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1. RESUMEN 
 

Introducción La insuficiencia ovárica prematura (POI) es un padecimiento que 

abarca un amplio espectro de anomalías clínicas caracterizadas por la pérdida 

de la función ovárica de forma prematura, a consecuencia de un problema con 

el ovario, la hipófisis o el hipotálamo. Este padecimiento afecta alrededor del 1–

3% de la población femenina menor de 40 años con un cariotipo normal 46, XX. 

Se le relaciona clínicamente con mayor propensión a padecer trastornos 

cardiovasculares, osteoporosis, deterioro cognitivo e infertilidad. El gen OPRK1 

codifica para el receptor de dinorfina (neuropéptido localizado en las neuronas 

KNDy del núcleo arcuato hipotalámico), cuya función es inhibir la liberación 

pulsátil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Objetivo Identificar 

y determinar variantes o mutaciones en el gen OPRK1 en pacientes con POI con 

etiología molecular desconocida. Material y métodos Para comprobar la 

relación del gen OPRK1 con POI se estudió la región exónica empleando el 

tamizaje molecular con la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa-

Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla (PCR-SSCP) y secuenciación 

Sanger en muestras de 14 pacientes con POI idiopático y 100 mujeres sanas 

para la identificación de variantes genéticas. Resultados Los ensayos de PCR 

mostraron una ampliación específica de las regiones con una talla esperada 

entre 200–300 nucleótidos, lo cual descartó inserciones, deleciones o 

duplicaciones de gran tamaño. Mediante SSCP se detectó una variación en la 

migración electroforética del exón 1 lo que indica una variante genética que fue 

determinada por secuenciación Sanger. La variante genética fue identificada 

como c.36G>T (p.Pro12=) en una de las pacientes. La variante de un solo 

nucleótido se genotipificó mediante PCR-SSCP en 100 sujetos libres de POI y 

se encontró que sus frecuencias alélicas fueron similares a las del grupo de 

pacientes. Conclusión Los estudios realizados en el gen OPRK1 permitieron 

identificar una variante genética c.36G>T, sin embargo, no se obtuvo evidencia 

que vincule esta variante a la causalidad de la POI, por lo que puede representar 

únicamente una variante normal en el genoma humano. 
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2. ANTECEDENTES 
 

2.1 Eje hipotálamo-hipófisis-ovario (HHO) 
 

El eje HHO es un sistema hormonal importante en la fertilidad, el desarrollo y 

mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios (Tresguerres, 2016). El 

eje está estructurado por tres partes que pueden interactuar fisiológicamente 

para mantener la homeostasis del eje mediante circuitos de retroalimentación 

positiva y negativa (Araujo et al., 2020). Inicialmente se encuentra el hipotálamo, 

glándula donde se encuentran las neuronas reguladoras de la GnRH que 

sintetizan y liberan en forma de pulsos irregulares a la GnRH (Pacheco, 2010). 

Los pulsos de GnRH actúan sobre las células gonadotropas hipofisarias 

ubicadas en la hipófisis anterior o adenohipófisis, y que se van a encargar de 

sintetizar y liberar dos de las gonadotropinas, la hormona luteinizante (LH) y la 

hormona foliculoestimulante (FSH). Estas hormonas son liberadas en función del 

estímulo y de los pulsos de GnRH (Romeu, et al., 2016). Por último, en las 

gónadas femeninas u ovarios, la FSH y la LH actúan sobre las células de la 

granulosa y la teca para estimular la foliculogénesis, que da lugar a la ovulación, 

y la producción de diversos esteroides sexuales (estrógenos, progesterona y 

andrógenos), péptidos gonadales (activina, inhibina y folistatina) y factores de 

crecimiento (Figura 1). Estos factores retroalimentan el eje hipotálamo-hipófisis 

con el objetivo de inhibir o aumentar la secreción de GnRH y gonadotropinas 

(Potau & Carreño, 2007).  

 

En las gónadas femeninas u ovarios se ha descrito la presencia de dos regiones 

anatómicas esenciales: la médula central y el córtex externo (Valdez & García, 

2017). La médula es la porción central y se compone por tejido conectivo laxo, 

dónde se encuentran incorporados los vasos sanguíneos, los vasos linfáticos y 

los nervios (Silva, et al., 2020). Por otro lado, el córtex externo está formado por 

células germinales (ovocitos) rodeados por complejos celulares en el estroma, 

donde se forman los folículos ováricos, recubiertos por epitelio germinal (Filipiak, 

et al., 2016). El córtex ovárico es de importancia biológica, ya que en esta 

estructura ocurren la mayoría de los cambios asociados con el funcionamiento 

de la gónada. Sus estructuras fundamentales son los folículos ováricos, 
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complejas unidades funcionales y anatómicas, con la función principal de 

formación y manutención de un ovocito competente, que es liberado mediante la 

ovulación (Barrios de Tomasi, et al., 2012). Las células germinales van a 

presentar cambios en su organización y composición según el grado de 

diferenciación y desarrollo de los ovocitos que contengan. Relacionándose 

estrechamente con las funciones desempeñadas por el ovario. La producción de 

los gametos femeninos para su posible fecundación y la producción y secreción 

de las hormonas sexuales (Ge, et al., 2019). 

    

Figura 1. Eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. Representación de la vía por la que 

interactúan las tres partes del eje: Iniciando por la secreción de GnRH en 

hipotálamo estimulando la síntesis y liberación de FSH y LH en hipófisis y finaliza 

en la síntesis y secreción de las hormonas esteroides sexuales, péptidos 

gonadales y factores de crecimiento en el ovario. GnRH. Hormona liberadora de 

gonadotropinas. FSH. Hormona foliculoestimulante. LH. Hormona luteinizante. 

(Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica Hormonal, Departamento de 

Biología de la Reproducción, INCMNSZ). 

 

 



IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE VARIANTES GENÉTICAS EN EL GEN OPRK1 EN PACIENTES 

CON INSUFICIENCIA OVÁRICA PREMATURA 

 

- 11 - 
 

2.2 Foliculogénesis 
 

En el ovario se encuentran los folículos, que constituyen las unidades funcionales 

básicas de la gónada femenina. Son estructuras especializadas que se encargan 

de la producción y crecimiento de los ovocitos (Hsueh, et al.,  2015). Su proceso 

de desarrollo ocurre en el córtex ovárico, durante el cual los folículos sufren 

distintas transformaciones que permiten al ovario cumplir dos funciones 

principales: la síntesis de hormonas esteroides, que coadyuvan a la maduración 

y crecimiento del ovocito contenido en cada folículo (Fiorentino, et al., 2022). 

Estos dos procesos tienen la finalidad de desencadenar los mecanismos de 

ovulación y promover una posible fecundación (Ventura & Hernández, 2019). 

 

La foliculogénesis inicia desde la vida fetal y está dividida en distintos estadios 

(Figura 2). Inicialmente se forman los folículos primordiales, conformados 

únicamente por un ovocito primario y células foliculares. Los folículos son 

reclutados hacia un almacén en crecimiento dónde pasan por una serie de 

mecanismos de proliferación y diferenciación para ser transformados en folículos 

pre-antrales mediante una regulación autocrina/paracrina la cual es controlada 

por factores de crecimiento (independiente de gonadotropinas) locales (Hsue, et 

al., 2015). 

 

Al iniciar la pubertad ocurre la selección y crecimiento del folículo de Graaf 

(preovulatorio). Su maduración es regulada principalmente por la LH y la FSH, 

asimismo múltiples factores de crecimiento locales participan en la regulación 

positiva y negativa de la foliculogénesis, la ovulación y la luteogénesis (Filipiak, 

et al., 2016). Este folículo madura lo suficiente culminando en su rompimiento y 

liberación del ovocito para ser transportado al interior del útero y estar disponible 

para una posible fecundación. Si este folículo no madura lo suficiente puede 

sufrir atresia, que se caracteriza por cambios morfológicos e histológicos que 

conllevan a defectos en las funciones de los folículos y culmina en apoptosis 

celular (Ascona, 2013). A partir de los restos del folículo maduro se forma el 

cuerpo lúteo, que será responsable de la producción y secreción de hormonas 

esteroides sexuales durante la fase post-ovulatoria del ciclo menstrual. Sí no se 

lleva a cabo la fecundación, ocurre la regresión del cuerpo lúteo en la que los 
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niveles de hormonas esteroides sexuales disminuyen permitiendo que ocurra 

otra ovulación y una nueva oportunidad de fecundación (Aréchiga, et al., 2019). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Foliculogénesis. Representación de los distintos estadios de la 

foliculogénesis que ocurre en el córtex ovárico. Abarcando desde la formación 

del folículo primordial hasta la regresión del cuerpo lúteo y considerando las dos 

vías para el folículo de Graaf, atresia y liberación del ovocito. (Imagen elaborada 

en el Laboratorio de Bioquímica Hormonal, Departamento de Biología de la 

Reproducción, INCMNSZ). 
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2.3 Hormonas sexuales femeninas 
 

Estudios previos han determinado y caracterizado el papel biológico que 

desempeñan los esteroides sexuales en el control de las actividades del eje HHO 

y de los procesos cómo la reproducción, diferenciación y determinación sexual, 

metabolismo, respuesta inmune, osmorregulación, ritmos circadianos, 

señalización de feromonas y apareamiento (Nieto, et al., 2020). Los ovarios son 

los responsables de la producción de las hormonas esteroides sexuales en la 

vida reproductiva femenina, por lo que conservar los niveles fisiológicos 

normales es importante para la reproducción y la salud somática 

(Damdimopoulou, et al., 2019).  

