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1. RESUMEN

Introduccion La insuficiencia ovarica prematura (POI) es un padecimiento que
abarca un amplio espectro de anomalias clinicas caracterizadas por la pérdida
de la funcion ovarica de forma prematura, a consecuencia de un problema con
el ovario, la hipdfisis o el hipotalamo. Este padecimiento afecta alrededor del 1—
3% de la poblacion femenina menor de 40 afios con un cariotipo normal 46, XX.
Se le relaciona clinicamente con mayor propension 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 nucleo arcuato hipotaldmico), cuya funcion es inhibir la liberacion
pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Objetivo Identificar
y determinar variantes o mutaciones en el gen OPRK1 en pacientes con POI con
etiologia molecular desconocida. Material y métodos Para comprobar la
relacion del gen OPRK1 con POI se estudid la region exdénica empleando el
tamizaje molecular con la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa-
Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla (PCR-SSCP) y secuenciacién
Sanger en muestras de 14 pacientes con POI idiopatico y 100 mujeres sanas
para la identificacion de variantes genéticas. Resultados Los ensayos de PCR
mostraron una ampliacién especifica de las regiones con una talla esperada
entre 200-300 nucledtidos, lo cual descartd inserciones, deleciones o
duplicaciones de gran tamafio. Mediante SSCP se detectd una variacion en la
migracion electroforética del exdn 1 lo que indica una variante genética que fue
determinada por secuenciacion Sanger. La variante genética fue identificada
como ¢.36G>T (p.Prol2=) en una de las pacientes. La variante de un solo
nucleotido se genotipific6 mediante PCR-SSCP en 100 sujetos libres de POl y
se encontrd que sus frecuencias alélicas fueron similares a las del grupo de
pacientes. Conclusion Los estudios realizados en el gen OPRK1 permitieron
identificar una variante genética c.36G>T, sin embargo, no se obtuvo evidencia
gue vincule esta variante a la causalidad de la POI, por lo que puede representar

Gnicamente una variante normal en el genoma humano.

v



7 s IDENTIFICACION Y ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS EN EL GEN OPRK1 EN PACIENTES

CON INSUFICIENCIA OVARICA PREMATURA

2. ANTECEDENTES

2.1 Eje hipotadlamo-hipofisis-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 esta estructurado por tres partes que pueden interactuar fisiol6gicamente
para mantener la homeostasis del eje mediante circuitos de retroalimentacion
positiva y negativa (Araujo et al., 2020). Inicialmente se encuentra el hipotalamo,
glandula 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 actian sobre las células gonadotropas hipofisarias
ubicadas en la hipofisis anterior o adenohipofisis, 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 funcion del
estimulo y de los pulsos de GnRH (Romeu, et al.,, 2016). Por ultimo, en las
gonadas femeninas u ovarios, la FSH y la LH actian sobre las células de la
granulosa y la teca para estimular la foliculogénesis, que da lugar a la ovulacion,
y la produccion de diversos esteroides sexuales (estrogenos, progesterona y
androgenos), péptidos gonadales (activina, inhibina y folistatina) y factores de
crecimiento (Figura 1). Estos factores retroalimentan el eje hipotalamo-hipéfisis
con el objetivo de inhibir o aumentar la secrecion de GnRH y gonadotropinas
(Potau & Carrefio, 2007).

En las gbnadas femeninas u ovarios se ha descrito la presencia de dos regiones
anatomicas esenciales: la médula central y el cértex externo (Valdez & Garcia,
2017). La médula es la porcién central y se compone por tejido conectivo laxo,
donde se encuentran incorporados los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y
los nervios (Silva, et al., 2020). Por otro lado, el cortex externo esta formado por
células germinales (ovocitos) rodeados por complejos celulares en el estroma,
donde se forman los foliculos ovaricos, recubiertos por epitelio germinal (Filipiak,
et al., 2016). El cortex ovarico es de importancia biologica, ya que en esta
estructura ocurren la mayoria de los cambios asociados con el funcionamiento

de la gbénada. Sus estructuras fundamentales son los foliculos ovaricos,

_9-
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complejas unidades funcionales y anatdmicas, con la funcién principal de
formacion y manutencién de un ovocito competente, que es liberado mediante la
ovulacion (Barrios de Tomasi, et al., 2012). Las células germinales van a
presentar cambios en su organizacién y composicion segun el grado de
diferenciacion y desarrollo de los ovocitos que contengan. Relaciondndose
estrechamente con las funciones desempefiadas por el ovario. La produccion de
los gametos femeninos para su posible fecundacion y la produccién y secrecion

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

@ Hipotalamo

|

&
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Figura 1. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. Representacion de la via por la que
interactian las tres partes del eje: Iniciando por la secrecion de GnRH en
hipotalamo estimulando la sintesis y liberacion de FSH y LH en hip&fisis y finaliza
en la sintesis y secrecion de las hormonas esteroides sexuales, péptidos
gonadales y factores de crecimiento en el ovario. GhnRH. Hormona liberadora de
gonadotropinas. FSH. Hormona foliculoestimulante. LH. Hormona luteinizante.
(Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal, Departamento de
Biologia de la Reproducciéon, INCMNSZ).

Factores de
arecimiento

-10 -
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2.2 Foliculogénesis

En el ovario se encuentran los foliculos, que constituyen las unidades funcionales
bésicas de la gonada femenina. Son estructuras especializadas que se encargan
de la produccion y crecimiento de los ovocitos (Hsueh, et al., 2015). Su proceso
de desarrollo ocurre en el cortex ovarico, durante el cual los foliculos sufren
distintas transformaciones que permiten al ovario cumplir dos funciones
principales: la sintesis de hormonas esteroides, que coadyuvan a la maduracion
y crecimiento del ovocito contenido en cada foliculo (Fiorentino, et al., 2022).
Estos dos procesos tienen la finalidad de desencadenar los mecanismos de

ovulacion y promover una posible fecundacion (Ventura & Hernandez, 2019).

La foliculogénesis inicia desde la vida fetal y esta dividida en distintos estadios
(Figura 2). Inicialmente se forman los foliculos primordiales, conformados
Gnicamente por un ovocito primario y células foliculares. Los foliculos son
reclutados hacia un almacén en crecimiento dénde pasan por una serie de
mecanismos de proliferacion y diferenciacion para ser transformados en foliculos
pre-antrales mediante una regulacion autocrina/paracrina la cual es controlada
por factores de crecimiento (independiente de gonadotropinas) locales (Hsue, et
al., 2015).

Al iniciar la pubertad ocurre la seleccion y crecimiento del foliculo de Graaf
(preovulatorio). Su maduracion es regulada principalmente por la LH y la FSH,
asimismo multiples factores de crecimiento locales participan en la regulacion
positiva y negativa de la foliculogénesis, la ovulacion y la luteogénesis (Filipiak,
et al., 2016). Este foliculo madura lo suficiente culminando en su rompimiento y
liberacion del ovocito para ser transportado al interior del Utero y estar disponible
para una posible fecundacion. Si este foliculo no madura lo suficiente puede
sufrir atresia, que se caracteriza por cambios morfologicos e histolégicos que
conllevan a defectos en las funciones de los foliculos y culmina en apoptosis
celular (Ascona, 2013). A partir de los restos del foliculo maduro se forma el
cuerpo luteo, que sera responsable de la produccion y secrecién de hormonas
esteroides sexuales durante la fase post-ovulatoria del ciclo menstrual. Si no se

lleva a cabo la fecundacion, ocurre la regresion del cuerpo Iuteo en la que los

-11 -
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niveles de hormonas esteroides sexuales disminuyen permitiendo que ocurra

otra ovulacion y una nueva oportunidad de fecundacion (Aréchiga, et al., 2019).

