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Resumen

La endometriosis es uno de los principales factores asociados a la infertilidad y tiene
componentes genéticos y ambientales. La principal contribucion genética no parece ser
proveniente de cambios genéticos en la secuencia de ADN, sino mas bien en la
regulacion de la expresion génica. Algunos estudios han concluido que la epigenética
(modificaciones quimicas que permiten o no la transcripcidon de los genes), esta asociada
a la endometriosis. Aqui se presenta una propuesta de investigacion (estudio de casos y
controles) para confirmar la participacion de la epigénesis en endometriosis, asi como la
nutricion de la mujer, su actividad fisica, salud mental, historia reproductiva y héabitos
sexuales. Se sugiere, para que los datos entre los grupos sean comparables, que se
considere el momento del ciclo menstrual en que se encuentran las mujeres cuando se
toman las muestras, a través de un método de reconocimiento de la fertilidad. Si se
comprenden mejor los factores que originan la endometriosis se podran en un futuro
generar nuevas estrategias de prevencion y tratamiento, que podrian incorporarse dentro
de sistemas integrales de atencion de la fertilidad.
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Abstract

Endometriosis is a major factor involved in infertility and has genetic and environmental
components. The main genetic contribution probably occurs through regulation of gene
expression, and not through mutations of the DNA sequence. Some studies have shown
that epigenetics is related to endometriosis. Here we present a research proposal (a
cases-control study) to confirm the association of epigenetics with endometriosis taking
into account nutrition, physical activity, mental health, reproductive history and sexual
behavior. We propose to consider the phase of the menstrual cycle at the time of the
sample collection, as determined by a fertility awareness method. It is hoped that a better
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understanding of endometriosis will result in the development of new strategies for
prevention and treatment that could become part of comprehensive fertility care systems.
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Endometriosis, epigenetics, nutrition, physical activity, mental health, reproductive history,
research propousal

La endometriosis es definida como la presencia ectépica de glandulas
endometriales y células estromales fuera de la cavidad uterina, principalmente en los
ovarios y las superficies de los drganos internos de la cavidad pélvica (Stilley et al. 2012,
Chang et al. 2013, Jeong 2014). Esta enfermedad es considerada como uno de los
desordenes ginecoldgicos benignos mas comunes que afecta a las mujeres en su edad
reproductiva (Campbell & Thomas 2001, Grazia-Porpora et al. 2013), la cual puede
ocurrir espontaneamente en mujeres y primates-no humanos (Stilley et al. 2012). Segun
diversos estudios realizados en otros paises, se presume que la prevalencia de
endometriosis entre mujeres asintomaticas va del 2 al 22%, mientras que en mujeres
infértiles asciende del 35 al 77% (Hilgers, 2004; Mier-Cabrera et al. 2009).

Existen diversas teorias para tratar de explicar el desarrollo de endometriosis. La
mas aceptada es la denominada “menstruacion retrograda”, la cual consiste en un reflujo
del fluido menstrual a través de las trompas de Falopio hacia la cavidad abdominal (Mier-
Cabrera et al. 2009, Capobianco & Rovere-Querini 2013). Los fragmentos de endometrio,
entonces, se adhieren a las estructuras interiores del abdomen, particularmente las
paredes del peritoneo y los ovarios, para comenzar la formacion de lesiones
endometridsicas (Capobianco & Rovere-Querini 2013). Los métodos para el diagnéstico
de endometriosis, si no se toman muestras histologicas, tienen apenas una sensibilidad
del 50% en los casos con un desarrollo minimo o leve (Montgomery et al. 2008). Por lo
tanto, actualmente al sospechar que se padece de endometriosis se analizan muestras
de tejidos provenientes de las lesiones y se categoriza el grado de desarrollo como
minimo (etapa 1), leve (etapa Il), moderado (etapa Ill) y severo (etapa 1V), basados en el
tamafio total de las lesiones, presencia de adhesiones, localizacion y cantidad de
parches endometriésicos (Montgomery et al. 2008, Johnson & Hummelshoj 2013). Sin
embargo, es reconocido que el progreso en las diferentes etapas puede no estar
correlacionado con los sintomas que experimentan las pacientes, donde pacientes en las
etapas mas leves pueden experimentar sintomas severos (Johnson & Hummelshoj
2013).