 

Las hormonas esteroides sexuales como los andrógenos, estrógenos y 

progesterona (P4) son sintetizados principalmente en las glándulas 

suprarrenales y las gónadas (Almaraz, et al., 2003). En el sexo femenino, las 

hormonas esteroides sexuales principales son la P4 y los estrógenos [estrona 

(E1), estradiol (E2) y estriol (E3)] que regulan numerosos procesos fisiológicos, 

como el crecimiento celular, el desarrollo, la regulación de genes específicos del 

tracto reproductivo, el mantenimiento del metabolismo óseo y la regulación del 

sistema inmunológico (Avila, et al., 2019), al privar prematuramente de los 

esteroides sexuales, se activa una serie de eventos que afectan a los sistemas 

urogenital, esquelético, cardiovascular y neurocognitivo, culminando en un 

deterioro general de la salud en mujeres (Kodaman, 2010). Es por ello que el 

preservar su concentración en niveles óptimos es de vital importancia, ya que 

son necesarios para mantener la homeóstasis fisiológica, permitiendo que 

distintos órganos cómo los ovarios, el corazón, el cerebro y los huesos, realicen 

sus funciones y mantengan su composición y morfología adecuada.  

 

Los estrógenos son responsables del desarrollo de los caracteres sexuales 

secundarios y cumplen un papel importante en la función reproductiva femenina. 

Junto con la hormona del crecimiento, regulan el crecimiento y desarrollo de la 

composición corporal específica de cada sexo (Leung, et al., 2004).  
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Por su parte, la P4, es sintetizada principalmente en los ovarios, la placenta y las 

glándulas suprarrenales, siendo en ovario las células teca-luteínicas las 

principales productoras (Buitrón, et al., 2017). La función de la P4 radica en 

regular múltiples funciones como la conducta sexual, el embarazo, la 

neuroprotección y la inmunoproteccíón (Kolatorova, et al., 2022). Durante la 

segunda fase del ciclo menstrual contrarresta los cambios endometriales 

inducidos por los estrógenos e induce la preparación del endometrio para la 

implantación embrionaria durante el embarazo, permitiendo la transición de la 

fase proliferativa a la secretora (Taraborrelli, 2015). 

 

La biosíntesis de hormonas esteroides sexuales es denominada 

esteroidogénesis y es una ruta esencial en donde se lleva a cabo la conversión 

del colesterol mediante hidroxiesteroide deshidrogenasas y enzimas oxidativas 

como los citocromos P450 (León, 2022) (Figura 3). La esteroidogénesis es 

regulada principalmente a través de la vía de la Proteína Cínasa A (PKA). Esta 

ruta es un mecanismo dependiente del adenosín monofosfato cíclico (AMPc), 

generado por la activación de la adenilato ciclasa (AC) y además por la unión de 

las gonadotropinas a sus respectivos receptores acoplados a proteína G. La PKA 

cumple con la función de fosforilar proteínas involucradas en el transporte de 

colesterol (Steroidogenic acute regulatory protein, StAR) durante el proceso de 

esteroidogénesis (Gómez, et al., 2012).  

 

La estimulación de su cascada de señalización ejerce dos tipos de respuesta, 

aguda y crónica según el tiempo de respuesta. La respuesta aguda promueve la 

rápida conversión de colesterol a pregnenolona mediante la enzima de escisión 

de la cadena lateral del colesterol (P450scc), ubicada en la mitocondria y 

causando una síntesis rápida de nuevos esteroides (Miller & Bose, 2011). 

Mientras que, la respuesta crónica afecta a nivel de la transcripción de genes, 

induciendo enzimas esteroidogénicas e incrementando la capacidad sintética 

celular de esteroides (Hu, et al., 2010). 
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Figura 3. Síntesis de esteroides sexuales femeninos. Solo se muestran las 

estructuras de los esteroides femeninos más importantes, los estrógenos 

[Estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3)] y progesterona (P4), así como el 

colesterol y la pregnenolona, implicadas en el primer paso de la 

esteroidogénesis. Las enzimas involucradas están indicadas por 1) Citocromo 

P450 scc, 2) 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3) 17α-hidroxilasa, 4) C17-20- 

liasa, 5) 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 6) Aromatasa y 7) 16α-

hidroxilasa. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica Hormonal, 

Departamento de Biología de la Reproducción, INCMNSZ). 
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2.4 Insuficiencia ovárica prematura 
 

La POI es definida clínicamente como un tipo de hipogonadismo 

hipergonadotrópico en mujeres menores de 40 años con un cariotipo normal 46, 

XX (Graff & Christin-Maitre, 2019). Es caracterizada por un estado en donde los 

ovarios de una mujer menor de 40 años (edad aproximada en la que inicia la 

perimenopausia) dejan de funcionar, presentando un déficit o ausencia de 

actividad. Esto probablemente a consecuencia de un problema con la hipófisis o 

el hipotálamo. Alrededor del 1–3% de mujeres menores de 40 años presentan 

este padecimiento, siendo menos común en mujeres más jóvenes (Chelsom, et 

al., 2022), 0.1% en mujeres menores de 30 años y 0.01% en mujeres menores 

de 20 años. Algunos estudios indican que la prevalencia puede variar según 

diferencias étnicas, regionales, de estilo de vida y/o por factores ambientales 

(Graff & Christin-Maitre, 2019). 

 

Esta insuficiencia se caracteriza por alteraciones en el ciclo menstrual que se 

pueden presentar como amenorrea primaria o secundaria, disminución en la 

función y reserva ovárica, así como de los niveles de estrógenos. En gran parte 

de los casos provoca infertilidad, debido principalmente a la deficiencia de 

estrógenos (Ishizuka, 2021). A largo plazo puede asociarse con un incremento 

en el riesgo de padecer trastornos cardiovasculares, osteoporosis, atrofia 

vulvovaginal, deterioro cognitivo y una reducción general de la expectativa de 

vida (Tsiligiannis, et al., 2019). Gran parte de las pacientes presentan la 

sintomatología de menopausia temprana (MT) como sofocos, sudores 

nocturnos, dispareunia y problemas del sueño, que derivan a un deterioro en el 

estado de ánimo, desempeño laboral, en algunos casos en depresión y 

reducción de la libido (Sullivan, et al., 2016). Por ello, se suele confundir con la 

MT, aunque es posible diferenciarlas ya que en las mujeres que padecen de POI 

pueden presentar períodos menstruales intermitentes e incluso concebir 

después del diagnóstico, mientras que las mujeres con MT, no. Además, las 

pacientes con POI pueden presentar estos síntomas desde la adolescencia 

(Hamoda & Sharma, 2024). 
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Para un diagnóstico adecuado de POI se debe basar en la presencia de un 

trastorno menstrual, en el que durante al menos 4 meses se presenten 

menstruaciones impredecibles o ausentes antes de cumplir 40 años y una 

confirmación bioquímica que se basa en dos determinaciones con un intervalo 

de al menos un mes de diferencia en el que los niveles de FSH en suero se 

encuentren dentro del rango de menopausia (Sherman, et al., 2018), es decir, 

que superen valores de 40 UI/L, siendo estos característicos de la enfermedad. 

De igual forma se recomienda evaluar la actividad de las glándulas suprarrenales 

y de la tiroides para descartar que parte de la sintomatología sea derivada de 

algún fallo en estas (Nelson, 2009). 

 

La POI es un trastorno heterogéneo de origen multifactorial, algunas de sus 

principales causas se encuentran relacionadas a enfermedades genéticas y 

anomalías cromosómicas, como es el caso del síndrome de X frágil o el síndrome 

de Turner (Rebar, 2008); enfermedades autoinmunes como la tiroiditis y la 

enfermedad de Addison (Nelson, 2009); causas iatrogénicas como cirugías, 

radioterapias y quimioterapias (Welt, 2008); trastornos metabólicos y la 

exposición a algunos xenobióticos ambientales como productos químicos, virus, 

toxinas y pesticidas (Vujović, 2009). Entre el 74–90% de los casos de POI son 

idiopáticas o causas desconocidas (Vujović, et al., 2012).  

 

Distintos factores parecen indicar un aumento en la propensión de padecer POI, 

como lo es tener familiares con la enfermedad, cambios y enfermedades 

genéticas (Cordts, et al., 2011), padecer de alguna enfermedad autoinmune, 

infecciones virales, estar bajo tratamiento contra el cáncer con radioterapias y/o 

quimioterapias. 

 

Actualmente se realizan distintas investigaciones sobre la relación de la POI con 

problemas de los folículos, como su disfunción, función inadecuada o 

disminución drástica en su conteo (De Vos, et al., 2010). Derivados de estas 

investigaciones se han determinado genes que tienen una posible relación a la 

causalidad de la enfermedad, a partir del conocimiento sobre sus funciones en 

esteroidogénesis, foliculogénesis y su papel como factores de crecimiento de la 

foliculogénesis (Peralta & Nicolás, 2013, Yang, et al., 2021). Entre los que 
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destacan los genes de la subunidad β de las gonadotropinas FSH y LH (FSHB y 

LHB), así como sus respectivos receptores (FSHR y LHR) que van a estar 

relacionados con el desarrollo de folículos, espermatogénesis y ovulación. 

Alteraciones en estos  puede causar fenotipos variables, desde retraso puberal, 

amenorrea primaria, infertilidad, hipogonadismo e incluso hermafroditismo  

(Labarta, et al., 2021); el gen NR5A1 denominado como proteína de unión a Ad4 

o factor esteroidogénico 1 (SF-1), es un receptor nuclear y regulador 

transcripcional clave en genes involucrados en el desarrollo sexual y 

reproducción, se ha demostrado que cambios en él están asociados al deterioro 

del desarrollo y la función ovárica (Lourenço, et al., 2009); el gen FIGLA (Factor 

en la Línea Germinal Alfa) y el gen NOBOX (Homeobox de la ovogénesis) son 

factores transcripcionales de la ovogénesis (Zhao, et al., 2008). Son esenciales 

para la foliculogénesis y la regulación de genes específicos de ovocitos (Huntriss, 

et al., 2006); el gen FOXL2, responsable de la regulación de numerosos genes 

que dan lugar a los folículos ováricos. Su función esencial es la diferenciación y 

el mantenimiento de los ovarios, así como la represión transcripcional de SOX9, 

uno de los genes relacionados con la diferenciación somática testicular, 

manteniendo la estructura del ovario (Llano, et al., 2022); INHA (Inhibina A), 

hormona glucoproteica que participa en el control de retroalimentación negativa 

de la secreción de FSH (Messinis, et al., 2014); y el gen GDF9 (Factor de 

Diferenciación del Crecimiento 9) es un miembro relevante de la superfamilia 

TGF-β (Factor de Crecimiento Transformante Beta), que codifican proteínas que 

contribuyen a crear un entorno que favorece la selección y crecimiento de 

folículos, se ha encontrado que variantes en este gen tienen una alta incidencia 

en el fenotipo de POI (Liu, et al., 2021). 
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2.5 Neuronas KNDy 
 

En mamíferos, el núcleo arcuato hipotalámico (ARC) contiene un subconjunto de 

neuronas que coexpresan tres neuropéptidos importantes en la función 

neuroendocrina reproductiva que son: Kisspeptina (KISS),  Neuroquinina B 

(NKB) y Dinorfina (DYN), por lo que a las células productoras se les ha 

denominado neuronas KNDy (Uenoyama, et al., 2021). Este tipo de neuronas 

están presentes en una gran cantidad de especies, incluidas ratas, ovejas y 

humanos (Moore, et al., 2018) y participan en el control de la retroalimentación 

negativa de esteroides y como componente de los pulsos de GnRH. Se ha 

hipotetizado que alteraciones en los péptidos sintetizados en las neuronas KNDy 

pueden ser los responsables de algunos defectos neuroendocrinos asociados a 

trastornos reproductivos clínicos (Lehman, M.N., et al., 2010).  

