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RESUMEN

Introduccion

La endometriosis es un trastorno ginecoldgico multifactorial que afecta
aproximadamente al 10% de las mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por la
presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina, lo que genera dolor
pélvico crénico, infertilidad y un notable impacto en la calidad de vida. Su etiologia
implica la interaccion entre factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Entre los
posibles factores de riesgo ambientales destacan disruptores endocrinos (DEs) como
las sustancias perfluoroalquiladas (PFAS), compuestos persistentes ampliamente
utilizados en productos de consumo y frecuentemente detectados en agua potable.
Paralelamente, se estima que la predisposicion genética puede explicar hasta el 50%
de la variabilidad en el riesgo de desarrollar endometriosis. El conocimiento actual
sobre la predisposicidn genética estd basado en estudios GWAS (Genome Wide
Association Studies); sin embargo, en los ultimos afos, las tecnologias de secuenciacion
masiva de nueva generacion (NGS, Next Generation Sequencing) han permitido
identificar multiples variantes genéticas asociadas a la enfermedad, ampliando
significativamente la comprension de su base molecular y de los mecanismos

patogénicos implicados.
Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el papel que desempefian la exposicion
a PFAS y la presencia de variantes genéticas en el riesgo de desarrollar endometriosis.
Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos: 1) Evaluar la exposicion a
PFAS en mujeres con y sin endometriosis, estimando su asociacion con el riesgo de
desarrollo de la enfermedad; 2) Realizar una revision sistematica de la literatura
cientifica sobre las variantes genéticas asociadas a endometriosis, identificadas

mediante NGS5, con el fin de sintetizar la evidencia disponible, caracterizar los
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principales genes implicados y comparar los hallazgos con GWAS; y 3) Describir las
variantes genéticas germinales detectadas mediante exoma clinico dirigido en mujeres
con endometriosis, analizando su frecuencia, potencial relevancia funcional y posible
implicacion en procesos bioldgicos relacionados con la fisiopatologia de la

enfermedad.
Material y métodos

Este trabajo se enmarca en el proyecto EndEA, un estudio observacional de casos y
controles llevado a cabo entre 2018 y 2020 en dos hospitales ptiblicos de Granada, en
el que se incluyeron mujeres de edad reproductiva sometidas a cirugia abdominal, 57
de ellas diagnosticadas de endometriosis mediante inspeccion laparoscopica y

confirmacioén histoldgica, y 135 controles sin evidencia de la enfermedad.
Esta tesis doctoral esta estructurada en tres partes diferenciadas:

Para dar respuesta al Objetivo 1, se determinaron las concentraciones de diez PFAS
(PFHxA, PFHpA, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA, PFOS y PFHXS)
en muestras de plasma obtenidas de las participantes de EndEA mediante HPLC-
MS/MS. La asociacién entre la exposicion a PFAS y el riesgo de endometriosis se evalud
mediante modelos de regresion logistica, ajustados por edad, nivel educativo y
paridad y se empled regresion g-computacional para analizar el efecto conjunto de la

mezcla de PFAS.

Para dar respuesta al Objetivo 2, se realizd una revision sistematica de variantes
genéticas identificadas por NGS, que incluy¢ articulos originales publicados hasta el
31 de diciembre de 2024, consultando las bases de datos PubMed, Scopus, Embase y Web
of Science. Los términos de busqueda combinaron descriptores relacionados con
endometriosis, NGS y variantes genéticas. La calidad metodoldgica de los estudios
incluidos se evalué mediante la herramienta Q-genie. Para explorar la funcionalidad

de los genes identificados, se realizaron andlisis de enriquecimiento ontoldgico de
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términos de Gene Ontology (GO) y redes de interaccion proteina-proteina (PPI)
mediante las plataformas DAVID y STRING, respectivamente, aplicando un umbral

de significacion estadistica de p <0,05.

Para dar respuesta al Objetivo 3, se realizd un estudio descriptivo de variantes
genéticas germinales en las mujeres con endometriosis del proyecto EndEA. El estudio
se llevé a cabo mediante un analisis de exoma clinico dirigido, orientado a la deteccion
de variantes germinales potencialmente implicadas en la enfermedad detectadas en la
revision sistematica. La interpretacion de variantes se realizoé conforme a los criterios
del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), valorando su posible
patogenicidad, frecuencia poblacional y relevancia funcional. Ademas, se aplicaron
predictores in silico para estimar el impacto funcional de las variantes identificadas,
incluyendo herramientas bioinformaticas de prediccion de deleteriedad vy

conservacion evolutiva.
Resultados

Resultados del Objetivo 1: Exposicién a PFAS y riesgo de endometriosis. Se observaron
concentraciones plasmaticas mas elevadas de varios compuestos PFAS en las mujeres
con endometriosis respecto a los controles. Entre los analitos cuantificados, el acido
perfluorotridecanoico (PFTrDA) mostrd una asociacion significativa con un mayor
riesgo de endometriosis (OR = 1,74; IC 95% = 1,11 — 2,73 por cada incremento de dos
veces en la concentracién plasmadtica). Asimismo, se identificaron asociaciones
marginalmente significativas para el perfluorohexano sulfonato (PFHxS) y para la
suma de PFAS de cadena corta. El efecto combinado de la mezcla total de PFAS se
asocid de forma no significativa con un incremento del riesgo de la enfermedad (OR =
1,70; IC 95% = 0,73-3,80).

Resultados del Objetivo 2: Revision sistematica de variantes genéticas identificadas
por NGS. La revision incluy6 17 estudios que reportaron variantes en un total de 951

genes (859 en linea somatica, 104 en linea germinal y 12 en ambas). Se identificaron 45
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genes descritos en mds de un estudio, incluyendo ABL2, ARHGAP35, ARIDIA,
ATP1A4, BMF, BRIP1, CSMD1, CSMD3, CTNNB1, DLGAP3, DMD, DNAH7, DSCAM,
FAM161B, FAT3, FGFR4, GEN1, GPR128, HEATR1, HERC2, HIP1, KLHL6, KRAS,
LONRF1, MTUS2, MUC16, MUC3A, MYH13, MYO3A, NEB, PCDHGA1, PCMTD1,
PIK3CA, PKD1L1, PPP2R1A, PTEN, PTPN13, RNASEL, SYNE1, SYNE2, TP53, TTN,
TYK2, y ZNF366, y 24 genes previamente asociados a endometriosis en estudios
GWAS, como ACTL9, CCDC170, CIITA, CNTLN, CSMD1, CYP19A1, ESR1, FAM120B,
FN1, GREBI1, ID4, IL1A, KCNG2, MAP3K4, MPP4, OR10P1, PRUNE2, SMARCA?2,
SYNE1, TP53, VEGFA, VEZT, WT1 y ZEB2. Los andlisis de enriquecimiento funcional
mostraron implicacion de rutas relacionadas con sefalizacién hormonal, remodelado
tisular, angiogénesis, procesos inmunitarios y adhesion celular.

Resultados del Objetivo 3. Estudio descriptivo de variantes genéticas germinales de las
mujeres con endometriosis. Se identificaron variantes raras en el 88% de las muestras
analizadas, localizadas en 38 de los 66 genes de interés seleccionados a partir de la
revision sistemadtica. La gran mayoria de las variantes fueron clasificadas como de
significado clinico incierto (VUS, Variant Uncertain Singnificance) segin los criterios
ACMBG. Los predictores in silico indicaron un potencial impacto funcional en variantes
localizadas en genes asociados a proliferacion y supervivencia celular, remodelado

tisular, sefializacion hormonal estrogénica, angiogénesis y regulacion epigenética.

Conclusion

Los resultados de este trabajo confirman que la exposicion a determinados PFAS, en
particular PFHxS y PFTrDA, se asocian con un incremento de la probabilidad de
desarrollar endometriosis, probablemente a través de su accion como DEs que
modulan vias hormonales, inflamatorias y angiogénicas. La revision sistematica y el
andlisis de variantes genéticas mediante tecnologias de secuenciaciéon de nueva
generacion permitieron identificar un conjunto de genes relevantes, implicados en

procesos biologicos clave como la sefalizacion estrogénica, la regulacion
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transcripcional, la angiogénesis, la adhesion celular y la resistencia a la apoptosis, si
bien la elevada proporcion de variantes VUS subraya la complejidad de su

interpretacion en enfermedades multifactoriales.

De forma conjunta, estos hallazgos sostienen la hipdtesis de que la exposicion
ambiental y la predisposicion genética confluyen en rutas biologicas comunes que
favorecen el establecimiento y la progresion de las lesiones endometridsicas, con
implicacion de genes como ESR1, VEGFA, PTEN y CTNNBI1 y su interaccion potencial

con los efectos de los PFAS.

Este enfoque integrador pone de manifiesto la necesidad de desarrollar herramientas
predictivas mas precisas, basadas en la combinacion de biomarcadores genéticos y
ambientales, que permitan disefiar estrategias preventivas personalizadas y mejorar la
identificacion de mujeres con mayor riesgo de enfermedad. Finalmente, es prioritario
investigar mas acerca de la interaccion entre toxicos ambientales y predisposicion

genética, e impulsar politicas que reduzcan la exposicion a DEs.

Palabras clave: Endometriosis, PFAS, disruptores endocrinos, susceptibilidad

genética, variantes genéticas, NGS, exoma clinico, salud reproductiva femenina.
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PFAS: Polyfluoroalkyl substances (Sustancias polifluoroalquiladas)
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PFCA: Perfluoroalkyl carboxylic acids (Acidos perfluoroalquilcarboxilicos)
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PFTrDA: Perfluorotridecanoic acid (Acido perfluorotridecanoico)

PFUnDA: Perfluoroundecanoic acid (Acido perfluoroundecanoico)

PGE;: Prostaglandina E,
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PR: Progesterone Receptor (Receptor de progesterona)

PXR: Pregnane X Receptor (Receptor del pregnano X)

RANTES: Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted. Quimiocina
también conocida como CCL5
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TNEF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha (Factor de necrosis tumoral alfa)
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VEGEF: Vascular Endothelial Growth Factor (factor de crecimiento endotelial vascular)
WES: Whole Exome Sequencing (secuenciacion del exoma completo)

WGS: Whole Genome Sequencing (secuenciacion del genoma completo)
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DE ENDOMETRIOSIS

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica cronica, estrogeno-dependiente y
multifactorial, caracterizada por la presencia de glandulas endometriales y estroma

fuera de la cavidad uterina (Shim et al., 2024).

Su extension puede variar desde pequenas lesiones hasta grandes endometriomas, con
extensas fibrosis y adherencias a tejidos. Los drganos afectados difieren entre
pacientes, aunque las localizaciones mas comunes se encuentran dentro de la pelvis,
incluyendo las trompas de Falopio, los ovarios, ligamentos uterosacros, la pared
peritoneal, el intestino y el fondo del saco de Douglas (Zondervan et al., 2020). No

obstante, aun siendo raros, cualquier 6rgano puede verse afectado (Andres et al., 2020).

Los sintomas de la enfermedad pueden tener un impacto sustancial en la calidad de
vida de las pacientes y pueden variar desde dismenorrea, dispareunia, dolor pélvico
crénico e irregularidades menstruales, hasta infertilidad, complicaciones en el
embarazo y el parto, e incluso se ha asociado con un mayor riesgo de cancer
ginecolodgico en los casos mas graves (Matias-Guiu & Stewart, 2018; Vercellini et al.,

2023; Zondervan et al., 2020).

La amplia y compleja sintomatologia asociada a la endometriosis contribuye
significativamente al retraso en su diagnostico. Transcurren una media aproximada de
seis afos desde la aparicion de los primeros sintomas hasta la obtencién de un
diagnostico definitivo (Armour et al.,, 2020; Shim et al.,, 2024). Este retraso se ha
atribuido también en parte a que hasta hace pocos anos la cirugia laparoscopica con la
visualizacion de las lesiones endometridsicas eran los métodos de referencia para el
diagnodstico de la enfermedad. En la actualidad, las guias de practica clinica mas
recientes recomiendan como pruebas diagndsticas de primera linea las técnicas de

imagen comunmente empleadas en ginecologia, como la ecografia transvaginal y la
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resonancia magnética, debido a su cardcter no invasivo y creciente precision

diagnostica (ESHRE Endometriosis Guideline Development Group, 2022).

El tejido endometridsico presenta una marcada dependencia hormonal y su
crecimiento, infiltracion y diseminacion estan afectados por las fluctuaciones
hormonales propias del ciclo menstrual (Kitawaki et al., 2002; Wu et al., 2022). Ademas,
la enfermedad comparte caracteristicas con procesos inflamatorios cronicos, como la
formacion de fibrosis y adherencias, y la presencia aumentada de macréfagos y
monocitos en el liquido peritoneal (Ahn et al., 2016; Cousins et al., 2023; Giacomini et
al., 2021; Zondervan et al.,, 2020). Una de las hipotesis mas aceptadas sobre el
mecanismo de accion de la enfermedad es la menstruacion retrograda, sustentada por
la localizacion tipica de las lesiones en la cavidad abdominal y la capacidad de las
células endometriales para implantarse fuera del utero durante la menstruacion (H.
Masuda et al., 2021; Sampson, 1927). Sin embargo, dado que la menstruacion
retrograda se observa en el 90% de las mujeres, se postula que la aparicion de la
enfermedad requiere de factores adicionales y de una susceptibilidad que depende de
la interaccion de factores genéticos, inmunologicos, hormonales y medioambientales

(Cousins et al., 2023).

La endometriosis afecta predominantemente a mujeres en edad reproductiva; sin
embargo, sus manifestaciones clinicas y las secuelas derivadas del tratamiento pueden
persistir incluso durante la posmenopausia. Es por eso por lo que, al tratarse de una
enfermedad cronica, las pacientes con endometriosis necesitan de un plan de atencion
sanitaria a largo plazo que incluya un seguimiento y un tratamiento médico y/o
farmacoldgico eficaces, orientado a mejorar su calidad de vida, y tratando en lo posible
reducir las intervenciones quirurgicas ya que, hasta la fecha, no existe un tratamiento

curativo eficaz para la endometriosis.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

La estimacion precisa de la prevalencia y tasa de incidencia de la endometriosis
presenta importantes dificultades, principalmente debido a la amplia, variada y
compleja sintomatologia asociada a la enfermedad, lo que contribuye de forma
significativa al retraso en su diagndstico. No obstante, se sabe que la endometriosis es
la causa mas comun de dolor pélvico crénico en mujeres fértiles y, a pesar de la falta
de registros nacionales y de la ausencia o levedad de los sintomas en algunas mujeres,
los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estiman que, globalmente,
aproximadamente el 10% de las mujeres en edad reproductiva la padecen, unas 190
millones de mujeres, con una incidencia de diagndstico incrementada entre los 40 y 45

afios (OMS, 2024).

Segun estimaciones recientes, la prevalencia global de la endometriosis puede llegar a
estar entre el 16 y 20% (Moradi et al., 2021); sin embargo, estudios realizados en
poblaciones especificas reportan cifras mas bajas: un 6,1% en Estados Unidos (Fuldeore
& Soliman, 2017), un 6,4% en Brasil (Szylit et al., 2025) y un 7% en Canada (Singh et al.,
2020). La prevalencia real en la poblacion general sigue siendo incierta, probablemente
debido a sesgos de seleccion en las poblaciones estudiadas y a las limitaciones de las
técnicas diagndsticas disponibles, que tienden a infraestimar la enfermedad en
mujeres asintomadticas o con sintomas leves, y a sobreestimarla en aquellas con
sintomatologia mas grave. Recientemente se ha estimado que la incidencia global de
la endometriosis en Espafia es de 16,1 por 10.000 mujeres (0,16%), con una edad media
de aparicion de 36,8 + 5,4 anos (Avalos Marfil et al., 2021), resultados que coinciden
con los observados en otros paises del entorno. En el norte de Italia, la incidencia bruta
combinada de endometriosis y adenomiosis en mujeres premenopausicas entre los 15
y 55 anos de edad fue del 0,14%, incluyendo tanto los casos con confirmacion
histologica como aquellos diagnosticados clinicamente (Morassutto et al., 2016). Algo

mas baja que la reportada por un estudio israeli que situaba la incidencia en 10,8 por
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cada 1.000 mujeres (1,08%) en el mismo rango de edad (Eisenberg et al., 2018). Por su
parte, en Francia, un estudio centrado en mujeres hospitalizadas con sintomatologia
compatible con endometriosis reveld tasas de incidencia que oscilaron entre el 0,4 y el
0,6% en mujeres de 15 a 49 afios (Von Theobald et al., 2016), lo que pone de manifiesto

la variabilidad en los registros segtin la fuente de datos y el contexto clinico usado.

La endometriosis estd reconocida desde hace tiempo como causa de infertilidad. De
hecho, la infertilidad se considera uno de los dos sintomas cardinales, junto con el
dolor pélvico crénico. Se estima que, de las mujeres en edad reproductiva que padecen
endometriosis, aproximadamente un tercio de ellas presenta problemas de fertilidad,
lo que supone casi el doble de la tasa observada en mujeres sin esta condicion (Macer
& Taylor, 2012). Asimismo, se ha reportado que hasta el 50% de las mujeres con

infertilidad presentan endometriosis (Healy et al., 1994).

1.3 ASPECTOS CLINICOS

Las lesiones endometriosicas se localizan fundamentalmente en la pelvis, siendo las
localizaciones mads frecuentes los ovarios, las trompas de Falopio y el peritoneo
pélvico. También pueden verse afectados el utero, el apéndice cecal, la vejiga, el recto

y los uréteres (Lebovic & Falcone, 2022; Mason et al., 2020).

1.3.1 Tipos de lesion

Los tipos de lesion en endometriosis se definen segun la infiltracién del tejido
endometridsico en el peritoneo pélvico. Existen tres formas: las lesiones peritoneales
superficiales 0 no invasivas (menos de 5 mm de profundidad), los endometriomas
ovaricos o quisticos y la endometriosis infiltrante profunda (DIE, por sus siglas en
inglés Deep Infiltrating Endometriosis) (mas de 5 mm de profundidad) (Andres et al,,
2020; Hsu et al., 2010).
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Tipo I: Endometriosis peritoneal superficial

Se trata de lesiones tisulares similares al endometrio que afectan a la superficie
peritoneal (Tomassetti et al., 2021). Suelen localizarse en los drganos pélvicos o en el

peritoneo pélvico.

- Lesiones clasicas: de color azulado o negro-azulado, se asemeja al endometrio y
puede estar asociada a depositos de hemosiderina.

- Lesiones no clasicas: incluyen lesiones claras y rojas, con diferentes aspectos como
lesiones petequiales, polipoides, hemorragicas o en llamarada; o lesiones blancas,

que incluyen éreas de fibrosis y cicatrizacion.

La endometriosis también puede encontrarse en la base de un defecto peritoneal

denominado 'ventana de Allen-Masters' (Hsu et al., 2010).

Tipo II: Endometriosis ovarica o endometrioma ovarico/quistico

Se trata de tejido similar al endometrio en forma de quistes ovaricos y se encuentra
presente en un tercio de los casos de endometriosis. Estos quistes suelen formar
adherencias con las estructuras pélvicas cercanas, como el peritoneo de la fosa ovarica,

las trompas y el intestino (Lebovic & Falcone, 2022).

Podemos encontrar:
- Quistes invaginantes o pseudoquistes, formados por la invaginaciéon de la

endometriosis dentro de la corteza ovarica.

Endometriomas o 'quistes de chocolate' en cuya pared también hay tejido similar al
endometrio y en su interior hay un liquido denso, marrén oscuro tefiido de sangre de

aspecto achocolatado (Tomassetti et al., 2021).

Tipo III: Endometriosis infiltrante profunda o endometriosis profunda

Es la forma mads severa de endometriosis y consiste en la presencia de lesiones tisulares
similares al endometrio en el abdomen, que se extienden sobre o bajo la superficie

peritoneal. Suelen ser nodulares, capaces de invadir estructuras adyacentes y
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asociadas a fibrosis y alteracion de la anatomia normal (Tomassetti et al., 2021). La
endometriosis profunda puede provocar infertilidad (Vercellini et al., 2023) y se
reconoce una asociacion entre la intensidad del dolor, su localizacion y la profundidad
de la infiltracién del tejido endometriosico, que suele manifestarse como dismenorrea,
dispareunia, disquecia y dolor pélvico cronico, a menudo acompanado de sintomas
como rectorragia o hematuria, dependiendo de los érganos afectados (Montanari et
al,, 2019). La invasién del tejido endometridsico puede causar la formacion de tejido
cicatricial (fibrosis), adherencias entre drganos y, en casos graves, bloquear o danar la
estructura anatémica comprometida. En raras ocasiones, la endometriosis puede
descubrirse en otros érganos del abdomen (zona parietal o visceral), o en el térax

(diafragma, pleura o pulmdn) (Andres et al., 2020).

1.3.2 Anatomia microscopica

El tejido endometridsico presenta un aspecto microscdpico similar al del endometrio
eutopico. El diagndstico histopatoldgico de la endometriosis se basa en el hallazgo
microscopico de al menos 2 de los siguientes elementos: glandulas endometriales,

estroma endometrial y macrdfagos cargados de hemosiderina (Mason et al., 2020).

Un quiste endometridosico ovarico, o endometrioma, se forma cuando el tejido
endometrial ectopico dentro del ovario sangra y da lugar a un hematoma rodeado de
parénquima ovarico. A diferencia de los quistes ovaricos fisiologicos hemorragicos, los
endometriomas suelen tener paredes fibroticas y adherencias superficiales, y
presentan un contenido espeso de color marrdn oscuro, caracteristico, compuesto por
sangre degradada. Estdn revestidos por epitelio endometrial y estroma, y
frecuentemente se observan vasos sanguineos dilatados y congestionados. Durante la
menstruacion, suele producirse hemorragia dentro de las lesiones e inflamacion
secundaria con histiocitos, que convierten la sangre extravasada en glicolipidos y en
un pigmento marrdn granular, convirtiéndose asi en las denominadas células de

pseudoxantoma (Mason et al., 2020).
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Las glandulas y el estroma endometriosicos expresan receptores de estrogenos y
progesterona y muestran inmunorreactividad caracteristica para CD10, un marcador
util especialmente en casos donde el diagndstico es complejo (Clement, 2007; Mason
et al., 2020). Ademas, pueden observarse hallazgos histopatologicos que requieren
especial atencion por su posible asociacion con procesos neoplasicos, tales como
nodulos pseudoxantomatosos necrdticos, crecimiento polipoide, lesiones voluminosas

o evidencia de invasion venosa, linfatica o perineural (Clement, 2007).

1.3.3 Estadificacion clinica de la endometriosis

La clasificacion de la endometriosis ha sido controvertida y dificil debido a las

multiples manifestaciones de la enfermedad, no existiendo un consenso actualmente.

Su principal finalidad radica en agrupar a las pacientes en categorias homogéneas que
presenten caracteristicas clinicas, evolucion y prondstico similares, lo que resulta
fundamental para proporcionar un asesoramiento clinico adecuado a las pacientes y
definir la estrategia terapéutica mas apropiada en cada caso. Ademads, contar con
grupos comparables permitiria avanzar en la investigacion etiologica de la
enfermedad y facilitaria el disefio de ensayos clinicos controlados, que puedan evaluar
la eficacia de diferentes opciones terapéuticas en funcion de resultados clinicos
relevantes, como la reduccion del dolor, la mejora de la fertilidad o la calidad de vida

(Johnson et al., 2017).

En 1995, la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM, por sus siglas en
inglés American Society for Reproductive Medicine) propuso una clasificacion con el
objetivo de evaluar la relacidon entre la puntuacidon revisada de los estadios de la
clasificacion ASRM vy la consecucién de embarazo espontaneo. Aunque se vio que no
servia para tal fin, si que proporciond un sistema de estandarizacion para documentar
la extension y la localizacion de la enfermedad y, actualmente, su clasificacion revisada

es la mas conocida y utilizada (American Society for Reproductive Medicine, 1997).
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Esta clasificacion consta de 4 estadios que se establecen segtin un sistema de puntos
que evalta la localizacion de las lesiones (ovario o peritoneo), su didmetro (menor de
1 cm, entre 1 y 3 cm, mayor de 3 cm), su profundidad (superficial o profunda) y la
densidad de las adherencias (finas o densas) determinadas por visualizaciéon directa

durante cirugia abdominal (Figura 1).
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AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
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Figura 1. Hoja de trabajo para la clasificacion quirargica de la endometriosis de la
ASRM (American Society for Reproductive Medicine, 1997).
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Segun esta clasificacion, la endometriosis se presenta en los siguientes estadios:

Estadio I, Minima (de 1 a 5 puntos): Implantes aislados y sin adherencias.

- Estadioll, Leve (de 6 a 15 puntos): Implantes superficiales con tamano de didmetro
inferior a 5 cm. Adheridos o diseminados sobre la superficie del peritoneo y
ovarios.

- Estadio III, Moderada (de 16 a 40 puntos): Implantes multiples superficiales o
invasivos. Adherencias alrededor de las trompas o periovaricas, que pueden ser
evidentes.

- Estadio IV, Severa (mas de 40 puntos): Implantes multiples, superficiales y

profundos que incluyen grandes endometriomas ovaricos. Usualmente se

observan adherencias membranosas extensas.

A pesar de que esta clasificacion es la mas extendida, presenta limitaciones
significativas. No permite una evaluacion detallada de la extension de la endometriosis
profunda, ni contempla la presencia de recurrencias o implantes de tejido
endometridsico en localizaciones atipicas. Ademas, excluye de su analisis sintomas
clinicos claves, como el dolor pélvico crénico, que constituyen manifestaciones
frecuentes e incapacitantes de la enfermedad. Debido a estas limitaciones, la

clasificacion carece de valor prondstico.

Con el objetivo de abordar las limitaciones en la clasificacién de la endometriosis
profunda, en 2005 se propuso el sistema de clasificacion ENZIAN (Tuttlies et al., 2005),
que fue posteriormente ampliado en 2011 y ha sido objeto de una revision actualizada

recientemente (Keckstein et al., 2021).

El sistema #ENZIAN permite describir de forma estructurada las lesiones de
endometriosis mediante hallazgos obtenidos por imagen o cirugia. Cada érgano o
compartimento afectado se codifica con letras maytsculas: P (peritoneo), O (ovario), T
(unidad tubo-ovérica)) A (vagina/espacio rectovaginal) B (ligamentos

uterosacros/cardinales y pared lateral), C (recto) y F (localizaciones a distancia, como
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adenomiosis, FA; vejiga, FB; uréteres, FU, u otras FO). Los compartimentos A, B, Cy F
se centran en la endometriosis profunda, y en érganos pares se indica el lado afectado.
Ademas, las lesiones se clasifican en una escala de 1 a 3 segtin su tamano, y se utilizan
las anotaciones m (ausente) y x (desconocido) cuando no es posible evaluar un érgano.
Aunque la clasificaciéon #ENZIAN es til para describir la extension anatomica de la
endometriosis profunda, su capacidad para predecir infertilidad, sintomas clinicos o

calidad de vida sigue siendo limitada.

Existen otras guias para el estadiaje de la endometriosis, como la clasificacion
endoscdpica de la endometriosis (EEC), que fue el primer sistema de clasificacion; la
clasificacion francesa de la Endometriosis (FOATI) (Tran & Belaisch, 2012) y la
clasificacion americana de la endometriosis (AAGL 2021), que estd especialmente
disefiada para medir la complejidad quirargica (Abrao et al., 2021). Sin embargo, a
pesar de los esfuerzos, ni la guia rASRM, ni la clasificaciéon ENZIAN, ni estas tltimas
son capaces de correlacionar el estadio con la gravedad de los sintomas y/o la
infertilidad, como tampoco pueden establecer el impacto de la enfermedad en la
calidad de vida de las mujeres, por lo que no cuentan con valor prondstico predictivo

(Johnson et al., 2017).

En este sentido, la tnica clasificacion que ha conseguido tener un valor pronostico
predictivo ha sido el Indice de Fertilidad de la Endometriosis (EFI, por sus siglas en
inglés Endometriosis Fertility Index) (Adamson & Pasta, 2010). Este indice fue disenado
para predecir la probabilidad de embarazo espontaneo en mujeres con endometriosis
confirmada quirargicamente. Su puntuacion, que varia de 0 (peor pronostico) a 10
(mejor prondstico), se basa en factores historicos (edad, afios de infertilidad, paridad)
y quirargicos (evaluacion intraoperatoria de la funcién reproductiva, puntuacion

rASRM vy caracteristicas de las lesiones).

Este indice demostrd una buena correlacién entre todos los estadios de endometriosis

y los resultados de gestacion espontdnea, postuldandose como una herramienta eficaz
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en la prediccion de la infertilidad de gran utilidad para el abordaje clinico de las
pacientes.

Como puede observarse, ninguna de las herramientas actuales logra clasificar a las
pacientes en grupos homogéneos que permitan predecir con precision el prondstico de
la enfermedad. Por ello, es fundamental individualizar el abordaje clinico en funcién
de los objetivos especificos de cada paciente, considerando su sintomatologia, asi como

sus expectativas personales y reproductivas.
1.4 SINTOMATOLOGIA, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

1.4.1 Sintomatologia

La presentacion clinica de la endometriosis abarca un espectro amplio, que va desde
mujeres completamente asintomaticas hasta formas graves y cronicas de la
enfermedad (Lebovic & Falcone, 2022). Los sintomas pueden tener un impacto
significativo en la calidad de vida de las pacientes, manifestdndose como dismenorrea,
dispareunia, dolor pélvico cronico, irregularidades menstruales, infertilidad,
complicaciones gestacionales y obstétricas, e incluso, en los casos mas avanzados, se
ha observado una posible asociacién con un mayor riesgo de padecer ciertos canceres
ginecologicos (Matias-Guiu & Stewart, 2018; Vercellini et al., 2023; Zondervan et al.,
2020).

Se estima que entre el 15 y el 30% de las mujeres con endometriosis son asintomaticas.
En las pacientes sintomaticas, el dolor pélvico ciclico es el signo mdas comun,
presentandose como dismenorrea severa (75%), dispareunia profunda (44%), dolor
pélvico cronico (70%), disquecia o dolor ovulatorio. Estos sintomas suelen agravarse
durante la menstruaciéon y pueden acompanarse de sangrado anormal, sintomas

intestinales o urinarios, infertilidad y fatiga cronica (Lebovic & Falcone, 2022).
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1.4.1.1 Dolor pélvico cronico

En la endometriosis, el sintoma principal y méas comtn es el dolor pélvico créonico
(Maddern et al., 2020). Este dolor suele presentarse en torno al periodo menstrual y
puede asociarse con sangrado anormal, sintomas intestinales o urinarios, infertilidad
y/o fatiga cronica (Servicio Andaluz de Salud, 2018). La recurrencia y persistencia del
dolor han llevado a describir el sindrome de dolor asociado a endometriosis
(endometriosis-associated pain syndrome), el cual se define como dolor pélvico persistente
o recurrente en mujeres con endometriosis diagnosticadas por cirugia abdominal
(laparoscopia o laparotomia), en los que los sintomas persisten tras un tratamiento
adecuado, y que se asocia a consecuencias cognitivas, conductuales, sexuales o

emocionales (McNamara et al., 2021).

La intensidad del dolor, generalmente, no se correlaciona con la extension o estadio de
la enfermedad (Vercellini et al., 2007), sin embargo, en la endometriosis profunda si se
reconoce una asociacion entre la intensidad del dolor, su localizacion y la profundidad
de la infiltracién del tejido endometridsico (Montanari et al., 2019). Se han identificado
diversos patrones de dolor en la endometriosis, entre ellos la dismenorrea (dolor
menstrual), la dispareunia (dolor durante o después de las relaciones sexuales), la
disquecia (dolor intestinal), la disuria (dolor relacionado con el tracto urinario), el
dolor de mitad de ciclo asociado con la ovulacion y el dolor pélvico no ciclico

(Tomassetti et al., 2021).

Ademds, muchas pacientes con endometriosis presentan comorbilidades como el
sindrome de dolor crénico, el sindrome del intestino irritable, el sindrome de vejiga
dolorosa, la vestibulodinia vulvar y la mialgia abdominopélvica, lo cual sugiere la

existencia de mecanismos complejos en el origen del dolor (McNamara et al., 2021).

Los conocimientos mas recientes sobre los mecanismos del dolor cronico en la

endometriosis senalan la implicacion de procesos inflamatorios y nociceptivos locales
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como factores clave en su desarrollo. El sangrado ciclico de las lesiones
endometridsicas provoca dano tisular tanto en los focos de implantacién como en la
cavidad peritoneal, lo que desencadena la liberacion de sustancias proinflamatorias
como hierro, especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen
species), prostaglandinas (especialmente la PGE,) y compuestos que generan acidosis

en el liquido peritoneal.

Este entorno inflamatorio favorece la activacion del peritoneo, promoviendo la
liberacion de citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento y neutrofilos, que
intensifican la inflamacién local. Entre los principales mediadores implicados en este
proceso se encuentran la PGE,, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de
crecimiento nervioso (NGF), RANTES (una quimiocina también conocida como
CCL5), asi como las interleucinas IL-8 e IL-1f3, que son sustancias capaces de activar
directamente las terminaciones nerviosas periféricas, pero que ademds promueven, de
forma indirecta, el reclutamiento de células inmunitarias y la produccion de mas

mediadores proinflamatorios, amplificando asi la respuesta inflamatoria.

Esta activacion continua de las terminaciones nerviosas periféricas en la cavidad
peritoneal (sensibilizacion periférica) incrementa el estimulo doloroso transmitido por
la médula espinal, iniciando y manteniendo alteradas las vias nociceptivas
(sensibilizacidn central), lo que contribuye a la cronificacion del dolor en las pacientes
con endometriosis (Maddern et al., 2020; McNamara et al., 2021; Servicio Andaluz de

Salud, 2018; Vercellini et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de los procesos inflamatorios desencadenados por el tejido
endometridsico, que inducen la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento, lo

que provoca la activacidon continua de las vias nociceptivas, alterandolas (Maddern et
al., 2020).

1.4.1.2 Infertilidad

La endometriosis esta reconocida como causa de infertilidad y se estima que un tercio
de las pacientes que la presentan la padecen (Macer & Taylor, 2012), habiéndose
reportado que hasta el 50% de las mujeres con infertilidad pueden presentar

endometriosis (Healy et al., 1994).

Los mecanismos subyacentes implicados en la infertilidad asociada a la endometriosis
son complejos y siguen siendo investigados. Algunas de las hipdtesis propuestas son

las siguientes:
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- Factores mecdnicos y el proceso inflamatorio

La endometriosis se considera una enfermedad inflamatoria cronica. Este proceso de
inflamacion participa en el desarrollo de adherencias pélvicas y distorsiones
anatomicas, que pueden afectar al proceso de concepciéon en pacientes con
endometriosis. Parece comprensible que en los casos en los que se generan
adherencias, estas pueden provocar un factor tubarico al obstruir parcial o totalmente
una o ambas trompas de Falopio, alterar la relacion tubo-ovarica o dificultar el acceso
de las trompas a la bolsa de Douglas, donde normalmente se acumula el liquido
folicular que contiene el ovocito tras la ovulacion (Ata & Somigliana, 2024). Ademas,

las distorsiones anatomicas pueden afectar también al proceso de concepcion.

- Alteracion de la foliculogénesis y la reserva ovdrica

Esta teoria apunta a que la presencia de endometriosis, en particular la ovarica, afecta

a la reserva ovarica y ala calidad de los ovocitos.

La endometriosis, especialmente en estadios avanzados o con endometriomas
ovaricos, se asocia con una disminucion de la reserva ovarica, evidenciada por niveles
reducidos de hormona antimiilleriana (AMH) y recuento de foliculos antrales (RFA),
asi como un aumento de la hormona foliculoestimulante (FSH) en sangre. En estudios
realizados en mujeres con endometriomas unilaterales, esta disminucién en el RFA fue
mas marcada en el ovario afectado por el endometrioma, mientras que en casos sin
afectacion ovarica o en fases iniciales, la reserva ovarica no variaba significativamente
de la de mujeres sin endometriosis (Tian et al., 2021). Por otro lado, la cirugia para
extirpar endometriomas ovaricos puede reducir ain mas la reserva ovarica, afectando
al éxito de técnicas de reproduccion asistida (TRA), aunque no necesariamente la

fertilidad natural (Ata & Telek, 2021; Somigliana et al., 2023).

No obstante, estudios recientes en pacientes sometidas a TRA han demostrado de
forma consistente que los ovocitos obtenidos de mujeres con endometriosis y

endometriomas presentan una competencia reproductiva comparable a la de mujeres
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sin endometriosis. Especificamente, estos ovocitos muestran tasas similares de
fecundacion, desarrollo hasta estadio de blastocisto y formacién de blastocistos

euploides (Ata & Telek, 2021; Somigliana et al., 2023).