Las mujeres con endometriosis suelen presentar sintomas de dolor en la region
pélvica-abdominal, dismenorrea, dispareunia, mucho sangrado en la menstruacion, dolor
pélvico no-menstrual, dolor al ovular, disquecia, disuria y fatiga cronica (Nnoaham et al.
2011, Johnson & Hummelshoj 2013). También, se ha asociado el desarrollo de
endometriosis con sub-fertilidad de las pacientes (Capobianco & Rovere-Querini 2013,
Johnson & Hummelshoj 2013, Ouchi et al. 2013). Se ha identificado una fuerte
asociacion entre la severidad de la enfermedad y el impacto en la fertilidad de la
paciente, probablemente debido a dafios en trompas de Falopio, presencia de
endometriomas ovaricos, inflamacién pélvica, posible reduccion en la calidad de los
oocitos y reduccién en su recepcion por el endometrio (Johnson & Hummelshoj 2013).
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Ademas, diversos estudios han encontrado una relacibn de la presencia de
endometriosis con la aparicion de cancer ovarico, con un desarrollo de carcinomas en 5-
10% de los casos de mujeres con endometriomas ovaricos (Prowse et al. 2006).
Entonces, a pesar de ser considerada una enfermedad benigna, esta podria derivar en
un tumor, por su crecimiento sin control, incremento de vascularizacion, invasion de
tejidos y metastasis (Prowse et al. 2006).

Todos estos sintomas y padecimientos asociados con la endometriosis aumentan
sustancialmente el costo econdmico social, ademéas de reducir la productividad personal
y calidad de vida de las mujeres afectadas (Johnson & Hummelshoj 2013). Estimaciones
recientes de los costos para la remocion de lesiones ocasionadas por endometriosis son
de alrededor de 17.3 billones de doélares anuales solo en Estados Unidos (Stilley et al.
2012), por lo que el desarrollo de estrategias de prevencion, diagnostico temprano y
técnicas de tratamiento son necesarias. Actualmente en diversos paises, incluido Costa
Rica, la extraccibn de las lesiones ocasionadas por la endometriosis representa el
tratamiento principal para la enfermedad, pues se ha demostrado que es la terapia
vigente mas eficaz (Fambrini et al. 2013). Sin embargo, al mismo tiempo, esta puede
ocasionar dafios severos en los tejidos ovaricos y las reservas de ovarios en las
pacientes (Fambrini et al. 2013). Ademas, se ha demostrado una elevada recurrencia de
endometriosis en mujeres sometidas a cirugia antes de los 32 afios de edad y entre los 5
afos después de realizada la operacion (Ouchi et al. 2013). Mé&s recientemente, se han
desarrollado pseudo-terapias hormonales (utilizando hormonas artificiales) que buscan
reducir los niveles de estrégenos circulantes para reducir el desarrollo y vascularizacion
de los parches endometridsicos, pero los resultados obtenidos no han sido del todo
satisfactorios, donde en su mayoria solamente han logrado disminuir los sintomas
(Grazia-Propora et al. 2013, Dunselman et al. 2014).

La endometriosis es considerada como una enfermedad multifactorial compleja
(Montgomery et al. 2008). La fisiopatologia de la enfermedad incluye factores
hormonales, anatémicos, genéticos, inmunes e inflamatorios que pueden aumentar el
riesgo de desarrollar la enfermedad (Missmer et al. 2010). Se estima que hasta un 90%
de las mujeres en edad reproductiva sufre cierta cantidad de menstruaciones retrogradas
normalmente, pero so6lo en una porcion se desarrolla la enfermedad (Stilley et al. 2012).
Debido a esto, el proceso de desarrollo de la enfermedad incluye una combinacion de
menstruacién retroégrada, anormalidades eutdpicas del endometrio como alteracién en la
secrecion de ciertas proteinas, expresion de diversos genes y anormalidades en el
sistema inmune (Stilley et al. 2012). La contribucion genética en el desarrollo de
endometriosis ha sido ampliamente estudiada, donde se han identificado mayores tasas
de endometriosis entre parientes de casos diagnosticados al compararlos con los
respectivos controles (Campbell & Thomas 2001, Stefansson et al. 2002 Treloar et al.
2002, Montomegery et al. 2008). Se ha evidenciado que el riesgo de padecer la
enfermedad puede ser hasta 2.34 veces mayor entre hermanas de una mujer afectada
en comparacion con el riesgo general de la poblacion (Montgomery et al. 2008).