Regresion del Cuerpo

cuerpo liteo \ / Iiteo

Foliculo 0 s
primordial )g

Liberacion
Foliculo del ovocito

pre-antral

Foliculo de .
DeGraaf S
Foliculo

atrésico

Figura 2. Foliculogénesis. Representacion de los distintos estadios de la
foliculogénesis que ocurre en el cértex ovarico. Abarcando desde la formacion
del foliculo primordial hasta la regresion del cuerpo luteo y considerando las dos
vias para el foliculo de Graaf, atresia y liberacion del ovocito. (Imagen elaborada
en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal, Departamento de Biologia de la
Reproduccion, INCMNSZ).

-12 -
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2.3 Hormonas sexuales femeninas

Estudios previos han determinado y caracterizado el papel biolégico que
desempeiian los esteroides sexuales en el control de las actividades del eje HHO
y de los procesos coémo la reproduccion, diferenciacién y determinacion sexual,
metabolismo, respuesta inmune, osmorregulacion, ritmos circadianos,
sefalizacion de feromonas y apareamiento (Nieto, et al., 2020). Los ovarios son
los responsables de la produccion de las hormonas esteroides sexuales en la
vida reproductiva femenina, por lo que conservar los niveles fisiologicos
normales es importante para la reproduccion y la salud somaética

(Damdimopoulou, et al., 2019).

Las hormonas esteroides sexuales como los andrégenos, estrégenos y
progesterona (P4) son sintetizados principalmente en las glandulas
suprarrenales y las gonadas (Almaraz, et al., 2003). En el sexo femenino, las
hormonas esteroides sexuales principales son la P4 y los estrégenos [estrona
(E1), estradiol (E2) y estriol (E3)] que regulan numerosos procesos fisioldgicos,
como el crecimiento celular, el desarrollo, la regulacion de genes especificos del
tracto reproductivo, el mantenimiento del metabolismo éseo y la regulacion del
sistema inmunoldgico (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 concentracion en niveles optimos es de vital importancia, ya que
son necesarios para mantener la homedéstasis fisiolégica, permitiendo que
distintos 6rganos cémo los ovarios, el corazén, el cerebro y los huesos, realicen

sus funciones y mantengan su composicion y morfologia adecuada.

Los estr6genos son responsables del desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios y cumplen un papel importante en la funcidon reproductiva femenina.
Junto con la hormona del crecimiento, regulan el crecimiento y desarrollo de la

composicién corporal especifica de cada sexo (Leung, et al., 2004).

-13 -
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Por su parte, la P4, es sintetizada principalmente en los ovarios, la placenta y las
glandulas suprarrenales, siendo en ovario las células teca-luteinicas las
principales productoras (Buitron, et al., 2017). La funcion de la P4 radica en
regular mudltiples funciones como la conducta sexual, el embarazo, la
neuroproteccion y la inmunoproteccion (Kolatorova, et al., 2022). Durante la
segunda fase del ciclo menstrual contrarresta los cambios endometriales
inducidos por los estrogenos e induce la preparacion del endometrio para la
implantacion embrionaria durante el embarazo, permitiendo la transicion de la

fase proliferativa a la secretora (Taraborrelli, 2015).

La biosintesis de hormonas esteroides sexuales es denominada
esteroidogénesis y es una ruta esencial en donde se lleva a cabo la conversién
del colesterol mediante hidroxiesteroide deshidrogenasas y enzimas oxidativas
como los citocromos P450 (Leodn, 2022) (Figura 3). La esteroidogénesis es
regulada principalmente a través de la via de la Proteina Cinasa A (PKA). Esta
ruta es un mecanismo dependiente del adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
generado por la activacion de la adenilato ciclasa (AC) y ademas por la unién de
las gonadotropinas a sus respectivos receptores acoplados a proteina G. La PKA
cumple con la funcion de fosforilar proteinas involucradas en el transporte de
colesterol (Steroidogenic acute regulatory protein, StAR) durante el proceso de
esteroidogénesis (Gomez, et al., 2012).

La estimulacion de su cascada de sefializacién ejerce dos tipos de respuesta,
aguda y crénica segun el tiempo de respuesta. La respuesta aguda promueve la
rapida conversion de colesterol a pregnenolona mediante la enzima de escisién
de la cadena lateral del colesterol (P450scc), ubicada en la mitocondria y
causando una sintesis rapida de nuevos esteroides (Miller & Bose, 2011).
Mientras que, la respuesta cronica afecta a nivel de la transcripcién de genes,
induciendo enzimas esteroidogénicas e incrementando la capacidad sintética

celular de esteroides (Hu, et al., 2010).
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Figura 3. Sintesis de esteroides sexuales femeninos. Solo se muestran las
estructuras de los esteroides femeninos mas importantes, los estrégenos
[Estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3)] y progesterona (P4), asi como el
colesterol y la pregnenolona, implicadas en el primer paso de la
esteroidogénesis. Las enzimas involucradas estan indicadas por 1) Citocromo
P450 scc, 2) 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3) 17a-hidroxilasa, 4) C17-20-
liasa, 5) 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 6) Aromatasa y 7) 16a-
hidroxilasa. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal,
Departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ).
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2.4 Insuficiencia ovarica prematura

La POI es definida clinicamente como un tipo de hipogonadismo
hipergonadotrépico en mujeres menores de 40 afios 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 afios (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 hipdfisis o
el hipotdlamo. Alrededor del 1-3% de mujeres menores de 40 afios presentan
este padecimiento, siendo menos comun en mujeres mas jovenes (Chelsom, et
al., 2022), 0.1% en mujeres menores de 30 afios y 0.01% en mujeres menores
de 20 afos. Algunos estudios indican que la prevalencia puede variar segun
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, disminucién en la
funcién y reserva ovarica, asi como de los niveles de estrégenos. En gran parte
de los casos provoca infertilidad, debido principalmente a la deficiencia de
estrogenos (Ishizuka, 2021). A largo plazo puede asociarse con un incremento
en el riesgo de padecer trastornos cardiovasculares, osteoporosis, atrofia
vulvovaginal, deterioro cognitivo y una reduccién general de la expectativa de
vida (Tsiligiannis, et al., 2019). Gran parte de las pacientes presentan la
sintomatologia de menopausia temprana (MT) como sofocos, sudores
nocturnos, dispareunia y problemas del suefio, que derivan a un deterioro en el
estado de animo, desempefio laboral, en algunos casos en depresion y
reduccion 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 periodos menstruales intermitentes e incluso concebir
después del diagndéstico, mientras que las mujeres con MT, no. Ademas, las
pacientes con POI pueden presentar estos sintomas desde la adolescencia
(Hamoda & Sharma, 2024).
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Para un diagnostico 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 afios y una
confirmacion bioquimica 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,
gue superen valores de 40 UI/L, siendo estos caracteristicos de la enfermedad.
De igual forma se recomienda evaluar la actividad de las glandulas suprarrenales
y de la tiroides para descartar que parte de la sintomatologia sea derivada de

algun 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
anomalias cromosoémicas, como es el caso del sindrome de X fragil o el sindrome
de Turner (Rebar, 2008); enfermedades autoinmunes como la tiroiditis y la
enfermedad de Addison (Nelson, 2009); causas iatrogénicas como cirugias,
radioterapias y quimioterapias (Welt, 2008); trastornos metabdlicos y la
exposicidon a algunos xenobiodticos ambientales como productos quimicos, virus,
toxinas y pesticidas (Vujovi¢, 2009). Entre el 74-90% de los casos de POI son

idiopaticas o causas desconocidas (Vujovi¢, et al., 2012).

Distintos factores parecen indicar un aumento en la propension 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 cancer con radioterapias y/o

guimioterapias.