- Receptividad del endometrio eutopico

El endometrio eutdpico en mujeres con endometriosis presenta diversas alteraciones
asociadas a la enfermedad (Bonavina & Taylor, 2022), lo que ha llevado a plantear la
hipotesis de si es menos receptivo, sin embargo, estudios observacionales sugieren que
los blastocistos euploides cuentan con tasas de implantaciéon y de nacidos vivos
similares en pacientes con y sin endometriosis (Ata & Telek, 2021; Somigliana et al.,
2023), y unreciente meta-analisis demostro que las tasas de implantacion y de nacidos
vivos en los ciclos de donacion de ovocitos no se reducen, o solo se reducen

ligeramente, en las receptoras con endometriosis (Paffoni et al., 2024).

- Afectacién espermatica

Se ha propuesto también que el microambiente proinflamatorio del liquido peritoneal
en pacientes con endometriosis también puede perjudicar la funcion espermatica. Este
microambiente podria alterar diversos pardametros espermaticos, incluyendo la
fragmentacion del ADN, la integridad y permeabilidad de la membrana, la motilidad,
la interaccién entre el espermatozoide y el ovocito, asi como la induccion de una

reaccion acrosdmica anomala (Leone Roberti Maggiore et al., 2024).

Solo una herramienta ha demostrado su utilidad para predecir la fertilidad en
pacientes con endometriosis, el Indice de Fertilidad de la Endometriosis antes
mencionado, que si ayuda a establecer una correlacion entre la fertilidad espontanea y
el estado funcional de las trompas de Falopio y las fimbrias (Adamson & Pasta, 2010).
El uso de esta herramienta permite identificar a las pacientes con un buen prondstico
reproductivo, optimizando asi las intervenciones médicas, al mismo tiempo que evita

someter a mujeres con un pronostico menos favorable a tratamientos invasivos o
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emocionalmente desgastantes, permitiendo ofrecerles alternativas mas adecuadas y

un acompahamiento mas respetuoso en su proceso.

1.4.1.3 Calidad de vida

Los sintomas de la endometriosis impactan significativamente en el bienestar
psicoldgico y social de las pacientes, motivo por el cual esta enfermedad se considera
una afeccion discapacitante, que puede afectar de forma considerable las relaciones
interpersonales, la sexualidad y la salud mental, y que por lo tanto afecta
considerablemente a la calidad de vida de las pacientes que la sufren (Bourdel et al.,
2019). El dolor cronico y la infertilidad asociados comprometen seriamente la vida
personal, laboral y social, y esta situacion, agravada por la incertidumbre respecto a la
evolucién de la enfermedad y su posible impacto en la fertilidad, contribuye a generar
elevados niveles de ansiedad y estrés emocional (Lara-Ramos et al., 2021; Mundo-

Lépez et al., 2020; Servicio Andaluz de Salud, 2018).

El dolor pélvico cronico, uno de los sintomas mas frecuentes de la endometriosis, se
ha identificado como el principal factor asociado a altos niveles de ansiedad y
depresion, pérdida de productividad laboral y restricciones en la vida social
(Gambadauro et al., 2019; Lagana, La Rosa, et al., 2017; Mundo-Lopez et al., 2021), que
llegan incluso a limitar la realizacion de actividades de la vida diaria (Lozano-Lozano
et al.,, 2021). En un meta-analisis reciente se report6 que los sintomas de enfermedad
mental mds frecuentes en pacientes con endometriosis son la ansiedad y la depresidn,
con una prevalencia del 31,8% y del 28,9%, respectivamente (Delanerolle et al., 2021).
Ademas, la ansiedad y la depresién no son sdlo consecuencias del dolor, sino que
también pueden amplificar su percepcion al reducir la tolerancia y aumentar la

sensibilidad a los estimulos fisicos (Sepulcri & Amaral, 2009).

Por su parte, a nivel fisico, la endometriosis y sus sintomas asociados pueden

desencadenar un proceso de desacondicionamiento fisico generalizado que afecta a la
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fuerza muscular, la flexibilidad lumbar, la resistencia y el equilibrio. Estas limitaciones
funcionales pueden generar dificultades significativas en la realizacion de actividades
de la vida diaria, como tareas domésticas, laborales y de ocio. En este contexto, los
programas de rehabilitacién individualizados, especialmente aquellos basados en
ejercicio terapéutico enfocado en multiples componentes de la condicién fisica, han
demostrado ser utiles para reducir la disfuncion relacionada con la endometriosis y

mejorar la calidad de vida de las pacientes (Alvarez-Salvago et al., 2020).

Por lo tanto, seria deseable que las pacientes con endometriosis pudieran contar en su
tratamiento con el apoyo psicologico necesario, tomando parte de las decisiones
respecto a su tratamiento, lo que acompanado de un programa de rehabilitacion
individualizado podria mejora tanto el bienestar fisico como emocional de las

pacientes.

1.4.1.4 Riesgo de malignizacion

La endometriosis, aunque se clasifica como una enfermedad benigna, comparte varias
caracteristicas biologicas que la asemejan al cdncer. Entre ellas se incluyen el
crecimiento de lesiones tanto localizadas como diseminadas, la resistencia a la
apoptosis y la capacidad de invadir tejidos adyacentes, lo que puede ocasionar dafio
en los 6rganos diana (Kvaskoff et al., 2015). Ademas, la presencia de tejido endometrial
ectdpico promueve un entorno inflamatorio cronico, tanto a nivel local como sistémico
(Zondervan et al., 2018) que se ha vinculado con diversos factores de riesgo que

también estan asociados con el desarrollo de distintos tipos de cancer (Shafrir et al.,

2018).

Los tumores malignos mas frecuentemente asociados a la endometriosis son el
adenocarcinoma ovarico endometrioide y el cancer de ovario de células claras
(Kvaskoff et al., 2015; C. Wang et al.,, 2016), cada uno de los cuales representa

aproximadamente el 10% de los carcinomas ovaricos en los paises occidentales.
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Diversos estudios respaldan que las mujeres con endometriosis infiltrante profunda
y/o endometriomas ovaricos presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer de
ovario, especialmente los tumores de tipo I, endometrioide, células claras, mucinoso y
seroso de bajo grado (M. E. Barnard et al., 2024; Kvaskoff et al., 2021). En este sentido,
resulta fundamental esclarecer si este aumento del riesgo se relaciona con todos los
fenotipos de endometriosis o si, por el contrario, esta especificamente asociado a los

endometriomas ovaricos (Saavalainen et al., 2018).

La mayoria de las investigaciones han sugerido que no existe asociacion entre la
endometriosis y el cancer de endometrio (Shafrir et al.,, 2018). Asimismo, en un
metaandlisis reciente no se identificaron asociaciones consistentes con los tumores
serosos de alto grado ni con los carcinomas mucinosos de ovario. No obstante, este
mismo estudio cuantifico asociaciones positivas entre la endometriosis y cancer de
ovario, mama y tiroides, sin encontrar relacion con cancer colorrectal (Kvaskoff et al.,

2021).

La endometriosis atipica podria representar una fase intermedia en la progresion hacia
la neoplasia, dado que algunas de estas lesiones muestran alteraciones
inmunohistoquimicas y moleculares similares a las presentes en los tumores
relacionados con la endometriosis. El mecanismo de transformacién maligna de la
endometriosis no se ha dilucidado claramente y se cree que puede estar relacionado
con la activacion de oncogenes, como KRAS y PIK3CA, asi como con la inactivacion de
genes supresores de tumores, como PTEN y ARID1A (Gan et al., 2023; Grandi et al,,
2015). Lo mas probable es que este proceso sea multifactorial, e involucre componentes

genéticos, hormonales e inmunoldgicos.

1.4.2 Diagnostico

Establecer el diagnodstico de endometriosis en base solo a los sintomas es complejo,

debido a la elevada variabilidad en su presentacion clinica y al solapamiento con otras
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enfermedades, como el sindrome del intestino irritable, la enfermedad inflamatoria
pélvica, o diversas patologias digestivas y ginecoldgicas (Lebovic & Falcone, 2022).
Esta dificultad diagndstica se ve agravada por la frecuente normalizacion del dolor
menstrual, la estigmatizacion de los sintomas, que a menudo no se expresan
abiertamente, y el desconocimiento generalizado de la enfermedad, tanto en la
poblacion como entre empleadores e incluso entre profesionales sanitarios (Zondervan
et al., 2020). Todo ello contribuye a un retraso diagnostico que puede prolongarse
durante varios anos desde la aparicion de los primeros sintomas (Armour et al., 2020;

Shim et al., 2024).

Los hallazgos en la exploracion fisica que pueden sugerir la presencia de
endometriosis incluyen la palpacién de pelvis dolorosa, un ttero fijo en retroversion,
ligamentos uterosacros dolorosos y el aumento del tamafio de los ovarios. Un signo
mas especifico es la palpacion de nddulos infiltrativos profundos en los ligamentos
uterosacros o el fondo de saco de Douglas y la visualizacién directa de las lesiones
caracteristicas en la vagina o cérvix. La presencia de estos nddulos dolorosos tiene una
sensibilidad del 85% y una especificidad del 50% para el diagndstico de endometriosis
infiltrativa, cuya exploracion es mas fiable si se realiza durante la menstruacion

(ESHRE Endometriosis Guideline Development Group, 2022).

La visualizacion de las lesiones endometridsicas mediante laparoscopia, seguida de
confirmacidn histologica, ha sido considerada tradicionalmente el gold standard para el
diagnostico (Dunselman et al., 2014). Sin embargo, a pesar de que esta técnica aun se
realiza de forma rutinaria en muchos paises, se trata de un procedimiento invasivo que
conlleva riesgos de morbilidad e incluso mortalidad (Byrne et al., 2018). Estas
limitaciones, junto con los avances significativos en las técnicas de diagndstico por
imagen, han modificado el enfoque diagndstico de la endometriosis, dando lugar en

los ultimos afos a nuevas recomendaciones en las guias de practica clinica.
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La exploracion de las mujeres con sospecha de endometriosis con técnicas de imagen
no invasivas como la ecografia transvaginal y la resonancia magnética muestran de
moderada a alta sensibilidad en el diagndstico de endometriosis cuando son realizadas
por personal clinico con la formacion adecuada. La ecografia transvaginal se
recomienda como herramienta de imagen de primera linea, por su disponibilidad,
buen rendimiento, rentabilidad y bajo impacto medioambiental. Es especialmente
eficaz para detectar endometriosis profunda en el recto, compartimento rectovaginal
y vejiga, aunque presenta menor precision en la evaluacion del parametrio y los
ligamentos uterosacros. Por su parte, la resonancia magnética, utilizada en algunos
centros como técnica inicial, segun los recursos disponibles, ofrece una visualizacion
mas detallada de estas zonas y es particularmente util para identificar la afectacion
profunda en estructuras complejas. En consecuencia, la eleccién entre ambas técnicas
debe basarse en una valoracion clinica individualizada, considerando la experiencia

del equipo médico y los recursos disponibles (Condous et al., 2024).

Las guias clinicas mas recientes recomiendan ofrecer una ecografia a todas las mujeres
que presenten sintomas sugestivos de endometriosis, como parte del proceso
diagnostico estandar. Esta estrategia permite identificar endometriomas ovaricos o
lesiones de endometriosis profunda, asi como detectar otras patologias que podrian
explicar los sintomas (NICE guidelin, 2024). Es importante tener en cuenta que un
resultado negativo en la ecografia no excluye el diagndstico de endometriosis,
especialmente en casos de enfermedad peritoneal superficial. En pacientes con
resultados de imagen negativos o en las que el tratamiento empirico no ha tenido éxito
o ha sido inadecuado, se recomienda que los médicos consideren ofrecer la
laparoscopia para el diagndstico y tratamiento de la sospecha de endometriosis

(ESHRE Endometriosis Guideline Development Group, 2022).

Reducir el retraso diagnodstico de la endometriosis requiere un enfoque mas integral

que vaya mas alla de la cirugia o la identificacion de lesiones, incorporando sintomas,
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signos, hallazgos de la exploracion fisica y técnicas de imagen no invasivas. Tanto la
laparoscopia diagnostica como el diagnostico por imagen acompanado de tratamiento
empirico (anticonceptivos hormonales o progestagenos) son opciones validas, sin
evidencia clara de superioridad entre ellas, por lo que la eleccién debe basarse en una
decisién compartida con la paciente, valorando los beneficios y riesgos de cada

enfoque.

1.4.3 Tratamiento

El tratamiento de la endometriosis debe individualizarse en funcién de diversos
factores, principalmente la sintomatologia, la edad de la paciente y su deseo
gestacional. Como principio general, debe priorizarse un enfoque terapéutico eficaz a
largo plazo, con el menor grado de invasividad y riesgo posible (Servicio Andaluz de

Salud, 2018).

Actualmente, la endometriosis se considera una enfermedad cronica, por lo que los
objetivos del tratamiento incluyen la eliminacion de las lesiones endometridsicas, el
control de los sintomas (principalmente dolor y subfertilidad) y la prevencion de
recurrencias.

- Tratamiento hormonal

Si se acepta la teoria de la transiciéon de la amenorrea prolongada a la ciclacién
prolongada, la hemorragia uterina debe evitarse tan pronto como se realice el
diagndstico de endometriosis, y la amenorrea debe mantenerse hasta que la paciente
desee concebir. Este enfoque no solo alivia los sintomas, sino que también contribuye
a preservar el potencial reproductivo, evitar la progresion de la enfermedad y prevenir

la cronificacion del dolor (Jarrell & Arendt-Nielsen, 2016).

El tratamiento hormonal actiia mediante la supresion de los niveles de estrogenos,

inhibiendo la actividad de las células endometriales, que dependen de esta hormona
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para sobrevivir. La inhibicion de la funcion ovarica puede reducir el dolor en un plazo

aproximado de seis meses.

Segun las directrices de la ESHRE (ESHRE Endometriosis Guideline Development

Group, 2022), los tratamientos hormonales se clasifican en:

- Terapias de primera linea: Anticonceptivos hormonales combinados (estrogenos y

progestagenos) y progestagenos en monoterapia.
- Terapias de segunda linea: Agonistas y antagonistas de la GnRH.

Los agonistas de GnRH presentan multiples efectos adversos. A corto plazo pueden
provocar sofocos, cambios de humor y aumento de peso, y a largo plazo se asocian con
una disminucion de la densidad mineral dsea, posiblemente irreversible. Es por eso
que se emplean generalmente cuando el tratamiento de primera linea ha fracasado

(Vercellini et al., 2024).

Cabe destacar que los tratamientos hormonales son sdlo parcialmente eficaces, pueden
presentar efectos secundarios que limitan su tolerancia, no son adecuados para
mujeres que desean concebir y, lo mas relevante, no curan la enfermedad. Por tanto, la

reaparicion del dolor tras su suspension es comun (Vercellini et al., 2024).

- Tratamiento empirico:

En el ambito de la atencion primaria, cuando se sospecha endometriosis y las pruebas
de imagen son negativas, si la paciente no busca un embarazo de forma inmediata,
suele ofrecerse tratamiento hormonal empirico como primera linea, utilizando
anticonceptivos hormonales combinados o progestdgenos en monoterapia. Si los
sintomas mejoran, se presume que la endometriosis es la causa subyacente (ESHRE

Endometriosis Guideline Development Group, 2022).
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- Analgésicos

El manejo del dolor debe ser individualizado, segtn la intensidad y caracteristicas del
dolor. Se recomienda el uso de analgésicos, principalmente antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), paracetamol solo o en combinacién con codeina, asi como la

combinacion de anticonceptivos hormonales con AINEs.

- Cirugia

La cirugia laparoscopica es otra opcion terapéutica, orientada a la extirpacion de los
nucleos o focos de endometriosis, con el objetivo de reducir los sintomas y mejorar la
fertilidad. El abordaje quirargico debe ir encaminado a la extirpacion lo mas completa
posible de las lesiones, respetando al maximo el tejido ovarico. La intervenciéon
quirurgica se recomienda cuando los sintomas afectan significativamente la calidad de

vida de la paciente (Kalra et al., 2024).

En algunos casos, ademas de la ablacion de las lesiones, puede realizarse una ablacion
laparoscdpica del nervio uterino, lo cual ha demostrado reducir el dolor en un plazo
de seis meses (Jacobson et al., 2009). Asimismo, la extirpacion laparoscopica de quistes
ovaricos mayores de 4 cm se ha asociado con una mejora en la fertilidad y un aumento
de las tasas de embarazo espontaneo en mujeres con subfertilidad previa (Kalra et al.,
2024). Por ultimo, en el caso de que la paciente no tenga deseo gestacional se puede
recurrir a la histerectomia, que se reserva para casos de endometriosis severa y
refractaria a otros tratamientos (ESHRE Endometriosis Guideline Development

Group, 2022).

Tras la cirugia laparoscopica, la administracion de tratamientos hormonales como
danazol o agonistas de GnRH (por ejemplo, acetato de nafarelina) durante seis meses
ha demostrado reducir significativamente el dolor y retrasar la recurrencia entre 12 y
24 meses, en comparacion con la conducta expectante o el placebo. Este tratamiento

adyuvante también contribuye a la reabsorcion de los depdsitos endometriosicos
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residuales no eliminados quirargicamente (ESHRE Endometriosis Guideline

Development Group, 2022).

- Apoyo psicologico y otras terapias

El acompanamiento psicoldgico y emocional es un componente esencial del manejo
integral de la endometriosis. Es fundamental que las pacientes reciban informacion
clara y actualizada, y participen activamente en la toma de decisiones terapéuticas. En
cuanto a tratamientos no farmacologicos, el ejercicio fisico moderado, la fisioterapia
del suelo pélvico, la terapia cognitivo-conductual y cambios en la dieta pueden
contribuir a la reduccién del dolor y la mejora de la calidad de vida, aunque la

evidencia cientifica aun es limitada y heterogénea (Mazur-Bialy et al., 2024).

1.5 COSTES

La prevalencia de la endometriosis representa una carga significativa para los sistemas
sanitarios y para la sociedad en su conjunto, lo que, sumado a las graves consecuencias
de la endometriosis en términos de calidad de vida e infertilidad, supone un

importante coste médico y social.

Los costes médicos directos asociados a la endometriosis presentan una amplia
variabilidad, con estimaciones que varian entre 1.459 y 16.573 ddlares por paciente y
por ano (valores ajustados a 2022) (Darba & Marsa, 2022). Uno de los componentes
mas elevados es la cirugia, que por si sola puede llegar a triplicar el coste médico
directo por paciente, a pesar de que con frecuencia no logra prevenir la recurrencia de
la enfermedad (Soliman et al., 2016). Otros factores que incrementan los costes directos
son las hospitalizaciones y los tratamientos de fertilidad. Un factor clave en el
incremento de gasto es el retraso en el diagndstico de la endometriosis, que se asocia a
un incremento sustancial en los costes médicos acumulados. En los cinco afios previos
al diagnostico, los costes totales ascienden a 25.885 dolares en pacientes con un retraso

inferior a un ano, y se incrementaron hasta 41.510 dolares en aquellos con un retraso
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diagnostico de entre tres y cinco anos (Surrey et al., 2020). A estos gastos deben
anadirse los costes derivados del tratamiento farmacologico, que podrian verse
reducidos por el uso de las nuevas terapias farmacologicas a base de inhibidores de la
aromatasa, anticonceptivos hormonales combinados o progestagenos en monoterapia
y los antagonistas de la GnRH, lo que se traduciria en una potencial reduccion del coste
total de la enfermedad. Por otro lado, muchas pacientes a menudo requieren terapias
complementarias, como la psicoterapia y la fisioterapia. Sin embargo, estas
intervenciones no siempre estan incluidas en la cobertura de los sistemas de salud
publica, lo que supone una carga econdmica adicional para las pacientes (Arakawa et

al., 2018).

En lo que respecta a los costes indirectos, se han identificado importantes pérdidas de
productividad relacionadas con el dolor cronico y la discapacidad funcional en las
pacientes con endometriosis (Armour et al., 2020). Se estima que estas pérdidas
pueden alcanzar hasta los 33.428 dolares anuales por paciente (Nnoaham et al., 2019),
considerando tanto el coste del presentismo, tiempo que los empleados estan en el
trabajo, pero no trabajan, como el absentismo, consistente en ausencias no
programadas. Ademas, diversos estudios han evidenciado que las mujeres con
endometriosis tienden a percibir salarios anuales mas bajos y experimentan un menor
crecimiento salarial a lo largo del tiempo, lo que acentila ain mas el impacto

economico de la enfermedad (Agarwal et al., 2019).

Resulta crucial continuar promoviendo la investigacion en nuevas terapias que
mejoren la calidad de vida de las pacientes y, al mismo tiempo, reduzcan los elevados

costes asociados a la endometriosis.

1.6 ETIOPATOGENIA

Se han propuesto varias teorias para dilucidar la patogénesis de la endometriosis,

siendo la teoria de la menstruacion retrograda una de las mas aceptadas. Sin embargo,
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la presencia de endometriosis fuera de la pelvis y en mujeres sometidas a histerectomia

e incluso en hombres nos indica que no puede ser la inica via para su desarrollo.

A continuacidn, se abordan las diferentes teorias propuestas:

- Menstruacion retrograda

Sampson fue el primero en introducir el término 'endometriosis' en la medicina y en
proponer la teoria de la menstruacion retrégrada (Sampson, 1927). Esta teoria plantea
que, durante la menstruacion, el flujo de sangre y tejido endometrial puede
desplazarse hacia la cavidad peritoneal a través de las trompas de Falopio, impulsado
por contracciones uterinas. Una vez en la cavidad abdominal, estos fragmentos
endometriales pueden adherirse, implantarse, crecer e incluso invadir estructuras
pélvicas adyacentes (Vercellini et al., 2014). Aunque la menstruacion retrograda ocurre
en aproximadamente el 90% de las mujeres en edad fértil, solo en una minoria conduce

a endometriosis, lo que sugiere que otros factores deben estar involucrados.

La distribucion anatémica de las lesiones endometridsicas respalda la teoria de la
menstruacion retrograda, ya que suelen localizarse con mayor frecuencia en el
compartimento posterior de la pelvis y en la hemipelvis izquierda (Al-Fozan &
Tulandi, 2003), regiones donde el fluido menstrual tiende a acumularse debido a la
gravedad. Ademads, una posicion uterina retrovertida podria facilitar este flujo hacia el
compartimento posterior, favoreciendo la implantacién de tejido ectdpico (Burney &

Guidice, 2012).

- Metaplasia celémica

La metaplasia celémica, que implica la transformacion del mesotelio peritoneal en
tejido endometrial, ha sido propuesta como una posible etiologia, especialmente en
mujeres con defectos de los conductos miillerianos. Esta teoria se ve respaldada por la
alta prevalencia de endometriosis en adolescentes con obstrucciones congénitas del
tracto de salida (Sanfilippo et al., 1986). Explica la aparicion de lesiones en el peritoneo

y la formacién de endometriomas, dado que el mesotelio ovarico, derivado del epitelio
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celémico, posee un alto potencial metaplasico. Este puede invaginarse en la corteza
ovarica, donde las inclusiones mesoteliales podrian transformarse en tejido

endometrial (Signorile et al., 2023).

- Teoria de los restos embrionarios miillerianos

Esta teoria plantea que células remanentes del conducto de Miiller pueden persistir
desde el desarrollo embrionario y, bajo la influencia de estrdgenos tras la pubertad, o
incluso por exposicion a miméticos estrogénicos, se diferenciarian en tejido
endometriosico (Klemmt & Starzinski-Powitz, 2018). Al igual que la metaplasia
celdmica, esta teoria propone que células derivadas de los conductos de Miiller o de
Wolff conservan la capacidad de generar lesiones endometriosicas, lo que también
explicaria casos en hombres, quienes poseen restos embrionarios de los conductos de

Wolff (Maruyama, 2022; Signorile et al., 2023).

- Diseminacion linfatica v vascular

La metastasis linfatica y vascular, es decir, el transporte de células endometriales a
través de vasos linfaticos o sanguineos, ha sido propuesta como una via para el

desarrollo de la endometriosis extrapélvica (Zondervan et al., 2018).

Esta teoria sostiene que los implantes ectopicos resultan de la diseminacion vascular o
linfatica de células endometriales. Estudios microvasculares han mostrado flujo
linfatico desde el utero hacia el ovario, lo que sugiere un posible rol del sistema
linfatico en la endometriosis ovarica. Ademas, se ha identificado tejido endometridsico
en los ganglios linfaticos de mujeres sometidas a linfadenectomia (Jerman & Hey-
Cunningham, 2015). La evidencia mas contundente proviene de casos confirmados
histoldgicamente en sitios distantes como hueso, pulmon o cerebro (Burney & Guidice,

2012).
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- Teoria de las células madre

Se ha planteado que células madre provenientes de la médula 6sea y células madre del
endometrio podrian estar implicadas en el desarrollo de la endometriosis. Las
primeras podrian diseminarse hacia distintos tejidos a través de vias vascular o
linfatica (Y. Wang et al., 2020), mientras que las células madre provenientes del
endometrio, presentes en la sangre menstrual, pueden migrar a la cavidad peritoneal
a través de las trompas de Falopio. En ciertos casos y en presencia de un
microambiente permisivo, estas células podrian asentarse en tejidos blandos, dando
origen a lesiones endometridsicas, o bien diferencidandose en tejido endometridsico
fuera del utero, lo que explicaria casos raros de endometriosis en mujeres sin
menstruacion o de endometriosis en hombres (Signorile et al., 2023; Y. Wang et al.,

2020).

Ninguna de las teorias propuestas hasta el momento logra por si sola explicar la
totalidad de casos de la endometriosis. Esto ha llevado a pensar que la etiologia de la
enfermedad probablemente no responda a un tinico mecanismo, sino que se trate de
una convergencia de varias de ellas, que actian de manera simultdnea o secuencial,

dependiendo del contexto individual de cada paciente.

Lo que si parece claro es que, independientemente del mecanismo inicial que
desencadene la enfermedad, debe existir un microambiente favorable que permita la
implantacidn, supervivencia, desarrollo y progresion del tejido endometrial ectopico.
Se han identificado cinco procesos clave que intervienen en el desarrollo y
establecimiento de las lesiones endometridsicas (Seli et al., 2003). El primero de ellos
es la adhesion de las células endometriales ectopicas a la superficie peritoneal, seguida
por su invasién del mesotelio, lo que permite que estas células penetren y se
establezcan en los tejidos subyacentes. A continuacion, se produce el reclutamiento de
células inmunitarias e inflamatorias hacia el sitio del implante, un fenomeno que

contribuye a crear un microambiente inflamatorio favorable para su desarrollo. El
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cuarto paso es la angiogénesis, es decir, la formacion de nuevos vasos sanguineos
alrededor del implante, que garantiza el suministro de oxigeno y nutrientes necesarios
para su mantenimiento. Finalmente, ocurre la proliferacion de las células

endometriales ectopicas, lo que facilita la expansion y persistencia de la lesion.

Aunque el tejido endometridsico se desarrolla gracias a la presencia de un entorno
hormonal local concreto, caracterizado por una exposicion aumentada a estrogenos y
por la resistencia a la progesterona, también necesita otros factores para su desarrollo,
como son las células inmunitarias (aumento de macroéfagos y linfocitos T reguladores
o Treg y disminucién de células NK) (Cousins et al.,, 2023), un microambiente
proinflamatorio (con aumento de citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento y
neutrofilos) (Maddern et al., 2020), asi como diversos factores ambientales, genéticos y
epigenéticos, que también desempenan un papel esencial en la facilitacion y

perpetuacion de estos mecanismos.

1.7 FACTORES DE RIESGO

La endometriosis es una enfermedad multifactorial y compleja, en la que influyen
diversos factores de riesgo: Hormonales, inmunoldgicos, genéticos y ambientales.
Todos estos factores podrian explicar no solo la variabilidad en la presentacion clinica
de la enfermedad, sino también su evolucidn, respuesta al tratamiento y eventual

recurrencia.

- Factores reproductivos:

Desde una perspectiva epidemioldgica, la probabilidad de desarrollar endometriosis
se ve influida por diversos factores reproductivos y personales. Entre estos factores
destacan una menarquia precoz, ciclos menstruales cortos, y una menstruacion
prolongada y abundante que aumentan el riesgo de endometriosis (Matalliotakis et al.,
2008; Missmer et al., 2004); mientras que la paridad (Peterson et al., 2013) y el uso de

anticonceptivos hormonales (Vercellini et al., 2011) lo disminuyen. También se ha
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observado una asociacion inversa entre el indice de masa corporal (IMC) y la

endometriosis (Backonja et al., 2017).

- Factores inmunoldgicos

Las células inmunitarias, tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa,
desempenan un papel fundamental en el desarrollo y la progresion de la
endometriosis (Cousins et al., 2023). En relacion con la respuesta inmunitaria innata,
se ha observado un aumento de monocitos y macrdfagos en el endometrio eutdpico de
mujeres con endometriosis (Berbic et al., 2009; Bunis et al., 2022). Este hallazgo se
asocia con una mayor expresion de moléculas como la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) en el liquido peritoneal y en el suero
(Heidari et al., 2021), lo que sugiere un entorno inflamatorio favorable para el

reclutamiento y activacion de células inmunes.

En cuanto a la inmunidad adaptativa, estudios basados en citometria de masas han
revelado una mayor activacion de células T en el liquido peritoneal de pacientes con
endometriosis en comparacion con mujeres sin la enfermedad (Guo et al., 2020).
Ademads, se ha descrito un incremento en la proporcién de células T reguladoras
(Tregs) en el liquido peritoneal, las cuales se correlacionan con concentraciones
elevadas de las citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-31 (Olkowska-Truchanowicz
et al., 2021). Estas citocinas, a su vez, inducen la expresion de FGL2 (proteina 2 similar
al fibrindgeno), cuya presencia también se ha detectado elevada en las Tregs (Hou et
al., 2021). FGL2 favorece la conversion de los macrdéfagos hacia un fenotipo pro-
reparador, lo que sugiere la existencia de un circuito de retroalimentacion positiva
entre las células T y los macrofagos que podria promover la progresion de las lesiones

endometridsicas.

Ademas, la citotoxicidad de las células NK disminuye en el liquido peritoneal de las

pacientes con endometriosis independientemente del estadio de la enfermedad
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(Ushiwaka et al., 2022). Esta disfuncion inmunitaria podria permitir la supervivencia
de fragmentos endometriales en la cavidad peritoneal, contribuyendo a la

implantacion y persistencia del tejido ectopico.

- Factores hormonales

En la endometriosis, cuando el tejido endometrial crece fuera de la cavidad uterina, la
sefializacion de la progesterona y los estrogenos se ve alterada, lo que suele provocar
una resistencia a la progesterona y un predominio de los estrdgenos. Este desequilibrio
hormonal conduce a una mayor inflamacién y también puede aumentar el dolor
pélvico de la enfermedad y disminuir la receptividad endometrial para la
implantaciéon del embrion (Marquardt et al, 2019). La endometriosis es una
enfermedad en la que se produce resistencia a la progesterona, la cual se debe, en gran
parte, a una deficiencia del receptor de progesterona (PR) en las células estromales de
las lesiones endometridsicas. Esta disminucion en la expresién del PR impide la
induccion de la enzima 17(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (17p3-HSD2),
responsable de metabolizar el estradiol (E2) a una forma menos activa. Como
consecuencia, se mantienen niveles elevados de E2, que perpettiian la inflamacion, la
proliferacion celular y la angiogénesis. Esta disfuncion hormonal también contribuye
a una diferenciacion celular deficiente y una menor apoptosis, procesos clave para el
mantenimiento de la homeostasis tisular (Bulun et al., 2019).

- Factores genéticos

A finales del siglo pasado Hadfield et al. (1997) y Treolar et al (1999) demostraron en
estudios en gemelos y familiares una mayor aparicion de la enfermedad entre gemelos
monocigdticos frente a dicigoticos y estimaron que hasta el 51% del riesgo de
desarrollar la endometriosis podria atribuirse a componentes genéticos (Hadfield et
al., 1997; Treloar et al., 1999). Estos hallazgos apuntan a que existe un componente
hereditario detras del desarrollo de la endometriosis, aunque la investigacion genética

enfrenta varios desafios, como la heterogeneidad fenotipica de la enfermedad, el
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diagndstico invasivo, la coexistencia de comorbilidades y la subestimacion de casos
debido a la ausencia o levedad de sintomas (Deiana et al., 2019).

A nivel molecular, se han identificado mutaciones somaticas en genes asociados a
cancer (como KRAS, PIK3CA, ARID1A y PPP2R1A) en lesiones de endometriosis,
incluyendo la endometriosis profunda (Anglesio et al., 2017), los quistes
endometridsicos (Suda et al., 2018) y la endometriosis iatrogénica (Lac et al., 2019).
Aunque el tejido endometridsico parece normal y el desarrollo de la endometriosis no
sigue el mismo patron clasico de la carcinogénesis (Vogelstein & Kinzler, 2015), estas
mutaciones podrian influir en la persistencia del tejido ectdpico y en procesos como la
resistencia a la apoptosis y la invasividad celular (Y. Wang et al., 2020).

Ademads, se han descrito importantes alteraciones epigenéticas tanto en células
epiteliales como estromales del endometrio de mujeres con endometriosis. Estas
incluyen metilacion aberrante del ADN, modificaciones de histonas (X. Li et al., 2014)
y desregulacion de microRNAs (miRNAs) (Kobayashi et al., 2024), lo que afecta la
expresion de genes implicados en inflamacion, proliferacién, angiogénesis y
resistencia a la progesterona. En particular, se han observado diferencias epigenéticas
entre el endometrio eutdpico y el ectopico en genes clave como ESR1, ESR2, PGR,
CYP19A1, HOXA10y GATA (Elias et al., 2023; Marquardt et al., 2019).

Por lo tanto, el desarrollo de la endometriosis parece tener una base genética y
epigenética compleja, donde la predisposicion genética junto con la presencia de
mutaciones somaticas y la desregulacion epigenética podria desempenar un papel

clave en el establecimiento, mantenimiento y progresion de la enfermedad.

- Factores ambientales

Diversos factores relacionados con el ambiente y el estilo de vida pueden influir en el
riesgo de desarrollar endometriosis, una enfermedad que es dependiente de los
estrogenos. Se ha observado que una dieta baja en grasas y rica en fibra puede reducir

los niveles circulantes de estrogenos, lo que podria tener un efecto protector.
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Asimismo, un mayor consumo de carne roja se ha asociado con un aumento del riesgo
de padecer la enfermedad, mientras que una dieta rica en antioxidantes, como las
vitaminas C, E y D, parece ayudar a aliviar los sintomas (N. D. Barnard et al., 2023). El
ejercicio fisico regular también se ha propuesto como un factor protector, posiblemente
por su capacidad para modular el metabolismo hormonal y reducir la inflamacion
sistémica (Tourny et al, 2023). Por el contrario, el consumo de alcohol se ha
relacionado con un mayor riesgo de endometriosis, ya que aumenta la actividad de la
aromatasa, promoviendo la conversion de testosterona a estrdgenos, y estimula la
secrecion de estrégeno ovarico al interferir con la produccién de hormona luteinizante
(LH) (Parazzini et al., 2017). Ademas, el alcohol puede alterar la funcion inmunoldgica
y favorecer la produccion de citoquinas proinflamatorias, lo que podria contribuir a la
progresion de la enfermedad (Parazzini et al., 2013).

Ademas de los factores anteriormente citados, cada vez existe mayor evidencia sobre
la vinculacion de la exposicion a disruptores endocrinos (DEs) con el desarrollo y la
progresion de la endometriosis (Smarr et al., 2016). Estos compuestos quimicos son
agentes exogenos capaces de interferir en la sintesis, secrecion, transporte, sefializacion
y metabolismo de las hormonas, alterando asi procesos clave como la homeostasis, la

reproduccion y el desarrollo (Dutta et al., 2023).
1.8 DISRUPTORES ENDOCRINOS

1.8.1 Definicion

Seguin la OMS, un disruptor endocrino (DE) se define como aquella sustancia o mezcla
de sustancias exdgenas que alteran la funcion del sistema endocrino y, en
consecuencia, causa efectos adversos sobre la salud en un organismo, en su progenie,

o en una poblacion (Bergman et al., 2022).

En la dltima década, ha aumentado significativamente el nimero de estudios

centrados en esclarecer la relacion entre la exposicion a toxicos con potencial de DE y
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su implicacidn en diversas enfermedades. Cada vez preocupa mas el impacto que la
exposicion a estos compuestos, especialmente durante etapas criticas como la
gestacion, la infancia o la adolescencia, podria tener en la etiologia de multiples
trastornos endocrinos y enfermedades cronicas. En este contexto, en 2020 se publicd
un documento de consenso internacional que definio las caracteristicas clave de los
DEs, identificando las diez vias principales de sefializacion mediante las cuales estos
compuestos ejercen su accion bioldgica (Figura 3) (La Merrill et al., 2020), las cuales se

detallan a continuacion:

1. Activacién de receptores hormonales: Los DEs pueden unirse y activar receptores

hormonales nucleares o de membrana, como los receptores de estrogenos,
andrdgenos, progesterona, glucocorticoides, o receptores tiroideos, alterando la
sefializacion hormonal normal.