Los tres neuropéptidos coexpresados por KNDy provienen de diferentes genes 

que se expresan como pro-hormonas que pueden ser escindidas a isoformas de 

estos péptidos, siendo la más afines a sus receptores respectivos las isoformas 

Dinorfina A 1-13 (Brugos & Hochhaus, 2004) y Neuroquinina B (Pineda, et al., 

2016) (no hay reportes de alguna isoforma de kisspeptina con mayor afinidad) 

presentando diferencias en el tamaño y estructura de cada una de ellas (Figura 

4), asimismo pertenecen a tres familias diferentes, Kisspeptina a la familia de las 

kisspeptinas (Harter, et al., 2018), Dinorfina a los péptidos opioides endógenos 

(Brugos & Hochhaus, 2004) y la Neuroquinina B a las taquininas (Pineda, et al., 

2016). 
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Figura 4. Estructura y secuencia de aminoácidos de neuropéptidos de las 

neuronas KNDy. Se muestra la secuencia de aminoácidos así como la estructura 

predicha de los tres neuropéptidos que se coexpresan en las neuronas KNDy,  

1. Kisspeptina, 2. Neuroquinina B y 3. Dinorfina A. (Imagen elaborada en el 

Laboratorio de Bioquímica Hormonal, Departamento de Biología de la 

Reproducción, INCMNSZ; estructura y secuencias extraídas de la base de datos 

Uniprot, el 04/10/2024). 

 

Existe evidencia científica la cual ha propuesto que la población de neuronas 

KNDy en el ARC se encuentran interconectadas y actúan de forma sincronizada, 

siendo necesarias y suficientes para la liberación pulsátil de GnRH (Moore, et 

al., 2023). Los tres neuropéptidos cumplen una función distinta en la regulación 

de la secreción de GnRH. Se ha reportado que DYN funge como un inhibidor 

(Smith & Lee, 1988), mientras que NKB y KISS son estimulantes de la liberación 

de GnRH (Capera & Gómez, 2019, Xie, et al. 2022).  

 

Las evidencias científicas revelaron que NKB y DYN operan de forma recíproca 

para modular fina y diferencialmente la liberación de KISS y con ello la secreción 

de GnRH y las gonadotropinas (Plain, et al., 2022). Cuando el receptor de NKB 

es activado y el receptor de DYN se inhibe, se ha reportado una inducción en la 

liberación de LH; en cambio, si se inhiben simultáneamente se induce la 

secreción de FSH (Ruiz, et al., 2015). 

 

Actualmente no se ha establecido la vía de señalización para la generación de 

pulsos de GnRH por acción de las neuronas KNDy, sin embrago, se ha propuesto 

una secuencia hipotética (Figura 5): Inicialmente ocurre la activación de las 

neuronas KNDy y la liberación de NKB promoviendo el reclutamiento de otras 
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neuronas KNDy. Posteriormente se libera KISS en la periferia de las dendritas 

de las neuronas GnRH y se activan por la unión de KISS con su receptor, 

estimulando la liberación de pulsos de GnRH. Finalmente, las neuronas KNDy 

secretan DYN cuando existe un exceso de KISS para la desactivación del circuito 

a través del receptor de DYN (Constantin, 2022). 

 

 

Figura 5. Generación de GnRH a partir de neuronas KNDy. Señalización 

paracrina de neuronas KNDy por actividad de sus tres neuropéptidos. NKB. 

Neuroquinina B, estimula la liberación de KISS por parte de otras neuronas 

KNDy. KISS. Kisspeptina, promueve la actividad de las neuronas GnRH, 

aumentando la producción de GnRH. DYN. Dinorfina, inhibe a otras neuronas 

KNDy cuando existe un exceso de KISS, finalizando el ciclo de señalización 

paracrino.  (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica Hormonal, 

Departamento de Biología de la Reproducción, INCMNSZ). 
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2.6 OPRK1 
 

La dinorfina es un neuropéptido endógeno aislado inicialmente de la pituitaria 

porcina con una actividad opioide particularmente potente en la regulación 

hormonal, existen distintas isoformas de distintos tamaños, siendo la más afín al 

receptor de dinorfina (R-DYN) y la que se sintetiza con mayor frecuencia, la 

dinorfina A 1-13 (DYN-A) (Ferré, et al., 2019). Su señalización endógena se lleva 

a cabo de manera paracrina sobre otras neuronas a través de la interacción con 

R-DYN (Coutinho, et al., 2022). Se sabe que la interacción de DYN/R-DYN 

produce una inhibición de la frecuencia de la liberación pulsátil de GnRH, sin 

embargo, no se ha esclarecido si esta señal inhibitoria afecta directamente a las 

neuronas KNDy o a las neuronas no KNDy que expresan a RD en el ARC (Dai, 

et al., 2021). 

 

Existen cuatro tipos de receptores opioides, mu (MOR), kappa (KOR), delta 

(DOR) y nociceptina (NOR). R-DYN está categorizado como un KOR (Álvarez & 

Farré, 2005), el cual forma parte de los receptores acoplados a proteínas G, 

específicamente con respuesta de tipo Gi/o (Han, et al., 2023). Cuando ocurre la 

activación de las proteínas Gi/o por la unión de su ligando, en este caso la DYN-

A, se inhibe la actividad de la AC disminuyendo la concentración de AMPc (Ferré, 

et al., 2019), resultando en la activación de los canales de potasio así como la 

inhibición de los canales de calcio dependientes de voltaje, lo que modula la 

actividad neuronal y la transmisión sináptica (Neves, et al., 2002). Cómo ya se 

ha mencionado, la AC junto con el AMPc están implicadas en la regulación de la 

esteroidogénesis (Figura 6), la función reproductiva y otros efectos evocados 

por hormonas, neurotransmisores y diversos ligandos paracrinos (Gómez, et al., 

2012). 
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Figura 6. Vía de señalización del receptor de dinorfina. Activación de un receptor 

KOR por la interacción con DYN, promoviendo la inhibición de la AC, lo que 

inhibe la producción de AMPc y la actividad de la PKA encargada de fosforilar 

proteínas implicadas en la esteroidogénesis y la transcripción de una gran 

variedad de genes. KOR. Receptor opioide Kappa. DYN. Dinorfina. AC. 

Adenilato ciclasa. AMPc. Adenosín Monofosfato cíclico. PKA. Proteína cinasa A. 

ATP. Adenosina Trifosfato.  (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica 

Hormonal, Departamento de Biología de la Reproducción, INCMNSZ). 

 

R-DYN dentro del genoma humano está codificado por el gen OPRK1 por un 

total de 1143 pares de bases (pb), se ubica en el brazo corto del cromosoma 8 

(8p11.23) y lo constituyen 3 exones [Exón 1: 257 pb. Exón 2: 353 pb. Exón 3: 

533 pb] (Figura 7) que codifican para 380 aminoácidos (Uniprot, P41145-

OPRK_HUMAN,03-2024). R-DYN presenta 3 dominios: uno extracelular, que al 

interactuar con su ligando, la dinorfina A, puede formar heterómeros con otros 

receptores como DOR y/o MOR (Dhaliwal & Gupta, 2023), uno transmembrana 

que atraviesa la membrana con 7 dominios diferentes de tipo Gi/o (Han, et al., 

2023) y otro intracelular que es el dominio de unión a proteína G responsable de 

la señalización de inhibición de la AC (Ferré, et al., 2019).  
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Existen diversos estudios de asociación genética que vinculan polimorfismos en 

este gen con trastornos cognitivos, abuso de drogas y sensibilidad al dolor (Di 

Santo, et al., 2022), sin embargo, no existen estudios que relacionen 

polimorfismos en el gen OPRK1 con alteraciones en la señalización por la unión 

con DYN-A. 

 

 

Figura 7. OPRK1 y R-DYN. Ubicación genómica del gen OPRK1. Transcripción 

y traducción del gen para formar el receptor de dinorfina que es un receptor 

opioide tipo kappa (KOR). (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica 

Hormonal, Departamento de Biología de la Reproducción, INCMNSZ; estructura 

de KOR extraída de la base de datos AlphaFold, P41145 el 17/07/2024). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La POI es un padecimiento que abarca un amplio espectro de anomalías clínicas 

que se caracterizan por la pérdida de la función ovárica adecuada, la padecen 

alrededor del 1-3% de la población de mujeres menores de 40 años con un 

cariotipo normal 46, XX, dentro de las que el 74-90% de las pacientes tienen una 

etiología molecular desconocida. Se relaciona con diversas complicaciones entre 

las que se destaca un incremento en el riesgo de padecer trastornos 

cardiovasculares, osteoporosis, deterioro cognitivo e infertilidad. 