Actualmente se realizan distintas investigaciones sobre la relacion de la POI con
problemas de los foliculos, como su disfuncidén, funcion inadecuada o
disminucién drastica en su conteo (De Vos, et al., 2010). Derivados de estas
investigaciones se han determinado genes que tienen una posible relacién 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 & Nicolas, 2013, Yang, et al., 2021). Entre los que
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destacan los genes de la subunidad 3 de las gonadotropinas FSHy LH (FSHB y
LHB), asi como sus respectivos receptores (FSHR y LHR) que van a estar
relacionados con el desarrollo de foliculos, espermatogénesis y ovulacion.
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 proteina de unién a Ad4
o factor esteroidogénico 1 (SF-1), es un receptor nuclear y regulador
transcripcional clave en genes involucrados en el desarrollo sexual y
reproduccion, se ha demostrado que cambios en él estan asociados al deterioro
del desarrollo y la funcién ovarica (Lourenco, et al., 2009); el gen FIGLA (Factor
en la Linea 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 regulacion de genes especificos de ovocitos (Huntriss,
et al., 2006); el gen FOXL2, responsable de la regulacién de numerosos genes
gue dan lugar a los foliculos ovaricos. Su funcién esencial es la diferenciacion y
el mantenimiento de los ovarios, asi como la represioén transcripcional de SOX9,
uno de los genes relacionados con la diferenciacibn somatica testicular,
manteniendo la estructura del ovario (Llano, et al., 2022); INHA (Inhibina A),
hormona glucoproteica que patrticipa en el control de retroalimentacién negativa
de la secrecién de FSH (Messinis, et al., 2014); y el gen GDF9 (Factor de
Diferenciacién del Crecimiento 9) es un miembro relevante de la superfamilia
TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante Beta), que codifican proteinas que
contribuyen a crear un entorno que favorece la seleccion y crecimiento de
foliculos, 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 mamiferos, el ndcleo arcuato hipotalamico (ARC) contiene un subconjunto de
neuronas que coexpresan tres neuropéptidos importantes en la funcién
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
estan presentes en una gran cantidad de especies, incluidas ratas, ovejas y
humanos (Moore, et al., 2018) y participan en el control de la retroalimentacién
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 clinicos (Lehman, M.N., et al., 2010).

Los tres neuropéptidos coexpresados por KNDy provienen de diferentes genes
gue se expresan como pro-hormonas que pueden ser escindidas a isoformas de
estos péptidos, siendo la mas 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 tamafio 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 end6genos
(Brugos & Hochhaus, 2004) y la Neuroquinina B a las taquininas (Pineda, et al.,
2016).
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Figura 4. Estructura y secuencia de aminoacidos de neuropéptidos de las
neuronas KNDy. Se muestra la secuencia de aminoacidos asi 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 Bioguimica Hormonal, Departamento de Biologia de la
Reproduccion, INCMNSZ; estructura y secuencias extraidas de la base de datos
Uniprot, el 04/10/2024).

Existe evidencia cientifica la cual ha propuesto que la poblacién de neuronas
KNDy en el ARC se encuentran interconectadas y actian de forma sincronizada,
siendo necesarias y suficientes para la liberacion pulsatil de GnRH (Moore, et
al., 2023). Los tres neuropéptidos cumplen una funcién distinta en la regulacion
de la secrecion de GnRH. Se ha reportado que DYN funge como un inhibidor
(Smith & Lee, 1988), mientras que NKB y KISS son estimulantes de la liberacién
de GnRH (Capera & Gémez, 2019, Xie, et al. 2022).

Las evidencias cientificas revelaron que NKB y DYN operan de forma reciproca
para modular fina y diferencialmente la liberacion de KISS y con ello la secrecién
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 induccién en la
liberacion de LH; en cambio, si se inhiben simultaneamente se induce la
secrecion de FSH (Ruiz, et al., 2015).

Actualmente no se ha establecido la via de sefalizacion para la generacion de
pulsos de GnRH por accion de las neuronas KNDy, sin embrago, se ha propuesto
una secuencia hipotética (Figura 5): Inicialmente ocurre la activacion de las

neuronas KNDy y la liberacién 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 unién de KISS con su receptor,
estimulando la liberacién de pulsos de GnRH. Finalmente, las neuronas KNDy
secretan DYN cuando existe un exceso de KISS para la desactivacion del circuito
a través del receptor de DYN (Constantin, 2022).

/\ Neuronas
KNDy

@ _:]

Neurona

GnRH P -\
DYN

K = offp GnRH

Figura 5. Generacion de GnRH a partir de neuronas KNDy. Sefalizacion
paracrina de neuronas KNDy por actividad de sus tres neuropéptidos. NKB.
Neuroquinina B, estimula la liberacion de KISS por parte de otras neuronas
KNDy. KISS. Kisspeptina, promueve la actividad de las neuronas GnRH,
aumentando la produccion de GnRH. DYN. Dinorfina, inhibe a otras neuronas
KNDy cuando existe un exceso de KISS, finalizando el ciclo de sefializaciéon
paracrino. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal,
Departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ).
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2.6 OPRK1

La dinorfina es un neuropéptido enddgeno aislado inicialmente de la pituitaria
porcina con una actividad opioide particularmente potente en la regulacion
hormonal, existen distintas isoformas de distintos tamafios, siendo la mas afin 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 sefalizacion enddégena se lleva
a cabo de manera paracrina sobre otras neuronas a travées de la interaccion con
R-DYN (Coutinho, et al., 2022). Se sabe que la interaccion de DYN/R-DYN
produce una inhibicién de la frecuencia de la liberacidén pulsatil de GnRH, sin
embargo, no se ha esclarecido si esta sefal 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 estéa categorizado como un KOR (Alvarez &
Farré, 2005), el cual forma parte de los receptores acoplados a proteinas G,
especificamente con respuesta de tipo Gio (Han, et al., 2023). Cuando ocurre la
activacion de las proteinas Gino por la unién de su ligando, en este caso la DYN-
A, se inhibe la actividad de la AC disminuyendo la concentracién de AMPc (Ferré,
et al., 2019), resultando en la activacion de los canales de potasio asi como la
inhibicion de los canales de calcio dependientes de voltaje, lo que modula la
actividad neuronal y la transmisién sinéptica (Neves, et al., 2002). Como ya se
ha mencionado, la AC junto con el AMPc estan implicadas en la regulacién de la
esteroidogénesis (Figura 6), la funcion reproductiva y otros efectos evocados
por hormonas, neurotransmisores y diversos ligandos paracrinos (Gémez, et al.,
2012).
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Figura 6. Via de sefializacion del receptor de dinorfina. Activacién de un receptor
KOR por la interaccion con DYN, promoviendo la inhibicién de la AC, lo que
inhibe la produccién de AMPc y la actividad de la PKA encargada de fosforilar
proteinas implicadas en la esteroidogénesis y la transcripcion de una gran
variedad de genes. KOR. Receptor opioide Kappa. DYN. Dinorfina. AC.
Adenilato ciclasa. AMPc. Adenosin Monofosfato ciclico. PKA. Proteina cinasa A.
ATP. Adenosina Trifosfato. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica
Hormonal, Departamento de Biologia de la Reproduccién, INCMNSZ).

R-DYN dentro del genoma humano esta 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 [Exon 1: 257 pb. Exdn 2: 353 pb. Exén 3:
533 pb] (Figura 7) que codifican para 380 aminoacidos (Uniprot, P41145-
OPRK_HUMAN,03-2024). R-DYN presenta 3 dominios: uno extracelular, que al
interactuar con su ligando, la dinorfina A, puede formar heterémeros con otros
receptores como DOR y/o MOR (Dhaliwal & Gupta, 2023), uno transmembrana
que atraviesa la membrana con 7 dominios diferentes de tipo Gio (Han, et al.,
2023) y otro intracelular que es el dominio de union a proteina G responsable de

la sefalizacion de inhibicion de la AC (Ferré, et al., 2019).
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Existen diversos estudios de asociacion 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 sefializacion por la unién
con DYN-A.