2. Antagonismo de receptores hormonales: Algunos DEs actiian como antagonistas

hormonales al bloquear la unién de hormonas enddgenas a sus receptores,

especialmente los nucleares.

3. Alteracion de la expresion del receptor hormonal: Estos compuestos pueden alterar
la expresion, internalizacion y degradacion de los receptores hormonales,
modificando asi la intensidad y duracion de las respuestas hormonales.

4. Alteracién de las sefales de transduccién intracelulares dependientes de

hormonas: Los DEs pueden alterar la transduccién de sefiales hormonales en
células diana, interfiriendo con receptores de membrana o nucleares, modificando
rutas intracelulares clave como la senalizacion del calcio o la accion de
coactivadores, lo que puede amplificar o inhibir respuestas hormonales normales.

5. Alteraciones epigenéticas: Algunos DEs pueden inducir modificaciones

epigenéticas en células hormonales o sensibles a hormonas, alterando la expresiéon
génica mediante cambios en el ADN, histonas o ARN no codificante, lo que puede

afectar de forma duradera la accion hormonal, especialmente durante el desarrollo.
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6. Alteracion de la sintesis de hormonas: Estos compuestos pueden alterar la sintesis
hormonal interfiriendo con los mecanismos celulares y sistémicos que regulan la

produccién de hormonas.

7. Alteraciéon del transporte intracelular de hormonas: Debido a su lipofilicidad, las
hormonas esteroideas atraviesan pasivamente las membranas celulares, mientras
que otras hormonas requieren transporte selectivo, un proceso que puede ser

alterado por los DEs.

8. Alteracion de los niveles circulantes de hormonas: Los DEs pueden alterar la
distribuciéon y los niveles circulantes de hormonas al interferir con su
transportador, lo que afecta su disponibilidad biologica.

9. Alteracion del metabolismo v aclaramiento de hormonas: La accidn de los DEs a

este nivel influye en los niveles hormonales y sus efectos bioldgicos.

10. Alteracion del crecimiento de las células productoras de hormonas o de las células

reguladas por hormonas: Las hormonas influyen en la estructura y organizacién de

los tejidos al regular procesos como proliferacion, diferenciacion, migracion o
muerte celular, y los DEs pueden alterar estos procesos en tejidos hormono-

dependientes, afectando asi su desarrollo, funciéon o morfologia a largo plazo.
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Figura 3. Caracteristicas clave de los DEs (La Merrill et al., 2020).

Vesicle I

1.8.2 Clasificacion

Los DEs pueden ser clasificados segun sus diferentes caracteristicas, como su
estructura quimica, su actividad, su origen y su persistencia en el ambiente.
Tradicionalmente han sido clasificados segun su persistencia, es decir, segin su

resistencia a la degradacion bioldgica o ambiental:

- DEs persistentes: La gran mayoria son contaminantes organicos persistentes

(POPs, Persistent organic pollutants), compuestos organohalogenados caracterizados
por su larga vida media en los organismos vivos y el medio ambiente (afios o
décadas). Se trata de compuestos altamente hidréfobos y lipofilicos que pueden
bioacumularse facilmente,

especialmente en el tejido adiposo, y sufrir

biomagnificacion en las cadenas troficas. Su persistencia en el medio ambiente y en
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los tejidos vivos los convierte en una grave amenaza para el medio ambiente y la

salud humana (Ferndndez-Rodriguez et al., 2015; Monica Lind & Lind, 2020).

El grupo de POPs incluye sustancias quimicas de uso industrial y técnico, como
bifenilos policlorados (PCBs), éteres difenilicos polibromados (PBDEs) y sustancias
perfluoroalquiladas (PFAS); pesticidas organoclorados, como el dicloro difenil
tricloroetano (DDT) y el hexaclorobenceno (HCB); y residuos de procesos industriales

como las dioxinas y los furanos policlorados (PCDFs) (Monica Lind & Lind, 2020).

- DEs no persistentes: Los contaminantes no persistentes tienen tiempos de

permanencia caracteristicamente cortos en el medio ambiente, son rapidamente
metabolizados y excretados, presentando vidas medias cortas (de horas a dias) en
el cuerpo humano. Sin embargo, a pesar de no bioacumularse, muchos de ellos
estan presentes en los alimentos, el agua, el aire y los productos de consumo, sobre
todo en los plasticos, y esa exposicidn continua y diaria puede ocasionar un
impacto negativo en la salud por sus efectos acumulativos. En este grupo se
encuentran fenoles sintéticos como los bisfenoles, los parabenos y los ftalatos, entre

otros (Raghavan et al., 2021).

Recientemente, la Union Europea (UE) ha modificado el Reglamento (CE) 1272/2008
sobre clasificacion, etiquetado y envasado (CLP, por sus siglas en inglés Classification,
Labelling and Packaging Regulation) mediante el nuevo Reglamento (UE) 2024/2865, en
el que se introducen nuevas clases de DEs (Kattstrom et al., 2025). Las nuevas clases
descritas son: Alteracion endocrina para la salud humana (ED HH, endocrine disruption
for human health) y el medio ambiente (ED ENV, endocrine disruption for the environment),
persistente, bioacumulativa y toxica (PBT, persistent, bioaccumulative and toxic), muy
persistente y muy bioacumulativa (PBT/vPvB, very persistent and very bioaccumulative),
persistente, movil y toxica (PMT, persistent, mobile and toxic, y muy persistente y muy
movil (PMT/vPvM, very persistent and very mobile) [3, 4]. La normativa CLP define

criterios para identificar DEs, basado en tres aspectos:
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- Primer criterio: La sustancia presenta actividad endocrina, cuando la sustancia
tenga un 'modo de accion endocrino', es decir, que altere funciones del sistema
endocrino.

- Segundo criterio: Se refiere a la presencia de efectos adversos. Se establece que debe
haber evidencia de un efecto adverso en un organismo intacto o su descendencia o
generaciones futuras.

- Tercer criterio: Debe existir una relacion entre los dos criterios anteriores. Es decir,
debe existir una relacion bioldgicamente plausible entre la actividad endocrina y el

efecto adverso.

Segun estos criterios, en el CLP, se clasifica una sustancia como DE 'conocido/presunto'
(Categoria 1) o 'sospechoso’ (Categoria 2) para la salud humana o el medio ambiente,

dependiendo del nivel de evidencia.

Por otra parte, para que una sustancia sea considerada dentro de las categorias de PBT

o vPvB debe cumplir los criterios siguientes:

Persistencia: Para que una sustancia sea considerada 'persistente' debe cumplir con
alguna de las siguientes condiciones:

(a) La vida media de degradacion en agua marina es superior a 60 dias;

(b) La vida media de degradacion en agua dulce o estuarina es superior a 40 dias;

(c) La vida media de degradacion en sedimentos marinos es superior a 180 dias;

(d) La vida media de degradacion en sedimentos de agua dulce o estuarina es superior
a 120 dias;

(e) La vida media de degradacion en suelo es superior a 120 dias.

Mientras que para ser considerado 'muy persistente’ debe cumplirse alguna de las
siguientes condiciones de persistencia:

(a) La vida media de degradacion en agua marina, dulce o estuarina es superior a 60

dias;
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(b) La vida media de degradacion en sedimentos marinos, dulces o estuarinos es
superior a 180 dias;

(c) La vida media de degradacion en suelo es superior a 180 dias.

Bioacumulaciéon: Una sustancia se considerard 'bioacumulativa' si el factor de
bioconcentracion (BCF) en especies acudticas es superior a 2.000, y 'muy

bioacumulativa' cuando el BCF en especies acuaticas es superior a 5.000.

Toxicidad: Si se da cualquiera de las siguientes situaciones:

(a) La concentracién que no produce efecto a largo plazo (NOEC, no-observed effect
concentration) o ECx (por ejemplo, EC10) para organismos marinos o de agua dulce es
inferior a 0,01 mg/L;

(b) La sustancia cumple los criterios de clasificacién como carcindgeno (categoria 1A ¢
1B), mutageno de células germinales (categoria 1A 6 1B), o toxico para la reproduccion
(categoria 1A, 1B 6 2);

(c) Existen otras evidencias de toxicidad cronica, identificadas por el cumplimiento de
los criterios de clasificacion como toxicidad especifica en drganos diana tras exposicion
repetida (STOT RE, specifc target organ toxicity after repeated exposure, categoria 1 6 2);
(d) La sustancia cumple con los criterios de clasificacion como DE (categoria 1) para la

salud humana o el medio ambiente.

Esta tesis doctoral se centra en el estudio de la exposicion a las sustancias perfluoradas
(PFAS), pertenecientes a la familia de DEs persistentes, y su posible asociacion con la

endometriosis.

1.8.3 Sustancias perfluoroalquiladas (PFAS)

Las sustancias perfluoroalquiladas (PFAS) son DEs ampliamente distribuidos en el
medio ambiente y los organismos vivos y extremadamente persistentes en el medio
ambiente, caracterizados por una alta estabilidad térmica y quimica (Cornelis et al.,

2012; Stubleski et al., 2016).
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Estructura quimica y propiedades de los PFAS

Los PFAS se clasifican en compuestos poliméricos y no poliméricos; estos tltimos, a su
vez, se dividen en sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas. Se considera
que los PFAS poliméricos suponen un riesgo menor para la salud humana y el
medioambiente, aunque su produccion contribuye a la presencia de los no poliméricos
en el entorno. Dentro del grupo de los PFAS no poliméricos, los polifluoroalquilados
pueden transformarse en perfluoroalquilados (PFAA), por lo que a estos tltimos se les
ha denominado 'PFAS terminales' y constituyen los compuestos mas persistentes,
estudiados y regulados (Blake & Fenton, 2020; ITRC, 2023). Es por este motivo que son

el objeto de estudio de este proyecto.

La estructura quimica basica de las PFAA consiste en una cadena lineal de dos o mas
atomos de carbono completamente fluorada, a la cual se une en uno de sus extremos
un grupo funcional cargado, que generalmente corresponde con un grupo carboxilato
o sulfonato. Su estructura basica puede representarse con la férmula general CnFoni1—-
R, siendo n mayor o igual a 2 4&tomos de carbono y R el grupo funcional cargado. Una
nomenclatura alternativa y comun de nombrarlos es la forma PFXY, donde PF
corresponde a perfluoro, X corresponde al nimero de atomos de carbono e Y al grupo

funcional.

__________________________________

F |
: . OH
F FF FF FF R
Perfluoroalky! chain (tail) Functional
group

oz ey (head)

...................

Figura 4. Estructura quimica basica de los PFAS (Blake & Fenton, 2020).

Existen diversas clasificaciones, entre ellas, segin el grupo funcional que poseen:

Acidos perfluoroalquilcarboxilicos (PFCA) o acidos perfluoroalquilsulfénicos (PFSA).
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Otra forma de clasificacion se basa en la longitud de la cadena alquilica (Figura 4),

distinguiéndose:

- Compuestos de cadena larga con mds de 7 atomos de carbono (long chain PFAS LC
PFAS): Acido perfluorohexanoico (PFHxA), 4cido perfluoroheptanoico (PFHpA) y
sulfonato de perfluorohexano (PFHXxS).

- Compuestos de cadena corta con menos de 7 atomos de carbono (short-chain SC
PFAS): Acido perfluorooctanoico (PFOA), acido perfluorononanoico (PFNA), acido
perfluorodecanoico (PFDA), acido perfluoroundecanoico (PFUnDA), 4cido
perfluorododecanoico (PFDoDA), sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y acido
perfluorotridecanoico (PFTrDA) (Figura 5) (ITRC, 2023).

6 7 8 9 10 11 12 13
n® atomos C Cadena corta Cadena larga

(SC PFAS) (LC PFAS)
PFCA PFHxA  PFHpA PFOA PENA PFDA PFUnDA PFDoDA  PFTrDA
PESA PFHxS PFOS

Figura 5. Clasificacion de los PFAA seguin grupo funcional y nimero de atomos de
carbono (adaptacion de ITRC, 2023).

La estructura quimica de los PFAS, formada por un enlace fuerte entre el carbono y el
flaor, les confiere gran estabilidad quimica y térmica, presentando ademads
propiedades lipofilicas e hidrofilicas. A medida que los dtomos de hidréogeno son
reemplazados por atomos de fltor y aumenta la longitud de la cadena carbonada, los
PFAS presentan una mayor estabilidad quimica, mientras que, por el contrario, una
cadena de carbono mas corta se asocia con una mayor solubilidad en agua (Rosato et
al., 2024). Estas caracteristicas han favorecido su incorporacion, desde la década de
1940, a multitud de productos comerciales e industriales, debido a sus excelentes
propiedades tensioactivas que les confiere la posibilidad de reducir la friccion y repeler
tanto el aceite como el agua. Entre sus principales aplicaciones se encuentra su uso

como tensioactivos en procesos industriales, en espumas contra incendios,
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semiconductores, en pinturas y barnices, productos de cuidado personal, dispositivos
meédicos, biocidas, productos farmacéuticos y como protectores en envases en contacto
con alimentos, para productos de embalaje de papel, alfombras y textiles resistentes a
las manchas o impermeables, a los que protege repeliendo del agua, la grasa y la

suciedad (ATSDR, 2024; Gluge et al., 2020; Haug et al., 2011; Schrenk et al., 2020).

Estas propiedades quimicas de los PFAS les confieren propiedades indeseables desde
el punto de vista medioambiental y bioldgico, incluyendo su persistencia indefinida
en el medio ambiente y su larga vida media en muchos organismos vivos, incluidos
los seres humanos, que puede ir desde unos pocos dias hasta mas de 8 afos
dependiendo del compuesto PFAS (Blake & Fenton, 2020). Los PFAS han sido
detectados en multiples matrices bioldgicas humanas, como la placenta, leche materna,
liquido folicular y meconio (Bjerve et al., 2012; Dominguez-Liste et al., 2024; Y. R. Kim
et al., 2020; Vela-Soria et al., 2020; Zheng et al., 2022), a pesar de que, a diferencia de

otros POPs, estas sustancias no se acumulan en el tejido adiposo (Pérez et al., 2013).

Mecanismo de accion de los PFAS
Los PFAS han demostrado su persistencia y toxicidad debido a su gran afinidad para

unirse a proteinas séricas, receptores nucleares y membranas celulares (Zhao, Teng, et

al., 2023).

Uniodn a proteinas séricas: Estructuralmente, los PFAS son muy similares a los acidos
grasos, con una cola de perfluorocarbono altamente hidréfoba combinada con un
grupo de cabeza de carboxilato o sulfonato fuertemente polar, que les permiten
establecer interacciones tanto hidrofobas como idnicas con varias proteinas in vivo,
como por ejemplo a la albimina, mecanismo que usarian para viajar en sangre (Gao et
al., 2019).

Otras proteinas transportadoras, como la proteina hepética de union a acidos grasos

(L-FABP) o el transportador de aniones organicos (OAT), desempefian un papel
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importante en la distribucién y acumulacion de PFAS en diferentes tejidos en el
organismo. Estos compuestos tienden a acumularse especialmente en el higado y la
sangre, mientras que presentan una baja afinidad por el tejido adiposo (Zhao, Teng, et

al., 2023).

Union a receptores nucleares: Los mecanismos de bioacumulacién y persistencia
antes mencionados influyen en la capacidad de los PFAS para llegar a interaccionar
con receptores nucleares, lo que puede tener importantes efectos bioldgicos. La
estructura quimica de los PFAS es similar a la de los ligandos enddgenos de algunos
receptores nucleares, como son los receptores activados por el proliferador de
peroxisomas (PPARs), los receptores de estrogenos alfa (ERa), y el receptor del
pregnano X (PXR) (Roy et al., 2024; Zhao, Teng, et al., 2023).

La toxicidad de los PFAS se ha asociado a la modulacion del receptor PPAR, un factor
de transcripcion activado por ligando perteneciente a la superfamilia de los receptores
nucleares. Esta familia de receptores regula la homeostasis energética mediante la
expresion de genes involucrados en el metabolismo de acidos grasos, pero también
participa en procesos como la utilizacion de glucosa, proliferacion y diferenciacion
celular, inflamacion y adipogénesis. Aunque los PFAS no actian como agonistas
directos de PPAR, se ha sugerido que pueden modular su actividad en presencia de
agonistas (Sederstrom et al., 2022). Por ejemplo, se ha visto que los tres subtipos de
PPAR son capaces de unirse a los PFAS, destacando una fuerte afinidad entre PPAR«
y compuestos como PFHxA y PFNA, entre PPARy y PFOA, y entre PPARO y PFBA,
PFHXS y PFOS (Khazaee et al., 2021).

Por otra parte, el ERa es un receptor nuclear activado por ligandos que regula la
expresion geénica en el nucleo en respuesta a estimulos hormonales. Su principal
ligando enddgeno es el estradiol, pero se ha demostrado que los PFAS se pueden unir

al receptor con mayor afinidad. La union de PFHxS y PFOS al ERa conduce a una
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mayor activacion del receptor de estrogenos y a una sobreexpresion de genes

dependientes de estrégenos (J. Li et al., 2020).

También, el PXR estd implicado en la regulacién del metabolismo intermedio a través
de la activacion y represion de genes que controlan la homeostasis de la glucosa, los
lipidos, el colesterol, los acidos biliares y la bilirrubina (Pavek, 2016). Se han realizado
estudios en los que se detallan las interacciones entre los PFAS y el receptor PXR
humano, y la uniéon produce una sobreactivacion del receptor (Lai et al., 2020; Roy et

al., 2024).

Unidn a membranas: La estructura quimica de los PFAS, junto con su pequeno tamano
molecular, les permite atravesar facilmente la membrana celular y permanecer en la
bicapa lipidica, donde tienden a acumularse (Lv & Sun, 2021; Meneguzzi et al., 2021).
Los PFAS con grupos sulfonato muestran mas tendencia a penetrar que los que tienen
grupos carboxilo. Ademas, un mayor grado de fluoracion aumenta la bioacumulacion
de los PFAS en las membranas celulares (Camdzic et al., 2022). Una vez dentro de la
membrana, los PFAS pueden acceder a receptores nucleares y modificar la expresion
génica y la sintesis de proteinas (Duan et al., 2021). Asimismo, afectan a la fluidez de
la membrana celular al reducir la concentracion de colesterol (Seacat et al., 2002; Zhao,

Teng, et al., 2023).

Toxicocinética de los PFAS

Absorcion: La exposicion a PFAS en la poblacion general es ubicua ya que existen
multiples vias posibles de exposicidn, siendo las mas relevantes la via oral a través de
la ingesta de agua potable y alimentos (Ghisi & Manzetti, 2019; Hammarstrand et al.,
2021; Y. Li et al., 2018; Rickard et al., 2022).

Distribucion: Se han detectado PFAS en sangre, higado, rifiones, corazon, musculos y
cerebro de diversas especies (Y. Cao & Ng, 2021). Esta amplia distribucion por todo el

organismo es posible gracias a su union a proteinas plasmaticas, en especial a la
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albimina sérica (Gao et al., 2019). En el higado, su transporte estd mediado por la
proteina hepatica de union a acidos grasos L-FABP (Zhao, Teng, et al.,, 2023). En
general, las moléculas con grupos sulfonicos son mas polares y mas persistentes que
los &cidos carboxilicos.

Otro transportador que participa en la distribucion de los PFAS es el copolipéptido
transportador de taurocolato sédico (NTCP), que facilita el transporte de los PFAS
desde el higado a la bilis (H. Cao et al., 2022), desde donde éstos se reabsorben en las
células epiteliales intestinales siguiendo el mismo mecanismo que los acidos biliares.
Finalmente, el transportador apical de 4cidos biliares dependiente de sodio (ASBT) los
devuelve al sistema portal (Zhao, Teng, et al.,, 2023), completando asi un ciclo

enterohepatico que contribuye a su persistencia.

Metabolismo: Los PFAS son compuestos extremadamente estables debido a la
fortaleza del enlace carbono-fltior, el cual es resistente a la hidrdlisis, oxidacion y
reduccion por enzimas metabdlicas. La mayoria de los compuestos PFAS no se

biotransforman significativamente y se eliminan sin cambios (ATSDR, 2024).

Eliminacidn: La eliminacién de los PFAS se produce mayormente por la via renal (Yao
et al., 2023). La filtracion glomerular depende del grado de afinidad de la sustancia a
las proteinas plasmaticas, puesto que solo la fraccion libre se filtra, mientras que su
permeabilidad depende del peso molecular del compuesto y de la naturaleza del
grupo funcional, siendo mayor en los grupos carboxilicos y sulfonatos. Los PFAS con
baja permeabilidad presentan interacciones mas fuertes con los transportadores
renales OAT, destacando OAT1 y OAT3, presentes en los tabulos proximales, que
median el proceso de secrecion tubular y facilitan el paso de los PFAS desde la sangre
al tibulo renal. Ademas, el transportador OAT4 parece mediar la reabsorcion renal de
los PFAS con cadenas fluorocarbonadas relativamente cortas. Estos PFAS se unen
fuertemente al transportador lo que disminuye su aclaramiento renal y favorece su

bioacumulacion en el organismo (Zhao, Teng, et al., 2023).
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La vida media bioldgica de los PFAS varia en funcion de la longitud de la cadena, la
especie, el sexo y la interaccion con transportadores, siendo especialmente prolongada
para los PFAS de cadena larga. En este sentido, un metaanalisis reciente estimo que las
vidas medias de los PFAS oscilan entre 2,73 afios para el PFOA, 4,70 afios para el PFOS
y 5,31 afios para el PFHXS, siendo la eliminacion de los LC PFAS significativamente

mas lenta que la de los SC-PFAS (Rosato et al., 2024).

Regulacion internacional

La creciente preocupacion por los efectos de la exposicion a estos compuestos llevo a
que, en 2009, el Convenio de Estocolmo incluyera a PFOS, sus sales y el PFOS-F en la
lista de POPs controlar. En el dmbito de la Unién Europea (UE), el uso de PFOS esta
restringido desde hace mas de 10 afos, mientras que el PFOA y el PFHxS se
prohibieron en 2020 y 2022, respectivamente. En ese mismo ano 2020, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecio un nuevo umbral de seguridad
para los principales PFAS, fijando una ingesta semanal tolerable (tolerable weekly intake,
TWI) de 4,4 ng/kg semana para los PFAS mas frecuentemente detectados en la
poblacion: PFOA, PFOS, PFNA y PFHxS (Schrenk et al., 2020). Posteriormente, el
Reglamento Europeo (UE) 2022/2388 establecio concentraciones maximas permitidas
para estos cuatro PFAS en los alimentos generalmente mas contaminados: Huevos,
carne de pescado, crustaceos, moluscos bivalvos, carne y despojos de animales de

granja y salvajes.

Dado que la eliminacién de los LC PFAS es significativamente mas lenta que la de los
SC PFAS, su regulacion ha sido mads intensa y su produccion ha ido disminuyendo de
forma progresiva, siendo en muchos casos sustituidos por SC PFAS, o por otros PFAS
escasamente estudiados y, por tanto, no regulados (Z. Wang et al., 2015; Zhao, Teng,
et al., 2023). Como consecuencia, se ha observado una tendencia a la disminucion de
las concentraciones séricas o plasmaticas de PFOS, PFOA y PFHxS. Sin embargo, en la

actualidad se siguen usando varios PFAS tanto de cadena larga, corta o mezcla de
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ambos, junto con PFAS sustitutivos emergentes cuyo efecto toxicologico no se ha
probado y que, por tanto, no estdn regulados. Esta situacion explica los niveles
crecientes en el medioambiente de PFNA, PFDA y PFUnDA, entre otros compuestos
(Schrenk et al., 2020; Schroter-Kermani et al., 2013; Stubleski et al.,, 2016). Por el
momento, no esta claro si estas alternativas causan efectos similares o mas graves en
los organismos que los PFAS clasicos (Espartero et al., 2022). La Iniciativa Europea de
Biomonitorizacion Humana (HBM4EU) pretende mejorar la informacion sobre la
exposicion de los europeos a los PFAS, entre otras sustancias quimicas prioritarias, y
su impacto en la salud, y varios PFAS emergentes estan en la lista de evaluacion de la
Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos (ECHA) para esclarecer el

riesgo potencial que representan para la salud humana.

A pesar de los esfuerzos, numerosos estudios recientes en poblacion general, mujeres
embarazadas y nifios (Fabelova et al., 2023; Freire et al., 2023; McAdam & Bell, 2023;
Zheng et al., 2022), han notificado concentraciones séricas o plasmaticas ampliamente
detectables de PFAS, especialmente PFAS clasicos como PFOS, PFOA, PFNA y PFHxS
(Richterova et al., 2023; Y. Zhang et al., 2023).

1.8.4 PFAS en endometriosis

En 2007, Buck Louis y Cooney propusieron la hipotesis de que ciertos factores
ambientales podrian interferir en el desarrollo del sistema reproductor femenino y
contribuir a la aparicion de trastornos de la fertilidad (G. Buck Louis et al., 2011; G.
Buck Louis & Cooney, 2007; Hunt et al., 2016). Desde entonces, numerosos estudios
han senalado que la exposicidn generalizada a contaminantes persistentes puede
alterar las funciones endocrinas del organismo y contribuir al desarrollo de
enfermedades reproductivas como la endometriosis (Dutta et al., 2023; Smarr et al,,
2016; Szczesna et al., 2023). En este sentido, investigaciones recientes han evaluado la
asociacion entre la exposicion a diversos DEs, incluidos metales pesados, pesticidas

organoclorados, PCBs, PBDEs, PCDFs y PFAS, y el riesgo de endometriosis. Los
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resultados mas consistentes se encontraron en el caso de los pesticidas organoclorados,
el plomo, ciertos PCBs y PCDFs. En cambio, los hallazgos asociados al resto de
compuestos, incluidos los PFAS, han resultado hasta el momento inconcluyentes

(Szczesna et al., 2023).

Diversos PFAS se han asociado con efectos adversos en la salud reproductiva
femenina, incluyendo alteraciones en el ciclo menstrual, asi como en la edad de
aparicion de la menarquia y la menopausia. Ademas, su posible implicacion en un
mayor riesgo de desarrollar sindrome de ovario poliquistico (SOP) y cancer de mama
u ovario resalta la necesidad de continuar investigando sus efectos en la salud

reproductiva (Rickard et al., 2022).

Se ha observado que los PFAS pueden alterar los niveles de hormonas reproductivas
en mujeres en edad fértil, afectando concentraciones de estradiol, progesterona,
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), FSH y testosterona (Barrett et al.,
2015; Tsai et al., 2015; Xie et al., 2021). No obstante, los efectos de estos compuestos

sobre la salud reproductiva femenina aiin no estdn completamente esclarecidos.

En particular, la posible asociacion entre la exposicion a PFAS y el riesgo de
endometriosis ha sido poco estudiada y los resultados disponibles son contradictorios.
Algunos estudios han encontrado asociaciones positivas entre las concentraciones
séricas o plasmaticas de PFOA, PFOS, PFNA y/o acido perfluorobutanosulfonico
(PFBS) y un mayor riesgo de endometriosis (Ao et al., 2024; Campbell et al., 2016; Louis
et al.,, 2012; B. Wang et al., 2017). Sin embargo, otros trabajos no han identificado
ninguna relacion significativa asociada a la exposicion a diversos PFAS, incluidos los

compuestos mencionados (Hammarstrand et al., 2021; Matta et al., 2022).
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1.9 FACTORES GENETICOS

Como ya se ha comentado previamente (1.7. Factores de riesgo — Factores genéticos),
existen diversas vias por las que los factores genéticos pueden influir en el inicio y

desarrollo de la endometriosis.

1.9.1 Predisposicion genética

El término predisposicion genética implica que una persona tiene variantes en su ADN
que aumentan la probabilidad de desarrollar una enfermedad, pero no la garantizan.
Es decir, la persona no desarrollara necesariamente la enfermedad, pero presentara

una mayor susceptibilidad a padecerla.

Al tratarse la endometriosis de una enfermedad multifactorial, el estudio de su
predisposicion genética es complejo y desafiante. Estos estudios presentan grandes
retos debido a la complejidad genética que presentan estas enfermedades
caracterizadas por involucrar muchas variantes con efectos pequefos. Ademas, es
importante destacar que la mayoria de los estudios se hacen en poblaciones de origen

europeo, lo que limita la aplicabilidad global de los resultados obtenidos.

1.9.1.1 Estudio de la predisposicion genética de las enfermedades multifactoriales

A diferencia de las enfermedades mendelianas causadas por variantes en un solo gen,
las enfermedades complejas son consecuencia de multiples variaciones genéticas, cada
una de las cuales contribuye en una fraccion al riesgo global de la enfermedad.
Ademads, tanto la aparicion como la progresion de estas enfermedades estan
fuertemente influenciadas por la interaccion entre multiples genes y entre factores
genéticos y ambientales o relacionados con el estilo de vida (Figura 6) (Barnetche et al.,

2005; Hoffjan, 2016).
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Figura 6. Interacciones entre factores genéticos y ambientales que intervienen en la
etiologia de la enfermedad compleja y la aparicion de distintos fenotipos (Barnetche et
al., 2005).

Para el estudio de la predisposicion genética en enfermedades complejas, se emplean
principalmente dos tipos de disefios:

- Estudios poblacionales de casos y controles: Dentro de estos estudios, se encuadran

los estudios GWAS (por sus siglas en inglés, Genome Wide Association Studies).
Los estudios de casos y controles son un enfoque comun y un disefio eficiente para
investigar los efectos de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), ya que
permiten tener en cuenta muchas variables de estratificacion como los factores de
riesgo ambientales, los lugares de estudio o la etnia; sin embargo, presentan un gran
coste debido al gran niimero de sujetos que es necesario estudiar. Ademas, presentan
una limitacion en relacidn a la heterogeneidad de la poblaciéon incluida, que debe

estratificarse de manera precisa, puesto que podria afectar a los resultados obtenidos
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en caso de omitir alguna variable de confusion importante, haciendo que los hallazgos

sean susceptibles de falsos positivos (Gjerdevik et al., 2020).

- Estudios de ligamiento familiar: Analizan la asociacidon entre variantes genéticas

conocidas o desconocidas y el riesgo de padecer la enfermedad, identificando
aquellas que son raras en la poblacion general, pero debido a la consecuente co-
segregacion en sujetos afectados dentro de una familia son probablemente
responsables de la agregacion familiar (Haldar & Ghosh, 2011).
Proporcionan una asociacion sin sesgo de estratificacion poblacional, debido al fondo
genético comun entre los miembros de la familia. Esta estrategia, muy adecuada para
enfermedades monogénicas, tiene limitaciones e introduce un sesgo potencial en
enfermedades multifactoriales, ya que los miembros de la familia suelen estar
expuestos a factores ambientales similares que no se tienen en cuenta (Evangelou et
al., 2006; Haldar & Ghosh, 2011). Por lo tanto, las variantes encontradas en cohortes
clinicas y familiares pueden tener una penetrancia mayor en comparacién con los
estudios con casos no seleccionados, ya que una presentacion clinica especifica tendera
a sobreestimar la penetrancia de cualquier variante identificada causante de la

enfermedad (Forrest et al., 2022; Wright et al., 2019).

Por ello, la investigacion de las enfermedades complejas, como es el caso de la
endometriosis, deberia incluir un adecuado control de las poblaciones para validar los
resultados y asi conocer la magnitud del riesgo, que se basaria en la frecuencia de
identificacion de variantes en los casos, pero también en los controles (Gjerdevik et al.,
2020; Haldar & Ghosh, 2011). De este modo, podria determinarse el riesgo poligénico,
cuyo objetivo es combinar el efecto de cientos o miles de SNPs para estimar el riesgo

genético individual.

Dado que las enfermedades multifactoriales son altamente prevalentes y representan
una carga significativa tanto para los pacientes como para los sistemas de salud,

merece la pena abordar la caracterizacion genética precisa de estos trastornos, puesto
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que esto contribuira al desarrollo de la medicina de precision, facilitando también el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y preventivas en el futuro (Hoffjan, 2016).
Cada variante genética asociada a una enfermedad puede sefialar un gen o una via
bioldgica relevante, que se espera pueda ayudar a predecir el riesgo de enfermedad y

tener una utilidad clinica (Lewis & Vassos, 2020).

Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS)

Los GWAS han sido una herramienta fundamental para la identificacién de variantes
genéticas candidatas asociadas a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
multifactoriales en la poblacion general. No obstante, en numerosos casos, los
resultados obtenidos a través de GWAS, particularmente aquellos hallazgos de SNPs,
no han podido ser replicados en estudios posteriores con tamafios muestrales mas
reducidos. Estas discrepancias se han atribuido, en parte, a una aparente
sobreestimacion inicial del efecto de ciertos SNPs, lo que puede deberse a una
verdadera asociacion con un locus especifico o, alternativamente, a una mayor
frecuencia alélica de dichos polimorfismos en la poblacion estudiada, especialmente si
esta presenta un tamano limitado (Lalami et al., 2021; Rahmioglu et al., 2014; Tam et

al., 2019).

La no replicabilidad de los estudios también puede atribuirse a la heterogeneidad
genética de las poblaciones de estudio, a una incorrecta estratificacion o al hecho de
que algunas variantes pueden ser polimorficas en determinadas poblaciones y
monomorficas en otras, lo que limita su aplicabilidad generalizada (Evangelou et al.,

2006; Lalami et al., 2021).

Estudios familiares. Tecnologia Next-Generation Sequencing (NGS)

Los estudios de ligamiento familiar han permitido investigar asociaciones entre
variantes genéticas, tanto conocidas como aun no caracterizadas, y el riesgo de

desarrollar endometriosis. Estos enfoques han identificado variantes genéticas raras
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en la poblacion general que, no obstante, parecen contribuir a la agregacion familiar
de casos de la enfermedad mediante su co-segregacion en individuos afectados

(Angioni et al., 2020; Haldar & Ghosh, 2011).

Gracias a los recientes avances tecnoldgicos en el andlisis genético basado en la
secuenciacion masiva (NGS, Next Generation Sequencing), como la secuenciacion del
exoma completo (WES, Whole Exome Sequencing) y la secuenciacion del genoma
completo (WGS, Whole Genome Sequencing), se pueden identificar variantes raras en
regiones codificantes y no codificantes, lo que puede mejorar la comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes a la patogénesis de la endometriosis (Deiana et

al., 2019).

Este enfoque permite abordar todo el exoma (genes codificantes) o el genoma completo
y no requiere la preseleccion de un gen o grupo de genes concreto, lo que facilita el
descubrimiento de nuevos genes y vias asociados a la endometriosis y es aplicable en

estudios a escala genomica y analisis de ligamiento familiar, entre otros.

1.9.1.2 Resultados actuales de los estudios de predisposicion genética en

endometriosis

El conocimiento actual sobre la susceptibilidad genética a la endometriosis se basa en
estudios familiares y de gemelos realizados desde finales del siglo pasado. En uno de
los primeros trabajos, Hadfield et al. (1997) analizaron una cohorte de 627 mujeres con
endometriosis, identificando 16 pares de gemelas monocigoticas: 9 concordantes en
enfermedad y estadio, 5 concordantes solo en enfermedad, y 2 discordantes, con una
de las hermanas asintomatica o sin diagndstico (Hadfield et al., 1997). Posteriormente,
Treloar et al. (1999) compararon gemelos monocigoticos y dicigdticos, observando una
relacion de 2:1 entre las correlaciones de pares de gemelos monocigdticos y dicigdticos,

lo que sugiere una influencia genética aditiva. Estimaron un riesgo genético de 2,34
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entre hermanas, concluyendo que el 51% de la predisposicion a la endometriosis
podria atribuirse a factores genéticos (Treloar et al., 1999).