 

Estudios recientes han demostrado asociación de múltiples genes con POI, lo 

que ilustra la heterogeneidad genética de esta enfermedad. Estos hallazgos 

podrían sugerir una interacción dinámica entre los genes de las neuronas KNDy 

y la disfunción ovárica. Para comprobar la relación de uno de estos genes, el gen 

OPRK1 con la POI utilizaremos el tamizaje molecular mediante PCR-SSCP, la 

secuenciación Sanger y pacientes con POI-no relacionadas, para las que el 

fenotipado clínico y los estudios moleculares no han arrojado previamente un 

diagnóstico molecular.  
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3.1 HIPÓTESIS 

 

Las pacientes con hipogonadismo hipergonadotrópico asociadas a POI podrían 

presentar variantes patogénicas o mutaciones en la región codificante del gen 

OPRK1. 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 GENERALES 

 

Identificar y determinar variantes en el gen OPRK1 en pacientes con POI con 

etiología molecular desconocida. 

 

3.2.2 PARTICULARES 

 

1. Analizar la región exónica del gen OPRK1 en pacientes con POI y en 

población femenina sana con la finalidad de identificar posibles 

substituciones/variantes de un solo nucleótido (SNV), inserciones (INS), 

deleciones (DEL), inserciones/deleciones (INDEL) o duplicaciones (DUP). 

 

2. Determinar el tipo de variante del gen OPRK1 en pacientes con POI y 

comprobar la alteración genética en individuos sanos control. 

 

3. Genotipificar la variante genética del gen OPRK1 en individuos libres de 

POI con el objetivo de establecer si existe una variante genética o es parte 

de la variabilidad genética natural en el genoma humano de una 

población. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1 Participantes 
 

Se seleccionaron 14 pacientes femeninas menores de 40 años con diagnóstico 

de POI idiopática en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán (INCMNSZ) quiénes aceptaron su participación mediante un 

consentimiento informado, el cual se encuentra anexado al final del presente 

trabajo. Para ser seleccionadas las pacientes debían presentar amenorrea 

primaria o secundaria por al menos 4 meses, así como el diagnóstico de POI a 

través de una confirmación bioquímica basada en dos determinaciones con un 

mes de diferencia en el que los niveles de FSH en suero superen valores de 40 

UI/L. Los criterios de exclusión fueron pacientes femeninas mayores de 40 años, 

que padezcan enfermedades genéticas, anomalías cromosómicas, 

enfermedades autoinmunes, que estén o hayan estado bajo tratamiento contra 

cáncer, con obesidad o que presenten adicción al tabaco. El grupo control fue 

conformado por 100 pacientes femeninas de origen mexicano menores de 40 

años, que presentaran un buen funcionamiento gonadal y que no cumplieron con 

ninguno de los criterios de exclusión antes mencionados. El proyecto de 

Investigación fue autorizado por el Comité de ética en Investigación del 

INCMNSZ (BRE-3594-21-24-1). El estudio se adhirió estrictamente a las 

directrices de Helsinki y los principios éticos para la investigación médica en 

seres humanos, incorporando todas las modificaciones recientes. 
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4.2 Extracción de DNA genómico  
 

A las 14 pacientes como a los 100 controles sanos se les tomaron 5 mL de 

sangre periférica, se colocaron en tubos cónicos de 50 mL con 200 µL de EDTA 

0.5 M/pH 8 y se mezclaron por inversión. Las muestras ya mezcladas se 

colocaron sobre hielo y se les añadieron 17.5 mL de solución fría de sacarosa 

tritón 2X (sacarosa 0.04 M, Tris-base 0.02 M, MgCl2 0.01 M, Tritón 100X 2%), se 

llevaron a 25 mL con agua estéril, desionizada y destilada (H2Odd) y se 

mezclaron por inversión. Se pusieron en hielo por 10 minutos mientras se 

mezclaban continuamente. Las muestras se centrifugaron (1000 xg/15 minutos/4 

°C), se decantó el sobrenadante obteniéndose un precipitado celular que se lavó 

con 5 mL de solución sacarosa tritón 1X con una posterior centrifugación (1000 

xg/15 min/4 °C). Se volvió a decantar para obtener un precipitado el cual se 

resuspendió con 3 mL de solución de lisis nuclear (Tris-base 10 mM, NaCl 400 

mM, EDTA disódico 2 mM), 108 µL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% y 

100 µL de proteína cinasa K (5 mg/mL), se mezcló y se colocó en una incubadora 

BOEKEL Incubator Shaker II Modelo 136400 con agitación suave a 50 °C 

durante 2 horas. El contenido de los tubos se transfirió a tubos cónicos estériles 

de 15 mL y se les añadió 1 mL de NaCl saturado, se agitaron de forma vigorosa 

durante 15 segundos y posteriormente se centrifugaron (1000 xg, 15 minutos, 4 

°C), el sobrenadante que se obtuvo se traspasó a tubos cónicos de 15 mL 

estériles y se les añadió dos volúmenes de etanol absoluto frío y se mezcló por 

inversión hasta observar que el DNA precipitó. El DNA precipitado se extrajo con 

una pipeta Pasteur sellada y se lavó el DNA con etanol al 70% durante 30 

segundos y se dejó secar adherido a la pipeta Pasteur durante aproximadamente 

30 segundos. En tubos de microcentrífuga de 0.5 mL se agregaron 400 µL de 

Tris-EDTA (1 mL de Tris 1M y 0.02 mL de EDTA 0.5 M pH 8), se introdujo la 

punta de la pipeta Pasteur que tenía adherido el DNA y se agitó hasta que este 

se desprendiera. El DNA se dejó disolver a temperatura ambiente y finalmente 

se cuantificó el DNA en un espectrofotómetro Beckman DU 650 verificando 

también su pureza. Las muestras fueron almacenadas a −20 °C hasta su 

utilización. 
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4.3 Amplificación del gen OPRK1 mediante PCR punto final 
 

 4.3.1 Diseño de oligonucleótidos 

 

Para cada uno de los 3 exones que conforman el gen OPRK1 se diseñaron 

oligonucleótidos específicos empleando el software de IDT PrimerQuest™ Tool 

en la página https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index (Tabla 1) de tal 

forma que se obtuvieran productos de alrededor de 200–300 nucleótidos, por lo 

que fue necesario dividirlos en distintas regiones del exón respectivo (Figura 8). 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos diseñados para cada región exónica del gen OPRK1. 

Exón Oligonucleótidos Secuencia 
Tamaño del 

amplicón (pb) 

 

1A 

 

DR-11 

DR-12 

 

5’-CCTGTCCTCGCCTTCCT-3’ 

5’-AGTAGACCGCCGTGATGAT-3’ 

 

233 

1B 
DR-13 

DR-14 

5’-CAGCAGCGCCTGGTTTC-3’ 

5’-CCTGACCCTCACTCCCT-3’ 
241 

2A 
DR-21 

DR-22 

5’-CATTCACCTTATGGGTTGACTTG-3’ 

5’-AGGTGAAGATGCTGGTGAAC-3’ 
249 

2B 
DR-23 

DR-24 

5’-GGGATGTGCTGTGCAAGATA-3’ 

5’-GGCCTACTCACGCTCAAATTA-3’ 
310 

3A 
DR-31 

DR-32 

5’-ACTTTGCAGCCACGGTAATA-3’ 

5’-TACGCAGGTTGCGATCTT-3’ 
266 

3B 
DR-33 

DR-34 

5’-CTGATGATCCTGCGTCTCAAG-3’ 

5’-GGATTCAGGCTACTGTTGGTATAG-3’ 
239 

3C 
DR-35 

DR-36 

5’-GCTGCTCTCTCCAGCTATTAC-3’ 

5’-CCCGAAGAACTGTACGAAGAC-3’ 
260 

3D 
DR-37 

DR-38 

5’-GGGACATCGATGGGATGAATAA-3’ 

5’-TAGAGAAGAGGTGCATGTGTTG-3’ 
250 

 * pb. Pares de bases 

 

Figura 8. Representación de alineamiento de los oligonucleótidos diseñados. Se 

muestra de manera gráfica el alineamiento de los oligonucleótidos diseñados con 

el software PrimerQuest™ Tool de IDT. Verde. Exón 1. Anaranjado. Exón 2. 

Azul. Exón 3. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquímica Hormonal, 

Departamento de Biología de la Reproducción, INCMNSZ). 
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4.3.2 Estandarización de condiciones de PCR 
 

Se optimizaron las condiciones de temperatura de alineamiento y concentración 

de MgCl2 para llevar a cabo la amplificación por PCR. Para esto se utilizaron 

muestras de DNA de control y se realizaron diversas reacciones de PCR (Tablas 

2 y 3) en un termociclador Veriti 96 Well Thermal Biosystems con un gradiente 

de temperatura de 58 °C, 60 °C y 62 °C y con concentraciones de 2.0 y 2.5 mM 

de MgCl2 para cada par de oligonucleótidos. 

 

Tabla 2. Volúmenes (µL) para PCR a 2.0 mM de MgCl2. 

No. H2Odd Buffer 5X dNTPs Oligo 5´ Oligo 3´ MgCl2 GoTaq DMSO gDNA 

1          

2 10.3 4.0 0.5 0.5 0.5 1.6 0.1 1.0 1.5 

3          

Mmix 30.9 12.0 1.5 1.5 1.5 4.8 0.3 3.0 4.5 

*H2Odd. Agua desionizada destilada. dNTPs. Nucleótidos trifosfato. GoTaq. Polimerasa. DMSO. Dimetil 

sulfóxido. gDNA. DNA genómico. 

 

Tabla 3. Volúmenes (µL) para PCR a 2.5 mM de MgCl2. 

No. H2Odd Buffer 5X dNTPs Oligo 5´ Oligo 3´ MgCl2 GoTaq DMSO gDNA 

1          

2 9.9 4.0 0.5 0.5 0.5 2.0 0.1 1.0 1.5 

3          

Mmix  29.7 12.0 1.5 1.5 1.5 6.0 0.3 3.0 4.5 

*H2Odd. Agua desionizada destilada. dNTPs. Nucleótidos trifosfato. GoTaq. Polimerasa. DMSO. Dimetil 

sulfóxido. gDNA. DNA genómico. 
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4.3.3 Amplificación del gen OPRK1 en pacientes y controles sanos. 