8q11.23

I I . Cromosoma 8

OPRK1

4 5-UTR |{Bxen1]intron1[Exon2] mtron2 | Exon3 |

— BRI Ben2 | Bend 1 — 1,143 pb

KOR: 380 aa

Figura 7. OPRK1 y R-DYN. Ubicacion genomica del gen OPRK1. Transcripcion
y traduccion del gen para formar el receptor de dinorfina que es un receptor
opioide tipo kappa (KOR). (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica
Hormonal, Departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ; estructura
de KOR extraida 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 anomalias clinicas
que se caracterizan por la pérdida de la funcion ovéarica adecuada, la padecen
alrededor del 1-3% de la poblacién de mujeres menores de 40 afios con un
cariotipo normal 46, XX, dentro de las que el 74-90% de las pacientes tienen una
etiologia 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 asociacion de mdultiples genes con POI, lo
que ilustra la heterogeneidad genética de esta enfermedad. Estos hallazgos
podrian sugerir una interaccion dindmica entre los genes de las neuronas KNDy
y la disfuncién ovérica. Para comprobar la relacion de uno de estos genes, el gen
OPRK1 con la POI utilizaremos el tamizaje molecular mediante PCR-SSCP, la
secuenciacion Sanger y pacientes con POI-no relacionadas, para las que el
fenotipado clinico y los estudios moleculares no han arrojado previamente un

diagndéstico molecular.
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3.1HIPOTESIS

Las pacientes con hipogonadismo hipergonadotropico asociadas a POI podrian
presentar variantes patogénicas o mutaciones en la region codificante del gen
OPRK1.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 GENERALES

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

etiologia molecular desconocida.

3.2.2 PARTICULARES

1. Analizar la regidén exonica del gen OPRK1 en pacientes con POl y en
poblacién femenina sana con la finalidad de identificar posibles
substituciones/variantes de un solo nucleétido (SNV), inserciones (INS),
deleciones (DEL), inserciones/deleciones (INDEL) o duplicaciones (DUP).

2. Determinar el tipo de variante del gen OPRKL1 en pacientes con POl y

comprobar la alteracion 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

poblacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Participantes

Se seleccionaron 14 pacientes femeninas menores de 40 afios con diagnostico
de POI idiopéatica en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) quiénes aceptaron su participacion mediante un
consentimiento informado, el cual se encuentra anexado al final del presente
trabajo. Para ser seleccionadas las pacientes debian presentar amenorrea
primaria o secundaria por al menos 4 meses, asi como el diagnéstico de POI a
través de una confirmacion bioquimica 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 exclusion fueron pacientes femeninas mayores de 40 afos,
que padezcan enfermedades genéticas, anomalias cromosomicas,
enfermedades autoinmunes, que estén o hayan estado bajo tratamiento contra
cancer, con obesidad o que presenten adiccion al tabaco. El grupo control fue
conformado por 100 pacientes femeninas de origen mexicano menores de 40
afos, que presentaran un buen funcionamiento gonadal y que no cumplieron con
ninguno de los criterios de exclusibn antes mencionados. El proyecto de
Investigacion fue autorizado por el Comité de ética en Investigacion del
INCMNSZ (BRE-3594-21-24-1). El estudio se adhiri6 estrictamente a las
directrices de Helsinki y los principios éticos para la investigacion médica en

seres humanos, incorporando todas las modificaciones recientes.
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4.2 Extraccion de DNA genémico

A las 14 pacientes como a los 100 controles sanos se les tomaron 5 mL de
sangre periférica, se colocaron en tubos conicos de 50 mL con 200 pL de EDTA
0.5 M/pH 8 y se mezclaron por inversion. Las muestras ya mezcladas se
colocaron sobre hielo y se les afiadieron 17.5 mL de solucién fria de sacarosa
tritdbn 2X (sacarosa 0.04 M, Tris-base 0.02 M, MgCl2 0.01 M, Tritdn 100X 2%), se
llevaron a 25 mL con agua estéril, desionizada y destilada (H20dd) y se
mezclaron por inversion. Se pusieron en hielo por 10 minutos mientras se
mezclaban continuamente. Las muestras se centrifugaron (1000 xg/15 minutos/4
°C), se decant6 el sobrenadante obteniéndose un precipitado celular que se lavd
con 5 mL de solucién sacarosa triton 1X con una posterior centrifugacion (1000
Xg/15 min/4 °C). Se volvi6 a decantar para obtener un precipitado el cual se
resuspendié con 3 mL de solucion de lisis nuclear (Tris-base 10 mM, NaCl 400
mM, EDTA disodico 2 mM), 108 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% y
100 pL de proteina cinasa K (5 mg/mL), se mezcld y se colocé en una incubadora
BOEKEL Incubator Shaker Il Modelo 136400 con agitacion suave a 50 °C
durante 2 horas. El contenido de los tubos se transfirid a tubos conicos estériles
de 15 mL y se les afiadié 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 traspasé a tubos cénicos de 15 mL
estériles y se les afiadié dos volimenes de etanol absoluto frio y se mezclé por
inversion hasta observar que el DNA precipitd. El DNA precipitado se extrajo con
una pipeta Pasteur sellada y se lavo el DNA con etanol al 70% durante 30
segundos y se dejé secar adherido a la pipeta Pasteur durante aproximadamente
30 segundos. En tubos de microcentrifuga de 0.5 mL se agregaron 400 pL 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 tenia adherido el DNA y se agité hasta que este
se desprendiera. EI DNA se dejo disolver a temperatura ambiente y finalmente
se cuantifico el DNA en un espectrofotometro Beckman DU 650 verificando
también su pureza. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su

utilizacion.
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4.3 Amplificacion del gen OPRK1 mediante PCR punto final

4.3.1 Disefio de oligonucledtidos

Para cada uno de los 3 exones que conforman el gen OPRK1 se disefiaron
oligonucledtidos especificos empleando el software de IDT PrimerQuest™ Tool
en la pagina https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index (Tabla 1) de tal
forma que se obtuvieran productos de alrededor de 200-300 nucleétidos, por lo

gue fue necesario dividirlos en distintas regiones del exén respectivo (Figura 8).

Tabla 1. Oligonucleétidos disefiados para cada region exénica del gen OPRK1.

. . . . Tamafio del
Exon Oligonucledtidos Secuencia o,
amplicon (pb)

A DR-11 5-CCTGTCCTCGCCTTCCT-3’ 033
DR-12 5-AGTAGACCGCCGTGATGAT-3

B DR-13 5-CAGCAGCGCCTGGTTTC-3’ a1
DR-14 5-CCTGACCCTCACTCCCT-3’

oA DR-21 5-CATTCACCTTATGGGTTGACTTG-3’ o4
DR-22 5-AGGTGAAGATGCTGGTGAAC-3'

8 DR-23 5-GGGATGTGCTGTGCAAGATA-3’ 410
DR-24 5-GGCCTACTCACGCTCAAATTA-3’

an DR-31 5-ACTTTGCAGCCACGGTAATA-3’ 066
DR-32 5-TACGCAGGTTGCGATCTT-3’

a8 DR-33 5-CTGATGATCCTGCGTCTCAAG-3’ 230
DR-34 5-GGATTCAGGCTACTGTTGGTATAG-3’

ac DR-35 5-GCTGCTCTCTCCAGCTATTAC-3’ 260
DR-36 5-CCCGAAGAACTGTACGAAGAC-3’

. DR-37 5-GGGACATCGATGGGATGAATAA-3’ 250
DR-38 5-TAGAGAAGAGGTGCATGTGTTG-3'

* pb. Pares de bases

a7 —» DR-23/24 4—
— DR-13/14 44—
—»DR-11/124— —»DR-21/224— —»DR-

EXON1T ——— 6Nz — QO

Figura 8. Representacion de alineamiento de los oligonucledétidos disefiados. Se
muestra de manera grafica el alineamiento de los oligonucleotidos disefiados con
el software PrimerQuest™ Tool de IDT. Verde. Exon 1. Anaranjado. Exon 2.
Azul. Exon 3. (Imagen elaborada en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal,

Departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ).
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4.3.2 Estandarizacion de condiciones de PCR

Se optimizaron las condiciones de temperatura de alineamiento y concentracion
de MgClz para llevar a cabo la amplificacion por PCR. Para esto se utilizaron
muestras de DNA de control y se realizaron diversas reacciones de PCR (Tablas
2y 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 2.0y 2.5 mM

de MgClz para cada par de oligonucleotidos.