Desde entonces, se han centrado numerosos esfuerzos en identificar variantes
genéticas asociadas al desarrollo de la endometriosis. El conocimiento actual sobre los
SNPs relacionados con esta enfermedad se basa principalmente en estudios GWAS, los
cuales han permitido la identificacion de varios loci genéticos de riesgo, como 7p12.3
y 7p15.2. Asimismo, se ha asociado la presencia de variantes especificas en una serie
de genes relevantes, entre ellos ABO, C2, CDKN2B-AS1, ESR1/SYNE1, FN1, FSHB,
GDAP1, GREB1, HLA-DRA, HOXB9, ID4, IL1A, MAP3K4, MLLT10, RHO], SRP14,
TRA2A, VEZT y WNT4 (Angioni et al., 2020; Rahmioglu et al., 2014, 2023; Sapkota et
al., 2017; Sobalska-Kwapis et al., 2017; Uimari et al., 2017). Estos hallazgos, recogidos
y sistematizados en revisiones sistematicas y metaanalisis recientes basados en
estudios GWAS, han contribuido de manera significativa a la comprension de las bases
genéticas de la endometriosis y al esclarecimiento de sus posibles mecanismos
moleculares subyacentes. No obstante, hasta el momento, son escasos los estudios que
han abordado esta asociacion utilizando tecnologias NGS. A pesar del potencial de
estas técnicas para identificar variantes raras y mutaciones estructurales que podrian
no ser detectadas mediante enfoques convencionales como los GWAS, su aplicacion en
el estudio de la endometriosis sigue siendo limitada. Esto puede deberse, en parte, a
factores como el alto coste de la secuenciacién o la complejidad en el andlisis e
interpretacion de los datos generados. No obstante, el uso de NGS podria ofrecer una
oportunidad valiosa para profundizar en el conocimiento del componente genético de
la enfermedad, especialmente en casos familiares o con fenotipos severos,
contribuyendo asi a una caracterizacion mads precisa y personalizada de la

endometriosis.
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1.9.2 Mutaciones somaticas

Hallazgos genéticos moleculares han identificado mutaciones somaticas en genes
comunmente asociados al cancer en distintos tipos de endometriosis, incluyendo la
DIE (Anglesio et al., 2017), los quistes endometridsicos (Suda et al., 2018) y la
endometriosis iatrogénica (Lac et al., 2019). Aunque el tejido endometridsico parece
normal y es histopatoldgicamente indistinguible del endometrio eutdpico, algunos
estudios han hallado que el 83% de las lesiones en la DIE contenian mutaciones
somaticas, y el 26% albergaban mutaciones impulsoras del cancer, como son KRAS,
PIK3CA, ARID1A y PPP2R1A (Anglesio et al., 2017), los cuales mutan con frecuencia
en los carcinomas endometrioides uterinos y en los canceres de ovario relacionados

con la endometriosis (Anglesio et al., 2017; Lac et al., 2019; Suda et al., 2018).

Si bien la carcinogénesis suele requerir al menos tres mutaciones impulsoras
(Vogelstein & Kinzler, 2015), este patron no se ha observado en la endometriosis, lo
que coincide con la baja frecuencia de transformaciéon maligna. No obstante,
mutaciones en genes especificos pueden influir en otros aspectos de la enfermedad. De
hecho, se ha demostrado que una mayor actividad de KRAS puede contribuir a la
supervivencia del endometrio ectopico y a la resistencia a la apoptosis, mientras que
ARID1A puede contribuir al fenotipo clinico de la endometriosis aumentando la
invasividad y afectando a la via de senalizacion del factor de crecimiento

transformante (TGF)-8 (Y. Wang et al., 2020).

1.9.3 Alteraciones epigenéticas

Investigaciones recientes han revelado que tanto las células epiteliales como
estromales del endometrio de mujeres con endometriosis presentan alteraciones
epigenéticas significativas. En 2014, Li et al. identificaron mutaciones somaticas en
células epiteliales endometriales, incluidas modificaciones de la histona H3 en la lisina

4, que generan cambios epigenéticos. Estas modificaciones, que no alteran la secuencia
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del ADN pero si su expresion, afectan procesos clave como la proliferaciéon celular,

inflamacion, apoptosis, angiogénesis y evasion inmunitaria (X. Li et al., 2014).

Las células estromales, por su parte, presentan alteraciones epigenéticas que incluyen
metilacion aberrante del ADN, modificaciones de histonas y regulacion por ARN no
codificantes. Estas alteraciones contribuyen a la resistencia a la progesterona, mediante
el aumento de ESR2 y la disminucion de PGR, perpetuando la inflamacién. Se han
documentado diferencias epigenéticas adicionales entre el endometrio eutopico y el
ectdpico, incluyendo perfiles distintos de metilacion y expresion de genes como ESRI,
ESR2, PGR, NR5A1, CYP19A1, asi como miembros de las familias HOXA10 y GATA
(Elias et al., 2023; Marquardt et al., 2019). Estas diferencias podrian conformar una red

de sefalizacion compleja que favorece el fenotipo endometriosico.

Por otro lado, los microARNs (miRNAs), pequenios ARN no codificantes que regulan
la expresion génica postranscripcionalmente, también juegan un papel relevante en la
fisiopatologia de la endometriosis. Transportados por exosomas o vesiculas
extracelulares, pueden influir en la comunicacion intercelular, afectando funciones
como la proliferacion, diferenciacion, migracion y respuesta inmune. Se ha observado
que los perfiles de expresion de miRNAs difieren entre el tejido endometridsico y el

endometrio eutopico.

Tanto las alteraciones epigenéticas como la desregulacion de los miRNAs representan
mecanismos clave en el desarrollo y progresion de la endometriosis, pero a pesar de
estos hallazgos, ain no se comprende completamente como estas alteraciones
epigenéticas reprograman el microambiente celular ni como difieren entre

compartimentos celulares como el epitelio y el estroma (Kobayashi et al., 2024).
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1.9.4 Clasificacion de variantes.

1.9.4.1 Clasificacion molecular de variantes

La nomenclatura usada para la identificacion inequivoca y descripcion de las variantes
encontradas debe seguir la normativa propuesta por la Human Genome Variation Society

(HGVS) (den Dunnen et al., 2016).

A continuacion, se muestran los tipos de variantes moleculares mas frecuentemente

detectadas por NGS y una breve descripcion de su efecto funcional.

1. Mutaciones puntuales (SNP, single nucleotide polymorphism): Cambios de un solo

nucledtido. Segun el efecto funcional sobre la proteina nos encontramos con:

- Variantes silent o sindnimas: Se produce el cambio de un nucleétido por otro, pero
esto no cambia el aminodcido codificado. Esto es debido a la degeneracion del genoma,
es decir, a que cada aminoacido puede estar codificado por mas de un codén o triplete.

Estas variantes se consideran neutras.

- Variantes missense o de cambio de sentido: El cambio del nucledtido provoca una
alteracion en el aminodacido codificado, lo que puede afectar a la funcion proteica. Sera

relevante si se ven afectados dominios funcionales.

- Variantes nonsense o sin sentido: El cambio de nucleétido provoca la introduccion
de un codon de parada prematuro, lo que da lugar a una proteina truncada con

pérdida de funcion.

2. Variantes indels (inserciones/deleciones pequeiias): Consisten en la adicion o
eliminacion de pocos nucleotidos, inferior a 50 pares de bases. De este tipo de variantes

se describen las siguientes:

- Variantes frameshift o cambio del marco de lectura: Se introduce o elimina uno o
varios nucleotidos, no multiplos de tres, cambiando el marco de lectura a partir de esa

posicién. Se consideran de alto impacto puesto que alteran la proteina y suelen generar
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un coddn de parada prematuro, lo que dard lugar a proteinas truncadas o no

funcionales.

- Variantes in-frame o sin cambio del marco de lectura: Se introducen o eliminan
nucledtidos multiplos de 3, lo que provoca cambios en la secuencia de aminoacidos de
la proteina, pero no interrumpe el marco de lectura. Pueden afectar la estructura
tridimensional de la proteina o sus dominios funcionales. Hay dos tipos:

- Deleciones in-frame: se eliminan nucle6tidos multiplos de 3. Puede dar lugar a
la eliminacion de aminodcidos clave si se ven afectadas regiones estructurales o
dominios importantes.

- Inserciones in-frame: se introducen nucle6tidos multiplos de 3, lo que mantiene
el marco, pero afiade residuos. Dependiendo del lugar y los aminodacidos insertados se

puede alterar la funcion de la proteina.

3. Variantes que afectan al splicing (o de empalme del ARN): Podrian alterar el
splicing, es decir, la zona de eliminacion de intrones durante la maduracion del ARN

mensajero, e inducir pérdidas funcionales relevantes. Existen varios tipos:

- Variante de donacion de splicing: Se ve afectado el sitio de inicio del intrén, lo que
podria tener consecuencias importantes en el procesamiento del ARN mensajero
(ARNm), ya que este sitio marca el inicio del intrén que debe ser eliminado durante el

empalme.

- Variante intrdonica: Si se afecta la zona de empalme y esta en el intron. El nucledtido
afectado estd situado en un intréon cercano a la zona de empalme o de splicing, lo que
podria interferir con el splicing y alterar la estructura final del ARNm, afectando a su

funcion.

- Variante sindnima: Se encuentran en el exén proximas al sitio de splicing; estas
variantes no modifican el aminodcido de la proteina, pero pueden afectar al splicing y

verse afectada la estabilidad del ARNm o la velocidad de la traduccidn.
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- Variante missense: Se encuentran en el exon proximas al sitio de splicing. Estas
variantes, ademas de modificar el aminoacido de la proteina, pueden alterar el
procesamiento del ARNm, generando efectos potencialmente graves sobre la funcion

génica.

4. Variantes en regiones UTR (Untranslated Regions, por sus siglas en inglés): No
alteran directamente la proteina, pero pueden influir en la estabilidad o traduccion del
ARNmMm. Hay 3 tipos:

- Variantes en region 5 upstream del gen o region promotora: Puede afectar a la
regulacion transcripcional y ser relevante en el control de la expresion del gen.

- Variantes en region 5" UTR: Se ve afectada la region anterior al coddén de inicio, lo
que puede afectar a la traduccion o regulacion transcripcional.

- Variantes en la region no codificante 3’ UTR: Puede alterar la estabilidad del ARNm

o la unién de microARNSs, siendo relevantes en la regulacion post-transcripcional.

5. Variantes intronicas: Se cambia un nucle6tido en una regioén no codificante dentro
de un gen, el intrén. Se consideran generalmente de bajo impacto, salvo que se afecten

regiones de splicing.

6. Variantes stop-loss/start-loss, de 2 tipos:

- Variantes stop-loss o de pérdida del codon de stop: El cambio produce la pérdida
del coddn de parada, lo que da lugar a una proteina extendida. Puede deberse a una
variante frameshift o missense.

- Variantes start-loss o con ganancia de un codon de parada prematuro: Al contrario
que las anteriores, el cambio causa un codon de parada prematuro que tendra alta

relevancia porque provocara una proteina truncada con pérdida de funcion.
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1.9.4.2 Clasificacion de variantes desde el punto de vista clinico. Recomendaciones

del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).

El American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) publico en el afio 2000 las
primeras recomendaciones para la correcta interpretacion y notificacion de variantes
genéticas (Kazazian et al., 2000), que ha sido la guia para los genetistas de todo el
mundo. Tras varias revisiones, su ultima actualizacion sigue vigente y clasifica las
variantes genéticas en cinco categorias: variantes patogénicas, variantes
probablemente patogénicas, variantes de significado incierto, variantes probablemente

benignas y variantes benignas (Richards et al., 2015).

Esta clasificacion se basa en 28 criterios, que se dividen en dos grupos: uno a favor de
la patogenicidad de la variante y otro grupo a favor de la benignidad de la variante.
Ademas, cada criterio de patogenicidad se agrupa segun la fuerza de su evidencia en:
muy fuerte (VS, very strong), fuerte (S, strong), moderada (M, moderate) y de apoyo o
débil (P, poor o supporting); mientras que cada criterio de benignidad se pondera como

independiente (A, stand-alone), fuerte (S, strong) y de apoyo o débil (P, poor o

supporting).

La variante genética se clasifica en las cinco categorias descritas segin la combinaciéon

de estos criterios, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Combinacion de criterios para la clasificacion de variantes genéticas segun la ACMG.

Variante patogénica, VP  i.1 criterio muy fuerte (PVS1), y
a.> 1 criterio fuerte (PS1-PS4), o
b.> 2 criterios moderados (PM1-PM6), o
c.1 criterio moderado (PM1-PM6) y 1 de apoyo (PP1-PP5), o
d.> 2 criterios de apoyo (PP1-PP5).
ii.> 2 criterios fuertes (PS1-PS4), o

iii 1 criterio fuerte (PS1-PS4), y,
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a.> 3 criterios moderados (PM1-PM6), o
b.2 criterios moderados (PM1-PM6) y > 2 criterios de apoyo (PP1-PP5), o
c. 1 criterio moderado (PM1-PM6) y > 4 criterios de apoyo (PP1-PP5).

Variante probablemente
patogénica, VPP

Variante de significado
incierto, VUS

Variante probablemente
benigna, VPB

Variante beninga, VB

i. 1 criterio muy fuerte (PVS1), y 1 criterio moderado (PM1-PM6), o

ii. 1 criterio fuerte (PS1-PS4), y 1-2 criterios moderados (PM1-PM6), o
iii. 1 criterio fuerte (PS1-PS4), y > 2 criterios de apoyo (PP1-PP5), o

iv. > 3 criterios moderados (PM1-PM6), o

v. 2 criterios moderados (PM1-PM6), y > 2 criterios de apoyo (PP1-PP5), o
vi. 1 criterio moderado (PM1-PM6), y > 4 criterios de apoyo (PP1-PP5).
i. No se cumplen los criterios suficientes para ser clasificada, o

ii. Los criterios de benignidad y patogenicidad son contradictorios.

i. 1 criterio fuerte (BS1-BS4), y 1 criterio de apoyo (BP1-BP7), o

ii. > 2 criterios de apoyo (BP1- BP7).

i. 1 criterio independiente (BA1), o

ii. > 2 criterios fuertes (BS1-BS4).
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2. HIPOTESIS

La endometriosis es una enfermedad multifactorial cuyo origen implica la interaccion
de factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Es conocido que los niveles
hormonales desempenan un papel fundamental en su desarrollo, tratdindose de una
patologia claramente estrégeno-dependiente. En este contexto, diversos estudios han
evidenciado que ciertos DEs, como los PFAS, ampliamente utilizados en la fabricacion
de productos industriales y comerciales, pueden alterar los niveles de hormonas
reproductivas en mujeres en edad fértil. Debido a su alta persistencia y amplia
distribucion en el medio ambiente, la exposicion a estos compuestos es practicamente
ubicua en la poblacion general y resulta plausible plantear la hipotesis de que los PFAS,
a través de su accion como DEs, podrian estar asociados con un aumento del riesgo de

aparicion de la endometriosis y jugar un papel clave en su progresion.

Por otra parte, se ha constatado que la predisposicion genética aumenta la
susceptibilidad de determinadas mujeres a desarrollar endometriosis, aunque el
conjunto completo de variantes genéticas implicadas en dicho riesgo ain no se conoce
con precision. Esta predisposicion parece que se debe a la acumulacion de muchas
variantes de pequeno efecto, que en conjunto incrementan el riesgo. En este sentido,
las tecnologias NGS han abierto nuevas posibilidades para el estudio exhaustivo del
exoma y del genoma, tanto en estudios familiares como en disefios de casos y
controles. Sin embargo, ain es necesario profundizar en cdmo estas tecnologias han
contribuido al avance del conocimiento genético sobre la endometriosis y evaluar su
potencial para identificar nuevas variantes asociadas que permitan una mejor

comprension y abordaje de la enfermedad.

Ademas, se ha propuesto que la exposicion a factores ambientales con actividad
hormonal, como los PFAS, podria inducir tanto la aparicion de mutaciones somaticas

en las lesiones endometridsicas como alteraciones epigenéticas en las células
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endometriales, afectando procesos clave como la expresion génica, la inflamacion y la

resistencia hormonal.
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3. OBJETIVOS
OBJETIVO: Evaluar la influencia de la exposicion a PFAS y de

variantes genéticas en el riesgo de desarrollar endometriosis.

Objetivo 1: Evaluar la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas (PFAS) en mujeres
con y sin endometriosis, estimando su asociacion con el riesgo de desarrollo de la

enfermedad.

Objetivo 2: Realizar una revisidn sistematica de la literatura cientifica sobre el estudio
de las variantes genéticas asociadas al desarrollo de endometriosis estudiadas por

tecnologia Next-generation sequencing (NGS).

Objetivo 3: Describir las variantes genéticas germinales halladas por tecnologia de

exoma clinico dirigido en mujeres con endometriosis.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 DISENO Y POBLACION DEL ESTUDIO

Este trabajo de Tesis Doctoral forma parte del proyecto EndEA (Contribucion de la
exposicion humana a disruptores endocrinos en la génesis y desarrollo de
endometriosis en mujeres en edad fértil. Instituto de Salud Carlos III, PI17/01743), un
estudio de casos y controles de base hospitalaria sobre los factores ambientales
asociados a la endometriosis y la exploracion de sus posibles mecanismos de accion
(Martin-Leyva et al., 2024; Peinado, Lendinez, et al., 2020; Peinado, Océn-Hernandez,
et al., 2020; Peinado, Olivas-Martinez, Iribarne-Duran, et al., 2023). Entre enero de 2018
y julio de 2020, se reclutaron 57 mujeres con endometriosis y 135 controles entre
pacientes de las Unidades de Cirugia y Ginecologia y Obstetricia de los dos hospitales
publicos de Granada, el Hospital Universitario Clinico San Cecilio y el Hospital

Universitario Virgen de las Nieves.

Los casos fueron mujeres con endometriosis diagnosticada por laparotomia o cirugia
laparoscdpica y confirmada por histologia. Los controles fueron mujeres sometidas a
cirugia abdominal por enfermedad no maligna (por ejemplo, apendicitis aguda,
enfermedad biliar, hernia de hiato, torsién ovarica, cuerpo ltteo, fibromas uterinos o
cistadenomas), sin antecedentes de endometriosis y con confirmaciéon visual y/o

histologica de la ausencia de lesiones endometriales.

Los criterios de inclusion en el estudio fueron:

- Estado premenopausico

- Edad comprendida entre 20 y 54 anos

- Someterse a cirugia abdominal en el momento de la inclusion en el estudio
- Indice de masa corporal (IMC) inferior a 35 kg/m?

Los criterios de exclusién fueron:

- Antecedentes de cancer (excepto cancer de piel no melanoma)

-  Embarazo en el momento de la inclusién en el estudio

Pagina | 80



- Incapacidad para leer/firmar el consentimiento informado.

Los casos se emparejaron por frecuencia con los controles por edad. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de cada participante, y el estudio fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacion (CEI) de Granada (aprobacion n® 0464-N-18, 1 de
febrero de 2017). Para la realizacion del objetivo 3 se presentd una adenda adicional al
CEI para que autorizase la realizacion de los estudios genéticos en las mujeres del
grupo de casos del proyecto EndEA, dado que este objetivo no estaba contemplado en
el protocolo original del estudio, obteniéndose el dictamen favorable por su parte
(cédigo de solicitud 51800084 y codigo interno de PEIBA: 1165-N-23, 6 de junio de
2023). Todos los datos del estudio se codificaron y estdn almacenados en archivos

encriptados para garantizar su confidencialidad.

El diseno y la poblacién del estudio descritos en esta seccion fueron fundamentales
para abordar los objetivos experimentales de esta tesis doctoral (Objetivos 1 y 3). Por
otro lado, el Objetivo 2 consistid en identificar, a través de una revision sistematica,
variantes genéticas previamente asociadas a endometriosis, con el fin de orientar la
busqueda de dichas variantes en las muestras bioldgicas de las mujeres con

endometriosis incluidas en el proyecto EndEA (Objetivo 3).

4.2 RECOGIDA DE VARIABLES

La informacion sociodemografica y de estilo de vida de la poblacion de estudio fue
recogida a través de un cuestionario ad hoc completado por cada participante en el
momento de su inclusidon en el estudio. Este cuestionario es una adaptacion del
cuestionario WERF EPHect, un cuestionario clinico de la World Endometriosis Research

Foundation, que se usa para estudiar el fenotipo de las pacientes (Becker et al., 2014).

Los datos recogidos de las participantes se detallan a continuacion:
- Caracteristicas demograficas, como la edad, el lugar de residencia, el nivel de

estudios y la ocupacion.
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- Pesoy altura, autorreportada por las participantes.

- Historial ginecoldgico, que comprendié aspectos relacionados con la historia
hormonal y menstrual de las participantes, como la edad de la menarquia, la
regularidad del ciclo, la cantidad del sangrado, la presencia e intensidad del dolor
u otros sintomas asociados. En cuanto a la evaluacion del dolor, se uso la escala de
BENS, una herramienta que ha sido creada y validada para la caracterizacion del
dolor ginecologico (Riiskjeer et al., 2018).

- Historial reproductivo: se recogié informacion sobre el uso de anticonceptivos
orales, el nimero de embarazos e hijos, el uso de tratamientos de fertilidad, el
intervalo de tiempo transcurrido desde su ultimo embarazo y la duracion de la
lactancia materna.

- Historial médico, farmacologico y antecedentes familiares, como historia previa de
cancer, enfermedades autoinmunes y otras condiciones de interés. Por ultimo, se

incluyeron preguntas sobre antecedentes familiares de endometriosis.

Por otra parte, la informacion quirurgica fue obtenida a través de un cuestionario
realizado a los cirujanos, que informaron acerca de las caracteristicas de las
intervenciones realizadas (laparoscopia, laparotomia abdominal u otras técnicas), las
indicaciones para la realizacion de la intervencion, y el diagndstico postoperatorio. En
los casos de endometriosis, también se recabd informacion sobre la presencia de
endometriomas, asi como del nimero, tamafo y localizacion de las lesiones, utilizando

la clasificacion quirurgica de la endometriosis de la ASRM.

4.3 RECOGIDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Siguiendo el  protocolo del  proyecto EHPect (https://endometr
iosisfoundation.org/ephect/), en el que participa nuestro grupo de investigacion, se
recogieron muestras de sangre antes de la cirugia, en ayunas, utilizando tubos EDTA-
K2 (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, EE.UU.). Las muestras fueron procesadas

mediante procedimientos operativos estandar para obtener las diferentes fracciones,
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entre ellas el plasma, y se almacenaron a - 80°C en el Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia hasta su analisis. Estas muestras fueron usadas para dar

respuesta al objetivo 1.

4.4 OBJETIVO 1: EVALUAR LA EXPOSICION A PFAS EN MUJERES CON Y SIN
ENDOMETRIOSIS, ESTIMANDO SU ASOCIACION CON EL RIESGO DE
DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

4.4.1 Cuantificacion de PFAS en muestras de plasma

Se analizaron las muestras de plasma disponibles de una submuestra de la poblacion
del proyecto EndEA, compuesta por 42 casos (74% del total de casos) y 90 controles
(67% del total de controles). La metodologia empleada permiti6 cuantificar las
concentraciones plasmaticas de tres PFAS de cadena corta (PFHxA, PFHpA, y PFHXS)
y siete PFAS de cadena larga (PFOA, PFOS, PENA, (PFDA, PFUnDA, PFDoDA, y
PFTrDA), mediante cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria de masas

en tandem (HPLC-MS/MS).

4.4.2 Procesamiento y pretratamiento de las muestras

El pretratamiento de las muestras consistio en tomar una alicuota de 0,25 mL de
plasma, la cual fue sometida a una extraccion quimico-analitica combinando
extraccion liquido-liquido asistida por sal (SALLE) y microextraccion liquido-liquido
dispersiva (DLLME), con el fin de preparar la muestra para su posterior inyeccion en
el sistema de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de

masas en tandem (HPLC-MS/MS).

A continuacioén, se describen en detalle los pasos seguidos durante este proceso de

pretratamiento.

Se colocan 0,25 mL de muestra de plasma en un tubo de centrifuga de polipropileno,
se anaden 0,25 mL de agua Milli-Q y 5,0 mL de acetonitrilo, y la mezcla se agita en

vortex durante 30 s.
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A continuacion, se realiza la SALLE afiadiendo una mezcla salina de 600 mg de NaCl,
200 mg de citrato de hidrégeno disddico y 200 mg de citrato trisodico, seguido de
agitacion manual durante 60 s y centrifugacion a 4000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante se transfiere a un vial de vidrio de 7 mL, se concentra a 1 mL bajo
corriente de nitrégeno y se vierte en un tubo de ensayo de vidrio con tapon de rosca

de 15 mL.

Posteriormente, se prepara la muestra para DLLME afiadiendo 10 mL de solucion
acuosa de NaCl al 10% (p/v) a un pH de 2. A continuacién, se inyecta rapidamente
1500 pL de triclorometano con una jeringa, se agita suavemente la mezcla durante 40

s y se centrifuga durante 5 min a 4000 rpm.

Todo el volumen de fase sedimentada se transfiere a un vial de vidrio limpio, la fase
organica se evapora bajo una corriente de nitrégeno, y el residuo se disuelve con 100
pL de una mezcla de acetato de amonio 5 mM (pH 4,5) y acetonitrilo 30:70 (v/v) y luego
se agita en vortex durante 30 s, preparando asi la muestra para su inyeccién en el

sistema de HPLC-MS/MS.

4.4.3 Condiciones de cromatografia y espectrometria de masas

El andlisis HPLC-MS/MS se llevo a cabo en el Servicio de Analisis Clinicos del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio de Granada, que dispone de un sistema de

cromatografia liquida NexeraXR LC-20A (Shimadztu, Japon) y un espectrometro de
masas 4500 QTRAP MS/ MS4500 (ABSciex, EE.UU.).

Para la cromatografia se utilizé una columna Gemini C18 (100 mm x 2 mm i.d,,
particula de 3um) de Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU.) y una fase movil de
gradiente compuesta por una solucion acuosa de acetato de amonio 5 mM con pH de
4,5 (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). El volumen de inyeccién fue de 10 uL,
y la temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C. Las condiciones del gradiente

fueron las siguientes: 0,0-1,0 min, 30% B; 1,0-5,0 min, 30-60% B; 6,0-8,0 min, 70% B; 8,0-
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8,50, 70-90% B; 8,50-9,50, 90% B y vuelta al 30% en 0,1 min. El caudal fue de 0,35
mL/min. El tiempo total de ejecucion fue de 12,0 min. Los compuestos se determinaron

en modo de idén negativo.

El espectrometro de masas en tdndem funcion6 en modo de monitorizacién de
reaccion seleccionada (SRM), y los cuadrupolos Q1 y Q3 se ajustaron a resolucion de
masa unitaria. Las condiciones de espectrometria de masas se optimizaron para cada
compuesto mediante la infusiéon continua de soluciones patrén (50 ug/L). La
temperatura de la fuente de iones se mantuvo a 400 °C y el voltaje capilar se fijo en -
4,5 kV. Se utilizo nitrogeno como gas de cortina a 35 psi y como gas de la fuente de
iones 1y 2 a 40 psi. También se optimizé cada potencial espectrométrico para cada

compuesto. El tiempo de permanencia se fijé en 50 ms.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron de 0,01 pug/L y 0,05 pg/L,

respectivamente, para todos los PFAS.

444 Control de calidad

La contaminacion de fondo se controlo analizando los blancos de procedimiento

(obtenidos a partir de alicuotas de 1 ml de agua Milli-Q tratadas como muestras reales).

En el caso de los patrones internos marcados en masa, las muestras se enriquecieron a
250 pg/mL con 25 pL de una solucién que contenia 13C5-PFHxA, 13C4-PFOA, 13C2-
PFDA, 13C2-PFDoDA y 13C4-PFOS a 10 pg/L.

Todos los reactivos eran de grado analitico a menos que se especificara lo contrario. El
agua (18,2 MQ) cm) se purificé utilizando un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford,
MA). Ocho acidos perfluoroalquilcarboxilicos con 6-13 atomos de carbono en la cadena
alquilica (PFHxA, PFHpA, PFOA, PENA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA) y dos
sulfonatos de perfluoroalcano (PFHxS y PFOS) fueron suministrados por
SigmaAldrich (Madrid, Espafia). Estandares internos marcados con masa (13C5-

PFHxA, 13C4-PFOA, 13C2-PFDA, 13C2-PFDoDA, 13C4-PFOS) fueron suministrados
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por Wellington Laboratories (Ontario, Canada). Las soluciones patréon madre de los
compuestos (200 mg/L) se prepararon en acetonitrilo y se almacenaron a 4 °C en la
oscuridad. Las soluciones fueron estables durante 4 meses. Los estandares de trabajo
se prepararon mezclando y diluyendo con acetonitrilo. Se preparé un conjunto de
soluciones de 2 a 50 ug/L para calibracion y validacion. Se utilizaron acetonitrilo
(grado HPLC), hexano y triclorometano (TCM) se adquirieron de Merck (Darmstadt,
Alemania). Cloruro de sodio, sulfato de magnesio, citrato de hidrégeno disodico-1,5-
hidrato, citrato trisddico-2-hidrato, acetato de amonio, acetonitrilo de grado LC-MS 'y

acido acético se adquirieron a Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

4.4.5 Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utilizaron SPSS version 28 (IBM SPSS, Armonk, NY) y
el software estadistico R (version 3.6.2; R Foundation for Statistical Computing Platform,

Viena, Austria; www.R-project.org/). El nivel de significacion se establecid en 0,05.

Las caracteristicas sociodemograficas, reproductivas y clinicas de las participantes se
expresaron como medias con intervalos de confianza o como frecuencias absolutas y
relativas, dependiendo de la naturaleza continua o categorica de la variable. Los datos
ausentes en variables con mas del 95% de datos completos se imputaron utilizando la
moda para las variables categoricas y la mediana para las variables continuas. En la
variable escolaridad, no se disponia de informacion en 14% de las mujeres (1 caso y 18
controles), y se realizé una imputacion multiple con cinco iteraciones basadas en la
zona de residencia (rural/urbana) y la ocupacion. Las diferencias en las caracteristicas
entre los casos y los controles se evaluaron con las pruebas de chi-cuadrado y Mann-

Whitney.

Todas las muestras de plasma tenian concentraciones detectables de PFOA, PFNA,
PFDA, PFUnDA, PFHxXS y PFOS, y en casi todas se detect6 PFHpA, PFDoDA y
PFTrDA, asignando el valor LOD/Y2 a las no detectadas (Croghan, C., Egeghy, 2003).
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Solo se detecto PFHxA en 34 muestras (25,7%), por lo que se excluyd de los analisis
posteriores. Las concentraciones de PFHpA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA y PFTrDA
estaban entre el LOD y el LOQ en el 62,9, 6,8, 9,8, 32,6 y 33,3% de las muestras,
respectivamente. En el andlisis principal, todos los valores de estas sustancias que se
situaban entre LOD y LOQ se estimaron por extrapolacion utilizando la curva de
calibracion de linea recta. Posteriormente, a las concentraciones de PFDA y PFUnDA
entre LOD y LOQ se les asignd la mediana entre los dos limites (es decir, 0,03 ug/L),
mientras que las concentraciones de PFHpA, PFDoDA y PFTrDA se categorizaron de
la siguiente manera: por debajo del LOQ, entre el LOQ y la mediana de las
concentraciones cuantificadas y por encima de esta mediana. Las concentraciones
plasmaticas de los distintos PFAS se expresaron como medias aritméticas, medianas,
percentiles 25¢ y 75 y maximos. Se calcul6 la suma molar de las concentraciones de
todos los PFAS analizados (ZPFAS = (PFOA/414,07 + PFOS/538,22 + PFNA/464,08 +
PFDA/514,08 + PFUnDA/564,09 + PFDoDA/614,10 + PFTrDA/664,11 + PFHxA/314,05
+ PFHpA/364.06 + PFHxS5/400,11) x 414,07), de los cuatro PFAS mds abundantes en
muestras de sangre humana (X4 PFAS = (PFOA/414,07 + PFOS/538,22 + PFNA/464,08
+ PFHxS/400,11) x 414,07) (Schrenk et al., 2020), de LC PFAS (XLC PFAS

(PFOA/414,07 + PFOS/538,22 + PFNA/464,08 + PFDA/514,08 + PFUnDA/564,09

+

PFDoDA/614,10 + PFTrDA/664,11) x 414,07), y de SC PFAS (XSC PFAS
(PFHxA/314,05 + PFHpA/364,06 + PFHx5/400,11) x 400,11) en base al peso molecular
(Schrenk et al., 2020) y expresando los resultados como PFOA (o PFHXS en el caso de
YSC PFAS). Mediante el test de Spearman se evaluaron las correlaciones entre los

PFAS.

Para examinar las asociaciones entre los biomarcadores de exposicion a PFAS y el
riesgo endometriosis, se realizaron modelos de regresion logistica incondicional
ajustados por los factores de confusion. Las concentraciones de PFAS y sus sumatorios

mostraron distribuciones no normales y se transformaron en el logaritmo natural (In)
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antes de ser incluidas en los modelos de regresion. De forma secundaria, se realizaron
modelos basados en terciles de PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFHxS y PFOS. Las
posibles variables de confusion se seleccionaron mediante un grafico aciclico dirigido
(DAQG) (Figura 7) (Textor et al., 2011) e incluyeron la edad (continua, en afios) (Cornelis
et al., 2012; Haug et al., 2009; Wise et al., 2023), la escolarizacion (primaria, secundaria
o universitaria) (Fabelova et al., 2023) y la paridad (nuliparas o multiparas). Una mayor
paridad se ha asociado con menores concentraciones sanguineas de PFAS en mujeres
(Fabelova et al., 2023; McAdam & Bell, 2023), lo que sugiere que la paridad puede
influir en la carga corporal de estas sustancias. La lactancia materna también se incluy6
en la DAG, porque es una via de eliminacion de PFAS y se ha asociado con un menor
riesgo de endometriosis (Youseflu et al., 2022); sin embargo, no pudimos ajustar por
esta variable debido al elevado porcentaje de datos faltantes. Dado que el IMC puede
actuar como mediador entre la exposicién a PFAS y la endometriosis a través del efecto
obesogénico que ejercen estos compuestos (Inoue et al., 2020; McAdam & Bell, 2023;
Montazeri et al., 2023), y de acuerdo con otros estudios (Ao et al., 2024; G. M. Buck
Louis et al., 2011; Campbell et al., 2016; Matta et al., 2022; B. Wang et al., 2017), se
construy6 un ultimo modelo que incluia el IMC (categorizado como peso normal,
sobrepeso u obesidad) para evaluar su posible papel mediador. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que las mujeres con un IMC menor parecen tener un mayor riesgo

de endometriosis (Rowlands et al., 2022).
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Figura 7. Grafico aciclico dirigido (Directed acyclic graph, DAG) utilizado para
seleccionar factores de confusion en la asociacion entre la exposicion a PFAS y la

endometriosis, disefado con www.dagitty.net.

Las asociaciones se expresaron como odds ratio (OR) e intervalo de confianza (IC del

95% por cada incremento del doble en la concentracion plasmatica de cada PFAS (OR
=exp(BxIn(2)).

Para evaluar el efecto de la mezcla de nueve PFAS (todos los analizados excepto
PFHxS) sobre el riesgo de endometriosis, se empled el modelo de regresion g-
computacional basado en cuantiles (quantile-based g-computation). Este método permite
evaluar la relacion exposicion-efecto individual dentro de la mezcla en direcciones
opuestas, produciendo una estimaciéon mejorada del efecto conjunto global con una
cobertura de IC adecuada, ademds de ser una herramienta util para tamanos de
muestra pequenos (Eick et al, 2021; Keil et al, 2020). Cada PFAS recibe una
ponderacion negativa o positiva en la mezcla, y todas estas ponderaciones suman la
unidad. Si uno de los compuestos muestra una direccion diferente del efecto global, el
peso se interpreta como la proporcion del efecto parcial en direcciéon negativa o

positiva.
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45O0OBJETIVO 2: REALIZAR UNA REVISION SISTEMATICA DE LA
LITERATURA CIENTIFICA SOBRE EL ESTUDIO DE LAS VARIANTES
GENETICAS ASOCIADAS AL DESARROLLO DE ENDOMETRIOSIS
ESTUDIADAS POR TECNOLOGIA NEXT-GENERATION SEQUENCING
(NGS).

4.5.1 Protocolo y registro

La estrategia de busqueda, la extraccion de datos y la presentacion de resultados se
realizaron de acuerdo con la declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Page et al., 2021). El protocolo esta disponible
en el Anexo 1y se registro en la plataforma PROSPERO (CRD42024543224).

4.5.2 Estrategia de busqueda

Se realiz6 una buasqueda sistematica de la literatura en las bases de datos PubMed,
Scopus, Embase y Web of Science. Los detalles completos de la estrategia de busqueda
estan disponibles en el Anexo 2. Se buscaron articulos con los siguientes términos
clave, adaptados al formato de busqueda de cada base de datos: ('endometriosis') AND
(‘'next generation sequencing' OR 'exome sequencing’ OR 'genome sequencing'). La
busqueda se restringio a publicaciones en lengua inglesa y estudios en humanos, con
el 31 de diciembre de 2024 como fecha limite y sin restriccion temporal. Para identificar
otros estudios pertinentes, también se revisaron las listas de referencias de los articulos
recuperados en busca de revisiones sistematicas, metaandlisis y guias de practica

clinica recientes.

Los resultados de la busqueda se compararon con hallazgos previos mediante
busquedas en la base de datos del catdlogo GWAS (Sollis et al., 2023), una coleccion de
todos los GWAS humanos desarrollada por el European Molecular Biology Laboratory -
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) y la National Human Genome Research

(NHGR), y mediante la recopilacion de datos a partir de investigaciones y revisiones
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sistematicas publicadas (Adachi et al., 2010; Albertsen et al., 2013; Chou et al., 2021; T.
Masuda et al., 2020; Méar et al., 2020; Nyholt et al., 2012; Painter et al., 2011; Rahmioglu
et al., 2023; Sapkota et al., 2017; Sobalska-Kwapis et al., 2017; Uimari et al., 2017; Uno
et al., 2010; Venkatesh et al., 2024; W. Wang et al., 2017).

