 6vulo es fecundado por el
espermatozoide produciendo un cigoto, el cual es la primera célula de un nuevo
individuo. Una vez que la fertilizacion ha tenido lugar, el Gtero proporciona un
entorno protector en el que el blastocisto, mas tarde llamado feto, se desarrolla
hasta su nacimiento (Marieb, 2008).

Las hormonas sexuales, progesterona y estrogenos, juegan un papel fundamental
tanto en el desarrollo y funcionamiento de los 6rganos reproductores como en el
comportamiento e impulsos sexuales. Estas hormonas tienen influencia en el
desarrollo y crecimiento de muchos tejidos y 6rganos del cuerpo, tal es el caso del
endometrio, donde estas hormonas inducen cambios morfoldgicos que se requieren

para una implantacion exitosa y el embarazo (Marieb, 2008).

El sistema reproductor femenino se divide en externo e interno, de acuerdo con la
ubicacion de sus organos. Los oOrganos externos desempefian una funcion
importante durante el acto sexual y coito, los cuales son: labios mayores, labios
menores Y clitoris. Los ovarios, trompas de Falopio, Utero y vagina forman parte de
los 6rganos internos, los cuales se alojan en la pelvis y estan relacionados con la

fecundacion y gestacion (Figura 1) (Barone, 2007).

2.2. El endometrio

El utero se divide anatdbmicamente en cuerpo y cérvix. El cuerpo del Gtero esta
formado por tres capas: perimetrio, miometrio y endometrio (Figura 1) (Padabiri et
al., 2015). El endometrio es una mucosa que cubre la cavidad uterina. Es un tejido
dinamico que sufre una serie de modificaciones ciclicas reguladas por las hormonas
esteroides circulantes (Simon et al., 2009). Las dos principales funciones del

endometrio son proveer un sitio inmunoprivilegiado para la implantacién del



blastocisto y proporcionar un entorno de nutrientes para el feto durante el embarazo
(Strauss et al., 2014).

Morfolégicamente, el endometrio se divide en dos capas: 1) funcionalis, la cual se
transforma y regenera cada ciclo menstrual y 2) basalis, la cual permanece y
constituye la base para regenerar ciclicamente al endometrio (Simon et al., 2009).
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Figura 1. Sistema reproductor femenino. Esquema del Utero y algunos 6rganos del
sistema reproductor femenino (Tomada y modificada de HMSA, 2019).

Histol6gicamente, el endometrio es un tejido muy complejo, formado por estroma y
epitelio. EI compartimiento estromal esta formado por células estromales de
endometrio (ESC), principalmente del tipo celular fibroblasto, ademas de estar
conformado por vasos sanguineos y una variedad de células inmunocompetentes.
Su principal funcion es regular el crecimiento y diferenciaciéon del endometrio en
respuesta a los esteroides ovaricos. Por otra parte, el epitelio endometrial consiste
en una monocapa de células cuboidales polarizadas que tapizan el interior de la

cavidad uterina, esa monocapa actia como barrera protectora contra los patégenos



gue acceden a la cavidad endometrial, pero también permite regular la implantacion
del blastocisto que es la principal funcion del endometrio. Este epitelio esta regulado
de manera directa por las hormonas esteroides ovaricas, induciendo a las ESC en
un fenotipo decidual con el propdsito de mantener un microambiente adecuado para

la implantacién del blastocisto (Simon et al., 2009. Fazleabas et al., 2002).

2.3. Ciclo menstrual

Desde el comienzo de la pubertad y hasta la menopausia, el ovario produce una
serie de secreciones hormonales ciclicas que daran lugar al ciclo menstrual. El ciclo
menstrual estd regulado por interacciones complejas entre el eje hipotalamico-

hipofisario-ovarico (HPO) y el utero (Fox, 2014).

El hipotdlamo libera a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), esta
hormona se encarga regular la secrecion de hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculo estimulante (FSH) por las células gonadotropas en la hipofisis anterior; estas
gonadotropinas activan al ovario para que produzca estrogenos y progesterona y
se libere un ovocito con la capacidad de fertilizacion, lo cual produce efectos en el

endometrio durante el ciclo menstrual (Fox, 2014).

2.3.1. Cambios ciclicos en el endometrio

Durante el ciclo menstrual, el endometrio responde a las hormonas que son
secretadas por los ovarios. Por lo tanto, las fases del endometrio se coordinan con

las fases de la ovulacion (Figura 2) (Fox, 2014).

La fase proliferativa se caracteriza por una cantidad creciente de estradiol (E2) y
bajos niveles de progesterona. La cantidad creciente de E2 secretado por los
foliculos ovaricos en esta etapa estimula el crecimiento (proliferacion) del estrato
funcional del endometrio. Ademas, el E2 induce la expresiéon del receptor para la
progesterona (PR) a través del receptor de estrégenos (ER), el cual se une a
regiones reguladoras del gen del PR y recluta la maquinaria de transcripcion. Lo
anterior permite que el endometrio responda a la progesterona en la siguiente fase

del ciclo menstrual, la cual se denomina fase secretora y se caracteriza por niveles



elevados de E2 y progesterona. En esta fase, el incremento en la secrecion de la
progesterona por el cuerpo lateo estimula el desarrollo de las glandulas uterinas.
Como resultado de las acciones combinadas del E2 y progesterona el endometrio
se engrosa, se vasculariza y sufre una serie de transformaciones para llegar a un
estado receptivo, el cual permitira la implantacion del blastocisto. Por tanto, se
considera que el endometrio esta preparado para aceptar y nutrir un embrién en

caso de que ocurra la fecundacion (Fox, 2014).
La fase menstrual ocurre como resultado del descenso de la secrecién de hormonas

ovaricas durante la fase Iutea tardia. Durante la menstruacién, se produce la
constriccion de los vasos sanguineos generando isquemia, lo cual lleva a la muerte
celular del estrato funcional, observando un desprendimiento de fragmentos del

tejido endometrial (Lee et al., 2006).
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Figura 2. Ciclo de la ovulacién y ciclo endometrial. Las flechas hacia abajo indican los
efectos de las hormonas (Tomada de Fox, 2014).



2.3.2. Accion de hormonas esteroides en el Utero

Parte de las respuestas uterinas a las hormonas esteroides son mediadas por
receptores intracelulares especificos. Estos receptores pertenecen a la superfamilia
de receptores nucleares y funcionan como factores de transcripcion que regulan la
expresion de sus genes blanco a través de modificaciones en el estado de la
cromatina (Gardner et al., 2012. Press et al., 1988). La respuesta endometrial hacia
las hormonas esteroides esta determinada por la biodisponibilidad de estas
hormonas, la cual es influenciada por los rangos de produccion, por el metabolismo
esteroideo, por la cantidad de diferentes receptores esteroideos, coactivadores y
correceptores expresados, por la accion de factores de crecimiento y citocinas que
modulan la accion de los receptores esteroideos (Gregory et al., 2002).

2.3.3. Estrégenos

Los estrogenos tienen una importante participacion en la regeneracion y crecimiento
del endometrio, ademas de preparar a este tejido para responder a la progesterona
(Groothius et al., 2007).

El principal mecanismo de accion de los estrogenos esta dado por su receptor
intracelular especifico ER, el cual se une a los estrégenos y actia como factor de
transcripcion. Existen dos tipos principales de ER, ERa y ERp, los cuales son

codificados por diferentes genes en loci distintos (Teppa et al., 2005).

Los estrogenos atraviesan la membrana de su célula blanco por difusion y se
internalizan en el citoplasma para interactuar con su receptor intracelular especifico,
el cual se encuentra dentro del nucleo. ElI complejo nuclear ER-estrogeno puede
regular la expresion de genes de manera positiva 0 negativa, a través de una union
directa con secuencias unicas de DNA, conocidas como elementos de respuesta a
estrégenos (ERE). Los genes regulados por el E2 contienen un ERE en la regién
promotora lo cual le permite al E2 regular su expresion. Una vez que se forma el
complejo ER-estrégenos se reclutan proteinas co-reguladoras (coactivadores o

correpresores), los cuales se asocian directamente en la region promotora del gen



blanco, generando un complejo de transcripcion, produciendo un incremento en los

niveles de mRNAYy posteriormente en la traduccion a proteina (Teppa et al., 2005).

Existe un mecanismo de accion alternativo donde el ER no se une directamente al
DNA, en el cual éste interactia directamente con factores de transcripcion (Findlay
et al., 2010).

2.3.4. Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide sintetizada en las génadas, placenta y
otros tejidos. Esta hormona tiene un rol importante en el desarrollo y diferenciacion
de sus o6rganos blanco, y diversas funciones reproductivas y no reproductivas. En
el endometrio, la progesterona induce la diferenciacion de las células estromales y
epiteliales del endometrio, regula la receptividad del endometrio para la
implantacion del blastocisto y coordina las interacciones utero-embrion a nivel

molecular (Lee et al. 2006).

Las acciones de la progesterona se llevan a cabo principalmente por su receptor
intracelular especifico (PR), Los efectos fisiolégicos de la progesterona estan
mediados por la interaccion de la hormona con dos isoformas de su receptor
intracelular especifico (PR-A y PR-B). Ambas isoformas son codificadas a partir del
mismo gen (11 q22-239) y son producto de promotores alternativos y diferentes
sitios para el inicio de la transcripcion. El PR pertenece a la superfamilia de
receptores intracelulares que principalmente actian como factores de transcripcion

activados por ligando (Gardner et al., 2012).

La progesterona difunde libremente a través de la membrana plasmatica de sus
células blanco y se internaliza en el citoplasma para interactuar con el PR a través
de su dominio de union al ligando, induciendo un cambio conformacional, que
promueve la fosforilacion del PR, lo que permite que se disocie de las chaperonas,
se dimerice y se transloque al nucleo. El receptor activo se une a los elementos de
respuesta a progesterona especificos, ubicados dentro de las regiones reguladoras

de sus genes blancos. La transcripcidn inicia a través del reclutamiento de



coactivadores y complejos remodeladores de cromatina, los cuales potencian la
unién del complejo basal de transcripcion (Barrera et al., 2007).

Existen otros mecanismos a través de los cuales actia la progesterona, como la
activacion de vias de sefalizacién a través de receptores membranales especificos

para dicha hormona (Lee et al. 2006).

La progesterona se encuentra involucrada en la ovulacion, implantacion y embarazo
a través de la regulacion de la funcion uterina durante el ciclo menstrual,
principalmente a través del control de los cambios ciclicos en la proliferacion y
decidualizacion (Al-Asmakh, 2007).

2.4. Decidualizacion

Como se mencion6 anteriormente, durante la decidualizacion el endometrio se
transforma en un tejido receptivo en el cual puede implantarse el blastocisto. Dicha
transformacion consiste en una remodelacion dinamica para establecer un

microambiente adecuado para que se lleve a cabo un embarazo (Dunn et al., 2003).

La decidualizacion es un proceso coordinado principalmente por los esteroides
ovaricos, E2 y progesterona, los cuales permiten la comunicacion entre el
endometrio y el embrion por medio de la activacion de vias de sefializacion
especificas (Okada et al., 2018). En la decidualizacion estan involucrados cambios
morfoldgicos drasticos y diferenciacion funcional de ESC (Figura 3) (Okada et al.,
2018). Los cambios morfoldgicos en las células estromales uterinas durante la
decidualizacion consisten en el paso de una forma alargada (similar a las células
mesenquimales tipo fibroblasto) a una forma redondeada similar a células de tipo
epitelial (Figura 3). Este cambio de morfologia se inicia durante la mitad de la fase
secretora del ciclo menstrual, aproximadamente seis dias después de la ovulacion,
como resultado de los elevados niveles de progesterona. Dichos cambios
comienzan en las células estromales y posteriormente continlan con la
transformacion de las glandulas uterinas, aumento de células especializadas
Natural Killers y la remodelacion vascular para apoyar el suministro de sangre

durante la maternidad (Gellersen et al., 2003).