Tabla 2. Volimenes (uL) para PCR a 2.0 mM de MgClo.

No. H.Odd Buffer5X dNTPs Oligo5 Oligo3" MgCl, GoTag 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

*H20dd. Agua desionizada destilada. dNTPs. Nucleétidos trifosfato. GoTaq. Polimerasa. DMSO. Dimetil
sulfoxido. gDNA. DNA gendmico.

Tabla 3. Voliumenes (uL) para PCR a 2.5 mM de MgCl..

No. H.Odd Buffer5X dNTPs Oligo5 Oligo3 MgCl, GoTag DMSO ¢gDNA

1
2 9.9 4.0 0.5 0.5 0.5 20 0.1 1.0 15
3

Mmix 29.7 12.0 15 15 15 6.0 0.3 3.0 4.5

*H20dd. Agua desionizada destilada. dNTPs. Nucleétidos trifosfato. GoTaq. Polimerasa. DMSO. Dimetil
sulfoxido. gDNA. DNA genomico.
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4.3.3 Amplificacion del gen OPRK1 en pacientes y controles sanos.

Se realiz6 la amplificacion 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 POl y
los 100 controles sanos. Para cada una de las reacciones se agregaron 4 pL de
solucién buffer 5X (Promega, Madison, WI, EUA), 0.5 pL de solucién de dNTPs
(10 mM), 0.5 pL de oligonucleétidos 5 (20 uM), 0.5 pL de oligonucleétidos 3" (20
pM), 1.6 6 2.0 pL de MgCl2 25 mM (Promega, Madison, WI, EUA), 0.1 pL de
GoTaq (Promega, Madison, WI, USA), 1.0 uL de DMSO, 1.5 pL de DNA
gendmico y se llevaron a un volumen final de 20 pL por reaccion con H20dd. 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 4y 5.

Tabla 4. Condiciones de PCR.

No. ciclos Condicion 1 Condicion 2 Condicion 3
1 94°C / 3 min
30 94°C/30s 58, 60y 62 °C / 30 segundos 72°C |/ 3 minutos
1 72°C | 3 minutos
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Tabla 5. Valores estandarizados para las PCR.

Ex6n Oligonucleotidos Tamafio c(zl;lI);lmplicén Tem;()otaé;atura I\(/Ingi;:/ll)2
W R = 60 20
B 60 25
i 245 60 25
28 oR.2 310 60 25
A ra 60
®  rag 60
3¢ oR26 260 60 25
3P oR.2% 250 60 25

* pb. Pares de bases. mM. milimolar

Los productos se analizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio (0.5 pg/mL) en TBE 0.5X (TBE 5X: 27.5 g acido bérico, 54.0 g Tris base y
20 mL EDTA 0.5 M). Se carg6 el gel con las muestras adicionadas con una
solucién de carga para DNA y se compararon con un marcador de peso
molecular (MPM) de 100 pb. La electroforesis corrié por una hora a 100 V, al
finalizar se observo el gel en un transiluminador ChemiDoc XRS+ Molécular

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

Las muestras se prepararon para su analisis por la técnica de SSCP mezclando
2 L de los productos amplificados con 13 pL solucién de carga de SSCP (azul
de bromofenol 0.05%, formamida 95% y EDTA 20 mM) y 0.1 pL de solucion de
dCTP marcado en a con 2P (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 caracteristicas 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 migracion electroforética en geles de diferentes densidades. Los
geles se dejaron correr por 18-20 horas a 200-250 V empleando una solucién
de corrida TBE 0.5X. Por ultimo, 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 empled un escaner PMI Personal Molecular Imager™ FX BioRad con el

programa Quantity One.

Tabla 6. Preparacion de geles de poliacrilamida.

Reactivo Gel de poliacrilamida 5.4% Gel de poliacrilamida 8.0 %
Con glicerol Sin glicerol Con glicerol Sin glicerol
H.Odd 35.91 mL 42.91 mL 29.85 mL 36.85 mL
Glicerol 70mL e 70mL -
TBE 5X 14.0 mL 14.0 mL 14.0 mL 14.0 mL
Acrilamida/ 12.6 mL 12.6 mL 18.66 mL 18.66 mL
Bisacrilamida 29:1
Persulfato de 490 pL 490 pL 490 pL 490 pL
amonio 10%
TEMED 24.5 uL 24.5 uL 25.0 uL 25.0 uL

*H,0dd. Agua desionizada destilada. TBE. Tris-Borato-EDTA. TEMED. N-N-N"-N"-tetrametiletilendiamida
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4.5 Purificacion de productos por electroelucion

Se seleccionaron las muestras que por la técnica de SSCP revelaron la
presencia de cambios de conformacién en las cadenas sencillas de DNA
(ssDNA), asi como una de las muestras control que no presentaron dichos
cambios. Se realizd la amplificacion por cuadruplicado de las muestras
seleccionadas siguiendo las condiciones ya descritas en la seccidn
Amplificacién del gen OPRK1 en pacientes y controles sanos, se mezclaron
las alicuotas de reacciones iguales y se cargaron en un gel de agarosa al 1%
con 20 uL de solucion de carga para DNA, se dejo correr la electroforesis por 1
hora a 100 V y se analiz6 en un transiluminador UVP Chromato-vue Modelo TM-
36. Los fragmentos donde se observo la presencia del producto de interés fueron
cortados y extraidos del gel. Cada uno de estos fragmentos se colocaron en una
membrana de didlisis, previamente tratadas con H-0dd y TBE 0.5X, y se les
anadié 300 uL de TBE 0.5X, se dejaron electroeluir por 15 minutos a 100 V. Una
vez finalizada, se transfirid 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 ultimo, el DNA purificado se colect6 en tubos de
microcentrifuga y se verifico su pureza empleando un gel de agarosa al 1% con

las condiciones descritas anteriormente.
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4.6 Secuenciacion Sanger de muestras purificadas

Se utilizé el estuche de secuenciacion BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
y las muestras de DNA purificado. Para cada muestra se realizaron dos
reacciones constituidas por 0.5 yL H20dd. 2.0 yL de BigDye Terminator Reaction
Mix, 1.0 uL de BigDye Solution 5X, 1.0 uL de solucion de oligonucleétido y 1.0
ML de muestra de DNA purificado, en una de las reacciones se afiadio la solucion
de oligonucledtido 5 y en la segunda la soluciéon de oligonucleétido 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 puL de SAM Solution y 10
ML de BigDye XTerminator Solution con agitacion durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 1000 xg por 2 minutos en una
microcentrifuga Eppendorf 5415 C. Para finalizar, se recuperaron los
sobrenadantes y se transfirieron a nuevos tubos de microcentrifuga para ser
analizados en un secuenciador automatizado ABI PRISM™ 310 Genetic

Analyzer Modelo 310 AppliedBiosystems y con el programa Chromas Lite 2.6.
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4.7 Andlisis del equilibrio Hardy-Weinberg y prueba estadistica x?

Se realiz0 la determinacion 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 ecuacion de equilibrio H-W

P +a)’ =p*+2pqg+q° =1

Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
Frecuencia alelo G =p Frecuencia genotipo GG = p?
Frecuencia alelo T =q Frecuencia genotipo GT = 2pq

Frecuencia genotipo TT = g?

Copias del alelo x

Total de alelos en poblacién Individuos que presentan el genotipo

Total de individuos

Copias del alelo x
2 x Total de individuos

Tras obtenerse los valores observados (datos de la muestra) y esperados
(calculados) de las frecuencias genotipicas se realiz6 la prueba estadistica de x?
para compararlas y determinar si se encuentran o no en equilibrio H-W. Cada

uno de los grupos se analizé empleando la siguiente formula:

, Z (0; — E)?

