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Resumen:

El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es una disfunción endocrino metabólica altamente prevalente en mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por hiperandrogenismo, oligo-anovulación crónica y morfología de ovarios poliquísticos. El SOP es un desorden genético de etiología multifactorial con un fuerte componente ambiental, asociado frecuentemente a obesidad y resistencia a la insulina. Recientemente se han involucrado los mecanismos epigenéticos en la etiopatogenia del SOP. Diferentes estudios han mostrado que tanto la metilación del DNA como los miRNAs están alterados en mujeres con SOP en sangre, suero, tejido adiposo, células de la granulosa y teca, en comparación a los controles. Estos antecedentes indican que las mujeres con SOP presentan una regulación epigenética diferente, que puede ser condicionada por un ambiente intrauterino adverso o por factores ambientales postnatales como alimentación y/o obesidad. 
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Abstract:
Polycystic ovarian syndrome (PCOS) is an endocrine metabolic dysfunction highly prevalent in women in their reproductive years. Hyperandrogenism, oligo-ovulation, polycystic ovarian morphology are among the main symptoms of this syndrome. PCOS is a genetic disorder with a multifactorial etiology and has a strong link with environmental components, frequently related to obesity and insulin resistance. Recently, epigenetic mechanisms have been involved in the pathogenesis of PCOS. Several studies have shown that the methylations from DNA as well as the miRNAs are modified in women with PCOS in blood, serum, adipose tissue, granulose cells and theca, compared to control (women?)studies. These backgrounds indicate that women with PCOS show a different epigenetic regulation, that might be triggered by an adverse intrauterine environment, or by postnatal environmental elements such as diet and or obesity.
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Introducción

El síndrome de ovario poliquístico (SOP), también denominado hiperandrogenismo ovárico funcional o anovulación crónica hiperandrogénica, es una disfunción endocrino-metabólica con una prevalencia de 6-10% en mujeres de edad reproductiva (1,2). Se caracteriza por hiperandrogenismo, oligo-anovulación y morfología de ovario poliquística. Representa la causa más frecuente de infertilidad anovulatoria e hiperandrogenismo en mujeres. Además la mayoría de las pacientes con SOP desarrollan resistencia insulínica periférica (RI) y poseen un mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (3). Su etiología es incierta y continua siendo un tema de investigación relevante, ya que, el SOP se considera un desorden genético complejo, influenciado por factores ambientales que determinan la expresión fenotípica (4,5). 

El SOP se considera un desorden genético complejo, de etiología multifactorial, en donde numerosos genes contribuyen parcialmente al fenotipo, pero ninguno de ellos constituye un gen de riesgo mayor (6). A esto debemos sumar la acción del ambiente, siendo finalmente la suma de ambos factores, los gatilladores del síndrome (7,8). Se ha sugerido que existen factores genéticos implicados en el desarrollo del síndrome, debido a que se ha observado un fuerte componente de agregación familiar, siendo afectados entre el 20-40% de los parientes de primer grado de las mujeres con SOP (9-12). En los últimos años se ha propuesto que la programación fetal podría estar implicada en la patogenia del SOP. En este contexto la exposición prenatal a andrógenos (EPA) podría ser uno de los principales candidatos como factor reprogramador (13-20). Independiente de la fuente del exceso de andrógenos prenatal, estas observaciones sugieren que el SOP podría ser programado in utero por la influencia del aumento de andrógenos e insulina, posiblemente mediante la alteración de la expresión génica durante la vida pre y post-natal. Esta revisión tiene por objetivo analizar la información disponible hasta  el día de hoy relacionada a dos  mecanismos de regulación epigenética como son las metilaciones del ADN y el papel de los miARNs en el SOP. Ambos mecanismos han  generado importante información en los últimos años principalmente porque abren nuevas posibilidades  para interpretar los distintos fenotipos que se presentan en el  SOP y que no pueden ser explicados a través de los marcadores genéticos de predisposición disponibles hasta la fecha. Esta revisión analiza y agrupa los principales hallazgos que se han descrito en la literatura reciente respecto los perfiles de expresión de estos marcadores en el SOP. La detección de este tipo de marcas epigenéticas  (metilaciones de ADN) y la determinación del perfil de expresión de  miARNs (en suero, plasma u orina) podrían ser de gran utilidad como nuevos biomarcadores  diferenciales en el SOP, pudiendo tener por lo tanto implicancias clínicas en la aplicación de tratamientos.
Metilación del DNA en el SOP

La metilación del DNA es un fenómeno epigenético que modifica la expresión génica sin alterar la secuencia de DNA, los cuales son heredables en la mitosis y meiosis, permitiendo la adaptación al medio ambiente y cambios de estilo de vida. Es un fenómeno fisiológico importante en la regulación de la expresión de los genes en mamíferos, principalmente durante la embriogénesis, y es de vital importancia para mantener el silenciamiento genético con el fin de regular la expresión de los genes, y asegurar el desarrollo normal del ser humano (21).