La busqueda de variantes genéticas que contribuyan con enfermedades
complejas es dificil, ya que el aporte de genes individuales es pequefio, muchos genes
colaboran para el aumento de riesgo de desarrollar la enfermedad y este riesgo puede
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ser modificado por el ambiente (Montgomery et al. 2008). Los estudios para encontrar
genes candidatos que contribuyan al desarrollo de endometriosis ha resultado en
alrededor de 76 genes cuyas modificaciones se han asociado con un aumento en la
susceptibilidad de desarrollar la enfermedad (Montogomery et al. 2008). Estos genes
candidatos incluyen genes de las vias de desintoxicacién, vias de sintesis de hormonas
sexuales y citoquinas, moléculas involucradas en procesos de adhesion y regulacion del
ciclo celular (Falconer et al. 2007, Montgomery et al. 2008). Estudios a nivel de genoma
han identificado mutaciones en loci potenciales para el desarrollo de la enfermedad. Sin
embargo, mutaciones genéticas en los loci candidatos por si solos no han logrado
explicar completamente la herencia de la enfermedad en estudios poblacionales, debido
a que en muchas ocasiones se trata de mutaciones puntuales con una prevalencia muy
baja en la poblacion. Por lo tanto, se ha sugerido que variaciones en el &cido
desoxirribonucléico (ADN) como tal, no explican totalmente el desarrollo de la
enfermedad (Stilley et al. 2012).

Este vacio en la identificacion de patrones de herencia y genes candidatos en el
padecimiento de endometriosis, ha dado espacio para el desarrollo de un campo de
mucho interés actualmente, el analisis epigenético (Stilley et al. 2012). La epigenética es
definida tradicionalmente como informacion heredable durante la division celular aparte
de la secuencia del ADN (Feinberg 2007). Esto incluye el estudio de las alteraciones,
como modificaciones de las histonas o las bases nitrogenadas citosinas, que afectan la
expresion de los genes, debido a la modificacion en el grado de condensacion del ADN
y acceso de la maquinaria transcripcional (Stilley et al. 2013). Diversos estudios han
apuntan a que en la enfermedad de endometriosis, lo que prevalece de manera comun
entre las pacientes es una desregulacion de varios genes (Wu et al. 2006, Pelch et al.
2009, Guo 2010), lo que provoca un linaje celular con ciertos cambios que estan fuera
del ADN y son las marcas epigenéticas las que mantienen estos cambios, provocando el
desarrollo de la enfermedad (Guo 2010).

Recientes investigaciones han asociado la endometriosis con patrones de
metilacidén o acetilacién modificados, que podrian resultar en cambios en los niveles de
expresion de ciertas proteinas involucradas con el desarrollo de la enfermedad (Fambrini
et al. 2013). La presencia de una elevada cantidad de macrofagos peritoneales, células
de sistema inmune u hormonas en el fluido peritoneal podrian afectar el estado de
metilacion del genoma del embrién, feto en desarrollo o mujer adulta (Hill et al. 1988,
Stilley et al. 2012). Las marcas epigenéticas establecidas durante la gametogénesis o
proceso de gestacion pueden persistir durante el desarrollo de la mujer, lo cual podria
incrementar el riesgo de padecer endometriosis (Stiley et al. 2012). Interesantemente, se
ha descubierto que estas marcas epigenéticas en el genoma pueden ser reversibles ante
ciertas condiciones ambientales, como dieta o ejercicio, pero también pueden ser
agravadas, con habitos como el fumado o un aumento de estrés (Jaenisch & Bird 2003).