 

Se realizó la amplificación de las distintas regiones de los exones que codifican 

el gen OPRK1 (1A, 1B, 2A, 2B, 3A, 3B, 3C y 3D) de las 14 pacientes con POI y 

los 100 controles sanos. Para cada una de las reacciones se agregaron 4 µL de 

solución buffer 5X (Promega, Madison, WI, EUA), 0.5 µL de solución de dNTPs 

(10 mM), 0.5 µL de oligonucleótidos 5´ (20 µM), 0.5 µL de oligonucleótidos 3´ (20 

µM), 1.6 ó 2.0 µL de MgCl2 25 mM (Promega, Madison, WI, EUA), 0.1 µL de 

GoTaq (Promega, Madison, WI, USA), 1.0 µL de DMSO, 1.5 µL de DNA 

genómico y se llevaron a un volumen final de 20 µL por reacción con H2Odd. Las 

reacciones se llevaron a cabo utilizando un termociclador Veriti 96 Well Thermal 

Biosystems siguiendo las condiciones ya estandarizadas para las PCR indicadas 

en las Tablas 4 y 5. 

 

Tabla 4. Condiciones de PCR. 

No. ciclos Condición 1 Condición 2 Condición 3 

1 94°C / 3 min   

30 94°C / 30 s 58, 60 y 62 °C / 30 segundos 72°C / 3 minutos 

1  72°C / 3 minutos 
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Tabla 5. Valores estandarizados para las PCR. 

Exón Oligonucleótidos 
Tamaño del amplicón 

(pb) 

Temperatura 

(°C) 

MgCl2 

(mM) 

1A 
DR-11 

DR-12 
233 60 2.0 

1B 
DR-13 

DR-14 
241 60 2.5 

2A 
DR-21 

DR-22 
249 60 2.5 

2B 
DR-23 

DR-24 
310 60 2.5 

3A 
DR-31 

DR-32 
266 60 2.5 

3B 
DR-33 

DR-34 
239 60 2.5 

3C 
DR-35 

DR-36 
260 60 2.5 

3D 
DR-37 

DR-38 
250 60 2.5 

* pb. Pares de bases. mM. milimolar 

 

Los productos se analizaron en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de 

etidio (0.5 µg/mL) en TBE 0.5X (TBE 5X: 27.5 g ácido bórico, 54.0 g Tris base y 

20 mL EDTA 0.5 M). Se cargó el gel con las muestras adicionadas con una 

solución de carga para DNA y se compararon con un marcador de peso 

molecular (MPM) de 100 pb. La electroforesis corrió por una hora a 100 V, al 

finalizar se observó el gel en un transiluminador ChemiDoc XRS+ Molécular 

Imager BioRad con el programa Image Lab. 
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4.4 Análisis de mutaciones mediante SSCP 
 

Las muestras se prepararon para su análisis por la técnica de SSCP mezclando 

2 µL de los productos amplificados con 13 µL solución de carga de SSCP (azul 

de bromofenol 0.05%, formamida 95% y EDTA 20 mM) y 0.1 μL de solución de 

dCTP marcado en α con 32P (3,000 Ci/mmol), se desnaturalizaron a 94 °C por 5 

minutos y se incubaron inmediatamente a 4 °C por 10 minutos. Una vez tratadas, 

las muestras se cargaron en cuatro sistemas electroforéticos de 30x40 cm con 

geles de poliacrilamida de distintas características detalladas en la Tabla 6: 5.4% 

con glicerol, 5.4% sin glicerol, 8.0% con glicerol y 8.0% sin glicerol, permitiendo 

observar la migración electroforética en geles de diferentes densidades. Los 

geles se dejaron correr por 18–20 horas a 200–250 V empleando una solución 

de corrida TBE 0.5X. Por último, los geles se transfirieron a papel Whatman 3MM 

y se secaron en Slab Gel Dryer Savant a 70 °C por una hora. Durante 3 horas 

se expusieron en una pantalla Molecular Imager FX Imaging Screen-K Bio-Rad 

y se empleó un escáner PMI Personal Molecular Imager™ FX BioRad con el 

programa Quantity One. 

 

Tabla 6. Preparación de geles de poliacrilamida. 

Reactivo Gel de poliacrilamida 5.4% Gel de poliacrilamida 8.0 % 

 Con glicerol Sin glicerol Con glicerol Sin glicerol 

H2Odd 35.91 mL 42.91 mL 29.85 mL 36.85 mL 

Glicerol 7.0 mL ------ 7.0 mL ------ 

TBE 5X 14.0 mL 14.0 mL 14.0 mL 14.0 mL 

Acrilamida/ 

Bisacrilamida 29:1 
12.6 mL 12.6 mL 18.66 mL 18.66 mL 

Persulfato de  

amonio 10% 
490 µL 490 µL 490 µL 490 µL 

TEMED 24.5 µL 24.5 µL 25.0 µL 25.0 µL 

 *H2Odd. Agua desionizada destilada. TBE. Tris-Borato-EDTA. TEMED. N-N-N´-N´-tetrametiletilendiamida 
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4.5 Purificación de productos por electroelución 
 

Se seleccionaron las muestras que por la técnica de SSCP revelaron la 

presencia de cambios de conformación en las cadenas sencillas de DNA 

(ssDNA), así como una de las muestras control que no presentaron dichos 

cambios. Se realizó la amplificación por cuadruplicado de las muestras 

seleccionadas siguiendo las condiciones ya descritas en la sección 

Amplificación del gen OPRK1 en pacientes y controles sanos, se mezclaron 

las alícuotas de reacciones iguales y se cargaron en un gel de agarosa al 1% 

con 20 μL de solución de carga para DNA, se dejó correr la electroforesis por 1 

hora a 100 V y se analizó en un transiluminador UVP Chromato-vue Modelo TM-

36. Los fragmentos donde se observó la presencia del producto de interés fueron 

cortados y extraídos del gel. Cada uno de estos fragmentos se colocaron en una 

membrana de diálisis, previamente tratadas con H2Odd y TBE 0.5X, y se les 

añadió 300 μL de TBE 0.5X, se dejaron electroeluir por 15 minutos a 100 V. Una 

vez finalizada, se transfirió el volumen contenido en cada membrana a columnas 

Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filters Merck Millipore y se centrifugaron a 1200 xg 

por 10 minutos. Por último, el DNA purificado se colectó en tubos de 

microcentrífuga y se verificó su pureza empleando un gel de agarosa al 1% con 

las condiciones descritas anteriormente. 
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4.6 Secuenciación Sanger de muestras purificadas 

 

Se utilizó el estuche de secuenciación BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

y las muestras de DNA purificado. Para cada muestra se realizaron dos 

reacciones constituidas por 0.5 μL H2Odd. 2.0 μL de BigDye Terminator Reaction 

Mix, 1.0 μL de BigDye Solution 5X, 1.0 μL de solución de oligonucleótido y 1.0 

μL de muestra de DNA purificado, en una de las reacciones se añadió la solución 

de oligonucleótido 5´ y en la segunda la solución de oligonucleótido 3´. Las 

reacciones se llevaron a cabo empleando un termociclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler por 1 ciclo a 95 °C por 1 minuto y 35 ciclos inicialmente a 96 °C 

por 10 segundos, después a 50 °C por 5 segundos y finalmente a 60 °C por 4 

minutos. 

 

Al terminar, los productos se purificaron agregando 45 μL de SAM Solution y 10 

μL de BigDye XTerminator Solution con agitación durante 30 minutos. 

Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 1000 xg por 2 minutos en una 

microcentrífuga Eppendorf 5415 C. Para finalizar, se recuperaron los 

sobrenadantes y se transfirieron a nuevos tubos de microcentrífuga para ser 

analizados en un secuenciador automatizado ABI PRISMᵀᴹ 310 Genetic 

Analyzer Modelo 310 AppliedBiosystems y con el programa Chromas Lite 2.6. 
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4.7 Análisis del equilibrio Hardy-Weinberg y prueba estadística χ2 
 

Se realizó la determinación del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) para corroborar 

que exista “equilibrio genético” en dos poblaciones (14 pacientes con POI y 100 

controles sanos). Para esto se determinaron las frecuencias de los genotipos y 

alelos presentes en las poblaciones a partir de la ecuación de equilibrio H-W 

 

    (𝑝 + 𝑞)2 = 𝑝2 + 2𝑝𝑞 + 𝑞2 = 1  

 

Frecuencia alélica 

 

Frecuencia genotípica 

Frecuencia alelo G = p 

 

Frecuencia alelo T = q 

 

Frecuencia genotipo GG = p2 

 

Frecuencia genotipo GT = 2pq 

 

Frecuencia genotipo TT = q2 

 

 

𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜 𝑥

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛  
 

 

𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜 𝑥

2 ∗ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠  
 

 

 

 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠
 

 

Tras obtenerse los valores observados (datos de la muestra) y esperados 

(calculados) de las frecuencias genotípicas se realizó la prueba estadística de χ2 

para compararlas y determinar si se encuentran o no en equilibrio H-W. Cada 

uno de los grupos se analizó empleando la siguiente fórmula: 

𝜒2 = ∑
(𝑂𝑖 − 𝐸𝑖)2

𝐸𝑖
 

𝑂𝑖 = 𝐶𝑎𝑑𝑎 𝑓𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎 

𝐸𝑖 = 𝐶𝑎𝑑𝑎 𝑓𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 

 

Para finalizar, se determinó el valor de P empleando la tabla de χ2 considerando 

un nivel de significancia (α) de 0.05 y 2 grados de libertad (gl).  
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5. RESULTADOS 
 

El tamizaje molecular de las regiones codificantes del gen OPRK1 en pacientes 

con POI comenzó con la estandarización de las condiciones de PCR. Para ello 

se realizó la amplificación de las regiones exónicas con muestras de controles 

sanos con los oligonucleótidos diseñados con un gradiente de temperatura (58 

°C, 60 °C, 62 °C) y distintas concentraciones de MgCl2 (2.0 mM y 2.5 mM). Los 

exones se dividieron en productos de aproximadamente 200–300 pb (1A, 1B, 

2A, 2B, 3A, 3B, 3C y 3D), en la Figura 9 se observa que todas las regiones 

amplificaron a 60 °C, sin embargo, la región 1A amplificó con una concentración 

de 2.0 mM de MgCl2 (Figura 10), mientras que el resto requirió una 

concentración de 2.5 mM de MgCl2 para una correcta amplificación. 