Los cambios hormonales ciclicos son necesarios para establecer los cambios
fenotipicos que ocurren durante la implantacion y el ciclo menstrual. El E2 juega un
papel importante en la induccion de la expresion del PR, el cual a su vez permite al
endometrio responder a la progesterona en la fase secretora. La progesterona es
un factor clave en el establecimiento y mantenimiento del embarazo. La
progesterona circulante aumenta durante la fase secretora del ciclo menstrual y

permanece elevada durante el embarazo (Okada et al., 2018).

La progesterona actia mediante la unién y activacion de su receptor intracelular,
PR, el cual juega un papel importante durante la preparacion del endometrio para el
embarazo. En humanos, el PR se encuentra altamente expresado en células del
estroma endometrial durante la fase secretora y el embarazo, mientras que su
expresion en las células epiteliales disminuye después de la ovulacién (Okada et
al., 2018).
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Figura 3. Decidualizacion de las células del estroma endometrial (ESC) in vivo e in
vitro. (A) Inicio de la respuesta decidual en células estromales (sefialada con punta de
flecha), porcién terminal de un vaso sanguineo (flecha). (B) Decidualizacion del
compartimento estromal del endometrio. (C) Visualizacion de ESC sin decidualizar con
morfologia tipo fibroblasto. (D) ESC decidualizadas (ESCd) tratadas con 8-bromo-adenosin
monofosfato ciclico (8-bromo-AMPc) en combinacién con medroxiprogesterona (MPA)
durante 48 horas, las células presentan ndcleos mas grandes y abundante citoplasma
(Tomada y modificada de Gellersen et al., 2003).



El segundo mensajero AMPc es necesario para la sefializacion de la progesterona,
ya que se integra a las vias hormonales y confiere especificidad celular a la accién
de progesterona a través de la induccion de diversos factores de transcripcion
capaces de modular la funcién del PR (Gellersen et al., 2003).

Durante la decidualizacion las ESC se caracterizan por la expresion de genes y
respectivamente, secrecion de diferentes proteinas, incluidos la prolactina (PRL) y
la proteina 1 de unién a factor de crecimiento celular tipo insulina (IGFBP-1) (Figura
4) (Okada et al., 2018).

La PRL es secretada por el endometrio decidualizado y el aumento en sus niveles
séricos esta asociado con embarazo. La expresion y la secrecion de PRL en el
endometrio persisten hasta el término del embarazo. Los niveles de PRL durante el
embarazo son necesarios para su mantenimiento, ya que esta hormona estimula al
cuerpo lateo para producir progesterona, ademas de que estimula la implantacion
del blastocisto para mantener el embarazo y formar la placenta (Tenorio et al.,
2015). Se ha demostrado en modelos in vitro que el tratamiento con progesterona
tiene un efecto inductor del fenotipo ESCd y la produccion de PRL. Sin embargo,
dicho efecto es menor al observado con altas concentraciones de AMPc intracelular
combinado con progesterona, lo cual permitié establecer que el AMPc es requerido
para sensibilizar a las células a las acciones de los progestagenos proporcionando

la expresion maxima de PRL.

Existen seis tipos de IGFBP solubles (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 y -6), las cuales se
unen a factores de crecimiento similares a insulina (IGF) con la misma afinidad que
los receptores a IGF. La expresion y regulacion de los IGFBP es tejido especifico,
en el caso del endometrio humano la mas abundante es IGFBP-1, el cual es
secretado por las ESC predecidualizadas y decidualizadas en la fase secretora
tardia y el embarazo, por lo tanto, su expresion depende de la accion de la
progesterona (Rutanen et al., 1998). A nivel celular, los IGFBP regulan las acciones
mitogénicas y metabdlicas de los IGF mediante la inhibicion o, en algunos casos, la

unién del receptor (Dunn et al., 2003).
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Existen estudios han demostrado que la induccion de IGFBP-1 en las células
estromales del endometrio y decidua endometrial es dependiente de progestinas, y
mediada a través del PR (Gao et al., 2014).

La capacidad de respuesta de las células estromales a las sefiales hormonales se
considera potenciada por la remodelacion de la cromatina en todo el genoma. En
particular, la induccion de la expresion de PRL e IGFBP-1 se asocia con cambios
epigenéticos en sus regiones promotoras, tales como modificaciones post-

traduccionales de histonas (Apartado 2.8) (Katoh et al., 2018).

La decidualizacién defectuosa se ha relacionado con abortos espontaneos,
preeclampsia y endometriosis. Es importante conocer los mecanismos moleculares
gue regulan la decidualizacion para desarrollar metodologias terapéuticas para el
tratamiento de estas condiciones patoldgicas como la endometriosis (Katoh et al.,
2018).

Endometrio

v 32

ESCs

AMPc

Celulas decnduahzadas

|

PRL, IGFBP-1,

Factores especificos de decidualizacion

Figura 4. Decidualizacién del endometrio. La progesterona (P), en conjunto con el AMPc,
induce la decidualizacién de las ESC. La decidualizacién implica una diferenciaciéon
morfologica y funcional, y se caracteriza por la induccién de la expresiéon de factores
deciduales especificos y marcadores deciduales, como PRL e IGFBP-1 (Tomada y
modificada de (Okada et al., 2018).
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2.5. Endometriosis
2.5.1. Definicién

La endometriosis es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de
glandulas y estroma endometrial fuera de la cavidad uterina (tejido ectépico), el cual
se sitla principalmente en 6rganos de la cavidad pélvica incluidos los ovarios,
ligamentos y area peritoneal, asi como el intestino y vejiga. Como el tejido
endometrial ectépico tiene receptores para estrégenos, progestagenos vy
androgenos, responde de manera similar, aunque no idéntica, a las influencias
hormonales enddgenas y exdgenas al tejido eutdpico (endometrio intrauterino). Por
lo tanto, dicho tejido ectdpico sufre una proliferacion y destruccion ciclica similar a
la del endometrio (Klemmt et al., 2018).

2.5.2. Epidemiologia

La frecuencia con que se presenta la endometriosis ha sido dificil de establecer ya
gue el diagnaostico definitivo requiere visualizacion directa de las lesiones a través
de un procedimiento quirdrgico llamado laparoscopia. En consecuencia, la
frecuencia varia ampliamente dependiendo del tipo de poblacion y métodos de
diagnostico. A pesar de esta limitacion, se ha demostrado que la endometriosis es
un problema global comun y se considera que afecta a una de cada diez mujeres
en edad reproductiva, es decir entre los 15 y 49 afos, las cuales son
aproximadamente 176 millones de mujeres en el mundo (Obtenido de

http://endometriosis.org/ , 2017).

2.5.3. Patogénesis

La patogénesis de la endometriosis no esta elucidada por completo a pesar de que
ha sido estudiada durante décadas. Sin embargo, se han propuesto diferentes
teorias por las cuales se origina esta enfermedad, entre las principales se
encuentran: teoria de implantacién, teoria de metaplasia y teoria de induccion
(Klemmt et al., 2018).
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La teoria mas aceptada es la de la implantacién, la cual se basa en la suposicion de
gue pequefas lesiones se establecen, proliferan e invaden los tejidos mientras la
enfermedad progresa (Figura 5). En esta teoria, el origen del tejido ectdpico en la
cavidad pélvica es por el transporte retrogrado de las células viables del endometrio.
La menstruacion retrégrada es un proceso fisiolégico comun que ocurre en mas del
90% de las mujeres en edad reproductiva. Cuando se presenta menstruacion
retrograda, las células del endometrio tienen la capacidad de adherirse al peritoneo
o tejido cercano, proliferar, diferenciarse, adquirir suplemento y nutrientes a través
de la sangre, lo que resulta en endometriosis. La dispersion adicional de las células
del endometrio se da por sistemas linfaticos, por lo cual se pueden originar lesiones
endometriales localizadas distalmente, como en la cavidad toracica o a nivel
cerebral (Zondervan et al., 2018. Vercellini et al., 2014).

Figura 5. Teoria de implantacion. Los fragmentos de ESC viables son conducidos a
través de las trompas de Falopio por menstruacion retrograda por gradiente de presion
originado posiblemente por contracciones uterinas. Una vez que llegan a la cavidad
peritoneal, pueden implantarse, crecer e invadir las estructuras pélvicas (Tomada y
modificada de Vercellini et al., 2014).

Se han determinado una serie de requisitos que deben existir para poder aceptar la
teoria de implantacién: la existencia de menstruacion retrograda, presencia de
células endometriales viables en el flujo de la menstruacioén retroégrada, capacidad
de adhesidon de las células, asi como que se lleve a cabo la implantacion vy
proliferacion en la cavidad peritoneal. Esta hipétesis se apoya por evidencia

epidemiologica, la cual demuestra un aumento del riesgo a desarrollar
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endometriosis en mujeres que presentan aumento del sangrado menstrual y ciclos
mas cortos, asi como una obstruccion del flujo de salida del tracto Muller (Zondervan
et al., 2018. Vercellini et al., 2014. Klemmt et al., 2018).

La hipotesis de la metaplasia explica el origen de la endometriosis en lugares poco
frecuentes, es decir fuera de la cavidad pélvica, incluyendo los nodulos linfaticos
abdominales, pulmones, cerebro, la cavidad nasal, etc. Esta hipotesis sugiere que
se lleva a cabo una reprogramacion de las células madre mesenquimales
multipotentes derivadas de médula 6sea o de un nicho dentro del propio endometrio.
Se ha sugerido que factores hormonales e inmunoldgicos estimulan la
transformacion de tejido no endometrial en células epiteliales y estromales

endometriales en sitios ectopicos (Sourial et al., 2014).

La hipotesis de la metastasis sugiere que las células endometriales y los fragmentos
de tejido viajan desde la cavidad uterina a través de los canales linfaticos y colonizan
sitios ectopicos distantes. Esta hipdtesis describe mejor la rara aparicion de
endometriosis extra-pélvica en mujeres y esta respaldada por la evidencia de

embolos o células endometriales en los ganglios linfaticos (Zondervan et al., 2018).

El endometrio eutdpico en pacientes con endometriosis es diferente en muchos
aspectos al endometrio sano, este tejido muestra mayor capacidad de proliferacion,
adhesion y angiogénesis. La principal diferencia en expresion génica de genes
blanco de la progesterona del endometrio normal con respecto al endometrio de
mujeres con endometriosis se observa en la fase secretora temprana, lo que sugiere
gue la transicidon de la fase proliferativa a la secretora se altera en mujeres con

endometriosis (Mckinnon et al., 2018).

La enfermedad se caracteriza porque el tejido ectopico es resistente a la
progesterona. En tejido eutdpico existen resultados contradictorios en la diferencia
en la expresion del PR a nivel de mRNA y de proteina en el endometrio eutopico
entre mujeres con y sin endometriosis. Sin embargo, diversos estudios han

demostrado que existe una disminucién de en los niveles proteicos del PR y
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alteracion en la expresién génica en el tejido ectopico en comparacion con el

endometrio eutdpico (Mckinnon et al., 2018).

La endometriosis se considera una enfermedad estrégeno dependiente, en la cual
los estrégenos estimulan el crecimiento del endometrio ectopico y existen
alteraciones en las vias de sefializacion activadas por los estrogenos (Zondervan et
al., 2018. Vercellini et al., 2014).

El E2 esta disponible para promover el crecimiento del tejido ectopico a través de
dos vias, el que proviene de la circulaciéon (producido a partir de los 6rganos
esteroidogénicos) y el que es producido localmente en los implantes endometriales
(probablemente por un incremento en la expresion de la aromatasa). El tejido
ectopico presenta niveles mas elevados de ERB con respecto al tejido eutdpico
(Bulun et al. 2012). Esto se debe a una metilacion deficiente del promotor del gen
que codifica ER, lo cual sugiere que se produce una sobreexpresion patoldgica de
ERP en la endometriosis, que a su vez suprime la expresion de ERa y disminuye la
induccion del PR mediada por E2 en las células endometridticas, mecanismo por el
cual se piensa que se da la resistencia a la progesterona en estas células (Xue et
al., 2007). Se sabe que la progesterona desencadena una serie de respuestas, entre
las cuales se encuentra la inhibicion de la proliferacion de células epiteliales
dependientes de estrogenos, la maduracion de glandulas secretoras y la
transformacion de ESC en células decidualizadas para la implantacién del embrion.
En consecuencia, la resistencia a la progesterona tanto en ESC de tejido eutépico
y ectopico producen defectos en la decidualizacion e implantacion del tejido

eutépico (Vercellini et al., 2014. Lessey et al., 2017).