En los dltimos afos, se han desarrollado diversos estudios que analizan el estado
de metilacion de secuencias reguladoras de genes asociados con vias candidatas, que
aumenten el riesgo a desarrollar endometriosis (Wu et al. 2005, Fambrini et al. 2013). Un
analisis del gen HOXA10 identificé patrones de hipermetilacion en las regiones
promotoras del gen en pacientes con endometriosis (Fambrini et al. 2013). Esta
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metilacién aberrante podria ser la respuesta a la expresién anormal del gen HOXA10
durante la fase secretoria en mujeres con endometriosis (Szczepanska et al. 2010,
Fambrini et al. 2012). Este gen pertenece a la familia de genes HOX, caracterizados por
tener la secuencia homeobox, la cual corresponde a genes involucrados en el desarrollo
temprano del embridn (Kim et al. 2007). EI gen HOXA10 ha sido identificado como un
factor de transcripcion de diversas vias asociadas con el desarrollo temprano del sistema
reproductor (Kim et al. 2007). En mujeres adultas, este gen se expresa normalmente en
el endometrio y se ha logrado demostrar que tiene un patrén dinamico de expresion
temporal a través del ciclo menstrual, aumentando en la fase secretoria inducido por la
progesterona, para cumplir un importante papel en el proceso de implantacién del évulo
fecundado (Taylor 2000, Stilley et al. 2012, Fambrini et al. 2013). Debido a estar
involucrado con procesos de implantacion, se ha sugerido que este gen podria estar
asociado con la implantacién del tejido endometrial durante el desarrollo de la
endometriosis. Por lo tanto, ha surgido mucho interés en confirmar estos patrones de
metilaciones aberrantes en las secuencias reguladoras de este gen. Ademas, es vital
analizar el estado de otros genes candidatos que formen parte de algun proceso que se
haya identificado como crucial para el desarrollo de la enfermedad, como los receptores
de las hormonas sexuales o ciertos factores esteroidogénicos, entre otros (Fambrini et al.
2013).

La enfermedad de endometriosis ha sido catalogada como una enfermedad
predominantemente desarrollada y mantenida por desérdenes en hormonas sexuales
(Xue et al. 2007, Nie et al. 2010, Stilley et al. 2012). Los receptores de las hormonas
sexuales cumplen una funcion muy importante para el desarrollo normal de un ciclo
menstrual, debido a la importancia de que las hormonas ingresen a las células
correspondientes y cumplan su funcion (Stilley et al. 2012). Diversos estudios han
confirmado que el desarrollo de la enfermedad de endometriosis es dependiente de las
hormonas progesterona y estrégeno (Smid-Koopman et al. 2005, Wu et al. 2006, Stiley et
al. 2012). La progesterona es una hormona sexual involucrada principalmente en
procesos de desarrollo y diferenciacion de tejidos reproductivos (Smid-Koopman et al.
2005). Existe evidencia de patrones de metilacion diferencial en el promotor de la
isoforma B del receptor de progesterona (PR-B) en el endometrio de mujeres con
endometriosis, en comparacién con controles, a nivel de proteinas y acido ribonucleico
mensajero (ARNm) (Wu et al. 2006, Nie et al. 2010, Stilley et al. 2012). Un estudio
identificd patrones de hipermetilacion en los promotores de PR-B en el 66% de las
pacientes con endometriosis, mientras que el 0% de las mujeres controles present6
alguna hipermetilacion (Nie et al. 2010). Esta metilacion aberrante podria responder a la
expresion mayoritaria de la isoforma A del receptor de la progesterona en la zona
eutopica del endometrio en pacientes con endometriosis, en comparacion con la
expresion de ambas isoformas (A y B) en controles (Wu et al. 2006). Esta regulacion
negativa de PR-B podria ser la consecuencia de que la endometriosis se asocie con una
resistencia a la progesterona, por lo que se utiliza como tratamiento el consumo de esta
hormona para aliviar el dolor y suprimir la inflamacion (Wu et al. 2006).