 

Teniendo en cuenta las condiciones ya estandarizadas de temperatura y 

concentración de MgCl2 para la amplificación de cada región, se llevaron a cabo 

las reacciones específicas de amplificación para cada región del gen OPRK1 con 

las muestras de pacientes con POI (14) y controles sanos (100).  Tras analizarse 

en un gel de agarosa al 1% se observó que todos los productos correspondían 

al tamaño esperado de alrededor de 200–300 pb, por lo que se descartó la 

presencia de inserciones, deleciones o duplicaciones de gran tamaño. 
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Figura 9. Estandarización de las condiciones de PCR. Amplificación de las 

regiones exónicas que conforman el gen OPRK1. A. Regiones de los exones 1 

y 2 a 58 °C, 60 °C y 62 °C con 2.5 mM de MgCl2. B. Regiones del exón 3 a 58 

°C, 60 °C y 62°C con 2.5 mM de MgCl2. C. Región 1A a 58 °C, 60 °C y 62 °C con 

2.0 mM de MgCl2. MPM. Marcador de pesos moleculares escalera de 100 pb. 

 

 

Figura 10. Imagen representativa de la amplificación del gen OPRK1. 

Amplificación de la región 1A en pacientes con POI (1–14) y controles (C1 y C2) 

a 60 °C y 2.0 mM MgCl2. 

MPM. Marcador de pesos moleculares, escalera de 100 pb. 

 

 

1A               1B                2A               2B 

58 °C   60 °C    62 °C   58 °C    60 °C  62 °C   58 °C   60 °C   62 °C    58 °C  60 °C   62 °C     

    

  

 

MPM MPM 

200 pb 
300 pb 

     3A                 3B                3C                 3D 

58 °C   60 °C   62 °C   58 °C   60 °C    62 °C   58 °C    60 °C    62 °C   58 °C    60 °C   62 °C     

    

  

 

MPM MPM 

200 pb 300 pb 

1A    

58 °C        60 °C      62 °C  

MPM MPM 

200 pb 

300 pb 

A.    

B.    

C.    

C1       1       2        3       4        5       6        7       8        9      10     11      12     13      14      C2 

       

  

 

MPM MPM 

200 pb 

300 pb 
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Se realizó el análisis de las muestras de las pacientes con POI y los controles 

sanos mediante la técnica de SSCP empleando productos de PCR amplificados 

con dCTP marcado en α con 32P. Para cada una de las regiones de los diferentes 

exones que conforman al gen OPRK1 se emplearon 4 sistemas electroforéticos 

distintos: geles de poliacrilamida al 5.4% y 8.0% con y sin glicerol. Únicamente 

en la región 1A de una de las pacientes se observó una variación en la migración 

electroforética apreciable en 3 de los 4 sistemas, este cambio fue más visible en 

el gel al 8.0% sin glicerol (Figura 11). Esta variación representa un cambio en la 

conformación estructural del ssDNA en dicha región del gen, lo que indica una 

variante genética en una paciente. En el resto de las regiones la migración 

electroforética es idéntica en comparación con las demás muestras y los 

controles con los que se comparó, por lo que se descartó la presencia de alguna 

variación en alguna otra región del gen (Figura 12). 

 

 

Figura 11. Imagen representativa del análisis por la técnica de SSCP. Migración 

electroforética de la región 1A del gen OPRK1 en gel de poliacrilamida al 8.0% 

sin glicerol. Se muestran 2 controles sanos (carriles 1 y 16) y 14 pacientes con 

POI (carriles 2-15). Se señala un cambio en la migración electroforética de la 

muestra del paciente 4 (carril 5). 

 

1    2    3   4     5   6   7   8    9     10  11 12  13 14  15  16  
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Figura 12. Imagen representativa del análisis por la técnica de SSCP. Migración 

electroforética del exón 2B del OPRK1 en gel de poliacrilamida al 8.0% con 

glicerol. Se muestra una ausencia de variación nucleotídica en la migración 

electroforética. Se muestran 2 controles sanos (carriles 1 y 16) y 14 pacientes 

con POI (carriles 2–15).  

 

Para confirmar e identificar el cambio de alguna base nucleotídica en la muestra 

de la paciente con POI que presentó la variación de migración electroforética, se 

purificó y secuenció la región 1A de la paciente, así como de uno de los controles 

sanos. Al compararse ambas secuencias se encontró un cambio de nucleótido 

(c.36G>T) en uno de los alelos, que codifica para una mutación silenciosa 

p.Pro12= (Figura 13).  

 

Por último, se realizó la genotipificación de la variante empleando las 14 

muestras de las pacientes con POI idiopático así como de los 100 controles 

sanos. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotípicas observadas y 

esperadas (Tablas 7 y 8) y por medio de la prueba estadística de χ2 se comprobó 

si la población se encontraba en equilibrio H-W. 
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Figura 13. Parte de la secuencia de la región 1A del gen OPRK1. Se presenta 

un fragmento de la secuenciación de la región 1A del gen OPRK1 para una de 

las pacientes con POI con variante en un alelo y un control sano sin cambios.  

 

Tabla 7. Frecuencias genotípicas y alélicas observadas en pacientes con POI y 

controles sanos. 

 

Genotipos 

Pacientes POI (n=14) Controles sanos (n=100) 

Frecuencias 

genotípicas 

Frecuencias 

alélicas 

Frecuencias 

genotípicas 

Frecuencias 

alélicas 

GG 0.93 (13) p = 0.96 

q = 0.04 

100 p = 1.00 

q = 0.00 GT 0.07 (1)  0.00 (0) 

TT 0.00 (0) 0.00 (0) 

*n. Tamaño de muestra. p. Alelo p. q. Alelo q. 

Tabla 8. Frecuencias genotípicas esperadas en pacientes con POI y controles 

sanos. 

 

Genotipos 

Frecuencias 

genotípicas (POI) 

Frecuencias 

genotípicas 

(Controles) 

GG 0.922 1.00 

GT 0.076 0.00 

TT 0.002 0.00 
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Tabla 9. Comprobación de equilibrio H-W por análisis estadístico con χ2. Se 

empleó un nivel de significancia (α) del 0.05. 

Población n gl Χ2
c Χ2

t Significativo 

Pacientes 

POI 

14 1 0.00254 3.84 NO 

Control 100 1 0.00 3.84 NO 

* n. Tamaño de muestra. gl. Grados de libertad. Χ2
c. Valor de chi cuadrada calculada. Χ2

t. Valor de chi 

cuadrada de tablas. 
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6. DISCUSIÓN 
 

Una regulación adecuada del eje HHO permite mantener en condiciones óptimas 

la actividad ovárica que es necesaria para la diferenciación sexual y la salud 

reproductiva femenina, ya que en este se llevan a cabo procesos que permiten 

una posible fecundación; asimismo el mantenimiento de la homeóstasis 

fisiológica de una gran cantidad de órganos, entre ellos los huesos, el cerebro y 

el corazón (Kodaman, P.H., 2010). Cómo parte de esta regulación se encuentra 

un subconjunto de neuronas denominadas como neuronas KNDy que han sido 

localizadas en el núcleo arcuato hipotalámico de mamíferos (Moore, A.M., et al., 

2018). La actividad interconectada de estas neuronas permite la modulación de 

la generación de pulsos de GnRH y con ello el control de la liberación de LH y 

FSH, glicoproteínas encargadas de promover la síntesis de las hormonas 

esteroides sexuales en los folículos ováricos para el mantenimiento y el 

desarrollo de los ovocitos (Potau, N. & Carreño, A., 2007).  

 

Se ha reportado que en mujeres existe un número finito de folículos ováricos que 

descienden de forma gradual a medida que avanzan sus años reproductivos 

hasta que son deficientes para conseguir reproducirse (Zhu, Q., et al., 2023), sin 

implicar un riesgo a su salud en la mayoría de los casos. Las investigaciones 

indican que alrededor de los 45–55 años, la población femenina comienza a 

presentar de forma natural una pérdida de la función folicular y una disminución 

en los niveles de estrógenos, comúnmente denominada como menopausia 

(OMS, 2022); en la que se dejan de producir y desarrollar ovocitos, lo cual 

provoca una dificultad para concebir o incluso la infertilidad cuando se abate su 

reserva ovárica. Aproximadamente el 1–3% de la población padece POI, 

presentando alteraciones en el ciclo menstrual y un decaimiento drástico de la 

reserva y función ovárica antes de los 40 años, en muchos casos deriva en 

infertilidad debido a la disminución en los niveles de estrógenos, además que 

puede implicar un riesgo grave a la salud a largo plazo debido a una mayor 

susceptibilidad con problemas cardiovasculares, osteoporosis y deterioro 

cognitivo (Tsiligiannis, S., et al., 2019). 
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En las neuronas KNDy se expresan tres principales péptidos KISS, NKB y DYN, 

el receptor de este último, R-DYN, se encuentra codificado por el gen OPRK1 y 

podría ser considerado como un factor regulador en la síntesis de hormonas 

esteroides sexuales (Dai, M., et al., 2021), por lo que se propone que una 

variación en el gen OPRK1 podría probablemente inducir una alteración en los 

niveles normales de estas hormonas causando POI. 

 

Este proyecto tuvo como finalidad determinar e identificar variantes genéticas o 

mutaciones en el gen OPRK1 en  pacientes diagnosticados clínicamente con 

POI y con una etiología molecular desconocida, por lo que fue necesaria 

la  participación de 14 pacientes femeninas con diagnóstico de POI idiopático 

menores de 40  años; sin padecimientos de enfermedades genéticas, anomalías 

cromosómicas, enfermedades autoinmunes, que estuviesen o hayan estado bajo 

tratamiento contra  cáncer, con obesidad o que presentaran adicción al tabaco, 

así como de 100 controles  sanos.  