2.5.4. Clasificacion

De acuerdo con la literatura existen tres maneras en que la endometriosis puede
ocurrir en la cavidad pélvica: peritoneal, ovarica y de infiltracion de lesiones
profundas. La morfologia y apariencia de los implantes en el peritoneo se describen
como blancas (color blanco, amarillo-café y defectos peritoneales similares a

ampollas), rojas (color rojo, rojo-rosa y lesiones claras) y negras (lesiones negras y
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azules). Las lesiones rojas son altamente vascularizadas. Mientras que las lesiones
blancas, opacas o amarillas-café, estas lesiones indican la presencia de colageno y
ausencia de vascularizacién indicando estados latentes de la endometriosis
resultado de una fibrosis y como consecuencia de un proceso inflamatorio. Las
lesiones negras parecen rodear el implante con restos formados por la ruptura y
cicatrizacion de tejido durante la escarificacion de las lesiones rojas (Klemmt et al.,
2018).

La Sociedad Americana de Medicina Reproductiva y la Sociedad Americana de
Fertilidad clasifican la endometriosis de acuerdo con la gravedad de la enfermedad,
la afectacién de los ovarios y con formacién de adherencias, asi como con el
numero, tamafo y ubicacion de los implantes de endometrio peritoneal (Figura 6)
(Klemmt et al., 2018).

2.5.5. Sintomas y signos

En la endometriosis no existen sintomas especificos relacionados con la
enfermedad, ya que pueden existir mujeres asintomaticas o mujeres que presentan
una combinacion de sintomas diversos como dolor abdominal y pélvico ciclico y no
ciclico, dolor durante o después del acto sexual (profunda dispareunia), disquecia,
disuria y macrohematuria, los cuales pueden ser causados por cistitis intersticial y/o
sindrome de dolor vesical, que afectan la calidad de vida de las mujeres que

padecen esta enfermedad (Klemmt et al., 2018).

Una serie de estudios indican que no existe una correlacion entre la intensidad del
dolor, la extensién y ubicacion de las lesiones endometriéticas. Se ha propuesto que
el dolor esta asociado con una secrecion de sustancias proinflamatorio por parte del

tejido ectopico (Vercellini et al., 2014).

2.5.7. Tratamiento

El dolor que presentan las pacientes se puede tratar por medio de cirugia extirpando
los implantes peritoneales, los nédulos profundos y los quistes ovaricos, sin

embargo, se ha reportado que la mayoria de las pacientes que se someten a cirugia
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presentan altas tasas de recurrencia. La terapia médica es sintomética, no
citorreductora y se centra en establecer un entorno bajo en los niveles de

estrégenos o incrementado en los niveles de progesterona.

Fase 1 (minima) e ———_ Fase 2 (mediana)

+  1-5lesiones | = / 6-15 lesiones
Lesiones superficiales Lesiones superficiales
Las lesiones se presenta Algunas lesiones profundas
principalmente en las paredes (>5mm de infiltracion debajo
pélvicas o en Pouch de Douglas de las superficie peritoneal)

. Trompas
¥ de Fzlopio
S )

Ovarios
Ligamento Uterosacral

Cérvix

Pouch de Douglas
Adhesiones

Colon sigmoide

/
\/ Fase 4 (severa)

% * > 40 lesiones
* Adhesiones severas con el
intestino y/o la vejiga
* Dafio severo en el Pouch de
Douglas

Fase 3 (moderada)

*  16-40 lesiones
Presencia de endometriomas
Presenta adhesiones menores 7
(normalmente entre los ovarios /
y la pared uterina) \

Endometrioma

Adhesiones Adherencias densas

Figura 6. Clasificacion de la endometriosis de acuerdo con la Sociedad Americana de
Fertilidad. La clasificacién se realiza de acuerdo con la severidad, ubicacion, y tamafio de
las lesiones. El tamafio de la lesién puede variar desde 313 um a 5 cm de didmetro. La
etapa | o minima, presenta de 1-5 lesiones superficiales y/ o adherencias. La etapa Il 0
leve, presenta de 6 a 15 lesiones, algunas pueden ser profundas, pueden existir lesiones
superficiales y adherencias. La etapa Ill o moderado, presenta de 16—40 lesiones, a
menudo incluyen un endometrioma y se puede presentar endometriosis superficial o
profunda y / o adherencias densas. La etapa IV o severa, presenta > 40 lesiones y se
caracteriza por presentar todo lo anterior (Tomada y modificada de Zondervan et al., 2018).
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Utilizando este abordaje, se induce la eliminacién de la lesion a través de la
supresion de la ovulacion y la menstruacion utilizando progestagenos,
anticonceptivos orales y agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina.
Aunque la erradicacion de la lesion se considera un procedimiento para mejorar la
fertilidad, el beneficio sobre la capacidad reproductiva es moderado (Vercellini et al.,
2014. Zondervan et al. 2018).

Hasta el momento no se tienen tratamientos definitivos para la enfermedad debido
a que su origen es multifactorial, en la cual se han descrito factores genéticos,
ambientales, inflamatorios y recientemente epigenéticos que se ven envueltos en el

desarrollo de la enfermedad (Zondervan et al., 2018).

2.6. Epigenética

El término de epigenética se usoO originalmente para definir el estudio de los
procesos poco conocidos por los cuales un cigoto se desarrolla en un organismo
maduro y complejo (Waddington, 1492). Actualmente, se define epigenética como
el estudio de los cambios en la funcién de los genes que no dependen de
modificaciones en la secuencia de DNA, que son heredables por mitosis 0 meiosis,
y que pueden ser reversibles (Holliday, 2002). Entre los principales mecanismos
epigenéticos que controlan la expresion genética, se encuentran la metilacion de
citosina en contexto CpG, modificaciones post-traduccionales de histonas,

remodelacion de cromatina y RNAs no codificantes (Bedregal et al., 2007).

Las modificaciones epigenéticas regulan la expresion genética alterando la
estructura de la cromatina, por lo tanto, estos procesos son esenciales para el
desarrollo y diferenciacion de distintos linajes celulares que forman al organismo
adulto. Dichas modificaciones pueden llevarse a cabo por fuentes exdgenas, las
cuales a su vez generan cambios en el fenotipo, o bien generan fenotipos

patolégicos como resultado de alteraciones en el ambiente (Handy et al., 2011).
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2.6.1. Modificaciones post-traduccionales de histonas

Las células mantienen la informacion genética almacenada en el DNA, que se
organiza en una estructura de cromatina. Las unidades basicas de la cromatina son
los nucleosomas, los cuales estdn compuestos por un octdmero de histonas en el
cual se enrolla el DNA; las histonas que conforman cada nucleosoma consisten en
2014). Los
las histonas son blanco de

dimeros de las siguientes histonas: H2A, H2B, H3 y H4 (Krebs et al.,
de

modificaciones post-traduccionales entre las cuales se encuentran la metilacion,

aminoécidos de los extremos N-terminal
acetilacion, fosforilacion y ubiquitinacién, entre otras (Figura 7) (Bernstein et al.,
2007). Estas modificaciones post-traduccionales de histonas afectan la estructura
de la cromatina y permiten la union de diferentes factores de transcripcion,
remodeladores de cromatina y chaperonas de histonas, por lo tanto, estas
modificaciones tienen un rol importante en la expresion genética, replicacion del

DNA, reparacion del DNA, compactacion de la cromatina y en el control del ciclo

celular (Kouzarides et al., 2007).
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Figura 7. Modificaciones post-traduccionales de histonas. Las histonas estan sujetas a
cientos de modificaciones, incluyendo acetilacion, metilacion, fosforilacion y ubiquitinacion.
(A) llustra las estructuras y los efectos de la metilacion de las histonas en la cromatina
(compactacion de color naranja y relajacion/ verde). (B) llustra la diversidad de las
modificaciones de la histona H3 (Tomada y modificada Bernstein et al., 2007).
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2.6.2. Metilaciéon de histonas

La metilacion de histonas se produce en los siguientes aminoacidos basicos:
arginina y lisina (Greer et al. 2012). Existen tres estados de metilacion (mono-, di- y
trimetilacién) de las lisinas, la cuales generan un cambio en la carga eléctrica de los
aminoacidos. Esta marca post-traduccional es catalizada por metiltransferasas de
histonas, las cuales contienen un sitio catalitico SET (acrénimo de Su (var) 3-
9, Enhancer de zeste y Trithorax). La metiltransferasas de histonas catalizan la
adicion de los grupos metilo a usando como cofactor al S- adenosil metionina (SAM)
como donador del grupo metilo a través de una complejo enzima-cofactor-SAM
(Qian et al., 2006).

Todos los sitios cataliticos de SET tienen un canal hidrofobico que permite la unién
de la lisina con el grupo metilo proveniente del SAM (Qian et al., 2006). Los sitios
de unidén para el sustrato de histona y SAM estan situados en caras opuestas del
dominio SET; por lo tanto, la hendidura de union de la lisina se conecta a travées de
un canal profundo que atraviesa el nucleo del dominio SET y permite la transferencia
del grupo metilo de SAM al grupo €-amino del sustrato de lisina. Esta disposicion
inusual de los sitios de union al sustrato se propuso originalmente para permitir
multiples rondas de metilacion de lisina sin disociacion del sustrato de proteina del
dominio SET (Dillon et al., 2005).

La especificidad de las metiltransferasas de lisinas es probablemente determinada
por los residuos de aminoacidos adyacentes a la lisina sustrato. Ejemplos de

metiltransferasas se muestran en la Figura 8 (Qian et al., 2006).

A pesar de su estabilidad, la metilacion de la lisina es un proceso reversible y puede
eliminarse mediante desmetilasas de histonas (Figura 8). Las desmetilasas de
histonas pueden clasificarse en dos familias, la primera incluye las desmetilasas
especificas de lisina (LSD), la cuales consisten en FAD aminooxidasas que pueden
eliminar la mono- y dimetilacién, sin embargo, son incapaces de desmetilar los
residuos trimetilados (Tu et al., 2007). En la segunda familia de las desmetilasas se

encuentran las proteinas que contienen el dominio Jumonji C (JmjC) que emplean
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un mecanismo de oxidacion para desmetilar los tres estados de metilacién de la
lisina. La reaccion enzimatica del dominio JmjC utiliza como cofactores el a-
cetoglutarato, Fe (Il) y O2. El dominio JmjC se encuentra en conjunto con dominios
de dedos de zinc, homeodominio de planta (PHD), dominio de interaccién rico en A-
T (ARID) o Tudor, los cuales son dominios de unién a DNA (Tu et al., 2007).

El efecto de la metilacion de histonas en la expresion génica se debe a las moléculas
efectoras que reconocen el sitio metilado, las cuales son conocidas como “lectores”
ya que contienen motivos de unién a lisinas metiladas. Entre los lectores de residuos
de histonas se encuentran las proteinas que pertenecen a la super familia Royal,
qgue incluye Tudor, dominio de unién a cromatina (Chromo), dominio de tumor
cerebral maligno (MBT) y aquellas con dominios PWWP (denominado PWWP por
su nuacleo central Pro-Trp-Trp-Pro) (Maurer-Stroh et al., 2003).
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JARIDID

Figura 8. Metiltransferasas y desmetilasas de la H3K4. Se muestran los principales sitios
de metilacién de lisina en las histonas H3 y H4. Las metiltransferasas y las desmetilasas
para H3K4me, también se representan con sus especificidades de estado de metilacién: un
solo circulo mel; doble circulo me2; triple circulo me3 (Tomada y modificada de Hyun et
al., 2017).