Por su parte, la hormona estrégeno participa en el crecimiento y desarrollo de
tejidos reproductivos, como el Utero y los ovarios (Silva et al. 2011). A pesar de que aun
no se han realizado estudios del estado de metilacion de los promotores de los genes
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gue codifican para sus receptores, si se ha confirmado una asociaciéon del desarrollo de
endometriosis con una disminucién en la expresidon endometrial de la isoforma (3 del
receptor de estrogeno (ER- B) (Hapangama et al. 2008). Ademas, se ha reportado que la
disminucién de ER- B8 provoca un aumento en la proliferacion celular (Stettner et al. 2007,
Hapangama et al. 2008). Por lo tanto, la disminucion de ER- B8 podria estar promoviendo
la profileracion del tejido endometrial fuera de la cavidad uterina, lo cual favoreceria que
se desarrolle la endometriosis. Debido a esto, resulta fundamental el andlisis del estado
epigenético de PR-B y ER- S, para discernir si una metilacién aberrante es la causa de
su expresion disminuida en las mujeres afectadas en comparaciéon con controles.

La invasion de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina es un prerrequisito
para la formacion de lesiones endometridsicas, pero este proceso requiere la creacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de tejidos adyacentes (angiogénesis) para su
desarrollo (Capobianco & Rovere-Querini 2013). Esta formacion de vasos sanguineos se
origina a través del brote de vascularizacion adyacente y la incorporacion de precursores
endoteliales circulantes a los sitios de vascularizacion, para asegurar el transporte de
oxigeno, nutrientes, excrecion de catabolitos y el mantenimiento del balance de fluidos
(Capobianco & Rovere-Querini 2013). La citoquina IL-1 se encuentra presente en
diversas patologias humanas, debido a que regula diversos procesos de inflamacion,
angiogénesis, hematopoyesis y cognicion (Akoum et al. 2007, Peters et al. 2012). Se ha
encontrado que fluido peritoneal de mujeres con endometriosis presenta niveles
elevados de IL-1, la cual podria mediar el proceso de inflamacién y ser un componente
clave en la manifestacion de la enfermedad (Peters et al. 2012). Esta citoquina IL-1
posee varios receptores celulares, entre los cuales esta su receptor tipo Il (ILLR2), el
cual funciona como un inhibidor de la IL-1 al secuestrarla e impedir que ingrese a las
células (Guay et al. 2011). Estudios han identificado una expresion reducida del gen
ILAR2 en tejido endometrial extrauterino, por lo que es posible que esta reduccién de
ILLR2 esté asociada con el desarrollo de la enfermedad (Akoum et al. 2007, Peters et al.
2012). Ademas, un estudio realizado en ratones demostro que la aplicacion exégena de
IL1-R2 (hsIL-1R2) redujo la angiogénesis y disminuyé la cantidad de lesiones
endometridsicas (Khoufache et al. 2012, Peters et al. 2012). Por este motivo, el gen
ILAIR2 es un candidato importante para un analisis epigenético, con el objetivo de
identificar si su expresion disminuida es consecuencia de un silenciamiento por patrones
de metilacién aberrantes.

Las procesos de invasion, adhesion y crecimiento de células endometriales fuera
de la cavidad uterina estd regulada por diversos factores, donde uno que se ha
considerado como clave es NME1, el cual proviene de la familia de genes no-
metastésicos 23 (NME) (Chang et al. 2013, Li et al. 2013). En un estudio se identificdé que
una disminucién de NME1 puede promover la angiogénesis de células endometriales,
por lo que se sugiere que una disminucion de NME1 esté involucrada en el aumento de
angiogénesis en la cavidad abdominal y la formacion de lesiones asociadas con
endometriosis (Chang et al. 2013). En mujeres con endometriosis se ha identificado una
disminucion de la expresion de NMEL1 en tejido endometrial ectépico proveniente de las
lesiones endometridsicas, en comparacion con tejido endometrial eutépico de mujeres
controles y con endometriosis (Li et al. 2013). También, el silenciamiento de NME1
provocé un aumento en la expresion de VEGF y IL-8 (Chang et al. 2013). Estos genes
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expresan el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y quimiocina (IL-8),
respectivamente, las cuales estan asociadas con el desarrollo de endometriosis a través
de la vascularizacién y crecimiento de los tejidos endometriales fuera de la cavidad
uterina (Capobianco & Rovere-Querini 2013). Ademas, un estudio reporté que cuando se
da un silenciamiento de NMEL1 en ratones, el indice de invasion de tejido fuera de la
cavidad uterina disminuy6 significativamente (Li et al. 2013). Por estas razones, es
importante un andlisis epigenético del gen NME1, para buscar si existe algin patrén de
metilacién aberrante que pueda estar ocasionando su silenciamiento en mujeres con
endometriosis.