0; = Cada frecuencia observada

E; = Cada frecuencia esperada

Para finalizar, se determind el valor de P empleando la tabla de x? considerando

un nivel de significancia (a) 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 comenzo con la estandarizacion de las condiciones de PCR. Para ello
se realizé la amplificacién de las regiones exdnicas con muestras de controles
sanos con los oligonucleétidos disefiados con un gradiente de temperatura (58
°C, 60 °C, 62 °C) y distintas concentraciones de MgClz (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 regién 1A amplificé con una concentracion
de 2.0 mM de MgCl: (Figura 10), mientras que el resto requiri6 una

concentracion de 2.5 mM de MgClz para una correcta amplificacion.

Teniendo en cuenta las condiciones ya estandarizadas de temperatura y
concentracion de MgClz para la amplificacion de cada region, se llevaron a cabo
las reacciones especificas de amplificacion para cada region 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 observé que todos los productos correspondian
al tamafio esperado de alrededor de 200-300 pb, por lo que se descart6 la

presencia de inserciones, deleciones o duplicaciones de gran tamario.
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1A 1B 2A 2B

- 200 pb
58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C P

3A 3B 3C 3D

300 pb . —
58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C

200 pb
lorm=nar—
VS

0 v G Ty,
58°C 60°C 62°C

Figura 9. Estandarizacion de las condiciones de PCR. Amplificacion de las
regiones exoénicas que conforman el gen OPRK1. A. Regiones de los exones 1
y2a58°C, 60 °Cy 62 °C con 2.5 mM de MgClz. B. Regiones del exon 3 a 58
°C, 60 °Cy 62°C con 2.5 mM de MgClz. C. Region 1A a 58 °C, 60 °Cy 62 °C con
2.0 mM de MgClz.. MPM. Marcador de pesos moleculares escalera de 100 pb.

Figura 10. Imagen representativa de la amplificacion del gen OPRKI.
Amplificacion de la region 1A en pacientes con POI (1-14) y controles (C1y C2)
a 60 °Cy 2.0 mM MgCla.

MPM. Marcador de pesos moleculares, escalera de 100 pb.
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Se realiz6 el analisis 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 a con 3?P. 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. Unicamente
en la region 1A de una de las pacientes se observo una variacion en la migracion
electroforética apreciable en 3 de los 4 sistemas, este cambio fue mas visible en
el gel al 8.0% sin glicerol (Figura 11). Esta variacidn representa un cambio en la
conformacion estructural del ssDNA en dicha region del gen, lo que indica una
variante genética en una paciente. En el resto de las regiones la migracion
electroforética es idéntica en comparacion con las demas muestras y los
controles con los que se comparo, por lo que se descarté la presencia de alguna
variacion en alguna otra region del gen (Figura 12).

1 2 34 5678 9 101112 1314 15 16
BB T ey o - -

. - - - -

Figura 11. Imagen representativa del analisis por la técnica de SSCP. Migracién
electroforética de la regién 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 sefala un cambio en la migracion electroforética de la
muestra del paciente 4 (carril 5).
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Figura 12. Imagen representativa del analisis por la técnica de SSCP. Migracion
electroforética del exdn 2B del OPRK1 en gel de poliacrilamida al 8.0% con
glicerol. Se muestra una ausencia de variacion nucleotidica en la migracion
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 nucleotidica en la muestra
de la paciente con POI que presento la variacion de migracion electroforética, se
purifico y secuencid la region 1A de la paciente, asi como de uno de los controles
sanos. Al compararse ambas secuencias se encontré un cambio de nucledtido
(c.36G>T) en uno de los alelos, que codifica para una mutacién silenciosa
p.Prol2= (Figura 13).

Por dltimo, se realizd la genotipificacion de la variante empleando las 14
muestras de las pacientes con POI idiopatico asi como de los 100 controles
sanos. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas observadas y
esperadas (Tablas 7y 8) y por medio de la prueba estadistica de x2se comprobd
si la poblacion se encontraba en equilibrio H-W.
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Figura 13. Parte de la secuencia de la region 1A del gen OPRKL1. Se presenta
un fragmento de la secuenciacion de la region 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 genotipicas y alélicas observadas en pacientes con POl y

controles sanos.

Pacientes POI (n=14) Controles sanos (n=100)
Genotipos Frecuencias | Frecuencias | Frecuencias | Frecuencias
genotipicas alélicas genotipicas alélicas
GG 0.93 (13) p =0.96 100 p =1.00
GT 0.07 (1) g=0.04 0.00 (0) g =0.00
TT 0.00 (0) 0.00 (0)

*n. Tamafio de muestra. p. Alelo p. g. Alelo q.

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

sanos.
Frecuencias Frecuencias
Genotipos genotipicas (POI) genotipicas
(Controles)

GG 0.922 1.00

GT 0.076 0.00

TT 0.002 0.00

- 4] -



CON INSUFICIENCIA OVARICA PREMATURA

s IDENTIFICACION Y ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS EN EL GEN OPRK1 EN PACIENTES

Tabla 9. Comprobaciéon de equilibrio H-W por andlisis estadistico con x2. Se

empled un nivel de significancia (a) del 0.05.

Poblacién n gl X2 ) & Significativo
Pacientes 14 1 0.00254 3.84 NO
POI
Control 100 1 0.00 3.84 NO

* n. Tamario de muestra. gl. Grados de libertad. X%. Valor de chi cuadrada calculada. X%. Valor de chi

cuadrada de tablas.
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6. DISCUSION

Una regulacion adecuada del eje HHO permite mantener en condiciones éptimas
la actividad ovarica que es necesaria para la diferenciacion sexual y la salud
reproductiva femenina, ya que en este se llevan a cabo procesos que permiten
una posible fecundacion; asimismo el mantenimiento de la homedstasis
fisiolégica de una gran cantidad de 6rganos, entre ellos los huesos, el cerebro y
el corazén (Kodaman, P.H., 2010). Como parte de esta regulacion se encuentra
un subconjunto de neuronas denominadas como neuronas KNDy que han sido
localizadas en el nucleo arcuato hipotalamico de mamiferos (Moore, A.M., et al.,
2018). La actividad interconectada de estas neuronas permite la modulacion de
la generacion de pulsos de GnRH y con ello el control de la liberacion de LH y
FSH, glicoproteinas encargadas de promover la sintesis de las hormonas
esteroides sexuales en los foliculos ovaricos para el mantenimiento y el

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

Se ha reportado que en mujeres existe un numero finito de foliculos ovéricos que
descienden de forma gradual a medida que avanzan sus afios reproductivos
hasta que son deficientes para conseguir reproducirse (Zhu, Q., et al., 2023), sin
implicar un riesgo a su salud en la mayoria de los casos. Las investigaciones
indican que alrededor de los 45-55 afios, la poblacion femenina comienza a
presentar de forma natural una pérdida de la funcion folicular y una disminucién
en los niveles de estrégenos, comunmente 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 ovarica. Aproximadamente el 1-3% de la poblacion padece POI,
presentando alteraciones en el ciclo menstrual y un decaimiento drastico de la
reserva y funcion ovérica antes de los 40 afios, en muchos casos deriva en
infertilidad debido a la disminucion en los niveles de estrogenos, ademas 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 ultimo, R-DYN, se encuentra codificado por el gen OPRK1 y
podria ser considerado como un factor regulador en la sintesis de hormonas
esteroides sexuales (Dai, M., et al., 2021), por lo que se propone que una
variacion en el gen OPRK1 podria probablemente inducir una alteracion 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 clinicamente con
POI y con una etiologia molecular desconocida, por lo que fue necesaria
la participacion de 14 pacientes femeninas con diagnostico de POI idiopatico
menores de 40 afios; sin padecimientos de enfermedades genéticas, anomalias
cromosomicas, enfermedades autoinmunes, que estuviesen o hayan estado bajo
tratamiento contra cancer, con obesidad o que presentaran adiccion al tabaco,

asi como de 100 controles sanos.