21



2.7. Trimetilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3)

La lisina 4 de la histona 3 in vivo se puede mono-, di- y trimetilar. Esta modificacion
post-traduccional se encuentra en regiones activas de eucromatina, pero no en
heterocromatina. Generalmente, la regién promotora de genes activos tiene niveles
altos de acetilacion de histonas y metilacion en H3K4, en particular por la presencia
de niveles elevados de H3K4me3 alrededor de los sitios de inicio de transcripcion
(Howe et al., 2017).

La H3K4me3 es una de las modificaciones de histonas mas conservadas
evolutivamente como una marca de transcripcion activa. En particular, se ha
demostrado que la trimetilacion de la H3K4 esta enriquecida en la regiébn promotora
y sitio de inicio de la transcripcion en genes transcripcionalmente activos (Tianyi et
al., 2015). Barski y su grupo de estudio demostraron una correlacion positiva entre
la H3K4me3, la expresion de genes y el posicionamiento de la RNA polimerasa Il
(RNA Pol II) (Figura 9) (Barski et al., 2007).
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Figura 9. Posicionamiento de la RNA Pol Il y H3K4me3 en el genoma. Se muestra el
posicionamiento de la RNA Pol Il y el enriquecimiento de la H3K4me3 cercanas a sitios de
inicio de transcripcion. A) Posicionamiento de la RNA Pol Il y B) enriguecimiento de la
H3K4me3 a 4000 pares de bases rio abajo y arriba a sitios de inicio de transcripcion.
Posicionamiento de RNA Pol Il y H3K4me3 en sitios de inicio de transcripcion de genes
altamente activos (rojo), intermedios (verde), bajos (azul) y silenciosos (purpura) (Barski et
al. 2007).

2.7.1. H3K4me3 metiltransferasas

En mamiferos, hay seis complejos muy conservados que catalizan la trimetilacion

de la H3K4, los cuales difieren en su subunidad catalitica que son SET1A/By MLL1-
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4; cada homologo de SET1, que funciona como una proteina de andamiaje dentro
del complejo, al cual se le asocian cuatro subunidades WRAD, WRR5 (Dominio
repetido WD 5), RbBP5 (proteina de union 5 a retinoblastoma) y ASH2L (de las
siglas en inglés absent, small or homeotic-2 like) (Shilatifard, 2012).

2.7.2. H3K4me3 desmetilasa

La metilacion de histonas se puede revertir mediante desmetilasas de histonas. De
manera especifica para la trimetilacion de la H3K4 se han descubierto muchas
desmetilasas de histonas que contienen dominio JmjC. En particular, la familia de
histonas desmetilasas con dominio 1 interactivo JmjC rico en AT (JARID1) catalizan
la desmetilaciéon de la di- y trimetilacién de la H3K4 dependiente de Fe (Il) y a-
cetoglutarato (Cloos et al. 2008). Se demostr6 que las proteinas JARID1,
desmetilasa 5A especifica de lisina (RBP2), desmetilasa 5B especifica de lisina
(PLU1) y desmetilasa 5C especifica de lisina (SMCX) son especificas para remover
la di- y trimetilacion de la H3K4 (Christensen et al., 2007).

2.7.3. Proteinas que se unen a H3K4me3

Se sabe que diversos remodeladores de cromatina tienen dominios de
reconocimiento o lectura de la H3K4me3 y estos participan en la regulacion de la
expresion genética. Un ejemplo de estos remodeladores es la proteina 1 de unién
a cromatina y a la DNA-helicasa (CHD1), una enzima con actividad de remodelador
de cromatina dependiente de ATP, la cual reconoce la di- y trimetilaciéon de H3K4 a
través de sus dos cromodominios N- terminal. Otro ejemplo, es el factor de
transcripcion con bromodominio y dominio PHD (BPTF), el cual es una subunidad
del complejo remodelador de nucleosoma dependiente de ATP (NURF), el cual se
demostré que interactda con la H3K4me3 a través de sus dominios PHD. Ademas,
la H3K4me3 recluta factores generales de transcripcion, tal es el caso del factor de
transcripcion 11D, que se une a H3K4me3 a través del factor de transcripcion 3
(TAF3) que contiene el dominio PHD, lo que resulta en la formacién de un complejo

de preiniciacion mas estable (Shilatifard, 2012).
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Se sabe que la H3K4me3 y la acetilacidén de la H3/H4 coexisten en el promotor y en
los sitios de inicio de transcripcién de genes activos, por lo que diversos estudios
sugieren que los promotores con H3K4me3 promueven la acetilacion H3 / H4 a
través del reclutamiento de las acetiltransferasas de histonas (HAT). Entre los
lectores de H3K4me3 se han identificado diversos complejos HAT (Tianyi et al.,
2015).

2.8. Relacion de la decidualizacién con marcas epigenéticas

La capacidad de respuesta de las ESC a los estimulos hormonales se ha visto
potenciada por la remodelacién de la cromatina de todo el genoma seguida de la
accion coordinada de las redes transcripcionales especificas de la decidualizacién,
por lo cual se considera que la regulacion epigenética juega un papel esencial en la
expresion génica para el desarrollo y la diferenciacion de estas células (Katoh et al.,
2018).

Tres grupos de investigacion analizaron los patrones comunes de modificaciones
de histonas de las ESC y las ESC decidualizadas. Grimaldi y su grupo de
investigacion demostraron que la induccion dependiente de hormonas de los
biomarcadores de decidualizacion IGFBP-1 y PRL, estd asociada con cambios
epigenéticos en sus regiones promotoras, tales como el aumento de H3K27ac
(marca de cromatina activa) y con la disminucion de los niveles de H3K27me3

(marca represiva de cromatina) (Grimaldi et al., 2011).

Tamura y colaboradores observaron que los principales cambios en las
modificaciones de histonas asociadas con la decidualizacion son el aumento de los
niveles de H3K27ac y H3K4me3 en las regiones promotoras proximal y distal de
genes importantes para la decidualizacion, como IRS1, IRS2, INSR y FOXO1
(Tamura et al., 2014).

Por otro lado, Katoh observé cambios en los patrones de H3K27ac posterior al
estimulo de decidualizacién, con una correlacion moderada con la expresion génica.

Encontraron 90 genes con un aumento de H3K427ac y H3K27me3 en la regiéon
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promotora, de los cuales 4 son genes esenciales para la decidualizacion, NT4,
ZBTB16, PROK1 y GREB1 (Katoh et al., 2018).

2.9. Epigenética en endometriosis

Se ha propuesto que el crecimiento de ECS fuera de la cavidad uterina esta
relacionado con una regulacion diferencial en la expresion genética respecto al
endometrio eutdpico. Por otro lado, se ha demostrado que alteraciones en la
expresion genética se dan por mecanismos epigenéticos, lo cual podria explicar las
alteraciones en el perfil de la expresion genética que se dan en las lesiones
endometridticas y en el endometrio de pacientes con endometriosis (Kao et al.
2003).

La primera evidencia de que la endometriosis tiene un componente epigenético es
gue el promotor del gen HOXAL0, el cual tiene una funcién importante en la
regulacion el desarrollo del endometrio durante el ciclo menstrual, se encuentra
hipermetilado en tejido eutépico de mujeres con endometriosis comparado con el
de mujeres sin endometriosis, por lo tanto, hay una disminucién en la expresion de
HOXA10, lo que produce defectos en la receptividad uterina. Ademas, se ha
demostrado que el promotor de PR-B esta hipermetilado, lo cual ha sido asociado
con la expresion reducida del PR-B a nivel de proteina y a su vez con la resistencia

a la progesterona (Guo, 2009).

A partir de estos hallazgos diferentes grupos de investigadores han estudiado el
papel de las modificaciones post-traduccionales de histonas en la endometriosis. Se
han reportado alteraciones en la acetilacion y metilacion global de histonas en
mujeres con endometriosis. En particular, se han reportado alteraciones en la
acetilacion de la H4 y la metilacién de histona H3K4 y H3K9 tanto en endometrio
ectdpico como eutdpico respecto a endometrio de mujeres control. Ademas, se ha
reportado que la expresion de genes que codifican proteinas que regulan el estado
de la cromatina se encuentra alterada, como es el caso de sirtuina 1 (SIRT-1), la
cual puede modular la funcién de la cromatina a través de la desacetilacién directa

de histonas y que se encuentra reducida significativamente en el endometrio
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eutopico de pacientes en comparacion con endometrio sano, mientras que el nivel
de mRNA de HDAC2 aumentd significativamente en el endometrio eutépico
respecto al endometrio de mujeres con endometriosis (He et al., 2018. Tong et al.,
2010).

Xiaomeng y colaboradores encontraron niveles bajos de H3K4me en tejido
proveniente de mujeres con endometrios (eutdpico y ectopico) con respecto al tejido
endometrial de mujeres sin endometriosis (Xiaomeng et al., 2012).

Por el contrario, Monteiro y colaboradores reportaron niveles elevados de H3K4me
en tejido eutdpico y ectdpico respecto a las provenientes del grupo control. Ademas,
encontraron niveles bajos de acetilacion de las histonas H3 y H4 dentro de las
regiones promotoras de los genes que estan regulados a la baja en la endometriosis
(por ejemplo, HOXA10, ESR1, CDH1 y p21WAFYCPLy en |esiones respecto al
endometrio de control. La region promotora del gen que codifica al factor
estereoidogénico 1 (SF1) se enriquecio para la acetilacion de la H3 y H4 en las
lesiones respecto a los tejidos de control, correlacionando con su alta expresion

reportada en las lesiones (Monteiro et al., 2014).

Estos estudios sugieren que el codigo de histonas de las lesiones y el endometrio
de pacientes con endometriosis es diferente al endometrio de mujeres control, lo
cual sugiere un papel importante de las modificaciones de las histonas en la

modulacién de la expresion de genes en la endometriosis.

Existen reportes que indican que la desmetilasa 1 especifica de lisinas (LSD1), la
cual se encarga de desmetilar la mono- y dimetilacion de las lisinas, se sobre-
expresa en tejido ectopico con respecto a tejido eutdopico de mujeres con
endometriosis y de mujeres sin la enfermedad. En un estudio se realizaron
tratamientos con tranilcipromina (TC), un inhibidor de la LSD1, y se observo una
reduccion significativa de la proliferacion celular y progresion del ciclo celular.
Ademas, el tratamiento de las lesiones con TC dio como resultado una reduccién
en los biomarcadores de proliferacion y angiogénesis, asi como en los niveles de

metilacion de H3K4mel y H3K4me2 con respecto a las lesiones sin tratamiento.
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Esto sugiere que los mecanismos epigenéticos que se encuentran desregulados en
la endometriosis, podrian ser blancos terapéuticos para tratar la endometriosis (Sun
et al., 2016).

En 2018, Samadieh y col. identificaron una correlacién entre la induccion del gen
HOXA10 (indispensable en el endometrio para que se lleve a cabo la transformacion
decidual del estroma y se lleve a cabo la implantacion del embridn) y niveles mas
altos de H3K4me3 en lesiones endometriales ectopicas en la fase secretora con
respecto a tejido control. Durante la fase proliferativa el grupo control tiene una
regulacién positiva de HOXA10 con respecto al tejido ectdpico y niveles mas altos
de H3K4me3 en la regién promotora. Dado que hay una expresion aberrante de
HOXA10 y esta involucrada en la patogenia del endometrio, estos datos enfatizaron
el papel de las modificaciones epigenéticas en la alteracion de la expresion genética
y su relacion con la fisiopatologia clinica de la endometriosis (Samadieh et al.,
2019).