En mamíferos la metilación del DNA ocurre por una modificación covalente del quinto carbono (C5) de la citosina a la cual se le agrega un grupo metilo (CH3), obteniendo finalmente 5-metilcitosina (21).

Los estudios epigenéticos relacionados con SOP son bastante recientes. Un estudio reveló que no existen diferencias significativas en la metilación global de DNA entre mujeres con SOP y controles (22). Sin embargo, el tamaño muestral considerado fue pequeño y podrían existir cambios específicos que no fueron detectados por la técnica o estos cambios llevaron a una compensación en el nivel de metilación global. Por lo tanto, no pueden descartarse variaciones en el patrón de metilación a nivel de gen y tejido específico.  

Estudios recientes de barrido de genoma completo, han mostrado que existirían algunas diferencias en la metilación de diversos genes entre mujeres con SOP y controles. Un análisis de sangre periférica, mostró que existirían al menos 40 genes metilados diferencialmente entre pacientes con SOP y controles (23). El mismo estudio reveló que existirían 79 genes diferencialmente metilados entre las pacientes con SOP que sufren RI y las que no. Estos genes se encuentran involucrados en la respuesta a las defensas e inflamación, es decir genes relacionados con inmunidad celular. En el mismo estudio se observó que el gen CEBPB se encontraba diferencialmente metilado entre pacientes SOP con y sin RI, lo cual podría sugerir que este gen podría jugar un rol importante en el desarrollo de RI en mujeres con SOP (24). Esta información sugiere que genes involucrados en la respuesta inmune e inflamación, presentan un patrón de metilación diferente en las mujeres con SOP.
Otro estudio de barrido de genoma completo a nivel tejido específico, indicó que existe al menos un 3% de sitios diferencialmente metilados y 650 transcritos diferentes entre mujeres con SOP y controles, en tejido ovárico (25). De estos sitios diferencialmente metilados, el 59,8% se encuentra hipermetilado y el 40,2% hipometilado en mujeres con SOP. Estos genes se encuentran implicados en procesos celulares basales como: regulación de la transcripción, muerte celular, apoptosis, proliferación celular y respuesta al estrés. El análisis mostró además que los genes diferencialmente metilados se encuentran asociados a variadas vías celulares: diabetes tipo 1, miocarditis viral, regulación del citoesqueleto de actina, formación del eje dorso-ventral, adhesión focal, enfermedad autoinmune de tiroides, moléculas de adhesión celular, presentación y procesamiento de antígenos (25). Estos datos sugieren la existencia de un patrón de metilación y de expresión de genes diferentes entre mujeres con SOP y controles, lo cual probablemente esta involucrado en el desarrollo y progresión del SOP. 

Estudios de metilación a nivel gen específico han encontrado diferencias en el patrón de metilación tanto en modelos animales para el SOP como en mujeres con SOP en comparación a los controles. Un estudio del tejido adiposo visceral realizado en monas Rhesus androgenizadas prenatalmente mostró que en éstas existe un patrón de metilación del DNA alterado tanto en infantes como adultas, en comparación con las controles (26). Los investigadores identificaron diferentes genes involucrados en la vía de señalización de TNF-β significativamente metilados en adultos e infantes. Las diferencias descritas se deben a que las modificaciones en el epigenoma observadas en infantes probablemente sean debidas a causas in utero, mientras que en las adultas influyen diferentes modificaciones postnatales tales como la edad, factores medioambientales, metabólicos, reproductivos, entre otros. 

Un estudio reciente realizado en mujeres infértiles con SOP mostró altos niveles de testosterona en el suero y en fluidos foliculares que se asociaron a alteraciones significativas en el patrón de metilación de diferentes genes (27). De esta manera el hiperandrógenismo induce alteraciones epigenéticas en los genes PPARG1, NCOR1 y HDAC3 de las células de la granulosa. Estos datos sugieren que probablemente estos genes están involucrados en la disfunción ovárica en SOP, en comparación con mujeres infértiles debido a obstrucción tubárica. 