4.5.3 Criterios de elegibilidad

Los criterios de inclusidn fueron: a) estudio original en humanos, b) aportar datos
sobre variantes genéticas obtenidos mediante NGS, incluyendo secuenciacién de
panel, exoma o genoma, y c) la inclusion de pacientes con endometriosis en el estudio.
Los criterios de exclusién fueron: a) estudio experimental (lineas celulares o modelos
animales), b) utilizacion de otras herramientas genéticas (por ejemplo, expresion
génica 0 GWAS), c) idioma no inglés, d) articulos no originales (por ejemplo, capitulos
de libros, secciones de libros, cartas, editoriales, actas de congresos y otras revisiones

sistematicas y metaanadlisis), y e) pacientes sin endometriosis.

45.4 Protocolo de seleccion

En una busqueda primaria realizada por la doctoranda, los articulos recuperados de
cada base de datos se exportaron al software Mendeley Desktop
(www.mendeley.com) para eliminar los estudios duplicados. Los titulos y resimenes
de los articulos recuperados fueron examinados de forma independiente por dos
revisores (THR y LPR, nombre completo de los investigadores en el Anexo 1. Protocolo
PROSPERO), cegados a las decisiones del otro, utilizando el software Rayyan (Ouzzani
et al., 2016) y considerando cada articulo como ‘incluido’, 'excluido’ o "posible’. A
continuacion, los revisores leyeron el texto completo de los estudios potencialmente
elegibles para confirmar su elegibilidad, reuniéndose con un tercer investigador (SGL)
para resolver cualquier discrepancia y tomar una decision final sobre los articulos
clasificados como "posibles'. Se obtuvo un consenso total sobre la lista final de articulos

a incluir.
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4.5.5 Extraccion de datos

De cada estudio se extrajeron los siguientes datos: Titulo, autores, revista, afio de
publicacidn, pais de la investigacion, disefio del estudio, tamano de la muestra, método
de determinacion de los casos/diagndstico de la endometriosis, tipo de muestra
bioldgica (tejido o sangre), técnica de genotipado y variantes genéticas encontradas.
Las variantes se caracterizaron por el gen y el cromosoma afectados segtin el genoma
humano de referencia citado en el articulo (Nurk et al., 2022), ID dbSNP, cambio de
base y alteracion de la base nitrogenada de referencia, transcripciéon NCBI RefSeq,
cambios de aminoacidos, frecuencia alélica menor (MAF) y profundidad de lectura
(read depth). Los resultados se estratificaron por linaje somatico y linea germinal, pues
los estudios de linaje somatico tienen como objetivo realizar un diagndstico mediante
el andlisis de tejido sospechoso, mientras que los estudios de linea germinal estan
disefados para establecer la propension de un individuo a la enfermedad y la

probabilidad de su transmision a la descendencia.

45.6 Evaluacion de la calidad

La calidad metodoldgica de los estudios se evalud con la herramienta Q-Genie,
disefiada para evaluar la calidad de los estudios de asociacidon genética (Sohani et al.,
2015). Las evaluaciones fueron realizadas de forma independiente por dos
investigadores (THR y LPR), y las dudas o discrepancias se resolvieron en una reunion

con un tercer investigador (SGL).

Q-Genie consta de 11 preguntas agrupadas en 9 categorias: Justificacion del estudio,
seleccion de la muestra, clasificacion de la exposicion, clasificacion del resultado,
fuentes de sesgo, presentacion del plan estadistico, calidad de los métodos estadisticos,
comprobacion de las hipotesis iniciales e interpretacion de los resultados. Cada item
se punttia de 1 (deficiente) a 7 (excelente) y después se asigna a una de las tres

categorias de calidad: Baja, 0-2; moderada, 3-4; o alta, 5-7. Las puntuaciones de los
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items se suman para obtener la puntuacion total de cada articulo y clasificar su calidad

como 'mala’, 'moderada’ o 'buena’.

4.5.7 Analisis de Ontologia Génica (GO) y redes de interaccion proteina-proteina

(PPD)

El andlisis de la ontologia génica (GO) y el enriquecimiento de los genes de interés
identificados en esta revision sistemadtica se realizaron utilizando la Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID, https://david.ncifcrf.gov/),
un recurso bioinformatico en linea (Huang et al., 2009; Sherman et al., 2022). Este
analisis facilito la interpretacion de los términos GO y la visualizacion de los procesos
bioldgicos asociados, las funciones moleculares, los componentes celulares y las vias
moleculares en las que participa. Ademas, se generd un grafico de barras que ilustraba
los procesos bioldgicos GO significativamente enriquecidos, con puntuaciones de
enriquecimiento representadas como -logio (valor p). Se aplico un umbral significativo
de p < 0,05. El andlisis de la red de interaccion proteina-proteina (PPI, protein-protein
interaction) se realizd posteriormente utilizando la herramienta de btsqueda para la
recuperacion de genes/proteinas que interacttian entre si (base de datos STRING,

https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2023).

4.6 OBJETIVO 3: DESCRIBIR LAS VARIANTES GENETICAS GERMINALES
HALLADAS POR TECNOLOGIA DE EXOMA CLINICO DIRIGIDO EN
MUJERES CON ENDOMETRIOSIS

4.6.1 Obtencion de las muestras

Debido a la falta de muestra disponible para la realizacion del estudio genético y a que
este objetivo no estaba incluido en el protocolo original del proyecto EndEA, durante
el tercer trimestre del afio 2023, se contactd por teléfono con todas las mujeres del
grupo de casos (57 mujeres) para solicitarles de nuevo su participacion en el proyecto,

explicarles el nuevo objetivo y realizarles una nueva extraccion de sangre. Un total de
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42 mujeres (73,7%) aceptaron participar, firmando de nuevo el consentimiento
informado por escrito y realizdndose una nueva extraccion de sangre en tubos EDTA-

K2 (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, EE.UU.).

El analisis genético de las muestras fue realizado por la Unidad de Genética del
Servicio de Anadlisis Clinicos del Hospital Universitario Clinico San Cecilio de

Granada, siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion.

4.6.2 Extraccion y purificacion de ADN

El ADN gendmico fue extraido y purificado a partir de los leucocitos de 300 uL de
sangre total en el extractor automatico Maxwell® RSC, con el kit Maxwell® RSC Blood
DNA Kit (Promega, Madison, WI, USA), siguiendo el protocolo establecido por la casa
comercial. Posteriormente, la concentracion de ADN extraida fue cuantificada
mediante el uso del fluorometro Qubit 4, con el Qubit dsDNA BR Assay kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA).

El ADN extraido fue almacenado a -80°C hasta su secuenciacion en el Laboratorio de
la Unidad de Genética del Hospital Universitario San Cecilio de Granada, donde el
ADN restante permanece custodiado conforme a lo establecido en el articulo 8 de la

Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica.

4.6.3 Secuenciacion del ADN

La secuenciacion del exoma completo fue realizada en el secuenciador DNBSEQ-G400
(MGI Tech Co., Ltd., Shenzhen, China), y se siguieron los pasos segun el protocolo
establecido por la casa comercial MGI Tech para esta plataforma. Para ello se utilizo el
HubExome Plus Panel-GeneSGKit®, un panel de captura que permite la secuenciacion
de todas las regiones exonicas del genoma humano (mas de 19.000 genes), las regiones
flanqueantes (+/- 20 pares de bases, pb) y el ADN mitocondrial (ADNmt), con una

cobertura total aproximada de 40 Mb.
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Preparacion de librerias

Para la preparacion de las librerias se us6 ADN genomico fragmentado, con un tamano
comprendido entre 150 y 250 pb, obtenido mediante digestion enzimatica.
Posteriormente, los extremos de los fragmentos fueron reparados, se les afiadio una
adenina en el extremo 3' (A-tailing) y se ligaron adaptadores especificos que contienen
secuencias indice tinicas ('codigos de barra'), para la identificacion individual de cada
muestra. A continuacion, se realizo una amplificacion por PCR para enriquecer las

moléculas correctamente ligadas, obteniendo asi las librerias enriquecidas.

La preparacion de las librerias es un paso critico en el flujo de trabajo, ya que influye
directamente en la calidad y la fiabilidad de los datos obtenidos en la secuenciacion

posterior.

Captura del exoma y conversion a ADN circular

Una vez generadas las librerias indexadas, se procedid a la captura de regiones
exonicas mediante hibridacion con sondas biotiniladas. Estas sondas estan disenadas
para capturar selectivamente las regiones codificantes del genoma, sus secuencias
flanqueantes inmediatas (+/- 20 pb) y el ADN mitocondrial. Las regiones capturadas
fueron seleccionadas mediante unién a perlas magnéticas recubiertas con

estreptavidina, seguidas de pasos de lavado y elucién.

Conversion a librerias de secuenciacion
Las librerias seleccionadas fueron sometidas a desnaturalizacion para obtener cadenas
simples y posteriormente circularizadas mediante ligacion enzimatica, dando lugar a

librerias de ADN circular monocatenario, esenciales para la tecnologia DNB de MGL

Generacion de nanobolas de ADN (DNBs)
El ADN circular monocatenario fue amplificado mediante amplificacion por

desplazamiento de cadena (rolling circle replication), dando lugar a multiples copias
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concatenadas que se compactan formando estructuras esféricas denominadas DNA

Nanoballs (DNBs).

Carga y secuenciacion

Los DNBs generados fueron cargados de forma uniforme sobre un chip de
secuenciacion flowcell MGIDL-200H, utilizando un sistema de adsorcion electrostatica
sobre una matriz con patrdn fijo (patterned array). La secuenciacion se realiz6 en la
plataforma DNBSEQ-G400 (MGI Tech Co., Ltd., Shenzhen, China), utilizando
tecnologia de sintesis por ligacion con escaneo Optico bidireccional. Se empleé un
modo de lectura por pares de extremos de 150 pb (PE150), con una profundidad de

lectura superior a 100x en las regiones codificantes capturadas.

4.6.4 Anotacion e interpretacion de variantes en genes diana

El andlisis genético descrito en este objetivo se centro en la busqueda de variantes
germinales en las mujeres con endometriosis del proyecto EndEA. La seleccién de
genes de interés se baso en los resultados obtenidos en la revision sistematica (Objetivo
2), lo que permitio priorizar variantes en genes previamente asociados a la enfermedad

en la literatura cientifica.

Tras la secuenciacidn, las variantes obtenidas fueron sometidas a un proceso de
filtrado y anotacion bioinformatica con el software de GeneSystems® (Sistemas
Genomicos, Espana), con el objetivo de identificar aquellas con potencial relevancia

clinica v funcional.
y

Para el filtrado de variantes se usaron los siguientes criterios:

- Se excluyeron aquellas variantes que no alcanzaban una profundidad minima de
lectura de 20x, es decir, cada nucleétido debe haberse leido al menos 20 veces.

- Se aplico una MAF inferior a 0.05 utilizando la base de datos poblacional gnomAD
(Genome Aggregation Database), con el objetivo de incluir variantes de frecuencia

intermedia. La MAF indica la proporcion con la que el alelo menos frecuente

Pagina | 96



aparece en una poblacion determinada. Las guias ACMG/AMP establecen que una
variante puede considerarse benigna si su frecuencia es mayor de lo esperado para
el trastorno en cuestion, pero no proporciona valores especificos, ya que estos
deben determinarse en funcién de la prevalencia de la enfermedad, el modo de
herencia y otros factores relacionados con el trastorno y el gen en estudio (Richards
et al., 2015). Nuestra eleccion se fundamenta en la naturaleza multifactorial de la
endometriosis, una enfermedad influida por multiples variantes genéticas de efecto
modesto y frecuencia intermedia o comun (MAF > 0,05), que se desarrolla en
conjuncion con factores ambientales y epigenéticos (Manolio et al., 2009; Visscher
et al., 2017).

- Eliminacién de variantes recurrentes. La recurrencia se refiere a cudntas veces una
variante se ha observado en la base de datos del software de analisis. Si la variante
es recurrente significa que aparece en muchos individuos y puede ser benigna por
ser frecuente en la poblacion de estudio o por deberse a errores o limitaciones de la
secuenciacidn, propios de la tecnologia usada. En el presente estudio, el objetivo es
buscar la presencia de variantes recurrentes dentro del grupo de casos, pero que no
lo sean dentro de la poblacion general.

- Umbral de frecuencia alélica superior a 30 (VAF > 30). Este parametro se usa para
garantizar la fiabilidad en la deteccion de variantes germinales mediante NGS y se
calcula de acuerdo con la siguiente formula: VAF = Var / Depth, donde Var es el
numero de lecturas que contiene la variante (el alelo alternativo) y Depth es la
profundidad o el namero total de lecturas en esa posicion, incluyendo tanto las
lecturas iguales a las de referencia como las variantes. En variantes germinales, el
VAF deberia ser aproximadamente del 100% en las variantes homocigdticas y 50%
en las variantes heterocigoticas. Sin embargo, varios factores pueden influir en que
esta VAF sea inferior a la esperada, incluyendo varios factores dependientes de la

muestra, como el dafio del ADN o la presencia de variantes somaticas, y otros
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errores introducidos durante el procesamiento de las muestras, como los errores de
duplicacion durante la preparacion de bibliotecas, errores de secuenciacion y las
propias limitaciones bioinformaticas pueden llevar a VAF algo menores. No existe
consenso sobre el umbral que debe establecerse, pero en el contexto de WES, un
umbral conservador del 30% se ha visto que mejora la especificidad sin
comprometer la sensibilidad (Sears et al., 2024).

- Tipos de variantes: Se excluyeron variantes sindnimas e intronicas, siempre que no
afecten a los sitios de splicing, puesto que se consideran variantes de bajo impacto.
Se retuvieron y analizaron tinicamente aquellas variantes localizadas en regiones
codificantes del exoma o en limites intron-exén (+/- 10 pb), con especial atencion a
las variantes no sindnimas, nonsense, frameshift, indels, y aquellas que afectan sitios
de empalme (splice-site variants), por su mayor probabilidad de tener un impacto
funcional relevante.

- Criterios del ACMG: Se incluyeron tnicamente variantes clasificadas como
patogénicas, probablemente patogénicas y de significado incierto. La clasificacion
sigue la nomenclatura y los criterios propuestos por la Human Genome Variation

Society (HGVS) (den Dunnen et al., 2016).
La version del genoma usada para la anotacion de variantes es la GRCh38 - hg38.

4.6.5 Analisis in silico del impacto funcional y de la conservacion evolutiva de las

variantes en genes de interés

Las variantes identificadas fueron anotadas mediante herramientas predictivas in
silico, con el objetivo de estimar su posible impacto funcional. Este enfoque,
ampliamente utilizado en el andlisis de datos de NGS, permite evaluar el efecto
potencial de las variantes sobre la estructura y funcion proteica sin necesidad de
validacion experimental directa. Su fiabilidad se incrementa cuando diferentes
predictores coinciden en clasificar una variante como dafiina, lo que refuerza su

priorizacion como potencialmente relevante.
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Se aplicaron los predictores GERP, CADD, SIFT, PolyPhen-2, REVEL, distancia de
Grantham y LoFtool, con el objetivo de aportar una valoraciéon complementaria sobre
la patogenicidad potencial de las variantes identificadas. A continuacion, se muestra

cdmo deben ser interpretadas estas herramientas:

Predictor de conservacion evolutiva

La puntuacion GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling) mide la conservacion
evolutiva de las posiciones gendmicas mediante el calculo de sustituciones rechazadas
a partir de alineamientos multiples entre especies (Davydov et al., 2010). Los valores
positivos reflejan conservacion, siendo especialmente relevantes los mas altos (GERP
>4), que indican fuerte restriccion selectiva y, por tanto, posible importancia funcional.
Los valores cercanos a cero sugieren evolucion neutra y los negativos (GERP < 0) una
mayor variabilidad de la esperada, lo que apunta a regiones poco conservadas o
sometidas a evolucion acelerada. En consecuencia, las variantes localizadas en
posiciones con puntuaciones GERP altas y positivas son candidatas a tener un mayor

impacto biologico.

Predictor de dafio general

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) proporciona una puntuacion que
combina maultiples anotaciones gendmicas (conservacion evolutiva, estructura,
funcion, etc.). Valores > 20 indican variantes clasificadas entre el 1% de las mas

potencialmente daninas del genoma (Rentzsch et al., 2021).

Predictores de impacto sobre la proteina
SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) predice el efecto de las sustituciones
aminoacidicas. Valores < 0,05 predicen que la variante es deletérea, mientras que

valores > 0,05 corresponden a variantes toleradas (Ng & Henikoff, 2003).

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) evalta el posible impacto estructural y

funcional de las variantes sobre la proteina, clasificdindolas como benignas (score <
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0,15), posiblemente deletéreas (0,15 — 0,85) o probablemente deletéreas (score > 0,85)
(Adzhubei et al., 2013).

REVEL (Rare Exome Variant Ensemble Learner) integra diferentes predictores para
variantes missense, proporcionando un valor entre 0 y 1. Valores > 0,5 son indicativos
de variantes potencialmente patogénicas. Las variantes sin valor REVEL corresponden
a aquellas para las que el predictor no ofrece resultado (p. €j., no missense) (Ioannidis

et al., 2016).

La distancia de Grantham cuantifica el impacto bioquimico de sustituir un aminoacido
por otro en variantes missense, considerando diferencias en composicion quimica,
polaridad y volumen molecular. Valores en el rango de 0 — 50 indican cambios
conservadores; 50 — 100 cambios moderadamente radicales; y > 100 cambios radicales
o disruptivos, con alta probabilidad de afectar la funcion proteica. Las variantes sin
cambio puntual de aminodcido, como las indels o frameshift se marcaron como 'no

aplica' (Grantham, 1974).

Predictor de intolerancia a la pérdida de funcion

LoFtool estima la intolerancia de cada gen a variantes de pérdida de funcién. Un valor
LoFtool cercano a 0 indica alta intolerancia y, por tanto, mayor probabilidad de
impacto patogénico cuando se afectan estos genes; valores cercanos a 1 indican mayor
tolerancia. Los scores LoFtool fueron clasificados en funcion de la tolerancia del gen a
variantes de pérdida de funcién: Alta intolerancia (<0,1), intolerancia moderada (0,1 -

0,5) y alta tolerancia (>0,5) (Fadista et al., 2017).

Los valores de los predictores in silico (CADD, SIFT, PolyPhen-2, REVEL, GERP,
LoFtool y distancia de Grantham) fueron obtenidos a través del portal Ensembl Variant
Effect Predictor (https://www.ensembl.org), utilizando la version correspondiente al

genoma de referencia GRCh38. Esta herramienta proporciona anotaciones funcionales
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y predicciones bioinformaticas para cada variante, integrando multiples recursos y

algoritmos de prediccion.

Estos analisis in silico complementan la caracterizacion de las variantes identificadas,
aportando criterios adicionales para su priorizacion e interpretacion en el contexto del

estudio.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS OBJETIVO 1

Evaluar la exposicion a sustancias perfluoroalquiladas (PFAS) en mujeres con y sin
endometriosis, estimando su asociacion con el riesgo de desarrollo de la

enfermedad.

El presente capitulo recoge los resultados del Objetivo 1, los cuales han sido publicados
en forma de articulo original en la revista Science of the Total Environment. Esta

publicacién se incluye en el Anexo 3 y su contenido se muestra a continuacion.

5.1.1 Caracteristicas de la poblacion del estudio

En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas sociodemograficas, reproductivas y clinicas
de la poblacién estudiada. La edad media de los casos y los controles en el momento
del reclutamiento fue de 37,7 (IC 95 % = 34,9-40,5) y 37,0 (IC 95 % = 34,7-39,3) afos,
respectivamente. La mayoria de las participantes tenian un peso normal (60%), vivian
en una zona rural (68%) y habian completado estudios secundarios o universitarios
(77%), y mas de la mitad de ellas habian tenido algun parto previo (54%). Los casos y
los controles no presentaban diferencias significativas en cuanto a edad, IMC, zona de
residencia, escolarizacion o paridad. En el 59% de los casos, la intensidad de la
hemorragia menstrual era moderada/grave, el 36% presentaba endometriosis

infiltrante profunda y en el 62% se diagnostic6 endometriosis en estadio I/IL
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Tabla 2. Caracteristicas de la poblacion del estudio EndEA (n = 132).

Variables Casos (n =42) Controles (n =90)
Car.acterlstlca,s . antropometricas y Media IC Media IC p-valor
sociodemograficas
Edad (afios) 38 34,9 - 40,5 37 34,7-39,3 0,90
Peso (kg) 67,5 62,9 -70,4 66,3 63,4 - 69,2 1,00
Altura (m) 1,64 1,61 -1,66 1,63 1,61-1,64 0,46
n % N % p-valor
Indice de masa corporal (kg/m?) 0,29
Normopeso (< 25) 25 59,5 54 60,0
Sobrepeso (25 - 30) 8 19,0 25 27,8
Obesidad (> 30) 9 21,4 11 12,2
Area de residencia 0,80
Rural 28 66,7 62 68,9
Urbana 14 33,3 28 31,1
Estudios 0,06
Primaria 8 19,0 23 25,6
Secundaria 15 35,7 45 50,0
Universidad 19 45,2 22 24,4
Caracteristicas reproductivas n % n % p-valor
Paridad 0,47
Nuliparas 21 50,0 39 43,3
Multiparas 21 50,0 51 56,7
Intensidad de sangrado menstrual -
Suave 15 35,7 - -
Moderado/Severo 27 64,3 - -
Clasificacion de endometriosis segin
rASRM -
I 15 35,7 - -
I 11 26,2 - -
11 9 21,4 - -
v 7 16,7 - -
Localizacion anatémica de las lesiones -
Endometriosis no profunda 27 64,3 - -
Endometriosis infiltrante profunda 15 35,7 - -

IC: Intervalo de confianza.
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5.1.2 Concentraciones de PFAS

Todas las muestras de plasma tenian concentraciones detectables de PFOA, PFNA,
PFDA, PFUnDA, PFHxS y PFOS, mientras que PFHpA, PFDoDA y PFTrDA estaban
por debajo del LD en el 34%, 17% y 5% de las muestras, respectivamente (Tabla 3).
PFOS fue el PFAS con la concentracion mas alta (mediana = 1,60 ug/L), que fue mas de
tres veces superior a la de PFNA (mediana = 0,53 ug/L), y dos veces superior a la de
PFOA (mediana = 0,81 pg/L) o PFHXS (mediana = 0,68 pg/L). La concentracion de la
suma de LC PFAS fue cuatro veces mayor que la de SC PFAS (mediana = 2,99 frente a
0,71 pg/L). Los casos y los controles no difirieron significativamente en la
concentracion de PFAS, excepto para PFIrDA, que mostré una concentracion
significativamente mayor en los casos (mediana = 0,07 frente a 0,04 ug/L, p =0,02). Las
concentraciones de PFHxS también fueron mayores en los casos que en los controles,
pero la diferencia no alcanzo significacion estadistica (mediana = 1,10 frente a 0,60

ug/L) (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de concentraciones de PFAS por debajo del LOD, entre el LOD y el LOQ y por encima del
LOQ en la poblaciéon del estudio EndEA (n =132).

Casos (n =42) Controles (n =90)

N (%)<LOD N (%) LOD-LOQ NL(g"(); NL((Z%< N (O/L"E)BOD' NL(g"();
PFHpA 14 (33,3) 23 (54,8) 5(11,9) 23 (25,6) 60 (66,7) 7 (7,8)
PFOA 0 0 42 (100) 0 0 90 (100)
PFNA 0 0 42 (100) 0 0 90 (100)
PFDA 0 3(7,1) 39 (82,9) 0 6 (6,7) 84 (93,3)
PFUnDA 0 5(11,9) 37 (88,1) 0 8(8,9) 82 (91,1)
PFDoDA 8 (19,0) 16 (38,1) 18 (42,9) 13 (14,4) 27 (30,0) 50 (55,6)
PFTrDA 3(7,1) 18 (42,9) 21 (50,0) 5 (5,6) 26 (28,9) 59 (65,6)
PFHxS 0 0 42 (100) 0 1(1,1) 89 (98,9)
PFOS 0 0 42 (100) 0 0 90 (100)

LOD: Limite de deteccion (0,02 ug/L).
LOQ: Limite de cuantificacion (0,05 pg/L).
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Tabla 4. Concentraciones plasmaticas de PFAS (ug/L) en la poblacion del estudio EndEA (n=132).

Casos (n=42)

Controles (n =90)

Percentiles

Percentiles

PFAS N (%) >LOD Media 25 50 75 Mix N (%)>LOD Media Y 50 75 Max  p-valor
PFHpA  Acido perfluroheptanoico 28 (66) 009 001 002 003 272  67(74) 002 001 002 003 012 043
PFOA Acido perfluorooctanoico 42 (100) 093 063 074 092 354  90(100) 111 063 087 1,10 1460 019
PENA Acido perfluorononanoico 42 (100) 081 028 054 089 670 90 (100) 073 032 051 078 744 070
PFDA Acido perfluorodecanoico 42 (100) 019 008 012 020 1,67  90(100) 015 008 012 018 140 032
PFUNDA  Acido perfluoroundecanoico 42 (100) 033 008 019 033 379  90(100) 024 008 018 032 113 082
PFDoDA  Acido perfluorododecanoico 34 (81) 009 002 004 009 08  77(86) 007 001 003 007 073 020
PFT:DA  Acido perfluorotridecanoico 39 (83) 010 004 007 011 078  85(94) 006 002 004 008 024 002
Acido perfluorooctano 42 (100) 132 035 1,10 182 550  90(100) 1,02 032 060 117 822 008
PFHxS sulfonico
Acido perfluorohexano 42 (100) 187 1,03 167 247 604 90 (100) 184 100 161 229 571 083
PFOS sulfonico
Suma de PFAS
IPFAS:  Suma de los 10 PFAS - 515 316 433 577 i 464 298 421 534 0,38
r4pFAse  TOATPTOS+IENA+ . 445 283 396 518 . 423 267 377 495 0,51
PFHXS
PFOA + PFOS + PENA +
ZLCPFAS: PFDA + PFUnDA + - 361 219 28 4,14 i 355 212 308 4,06 0,98
PFDoDA + PFTrDA
ISC PFAS¢ PFHxA + PFHpA + PFHXS - 150 040 114 184 . 106 036 064 1,19 0,10

LOD: Limite de deteccion.
Max.: Concentracién maxima.

aSuma de las concentraciones molares de los PFAS basada en sus pesos moleculares (expresadas como PFOA).
bSuma de las concentraciones molares de los PFAS mas abundantes en sangre en la poblacion general (expresadas como PFOA): PFOS, PFOA, PFNA y PFHXS (EFSA, 2020).

<Suma de las concentraciones molares de los PFAS de cadena larga (expresadas como PFOA): PFOA, PFOS, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA y PFTrDA.

dSuma de las concentraciones molares de los PFAS de cadena corta (expresadas como PFHxS): PFHxA, PFHpA y PFHXS.

p-valor obtenido en la prueba de Mann-Whitney.
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La mayoria de los PFAS estaban correlacionados positivamente, observandose
correlaciones positivas moderadamente fuertes (o = 0,40 - 0,80) entre PFNA y PFDA,
PFUnDA y PFOS, entre PFDA y PFUnDA y PFOS, y entre PFUnDA y PFOS, y

correlaciones negativas entre PFHxS y PENA y PFUnDA (Figura 8).

;h:aiﬁi PFHpA PFOA PFNA PFDA PFUnDA PFDoDA PFTrDA PFHxS PFOS
PFHpA
b
PFOA | %
p<0,01
0,09  046*
PENA ’ ’ 05
p=028 p<0,01
0,19*  047**
PFDA | ’ 0,25
p=0,03 p<0,01
0,09  017*
PFUnDA | / 0
UnDA L 030 p=005
011 018  022* 031* 006
PFDoDA | ' ' / ’ -0,25
O p-021 p=004 p=001 p<00l p=0,50
0,08 012  026% 038*  020* 057
A 7 7 7 7 7 7 _ ,
PFTIDA | _034 p=017 p<001 p<00l p=002 p<00l 05
PRk | 005 028" 025" 011 035 031 031
p=058 p=001 p<00l p=020 p<00l p<00l p<0,0l
b b X%
pros | 009 033 0,35 0,39 0,02
p=031 p<0,01 p<001 p<001 p=084

Rho (): Coeficiente de correlacion de Spearman.

** Correlacion muy fuerte (nivel de significancia 0,01).

* Correlacion fuerte (nivel de significancia 0,05).

Figura 8. Matriz de correlacion entre las concentraciones plasmaticas de PFAS en la
poblacion del estudio EndEA (n =132).
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Ademas, no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de PFAS
entre los casos de endometriosis en estadios III/IV y los estadios I/II (Tabla 5) o entre

los casos de endometriosis infiltrante profunda y no profunda (datos no mostrados).

Tabla 5. Concentraciones plasmaticas de PFAS (ug/L) en los casos del estudio EndEA (n = 42), segtin el
estadio de la rASRM.

Total Estadios I//II (n = 26) Estadios III/IV (n = 16)
N (%) > . Percentiles . Percentiles p-valor

PFAS top  Media o s Meda T %

PFHpA 28 (66) 0,13 0,01 0,02 0,03 0,02 0,01 0,01 0,02 0,45
PFOA 42 (100) 1,02 0,62 0,73 1,26 0,77 0,63 0,74 0,89 0,43
PFNA 42 (100) 0,94 0,27 0,53 0,94 0,59 0,31 0,57 0,73 0,43
PFDA 42 (100) 0,23 0,09 0,13 0,21 0,14 0,08 0,12 0,19 0,39
PFUnDA 42 (100) 0,39 0,07 0,19 0,32 0,22 0,10 0,17 0,35 0,43
PFDoDA 34 (81) 0,07 0,02 0,04 0,06 0.12 0.02 0,06 0,12 0,21
PFTrDA 39 (83) 0,12 0,04 0,08 0,12 0,08 0,03 0,05 0,10 0,57
PFHxS 42 (100) 1,40 0,32 1,11 1,87 1,19 0,37 1,08 1,78 0,43
PFOS 42 (100) 1,93 1,03 1,66 2,27 1,76 1,07 1,67 2,63 0,43
Suma de PFAS

YPFAS? - 5,67 309 436 6,23 4,32 322 433 575 0,43
X4 PFASP - 4,79 283 3,85 572 3,88 2,85 398 5,09 0,43
YLC PFASe - 3,94 228 2,83 4,53 3,05 2,19 286 3,99 0,43
X SC PFAS¢ - 1,67 039 1,15 1,90 1,22 038 1,12 1,80 0,43

LOD: Limite de deteccion.

aSuma de las concentraciones molares de los PFAS basada en sus pesos moleculares (expresadas como PFOA).
bSuma de las concentraciones molares de los PFAS mds abundantes en sangre en la poblaciéon general (expresadas
como PFOA): PFOS, PFOA, PFNA y PFHxS (EFSA, 2020).

<Suma de las concentraciones molares de los PFAS de cadena larga (expresadas como PFOA): PFOA, PFOS, PFNA,
PFDA, PFUnDA, PFDoDA y PFTrDA.

dSuma de las concentraciones molares de los PFAS de cadena corta (expresadas como PFHxS): PFHxA, PFHpA y
PFHXS.

p-valor obtenido en la prueba de Mann-Whitney.
5.1.3 Asociacion entre PFAS y endometriosis
En los modelos de regresion logistica ajustados por los confusores, PFHrDA se asocio
significativamente con mayor riesgo de endometriosis (OR =1,74; IC 95 % =1,11-2,73
por cada incremento del doble de las concentraciones plasmaticas y OR = 2,40; IC 95 %
= 1,00 - 5,79 para concentraciones > mediana frente a < LOQ). PFHxS y }’ SC PFAS

también se asociaron con mayor riesgo de endometriosis, aunque las asociaciones no
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alcanzaron significacion estadistica (OR =1,45; IC 95% = 0,94 - 2,21 y OR = 1,48; IC 95%
=0,96 - 2,30, respectivamente). No se encontraron asociaciones para los PFAS restantes
(Tabla 6). En el analisis basado en terciles de PFAS, los resultados fueron similares
(Tabla 10). Las OR brutas y ajustadas fueron muy similares, y los resultados de los
modelos permanecieron practicamente inalterados cuando se ajustaron por el IMC, lo
que sugiere que el IMC no actiia como mediador; sin embargo, la asociacién con la
PFTrDA se atenuo ligeramente en el modelo ajustado por IMC (OR = 1,70; IC 95% =
1,07 - 2,72).

Tabla 6. Asociacion entre concentraciones plasmaticas de PFAS (en continuo) y riesgo de endometriosis
en la poblacion del estudio EndEA.

PFAS OR?(IC95%) p-valor aORP(IC95%)  p-valor aOR<(IC 95%) p-valor
PFHpA 0,98 (0,64-1,50) 0,92 0,93 (0,59 - 1,47) 0,76 0,92 (0,58 - 1,46) 0,72
PFOA 0,80(041-157) 052 0,75(0,38-1,47) 0,40 0,80 (0,40 - 1,62) 0,54
PFNA 1,11(0,70-1,74) 0,67 1,00 (0,62 - 1,62) 1,00 1,02 (0,63 - 1,65) 0,94
PFDA 1,45(0,83-2,55) 0,19 1,30 (0,72 - 2,33) 0,39 1,41 (0,77 - 2,55) 0,27
PFUnDA 0,58 (0,76-1,63) 0,58 1,04 (0,69 - 1,57) 0,84 1,04 (0,68 - 1,57) 0,86
PFDoDA 1,24(0,89-1,71) 0,20 1,19 (0,85 - 1,65) 0,32 1,16 (0,83 - 1,63) 0,38
PFIrDA 1,76 (1,14-2,73) 0,01 1,74 (1,11 -2,73) 0,02 1,70 (1,07 - 2,72) 0,03
PFHxS 1,44 (0,96-2,14) 0,08 1,45 (0,94 - 2,21) 0,09 1,53 (0,98 - 2,39) 0,06
PFOS 1,09(059-2,02) 0,78  0.95(048-1,88) 0,89 0,94 (0,48 - 1,87) 0,94
Suma de PFAS

LPFAS 1,46 (0,70-3,03) 0,31 1,29 (0,60 - 2,81) 0,52 1,38 (0,63 - 3,02) 0,42
L4PFAS 137(066-284) 039 1,22(0,56-2,63) 0,62 1,31 (0,60 - 2,85) 0,50
XLCPFAS 1,09(0,55-2,16) 0,81 0,94 (0,45-1,93) 0,86 0,96 (0,46 - 2,00) 0,92
LSCPFAS 1,47(097-222) 007  1,48(0,96 -2,30) 0,08 1,57 (0,99 - 2,50) 0,06

OR: Odds ratio; IC 95% Intervalo de confianza del 95%. aOR: OR ajustada; PFHpA: Acido perfluroheptanoico;
PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFDA: Acido perfluorodecanoico;
PFUnDA: Acido perfluoroundecanoico; PFDoDA: Acido perfluorododecanoico; PFTrDA: Acido
perfluorotridecanoico; PFHxS: Acido perfluorooctano sulfénico; PFOS: Acido perfluorohexano sulfénico.

20R sin ajustar.

POR ajustada por edad (afios), paridad (nulipara o primipara/multiipara) y nivel de estudios (primarios,
secundarios o universitarios).

‘OR ajustada por edad (afios), paridad (nulipara o primipara/multipara), nivel de estudios (primarios,
secundarios o universitarios) e IMC (normopeso, sobrepeso u obesidad).
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En los modelos de efecto combinado, se observé una asociacion no significativa entre
la mezcla de PFAS y un riesgo 1,7 veces mayor de padecer endometriosis, y los
principales contribuyentes a este efecto fueron PFNA (peso: 40,7%), PFHxXS (35,4%) y
PFTrDA (23,8%). Los resultados del modelo de mezcla no cambiaron tras el ajuste por

el IMC (Tabla 7; Figura 9).

Tabla 7. Modelo G-computacional para evaluar el efecto de la mezcla de 9 PFAS sobre el riesgo de
endometriosis en la poblacion del estudio EndEA (n =132).

Modelo de mezcla OR IC 95%
Modelo 1: Ajustado por edad, nivel de estudios y paridad 1,63 0,72 - 3,67
Modelo 2: Ajustado por edad, nivel de estudios, paridad e IMC 1,66 0,73 - 3,80

Mezcla de componentes: PFHpA, PFOA, PENA, PEDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA, PFHxS y PFOS.
OR: Odds ratio para el incremento de un cuartil en la concentracion de la mezcla.
IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

(a) (b)

PFOA PFOA
PFNA PFHxS
PFHxS PFNA
° PFOS . © PFTrDA
% PFTrDA , -g PFOS E
> PFDeA , > PFHpA \
PFUnA » PFDoA V]
PFHpA PFUNA :7
PFDoA PFDeA
0.75 0.50 0.25 0.25 0.50 0.75 0.75 0.50 0.25 0.25 0.50 0.756
Negative weights Positive weights Negative weights Positive weights

Figura 9. Modelo G-computacional para el efecto de mezcla de PFAS en el riesgo de
endometriosis. (a) Modelo ajustado por edad, nivel educativo y paridad. (b) Modelo
ajustado por edad, nivel educativo, paridad e IMC. Las barras de color oscuro
corresponden a PFAS con un efecto en la misma direccion que el efecto global. Las
barras de color gris se refieren a PFAS con un efecto en la direccion opuesta al efecto

global.