Diversos estudios han establecido que existen alteraciones epigenéticas
principalmente en células de tejido ectopico de mujeres con endometriosis. Sin
embargo, se desconoce si dichas alteraciones también pudieran presentarse en el
endometrio eutdpico de las pacientes, lo cual es de gran relevancia considerando
gue se ha propuesto que el tejido eutdpico pudiera presentar alteraciones que llevan
a la enfermedad. Actualmente se sabe que existen cambios en los niveles totales
de H3K4me en tejido eutopico de mujeres con endometriosis con respecto al
endometrio de mujeres sin la enfermedad. Sin embargo, desconoce si los niveles
totales de la H3K4me3 se encuentran alterados en ESC obtenidas de pacientes con

endometriosis.
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3. Planteamiento del problema

La endometriosis es una patologia que afecta a una de cada diez mujeres en edad
reproductiva, las cuales son aproximadamente 176 millones en el mundo. Una de
las caracteristicas moleculares mas importantes de la endometriosis es la
resistencia a la progesterona, la cual tiene un papel importante en la decidualizacién
y por lo tanto con el éxito del embarazo, por lo que esta enfermedad esta asociada
con infertilidad. En estudios previos se ha asociado la decidualizacién in vitro con
un aumento en los niveles de H3K27ac y H3K4me3 en regiones promotoras distales
y proximales de genes importantes para este evento biologico.

Actualmente no se conocen por completo los mecanismos moleculares que estan
involucrados en la patogénesis de la endometriosis, existen evidencias que sugieren
gue se trata de una enfermedad con un componente epigenético, en la cual existen
alteraciones en los niveles de H3K4me en el endometrio de las pacientes con esta
enfermedad respecto al endometrio de mujeres sin la enfermedad. Hasta el
momento, no se ha caracterizado cual es el efecto de las hormonas que inducen la
decidualizacion en los niveles de H3K4me3 en la endometriosis, lo cual es de gran
relevancia considerando que dicha marca esta relacionada con la activacion de la

expresion génica.

4. Hipotesis
La decidualizacion in vitro con E2, MPA y AMPc generara una disminucién en los
niveles totales de H3K4me3 en cultivos primarios de ESC provenientes de pacientes
con endometriosis con respecto a las mujeres control.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Caracterizar los niveles de H3K4me3 bajo el efecto de la decidualizacion in vitro con
E2, MPA y AMPc en cultivos primarios de células estromales de mujeres control y

de pacientes con endometriosis.
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5.2. Objetivos particulares

1. Realizar cultivos primarios de ESC de pacientes con endometriosis y mujeres
control.

2. Inducir la decidualizacion in vitro de ESC aisladas de pacientes con
endometriosis y mujeres control con E2, MPA y AMPc.

3. Evaluar los niveles de expresion de los genes IGFBP-1 y PRL a partir de los
cultivos primarios que fueron tratados con E2, MPA y AMPc.

4. Analizar mediante la técnica de Western Blot el contenido de H3K4me3 en
los cultivos primarios de ESC de cada uno de los grupos de estudio.

6. Metodologia

Poblacion de estudio

La seleccion fue llevada a cabo por medio de los colaboradores clinicos del
Departamento de Ginecologia del INPer, quienes seleccionaron a mujeres
diagnosticadas con endometriosis y mujeres control, de acuerdo con los criterios de
inclusion y exclusion conforme a lo establecido en el Proyecto (571) 3000-20109-
01-571-17: “Impacto de la organizacion tridimensional del genoma en la patogénesis
de la endometriosis” (Tabla 1). Mediante una carta de consentimiento informado fue
solicitado a las pacientes y controles la donacion de una biopsia de endometrio

(tejido eutopico) posterior a la obtencion de su firma y autorizacion.
Cultivo primario

Se obtuvieron biopsias de 5 mujeres control y 9 mujeres con endometriosis. Las
biopsias de tejido endometrial fueron obtenidas durante la fase proliferativa, usando
una canula de Pipelle (Laboratoire CCD, Francia). Las muestras fueron tomadas del
fondo uterino y fueron colocadas en solucion Hanks (5.4 mM KCI, 0.3 mM NazHPO4,
0.4 mM KH2POg4, 4.2 mM NaHCOs, 1.3 mM CacClz, 0.5 mM MgClz, 0.6 Mm MgSQOasy
137 mM NaCl a pH=7.13) con antibiético/antimicotico 1x (Gibco, UK) a 4°C. El
aislamiento de las ESC fue realizado a menos de 2 horas de haber obtenido la
biopsia de tejido endometrial. El tejido fue lavado con PBS 1X ( 137 mM NacCl,
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27 mM KCIl, 10 mM NaHPOs 1.8 mM KH:POs a pH=7.4) con
antibidtico/antimicético 1x para eliminar los restos de sangre del tejido,
posteriormente el tejido fue macerado y fue realizada una digestion enzimatica con
1mg/mL de DNAsa (SIGMA, EUA) y 10 mg/mL de colagenasa (Gibco, UK) a 37 °C
durante 2 h. Posteriormente, el producto de la digestiéon fue centrifugado a 8, 000
rpm por 5 min, el sobrenadante fue desechado y el precipitado fue resuspendido en
medio DMEM-F12 con rojo fenol + L- Glutamina + 15 mM Hepes (Gibco, UK)
adicionado con aminoacidos no esenciales 1x, suero fetal bovino al 10% (Biowest,
México) y antibiético/antimicético 1x (Gibco, UK). Las células fueron separadas por
filtracion a través de una malla de nylon de 40 um. El filtrado fue sembrado en cajas
Petri de 6 cm con medio DMEM/F12 a 37 °C, 95% de aire y 5% COs».

Las ESC fueron creciendo en cajas de 10 cm hasta alcanzar una confluencia 280%.

Posteriormente, fue cambiado el medio cada 48 horas.
Tratamiento de decidualizacion

Fueron utilizados cultivos primarios de ESC con una confluencia 280% y fueron
incubadas por 48 horas con medio DMEM/F12 sin hormonas: medio DMEM/F12
sin rojo de fenol, adicionado con SFB sin hormonas al 10% (ThermoFisher Scientific,
EUA), L- Glutamina, 15mM Hepes, aminoacidos no esenciales 1x, Yy
antibidtico/antimicotico 1x a 37°C y 5% CO:2 por 48 horas. Posterior a las 48 horas
fue cambiado el medio anterior por medio DMEM/F12 sin SFB: DMEM/F12, sin rojo
fenol + L- Glutamina + 15 mM Hepes (Gibco, UK) adicionado con MEN-aminoacidos

no esenciales 1x y antibiético/antimicético 1x a 37°C y 5% CO; por 18 horas.

Para el tratamiento hormonal fueron utilizadas las siguientes condiciones: 10 nM
E2, 1 yM MPA y 0.5 mM AMPc en medio DMEM/F12 sin SFB a 37°C y 5% CO: a
diferentes tiempos de incubacién. Los experimentos fueron realizados por triplicado
para cada tiempo. La respuesta celular ante el estimulo hormonal fue medida de

acuerdo con la expresién de los biomarcadores de decidualizacion PRL e IGFBP-1.
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Tabla 1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion del grupo de estudio.

Grupo control

Criterios de inclusion:

- Pacientes fértiles.

- Mujeres que acudan a
histerectomia por indicacién de los
colaboradores clinicos del proyecto.
- Edad de 18 a 45 afios.

- Sin prueba laparoscopica de
endometriosis.

- Sin evidencia clinica o paraclinica
de endometriosis.

- Sin habitos de fumar y consumo de
alcohol.

- Mujeres que acepten participar en
el estudio y firmen hoja de
consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Mujeres con evidencia
laparoscopica de endometriosis.

- Con tratamientos hormonales o de
agonistas de la hormona liberadora
de gonadotropina.

- Mujeres con céncer o, que reciban
guimioterapia o radioterapia.

- Antecedentes de autoinmunidad o

diabetes.
- Antecedente de aborto habitual.
- Trastorno  neurolégico en

tratamiento.
- Obesidad y/o diabetes.

Criterios de eliminacioén:

- Aquellas pacientes que durante
el proceso de estudio ya no
deseen participar.

- Pérdida de las condiciones
adecuadas de almacenamiento de
las muestras.

- Se haya realizado diagndstico,
durante el estudio, de alguna de
las enfermedades de los criterios
de exclusion.

- Pacientes cuyo material genético
0 proteinas no pudieron ser
analizados por dificultades
técnicas.

Grupo de pacientes con endometriosis

Criterios de inclusion:

- Mujeres con diagnostico de
endometriosis confirmado mediante
laparoscopia y analisis histolégico.
- Candidatas a cirugia para la
remocion de endometrioma ovérico.
- Edad entre 18 y 45 afios.

- Pacientes que acepten patrticipar
en el estudio y firmen la hoja de
consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Pacientes con enfermedad pélvica
inflamatoria aguda al momento de
realizar la laparoscopia.

- Con tratamientos hormonales o de
agonistas de la hormona liberadora
de gonadotropina.

- Mujeres con cancer o, que reciban
quimioterapia o radioterapia.

- Antecedentes de autoinmunidad o
diabetes.
-Trastorno
tratamiento.

neurolégico en

Criterios de eliminacién:

- Aguellos pacientes que durante
el proceso de estudio no deseen
participar.

- Pérdida de las condiciones
adecuadas de almacenamiento
de las muestras.

- Se haya realizado diagndéstico,
durante el estudio, de alguna de
las enfermedades de los criterios
de exclusion.

- Pacientes cuyo material
genético no pudo ser analizado
por dificultades técnicas.

- Pacientes en las que se haya
descartado la endometriosis por
analisis histolégico.

Extraccion de RNA total y RT-qPCR

Para la extraccion de RNA fueron utilizadas aproximadamente 270, 000 células. La

extraccion de RNA fue llevada a cabo mediante el reactivo QIAzol Lysis Reagent
(QIAGEN, EUA) siguiendo el protocolo del fabricante. EI RNA total obtenido fue

resuspendido en agua libre de nucleasas y cuantificado por espectrofotometria. La

integridad del RNA aislado fue evaluada por electroforesis en un gel de agarosa al

1%. Posteriormente, fue usado 1 pg de RNA total para generar cDNA mediante la
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técnica de RT-PCR utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen
EUA) y 10 mM de cada uno de los desoxinucledétidos (Invitrogen, EUA), siguiendo

el protocolo del fabricante.

El ensayo de gPCR fue llevado a cabo utilizando el sistema de deteccion SYBR
Green (Applied Biosystems, EUA) en el equipo StepOnePlus (Applied Biosystems,
EUA), siguiendo el siguiente programa: 95°C para la activacién de la enzima y
posteriormente 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min. Los resultados fueron
analizados mediante el método comparativo de doble delta Cr (ACCr+)- Fue utilizado
el rRNA 18S y ACT-B como controles de expresion constitutiva para la evaluacién
de la expresion de los genes de decidualizacién PRL e IGFBP-1. En la Tabla 2 se

muestran los primers utilizados.

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados para los experimentos de RT-qPCR

Gen Primer sentido 5’-3’ Primer anti sentido 5°-3’
18s2 5-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’ 5-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3’
ACT-BP 5-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3’ 5-CGTACAGGTCTTTGCGGATG-3’

PRL® 5-CATATTGCGATCCTGGAATGAGC-3 5-TCCTCAATCTCTACAGCTTTGGA-3

IGFBP-1° | 5-TCCTTTGGGACGCCATCAGTAC-3’ 5-GATGTCTCCTGTGCCTTGGCTA-3

a. Tomado de Valadez-Cosmes et al., 2015
b. Tomado de Gomez-Viais, 2019
c. Tomado de Jividen et al., 2014

Extraccion de proteinas totales

Para extraccion la extraccion de proteinas totales fueron utilizadas
aproximadamente 400, 000 células. Las ESC fueron lavadas con PBS 1X a 4°C,
fueron agregados 100 pL del amortiguador de lisis (25mM Tris-HCI, 1% SDS, 1mM
EDTA, 1mM EGTA, 1x inhibidor de proteasas (Roche, Alemania), fueron

centrifugadas a 14, 000 rpm a 4°C por 10 min y el sobrenadante fue colocado en un
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tubo de 1.5mL. La concentracion de proteinas totales fue determinado a través del
ensayo de Lowry (Biorad, EUA), siguiendo el protocolo el fabricante.