Otro estudio reciente estableció que los dinucleótidos CpG del gen LMNA se encuentran hipermetilados en el suero de mujeres con SOP, y este cambio se relaciona con resistencia a la insulina en las pacientes (28). Lo cual indica que posiblemente este gen esté asociado a la RI y su regulación en pacientes con SOP. 

En células de la granulosa de mujeres con SOP se observó una hipermetilación del promotor de CYP19A1 en comparación con las controles (29). El aumento de la metilación en las pacientes se correlacionaría con una mayor expresión del RNAm de CYP19A1, y de la proteína codificada por este (29). De esta forma, los resultados indican que el aumento de la metilación del promotor de CYP19A1 se relaciona con una menor actividad de la aromatasa, de esta forma alteraría la biosíntesis de estrógenos.

Un análisis de metilación del promotor de FST (¿?) en pacientes con SOP y controles, mostró que las primeras presentaban un mayor porcentaje de metilación en dos islas CpG en muestra de sangre periférica, al realizar el análisis en tejido endometrial no encontraron diferencias significativas en el patrón de metilación entre los grupos (30). 

Un estudio observó diferencias significativas en la metilación de un conjunto de islas CpG  del promotor del gen EPHX1 a partir de muestra de sangre periférica, entre mujeres con SOP y controles, presentando las primeras un menor porcentaje de metilación (31). 

De acuerdo a los antecedentes presentados (Tabla 1) se puede concluir que una reprogramación fetal producto de factores adversos durante el desarrollo uterino puede afectar el funcionamiento endocrino/metabólico de los hijos/as nacidos de madres con SOP, independientemente del sexo y herencia genética. 

microRNAs en SOP

Los microRNA (miRNA) son moléculas de RNA no-codificante de una hebra, compuestos por 20-24 nucleótidos. Estos regulan la expresión génica positiva o negativamente a través de diferentes mecanismos tanto a nivel traduccional como post-traduccional. Los miRNAs son importantes reguladores de la expresión de los mRNA y tienen múltiples blancos, jugando un papel fundamental en la regulación de muchos procesos biológicos. La expresión anormal de los miRNAs se ha descrito en cáncer, desordenes metabólicos, diabetes, entre otros (32-33). 

Los estudios realizados en mujeres con SOP, han encontrado diferencias a nivel de suero y tejido específico (Tabla 2). Hay que considerar que los miRNA que están diferencialmente expresados en suero no necesariamente son los mismos que en tejido específico, ya que, presentan una modulación diferente. Los miRNAs producidos a nivel-tejido específico no son todos liberados a la sangre.

Hasta la fecha dos estudios se han realizado en suero/plasma de mujeres con SOP y controles. El primero indicó que existirían 8 miRNA sobre-regulados (miR-222, miR-16, miR-19a, miR-106b, miR-30c, miR- 146a, miR-24 and miR-186) y uno disminuido (miR-320). Tres de estos presentaron una expresión significativamente más alta en mujeres con SOP en comparación a las controles (miR-222, miR-146a y miR-30c) (34). En las mujeres con SOP el miR-222 se asoció positiva y significativamente con los niveles séricos de insulina, y el miR146a se correlacionó negativamente con la testosterona plasmática. En sujetos con diabetes tipo 2 la expresión del miR-222, también se encuentra aumentada, siendo probable que este miRNA se asocie con la sensibilidad a la insulina (35). El miR-146a se ha asociado con la inhibición de la liberación de la progesterona, andrógenos y estrógenos (24). Por lo que es probable que ambos miRNAs estén involucrados con la patogénesis del SOP. 

El segundo estudio realizado en sangre periférica estableció que la expresión de los miRNA-21, miRNA-27b y miRNA-103, se encuentra aumentado en mujeres SOP obesas, mientras que en hombre y mujeres controles obesos están disminuidos (36). El 22%, 11% y 13% de la variación en la expresión del miR-21, miR-27b y miR-103 se explica por un efecto negativo de la obesidad y positivo de las concentraciones libres de testosterona sérica. El 13% de la variación en la expresión del miR-155 se debe a un efecto positivo de la testosterona libre sérica. Estos miRNAs influencian la expresión de 73 genes que están involucrados en el metabolismo de lípidos y carbohidratos, en la secreción y acción hormonal, procesos inflamatorio, en el desarrollo del sistema endocrino, diferenciación y reproducción sexual (37-40).  