Dado que no todos los PFAS presentaron concentraciones detectables y cuantificables,
se realizaron analisis adicionales para garantizar la validez de los resultados. En el caso
de PFDA y PFUnDA, ambos fueron detectables en la totalidad de las muestras, sin

embargo, un 6,8% y un 9,8%, respectivamente, presentaron concentraciones por debajo
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del LOQ. Para estos casos, se imputaron los valores situados entre el LOD y el LOQ
utilizando la mediana de ambos limites y se examinaron las asociaciones con

endometriosis, observandose que los resultados se mantuvieron sin cambios (Tabla 8).

Tabla 8. Asociacion entre PFDA y PFUnDA como variables continuas y riesgo de endometriosis,
asignando a valores entre LOD y LOQ la mediana entre los dos limites (0,03 ug/L).

PFAS OR= p-valor aORP (IC 95%) p-valor aOR« (IC 95%) p-valor

PFDA 1,43 (0,83 -2,47) 0,20 1,29 (0,73 - 2,27) 0,38 1,40 (0,79 - 2,49) 0,26
PFUnDA 1,09 (0,74 - 1,60) 0,66 1,02 (0,68 - 1,54) 0,94 1,02 (0,67 - 1,55) 0,94

LOD: Limite de deteccion (0,02 ug/L).

LOQ: Limite de cuantificacion (0,05 pg/L).

20R sin ajustar.

POR ajustada por edad, paridad y nivel de estudios.

‘OR ajustada por edad, paridad, nivel de estudios e IMC.

En el caso de PFHpA, PFDoDA y PFTrDA, se observé una elevada proporcion de
valores no detectados y no cuantificados. Concretamente, las concentraciones
estuvieron por debajo del LOD en el 28%, 15,9% y 6,1% de las muestras, y por debajo
del LOQ en el 62,9%, 32,6 % y 33,3%, respectivamente. Por este motivo, se realiz6 una
categorizacion de los resultados de estos compuestos, permitiendo analizar su

asociacidon con la endometriosis como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Asociacion entre PEHpA, PFDoDA y PFTrDA categorizados y riesgo de endometriosis.

PFAS OR*(IC95%)  p-valor aORP(IC95%) p-valor aOR<(IC95%) p-valor

PFHpA (ref: <LOQ)

0,05 - Med (0,09) 1,08 (0,19 - 6,15) 0,93 0,86 (0,42 - 5,22) 0,87 0,78 (0,13 - 4,74) 0,78
>0,09 1,08 (0,19 - 6,15) 0,93 0,85 (0,14 - 0,15) 0,85 1,05 (0,17 - 6,65) 0,96
PFDoDA (ref: <LOQ)

0,05-Med (0,11) 1,07 (0,41 -2,81) 0,89 1,00 (0,37 - 2,69) 1,00 1,02 (0,37 - 2,83) 0,97
>0,11 1,28 (0,50 - 3,29) 0,60 1,06 (0,39 - 2,86) 0,91 0,89 (0,32 - 2,45) 0,82
PFTrDA (ref: <LOQ)

0,05 - Med (0,09) 1,02 (0,40 - 2,61) 0,97 0,79 (0,29 - 2,14) 0,65 0,78 (0,28 - 2,16) 0,63
>0,09 2,40 (1,00 - 5,79) 0,05 2,36 (0,94 - 5,89) 0,07 2,25 (0,88 - 5,78) 0,09

LOQ: Limite de cuantificacion (0,05 pg/L).

Med: Mediana de los valores cuantificados para cada PFAS.
%0OR sin ajustar.

*OR ajustada por edad, paridad y nivel de estudios.

‘OR ajustada por edad, paridad, nivel de estudios e IMC.
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Por altimo, se realizaron otros modelos basados en terciles para ver la asociacion entre
los PFAS mas detectados y cuantificados en nuestras muestras, PFEOA, PFNA, PFDA,
PFUnDA, PFHXS y PFOS, y el riesgo de endometriosis. Este analisis se llevo a cabo
mediante regresion logistica (Tabla 10) y mediante regresion g-computacional (Tabla

11).

Tabla 10. Anélisis de regresion logistica basado en terciles de PFAS.

PFAS OR*(IC95%)  p-valor aORP (IC95%) p-valor aORc(IC95%) p-valor

PFOA (ref: <0,69)

>0,69-0,99 1,00 (0,42 - 2,38) 1,00 1,06 (0,43 - 2,60) 0,91 0,94 (0,37 - 2,36) 0,89
>0,99 0,52 (0,20 - 1,31) 0,16 0,53 (0,20 - 1,39) 0,19 0,53 (0,20 - 1,42) 0,21
PENA (ref: <0,37)

>0,37-0,65 1,52(0,62-3,76) 0,36 1,42 (0,55 - 3,67) 0,46 1,42 (0,53 - 3,77) 0,48
> 0,65 1,24 (0,50 - 3,12) 0,64 1,14 (0,43 - 3,05) 0,79 1,09 (0,40 - 3,00) 0,86
PFDA (ref: 0,09)

>0,09-0,16 0,77 (0,31 - 1,95) 0,58 0,71 (0,27 - 1,84) 0,48 0,73 (0,26 - 1,99) 0,53
>0,16 1,53 (0,61 - 3,83) 0,36 1,28 (0,48 - 3,38) 0,62 1,37 (0,50 - 3,75) 0,54
PFUnDA (ref: <0,12)

>0,12-0,28  1,32(0,54 - 3,24) 0,55 1,19 (0,47 - 3,05) 0,71 1,25 (0,48 - 3,28) 0,65
>0,28 1,15 (0,47 - 2,84) 0,76 1,01 (0,38 - 2,68) 0,98 1,05 (0,39 - 2,83) 0,93
PFHXS (ref: <0,44)

>0,44-1,10 0,50 (0,18 - 1,36) 0,17 0,47 (0,17 - 1,33) 0,16 0,40 (0,13 -1,17) 0,09
>1,10 2,11 (0,87 - 5,08) 0,10 2,05 (0,82 - 5,15) 0,13 2,29 (0,87 - 6,07) 0,10
PFOS (ref: <1,21)

>1,21-2,14 1,11 (0,46 - 2,70) 0,82 0,94 (0,37 - 2,38) 0,89 1,00 (0,38 - 2,64) 0,99
>2,14 0,90 (0,36 - 2,23) 0,82 0,68 (0,25 - 1,85) 0,45 0,64 (0,23 -1,78) 0,39

LOD: Limite de deteccién (0,02 ug/L).

%0OR sin ajustar.

POR ajustada por edad, paridad y nivel de estudios.

‘OR ajustada por edad, paridad, nivel de estudios e IMC.

Tabla 11. Modelo G-computacional para evaluar el efecto de la mezcla de 6 PFAS sobre el riesgo de
endometriosis.

Modelo de mezcla OR IC 95%
Modelo 1: Ajustado por edad, nivel de estudios y paridad 1,21 0,59 - 2,47
Modelo 2: Ajustado por edad, nivel de estudios, paridad e IMC 1,30 0,63 - 2,67

Componentes de la mezcla: PFOA, PENA, PFDA, PFUnDA, PFHxS y PFOS.
OR: Odds ratio de endometriosis por un incremento de un cuartil en la concentracion de la mezcla.
IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.
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5.2 RESULTADOS OBJETIVO 2

Realizar una revision sistematica de la literatura cientifica sobre el estudio de las
variantes genéticas asociadas al desarrollo de endometriosis estudiadas por

tecnologia Next-generation sequencing (NGS).

Con los resultados contenidos en este capitulo se ha elaborado una revision sistematica
(Titulo: 'Endometriosis and genetic variants by Next-generation sequencing: A systematic
review'; Autores: Teresa de Haro-Romero, Lara Papay-Ramirez, Susana Garcia-Linares,
Olga Ocon-Hernandez, Carmen Freire y Antonio Poyatos-Andujar), que esta siendo
revisada para su publicacion en la revista Reproductive Science (Fecha de envio: 12 de

mayo de 2025).

Busqueda bibliografica

A partir de la busqueda bibliografica en las bases de datos se recuperaron 872 articulos.
Tras la eliminaciéon de duplicados, se evaluaron los titulos y resimenes de 482
publicaciones, de las cuales 405 fueron excluidas por no cumplir con los criterios de
elegibilidad. Posteriormente, se realiz¢ el cribado a texto completo de los 77 articulos
restantes, excluyéndose 60 estudios adicionales. Finalmente, 17 articulos cumplieron
con los criterios establecidos y fueron incluidos en esta revision sistematica (Albertsen
et al., 2019; Anglesio et al., 2017; Farolfi et al., 2022; Kearns et al., 2024; Kina et al., 2023;
Koppolu et al., 2021; Kurose et al., 2021; Linder et al., 2024; Liu et al., 2022; Matalliotaki
et al., 2018; Nousiainen et al., 2023; Santin et al., 2023; Suda et al., 2018; Tomita et al.,

2021; Yamagata et al., 2024; Zhao, Liu, et al., 2023; Y. Zhu et al., 2022).

Como se muestra en la Figura 10, los estudios no seleccionados se excluyeron por no
ser originales (n = 25), no utilizar NGS para el andlisis genético (n = 15), ser estudios de
expresion génica (n = 6), no aplicar ningan filtro para el analisis de llamada de
variantes (n = 1), no incluir mujeres con endometriosis (n = 12) y ser un estudio in vitro

(n=1).
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[ Identificacion de estudios via bases de datos ]

)
15 Articulos identificados a partir de:
'g Bases de datos (n = 872) Articulos duplicados eliminados
o e Pubmed (n = 129) —> antes del cribado:
= e Scopus (n=101) (n=390)
o e Embase (n = 447)
= e Web of Science (n = 195)
Articulos revisados ) Articulos excluidos
(n=482) (n = 405)
% i
8 Articulos seleccionados para .
= comprobacion a texto completo [ » Articulos excluidos:
o (n=77) Articulos no originales (n = 25)
No usar NGS para el analisis
genético (n = 15)
No incluir mujeres con
endometriosis (n = 12)
Estudios de expresién (n = 6)
No aplicar filtros en el andlisis de
variantes (n = 1)
Estudios In vitro (n = 1)
— A
8
g Estudios incluidos en la revisién
E (n=17)

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de estudios segin PRISMA 2020.

Caracteristicas de los estudios

La tabla 12 resume las principales caracteristicas de los 17 articulos revisados, 10 de
los cuales estudiaban muestras de tejido y 7 muestras de sangre. Se trataba de estudios
de casos (n = 4), series de casos (n = 10, incluidos 4 estudios de vinculacién familiar) y
estudios de casos y controles (n = 3). El nimero de casos en cada estudio oscil6 entre 1
y 158, abarcando un total de 421 pacientes con endometriosis estudiadas mediante
NGS. Los estudios informan de los resultados genéticos de un total de 1.846 mujeres

con endometriosis, y 4 de los estudios validaron sus resultados utilizando una
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herramienta diferente en una nueva cohorte. En 15 de los 17 estudios se aplico la
tecnologia WES como método de genotipado, incluidos 4 que examinaron genes diana
seleccionados en lugar del exoma completo, mientras que los 2 estudios restantes
utilizaron un panel personalizado de NGS. Se aplicaron otras técnicas como la
secuenciaciéon de Sanger y la PCR digital Droplet (ddPCR) para confirmar los
resultados en cohortes de validacién. La mayoria de los estudios (n = 14, 82,3%)
confirmaron la presencia de endometriosis mediante inspeccion quirargica, mientras
que 2 estudios utilizaron herramientas de imagen y uno no informé del método de

diagndstico usado.
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Tabla 12. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revisidn sistematica.

Autor Pais Disefio Muestra Poblacion y tamafio muestral Diagnostico de casos Método de genotipado
Secuenciacion del exoma completo (WES) y
EE. UU. RN .
Anglesio et al, 2017 Japén 27 pacientes con endometriosis infiltrante profunda Confirmacion quirargica secuenciacion dirigida de genes diana
8 . 4 p , SERIE DE CASOS TEJIDO P R L. . .p . c s q g, R y Las variantes ausentes en la linea germinal y
(Anglesio et al., 2017) Canada 12 pacientes adicionales con lesiones epiteliales y evaluacion histopatologica . , .
estromales detectadas en ambas librerias fueron validadas
mediante PCR digital (ddPCR)
?Iil/?::;lllli(())ttzll((li Z: le.', 22%112) Grecia CASO CLINICO SANGRE 1 paciente Confirmacién quirtrgica Secuenciacién del exoma completo (WES)
Estudio caso-control:
- Casos: Pacientes con endometriosis: 54 sujetos con
endometriosis ovarica (107 muestras de epitelio
endometridsico ovarico) y 32 endometriosis benigna
(muestras de endometriosis y de epitelio endometrial
Suda ef al. 2018 uterino) Secuenciacion del exoma completo (WES) y
! Japon CASO-CONTROL TEJIDO - Controles: 32 sujetos (82 muestras de tejido de Confirmacion quirtrgica secuenciacion dirigida de genes diana
(Suda et al., 2018) . . .. A
endometrio uterino normal) PCR digital (para validacion de resultados)
Validacion de resultados:
- Casos: 19 pacientes con endometriosis (72 muestras de
epitelio endometriésico)
- Controles: 27 sujetos (77 muestras de epitelio uterino
normal)
Albertsen et al, 2019 R SERIE DE CASOS ESTUDIO FAMILIAR: 7 mujeres afectadas en una . ., L. L,
(Albertsen et al., 2019) Grecia ESTUDIO FAMILIAR SANGRE familia de tres generaciones Confirmacién quirtrgica Secuenciacion del exoma completo (WES)
K 1 2021 21 muyj dometriosi fund tras d fi i6 irargi
oppolu et al, 20 Polonia SERIE DE CASOS TEJIDO 'rnu]eres con er} ome r1,os.1 S pro un, a. (muestras de  Con 1rn?zj1c1o1T1 qulrurg,lCé Y Secuenciacién del exoma completo (WES)
(Koppolu et al., 2021) lesiones endometriales ectdpicas y ectopicas) evaluacion histopatoldgica
Kurose et al. 2021 2 pacientes con tumores intestinales asociados a
! Japon SERIE DE CASOS TEJIDO endometriosis (muestras de endometriosis intestinal No reportada Panel personalizado de secuenciacion NGS
(Kurose et al., 2021)
extragonadal)
Tomita et al, 2021 P . .. L. . . . . o
(Tomita et al., 2021) EE. UU. CASO CLINICO TEJIDO 1 paciente (muestras de endometriosis ovarica) Confirmacion quirtrgica Panel personalizado de secuenciaciéon NGS
. . - [ . ., o Secuenciacion del exoma completo (WES)
Farolfi et al, 2022 Italia SERIE DE CASOS TEJIDO 2 pacientes (muestras de endometriosis extraovarica y ~ Confirmacion quirtrgica y Secuenciacién Sanger (para validacién de

(Farolfi et al., 2022) ovarica)

evaluacion histopatologica

resultados)
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Liu et al, 2022
(Liu et al., 2022)

Zhu et al, 2022
(Y. Zhu et al., 2022)

Kina et al, 2023
(Kina et al., 2023)

Nousiainen et al, 2023
(Nousiainen et al., 2023)

Santin et al, 2023
(Santin et al., 2023)

Zhao et al, 2023
(Zhao, Liu, et al., 2023)

Kearns et al, 2024
(Kearns et al., 2024)

Linder et al, 2024
(Linder et al., 2024)

Yamagata et al, 2024
(Yamagata et al., 2024)

China

China

Turquia

Finlandia

ITtalia

China

EE. UU.

Suecia

Japon

CASO-CONTROL

SERIE DE CASOS
ESTUDIO FAMILIAR

SERIE DE CASOS
ESTUDIO FAMILIAR

SERIE DE CASOS
ESTUDIO FAMILIAR

CASO-CONTROL

CASO CLINICO

SERIE DE CASOS

SERIE DE CASOS

CASO CLINICO

SANGRE

SANGRE

SANGRE

SANGRE

SANGRE

TEJIDO

TEJIDO

TEJIDO

TEJIDO

Estudio de casos y controles:

- Casos: 158 pacientes con endometriosis ovarica.

- Controles: 385 mujeres de control local sin
endometriosis

Validacién de resultados:

- Casos: 1176 mujeres con endometriosis ovarica

- Controles: 600 mujeres de control local sin
endometriosis

ESTUDIO FAMILIAR: 3 hermanas y madre afectadas
Validacion de resultados: 111 pacientes con
endometriosis

ESTUDIO FAMILIAR: 4 mujeres afectadas junto con
sus 2 madres no afectadas

ESTUDIO FAMILIAR: 4 mujeres afectadas en dos
generaciones familiares

Validacion de resultados: 92 mujeres finlandesas con
endometriosis y 19 pacientes con endometriosis
asociada a cancer de ovario

Estudio caso-control:

- Casos: 80 pacientes con endometriosis

- Controles: 105

1 paciente (muestra de endometrio eutépico)

12 pacientes (pares de muestras de

endometridsico y de control)

tejido
11 pacientes con 2 muestras: Tejido de endometriosis
ovarica y tejido de carcinoma

1 paciente: 3 glandulas endometriales ectdpicas
diferentes

Ecografias ginecolodgicas y
abdominales

Ecografia transvaginal y
ecografia uroldgica.
Confirmacién quirtrgica y
evaluacion
histopatoldgica.

Ecografia transvaginal
(TVS) y anamnesis

Confirmacién quirtrgica

Confirmacién quirtrgica

Confirmacién quirtrgica y
evaluacion histopatoldgica

Confirmacién quirtrgica

Confirmacion quirtrgica y
evaluacion histopatoldgica

Confirmacién quirtrgica

Secuenciacién del exoma completo (WES)
Secuenciacién Sanger (para validaciéon de
resultados)

Secuenciacién del exoma completo (WES)
Secuenciacién Sanger (para validaciéon de
resultados)

Secuenciacién del exoma completo (WES)
Secuenciacién Sanger (para validacion de
resultados)

Secuenciacion del exoma completo (WES) y
secuenciacion de genes diana de la literatura

Secuenciacion del exoma completo (WES)

Secuenciacion del exoma completo (WES) y
secuenciacion dirigida de genes
Las variantes ausentes en la linea germinal y
detectadas en ambas librerias fueron validadas
mediante PCR digital (ddPCR)

diana

Secuenciacion del exoma completo (WES)

Secuenciacion del exoma completo (WES)
Como controles de linea germinal se utilizaron
muestras de tejido o sangre recogidas en el
momento del diagnoéstico del cancer.

Secuenciacion del exoma completo (WES)
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Evaluacion de la calidad

Las puntuaciones de calidad obtenidas con la herramienta Q-Genie oscilaron entre 22
y 58 puntos (media = 38,4; mediana = 41,0; desviacion estandar = 10,1). De los estudios
incluidos, nueve fueron clasificados como de calidad buena, dos como calidad
moderada y seis como de baja calidad. Ninguno alcanz6 la puntuaciéon maxima. La
mayoria de los estudios eran casos clinicos o series de casos de pequefio tamario, lo
que contribuyd a una puntuacion reducida en los apartados de tamafio muestral y
potencia estadistica. Ademas, al tratarse principalmente de estudios descriptivos,
obtuvieron bajas puntuaciones en los apartados relacionados con el uso de métodos
estadisticos y el control de factores de confusion. Finalmente, en la mayoria de los

trabajos no se informaron posibles sesgos ni su impacto sobre los resultados (Tabla 13).
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Tabla 13. Evaluacién de la calidad mediante la herramienta Q-Genie

7

PUNTUACION
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7

Referencia del estudio

Anglesio et al, 2017

Matalliotaki et al, 2018

Suda et al, 2018

Albertsen et al, 2019

Koppolu et al, 2021

Kurose et al, 2021

Tomita et al, 2021

Farolfi et al, 2022

Liu et al, 2022

Kearns et al, 2024

1
2
3
4
5
6

7
8
9

10 |Zhu et al, 2022

11 |(Kina et al, 2023

12 |Nousiainen et al, 2023
13 |Santin et al, 2023
14 |Zhao et al, 2023

15

16 |Linder et al, 2024

17 |Yamagata et al, 2024
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Para estudios con grupo de control: Las puntuaciones <35 indican mala calidad, >35 y <45

indican calidad moderada, y >45 indican buena calidad.

Para los estudios sin grupo de control: Las puntuaciones <32 indican mala calidad, >32 y <40

indican calidad moderada, y >40 indican buena calidad.

6 Mala calidad
Calidad moderada

Buena calidad

Extraccion y sintesis de datos
La informacién extraida de los articulos se presenta en las tablas suplementarias S1 y
S2 (Anexo 4) por tipo de muestra (tejido o sangre), incluido el linaje somatico o el

origen germinal de las variantes.

Principales hallazgos en el linaje somatico

Los articulos que utilizaron NGS para estudiar el linaje somatico comprendian un total
de 195 casos de endometriosis, con variantes identificadas en 859 genes (Tabla
Suplementaria S1, Anexo 4). Entre ellos, solo 33 genes (3,8%) se describieron en mas
de un estudio, incluyendo ARHGAP35, ARID1A, ATP1A4, BMF, BRIP1, CSMD3,
CTNNB1, DMD, DNAH7, DSCAM, FAM161B, FAT3, GPR128, HEATR1, HERC2, HIP1,
KLHL6, KRAS, MTUS2, MUC16, MUC3A, MYO3A, NCOA1, PCDHGA1, PCMTD]1,
PIK3CA, PKD1L1, PPP2R1A, PTEN, PTPN13, RNASEL, TP53, y TTN, mientras que 13
genes mas, ACTL9, CCDC170, CNTLN, CSMD1, ESR1, FAM120B, ID4, MPP4, OR10P1,
PRUNE2, SMARCA2, SYNE1, ZEB2 han sido reportados por GWAS (Tabla 14).

Principales hallazgos en el linaje germinal

Los articulos que utilizaron NGS para estudiar el linaje germinal incluyeron 257 casos
de endometriosis analizados mediante NGS e identificaron variantes en 104 genes
(Tabla Suplementaria 52, Anexo 4). Ninguno de estos genes se describid en mas de uno
de estos estudios, pero 12 de ellos, ABL2, CSMD1, DLGAP3, FGFR4, GEN1, LONRF]I,
MYH13, NEB, SYNE1, SYNE2, TYK2 y ZNF366 se describieron en estudios tanto de
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linaje somatico como de linea germinal (Tabla 15). También se identificaron doce genes
previamente descritos en GWAS: CIITA, CSMD1, CYP19A1, FN1, GREBI, IL1A,
KCNG2, MAP3K4, SYNE1, VEGFA, VEZT y WT1 (Tabla 14).
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Tabla 14. Genes identificados en esta revision sistematica y descritos en los estudios GWAS.

Articulos
, Localizacion identificados en
Simbolo OMIM Locus Cromosoma Nombre .., GWAS
(GRCh38) esta revision
sistematica
LINEA SOMATICA
ACTL9 619251 19p13.2 19 8697400-8698795 ACTIN-LIKE 9 Linder et al, 2024 Rahmioglu et al, 2023
COILED-COIL DOMAIN .
CCDC170 NO 6q25.1 6 151494017-151621193 CONTAINING 170 Linder et al, 2024 Sapkota et al, 2017
CENTLEIN, CHROMOSOME 9 OPEN . .
CNTLN 611870 9p22.2 9 17135040-17528634 READING FRAME Linder et al, 2024 Painter et al, 2011
CUB AND SUSHI MULTIPLE . . .
CSMD1 608397 8p23.2 8 2935361-4994914 DOMAINS 1 Linder et al, 2024 Uimari et al, 2017
651 Uno et al, 2010
ESR1 133430 ng '2_ 6 151656672-152129619 ESTROGEN RECEPTOR 1 Farolfi et al, 2022
L Venkatesh ef al, 2024
FAMILY WITH SEQUENCE . .

FAM120B 612266 6q27 6 170290703-170407067 SIMILARITY 120, MEMBER B Linder et al, 2024 Rahmioglu et al, 2023

Uimari et al, 2011

ID4 600581 6p22.3 6 19837370-19842197 INHIBITOR OF DNA BINDING 4 Anglesio et al, 2017 Sapkota et al, 2017
Rahmioglu et al, 2023
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MEMBRANE PROTEIN,

Yamagata et al,

MPP4 606575 2q33.1 2 201644874-201698644 PALMITOYLATED 4 2024 Chou et al, 2021
OLFACTORY RECEPTOR FAMILY 10 ) .
OR10P1 NO 12q13.2 12 55636892-55637833 SUBFAMILY P MEMBER 1 Linder et al, 2024 Adachi et al, 2010
PRUNE H L 2 WITH BCH
PRUNE2 610691 9q21.2 9 76611376-76906114 UNE HOMOLOG C Linder et al, 2024 Sapkota et al, 2017
DOMAIN
SWI/SNF-RELATED, MATRIX-
ASSOCIATED, ACTIN-DEPENDENT .
SMARCA?2 600014 9p24.3 9 2015347-2193620 REGULATOR OF CHROMATIN, Linder et al, 2024 Chou et al, 2021
SUBFAMILY A, MEMBER 2
Painter ef al, 2011
SPECTRIN REPEAT-CONTAINING Sapkota et al, 2017
SYNE1 608441 6q25.2 6 152121687-152637362 NUCLEAR ENVELOPE PROTEIN 1 Linder et al, 2024
Rahmioglu et al, 2023
Venkatesh et al, 2024
Koppolu et al, 2021
TP53 191170 17p13.1 17 7668421-7687490 TUMOR PROTEIN p53 Mear et al, 2021
Kurose et al, 2021
ZINC FINGER E BOX-BINDING
ZEB2 605802 2q22.3 2 144384081-144520119 Linder et al, 2024 Venkatesh et al, 2024

HOMEOBOX 2
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LINEA GERMINAL

CLASS I MAJOR
CIITA 600005 16p13.13 16 10866206-10943021 HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX Zhu et al, 2022 Sapkota et al, 2017
TRANSACTIVATOR

CUB AND SUSHI MULTIPLE . . .

CSMD1 608397 8p23.2 8 2935361-4994914 DOMAINS 1 Santin et al, 2023 Uimari et al, 2017
CYTOCHROME P450, FAMILY 19, .
CYP19A1 107910 15g21.2 15 51208057-51338596 SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 1 Santin et al, 2023 Mear et al, 2021

Painter et al, 2011

Albertsen et al, . .
FN1 135600 2q35 2 215360865-215436068 FIBRONECTIN 1 2019 Uimari et al, 2011
Sapkota et al, 2017
Adachi et al, 2010
Nyholt et al, 2012
GREB1 611736 2p25.1 2 11482888-11642788 GREB1 PROTEIN Santin et al, 2023 Sapkota et al, 2017
Masuda et al, 2020

Rahmioglu et al, 2023
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Venkatesh et al, 2024

IL1A 147760 2ql4.1 2 112773925-112784493 INTERLEUKIN 1-ALPHA Santin et al, 2023 Sapkota et al, 2017
POTASSIUM CHANNEL, VOLTAGE-
KCNG2 605696 18q23 18 79797938-79900100 GATED, SUBFAMILY G, MEMBER 2 Zhu et al, 2022 Masuda et al, 2020
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN . . .
MAP3K4 602425 6926 6 160991769-161117380 KINASE KINASE KINASE 4 Santin et al, 2023 Uimari et al, 2017
Painter ef al, 2011
SPECTRIN REPEAT-CONTAINING Sapkota et al, 2017
SYNE1 608441 6q25.2 6 152121687-152637362 NUCLEAR ENVELOPE PROTEIN 1 Santin et al, 2023
Rahmioglu et al, 2023
Venkatesh et al, 2024
VASCULAR ENDOTHELIAL .
VEGFA 192240 6p21.1 6 43770211-43786487 GROWTH FACTOR A Santin et al, 2023 Mear et al, 2021
VEZATIN, ADHERENS JUNCTIONS Sapkota et al, 2017
VEZT 619749 12q22 12 95217807-95302799 TRANSMEMBRANE PROTEIN Santin et al, 2023
Rahmioglu et al, 2023
WT1 607102 11p13 11 32387775-32435539 WT1 TRANSCRIPTION FACTOR Santin et al, 2023 Rahmioglu et al, 2023
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Tabla 15. Variantes genéticas descritas en mds de un estudio de los incluidos en esta revision sistematica.