Los patrones de metilacion aberrantes en el ADN identificados en diversas
enfermedades, incluida la endometriosis, pueden estar influenciados por diversos
factores ambientales, incluida la dieta, nutricibn, fumado, entre otros (Fambrini et al.
2013). Reportes de literatura sugieren que el estrés oxidativo juega un papel en el
desarrollo y progreso de la endometriosis, donde una alta concentracion en la
peroxidacion de lipidos podria aumentar el crecimiento y adhesion de tejido endometrial
(Ngo et al. 2009, Mier-Cabrera et al. 2009). Un estudio sobre la relacion entre el
consumo de antioxidantes (vitaminas y minerales) en mujeres con endometriosis,
identific6 que en mujeres a las cuales se les aplicé una dieta alta en antioxidantes se
logré disminuir los marcadores de estrés oxidativos en la sangre periférica (Mier-
Cabrebra et al. 2009). También, factores como la contractibilidad del musculo liso,
niveles de estrégenos, inflamacion y metabolismo de prostaglandinas, que contribuyen
con el desarrollo de endometriosis, pueden ser influenciados por la dieta (Missmer et al.
2010). Se ha identificado una menor tasa de diagnéstico de endometriosis en mujeres
con un alto consumo de &cidos grasos de cadena larga omega 3, mientras que el
consumo de grasas y una dieta alta en grasa animal pueden estar asociados con un
aumento en el riesgo de padecer la enfermedad (Missmer et al. 2010). Existen otros
factores que no han sido asociados directamente con la endometriosis, sin embargo, se
han relacionado con un aumento en los patrones de metilacion generales del genoma.
Uno de los factores mas mencionados en la literatura es el fumado, el cual altera el
estado de metilacién global del genoma, posiblemente alterando la expresion de diversos
genes (Breitling et al. 2011). El ejercicio agudo es otro habito que se ha reportado altera
los patrones generales de metilacion de promotores en el genoma (Barrés et al. 2012).
En ratones, se ha evidenciado que incluso condiciones de estrés pueden alterar los
patrones de metilacion en los organismos (Meaney & Szyf 2005). Debido a esta
flexibilidad de los patrones de metilacion del genoma ante factores ambientales, resulta
importante analizar si algunos de estos factores estan aumentando el riesgo de
silenciamiento de genes involucrados con la endometriosis a través de patrones de
hipermetilacion en ciertos genes criticos para el desarrollo de la enfermedad.

Es importante resaltar que el andlisis de una enfermedad multifactorial tan
compleja como la endometriosis, involucra considerar todos estos aspectos y patrones
de la vida cotidiana de las mujeres en riesgo o afectadas por la enfermedad y su posible
asociacion con la manifestacion y desarrollo del padecimiento. Actualmente, muchos
esfuerzos de investigacion se concentran en el desarrollo de algun tratamiento o droga
que regule la expresién de ciertos genes asociados con la endometriosis, como el agente
desmetilante 5-Azacitidina (5-ac) o la droga N-acetilcisteina (NAC) (Fambrini et al. 2013,
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Grazia-Propora et al 2013). El agente desmetilante 5-ac se propone puede revertir los
patrones de metilaciébn aberrante que silencian genes importantes en la invasion,
expansion, adhesion y crecimiento del tejido endometrial fuera del Utero (Fambrini et al.
2013). Por su parte, la NAC ha logrado disminuir efectivamente el tamafio y la cantidad
de endometriomas, logrando un mejor resultado que los tratamientos hormonales
actuales (Grazia-Propora et al. 2013). Ciertamente, el desarrollo efectivo de tratamientos
para el control de la endometriosis, depende de una correcta identificacion de los
patrones epigenéticos en estos y otros genes candidatos, los cuales serian el blanco en
los tratamientos.