Western Blot

El Western Blot fue realizado de acuerdo con los protocolos estandar. En resumen,
las muestras a analizarse fueron resuspendidas en amortiguador de carga (Tris-HCI
50 mM, pH 6.8, DTT 100 mM, SDS al 2%, azul de bromofenol al 0.1%, 10% glicerol),
fueron desnaturalizadas durante 10 min y fueron corridas en un gel SDS-PAGE al
15% a 90 V por 90 min en amortiguador de corrida (25 mM Tris, 190 mM Glicina,
0.1% SDS). Las muestras fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con
un poro de 22 uym (Biorad, Alemania) en amortiguador de transferencia (25 mM Tris,
190 mM Glicina, 20% Metanol) y con agitacion a 4°C, a 90 V por 90 min.
Posteriormente, la membrana fue incubada con los siguientes anticuerpos
primarios: 1:2000 anti-H3K4me3 (ab8580, Abcam, UK), 1:1000 Anti-H3 (ab18521,
Abcam, UK) y 1:3000 anti-GAPDH (sc-47724, Santacruz, EUA). Los siguientes
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano fueron utilizados
para reconocer el anticuerpo contra H3K4me3 y H3, utilizando un anticuerpo anti-
conejo (ab6721, Abcam, UK), mientras que para el anti-GAPDH fue usado el
anticuerpo anti-ratobn (sc-516102, Santacruz, EUA). Las proteinas fueron
visualizadas mediante quimioluminiscencia con el kit SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (ThermoScientific, EUA), fue seguido el protocolo
del fabricante. Las densidades Opticas fueron determinadas haciendo uso el

programa ImageJ.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el software GraphPad Prism 5 para
Windows, mediante las pruebas estadisticas t- de Student para comparar dos
grupos y analisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar 3 0 mas grupos
de estudio, seguida de la prueba post hoc de Tuckey. Fueron considerados

significativos los valores con una p<0.05.
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7. Resultados

Aislamiento y cultivo celular de células estromales

A partir de las biopsias obtenidas de mujeres controles y pacientes con endometriosis
se realizaron cultivos primarios de ESC (tejido eutdpico). Se consideré un cultivo
exitoso de células estromales a aquel en el que las células se establecieron en
monocapa con una morfologia de tipo fibroblasto (Figura 10), con confluencia cercana
al 80% y que respondieron a los tratamientos de decidualizacion. De las 14 muestras
obtenidas s6lo 6 cultivos se consideraron exitosos, provenientes de 3 mujeres control
y 3 pacientes con endometriosis, y a partir de ellos se realizaron los experimentos de
decidualizacién, RT-qPCR y Western Blot.

Figura 10. Fotografia de microscopia de contraste de fases de cultivos primarios de
células estromales endometriales humanas cultivadas (10x). Se observa el crecimiento de
células estromales de endometrio proveniente de una mujer control.

Curva temporal de expresion de biomarcadores de decidualizacion

Se ha establecido que las ESCd se caracterizan por la secrecién de PRL e IGFBP-1
(Dunn et al., 2003), los cuales se inducen a nivel de mRNA y proteina. Por ello, se
realizé la evaluacion, por triplicado, de estos biomarcadores de decidualizacién a nivel
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de mRNA en ESC provenientes de una mujer control a 1, 6, 12, 24 y 48 horas, para
establecer la cinética de induccién de dichos biomarcadores en respuesta ai
tratamiento con E2, MPA y AMPc (Figura 11). La expresion de ambos genes presentd
un incremento directamente proporcional al tiempo de incubacion con el tratamiento
mencionado. A partir de las 6 horas de tratamiento, se observa un aumento en la
expresion de ambos marcadores. En general, la induccién de IGFBP-1 es mayor con
respecto a PRL. A las 48 horas se observa una maxima induccion de PRL e IGFBP-1,

por ello los experimentos de decidualizacion in vitro se realizaron a 48h.
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Figura 11. Curva de expresion de genes implicados en la decidualizacién de células
estromales provenientes de una mujer control. Los tratamientos se realizaron con E2
(10nM), MPA (1uM) y AMPc (0.5mM) durante 1, 6, 12, 24 y 48 horas. Cambios en la
expresion de PRL (A) e IGFBP-1 (B), utilizando los niveles de expresion del gen 18S para
normalizar. Los valores que se muestran en las figuras son promedios.

Evaluacion de expresion de biomarcadores de decidualizacion en pacientes con

endometriosis y mujeres sin la enfermedad

De acuerdo con la curva de decidualizacion obtenida en el experimento anterior, se
evalud la expresion de PRL e IGFBP-1 a las 48 horas de tratamiento hormonal con
E2, MPA y AMPc en cultivos primarios de ESC provenientes de 3 mujeres control y
3 pacientes con endometriosis. Las ESC provenientes de mujeres control y
pacientes con endometriosis bajo tratamiento de decidualizacion mostraron un
aumento significativo en la induccion de la expresién de PRL e IGFBP-1 (p<0.05) a

las 48 horas con tratamiento hormonal en comparacion con las mismas células sin
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tratamiento (Figura 12). Sin embargo, no hay cambios significativos en los niveles
de expresion de PRL e IGFBP-1 al comparar las ESCd de ambos grupos de estudio.
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Figura 12. Efecto de tratamientos hormonales en la expresion de genes implicados
en la decidualizacién en células estromales provenientes de tejido eutdpico de
mujeres control y pacientes con endometriosis. Los tratamientos se realizaron con E2
(10nM), MPA (1uM) y AMPc (0.5mM) durante 48h. Cambios en la expresion de PRL (A) e
IGFBP-1 (B), utilizando los niveles de expresion del gen ACT-B para normalizar. Los valores
gue se muestran en las figuras son promedios y EEM. *Diferencia significativa para P<0.05.
Prueba ANOVA de una via; prueba post hoc Tukey.

Curva temporal de los niveles de H3K4me3 en la decidualizacion

Estudios previos han demostrado la capacidad de respuesta de las ESC a los
estimulos hormonales, los cuales generan la remodelacién de la cromatina de todo
el genoma. Por ello, se realizo la evaluacion de los niveles de la H3K4me3 en ESC
provenientes de una mujer control a 1, 6, 12, 24 y 48 horas (Figura 13) con
tratamiento hormonal. Los niveles de la H3K4me3 y H3 presentaron una
disminucién directamente proporcional al tiempo de incubacion con el tratamiento
mencionado (Figura 13A). A partir de una hora de tratamiento, se observa la
disminucién de la H3K4me3 con respecto a la H3 (Figura 13), con una disminucién

maxima a las 48h de tratamiento hormonal.
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Figura 13. Niveles de trimetilacion de la H3K4 en células estromales provenientes de
una mujer control en respuesta al tratamiento de decidualizacion. Los tratamientos se
realizaron con E2 (10nM), MPA (1uM) y AMPc (0.5mM) a 1, 6, 24 y 48h. A) Western blot
representativo de los niveles de la H3K4me3, H3 (total) y GAPDH a 1, 6, 24 y 48 horas de
tratamiento hormonal y B) Curva de cambios en los niveles de H3K4me3 normalizado con
H3 (total). Los valores que se muestran en las figuras son promedios.

Estudio de los niveles de H3K4me3 en cultivos primarios de ESCs de pacientes con

endometriosis y mujeres sin la enfermedad

Se evaluaron los niveles de H3K4me3, H3 y GAPDH en ESC provenientes de
endometrio eutdpico de 3 mujeres control y 3 pacientes con endometriosis con el
tratamiento hormonal de E2 (10nM), MPA (1uM), y AMPc (0.5mM) durante 48 horas
(Figura 14A), de las cuales previamente se habia evaluado por RT-gPCR su

capacidad de respuesta al tratamiento hormonal.

Para las ESCd provenientes de las mujeres control se observa que los niveles de la
H3K4me3 no presentan un cambio significativo (P<0.05) con respecto a las ESC sin
tratamiento de decidualizacion. Se observa una tendencia a la disminucion de los
niveles de H3K4me3 a las 48 horas de tratamiento, sin embargo, no presentan un

cambio significativo (P<0.05).

37



A CONTROL EUTOPICO 3
—_— — e:o
- oh 48h oh 48h 3 20- "
H3K4me3- s
— 515 T
T T
g 1.0+
-g 0.54
8
[ 0.0 T T
Z Control Eutépico
&
T
9 204
3 1.5
2 1.
= T = E
£ CJ ESC sin decidualizar
3 oA M ESC decidualizadas
8
£ 0oldl—, .
- Control Eutépico

Figura 14. Efecto de la decidualizacion en los niveles de trimetilacion de la H3K4 en
células estromales decidualizadas provenientes de mujeres control y mujeres con
endometriosis. Los tratamientos se realizaron con MPA (1uM), E2 (10nM) y AMPc (0.5mM)
a 48h. A) Western blot representativo de los niveles de la H3K4me3, H3 (total) y GAPDH
en ambos grupos de estudio. B) Niveles de H3K4me3 normalizado con H3 (total) a las 48
horas de tratamiento hormonal. C) Niveles de H3 (total) normalizado con GAPDH a las 48
horas de tratamiento hormonal. Los valores que se muestran en las figuras son promedios
y EEM. *Diferencias significativas para P<0.05 contra ESCd control. Prueba ANOVA de una
via; prueba post hoc de Tukey.

De la misma manera, se observa que las ESCd de pacientes con endometriosis no
presentan un cambio significativo (P<0.05) en los niveles de H3K4me3 con respecto
a las ESC en un estado basal, en este caso se observa una tendencia a aumentar,
a pesar de ello no hay diferencia significativa (P<0.05) los niveles de esta marca
postranscripcional a las 48 horas de tratamiento (Figura 14B). Se observa un
aumento significativo (P<0.05) de los niveles de H3K4me3 en ESCd provenientes

de pacientes con endometriosis respecto a las ESCd de mujeres control.
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En las ESC sin decidualizar se observa que se mantienen los niveles de la H3 de
ambos grupos de estudio con respecto a GAPDH. Sin embargo, en las ESC
provenientes de pacientes con endometriosis se observa un aumento en los niveles
totales de la H3 respecto a GAPDH con el tratamiento hormonal de, 10 nM EZ2,
1 uM MPA y 0.5 mM AMPc durante 48 horas, sin embargo, dicho aumento no es
estadisticamente significativo (Figura 14C).

8. Discusion

La H3K4me3 es una modificacion de histonas conservada evolutivamente como
marca de activacion transcripcional y esta altamente enriquecida en la region
promotora de genes transcripcionalmente activos (Hyun et al., 2017). Actualmente
se sabe que la aberracién de marcas epigenéticas es un factor biolégico importante
que resulta en la desregulacion de la expresion de genes y por lo tanto

enfermedades.

Los cambios en la expresion genética durante la diferenciacion celular estan
mediados por mecanismos epigenéticos. Las ESC son capaces de responder ante
estimulos hormonales, esta respuesta es potenciada por la remodelacion de la
cromatina en todo el genoma y es coordinada a través de redes transcripcionales
especificas de decidualizacion (Katoh et al., 2018). Entre las modificaciones post-
traduccionales que se han visto modificadas por los estimulos hormonales en ECS
in vitro se encuentran las H3K4me3, H3K27me3 y H3K27ac (Tamura et al., 2014)
(Grimaldi et al., 2011). Diversos estudios han demostrado que los defectos en la
decidualizacién estan asociados a patologias como la endometriosis y que los
mecanismos epigenéticos estan involucrados en la fisiopatologia de esta

enfermedad.

En el presente estudio se evaluaron los niveles totales de la H3K4me3 ante un
estimulo hormonal con una mezcla de MPA, E2 y AMPc en ESC provenientes de

mujeres control y pacientes con endometriosis.