El método empleado de tamizaje genético por PCR-SSCP nos permitié observar
de forma rapida, sencilla y especifica las variantes genéticas (Inglés, et al., 2018)
que se presentan en el gen OPRK1 de pacientes con POl y permitiendo
comparar entre mas de dos muestras de forma simultanea si existia algin
cambio en su secuencia de manera general; y asi evitar en medida de lo posible
la secuenciacion masiva de las muestras y por consiguiente reducir costos y
tiempos de analisis. Esta técnica al basarse en la migracion electroforética en
geles de agarosa y geles no desnaturalizantes de poliacrilamida, nos permite
analizar las hebras de DNA segun la estructura secundaria que adopten y es
dependiente Unicamente de su secuencia nucleotidica. Por lo tanto, al existir una
movilidad electroforética distinta en el DNA de las pacientes en comparacion con
una muestra de DNA sin padecimientos clinicos (control sano) es indicativo de
la presencia de una diferencia puntual en las secuencias (Ramirez, A., et al.
2013).

Los resultados obtenidos en este proyecto evidenciaron que en una de las
pacientes se observaba una variante ¢.36G>T que codifica para un cambio
sinobnimo (p.Prol2=), por lo tanto no se generd un cambio en la cadena de
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aminoacidos del receptor para DYN. Anteriormente, este tipo de variantes no
habian recibido la debida atencion debido a que estas variantes no afectan a la
estructura o conformacion de las proteinas (Sharma, Y., et al.,, 2019). Sin
embargo, estudios recientes han descrito que las variantes sinbnimas pueden
influir en el estructura y estabilidad, plegamiento e incluso la traduccién del RNA;
por lo que son factores importantes en algunas enfermedades y tienen relevancia
en la préactica clinica (Sauna, Z. E., & Kimchi-Sarfaty, C., 2011). En una revision
reciente se reportan tres casos en que variantes sinénimas pueden verse
relacionadas a enfermedades, las cuales son: 1) variantes sinébnimas en el gen
MECP2 crean sitios donadores de empalme prematuro, lo que altera su
plegamiento causando el sindrome de Rett; 2) la variante AF508 del gen CFTR
provoca una alteracion en su estructura secundaria lo cual ocasiona casos
clinicos de fibrosis quistica; 3) alteraciones en el sitio de unién 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 patologico, como
lo reportaron Martinez, G.A., Vasquez, J.A. y Cruz, C.S. en su articulo enfocado
en la psiquiatria genética en la que revisaron distintos estudios de GWAS
asociados a trastornos psiquiatricos como el trastorno bipolar, esquizofrenia,
autismo, entre otros. En él concluyen que existe una gran variabilidad genética
en la poblacion como para extrapolar resultados al comparar distintos grupo
étnicos, ya que se han descrito distintas variaciones que no en todos los grupos
derivan en algun tipo de trastorno (Martinez, G.A., et al., 2010); tomando en
cuenta ambas perspectivas se realizé el estudio de genotipificacion para
confirmar o descartar que la variante descrita no formara parte de la variabilidad

genética normal del genoma humano en la poblacién.

En este proyecto se requirio llevar a cabo un analisis comparativo entre 14
muestras de pacientes con POl y 100 controles sanos mediante el equilibrio
Hardy-Weinberg y el método de x2. Los datos indicaron que efectivamente la
variante descrita forma parte de la variabilidad genética normal, por lo que no se
le podria vincular como causante de la POI. Este tipo de variantes sindnimas o

silenciosas sin consecuencias clinicas 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, Ozkan, S., et al., 2023 &
Edenberg, H.J., et al., 2008); asi mismo, se ha reportado un aumento de la
expresion del R-DYN en personas con trastorno depresivo mayor (Zhukovsky,
P., et al., 2024) asi como en pacientes que sufren pre-eclampsia (Wang, Y., et
al., 2022), lo que lleva a sospechar que la via de regulacion por parte de las
neuronas KNDy podria estar destinada a desempenfar tareas de mayor prioridad
en un ambito distinto a la regulacion de la esteroidogénesis, cumpliendo un papel

aun desconocido en la regulacion hormonal.
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7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados es posible apreciar que existe la presencia
de una alteracion en la secuencia nucleotidica del gen OPRK1 en 1 de las 14
pacientes con diagnostico de POI idiopatico; sin embargo, a través del analisis
de genoatipificacion por el método del equilibrio Hardy-Weinberg y el analisis
estadistico por el método de x? 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 podria hipotetizar que representa Gnicamente 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 relacion con la etiologia de la POI aunque posiblemente de
manera indirecta, ya que se ha demostrado que juega un papel importante en la
regulacion de la liberacion de GnRH, con ello, se abre el campo de la
investigacion hacia otros puntos de la regulacion ejercida por las neuronas KNDy
y particularmente de la actividad del receptor de dinorfina en estas vias.
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8. PERSPECTIVAS

Redisefiar el estudio con un mayor nimero de pacientes nos permitiria realizar
conclusiones mas acertadas, asi mismo facilitaria el hecho de vincular algin

factor genético a los pacientes diagnosticados con POI idiopatico.

A partir de lo obtenido en este proyecto se propone estudiar otras vias de
regulacion por parte de las neuronas KNDy y trabajar distintos genes con posible
asociacion a la patologia, esperando encontrar una posible relacion para el

diagndstico de las pacientes.

Realizar investigaciones en genes tales como GnRH, GnRHR, FSH, FSHR, LH,
y LHR relacionados a enfermedades nos permitira avanzar para mejorar y
conseguir el desarrollo de terapias génicas accesibles y poder combatir estas

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

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO:
ETIOLOGIA MOLECULAR EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA OVARICA
PRIMARIA (POI)

(OSMEDICs p

2, 3575 %‘\\; 4
TS 2

INSTITUTO NACIONAL DE .
CIENCIAS MEDICAS 30-ENERO-2020 VERSION 1
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN

Investigador principal: Dr. Luis Ramos Tavera.

Direccion del investigador: Departamento de Biologia de la Reproduccién.
Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24
horas): 54870900 (ext. 2423); 55-39-12-56-55.

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Version 1;
04/05/2018.

(Numero de referencia: BRE-3594-21-24-1)

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacién a participar en un estudio de investigacién 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 investigacion en este proyecto. El investigador le debe
explicar ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presiény
usted tendra todo el tiempo que requiera para pensar, solo o con quien usted
decida consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera que sea su
decision no tendra efecto alguno sobre su atencion médica en el Instituto.

Con el fin de tomar una decisién 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 dard informacion
detallada acerca del estudio de investigacidn, la cual podra comentar quien usted quiera,
por ejemplo, un familiar, su médico tratante, el investigador principal de este estudio o
con algun miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y entendida esta
informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presion o intimidacion, se le invitara 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 Investigacion para la Salud, la
Declaracion de Helsinki, y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision
Nacional de Bioética.

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

l. La justificacién y los objetivos de la investigacion.

Il. Los procedimientos que se utilizaran y su propoésito, incluyendo la
identificacion de qué son procedimientos experimentales.

[l Los riesgos 0 molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.
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V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted

VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda
sobre los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados
con la investigacion 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 atencion y el
tratamiento en el Instituto.

VIIl.  La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se
mantendra la confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.
IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacién actualizada

que pueda ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su
disposicion para continuar con su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente
tiene derecho, en el caso de que ocurran dafios causados directamente por
la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una
decision final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y
DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ), a
través del grupo de investigacion, le invitan a participar como sujeto de investigacion en
este estudio que tiene como objetivo: caracterizar la contribucién de genes asociados a
POI e identificar las etiologias moleculares y bases bioldgicas de POI.

Su participacién en el estudio tendra una duracién de 10 minutos.
El nimero aproximado de participantes sera: 20.