 

El método empleado de tamizaje genético por PCR-SSCP nos permitió observar 

de forma rápida, sencilla y específica las variantes genéticas (Inglés, et al., 2018) 

que se presentan en el gen OPRK1 de pacientes con POI y permitiendo 

comparar entre más de dos muestras de forma simultánea si existía algún 

cambio en su secuencia de manera general; y así evitar en medida de lo posible 

la secuenciación masiva de las muestras y por consiguiente reducir costos y 

tiempos de análisis. Esta técnica al basarse en la migración electroforética en 

geles de agarosa y geles no desnaturalizantes de poliacrilamida, nos permite 

analizar las hebras de DNA según la estructura secundaria que adopten y es 

dependiente únicamente de su secuencia nucleotídica. Por lo tanto, al existir una 

movilidad electroforética distinta en el DNA de las pacientes en comparación con 

una muestra de DNA sin padecimientos clínicos (control sano) es indicativo de 

la presencia de una diferencia puntual en las secuencias (Ramírez, A., et al. 

2013). 

 

Los resultados obtenidos en este proyecto evidenciaron que en una de las 

pacientes se observaba una variante c.36G>T que codifica para un cambio 

sinónimo (p.Pro12=), por lo tanto no se generó un cambio en la cadena de 
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aminoácidos del receptor para DYN. Anteriormente, este tipo de variantes no 

habían recibido la debida atención debido a que estas variantes no afectan a la 

estructura o conformación de las proteínas (Sharma, Y., et al., 2019). Sin 

embargo, estudios recientes han descrito que las variantes sinónimas pueden 

influir en el estructura y estabilidad, plegamiento e incluso la traducción del RNA; 

por lo que son factores importantes en algunas enfermedades y tienen relevancia 

en la práctica clínica (Sauna, Z. E., & Kimchi-Sarfaty, C., 2011). En una revisión 

reciente se reportan tres casos en que variantes sinónimas pueden verse 

relacionadas a enfermedades, las cuales son: 1) variantes sinónimas en el gen 

MECP2 crean sitios donadores de empalme prematuro, lo que altera su 

plegamiento causando el síndrome de Rett; 2) la variante ΔF508 del gen CFTR 

provoca una alteración en su estructura secundaria lo cual ocasiona casos 

clínicos de fibrosis quística; 3) alteraciones en el sitio de unión de los microRNAs 

del gen IRGM aumentan la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn (defensa 

frente a infecciones) por xenofagia desregulada  (Hunt,  R.C. & Kimchi-Sarfaty, 

C., 2022). De igual manera existen investigaciones que evidencian que no en 

todos los casos este tipo de variantes terminan en un cuadro patológico, cómo 

lo reportaron Martínez, G.A., Vásquez, J.A. y Cruz, C.S. en su artículo enfocado 

en la psiquiatría genética en la que revisaron distintos estudios de GWAS 

asociados a trastornos psiquiátricos como el trastorno bipolar, esquizofrenia, 

autismo, entre otros. En él concluyen que existe una gran variabilidad genética 

en la población como para extrapolar resultados al comparar distintos grupo 

étnicos, ya que se han descrito distintas variaciones que no en todos los grupos 

derivan en algún tipo de trastorno (Martínez, G.A., et al., 2010); tomando en 

cuenta ambas perspectivas se realizó el estudio de genotipificación para 

confirmar o descartar que la variante descrita no formara parte de la variabilidad 

genética normal del genoma humano en la población. 

 

En este proyecto se requirió llevar a cabo un análisis comparativo entre 14 

muestras de pacientes con POI y 100 controles sanos mediante el equilibrio 

Hardy-Weinberg y el método de χ2. Los datos indicaron que efectivamente la 

variante descrita forma parte de la variabilidad genética normal, por lo que no se 

le podría vincular como causante de la POI. Este tipo de variantes sinónimas o 

silenciosas sin consecuencias clínicas ha sido reportado previamente para 
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diferentes genes (Mares, L., et al., 2020, Ruiz, A. & Ramos, L., 2024). En la 

literatura, se han identificado variantes para el gen OPRK1 asociadas con 

susceptibilidad a la dependencia hacia diferentes sustancias de abuso como el 

alcohol y los opioides (Albonaim, A., et al., 2017, Özkan, S., et al., 2023 & 

Edenberg, H.J., et al., 2008); así mismo, se ha reportado un aumento de la 

expresión del R-DYN en personas con trastorno depresivo mayor (Zhukovsky, 

P., et al., 2024) así como en pacientes que sufren pre-eclampsia (Wang, Y., et 

al., 2022), lo que lleva a sospechar que la vía de regulación por parte de las 

neuronas KNDy podría estar destinada a desempeñar tareas de mayor prioridad 

en un ámbito distinto a la regulación de la esteroidogénesis, cumpliendo un papel 

aún desconocido en la regulación hormonal.  
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7. CONCLUSIONES 
 

A partir de los resultados presentados es posible apreciar que existe la presencia 

de una alteración en la secuencia nucleotídica del gen OPRK1 en 1 de las 14 

pacientes con diagnóstico de POI idiopático; sin embargo, a través del análisis 

de genotipificación por el método del equilibrio Hardy-Weinberg y el análisis 

estadístico por el método de χ2 se concluye que estas variantes genéticas 

puntuales no son significativas; al no existir evidencia que vincule esta variante 

a la causalidad de la POI, se podría hipotetizar que representa únicamente una 

variante normal en el genoma del humano. 

 

 A pesar de estos hallazgos moleculares, no se descarta la idea de que este gen 

pueda tener alguna relación con la etiología de la POI aunque posiblemente de 

manera indirecta, ya que se ha demostrado que juega un papel importante en la 

regulación de la liberación de GnRH, con ello, se abre el campo de la 

investigación hacia otros puntos de la regulación ejercida por las neuronas KNDy 

y particularmente de la actividad del receptor de dinorfina en estas vías.  
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8. PERSPECTIVAS 
 

Rediseñar el estudio con un mayor número de pacientes nos permitiría realizar 

conclusiones más acertadas, así mismo facilitaría el hecho de vincular algún 

factor genético a los pacientes diagnosticados con POI idiopático.  

 

A partir de lo obtenido en este proyecto se propone estudiar otras vías de 

regulación por parte de las neuronas KNDy y trabajar distintos genes con posible 

asociación a la patología, esperando encontrar una posible relación para el 

diagnóstico de las pacientes. 

 

Realizar investigaciones en genes tales como GnRH, GnRHR, FSH, FSHR, LH, 

y LHR relacionados a enfermedades nos permitirá avanzar para mejorar y 

conseguir el desarrollo de terapias génicas accesibles y poder combatir estas 

enfermedades que afectan a distintos grupos de la población.  
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ANEXO I. Carta de consentimiento informado. 
 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL 

PROYECTO:  

ETIOLOGÍA MOLECULAR EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA OVÁRICA 

PRIMARIA (POI) 

 

30-ENERO-2020 VERSIÓN 1  

 

Investigador principal: Dr. Luis Ramos Tavera. 
Dirección del investigador: Departamento de Biología de la Reproducción. 
Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24 
horas):    54870900 (ext. 2423); 55-39-12-56-55. 
Versión del consentimiento informado y fecha de su preparación: Versión 1; 
04/05/2018. 
(Número de referencia: BRE-3594-21-24-1) 

 

INTRODUCCIÓN: 

Este documento es una invitación a participar en un estudio de investigación del 
Instituto. Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; 
pregunte al investigador sobre cualquier duda que tenga. 

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere 
participar o no como sujeto de investigación en este proyecto. El investigador le debe 
explicar ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningún tipo de presión y 
usted tendrá todo el tiempo que requiera para pensar, solo o con quien usted 
decida consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera que sea su 
decisión no tendrá efecto alguno sobre su atención médica en el Instituto.  

Con el fin de tomar una decisión verdaderamente informada sobre si acepta participar o 
no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles 
riesgos y beneficios a su salud al participar. Este documento le dará información 
detallada acerca del estudio de investigación, la cual podrá comentar quien usted quiera, 
por ejemplo, un familiar, su médico tratante, el investigador principal de este estudio o 
con algún miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leída y entendida esta 
información, se le invitará a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna 
presión o intimidación, se le invitará a firmar este consentimiento informado.  

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el 
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud, la 
Declaración de Helsinki, y a las Buenas Prácticas Clínicas emitidas por la Comisión 
Nacional de Bioética.  

Al final de la explicación, usted debe entender los puntos siguientes: 

I. La justificación y los objetivos de la investigación.  
II. Los procedimientos que se utilizarán y su propósito, incluyendo la 

identificación de qué son procedimientos experimentales. 
III. Los riesgos o molestias previstos. 
IV. Los beneficios que se pueden observar.  
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V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted 
VI. Garantía para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda 

sobre los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados 
con la investigación y el tratamiento de la materia. 

VII. La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y 
dejar de participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atención y el 
tratamiento en el Instituto. 

VIII. La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se 
mantendrá la confidencialidad de la información relativa a su privacidad. 

IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la información actualizada 
que pueda ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su 
disposición para continuar con su participación. 

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensación a que legalmente 
tiene derecho, en el caso de que ocurran daños causados directamente por 
la investigación. 

 

Puede solicitar más tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una 
decisión final en los días futuros. 

 

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y 
DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO 

Estimado(a) Sr(a). 
_________________________________________________________________ 

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ), a 
través del grupo de investigación, le invitan a participar como sujeto de investigación en 
este estudio que tiene como objetivo: caracterizar la contribución de genes asociados a 
POI e identificar las etiologías moleculares y bases biológicas de POI. 

Su participación en el estudio tendrá una duración de 10 minutos. 

El número aproximado de participantes será: 20. 

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes características: Ser un 
individuo sano. 
 
PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO 
Su participación en el estudio consiste en tomarle una muestra sanguínea de 10 mililitros 
en una sola ocasión. 

Las intervenciones experimentales propuestas incluyen la obtención de DNA a partir de 
sangre periférica para determinar la presencia de variantes genéticas mencionada. 
 
RIESGOS E INCONVENIENTES 
El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud, 
señala que la obtención de muestras biológicas representa un riesgo mínimo dentro de 
la investigación. Los riesgos de la toma de muestra sanguínea son: posibilidad de 
sangrado ligero o moretón en el sitio de la punción, mareo o sensación de desmayo y 
raramente puede producirse punción arterial. El personal que extraerá la muestra 
sanguínea está entrenado para ello, lo que minimizará los riesgos de complicaciones. 