Los cultivos primarios de ESC se consideraron exitosos cuando presentaron la

morfologia descrita en la literatura y alcanzaron una confluencia del 80%. Las ECS
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obtenidas de pacientes con endometriosis fueron indistinguibles de aquellas de
endometrio de mujeres control, lo que nos indica que nuestros cultivos primarios no
difieren en morfologia microscépica, lo que concuerda con lo reportado en la

literatura (Ryan et al., 1994).

Se sabe que, en presencia de una mezcla de las hormonas ovéricas progesterona
y E2, las ESC experimentan cambios morfolégicos y bioquimicos, adquiriendo
caracteristicas de las células estromales decidualizadas (Tabanelli et al., 1992). La
adicion de AMPc a células ESC tratadas con progesterona tiene un efecto sinérgico
para la induccion de la decidualizacion, en la cual se observa una respuesta a
tiempos mas cortos respecto a los tratamientos solo con progesterona, debido a que
regula positivamente la expresion de genes que contienen regiones promotoras de
elementos sensibles a AMPc, como el gen que codifica a PRL (Michalski et al.,
2018).

En este trabajo se realizé una curva temporal en ESC tratadas con E2, MPA y AMPc
para evaluar la expresion de los genes PRL e IGFBP-1, los cuales se inducen en
respuesta al estimulo de decidualizacion a partir de una hora (Figura 1), misma
respuesta que se observa en trabajos previos (Michalski et al., 2018). En diversos
estudios, como el de Beato et al., en 2011, se ha reportado que el efecto hormonal
dependiente del PR requiere de varios niveles de organizacion de la cromatina como
prerrequisito para la regulacion de la expresion de sus genes blanco. Esta
remodelacion de la cromatina se da a través de dos ciclos consecutivos esenciales
para la activacion transcripcional, los cuales se dan en menos de 10 min y se
asocian con un aumento en la expresion de los genes blanco de progesterona a
partir de 1 hora de tratamiento con dicha hormona (Beato et al., 2011). Por otro lado,
la respuesta transcripcional del estimulo con E2 en células MCF-7 se observa a
partir de los 40 min, en la cual se recluta la RNA Pol Il y cofactores necesarios para
la activacion transcripcional (Métivier et al., 2003). Por lo tanto, en el presente
trabajo se realizaron tratamientos a partir de una hora para evaluar la cinética de
induccion de la expresion genética de los marcadores de decidualizacion. La curva

también se realizd a 24 y 48 horas, ya que los estudios in vitro en los que se ha
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evaluado el efecto de la decidualizacién sobre las marcas post-traduccionales de
histonas han reportado tiempos de exposicion hormonal a partir del primer dia hasta

14 dias de estimulo hormonal (Katoh et al., 2018. Tamura et al., 2014).

A pesar de que en esta curva solo se usaron ESC provenientes de una mujer control,
se observa que la expresion de PRL e IGFBP-1 se induce desde las 6 horas y se
identific6 una maxima induccion a las 48 horas. Otros estudios han demostrado una
induccion de PRL e IGFBP-1 a partir de las 24 horas con el mismo estimulo
(Michalski et al., 2018). Los tratamientos para los posteriores experimentos se
realizaron a las 48 horas.

Los tratamientos de E2, MPA y AMPc durante 48 horas mostraron que existe un
aumento estadisticamente significativo en la expresion de PRL e IGFBP-1 en las
ESCd con respecto a las ESC sin decidualizar, tanto en células obtenidas de
endometrio de mujeres control como de pacientes con endometriosis. La induccion
de estos genes, PRL e IGFBP-1, en células aisladas de pacientes con endometriosis
no se esperaba, ya que se ha propuesto que la infertilidad en pacientes con
endometriosis esta asociada con defectos en la decidualizacion en el endometrio
eutopico (Lessey et al., 2011), lo cual a su vez esta estrechamente relacionado con
la resistencia a la progesterona que esta dada por una disminucion en el PR en
tejido ectdpico de mujeres con endometriosis. Sin embargo, se ha reportado en
otros estudios que la expresion del PR en el tejido eutdpico de pacientes con
endometriosis no presenta una reduccion tan drastica comparada con la expresion
observada en el endometrio ectépico (McKinnon et al., 2018), el cual presenta
niveles disminuidos del PR en comparacion con el endometrio de mujeres sin la
enfermedad, llegando incluso a ser indetectable a nivel de proteina (Bulun et al.,
2006). Nuestro resultado concuerda con lo reportado por Tsuno y colaboradores, en
el cual no se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de PRL
e IGFBP-1 en ECS de pacientes con endometriosis con respecto a endometrio de
mujeres control, tanto en condiciones basales como después del estimulo de
decidualizacién con MPA y AMPc (Tsuno et al. 2009).
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A pesar de que no se encontraron cambios en la expresion de PRL e IGFBP-1
después del estimulo de decidualizacion in vitro en las ESC de mujeres con
endometriosis con respecto a las ESC de mujeres control, nos sugiere que la
respuesta diferencial de las ESC de mujeres con endometriosis podrian estar
relacionadas con aberraciones relacionados con las de vias oncogénicas o casadas
biosintéticas que favorecen una mayor produccion de estrégenos, citocinas,
prostaglandinas y metaloproteinasas previamente reportados (Bulun et al., 2019),

sin embargo, se requieren de mas estudios para confirmar esta observacion.

Posteriormente, se realiz6 una curva temporal de los niveles de H3K4me3 total con
un estimulo E2, MPA y AMPc en ESC provenientes de una mujer control, en la cual
se observo una disminucion en los niveles de esta marca post-traduccional de

histona en una forma dependiente del tiempo.

De acuerdo con lo descrito por Tamura y colaboradores, esperdbamos un aumento
en los niveles de H3K4me3 en ESCd con respecto a las ESC sin decidualizarse, ya
gue ellos encontraron que el principal cambio en las modificaciones de histonas tras
la decidualizacion es un incremento en los niveles de H3K27ac y H3K4me3 en
regiones promotoras proximales y distales de genes relacionados con la
decidualizacion (Tamura et al., 2014). Por el contrario, nuestros resultados muestran
una disminucion en los niveles totales de H3K4me3, lo cual puede atribuirse a que
el proceso de decidualizacion es un proceso donde se lleva a cabo la diferenciacion
de las ESC en el que probablemente se reprima la expresion de otros genes que no
se requieren durante este proceso (por ejemplo, genes relacionados con la
proliferacion celular). Considerando que en el estudio mencionado anteriormente
donde se encontré un aumento significativo en los niveles de H3K4me3 en genes
esenciales para la decidualizacion, nos sugiere que hay un enriguecimiento de la
marca en genes especificos, sin embargo, puede ser que los niveles globales estan
disminuidos (Tamura et al., 2014). Se ha reportado previamente que después de la
induccion de la diferenciacion, genes especificos pierden marcas de cromatina
bivalente (regiones de cromatina que presentan las marcas H3K4me3/H3K27me3),

lo cual depende de que dichos genes se activen durante un proceso especifico de
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determinacion del linaje (Kazakevych et al., 2017). Esto nos sugiere que durante la
decidualizacion se pierde la marca H3K4me3 en estos genes relacionados con
diferenciacion, y éstos posiblemente se suprimen por el enriquecimiento de la marca
de histona H3K27me3. A pesar de que no existen estudios que hayan demostrado
esta relacién, Grimaldi y col. detectaron miles de regiones en el genoma que
presentaron un aumento en los niveles de la H3K27me3 tras la decidualizacion
(Grimaldi et al., 2011). Esta disminucion en los niveles de H3K4me3 nos sugiere
gue la activacion de la expresion genética en ESCd esta principalmente mediada
por otros mecanismos epigenéticos como la modificacion post-traduccional
H3K27ac o el posicionamiento de la variante H2A.Z, las cuales se ha visto que

modulan la diferenciacion en otros tipos celulares (Benayoun et al., 2014).

El analisis por Western Blot para los niveles totales de H3K4me3 en ESC tratadas
durante 48 horas con E2, MPA y AMPc mostr6 que en estado basal (sin
decidualizar) no existen diferencias significativas en los niveles de H3K4me3 entre
las células estromales aisladas de pacientes con endometriosis y aquellas aisladas
de mujeres control. Estudios previos han mostrado que existe una disminucién en
los niveles totales de metilacion de la H3K4 en tejido eutdpico de pacientes con
endometriosis respecto a los niveles en tejido sano (Xiaomeng et al., 2013), por lo
gue se esperaba que esta marca disminuyera de manera significativa.
Probablemente, dicha disminucion en los niveles totales de la metilacion de H3K4
pudiera deberse principalmente a la mono y dimetilacion de la H3K4. Cabe
mencionar que los estudios previos donde se han evaluado los niveles totales se
realizaron a partir de biopsias de tejido y no en cultivos celulares como en el

presente estudio.

Al evaluar los niveles de H3K4me3 en ESCd con respecto a las ESC no
decidualizadas de mujeres control, esperabamos que mostraran una disminucién
significativa de los niveles de la H3K4me3, tal y como se observo en la figura 13.
Aungue se observa una tendencia a que los niveles de esta marca disminuyan
después del tratamiento hormonal, no fue comparable con lo obtenido en la figura

14. Lo anterior, pudo deberse a la variabilidad entre las muestras biol6gicas, por lo
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tanto, es necesario ampliar la poblacion de estudio para poder establecer el efecto
de la decidualizacion en nuestro modelo de estudio. Mientras que las ESCd
provenientes mujeres con endometriosis se observa una tendencia al
enriguecimiento en los niveles de H3K4me3 con respecto a las ESC no
decidualizadas.

Contrario a lo esperado, nuestros resultados muestran un aumento en los niveles
de la H3K4me3 en ESCd de pacientes con endometriosis con respecto a las ESCd
de mujeres control, ya que, de acuerdo con los antecedentes, se esperaba observar
una disminucion en los niveles totales de H3K4me3 en cultivos primarios de ESC
provenientes de pacientes con endometriosis con respecto a mujeres control. Estos
hallazgos podrian ser consecuencia de que en la endometriosis existen
aberraciones en las enzimas metiltransferasas de lisina (asociadas a un aumento
en su actividad y/o expresion) o en las desmetilasas de lisina (asociadas a una
disminucién en su actividad y/o expresion) que afectan el estado de trimetilacion de
la H3K4. A pesar de que estas enzimas no han sido estudiadas previamente en
endometrio eutdpico o ectopico de pacientes con endometriosis, existen reportes de
gue enzimas encargadas de desmetilar la mono- y dimetilacion de la H3K4 se
encuentran alteradas en la endometriosis (Sun et al., 2016). Este resultado sugiere
gue las ESC de pacientes con endometriosis responden de manera diferente a nivel
epigenético a los estimulos hormonales que se dan durante la decidualizacion,
respecto a aquellas ESC de mujeres sin la enfermedad. Dicha respuesta diferencial
podria explicar en parte las alteraciones que se observan en el desarrollo de la
endometriosis, como la expresion aberrante de genes que contribuyen para la
invasion, adhesion, proliferacion, diferenciacion de ESC, supervivencia de la lesion,
la produccion de sustancias inflamatorias, factores de crecimiento y angiogénesis,
los cuales desempefian un papel importante en la patogénesis de esta enfermedad.
Sin embargo, se requiere realizar mas estudios del enriquecimiento de la H3K4me3

a nivel gen especifico para poder confirmar nuestros hallazgos.

De manera interesante, en nuestro estudio también se observa una disminucién de

los niveles totales de la H3 en controles posterior al estimulo hormonal.
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Considerando que el anticuerpo empleado para reconocer los niveles totales de la
H3 utilizado en el presente trabajo no reconoce variantes de la histona H3, dicha
disminucion podria deberse a que la histona H3 candnica es intercambiada por
alguna de sus tres variantes. Diversos estudios en modelos murinos y en humanos
han demostrado que la sintesis de la H3.3 se da durante las fases S, G1, G2 y GO;
ademas, esta variante se mantiene durante el proceso de diferenciacién en diversos
tejidos, lo cual podria explicar la pérdida de la H3 candnica en los cultivos primarios
de ESC. Sin embargo, para confirmar estos hallazgos se tendria que realizar un
Western Blot usando un anticuerpo especifico dirigido contra la H3.3 (Tagami et al.,
2004. Schlesinger et al., 2017. Arney, 2004).