Version del
genoma

Transcrito

Gen humano de Cromosoma Localizacion Ref Alt NCBI RefSeq dbSNP ID Aminoacido Autor
referencia
ABL2 GRCh37/hgl19 1 179100496 C A NM_007314.4 - p-Alal14Glu Koppolu et al, 2021
ABL2 GRCh37/hgl19 1 179078174 G C NM_007314.3 151336932476 p.Gly743Ala Zhu et al, 2022
ARHGAP35  GRCh37/hgl9 19 47422875 C T NM_004491.5 - p-GIn315* Suda et al, 2018
ARHGAP35  GRCh37/hgl9 19 47422343 C A NM_004491.5 - p-Asp137Glu Suda et al, 2018
ARHGAP35  GRCh37/hgl9 19 47424584 G C NM_004491.5 - p-GIn884His Suda et al, 2018
ARHGAP35  GRCh37/hgl9 19 47423926 A C NM_004491.5 - p-Tyr665Ser Suda et al, 2018
ARHGAP35  No informado 19 46918772 A T NM_004491.5 - p-Ile33Phe Yamagata et al, 2024
ARID1A hg18 1 26979733 CT C NM_006015.6 - p-Leu2253Cysfs*14 Anglesio et al, 2017
ARID1A hg18 1 26896302 TG T NM_006015.6 - p.Gly276Glufs*87 Anglesio et al, 2017
ARIDI1A No informado 1 27089542 AC A NM_006015.6 - p-Met835Trpfs*24 Kurose et al, 2021
ARID1A No informado 1 27023620 TGCC T NM_006015.6 - p-Ala247del Zhao et al, 2023
ARID1A No informado 1 26780651 T G NM_006015.6 - p.Phe2251Leufs*16 ~ Yamagata et al, 2024
ARID1A No informado 1 26780017 No informado No informado NM_006015.6 - p-Val2041_Ser2285del ~Yamagata et al, 2024
ATP1A4 GRCh37/hgl19 1 160134155 A AT NM_144699.4 - p-Leu332Serfs*11 Suda et al, 2018
ATP1A4 GRCh38/hg38 1 160143933 A C NM_144699.4 - p-Glu675Ala Linder et al, 2024
BMF hgl8 15 38185300 G A NM_001003940.2 - p-Arg94del Anglesio et al, 2017
BMF GRCh37/hg19 15 40398186 C CAGGT NM_001003940.2 - p.Phe35Profs*57 Suda et al, 2018
BRIP1 GRCh37/hgl19 17 59858259 G A NM_032043.2 15768224857 p-Arg579His Koppolu et al, 2021
BRIP1 GRCh38/hg38 17 59761367 C T NM_032043.3 - p-Gly1014Ser Linder et al, 2024
CSMD1 GRCh38/hg38 8 3263564 C T NM_033225.6 1$369449812 p-Val752Met Linder et al, 2024
CSMD1 GRCh38/hg38 8 3369370 C T NM_033225.6 rs1486469825 p-Ala928Val Santin et al, 2023
CSMD1 GRCh38/hg38 8 3367124 T A NM_033225.6 - p-1le1008Asn Santin et al, 2023
CSMD1 GRCh38/hg38 8 3219374 T C NM_033225.6 rs756141932 p-Ile1518Thr Santin et al, 2023
CSMD1 GRCh38/hg38 8 3348133 T A NM_033225.6 rs371414165 p-AsnllllLys Santin et al, 2023
CSMD3 GRCh37/hgl19 8 113323366 G A NM_198123.2 - p-Pro2472Ser Suda et al, 2018
CSMD3 GRCh37/hgl19 8 114186025 C A NM_198123.2 - p.Gly212Val Suda et al, 2018
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CSMD3 GRCh37/hg19 8 113662424 G T NM_198123.2 rs1005865709 p-Asn1053Lys Suda et al, 2018
CSMD3 GRCh37/hg19 8 113599443 C T NM_198123.1 rs368354252 p-Thr1246Met Koppolu et al, 2021
CSMD3 GRCh37/hgl19 8 113314018 CCcCC T NM_198123.1 - - Koppolu et al, 2021
CTNNBI1 No informado 3 41268835 T C NM_001904.4 - p-Val358Ala Kurose et al, 2021
CTNNB1 No informado 3 41266113 C G NM_001904.4 rs121913403 p-Ser37Cys Tomita et al, 2021
DLGAP3 GRCh38/hg38 1 35369989 C A NM_001080418.3 - p-Trp332Cys Linder et al, 2024
DLGAP3 GRCh37/hgl19 1 35369897 G A NM_001080418.1 - p-Arg363Lys Zhu et al, 2022
DMD GRCh37/hgl19 X 31222181 G A NM_004006.2 - p-Gly3235Asp Koppolu et al, 2021
DMD GRCh38/hg38 X 31893307 T G NM_004006.3 rs1800275 p-Lys2366GIn Linder et al, 2024
DNAH7 GRCh37/hgl19 2 196759863 C A NM_018897.2 - p-Alal578Asp Koppolu et al, 2021
DNAH7 GRCh37/hgl19 2 196912202 G T NM_018897.2 - p-Gly91Val Koppolu et al, 2021
DNAH7 GRCh38/hg38 2 196866549 T A NM_018897.3 - p.GIn341His Linder et al, 2024
DNAH7 GRCh38/hg38 2 196866550 T A NM_018897.3 - p.GIn341Leu Linder et al, 2024
DSCAM GRCh37/hgl19 21 41465717 G C NM_001389.3 15199595481 p-Vall261Leu Koppolu et al, 2021
DSCAM No informado 21 40087191 G T NM_001389.5 - p-Alal316Glu Yamagata et al, 2024
FAM161B GRCh38/hg38 14 74404756 T C NM_152445.3 1528927675 p-Lys550Arg Linder et al, 2024
FAM161B No informado 14 73942709 T C NM_152445.3 - p-Glu311Gly Yamagata et al, 2024
FAT3 GRCh37/hgl19 11 92534506 G A NM_001367949.2 - p-Ser2776Asn Koppolu et al, 2021
FAT3 GRCh38/hg38 11 92539648 G A NM_001367949.2 - p-Gly3072Arg Linder et al, 2024
FGFR4 GRCh38/hg38 5 176520243 G A NM_213647.3 rs351855 p-Gly388Arg Linder et al, 2024
FGFR4 GRCh38/hg38 5 177093318 C T NM_213647.3 rs748057716 p-Pro413Leu Nousiainen et al, 2023
GEN1 GRCh38/hg38 2 17962518 C T NM_001130009.3 rs300169 p-Thr680Ile Linder et al, 2024
GEN1 GRCh37/hg19 2 17962053 C T NM_001130009.3  rs765954836 p-Ser525Leu Kina et al, 2023
GPR128 hg18 3 101832284 G T NM_032787.3 rs1178316553 p-Arg92]Ile Anglesio et al, 2017
GPR128 GRCh38/hg38 3 100354524 A G NM_032787.3 rs1144122 p-Lys151Glu Linder et al, 2024
HEATRI1 GRCh37/hgl19 1 236717929 G T NM_018072.6 - p-Ala2016Glu Suda et al, 2018
HEATRI1 GRCh37/hgl19 1 236737515 C A NM_018072.6 - p-Ser1149lle Suda et al, 2018
HEATR1 GRCh37/hgl19 1 236732358 C A NM_018072.6 - p-Asp1339Tyr Suda et al, 2018
HEATR1 GRCh38/hg38 1 236749649 T C NM_018072.6 152794763 p-Met607Val Linder et al, 2024
HERC2 GRCh37/hgl19 15 28419619 G A NM_004667.5 15141441362 p-Val3327Met Koppolu et al, 2021
HERC2 GRCh38/hg38 15 28386626 C T NM_004667.6 1511636232 p-GIn3989= Linder et al, 2024
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HIP1 GRCh37/hgl19 7 75176334 GGGG A NM_005338.7 - - Koppolu et al, 2021
HIP1 GRCh38/hg38 7 75182802 C T NM_005338.7 15117129747 p-Asp749Asn Linder et al, 2024
KLHL6 GRCh37/hgl19 3 183217602 G A NM_130446.2 1579021441 p-Arg308His Koppolu et al, 2021
KLHL6 GRCh38/hg38 3 183210345 C G NM_130446.4 - p-Ala501Pro Linder et al, 2024
KRAS hg18 12 25289551 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Anglesio et al, 2017
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C T NM_004985.5 rs121913529 p-Gly12Asp Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hg19 12 25398284 C G NM_004985.5 5121913529 p.Gly12Asp Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398285 C A NM_004985.5 rs121913529 p.Gly12Cys Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hg19 12 25398284 C T NM_004985.5 rs121913529 p.Gly12Asp Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25380275 T G NM_004985.5 rs17851045 p-GIn61His Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398281 C T NM_004985.5 rs112445441 p-Gly13Asp Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hg19 12 25398285 C A NM_004985.5 5121913530 p.Gly12Cys Suda et al, 2018
KRAS GRCh37/hgl19 12 25398284 G A NM_004985.5 15121913529 p.Glyl2Asp Koppolu et al, 2021
KRAS No informado 12 25398285 G A NM_004985.5 rs121913530 p-Gly12Ser Farolfi et al, 2022
KRAS No informado 12 25398284 G T NM_004985.5 rs121913529 p-Glyl2Val Zhao et al, 2023
KRAS GRCh38/hg38 12 25398284 C A NM_004985.5 rs121913529 p.Gly12Val Linder et al, 2024
LONRF1 GRCh38/hg38 8 12586698 C G NM_152271.5 - p-Ser611Thr Linder et al, 2024
LONRF1 GRCh38/hg38 8 12586702 C T NM_152271.5 - p-Val610Ile Linder et al, 2024
LONRF1 GRCh37/hgl19 8 12600720 T A NM_152271.5 rs1139354 p-lle265Leu Albertsen et al, 2019
MTUS2 GRCh37/hg19 13 29600208 G A NM_001033602.2  rs191121454 p-Arg458GIn Koppolu et al, 2021
MTUS2 GRCh38/hg38 13 29599109 T A NM_001033602.4  rs1248090947 p-Ser102Thr Linder et al, 2024
MTUS2 GRCh38/hg38 13 29599110 C G NM_001033602.4  rs1199047394 p-Ser102Cys Linder et al, 2024
MUC16 GRCh37/hg19 19 9062196 G T NM_024690.2 - p-Gly8417Val Koppolu et al, 2021
MUC16 No informado 19 9090128 C A NM_024690.2 15199777644 p-Pro563Thr Kurose et al, 2021
MUC16 GRCh38/hg38 19 9048035 G C NM_024690.2 rs10417358 p-Alal1199Gly Linder et al, 2024
MUC16 GRCh38/hg38 19 9059232 T C NM_024690.2 1512710265 p-GIn9405Arg Linder et al, 2024
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MUC16 GRCh38/hg38 19 9047267 C T NM_024690.2 rs10410169 p.Gly11455Asp Linder et al, 2024
MUC3A GRCh38/hg38 7 100550191 C T NM_005960.2 rs35523587 p-Pro258Ser Linder et al, 2024
MUC3A GRCh38/hg38 7 100549865 C T NM_005960.2 rs35420758 p-Thr149Met Linder et al, 2024
MUC3A GRCh38/hg38 7 100549967 C T NM_005960.2 rs73714231 p-Thr183Met Linder et al, 2024
MUC3A No informado 7 100955320 G GT NM_005960.2 - p-Thr1182Asnfs*89 Yamagata et al, 2024
MYH13 GRCh38/hg38 17 10223714 T C NM_003802.3 rs2074877 p-Met1071Val Linder et al, 2024
MYH13 GRCh37/hgl19 17 10263380 C A NM_003802.2 15773173964 p-Ser181Tyr Zhu et al, 2022
MYO3A GRCh37/hgl19 10 26482197 C A NM_017433.4 - p-Thr1501Lys Koppolu et al, 2021
MYO3A GRCh38/hg38 10 26459373 A C NM_017433.5 - p-GIn1101His Linder et al, 2024
NCOA1 GRCh37/hgl19 2 24962341 C T NM_003743.4 - p-Alal081Val Koppolu et al, 2021
NCOA1 GRCh38/hg38 2 24929807 A T NM_003743.5 - p-Arg490Trp Linder et al, 2024
NEB GRCh38/hg38 2 152394750 G C NM_001164508.2 - p-Tyr6967* Linder et al, 2024
NEB GRCh38/hg38 2 152394750 G C NM_001164508.2 - p-Tyr6967* Linder et al, 2024
NEB GRCh38/hg38 2 151576242 A G NM_001164508.2 rs372049328 p-Tyr5606Cys Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151640366 C T NM_001164508.2 - p-Leu2892Phe Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151672563 G A NM_001164508.2 1s779213215 p-Glul369Lys Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151669080 C A NM_001164508.2 - p-Pro1520Thr Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151672379 T A NM_001164508.2 rs773404854 p-lle1430Asn Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151642630 C T NM_001164508.2 rs776175154 p-Arg2773Trp Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151684842 A C NM_001164508.2 rs199903114 p-Tyr924Ser Santin et al, 2023
NEB GRCh38/hg38 2 151562640 G A NM_001164508.2 15201886728 p-Val6288lle Santin et al, 2023
PCDHGA1 GRCh38/hg38 5 140710705 G A NM_018912.3 152472647 p-Vall52Ile Linder et al, 2024
PCDHGA1  No informado 5 141331660 G T NM_018912.3 - p.Gly326Trp Yamagata et al, 2024
PCMTD1 hg18 8 52895795 C T NM_052937.4 1579820636 p-Arg248His Anglesio et al, 2017
PCMTD1 GRCh38/hg38 8 52733050 T A NM_052937 .4 rs12335014 p-Asn312Ile Linder et al, 2024
PIK3CA hg18 3 180434766 A G NM_006218.4 151057519936 p-Met1043Val Anglesio et al, 2017
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178916854 G A NM_006218.4 rs1057519929 p-Glu81Lys Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178916890 C T NM_006218.4 - p-Arg93Trp Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hgl19 3 178916957 G T NM_006218.4 rs200018596 p-ArgllSLeu Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hgl19 3 178952072 A G NM_006218.4 rs1057519936 p-Met1043Val Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178952085 A G NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Arg Suda et al, 2018
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PIK3CA GRCh37/hg19 3 178938934 G A NM_006218.4 1$867262025 p-Glu726Lys Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178952085 A G NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Arg Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hgl19 3 178952085 A G NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Arg Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hgl19 3 178916944 A C NM_006218.4 - p-Lys111GIn Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178916936 G A NM_006218.4 rs886042002 p-Argl08His Suda et al, 2018
PIK3CA GRCh37/hg19 3 178928079 G A NM_006218.4 rs1057519925 p-Glu453Lys Suda et al, 2018
PIK3CA No informado 3 178952085 A T NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Leu Tomita ef al, 2021
PIK3CA No informado 3 178916876 G A NM_006218.4 rs121913287 p-Arg88GIn Farolfi et al, 2022
PIK3CA No informado 3 178952074 G T NM_006218.4 rs121913283 p-Met10431le Farolfi et al, 2022
PIK3CA No informado 3 178952085 A G NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Arg Zhao et al, 2023
PKD1L1 GRCh37/hgl19 7 47880066 TA T NM_138295.5 - p-Phel848Leufs*3 Suda et al, 2018
PKD1L1 GRCh37/hgl19 7 47976477 GT G NM_138295.5 - p-GIn122_Leul25del  Koppolu et al, 2021
PPP2R1A hgl8 19 57408135 C T NM_014225.6 - p-Ser256Phe Anglesio et al, 2017
PPP2R1A GRCh37/hg19 19 52716325 T G NM_014225.6 - p-Trp257Gly Suda et al, 2018
PPP2R1A GRCh37/hgl19 19 52716209 A T NM_014225.6 - p-Asp218Val Suda et al, 2018
PPP2R1A GRCh37/hgl19 19 52716327 G C NM_014225.6 - p-Trp257Cys Suda et al, 2018
PTEN No informado 10 89624280 GGAT G NM_000314.8 - p-Asp19fs26 Kurose et al, 2021
PTEN No informado 10 89692803 C T NM_000314.8 rs1554898074 p-Pro96Leu Tomita et al, 2021
PTEN No informado 10 89711999 T C NM_000314.8 - p-Phe309Ser Tomita et al, 2021
PTPN13 GRCh37/hg19 4 87656846 C A NM_080683.3 - p-His751Asn Suda et al, 2018
PTPN13 GRCh37/hg19 4 87653582 G T NM_080683.3 - p-Met546lle Suda et al, 2018
PTPN13 GRCh37/hgl19 4 87653592 C A NM_080683.3 rs746820043 p.Pro550Thr Suda et al, 2018
PTPN13 GRCh38/hg38 4 87707075 G C NM_080683.3 - p-Glu2116GIn Linder et al, 2024
RNASEL GRCh37/hg19 1 182555647 G A NM_021133.3 - p-Ala99Thr Koppolu et al, 2021
RNASEL GRCh38/hg38 1 182551337 A C NM_021133.4 15627928 p-Asp541Glu Linder et al, 2024
SYNE1 GRCh38/hg38 6 152772264 A G NM_182961.4 rs214976 p-Vall035Ala Linder et al, 2024
SYNE1 GRCh38/hg38 6 152230647 A G NM_182961.4 rs752508132 p-GIn7032Arg Santin et al, 2023
SYNE1 GRCh38/hg38 6 152321363 C T NM_182961.4 15772587027 p-Argb371* Santin et al, 2023
SYNE2 GRCh37/hgl19 14 64676687 C A NM_182914.2 - p-Leu6190Ile Koppolu et al, 2021
SYNE2 GRCh38/hg38 14 64119442 A C NM_182914.3 rs763081757 p-Ile4286Leu Santin et al, 2023
SYNE2 GRCh38/hg38 14 64190200 G A NM_182914.3 15769737846 p-Asp6001Asn Santin et al, 2023
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SYNE2 GRCh38/hg38 14 64152681 G T NM_182914.3 - p-Glu5253* Santin et al, 2023
SYNE2 GRCh38/hg38 14 64159366 G T NM_182914.3 rs200214648 p-Val5340Phe Santin et al, 2023
SYNE2 GRCh38/hg38 14 64209966 C T NM_182914.3 rs1366404251 p.Arg6189Trp Santin et al, 2023
TP53 GRCh37/hg19 17 7577127 G A NM_000546.5 rs1060501191 p-Glu271Lys Koppolu et al, 2021
TP53 No informado 17 7577505 GTC G NM_000546.6 - p-Arg259fs*6 Kurose et al, 2021
TTN GRCh37/hgl19 2 179647626 G A NM_001267550.2  rs774551765 p-Argl003Cys Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hg19 2 179560847 C T NM_001267550.2 rs73038324 p-Glul10318Lys Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hg19 2 179648872 C A NM_001267550.2 - p-Lys900Asn Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hgl19 2 179426671 C T NM_001267550.2  rs570847832 p-Arg28063His Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hgl19 2 179482548 G T NM_001267550.2 - p-Pro15844Thr Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hg19 2 179444429 G A NM_001267550.2  rs574660186 p-Arg22499* Suda et al, 2018
TTN GRCh37/hg19 2 179393587 C A NM_001267550.2 - p-Ala35631Ser Suda et al, 2018
TTN GRCh38/hg38 2 179583496 T G NM_001267550.2 rs16866465 p-Glu8144Ala Linder et al, 2024
TTN GRCh38/hg38 2 179468908 G C NM_001267550.2 - p-Pro18169Arg Linder et al, 2024
TTN GRCh38/hg38 2 179468909 G C NM_001267550.2 - p-Prol8169Ala Linder et al, 2024
TTN GRCh38/hg38 2 179634438 T G NM_001267550.2 - p-Asn2957Thr Linder et al, 2024
TTN No informado 2 178720177 T C NM_001267550.2 - p.GIn7822Arg Yamagata et al, 2024
TYK2 No informado 9 10354128 C T NM_003331.5 - p-Arg941His Yamagata et al, 2024
TYK2 GRCh38/hg38 19 10350923 C T NM_003331.5 rs753470142 p-Argl1159Cys Santin et al, 2023
TYK2 GRCh38/hg38 19 10368356 C A NM_003331.5 rs141466711 p.Pro86Thr Santin et al, 2023
ZNF366 GRCh38/hg38 5 71757266 T C NM_152625.3 1574460472 p-Lys20Glu Linder et al, 2024
ZNF366 GRCh38/hg38 5 72456526 G A NM_152625.1 - p-Val468Met Santin et al, 2023
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Resultados de la funcion biolégica y la interaccion proteina-proteina de los genes
candidatos asociados a la endometriosis

Los términos enriquecidos identificados en cada categoria GO mediante el software

DAVID se muestran en la Figura 11 y en la Tabla 16.

Término GO

G0:0010628~regulacion positiva de 1a expresion génica

GO:0043542migracién celular endotelial

] GO:0045944~regulacion positiva de la transcripcién por la RNA polimerasa IT

] GO

] G0:0008285~regulacion negativa de la proliferacion de poblacién celular

] GO:0032355~respuesta al estradiol

] GO:0000122~regulacion negativa de la transcripcion por la RNA polimerasa IT

] G0:0098609~adhesién célula-célula

] GO:0007173~via de sealizacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico

| G0:0002052~regulacién positiva de la proliferacién de neuroblastos

GO:0045893~regulacion positive de la transcripcion por DNA

] G0:0045892~regulacion negativa de la transcripcién por DNA
/] GO:0065003 jede jos protei

—— G0:0060745~ramificacion de la glindula mamaria implicada en el embarazo
= | GO:0030832~regulacion de la longitud de los filamentos de actina
] GO:0045597~regulacién positiva de la diferenciacién celular
| GO:0010629~regulacion negativa de la expresion génica

T —] GO:0038084~via de seiializacién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
——i| G0:0006915~proceso apoptético

| GO:0043065~ regulacién positiva del proceso apoptético

e —— GO0:1905555~ regulacion positiva de la angiogénesis

] GO:0008284~regulacién positiva de 1a proliferacion de la poblacién celular

—1
—_— G0:0007155~adhesién cellular
= || GO:0035357~via de seiializacién del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR)
—— GO:0045444~diferenciacién de las células adiposas
| GO0:0060231~transicién mesenquimal a epitelial
i G0:0043276~anoikis
| G0:0060333~via de seializacion mediada por interferén de tipo IT
0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00

Puntuacién de enriquecimiento: -log10(p-value)

Figura 11. Grafico de barras de términos enriquecidos en genes de interés de esta

revision sistematica, coloreados por valores p.

El término GO mas significativo entre los genes analizados fue «GO:0010628:
Regulacion positiva de la expresion génica» (puntuacion de enriquecimiento = 4,70),
que comprende genes como IL1A, WT1, ID4, FN1, CTNNB1, KRAS, FGFR4, TP53, TTN
y VEGFA. Esto sugiere una fuerte representacion de reguladores transcripcionales y
moléculas de sefalizacion, muchas de las cuales se sabe que estan desreguladas en la
endometriosis. El segundo término mas enriquecido fue «GO:0043542 - migracion de
células endoteliales» (puntuacion de enriquecimiento = 3,54), que implica a los genes
ZEB2, PIK3CA, FN1y VEGFA y refleja procesos criticos para la neovascularizacion y la
remodelacion tisular, que facilitan la implantacion ectdpica y el crecimiento del tejido
endometrial. El tercer término, «GO:0045944 - regulacién positiva de la transcripcion

por la ARN polimerasa II» (puntuacion de enriquecimiento = 3,51), implica a multiples
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reguladores transcripcionales como NCOAI, CIITA, RNASEL, PTEN, SMARCA2,
ESR1, VEGFA, IL1A, ZEB2, WT1, ID4, CTNNB1 y TP53, todos los cuales desempenan
funciones en la respuesta hormonal, la supervivencia celular y la proliferacion, y estas
vias estan frecuentemente alteradas en la endometriosis. En conjunto, estos procesos
biolégicos enriquecidos ponen de relieve mecanismos moleculares clave que
probablemente contribuyen a la patogénesis y persistencia de las lesiones

endometridsicas.
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Tabla 16. Analisis de términos de ontologia génica (GO) de los genes de interés identificados en esta revision sistematica, realizado mediante la base de datos

DAVID.
Puntuacion de Enriquecimiento Tasa de deteccion
Término GO Contaje % p valor enriquecimiento Genes (r]elativo Bonferroni ~ Benjamini de falsos
—logo(p valor) positivos, FDR
. s e ., IL1A, WT1, ID4, FN1,
G0:0010628-~regulacion positiva de 1a expresion 10 1538  2.00E+00 4,70 CTNNB1, KRAS, FGFR4, 6,42 0,019 0,019 0,019
genica TP53, TTN, VEGFA
GO0:0043542~migracion celular endotelial 4 6,15 0,000286217 3,54 ZEB2, PIK3CA, FN1, VEGFA 30,65 0,235 0,072 0,072
NCOA1, CIITA, RNASEL,
GO0:0045944~regulacion positiva de la PTEN, SMARCA2, ESR1,
transcripcion por la RNA polimerasa II 13 20,00 0,000307348 351 VEGFA, IL1A, ZEB2, WT1, 3,39 0,250 0,072 0,072
ID4, CTNNBI1, TP53
NCOAI1, CIITA, MYO3A,
GO0:0006338~remodelacion cromosdomica 9 13,85  0,001287907 2,89 PTEN, ARID1A, PTPN13, 4,12 0,701 0,201 0,200
ESR1, SMARCA2, TTN
G0:0008285~regulacion negativa de la IL1A, BRIP1, WT1, PTEN,
7 10,77 2. 77 2,64 292 2
proliferacion de poblacion celular 0 0,0023059 /6 CTNNB1, SMARCA2, TP53 508 0885 0,29 0,250
GO0:0032355~respuesta al estradiol 4 6,15  0,002486422 2,60 NCOAI'C(;;I;Z\/[ZL ESR1, 14,61 0,903 0,292 0,290
.z . CIITA, ZEB2, WT1, ID4,
Sigfg(’ﬁ:ei‘rﬂlzcll{‘;:l‘:eg:ltixzr‘:‘;ﬁl 10 1538  0,002814484 2,55 CTNNBI, ESR1, SMARCA2, 3,8 0,929 0,293 0,291
peionp P TP53, ZNF366, VEGFA
er , VEZT, PKD1L1, CTNNBI,
GO0:0098609~adhesion célula-célula 5 7,69 0,003317301 2,48 FAT3, VEGFA 8,01 0,956 0,311 0,309
GO:0007173~\.11a‘de sena!lz’acu?n del receptor del 4 615 0,004138064 238 PIK3CA, ABL2, CTNNBI, 1220 0,980 0,353 0,351
factor de crecimiento epidérmico FGFR4
G0:0002052-regulacin positiva de la 3 462 0,005987873 2,22 ID4, CTNNB1, VEGFA 2547 0,996 0,432 0,429

proliferacion de neuroblastos
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GO0:0045893~regulacion positiva de la
transcripcion por DNA

GO:0045892~regulacion negativa de la
transcripcion por DNA

GO0:0065003~ensamblaje de complejos proteicos

GO:0060745~ramificacion de la glandula mamaria
implicada en el embarazo

GO0:0030832~regulacion de la longitud de los
filamentos de actina

GO0:0045597~regulacion positiva de la
diferenciacion celular

GO0:0010629~regulacion negativa de la expresion
génica

GO0:0038084~via de senalizacion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF)

GO0:0006915~proceso apoptdtico

GO0:0043065~regulacion positiva del proceso
apoptotico

GO:1905555~regulacion positiva de la
angiogénesis

GO0:0008284~regulacion positiva de la
proliferacion de la poblacion celular

12,31

10,77

6,15

3,08

3,08

4,62

7,69

4,62

10,77

7,69

3,08

9,23

0,006763056

0,00891709

0,010812884

0,012469185

0,012469185

0,015197798

0,016140665

0,016172064

0,016506825

0,019430766

0,021720591

0,021922254

2,17

2,05

1,97

1,90

1,90

1,82

1,79

1,79

1,78

1,71

1,66

NCOA1, CIITA, WT1,
CTNNBI1, ARID1A, ESR1,
SMARCA2, TP53

CIITA, ZEB2, WT1, ID4,
CTNNBI1, SMARCA?2, TP53

PPP2R1A, DMD, TP53,
CNTLN

ESR1, CSMD1

MYO3A, NEB

CTNNBI1, ARID1A,
SMARCA2

BRIP1, PIK3CA, CTNNBI,
ESR1, VEGFA

PIK3CA, FGFR4, VEGFA

IL1A, HIP1, PRUNE2, PTEN,
BMF, TP53, VEGFA

NCOA1, WT1, CTNNBI1, BMF,
TP53

CTNNBI1, VEGFA

PTEN, FN1, CTNNB1, FGFR4,
SMARCA2, VEGFA

3,52

3,84

8,61

157,08

157,08

15,71

5,07

15,20

3,35

4,79

89,76

3,68

0,998

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,453

0,523

0,597

0,616

0,616

0,673

0,673

0,673

0,673

0,709

0,709

0,709

0,450

0,519

0,593

0,612

0,612

0,669

0,669

0,669

0,669

0,705

0,705

0,705
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G0:0051897~regulacion positiva de la
transduccion de sefiales fosfatidilinositol 3-
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT)

GO0:0007155~adhesion celular

GO0:0035357~via de sefializacion del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas
(PPAR)

GO0:0045444~diferenciacion de las células

adiposas

GO0:0060231~transiciéon mesenquimal a epitelial

GO0:0043276~anoikis

GO0:0060333~via de sefializacion mediada por
interferon de tipo II

GO0:0032956~regulacion de la organizacion del
citoesqueleto de actina

6,15

9,23

3,08

4,62

3,08

3,08

3,08

4,62

0,026130142

0,030501591

0,030886735

0,031738896

0,033923303

0,036950512

0,039968391

0,042139961

1,58

1,52

1,51

1,50

1,47

1,43

1,40

1,38

HIP1, PIK3CA, FN1, VEGFA

DSCAM, MUC16, PCDHGAL,
FN1, ABL2, CTNNB1

NCOA1, FAM120B

RNASEL, FAM120B, ID4

WT1, CTNNBI1

PIK3CA, BMF

TYK2, TP53

IL1A, ABL2, ARHGAP35

6,16

3,37

62,83

10,59

57,12

52,36

48,33

9,06

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,817

0,876

0,876

0,876

0,909

0,963

0,987

1,000

0,812

0,870

0,870

0,870

0,903

0,957

0,980

0,995
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Los 66 genes de interés identificados en esta revision se analizaron utilizando la base
de datos STRING, aplicando el clustering de k-means para agruparlos en cinco cltsteres.
Los resultados revelaron un cltster predominante que contenia 35 genes, un segundo
cltaster con 10 genes, un tercer claster con 2 genes y dos clasteres adicionales con un
solo gen cada uno (Figura 12). Al aumentar el nimero de cluster (k = 6, 7 y 8) se
formaron clasteres adicionales de un solo gen, sin que se produjera ninguna
subdivision adicional del claster principal. Esto sugiere que esta formado por genes
con una fuerte cohesion funcional que estan muy interconectados y probablemente
participan en funciones o vias bioldgicas compartidas. El primer claster esta
relacionado con el cancer de endometrio y contiene 35 genes (ABL2, ARHGAP35,
ARID1A, BMF, CTNNB1, FAT3, FGFR4, HERC2, KRAS, MTUS2, NCOA1, PIK3CA,
PPP2R1A, PTEN, PTPN13, RNASEL, TP53, TYK2, CIITA, CCDC170, CNTLN, CYP19A1,
ESR1, FAM120B, FN1, GREBI1, ID4, IL1A, MAP3K4, SMARCA2, VEGFA, VEZT, WT1,
ZEB2, ZNF366), con 113 aristas, un grado medio de los nodos de 6,46 y un coeficiente
medio de agrupamiento local de 0,751. El namero esperado de aristas fue de 44, al
tratarse de un nimero moderado de genes, lo que aumenta la probabilidad de obtener
conexiones entre ellos, y de ser genes conocidos y estudiados. El andlisis de PPI mostrd
un valor de p de enriquecimiento < 1,0 x 1071, lo que indica un nivel altamente
significativo de conectividad funcional dentro del cluster. El segundo claster esta
relacionado con la contraccion del musculo estriado y contiene diez genes (CSMD],
CSMD3, DMD, MUC16, MUC3A, MYH13, NEB, SYNE1, SYNE2, TTN). Este cluster
comprende 10 nodos y 16 aristas, con un grado medio de los nodos de 3,2 y un
coeficiente medio de agrupamiento local de 0,835. El nimero esperado de aristas fue
de 0, es decir, se espera que no existan interacciones entre ellos, al tratarse de un
numero reducido de genes, que ademads han sido poco estudiados, y el analisis de PPI
mostré un valor de p de enriquecimiento < 1,0 x 1071, lo que indica un nivel altamente

significativo de conectividad funcional dentro del cluster. El tercer cluster estd
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relacionado con la resolucion del bucle D a través de los intermediarios de la unién
Holliday y contiene dos genes (BRIP1, GEN1). Este clister comprende 2 nodosy 1 arista,
con un grado medio de los nodos de 1 y un coeficiente medio de agrupamiento local
de 1. El nimero esperado de aristas fue de 0, al igual que en el cluster anterior, y el
analisis de PPI arroj6 un valor de p de enriquecimiento de 0,0154, lo que indica una

conectividad funcional significativa entre ambos genes.
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Figura 12. STRING clustering mediante clustering k-means con 5 nameros de claster
basados en sus centroides. El cltuster 1 (nodos de color rosa), el cluster 2 (nodos de color
amarillo) y el cltster 3 (nodos de color verde). Los conglomerados 4 (nodo de color

azul marino) y 5 (nodo de color azul) comprometen un solo gen.
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5.3 RESULTADOS OBJETIVO 3

Describir las variantes genéticas germinales halladas por tecnologia de exoma

clinico dirigido en mujeres con endometriosis.

El andlisis por WES de las 42 mujeres del proyecto EndEA se centré en la lista de los
66 genes relevantes encontrados en la revision sistematica (Objetivo 2). En la Tabla 17
se resumen las caracteristicas sociodemograficas, reproductivas y clinicas de estas 42
mujeres. La edad media en el momento del reclutamiento fue de 37,8 (IC del 95 % =
35,6-40,1). La mayoria de ellas tenian un peso normal (64,3%), vivian en una zona rural
(64,3%) y habian completado estudios secundarios o universitarios (85,8%), y la mitad
de ellas habian tenido algtn parto previo (50%). En el 64,3% de los casos, la intensidad
de la hemorragia menstrual era moderada/grave, el 28,6% presentaba endometriosis

infiltrante profunda y en el 71,4% se diagnosticé endometriosis en estadio I/II.

Tabla 17. Caracteristicas de los casos del estudio EndEA.

Variables Casos (n =42)

Car.acterlstlca’s .antropometrlcas y Media IC

sociodemograficas

Edad (afios) 37,8 35,6 - 40,1

Peso (kg) 68,3 64,0 - 72,6

Altura (m) 1,65 1,63 -1,67
n %

Indice de masa corporal (kg/m?)

Normopeso (< 25) 27 64,3

Sobrepeso (25 - 30) 6 14,3

Obesidad (> 30) 9 21,4
Area de residencia

Rural 27 64,3

Urbana 15 35,7
Estudios

Primaria 6 14,3

Secundaria 18 42,9

Universidad 18 42,9
Caracteristicas reproductivas n %
Paridad

Nuliparas 21 50,0

Uniparas/Multiparas 21 50,0
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Intensidad de sangrado menstrual

Suave 15 35,7

Moderado/Severo 27 64,3
Clasificacion de endometriosis segan rASRM

I 15 35,7

II 15 35,7

111 6 14,3

v 6 14,3
Localizacion anatomica de las lesiones

Endometriosis no profunda 30 71,4

Endometriosis infiltrante profunda 12 28,6

IC: Intervalo de confianza.

Esta estrategia permitid la identificacion de 108 variantes raras (MAF < 0,1%), todas
ellas fueron identificadas en estado heterocigoto. Los hallazgos mostraron variantes

en 37 de las 42 mujeres con endometriosis (88%).

De estas variantes, 3 estan clasificadas como patogénicas seguin los criterios del ACMG
(NM_033066.3(MPP4):c.316dup(p.Glul06Argfs*5); NM_001267550.2(TTN):c.41326del
(p-Glu13776Glyfs*34); y NM_001267550.2(TTN):c.33519T>G (p.Tyr11173*), mientras
que el resto son variantes clasificadas como VUS (variante de significado incierto).
Cabe senialar que algunos de los genes incluidos en la lista de interés presentan
caracteristicas que dificultan la interpretacion de sus variantes, como un gran tamafo
génico, la expresidon de multiples isoformas dependientes del tejido, una elevada
frecuencia de variantes en la poblacion general, la presencia de regiones de baja
mapeabilidad o altamente repetitivas, y la homologia con genes similares o
pseudogenes. Estos factores pueden contribuir a la elevada proporcion de variantes
clasificadas como VUS en este estudio. Es por ello que la relevancia funcional y la
posible implicacion de dichas variantes en el desarrollo de la enfermedad no puede

establecerse con certeza en el presente andlisis.

De los 66 genes relevantes hallados en la revision sistematica, se encontraron variantes
en 38 genes (57,6%), concretamente en los siguientes: ADGRG7, ARHGAP35, ARID1A,
CCDC170, CIITA, CNTLN, CSMD1, CSMD3, CTNNB1, DMD, DNAH7, ESRI,
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FAM161B, FAT3, FGFR4, FN1, HEATR1, HERC2, ID4, KCNG2, LONRF1, MPP4,
MTUS2, MUC16, MUC3A, MYH13, NEB, PCDHGA1, PCMTD1, PIK3CA, PRUNE?2,
PTEN, PTPN13, SYNE1, TTN, VEGFA, VEZT y ZNF366. De las 108 variantes
identificadas se hallaron los siguientes tipos, 89 (82,4%) correspondieron a variantes
missense o de cambio de sentido. Se detectaron ademas 6 (5,6%) variantes frameshift o
de cambio del marco de lectura, que altera el marco de lectura y suele ocasionar un
codon de parada prematuro que produce una proteina truncante; 2 (1.9%) variantes
in-frame disruptivas (1 de delecion y otra de insercion de un multiplo de tres
nucleétidos, lo que no altera el marco de lectura, pero podrian comprometer la funcion
proteica), 6 (5,6%) variantes de splicing, que podrian afectar potencialmente al
procesamiento del ARNm (4 variantes intronicas, 1 sindnima y 1 missense) y 4 (3,7%)
variantes en regiones UTR (2 en region 5 upstream o promotora, 1 en la region no
codificante 5-UTR y 1 en la regién 3'-UTR, y por ultimo 1 (0,9%) variante nonsense o

de ganancia de codon de parada (Figura 13).

H Variantes missense
M Variantes frameshift
H Variantes in-frame

M Variantes splicing

M Variantes region UTR

W Variante nonsense

Figura 13. Distribucidon porcentual de los tipos de variantes identificadas mediante
WES en las mujeres con endometriosis del proyecto EndEA en los 66 genes de interés.

Se muestran los principales tipos de variantes moleculares detectadas: Variantes
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missense (cambio de sentido), frameshift (cambio del marco de lectura), variantes in-

frame disruptivas, variantes que podrian afectar al splicing y variantes nonsense.

En la Tabla 18 se presentan de forma detallada las variantes encontradas, informando
para cada una de ellas la localizaciéon gendémica (cromosoma, posicion, nucleétido de
referencia y variante alternativa), el gen afectado, el transcrito de referencia (RefSeq),
el identificador en dbSNP (rsID), la nomenclatura HGVS a nivel de ADN
complementario (HGVS.c) y a nivel proteico (HGVS.p), asi como la MAF global y la
MAF en mujeres. Ademas, se incluye la profundidad de lectura (Read Depth) y el
porcentaje de alelo variante (VAF), proporcionando asi una caracterizacién completa

de las variantes detectadas.
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Tabla 18. Variantes identificadas mediante WES en las mujeres con endometriosis del proyecto EndEA (n = 42).

Transcrito de

CasoID Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen referencia dbSNP HGVS.c HGVS.p MAF en il/l::'ires §:;fh \(/;Z )F
(RefSeq)

34 3 100659707 G GA ADGRG7 NM_032787 15574492402 .1845dup p.Pro616Thrfs*40 0.0004767 0.0004716 85 45
30 19 46920819 A G ARHGAP35 NM_004491 15768383434 c.2144A>G p-His715Arg 0.0000136 0.0000136 83 48

1 1 26697129 CGCG C ARID1A NM_006015.6 rs749970078 ¢.735_737del p-Ala246del 0.00008 0.0000846 124 52
30 6 151544716 G A CCDC170 NM_025059 15754319272 c.588G>A p-Lys196= 0.0000006 0 110 50
42 16 10901532 C T CIITA NM_000246.4 rs774695473 c.455C>T p-Prol52Leu 0.0000409 0.0000431 95 42

1 9 17487007 A T CNTLN NM_017738.4 15200584493 c.4060A>T p-1lle1354Phe 0.0000836 0.0000944 72 46
16 9 17236499 T C CNTLN NM_017738 151230378579 c.760T>C p.Cys254Arg encolii’ra da encolii’ra da 85 48
18 9 17135370 C T CNTLN NM_017738 rs199893965 ¢.305C>T p-Thr102Met 0.0009225 0.0009416 196 42
19 9 17462980 C G CNTLN NM_017738 rs200095100 ¢.3371C>G p-Alal124Gly 0.0003326 0.0003287 134 45
21 9 17236497 G A CNTLN NM_017738 15756530551 c.758G>A p-Arg253His 0.0000626 0.0000726 235 43

1 8 3029379 G A CSMD1 NM_033225.6 rs146413556 ¢.7795C>T p-Leu2599Phe 0.0000124 0.0000086 221 45

5 8 3108686 G A CSMD1 NM_033225.6 rs199914130 c.6671C>T p-Thr2224Met 0.0001661 0.0001834 198 50
12 8 3000104 A G CSMD1 NM_033225.6 15750677822 c.8057T>C p-I1e2686Thr 0.000014 0.0000189 146 41
12 8 112314593 C T CSMD3 NM_198123.2 15148640280 €.7385G>A p-Arg2462GIn 0.0000502 0.0000468 138 47
15 8 113173912 C A CSMD3 NM_198123 - C519G>T p.Leul73Phe encolii’ra " encolii’ra " 69 55
23 8 112306120 C T CSMD3 NM_198123 15143305992 €.7958G>A p-Arg2653GIn 0.0000267 0.0000246 253 45
35 8 112341626 C T CSMD3 NM_198123 rs139554725 c.6503G>A p-Arg2168GIn 0.0002591 0.0002512 114 43

5 3 41224974 A G CTNNB1 NM_001904.4 15773961563 c.262A>G p-Met88Val 0.0000019 0.0000012 107 51
37 3 41227271 G A CTNNB1 NM_001904 151245266458 ¢.1000G>A p-Glu334Lys 0.0000006 0.0000012 123 38
25 X 31929617 C A DMD NM_004006 15769249649 c.6891G>T p-GIn2297His 0.0000066 0.0000037 69 39
12 2 195884785 A G DNAH7 NM_018897.3 - ¢.5563T>C p-Trpl855Arg 0.0000006 0 149 58
18 2 195960603 G T DNAH7 NM_018897 rs770192166 c.2548C>A p-Arg850Ser 0.0000006 0 244 44
30 2 195864259 G A DNAH7 NM_018897 15149065769 c.7396C>T p-Arg2466Cys 0.0002577 0.0002646 122 47
31 2 195858757 A T DNAH7 NM_018897 rs189913342 C.7784T>A p-Leu2595GIn 0.0001035 0.0000862 107 50
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p-Ala33337Ser

0.0000613
0.0000006
0.0000027
0.0003066
0.0001295
0.0000136
0.0000112
0.000059

0.0000751
0.0000477
0.0002893
0.0000037
0.0000037

0.0003201
No
encontrada
No
encontrada
0.0000006
No
encontrada

0.0000019

0.0000023

0.0000019
No
encontrada
No
encontrada
0.0000799
No
encontrada

0.0000591
0
0.0000026
0.0002947
0.0001243
0.0000086
0.0000099
0.000058
0.000069
0.0000443
0.0002831
0.0000025
0.0000012

0.0003134

No
encontrada
No
encontrada

0

No
encontrada

0.0000037

0

0.0000012

No
encontrada
No
encontrada

0.0000763

No
encontrada

281
94
174
139
152
181
45
222
174
197
171
103
81
136

102

85

105

162

92

61
158

111

96

228

80

48
30
53
45
42
43
67
53
48
58
53
37
46
59

45

51

57

52

43

49
46

49

47

46

50
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42

42

16
24

2 178558524
2 178679955
6 43777513
12 95217861
5 72460157
5 72460334

o 0> > 0O 0

H 0O 00 0 A

TTN

TTN

VEGFA
VEZT
ZNF366
ZNF366

NM_001267550.2
NM_001267550.2

NM_003376.6
NM_017599.4
NM_152625
NM_152625

15201687390

15554561071
15777699219
rs375204168
rs138158587

c.86935G>A

¢.100009G>T

c.703A>G
c11A>G
€.1332+8G>C
c.1163G>A

p-Val289791le
p-Tyr11173*

p-lle235Val
p-Glu4Gly

p-Arg388GIn

0.0001401

No
encontrada

0.0000304
0.0000013
0.0000527
0.0002782

0.0001366

No
encontrada

0.0000369
0.0000026
0.0000505
0.0002757

216

109

126
81
71

197

48

50

39
46
45
49

Pagina | 146



A continuacion, se muestra una tabla resumen con informacién relevante sobre los
genes en los que se han encontrado variantes (Tabla 19). Dicha informacién incluye el
tamano del transcrito candnico de cada gen, el nimero de los exones que lo componen
y el nimero de isoformas transcripcionales descritas en la base de datos Ensembl
(GRCh38.p14, version 112), con el objetivo de valorar la complejidad del splicing de los
genes analizados. Se consideraron genes de alta complejidad aquellos que presentaban
mas de 50 exones y/o mas de 10 isoformas anotadas, de complejidad moderada los que
muestran de 20 a 49 exones o entre 5 y 9 isoformas, y de baja complejidad aquellos con

menos de 20 exones y menos de 4 isoformas.