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas: Ser un
individuo sano.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
Su participacion en el estudio consiste en tomarle una muestra sanguinea de 10 mililitros
en una sola ocasion.

Las intervenciones experimentales propuestas incluyen la obtencion 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 Investigaciéon para la Salud,
sefala que la obtencién de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro de
la investigacion. Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de
sangrado ligero o moretén en el sitio de la puncién, mareo o sensacion de desmayo y
raramente puede producirse puncion arterial. El personal que extraerd la muestra
sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.

Los datos acerca de su identidad y su informacién médica no seran revelados en ningun
momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos clinicos usted no
enfrenta riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual
sera protegida mediante la codificacion de las muestras y de su informacion.
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BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no estéa disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda
de alteraciones en genes asociados a POI, podria permitir el diagnéstico molecular,
asesoramiento genético e informacion sobre la salud reproductiva a las pacientes y
familiares. Ademas, gracias a su participacion altruista, su comunidad se puede
beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta complicaciéon
médica.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hard pago alguno.

COMPENSACION

Si llegara a presentarse alguna complicacién como resultado directo de su participacion
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 PARTICIPACION:

Su participacién 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 seran propiedad del INCMNSZ. Si
un producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera
propiedad del Instituto o quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibira un
beneficio financiero por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del
estudio a la Dr. Luis Ramos Tavera INCMNSZ (tel. 54870900 ext. 2423). La
investigacion es un proceso largo y complejo. El obtener los resultados finales del
proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su
relacion habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atencion médica o
cualquier servicio al que tenga derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene
la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacion en cualquier
momento sin perjudicar su atencién en el INCMNSZ. Se le informara a tiempo si se
obtiene nueva informacion que pueda afectar su decision para continuar en el estudio.
El estudio puede darse por terminado en forma prematura si usted lo decide.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reportes publicos del estudio. Las muestras
biolégicas obtenidas no contendran ninguna informacion personal y seran codificadas
con un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacién. Por
disposicion legal, las muestras biolégicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la
investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras
biol6gicas, asi como su informacion médica y/o genética, puedan ser usadas para otros
proyectos de investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No
podran ser usados para estudios de investigacion que estén relacionados con
condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser
sometidos a aprobacion por un Comité de Etica. Sus muestras podran ser almacenadas
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por los investigadores hasta por 20 afos.

Los cédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos cédigos
seran guardados en un archivero con llave. Sélo los investigadores tendran acceso a
ellos. El personal del estudio (monitores o auditores) podra tener acceso a la informacion
de los participantes.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su
participacion en el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley,
asignhando codigos a su informacion. El cédigo es un nimero de identificacién que no
incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona sera compartida con
otros sin su autorizacion, excepto:

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

-Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material
biolégico y de su informacién. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran
acceso a los datos que tienen su nombre. Si asi lo desea, usted debera contactar al Dr.
Luis Ramos Tavera y expresar su decisidn por escrito.

El Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ aprobd la realizacion de este estudio.
Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en
humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos informacion que consideremos
importante para su salud, consultaremos con el Comité de Etica en Investigacion para
decidir la mejor forma de darle esta informacion a usted y a su médico. Ademas, le
solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle
informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nhombre y otra informacion personal seran
eliminados antes de usar los datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacién en el
estudio.

Para estudios genéticos:

Por su participacion en el estudio, podria ser necesario contactar a los miembros de su
familia. Sus familiares no seran contactados sin su permiso.

Su material genético no sera usado con fines distintos a los mencionados en este
documento. Si se tienen células, éstas no se utilizardn para la creacién de lineas
celulares inmortales. Si el investigador desea usarlos con fines distintos, debera
notificarselo y solicitarle su firma en un documento similar al que usted esta leyendo,
ademas de contar con la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion.

Los resultados de estudios genéticos podrian ser causa de discriminacion para las
personas que tengan alguna anormalidad que los predisponga a una enfermedad.
Tomaremos las precauciones y acciones necesarias para evitar que su informacion sea
conocida por terceros que pudieran tomar acciones discriminatorias contra usted.

Los resultados de los estudios genéticos no serdn incluidos en su expediente del
Instituto, a menos que tengan implicaciones para su tratamiento.
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IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péngase en
contacto con la Q.F.B. Lizette Mares GOmez 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 Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo
Galindo Fraga, teléfono: 54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido 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 dafios e inconvenientes me han
sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mi muestra sanguinea y DNA para ser
utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacion médica y bioldgica podra 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 informacion adicional o si encuentran informacién relevante
para mi salud.

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

Por favor responda las siguientes preguntas:

Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Haleidoy entendido el formato de consentimiento informado, ensu O O
lengua materna?
b. ¢Hatenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O O
estudio?
c. ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? O O
d. ¢Harecibido suficiente informacion acerca del estudioy ha tenidoel O O
tiempo suficiente para tomar la decision?
e. ¢Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decision y sin que esto afecte su atencion
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?
f. ¢ Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar O O
en este estudio?
g. ¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O

legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
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Si NO
(marque (marque
por por

favor) favor)
estudio de investigacion?

h.  ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del O O
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que usted no siguio
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 recibira un original firmado y fechado de esta O O
Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion de la paciente: Yo,
declaro que es mi decisién participar como sujeto de investigacion clinica en el
estudio. Mi participacion es voluntaria.

Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacién en
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios.
Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo
derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciébn Salvador Zubiran
(INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencion médica ni en futuros estudios de
investigacion. Yo puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos o
beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio. También puedo
obtener los resultados de mis examenes clinicos si asi los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Q.F.B. Lizette
Mares Gomez, 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 leido y entendido toda la informacion que me han dado sobre mi participacion en el
estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las
preguntas han sido respondidas a mi satisfaccién. 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
investigacion clinica en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo
obtener informacioén adicional, o bien, hacer comentarios sobre el desarrollo del
estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de Etica en
Investigacion 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 linea 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

gue explicé el documento

Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:

Lugar y Fecha:

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

-

% SALUD | {130 Sroovomasy
4" saesaravia oc eioh \'":a,' ut:n“o'o: ;\fl.llol:
CluDAD DE MEXICO A 09 DE MAYO DE 2024
REG. CONBIOE'TICA~09~CEI-011-20160627
OFICIO No. MCONTROL-665/2024
DR. LUIS RAMOS TAVERA
INVESTIGADOR PRINCIPAL

DEPTO. DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS ¥ NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN
Vasco oE QUIROGA No. 15

CoL. BEUSARIO DOMINGUEZ SECCION XVI, ALC. TLAlPAN

CiupAD DE México, C.P. 14080

PRESENTE

En respuesta a su atenta del pasado 06 de mayo, con relacién al Protocolo de Investigacion Clinica,
titulado:

“Insuficiencia Oviérica Primaria (POI): Variantes patogénicas asociadas a genes
determinantes del sexo®
REF. 3594

Le informamos que se toma conocimiento del estado actual del estudio, asi mismo se autoriza la
re-aprobacién anual con vigencia hasta el 09 de mayo de 2025.

Sin mas por el momento quedamos de Usted.

ATENTAMENTE,

DR. CARLOS A, NOWBfﬁR"ETZ‘B‘T.TIT.’E—_'_ DR.S - Heg ZJIMENEZ
PRESIDENTE B h b ILSAE JNyrarcion | PRESIDENTE
COMITE DE INVESTIGACION - COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
| amwan
CAHB/SCHI/Mmary COmMITE DE ETica )
'._ELL!:-' VESTIGACION |
Avenids Vasco de Quiroga No. 15. Colonia Belisario Dominguez Seccién XVI, Alcaldis Tisipan ﬁ 28_\'/')4
C 0. 14080 Ciudad de Mérico Tel 5554 07 07 00 www incmnsz.mx A3 ) ‘A -
7 N SR ooy g e e e TS o AN Felipe Carrilio
RN N3 SR O e NN 2 ST NN = PUERTO

T -
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