Nuestros resultados sugieren que en la transicion a la fase secretora podria existir
una programacion epigenética diferente en las ESC de pacientes con endometriosis
debido al aumento en los niveles de H3K4me3 en ESCd de pacientes con
endometriosis con respecto a las ESCd de mujeres control, sin embargo, es
necesario incrementar la poblacion de estudio para confirmar dichos resultados.
También es necesario evaluar el efecto por separado de E2, MPA y AMPc sobre los
niveles de la H3K4me3 en ESC de mujeres control y de pacientes con endometriosis
para conocer el efecto de cada componente en los niveles totales de dicha
modificacion post-traduccional, asi como conocer los genes enriquecidos con esta
marca de activacion transcripcional a través de ChlP-seq en el estado fisiologico y

patolégico.

9. Conclusiones

Los niveles de la H3K4me3 en ESC decidualizadas de mujeres con endometriosis
son mayores que en ECS decidualizadas de mujeres control, lo que nos sugiere que
las ESC de mujeres con endometriosis responden de manera diferencial al
tratamiento hormonal activando mecanismos epigenéticos que no se presentan en

ESC provenientes de mujeres control.
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11.Cartas de consentimiento informado pacientes y controles

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES
(INPerER)

México, D.F. a de de

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (PACIENTES)
TEXTO INFORMATIVO

_Nomtt’_res de los proyectos de  gqpyio de la expresion y localizacion de los receptores membranales a progesterona
investigacton: en el endometrio de mujeres con endometriosis.

NUmero de registro: 3000-20209-03-16

Investigador responsable: Dr. Ignacio Camacho Arroyo, Unidad de Investigacion en
Reproduccion Humana, Instituto Nacional de Perinatologia, Tel. 55209900 Ext. 352,
email: camachoarroyo@gmail.com

Impacto de la organizacion tridimensional del genoma en la patogénesis de la
endometriosis.

Numero de registro: 3000-20209-05-16

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

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

Proposito: Por medio de la presente se le invita a participar en este estudio que se realizara en el Instituto Nacional de Perinatologia
con mujeres que padecen de endometriosis. La endometriosis ocurre cuando las células que forman el revestimiento del Gtero o matriz
(llamado endometrio) crecen en otras areas del cuerpo, por ejemplo en ovarios, intestinos, recto, vejiga, entre otros. Esto puede causar
mucho dolor, sangrado abundante, sangrado anormal entre periodos menstruales y problemas para quedar embarazada (infertilidad).
Hastalafecha, no se conoce cual es la causa de la endometriosis, s6lo se sabe que las hormonas producidas por los ovarios (llamadas
estrogenos y progesterona) son las responsables de su crecimiento y que existe un componente genético para su desarrollo.

La mayoria de las células que forman al cuerpo humano contienen una estructura llamada nicleo que contiene al material genético.
Hoy en dia existen estudios de laboratorio que permiten localizar una regién especifica del material genético en una parte especifica
del nucleo, similar a coordenadas geograficas en un mapa. Las células del endometrio tienen ndcleo y su material genético también
esta distribuido de una forma especifica. En este trabajo se va a estudiar la diferencia que existe entre la distribucion del material
genético en el nucleo de células obtenidas del endometrio de mujeres con endometriosis y la distribucion del material genético en el
ndcleo de células obtenidas del endometrio de mujeres sanas. También se estudiara cudl es el efecto de la progesterona en la
distribucion del material genético en las células obtenidas del endometrio de pacientes con endometriosis y mujeres sanas. Esto nos
permitira investigar cuales podrian ser las causas de la endometriosis y 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 muestras de 58 pacientes con endometriosis. EI motivo por el
cual Usted fue seleccionada es debido a que tiene diagnéstico probable de endometriosis.

Procedimiento: Para realizar esta investigacion, necesitamos su autorizacion para realizar una historia clinica completa y tomar un
fragmento de la lesion producto de la endometriosis que le remuevan por indicaciones del médico. El fragmento tendra que ser tomado,
aproximadamente, entre el dia 7 y 13 desde el comienzo de su ciclo menstrual. El procedimiento mediante el cual se obtendran las
muestras es el mismo que se realizard como parte de su tratamiento denominado laparoscopia, el cual consiste (bajo el efecto de la
anestesia) en realizar una incisién pequefia debajo del ombligo para introducir una sonda con una videocamara para localizar la lesién
producto de la endometriosis, y finalmente, extraer dicha lesion.
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Riesgos: los riesgos para la toma de muestra son los mismos que le indicaron para confirmar el diagnéstico o quitar el tejido enfermo,
por lo que no hay riesgos adicionales a los que le indicé su médico. Este procedimiento no le generaré dolor durante la toma debido
a que se realizar4 mientras usted contintia con el efecto de la anestesia utilizada para la laparoscopia.

Confidencialidad: Los pacientes sélo seran identificados por una clave asignada durante la toma de muestra, por lo que sus datos y
la informacién obtenida en este estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad. Cualquier informacion relacionada con usted y
derivada del estudio sera archivada de manera electrénica en una base de datos y de forma escrita en una bitdcora de laboratorio
destinada a este protocolo, en la Unidad de Investigacion en Reproducciéon 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 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
participar en el estudio, su tratamiento y atencién no cambiara en calidad y podré 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 Instituto Nacional de Perinatologia IER.
Efectos secundarios: Ninguno.

Beneficios: usted no obtendra ningiin 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: Este estudio no tiene ningln costo para usted.

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

Destino de las muestras: las muestras obtenidas consistirdn en fragmentos de la lesion producto de la endometriosis. A partir de
dichas muestras, se obtendran RNA mensajero, proteina y DNA para realizar los estudios mencionados. Estos productos de las
muestras se conservaran en el laboratorio de Genémica/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 sera posible recuperar ninguna parte
de la muestra. Las muestras se conservaran durante la vigencia del presente estudio (un periodo maximo de 3 afos a partir del
momento de latoma). 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 justificacién y objetivos de la investigacion, procedimientos que van a usarse y su propésito 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 identificara y se mantendra la confidencialidad de la informacion relacionada con mi
privacidad de acuerdo ala 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.

Por lo anterior [ Si ] 0 [ NO ] estoy de acuerdo en participar en la investigacion arriba sefialada firmando la declaracion 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.
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Para dudas y aclaraciones sobre aspectos éticos de investigacion deberd 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

Testigo

Firma

Testigo

Firma

Firma del investigador
principal

Firma

Nombre, direccién y relacién

Nombre, direccién y relacion

Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez
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INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES
(INPerER)

México, D.F. a de de

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (CONTROLES)

TEXTO INFORMATIVO

Nombre del proyecto de

X o Impacto de la organizacion tridimensional del genoma en la patogénesis de la
investigacion:

endometriosis.

Num. Registro: 300020209-03-16

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 Juéarez, Tel. 55209900 Ext. 316
en Investigacion

Proposito: Por medio de la presente se le invita a participar en este estudio que se realizara en el Instituto Nacional de Perinatologia
con mujeres que padecen de endometriosis. La endometriosis ocurre cuando las células que forman el revestimiento del Utero o matriz
(llamado endometrio) crecen en otras areas del cuerpo, por ejemplo en ovarios, intestinos, recto, vejiga, entre otros. Esto puede causar
mucho dolor, sangrado abundante, sangrado anormal entre periodos menstruales y problemas para quedar embarazada (infertilidad).
Hastalafecha, no se conoce cual es la causa de la endometriosis, s6lo se sabe que las hormonas producidas por los ovarios (llamadas
estrogenos y progesterona) son las responsables de su crecimiento y que existe un componente genético para su desarrollo.

La mayoria de las células que forman al cuerpo humano contienen una estructura llamada ndcleo que contiene al material genético.
Hoy en dia existen estudios de laboratorio que permiten localizar una region especifica del material genético en una parte especifica
del nucleo, similar a coordenadas geograficas en un mapa. Las células del endometrio tienen nicleo y su material genético también
esté distribuido de una forma especifica. En este trabajo se va a estudiar la diferencia que existe entre la distribucion del material
genético en el nucleo de células obtenidas del endometrio de mujeres con endometriosis y la distribucion del material genético en el
ndcleo de células obtenidas del endometrio de mujeres sanas. También se estudiara cudl es el efecto de la progesterona en la
distribucion del material genético en las células obtenidas del endometrio de pacientes con endometriosis y mujeres sanas. Esto nos
permitird investigar cuéles podrian ser las causas de la endometriosis y 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 muestras de 58 pacientes sin endometriosis. EI motivo por el
cual Usted fue seleccionada es debido a que por indicaciones de su médico se le ha programado una cirugia conocida como
histerectomia, la cual consiste en la extraccion completa del Gtero.

Procedimiento: para realizar esta investigacion, necesitamos su autorizacion para realizar una historia clinica completa, y tomar un
fragmento del recubrimiento del Gtero que le remuevan por indicaciones del médico. El fragmento tendra que ser tomado,
aproximadamente, entre el dia 7 y 13 desde el comienzo de su ciclo menstrual. El procedimiento mediante el cual se obtendran las
muestras es el mismo que se realizard como parte de la histerectomia y una vez que se haya extraido el Gtero se tomara un fragmento
del mismo.

Riesgos: los riesgos asociados con los procedimientos de la investigacion son los mismos que le indicaron para la histerectomia, por
lo que no hay riesgos adicionales a los que le indicé su médico. La obtencion de la muestra a partir del Gtero ya extraido no le generara
ningun riesgo adicional o mayores molestias que las asociadas al procedimiento que se le realizara como tratamiento indicado por su
médico.

Confidencialidad: Los pacientes s6lo seran identificados por una clave asignada durante la toma de muestra, por lo que sus datos y
la informacién obtenida en este estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad. Cualquier informacion relacionada con usted y
derivada del estudio sera 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 Reproducciéon 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.

Participacién voluntaria/retiro: El aceptar participar en el estudio no implicara la administraciéon 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
participar en el estudio, su tratamiento y atencién no cambiara en calidad y podra retirarse en el momento que lo desee. Su decision
de participar en el estudio es completamente voluntaria.
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Procedencia del Financiamiento: El proyecto sera financiado por el Instituto Nacional de Perinatologia IER.
Efectos secundarios: Ninguno.

Beneficios: usted no obtendra ningln 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 atenciéon médica que recibira en el instituto.
Costos financieros: Este estudio no tiene ningln costo para usted.

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

Destino de las muestras: las muestras obtenidas consistiran en fragmentos del recubrimiento del Gtero. A partir de dichas muestras,
se obtendran RNA mensajero, proteina y DNA para realizar los estudios mencionados. Estos productos de las muestras se
conservaran en el laboratorio de Genémica/Unidad de Investigacion en Reproduccién Humana del INPER y estaran a cargo del Dr.
Edgar Ricardo Vazquez Martinez. Debido al tipo de estudios que se realizaran no sera posible recuperar ninguna parte de la muestra.
Las muestras se conservaran durante la vigencia del presente estudio (un periodo méaximo de 3 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 justificacién y objetivos de la investigacion, procedimientos que van a usarse y su propésito 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 mantendréa la confidencialidad
de la informacién 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 existira ninguna
penalidad, ni se veran afectados los derechos de atencién 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.

Por lo anterior [ Sl ] 0 [ NO ] estoy de acuerdo en participar en la investigacion arriba sefialada firmando la declaracion 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 informd 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 investigacién debera dirigirse con el investigador responsable, con el Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez (Tel. 5520900,
Ext. 513 6 346)

Responsable o representante Firma

Testigo
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Nombre, direccién y relacién

Firma

Testigo

Nombre, direccién y relacién

Firma

Firma del investigador
principal

Dr. Edgar Ricardo Vazquez Martinez
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