Justificacion de un estudio de epigenética de laen  dometriosis

Una vez considerada toda esta informacion del estado actual del estudio de la
endometriosis y sus posibles factores asociados, resulta necesario obtener mayor
conocimiento acerca del estado epigenético de las secuencias reguladoras de genes
clave en los diferentes procesos de la enfermedad. Se plantea un estudio para analizar el
estado de metilacién de los genes involucrados en la recepcién de hormonas sexuales
(PR-B y ER- fB), el proceso de implantacion del tejido endometrial (HOXA10) y
vascularizacion de los quistes (ILLR2 y NME1), los cuales son procesos criticos para el
desarrollo de la enfermedad, y hasta la fecha no se han estudiado de manera
simultanea.

A pesar de que se conoce la participacion de los genes escogidos en este
proyecto con la patogénesis de la enfermedad, los estudios que han relacionado los
patrones de metilacion con la endometriosis son limitados, los cuales no han sido
replicados y cuentan con tamafios de muestra pequefios, inferiores a 32 mujeres entre
casos y controles (Cuadro 1). Sin embargo, aun con tamafios de muestra reducidos, los
estudios previos ya han logrado identificar ciertos patrones, por lo que en el presente
proyecto se planea aumentar considerablemente estos tamafios de muestra para
confirmar los resultados previos con mayor poder. Ademas, una diferencia sustancial del
presente estudio con los previos, es la introduccién de otros factores al analisis de los
patrones epigenéticos de los genes. Esto debido a que se pretende obtener la mayor
cantidad de informacién acerca de habitos, estilos de vida, antecedentes familiares,
factores ambientales, entre otros, que sea posible, para realizar el andlisis pertinente e
identificar si alguno de estos factores estd aumentando el riesgo de padecer la
enfermedad.

Una vez que se haya determinado si hay factores que aumenten el riesgo de
endometriosis, se podria proceder a identificar si estos mismos son los que estan
influyendo sobre los patrones de metilacion observados. Los resultados de esta
investigacion podrian dar bases a futuros estudios que tengan como objetivo conocer en
forma precisa el aumento de riesgo que podrian significar ciertos estilos de vida, asi
como estrategias de prevencion y tratamiento. Finalmente, se planea estudiar los
patrones de metilacion de los genes IL1IR2 y NME1, que aunque han sido relacionados
con endometriosis, todavia se desconoce si en esta relacion la epigenética esta
involucrada.
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Cuadro 1. Estudios de analisis de metilacion en genes relacionados con endometriosis.
Se indican el tamafio de muestra utilizado tanto en casos como controles, la procedencia
del tejido analizado, el porcentaje de metilacion en casos y controles, la probabilidad
asociada a la comparacion entre casos y controles, y su referencia respectiva.

Gen Casos/Controles Tejido en Metilacion Metilacion p Ref.
mujeres con (casos) (controles)
endometriosis*
HOXA10 11/11 Endometrio 13.9% 9.7% (DE: 0.002 Fambrini et
(eutodpico) (DE: 2.9%) 2.9%) al. 2010
HOXA10 17/15 Endometrio 82% 27% 0.006 | Szczepanska
(eutdpico) et al. 2010)
ESR2 8/8 Endometridtico 12.66% 54.25% 0.0001 Xue et al.
(ectopico) 2013
PR-B 8/9 Endometriotico 66% 0% 0.05 Nie et al.
(ectdpico) hipermetilados | hipermetilados 2010

*El tejido utilizado en el grupo control siempre fue endometrial eutépico.

Objetivos del estudio

De acuedo a lo aqui tratado, el objetivo general de la investigacién seria analizar el
estado de metilacion de los genes PR-B, ER-B, HOXA10, ILAIR2 y NME1 y su asociacion
con la endometriosis, asi como someter a prueba una posible relacion con factores de la
vida cotidiana de las pacientes.