La obesidad produce una importante influencia en la expresión sérica de los miRNA-21, miRNA-27b, miRNA-103, y miRNA-155, sin embargo, estos efectos son diferentes en las mujeres con SOP (36). Estos miRNAs presentan el mismo patrón de cambio en mujeres y hombres obesos (disminuyen su expresión), pero en las mujeres con SOP y obesidad su expresión se ve aumentada (36). Esto podría deberse a que la obesidad ejerce una inhibición de la expresión de estos miRNAS, mientras que los niveles de testosterona libre sérica potencian su expresión, y las mujeres con SOP obesas presentan niveles significativamente más altos de testosterona plasmática libre (31). Este último fenómeno podría ser un efecto protector contra la inflamación en obesidad androide. Sin embargo la sobre-regulación de estos miRNAs no es suficiente para compensar las disfunciones en el desarrollo de adiposidad abdominal y de los adipocitos. 

Un estudio (41) pionero de miRNA en FF(¿?) en SOP encontró que los miR-132 y 320 están disminuidos en éstas pacientes en comparación a las controles. Sin embargo, un estudio posterior (42) no observó este fenómeno, lo cual podría deberse a que los grupos estudiados pertenecían a diferentes etnias y se utilizaron metodologías diferentes. Éste último observó una expresión aumentada de 29 miRNA en mujeres con SOP, de estos, 5 miRNA (hsa-miR-9, 18b, 32, 34c y 135a) presentaron una sobreexpresión significativa en comparación a las controles. Al mismo tiempo se observó una disminución en la expresión de tres genes: IRS2, SYT1 y IL8. Es probable que todos los miRNA diferencialmente expresados, posean un potencial inhibidor sobre estos genes, lo cual es relevante, ya que, estos genes están asociados al fenotipo SOP, al estar involucrado en funciones relacionadas con: metabolismo de carbohidratos y función beta-pancreática (IRS2); comunicación celular (SYT1); y en la síntesis de esteroides (IL8) (42). 

En las células de la granulosa del ovario, también se han encontrado diferencias en el perfil de miRNAs. La expresión de los miR-93 y miR-107 se encuentra elevada en mujeres con SOP en comparación a las controles. In vitro la sobreexpresión del miR-93 promueve la proliferación celular y disminuye la expresión del mRNA y proteína CDKN1A (43). En relación a esto, es probable que CDKN1A sea un blanco del miR-93 en las células de la granulosa. Debido a que CDKN1A se encuentra disminuido en el grupo SOP, se correlaciona de forma inversa con la expresión del miR-93 (43). Altas concentraciones de insulina aumentan la expresión del miR-93, y disminuyen la expresión de CDKN1A. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el miR-93 y su target CDKN1A regulan la proliferación de las células de la granulosa en mujeres con SOP, y la insulina aumenta la expresión del miR-93 y promueve la proliferación celular (43).  

Un estudio logró  identificar 59 miRNA expresados diferencialmente entre mujeres con SOP y controles en células de la granulosa, 21 sobre-regulados y 38 disminuidos (44). Los que presentaron mayores diferencias fueron: miR-10a-5p, miR-1307-3p, miR-423-5p, miR-1273g-3p, miR-199a-3p, miR-185-5p, miR-200a-3p, miR-92b-3p, miR-222-3p, y miR-223- 3p. Los posibles genes blancos de estos miRNAs se encuentran involucrados en una amplia gama de procesos biológicos. Estos se han asociado a funciones biológicas relacionadas con función ovárica: como crecimiento de los folículos antrales, adhesión celular homofilica, y regulación negativa de la secreción de citoquinas. Múltiples genes blancos están implicados en la vía de señalización Notch, como el miR-483-5p, este participa en la regulación de la vía Notch y MAPK, con sus blancos Notch3 y MAPK3. El miR-483-5p tiene una expresión significativamente más alta en las células de la granulosa de mujeres con SOP, sin embargo la expresión de la proteína y el mRNA de Notch3 y MAPK3 está significativamente disminuida en las pacientes con SOP (44). De esta forma el miR483-5p suprime la expresión de sus blancos Notch3 y MAPK3 en las células de la granulosa. 

El miR 222 presenta una expresión disminuida en las células de la granulosa de pacientes con SOP (44), mientras que en suero se ha observado un aumento de la expresión en estas mujeres (34). Esta diferencia podría deberse a que se ha descrito que los miR-221/miR-222 regulan la proliferación de las células de la granulosa (este proceso se encuentra disminuido en mujeres con SOP) a través de su blanco p27/kip1 (45), y son reprimidos por andrógenos. Es probable que el alto nivel de andrógenos circulantes en las mujeres con SOP produzca una inhibición en la expresión del miR-222 en la células de la granulosa, y aumente la expresión de p27/kip1, así se genere una disminución en la proliferación de las células de la granulosa, alterando el desarrollo y maduración de los folículos en estas mujeres (44). 