Los datos acerca de su identidad y su información médica no serán revelados en ningún 
momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recolección de datos clínicos usted no 
enfrenta riesgos mayores a los relativos a la protección de la confidencialidad la cual 
será protegida mediante la codificación de las muestras y de su información. 
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BENEFICIOS POTENCIALES 
Este estudio no está diseñado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la búsqueda 
de alteraciones en genes asociados a POI, podría permitir el diagnóstico molecular, 
asesoramiento genético e información sobre la salud reproductiva a las pacientes y 
familiares. Además, gracias a su participación altruista, su comunidad se puede 
beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta complicación 
médica. 
 
CONSIDERACIONES ECONÓMICAS 
No se cobrará ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hará pago alguno.  
 
COMPENSACION  
Si llegara a presentarse alguna complicación como resultado directo de su participación 
en este estudio, por parte del protocolo le proporcionaremos el tratamiento inmediato y 
lo referiremos, si lo amerita, al especialista médico que requiera.  
 
ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACIÓN:  

Su participación es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el 
estudio.  
 
POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:  
Los resultados o materiales obtenidos en el estudio serán propiedad del INCMNSZ. Si 
un producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo será 
propiedad del Instituto o quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibirá un 
beneficio financiero por el mismo. 
 
ACCIONES A SEGUIR DESPUÉS DEL TÉRMINO DEL ESTUDIO: 
Usted puede solicitar los resultados de sus exámenes clínicos y de las conclusiones del 
estudio a la Dr. Luis Ramos Tavera INCMNSZ (tel. 54870900 ext. 2423). La 
investigación es un proceso largo y complejo. El obtener los resultados finales del 
proyecto puede tomar varios meses.  
 
PARTICIPACIÓN Y RETIRO DEL ESTUDIO:  
Recuerde que su participación es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su 
relación habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atención médica o 
cualquier servicio al que tenga derecho no se verán afectados. Si decide participar, tiene 
la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participación en cualquier 
momento sin perjudicar su atención en el INCMNSZ. Se le informará a tiempo si se 
obtiene nueva información que pueda afectar su decisión para continuar en el estudio. 
El estudio puede darse por terminado en forma prematura si usted lo decide. 
 
CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACIÓN  
Su nombre no será usado en ninguno de los reportes públicos del estudio. Las muestras 
biológicas obtenidas no contendrán ninguna información personal y serán codificadas 
con un número de serie para evitar cualquier posibilidad de identificación. Por 
disposición legal, las muestras biológicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como 
residuos peligrosos biológico-infecciosos y por esta razón durante el curso de la 
investigación su muestra no podrá serle devuelta. Es posible que sus muestras 
biológicas, así como su información médica y/o genética, puedan ser usadas para otros 
proyectos de investigación análogos relacionados con la enfermedad en estudio. No 
podrán ser usados para estudios de investigación que estén relacionados con 
condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberán ser 
sometidos a aprobación por un Comité de Ética. Sus muestras podrán ser almacenadas 
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por los investigadores hasta por 20 años. 

Los códigos que identifican su muestra estarán sólo disponibles a los investigadores 
titulares, quienes están obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos códigos 
serán guardados en un archivero con llave. Sólo los investigadores tendrán acceso a 
ellos. El personal del estudio (monitores o auditores) podrá tener acceso a la información 
de los participantes. 

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su 
participación en el estudio, su confidencialidad será protegida como lo marca la ley, 
asignando códigos a su información. El código es un número de identificación que no 
incluye datos personales. Ninguna información sobre su persona será compartida con 
otros sin su autorización, excepto: 

 -Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una 
lesión y requiere tratamiento de emergencia); o 

-Es solicitado por la ley. 

Si usted decide retirarse del estudio, podrá solicitar el retiro y destrucción de su material 
biológico y de su información. Todas las hojas de recolección de datos serán guardadas 
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendrán 
acceso a los datos que tienen su nombre. Si así lo desea, usted deberá contactar al Dr. 
Luis Ramos Tavera y expresar su decisión por escrito. 

El Comité de Ética en Investigación del INCMNSZ aprobó la realización de este estudio. 
Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigación en 
humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos información que consideremos 
importante para su salud, consultaremos con el Comité de Ética en Investigación para 
decidir la mejor forma de darle esta información a usted y a su médico. Además, le 
solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle 
información que podría ser relevante para el desarrollo de este proyecto. 

Los datos científicos obtenidos como parte de este estudio podrían ser utilizados en 
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra información personal serán 
eliminados antes de usar los datos.  

Si usted lo solicita su médico de cabecera será informado sobre su participación en el 
estudio. 

 

Para estudios genéticos: 

Por su participación en el estudio, podría ser necesario contactar a los miembros de su 
familia. Sus familiares no serán contactados sin su permiso.  

Su material genético no será usado con fines distintos a los mencionados en este 
documento. Si se tienen células, éstas no se utilizarán para la creación de líneas 
celulares inmortales. Si el investigador desea usarlos con fines distintos, deberá 
notificárselo y solicitarle su firma en un documento similar al que usted está leyendo, 
además de contar con la aprobación del Comité de Ética en Investigación. 

Los resultados de estudios genéticos podrían ser causa de discriminación para las 
personas que tengan alguna anormalidad que los predisponga a una enfermedad. 
Tomaremos las precauciones y acciones necesarias para evitar que su información sea 
conocida por terceros que pudieran tomar acciones discriminatorias contra usted. 
Los resultados de los estudios genéticos no serán incluidos en su expediente del 
Instituto, a menos que tengan implicaciones para su tratamiento. 
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IDENTIFICACIÓN DE LOS INVESTIGADORES:  
En caso de que usted sufra un daño relacionado al estudio, por favor póngase en 
contacto con la Q.F.B. Lizette Mares Gómez en el INCMNSZ (teléfono: 54870900 ext. 
2423).  

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con el Dr. Luis 
Ramos Tavera en el INCMNSZ (teléfono: 54870900 ext. 2423).  

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede 
hablar con el Presidente del Comité de Ética en Investigación del INCMNSZ (Dr. Arturo 
Galindo Fraga, teléfono: 54870900 ext. 6101). 

  

DECLARACIÓN DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO 

He leído con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que 
he tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el 
estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:  

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos 
generales, particulares del reclutamiento y los posibles daños e inconvenientes me han 
sido explicados a mi entera satisfacción.  

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mi muestra sanguínea y DNA para ser 
utilizadas en este estudio. Así mismo, mi información médica y biológica podrá ser 
utilizada con los mismos fines. 

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el 
proyecto requiere colectar información adicional o si encuentran información relevante 
para mi salud. 

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado. 

Por favor responda las siguientes preguntas: 

  SÍ 

(marque 
por 
favor) 

NO 

(marque 
por 
favor) 

a. ¿Ha leído y entendido el formato de consentimiento informado, en su 
lengua materna? 

  

b. ¿Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este 
estudio? 

  

c. ¿Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas?   

d. ¿Ha recibido suficiente información acerca del estudio y ha tenido el 
tiempo suficiente para tomar la decisión? 

  

e. ¿Entiende usted que su participación es voluntaria y que es libre de 
suspender su participación en este estudio en cualquier momento sin 
tener que justificar su decisión y sin que esto afecte su atención 
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma 
tenga derecho? 

  

f. ¿Entiende que puede no recibir algún beneficio directo de participar 
en este estudio? 

  

g. ¿Entiende que no está renunciando a ninguno de sus derechos 
legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un 

  
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  SÍ 

(marque 
por 
favor) 

NO 

(marque 
por 
favor) 

estudio de investigación? 

h. ¿Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del 
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que usted no siguió 
los requerimientos del estudio o si el médico participante en el 
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés? 

  

i. ¿Entiende que usted recibirá un original firmado y fechado de esta 
Forma de Consentimiento para sus registros personales? 

  

 

Declaración de la paciente: Yo, ________________________________________ 
declaro que es mi decisión participar como sujeto de investigación clínica en el 
estudio. Mi participación es voluntaria.   

Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participación en 
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. 
Si suspendo mi participación, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo 
derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán 
(INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atención médica ni en futuros estudios de 
investigación. Yo puedo solicitar información adicional acerca de los riesgos o 
beneficios potenciales derivados de mi participación en este estudio. También puedo 
obtener los resultados de mis exámenes clínicos si así los solicito.  

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Q.F.B. Lizette 
Mares Gómez, tel. 54870900. Ext. 2423.  

Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por 
ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la 
ciudad donde resido, tan pronto como sea posible.  

He leído y entendido toda la información que me han dado sobre mi participación en el 
estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las 
preguntas han sido respondidas a mi satisfacción. He entendido que recibiré una copia 
firmada de este consentimiento informado. 

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de 
investigación clínica en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo 
obtener información adicional, o bien, hacer comentarios sobre el desarrollo del 
estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de Ética en 
Investigación del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga, tel: 54870900.  ext. 6101).  

__________________________________               ________________________ 

         Nombre del / de la Participante        Firma del / de la Participante   

_______________________ 

Fecha 

___________________________________   

Coloque la huella digital del participante sobre esta línea si no sabe escribir 
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___________________________________              _________________________    

    Nombre del representante legal (si aplica)      Firma del representante legal 

_______________________ 

Fecha 

____________________________________               _________________________    

Nombre del Investigador               Firma del Investigador 

que explicó el documento   

_______________________ 

Fecha 

__________________________________                _________________________    

        Nombre del Testigo 1                       Firma del Testigo 1 

_______________________         ________________________________________ 

Fecha      Relación con el participante:  

Dirección: 
_____________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

_______________________________                _________________________    

        Nombre del Testigo 2                          Firma del Testigo 2 

_______________________         ________________________________________ 

Fecha      Relación con el participante:  

Dirección: 
_____________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

Lugar y Fecha: 
_____________________________________________________________ 

 

 

(El presente documento es original y consta de 7 páginas) 
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ANEXO II. Aprobación del Proyecto BRE-3594-21-24-1. 
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