Los objetivos especificos del estudio serian los siguientes:

1. Comparar el estado de metilacion de los genes PR-B, ER- 8, HOXA10, IL1IR2 y
NMEL en tejido endometrial de mujeres con endometriosis, con el de mujeres
libres de focos de endometriosis identificables, asi como con tejido de lesiones
endometridsicas de las mismas mujeres afectadas.

2. Determinar si diversos factores (condiciones demograficas, habitos, antecedentes
familiares o factores ambientales) estan relacionados con el fenotipo, tanto en
mujeres con la enfermedad como en controles

3. Analizar si existe relacion entre los factores epigenéticos con el padecimiento de
endometriosis, asi como la influencia de otros factores.

Metodologia

Mujeres que hayan sido referidas a una laparoscopia diagnéstica de endometriosis van a
ser consultadas sobre si desean participar en esta investigacion. Aquellas que den su
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consentimiento, deberén llenar una encuesta que incluya factores sociodemogréficos,
nutricionales, de actividad fisica y de estrés, ansiedad y depresion. Posteriormente se
someteran a la laparoscopia. Aquellas que sean diagnosticadas de endometriosis
constituirdn el grupo probando, las que no, constituiran el grupo control. A las del grupo
probando (n=80) se les tomara una biopsia de la lesién endrometridsica, asi como una
biopsia de endometrio. A las del grupo control (n=80) se les tomara solamente una
biopsia de endometrio. A la lesién endometridsica se le hard un analisis histologico y se
aislara el material genético (ADN). Se obtendra ADN también del tejido endometrial de
ambos grupos. Seguidamente se analizara el perfil de metilacién de cada uno de los
tejidos. Seguidamente se realizara un analisis de regresién tomando en cuenta las
variables epigenéticas, sociodemogréficas, nutricionales, de actividad fisica y de estado
de animo.

Papel de los métodos de reconocimiento de la fertil idad en el estudio

La expresion genética de las células endometriales es dependiente de la estimulacion
hormonal, que varia segun la fase del ciclo ovarico. También los estados de animo
pueden ser distintos en distintos momentos del ciclo. Tanto las hormonas sexuales como
los estados de animo y otros factores podrian intervenir modificando los niveles de
metilacién de genes implicados en la endometriosis. Por esta razon, es conveniente que
todas las mujeres que van a ser muestreadas se encuentren en la misma fase del ciclo,
ya sea en la fase proliferativa o en la fase litea. Los métodos de reconocimiento de la
fertilidad son una herramienta util para determinar con precision la fase del ciclo en que
se encuentra la mujer. La correcta identificacion del dia pico constituye un signo
sumamente Util porque es un signo del evento ovulatorio, que define el paso de una fase
a otra.

En el presente estudio se utilizar4 el modelo Creighton para estimar las fase del ciclo en
que la mujer se encuentra, y el dia del ciclo en funcién del dia pico se utilizard como una
variable mas en el andlisis de regresion.

Perspectivas del estudio

Este estudio pretende identificar factores etiologicos de la endometriosis, y obtener datos
que permitan conocer mejor su patogénesis. Esto daria paso a futuros estudios de
prevencion, evitando exponerse a los factores que se encuentren asociados a la
enfermedad. Adicionalmente, se pueden evaluar medidas terapéuticas para mujeres
afectadas por endometriosis, tomando en cuenta modificaciones nutricionales, de
actividad fisica, de estado de animo, etc. Se podra evaluar, ademas, si estas acciones
correctivas modifican los perfiles de expresion de los genes evaluados.

La comprension de las causas y medidas preventivas y terapéuticas de la endometriosis
contribuiria con el abordaje integral de la infertilidad. EIl descubrimiento de las causas
subyacentes de la infertilidad y tratarlas respetando la naturaleza fisica y ontol6gica de la
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persona es una contribucion invaluable de la biomedicina restaurativa para las mujeres y
parejas que sufren esta dolorosa condicién.
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