Se ha descrito la disminución de la expresión del miR-92b en folículos atréticos de porcinos (46), sugiriendo que este miRNA podría estar involucrado en la inhibición de la apoptosis en este tejido. En mujeres con SOP se ha observado una disminución de la expresión del miR-92b en las células de la granulosa y la teca (44, 47), por lo que este miRNA podría estar involucrado en la sobre-regulación de la apoptosis, atresia y desorden de la maduración folicular.  

En células de la teca se han descrito 27 miRNA diferencialmente expresados entre mujeres con SOP y RI (SOP-RI), con SOP y sin RI (SOP-NRI) y controles (47). Los miRNA que presentaron una mayor disminución significativa de la expresión fueron: miR-200a, miR-141, miR-200c, miR-502-3p, miR-32, miR-92a, miR-92b, miR-19b, miR-1, y let-7g. Siendo los posibles genes blanco de estos miRNAs CYP17, GATA6, y IRS-2.  Los miRNAs que presentaron la menor expresión entre estos, fueron: miR‐141, miR-200a, miR-92a, miR-92b, and miR-19b. El miR92a y miR92b presentan como posible blanco a IRS-2, que es un regulador clave en la vía de señalización de la insulina (47). La disminución en la expresión de estos miRNAs es consistente con la hiperinsulinemia observada en estas pacientes, ya que este fenómeno produce una señal para aumentar la insulina en el tejido. El miR-92a también tiene como blanco a GATA6, lo cual podría indicar que existe una comunicación entre la vía de señalización de la insulina y andrógenos (47). 

Por último, un estudio realizado en tejido adiposo observó la sobreexpresión de miR-93 en mujeres con SOP-NRI, SOP-RI y en pacientes con RI (48). Al mismo tiempo se observó una disminución en la expresión del gen MCM7 (gen hospedero del miRNA) en la mujeres con SOP-RI, SOP-NRI y con RI en comparación a las controles. La expresión del gen MCM7 se correlacionó negativamente con la expresión del miR-93 y aumenta con la RI (48). Por lo tanto, la expresión del miR-93 y del gen MCM7 está relacionada a la RI y al SOP. 

Estos antecedentes sugieren que el perfil de miRNAs de mujeres con SOP es diferente al de las controles, y que es probable que el ambiente generado en el organismo de la paciente con SOP produzca estas alteraciones, ya que, la mayor parte de los miRNAs afectados regulan genes relacionados con insulina, inflamación y andrógenos. 

Implicancias clínicas de la epigenética en el SOP
El avance en el conocimiento de la genética del SOP, ha dejado en evidencia estos marcadores ¿pero? no permiten explicar completamente las presentaciones clínicas de este síndrome. A su vez, el conocimiento actual de los cambios epigenéticos ha llevado al desarrollo del concepto de programación fetal como un conjunto de modificaciones durante la vida fetal que permiten al feto adaptarse a la vida posnatal. En este sentido, la relación del SOP con la epigenética, ha demostrado que el exceso de andrógenos en las madres se asocia a diversas características posnatales del fenotipo del SOP, como hipersecreción de hormona luteinizante, obesidad, intolerancia a la glucosa, secreción anormal de insulina, aumento de las concentraciones de hormona antimulleriana, etc. Estas modificaciones, gatilladas en el ambiente fetal, pueden perpetuarse durante el curso de la vida (Figura 1). El enfoque epigenético, podría por lo tanto ser una herramienta útil para la clasificación de fenotipos que la genética no puede discriminar, fenotipos que podrían requerir de un enfoque clínico diferente a través de la dieta, ejercicio y fármacos. 
Conclusión

 El SOP está determinado por alteraciones genéticas y epigenéticas. Así como la mayoría de las enfermedades crónicas se relacionan a caracteres poligénicos donde se agrupan varias alteraciones genéticas (estudios de polimorfismo), el SOP se asocia a  diversos marcadores genéticos que tienen un bajo poder predictivo. En este escenario, las modificaciones epigenéticas generadas por el ambiente (intrauterino o externo), son igualmente heredables con la ventaja de que  pueden ser reversibles. Esto abre un campo de estudio y de manejo clínico muy interesante desde la perspectiva de la modulación de los factores ambientales que se relacionan a cada fenotipo observado en el SOP.
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