Tabla 19. Informacion relevante de los genes de interés para el andlisis de su complejidad.

Gen Inicio locus  Finallocus  Tamafio (kb)  N®exones Iso fI::mas Complejidad
DMD 31,097,677 33,339,609 2.324,93 79 >20 Alta
CSMD1 2,935,353 4,994,972 2.059,62 70 14 Alta
CSMD3 112,222,928 113,436,939 1.214,01 71 8 Moderada-alta
MTUS2 28,820,339 29,505,947 685,61 23 3 Baja-moderada
FAT3 92,224,818 92,896,473 671,66 36 7 Moderada
SYNE1 152,121,687 152,637,801 516,12 147 17 Alta
ESR1 151,656,691 152,129,619 472,93 8 9 Baja-moderada
CNTLN 17,134,982 17,503,923 368,94 28 5 Moderada
DNAH7 195,737,703 196,068,837 331,14 78 9 Alta
TTN 178,525,989 178,830,802 304,81 363 >25 EXtrem;f:mente
PRUNE2 76,611,376 76,906,114 294,74 22 6 Moderada
NEB 151,485,336 151,734,487 249,15 183 11 Alta
PTPN13 86,594,315 86,815,171 221,86 53 5 Alta
HERC2 28,111,040 28,322,179 221,14 76 9 Alta
PCDHGA1 141,330,514 141,512,975 182,46 3 2 Baja
MUC16 8,848,844 9,010,390 161,55 63 2 Moderada
ARHGAP35 46,860,997 47,005,077 144,08 38 6 Moderada
CCDC170 151,494,017 151,621,193 127,18 4 2 Baja
PTEN 87,862,638 87,971,930 109,29 6 Baja-moderada
KCNG2 79,797,938 79,900,184 102,25 1 Baja
PIK3CA 179,148,114 179,240,093 91,98 20 7 Moderada
ARID1A 26,693,236 26,782,104 88,87 20 8 Moderada
ADGRG7 100,609,601 100,695,479 85,88 2 Baja
VEZT 95,217,746 95,302,799 85,05 7 4 Baja
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PCMTD1 51,817,575 51,899,186 81,61 6 2 Baja
CIITA 10,866,222 10,943,021 76,8 14 4 Baja
FN1 215,360,440 215,436,073 75,63 48 9 Alta
ZNF366 72,439,903 72,507,410 67,51 5 2 Baja
CTNNB1 41,194,741 41,260,096 65,36 15 5 Baja-moderada
MYH13 10,300,865 10,373,130 64,27 41 4 Moderada
HEATR1 236,549,005 236,604,516 55,51 31 5 Moderada
MPP4 201,644,870 201,698,694 53,83 14 2 Baja
LONRF1 12,721,906 12,756,073 36,17 10 2 Baja
FAM161B 73,931,501 73,950,414 18,91 7 1 Baja
MUC3A 100,949,534 100,968,347 18,81 23 1 Baja
VEGFA 43,770,184 43,786,487 16,3 8 4 Baja-moderada
FGFR4 177,086,905 177,098,144 11,24 18 3 Baja
ID4 19,837,370 19,842,197 4,83 2 2 Baja

Adicionalmente, en la tabla 20 se muestran los resultados de las herramientas de
prediccion in silico para las variantes identificadas en nuestra poblacidn, con el objetivo
de profundizar en su caracterizacion funcional y facilitar su priorizacion. La Tabla 18
recoge, para cada variante, el ID del caso, el gen afectado, el transcrito de referencia
(RefSeq) y su anotacion conforme a la nomenclatura HGVS (nivel proteico). También
se especifica el tipo de variante (por ejemplo, missense, frameshift, nonsense, entre otras),
asi como las frecuencias alélicas reportadas en la base de datos gnomAD, tanto a nivel

general (MAF) como especificas en mujeres (MAF en mujeres).

La priorizacion de variantes se llevo a cabo mediante un enfoque combinado que
integré multiples predictores in silico. Para variantes missense, se consideraron de alto
impacto funcional aquellas que cumplian al menos tres de los siguientes criterios:
CADD = 15, SIFT < 0,05, PolyPhen-2 > 0,15, REVEL > 0,5, GERP > 2 y Distancia de
Grantham > 100. Adicionalmente, se incluy6 el valor de LoFtool como medida de
intolerancia del gen a variantes de pérdida de funcién, de manera que aquellas
variantes localizadas en genes con LoFtool < 0,5 se consideraron podrian ser mas

susceptibles a cambios, si bien este score corresponde al nivel de gen y no de variante.
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Para variantes frameshift, nonsense, de splicing y variantes en regiones UTR, se
consideraron de alto impacto funcional aquellas que cumplian al menos dos de los
siguientes criterios: CADD > 15, GERP > 2 y LoFtool < 0,5, dado que el resto de

predictores iinicamente aplican a variantes missense.

Numero de variantes de alto impacto funcional por gen

8
7

6

5

4

3

2

COLEEEELEETE
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Figura 14. Resultados en las muestras de mujeres con endometriosis del proyecto
EndEA. Se representa el nimero de variantes de alto impacto funcional identificadas

en cada gen mediante WES, en orden decreciente de frecuencia.

De las 108 variantes analizadas mediante predictores in silico conforme a estos criterios,
se identificaron 51 variantes con impacto funcional alto, distribuidas en 27 genes
distintos (Figura 14). La distribucion por genes y nimero de pacientes fue la siguiente:
DNAH7 (NM_018897.3), en 7 mujeres, incluyendo 2 variantes recurrentes en la misma
posicion (p.Glu2565Lys); TTN (NM_001267550.2), en 5 mujeres; PIK3CA (NM_006218),
en 3 mujeres, presentando una misma mujer dos variantes, localizadas en posiciones
muy alejadas entre si; CSMD3 (NM_198123.2), en 3 mujeres; CNTLN (NM_017738), en
2 mujeres; CSMD1 (NM_033225.6), en 2 mujeres; FAM161B (NM_152445), en 2 mujeres;
FGFR4 (NM_213647), en 2 mujeres; FN1 (NM_212482.4), en 2 mujeres; HEATRI
(NM_018072.6), en 2 mujeres; MTUS2 (NM_001033602.4), en 2 mujeres; ; PCDHGA1
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(NM_018912), en 2 mujeres; PRUNE2 (NM_015225), en 2 mujeres; CCDC170
(NM_025059), en 1 mujer; CIITA (NM_000246.4), en 1 mujer; CTNNB1 (NM_001904),
en 1 mujer; FAT3 (NM_001367949.2), en 1 mujer; HERC2 (NM_004667), en 1 mujer; ID4
(NM_001546.4), en 1 mujer; KCNG2 (NM_012283.2), en 1 mujer; LONRFI
(NM_152271), en 1 mujer; MPP4 (NM_033066), en 1 mujer; NEB (NM_001164508), en
1 mujer; PTPN13 (NM_080683), en 1 mujer; VEZT (NM_017599.4), en 1 mujer; y
ZNF366 (NM_152625), en 1 mujer.

Cabe sefialar que algunas variantes no pudieron ser evaluadas debido a la ausencia de

valores en varios predictores in silico.
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Tabla 20. Predictores in silico, parametros de conservacion y frecuencia alélica de las variantes raras identificadas en las mujeres con endometriosis del proyecto

EndEA
Transcrito de GnomAD X . .
Caso Gen referencia HGVS.c HGVS.p GnomAD — \iaF Tipo de GERP CADD Sift Polyphen Revel Distancia de LoFtool
MAF R variante Grantham
(RefSeq) mujeres
. Probablemente
34 ADGRG7  NM_032787 c.1845dup P-Pro616Thr o 04767 0.0004716 Variante No conservado deletérea NA NA NA NA NA
fs*40 frameshift -0,89 236
Probablemente Cambio
ARHGAP Variant d Tolerad Beni
30 c NM_004491 2144A5G pHis715Arg  0.0000136  0.0000136 ariante Conservado benigna o'erado enigna NA conservador NA
35 missense 2,58 0,12 0,143
17,07 29
Variante Probablemente Alta
1 ARID1A NM_006015.6 ¢.735_737del p-Ala246del 0.00008 0.0000846 delecion in- NA benigna NA NA NA NA intolerancia
Sframe 18,87 0.0215
:;;2:;‘:2 Conservado Probablemente
30 CCDC170 NM_025059 c.588G>A p-Lys196= 0.0000006 0 ., deletérea NA NA NA NA NA
en region de 2,78 239
splicing .
Variant Moderadamente Probablemente Deletd Posiblemente Probablemente Cambio Intolerancia
) CIITA NM_000246.4 455C>T p.Prol52Leu  0.0000409  0.0000431 ariante conservado benigna eoeo‘;reo deletéreo benigno moderado moderada
rissense 1,21 14,79 ' 0,236 0,091 98 0.48
Variante Conservado Probablemente Deletéreo Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
1 CNTLN NM_017738.4 c.4060A>T p-lle1354Phe 0.0000836  0.0000944 . benigna & benigno conservador
missense 3,53 0,03 0,053 0.983
19,72 0,054 21
. Probablemente , . Probablemente Cambio .
16 CNTLN NM_017738 .760T>C p.Cys254Arg Variante Conservado deletérea Deletéreo Benigna benigno significativo 1@ tolerancia
missense 2,62 0 0,006 0.983
26,1 0,166 180
Variante Moderadamente Probablemente Tolerado Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
18 CNTLN NM_017738 ¢.305C>T p-Thr102Met 0.0009225  0.0009416 issens conservado deletérea 01 deletéreo benigno moderado 0.983
nmssense 1,59 23,3 ’ 0,967 0,068 81 :
Variant C d Probablemente Tolerad Posiblemente Probablemente Cambio Alta tol .
19 CNTLN NM_017738 €.3371C>G p.Alal124Gly  0.0003326  0.0003287 ariante onservado deletérea o erado deletéreo benigno moderado aloerancia
missense 3,73 0,16 0.983
22 0,688 0,031 60
Probablemente Probablemente Cambio
Variant N ds Tolerad Beni Alta tol i
21 CNTLN NM_017738 .758G>A p.Arg253His  0.0000626  0.0000726 artante o conservado benigna o erado enigna benigno conservador atorerancia
missense -1,5 0,18 0,001 0.983
17,72 0,021 29
Variant C d Probablemente Tolerad Probablemente Cambio
1 CSMD1 NM_033225.6 .7795C>T p.Leu2599Phe 00000124  0.0000086 arante onservado benigna o erado deletéreo NA conservador NA
missense 2,12 0,16
18,55 0,946 22
Variante Conservado Probablemente Deletéreo Probablemente Cambio
5 CSMD1 NM_033225.6 c.6671C>T p-Thr2224Met 0.0001661 0.0001834 i deletérea deletéreo NA moderado NA
missense 2,33 242 0 0,978 31
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Variante Conservado Probablemente Deletéreo Posiblemente Cambio
12 CSMD1 NM_033225.6 ¢.8057T>C p-11e2686Thr 0.000014 0.0000189 i deletérea deletéreo NA moderado NA
missense 2,25 0,01
23,2 0,686 89
Variant Moderadamente Probablemente Deleté Probablemente Probablemente Cambio Alta tol i
12 CSMD3 NM_198123.2 c.7385G>A p-Arg2462GIn 0.0000502  0.0000468 érianqe conservado deletérea © eOereo deletéreo benigno conservador a Oo;;anma
ssense 1,39 249 0,973 0,261 43 '
X Probablemente , . Probablemente Cambio .
15 CSMD3 NM_198123 ¢.519G>T p.Leul73Phe Va'nante No conservado benigna Deletéreo Benigna benigno conservador Alta tolerancia
missense -1,56 0,01 0 0.585
17,69 0,169 22
Variant C d Probablemente Deleté Probablemente Probablemente Cambio Alta tol i
23 CSMD3 NM_198123 C.7958G>A p.Arg2653GIn  0.0000267  0.0000246 ariante onservado deletérea cerereo deletéreo benigno conservador aloerancia
missense 2,25 0,03 0.585
24 0,933 0,279 43
Variant Conservad Probablemente Tolerad Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
35 CSMD3 NM_198123 c.6503G>A p-Arg2168GIn 0.0002591 0.0002512 mis;ens: ° Z 6;] © deletérea 00 1 ° deletéreo benigno conservador 00585 !
! 23,4 § 0,983 0,217 43 ’
Variant C d Probablemente Tolerad Beni Probablemente Cambio Intolerancia
5 CTNNBI1 NM_001904.4 c.262A>G p-Met88Val 0.0000019  0.0000012 ariante onservado benigna o erado enigna benigno conservador moderada
missense 2,56 0,07 0,029
19,5 0,145 21 0.208
Variant Moderadamente Deletérea Deletér Probablemente Probablemente Cambio Intolerancia
37 CTNNBI1 NM_001904 c.1000G>A p-Glu334Lys 0.0000006  0.0000012 mis;ens: conservado Zze ¢ eoe €o deletéreo benigno moderado moderada
1,62 0,968 0,45 56 0.208
Variant Moderadamente  Probablemente Tolerad Beni Probablemente Cambio Intolerancia
25 DMD NM_004006 c.6891G>T p-GIn2297His 0.0000066  0.0000037 érianqe conservado benigna Ooe;‘ © grgg?a benigno conservador moderada
nmssense 0,932 18,34 ’ ' 0,024 24 0.342
Variant Conservad Probablemente Deletér Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
12 DNAH7 NM_018897.3 ¢.5563T>C p-Trp1855Arg 0.0000006 0 mis;ens: ° ; 3Z © deletérea eoe €0 deletéreo deletéreo significativo 0099 6 !
g 27,9 0,999 0,732 101 :
Variant C d Probablemente Deleté Posiblemente Probablemente Cambio Alta tol i
18 DNAH? NM_018897 2548C>A p.Arg850Ser  0.0000006 0 N e " deletérea e deletéreo benigno significativo oo
ssense ’ 253 0,496 0,431 110 '
Variant Moderadamente  Probablemente Deletér Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
30 DNAH7 NM_018897 €.7396C>T p-Arg2466Cys 0.0002577  0.0002646 mis;ens: conservado deletérea eoe €0 deletéreo benigno significativo 0099 6 !
1,46 28,4 0,996 0,415 180 ’
Variant C d Probablemente Deleté Probablemente Deleté Cambio Alta tol i
31 DNAH7 NM_018897 C7784T>A pLeu2595GIn  0.0001035  0.0000862 ariante onservado deletérea clelereo deletéreo ceereo significativo alo erancia
missense 2,56 0 0,776 0.996
24,7 1 113
Probablemente Probablemente Cambio
Variant ds Tolerad Beni Alta tol i
37 DNAH7 NM_018897 .806A>T p.Asp269Val  0.0000805  0.000079 ariante Conservado deletérea oerado enigna benigno significativo atolerancia
missense 2,26 0,15 0,036 0.996
22,7 0,108 152
Variant Moderadamente Probablemente Deleté Posiblemente Probablemente Cambio Alta tol i
40 DNAH7 NM_018897.3 €.1985G>C p.Arg662Thr  0.0000781  0.0000739 mi‘;::q: conservado deletérea eoeo‘;reo deletéreo benigno moderado a Oogzrg‘ma
T 1,85 25 . 0,809 0,25 71 ’
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Variante No conservado Benigna Tolerado Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
42 DNAH7 NM_018897.3 c.7693G>A p-Gly1784Asp 0.00028 0.0003058 . s & benigno moderado
missense -1,29 8,81 0,63 0 0.996
0,184 94
Variant C d Probablemente Deleté Posiblemente Probablemente Cambio Alta tol .
42,13 DNAH7  NM_018897.3 5351G>A p.Glu2565Lys 00003379  0.0003707 ariante onservado deletérea clelereo deletéreo benigno moderado alo erancia
missense 2,66 0 0.996
27,1 0,772 0,489 56
Variant No conservad Probablemente Tolerad Beniena Probablemente Cambio Alta
6 ESR1 NM_000125.4 .1705G>A p.Ala569Thr 0.00036  0.0003655 mis;m: ° ?2557" ° benigna °0 - ° (e) 5(%3 benigno moderado intolerancia
g 10,19 g / 0,195 58 0.0032
Variant Altamente Probablemente Deleté Probablemente Probablemente Cambio Alta tol i
13 FAMI61B NM_152445 .1034G>A p.Arg345His  0.000013  0.0000086 mi‘;::q: conservado deletérea © eoereo deletéreo benigno conservador a Oogir;ma
T 4,05 26,9 0,989 0,242 29 ’
Variant Altamente Probablemente Deletér Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
24 FAM161B NM_152445 ¢.1063C>G p-Leu355Val mis;ens: conservado deletérea eoe €0 deletéreo benigno conservador 009 49 !
4,05 26 0,998 0,208 32 ’
Variant N d Beni Deleté Probablemente Probablemente Cambio
10 FAT3  NM_001367949.2  c1809C>G plle603Met 00005534  0.0005642 ariante o conservado erigna clewereo deletéreo benigno conservador NA
missense -7,95 0,298 0
0,967 0,363 10
Variant Conservad Probablemente Tolerad Probablemente Probablemente Cambio
12 FAT3  NM_001367949.2  c.3323G>A p.Argl108GIn  0.0001023  0.0000985 riante onservado deletérea oerado deletéreo benigno conservador NA
missense 3,27 0,06
28,5 0,986 0,48 43
Variant Moderadamente Probablemente Deleté Posiblemente Probablemente Cambio Alta
17 FGFR4 NM_213647 ¢.2272C>T p-Arg758Cys 0.0003322  0.0003854 érianqe conservado deletérea © eOereo deletéreo benigno significativo intolerancia
nmssense 1,86 24,8 0,538 0,461 180 0.0501
Variant No conservad Probablemente Tolerad Beniena Probablemente Cambio Alta
33 FGFR4 NM_213647 c.1478G>A p-Arg493GIn 0.0000328  0.0000382 mis;ens: ° ? 6szegv ° deletérea 00 39 ° (e) 01(%3 benigno conservador intolerancia
§ 23,5 g / 0,202 43 0.0501
Variant Altamente Probablemente Tolerad Posiblemente Probablemente Cambio Alta
37 FGFR4 NM_213647 .1306G>A p.Val436Met 00000291  0.0000332 mi‘;::q: conservado deletérea 00932 © deletéreo benigno conservador intolerancia
T 4,44 23,7 . 0,464 0,318 21 0.0501
.V:;lr{ar.\te C d Probablemente Alta tol i
12 FN1 NM_212482.4 €.7362+46T>G ntromica onservado deletérea NA NA NA NA atolerancia
en region de 2,18 0.719
- 22,8
splicing
Variante Conservado Probablemente Deletéreo Probablemente Cambio Alta tolerancia
39 FN1 NM_212482.4 c.5602G>A p-Vall868Met 0.0000217  0.0000222 . deletérea NA benigno conservador
missense 2,29 0,01 0.719
24,2 0,317 21
Variante Altamente Probablemente Tolerado Benigna Probablemente Cambio Intolerancia
34 HEATR1 NM_018072 c.1369C>A p-GIn457Lys 0.0003518 0.000347 sissense conservado deletérea 0,55 0 O(fl benigno moderado moderada
6,13 21,4 ’ / 0,089 53 0.195
Variante Conservado Probablemente Deletéreo Beniena Probablemente Cambio Intolerancia
42 HEATR1 NM_018072.6 €.6225C>G p-Asp2075Glu 0.0000068  0.0000062 . benigna & benigno conservador moderada
missense 3,11 19.43 0,01 0,022 0.073 45 0.195
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Variante Moderadamente  Probablemente Benigna Probablemente Cambio Intolerancia
10 HERC2 NM_004667.6 €.6514C>T p-Arg2172Cys 0.0000582 0.000048 sisserse conservado benigna NA 0 0(%1 benigno significativo moderada
1,52 19,75 / 0,052 180 0.307
Variant Altamente Probablemente Probablemente Probablemente Cambio Intolerancia
34 HERC2 NM_004667 c.8740C>T p-Arg2914Cys 0.0001165  0.0001292 me;;::q: conservado deletérea NA deletéreo benigno significativo moderada
T 5 27,6 0,98 0,384 180 0.307
Variant Conservad Probablemente Deletér Probablemente Probablemente Cambio
3 ID4 NM_001546.4 c17C>T p.Pro6Leu 0.0000062  0.0000084 mis;ens: © ; 1; ° deletérea OeOel €o deletéreo benigno moderado NA
g 23,2 § 0,912 0,293 98
Variante Probablemente
7 ID4 NM_001546.4 ¢.138_140dup p-Ala47dup 0.000801 0.0007744 insercién in- NA benigna NA NA NA NA NA
Sframe 19,41
Variant Conservad Probablemente Deletér Probablemente Probablemente Cambio
11 KCNG2 NM_012283.2 €1127T>C p.Val376Ala 00000368  0.0000334 mis;m: © Z b ° deletérea eoe €o deletéreo benigno moderado NA
! 28,3 0,999 0,362 64
i Moderadamente Probablemente , Probablemente Probablemente Cambio
Variante , Deletéreo , . P
16 LONRF1 NM_152271 c.163G>T p.Gly55Trp 0 0 issens conservado deletérea 0 deletéreo deletéreo significativo NA
ssense 1,6 2438 0,966 0,565 184
Variant No conservad Probablemente Tolerad Posiblemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
6 MPP4 NM_033066.3 .1396A>G pLysa66Glu  0.0000019  0.0000025 mis;m: oo f‘i vado deletérea °0 % ° deletéreo benigno moderado 00693 !
’ 22,3 g 0,265 0,107 56 ’
i Probablemente , Probablemente , Cambio i
16 MPP4 NM_033066 C785C5G pPro262Arg  0.000039  0.0000345 Variante Conservado deletérea Deletéreo deletéreo Deletéreo significativo 1@ tolerancia
missense 2,26 0 0,919 0.693
28,1 0,973 103
N Probablemente .
2 MPP4 NM_033066 c315del PGIUI06ATE 4000233 0.0000175 Variante NA deletérea NA NA NA NA Alta tolerancia
fs*5 frameshift 0.693
23,1
Variant C d Probablemente Deleté Probablemente Cambio Intolerancia
21 MTUS?2 NM._001033602 €.2849C>T pPro9s0Leu  0.0005291  0.0005658 mi‘;::q: O“ZES;” © deletérea eeoereo deletéreo NA moderado moderada
T ! 23,2 0,945 98 0.326
Variant Moderadamente Probablemente Deletér Posiblemente Cambio Intolerancia
41 MTUS2 NM_001033602.4 c.2633G>A p-Arg878GIn 0.0000198  0.0000227 mis;ens: conservado deletérea Oe Oel €o deletéreo NA conservador moderada
1,63 24 § 0,689 43 0.326
Variant Moderadamente  Probablemente Beni Probablemente Cambio Alta tol .
6 MUC16 NM_024690.2 c.9398C>A p-Pro3133His me;;::q: conservado benigna NA en(;gna benigno moderado a Oog;rsanma
T 0,541 15,52 0,056 77 ’
Variant No conservad Probablemente Beniena Probablemente Cambio Alta tolerancia
1 MUC16 NM_024690.2 .3985G>A p.Asp1329Asn  0.0000737  0.0000763 riante © conservado benigna NA e benigno conservador o eranct
missense -1,23 0 0.998
13,5 0,141 23
Variante No conservado Benigna Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
18 MUC16 NM_024690 ¢.22007C>T p-Thr7336lle 0.0000006 0.0000012 X &n NA & benigno moderado
missense -3,39 0,549 0 0,027 9 0.998
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Variante No conservado Benigna Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
21 MUC16 NM_024690 .32546C>A p.Ala8010Val  0.0000118  0.0000098 ; i NA & benigno moderado
missense -3,28 8 0 0.998
0,034 64
Variant N d Beni Beni Probablemente Cambio Alta tol .
21 MUC16 NM_024690 c24029C>T  p.Thri0849Asn  0.0001692  0.0001723 ariante © conservade erigna NA enigna benigno moderado alo erancia
missense -1,52 0,771 0 0.998
0,101 65
. . . Probablemente Cambio .
24 MUCI6 NM_024690 4682C>T p.Thrl56IMet 0000163  0.0001637 Variante No conservado Benigna NA Benigna benigno moderado Alta tolerancia
missense -0,53 0,181 0 0.998
0,04 81
Variant N d Probablemente Beni Probablemente Cambio Alta tol .
27 MUCI6 NM_024690 €33470C>G  p.Thrill57Ser  0.0000285  0.0000295 ariante o conservado benigna NA enigna benigno moderado alo erancia
missense -1,19 0 0.998
14,89 0,047 58
. . . Probablemente Cambio .
28 MUCI6 NM_024690 c32669G>A  pSerl0890Asn 00000056  0.0000012 Variante No conservado Benigna NA Benigna benigno conservador ~ ‘Altatolerancia
missense -3,57 0,266 0 0.998
0,034 46
Variante
intrénica No conservado Benigna Alta tolerancia
31 MUC16 NM_024690 ¢.38443+6G>C 0.0010882 0.0011253 L. NA NA NA NA
en region de -3,94 7 0.998
splicing
Variante No conservado Benigna Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
33 MUC16 NM_024690 c31658T>G  pLeul0553Arg 00001624  0.0001637 ; &n NA & benigno significativo
missense 1,01 7,792 0 0.998
0,013 102
Probablemente Cambio
Variant N d Beni Beni Alta tol i
34 MUCls NM_024690 c19046G>A  p.Arg6349Lys  0.000044  0.0000431 ariante © conservado emgna NA enigna benigno conservador aroerancia
missense -2,88 0,059 0 0.998
0,018 26
Variante No conservado Benigna Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
35 MUC16 NM_024690 .16294T>A p.Ser5432Thr  0.0000093  0.0000123 ; & NA & benigno moderado
missense -1,65 2,050 0 0.998
0,036 58
Probablemente Cambio
Variant N d Beni Beni Alta tol i
39 MUCI6  NM_024690.2 c36746G>A  p.Argl2249His  0.0000341  0.0000271 ariante o conservado engna NA enigna benigno conservador atoerancia
missense -4,11 3 0 0.998
0,006 29
Variante Moderadamente Benigna Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
42 MUC16 NM_024690.2 c.146T>C p-Val49Ala 0.0000006 0 . conservado gn NA & benigno moderado
missense 6,230 0 0.998
0,107 0,109 64
Probablemente
657! 77i .Thr2193 Aspf: Variant N d
23 MUC3A NM 005960 C6976-6577ins - pThr2I9ASPIS - 370183 0.0377682 ariame O conservaco deletérea NA NA NA NA NA
GATA *5 frameshift -1,25 206
28 MUC3A NM_005960 35085523 protgaallefs2 Variante NA NA NA NA NA NA NA
dup frameshift
Variante No conservado Benigna Deletéreo Benigna Cambio
40 MUC3A NM_005960.2 c.7463G>A p-Ser2488Asn 0.000005 0.0000072 . gn & NA conservador NA
missense -2,57 3,61 0,05 0 46
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Probablemente

Posiblemente

Probablemente

Cambio

Variant N ds Deleté
31 MYH13 NM_003802 .149G>T p.Gly50val  0.0000812  0.0000714 mi‘;::sj © Corl‘s:;v ade benigna © eoereo deletéreo deletéreo significativo NA
! 15,71 0,841 0,589 109
Variant C d Probablemente Posiblemente Probablemente Cambio Alta tol .
19 NEB NM_001164508 c.9167A>G p.Asp3056Gly  0.0000006 0 mi‘;::q: O“ZEZr;’a © deletérea NA deletéreo deletéreo moderado a Oogzr;ma
T ! 26,9 0,472 0,524 94 ’
Moderadamente  Probablemente Probablemente Probablemente Cambio
PCDHGA Variant Alta tol i
15 c ] c NM_018912 c.2758G>A p-Gly920Ser 0.0002775  0.0002597 mezl:;::s: conservado deletérea NA deletéreo benigno moderado a 00721‘9anc1a
1,11 24,1 0,86 0,233 56 ’
i Probablemente , Posiblemente Probablemente Cambio i
16 PP fGA NM_018912 227C>T p.Ala76Val 00000006  0.0000012 Vefria“:e Conzezr;’ad" deletérea Dei)e(t)ezreo deletéreo benigno moderado  ~1° g’;ir;ma
ssense ’ 29 ’ 0,373 0,104 64 '
Variante en Moderadamente  Probablemente .
. . Alta tolerancia
1 PCMTD1 NM_052937.4 0.0002983  0.0003091 region 5’ conservado benigna NA NA NA NA 0.848
upstream 1,74 12,85 i
Zznzzt: Conservad Probablemente Tolerad Beniena Probablemente Cambio Intolerancia
4 PIK3CA NM_006218.4 c.1145G>A p-Arg382Lys 0.0000021  0.0000014 en ressiérsl de © sz zv ° deletérea © 05 ° (e) 01§9 benigno conservador moderada
g ) § 26,5 ’ / 0,359 26 0.268
splicing
Variant C d Probablemente Intolerancia
10 PIK3CA  NM_006218.4 c*5612del anan’e en onservado deletérea NA NA NA NA moderada
region 3' UTR 2,02
23,9 0.268
_V im,ar?te C d Probablemente Intolerancia
35  PIK3CA NM_006218 €56245G>C 0.0000013  0.0000013 Hnronica onservado deletérea NA NA NA NA moderada
en region de 2,29
;. 21,2 0.268
splicing
Variante Conservado Probablemente Tolerado Probablemente Probablemente Cambio Intolerancia
35 PIK3CA NM_006218 c.640G>A p-Asp214Asn 0.0000006 0 missense 229 deletérea 017 deletéreo benigno conservador moderada
ssens ' 29 ' 0,95 0,199 23 0.268
Variante Conservado Probablemente Tolerado Probablemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
8 PRUNE2 NM_015225.3 c.7172C>T p-Pro2391Leu 0.0000613  0.0000591 issens 285 deletérea 02 deletéreo benigno moderado 0.952
nmssense ’ 23,1 ’ 0,929 0,238 98 :
Variante Altamente Probablemente Deletéreo Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
16 PRUNE2 NM_015225 c.33A>C p-Lys11Asn 0.0000006 0 . conservado deletérea & benigno moderado
missense 0,02 0,104 0.952
4,18 24 0,07 94
Variante en No conservad Beniena Alta
30 PTEN NM_000314 0.0000027  0.0000026 regién 5 ° ‘fls;z" ° ‘;61(“)54 NA NA NA NA intolerancia
upstream ! ! 0.0929
Variante Conservado Probablemente Deletéreo Probablemente Cambio Alta tolerancia
26 PTPN13 NM_080683 c.6155C>G p-Ser2052Cys 0.0003066  0.0002947 . deletérea NA benigno significativo
missense 2,66 0 0.839
25,4 0,117 112
Variante Moderadamente  Probablemente Posiblemente Probablemente Cambio Alta tolerancia
2 SYNE1 NM_182961.4 ¢.15202A>G p-Thr895Met 0.0000136 0.0000086 missense conservado benigna NA deletéreo benigno moderado 0.881
ssens 1,11 17,19 0,236 0,052 81 :
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Variante Moderadamente Probablemente Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
2 SYNEI1 NM_182961.4 ¢.2684C>T p-Lys5068Glu 0.0001295  0.0001243 . conservado benigna NA & benigno moderado
missense 0,023 0.881
1,46 18,83 0,144 56
4 SYNE1 NM_182961.4 -34C>G 00000112 00000099 _'Ananteen NA Benigna NA NA NA NA Alta tolerancia
- ' ' ' ' region 5' UTR 5,098 0.881
. . Cambio .
1 TTN NM_001267550.2  c.60976G>A  p.Ala20326Thr  0.000059  0.000058 Variante No conservado Benigna NA NA NA moderado Alta tolerancia
missense -3,16 7,138 58 0.971
Variant Moderadamente Probablemente Cambio Alta tolerancia
2 TTN NM_001267550.2 €.20354C>T p-Ser6785Leu 0.0000751 0.000069 rante conservado benigna NA NA NA significativo o !
missense 0.971
1,23 16,84 145
Variant N d Probablemente Cambio Alta tol .
4 TIN  NM_0012675502  c.28093C>T p.Arg9365Trp  0.0000477  0.0000443 ariante o conservado benigna NA NA NA significativo alo erancia
missense -1,02 0.971
18,58 101
Variant Conservad Probablemente Deletér Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
6 TIN  NM_0012675502  c.1333G>A p.Alad45Thr  0.0002893  0.0002831 riante onservado deletérea glereo e benigno moderado o eranct
missense 3,15 0,04 0 0.971
23,5 0,149 58
Variant Altamente Probablemente Cambio Alta tol .
9 TTN NM_001267550.2  c.65597G>A  p.Ser21866Asn  0.0000037  0.0000025 mi‘;::q: conservado benigna NA NA NA conservador a 009e7r1anc1a
T 4,07 18,45 46 ’
Variant Conservad Probablemente Deletér Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
11 TIN  NM_0012675502  c.7835C>T p.Ser2612Phe  0.0000037  0.0000012 riante onservado deletérea elereo g benigno significativo o eranct
missense 3,87 0 0 0.971
22,8 0,175 155
12 TTN NM_001267550.2 CSTEAEASG p-Glu13776Gly Varlanfe Conservado NA NA NA NA NA Alta tolerancia
fs*34 frameshift 3,63 0.971
Variant Moderadamente Probablemente Cambio Alta tol .
12 TTN NM_001267550.2  c.41326dup pllel9216Val 00003201  0.0003134 mi‘;::q: conservado benigna NA NA NA conservador a Ooge;lama
T 1,67 15,28 29 ’
Variant Conservad Probablemente Cambio Alta tolerancia
13 TTN NM_001267550  c57695C>G ~ p.Thr19232Ser rante onservado deletérea NA NA NA moderado o eranct
missense 3,25 0.971
24,1 58
Variant C d Probablemente Probablemente Cambio Alta tol .
14 TIN NM_001267550 .2629C>T p.Pro877Ser  0.0000006 0 ariante onservado deletérea NA NA benigno moderado alo erancia
missense 2,31 0.971
20,2 0,179 74
Variant Altamente Probablemente Cambio Alta tolerancia
19 TTN NM_001267550 ¢.75830T>C p-Phe25277Ser rante conservado deletérea NA NA NA significativo o !
missense 0.971
4,18 25,6 155
¢.107814_ p-His35938GIn Variante Alta tolerancia
33 TIN NM_001267550 107815del (510 0.0000019  0.0000037 frameshift NA NA NA NA NA NA 0.971
. . Cambio .
34 TIN NM_001267550  ¢37076T>C  p.Vall2359Ala  0.0000023 0 Variante No conservado Deletérea NA NA NA moderado Alta tolerancia
missense -4,42 52 64 0.971
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Variante Muy Probablemente Deletéreo Benigna Probablemente Cambio Alta tolerancia
35 TTN NM_001267550 ¢.8578G>C p-Asp2860His 0.0000019  0.0000012 . conservado deletérea & deletéreo moderado
missense 0 0 0.971
4,03 23,7 0,559 81
Variant Altamente Probablemente Cambio Alta tol .
37 TTN NM_001267550  c.101825C>T  p.Pro33942Leu arante conservado deletérea NA NA NA moderado atolerancia
missense 0.971
4,18 24,9 98
Variant Conservad Probablemente Cambio Alta tolerancia
40 TIN ~ NM_0012675502  c.33282A>C  p.Lys11094Asn rante onservado deletérea NA NA NA moderado o eranct
missense 2,43 0.971
22,8 94
Variant C d Probablemente Deleté Beni Probablemente Cambio Alta tol i
40 TIN ~ NM_0012675502  c5582G>A p.Argl86lHis  0.0000799  0.0000763 ariante onservado deletérea e erereo enigna deletéreo conservador alo erancia
missense 3,66 0,01 0 0.971
24,3 0,546 29
Variante de Moderadamente Deletérea Alta tolerancia
) TIN  NM_0012675502  c.100009G>T p.Tyr11173* ganancia de conservado i; ¢ NA NA NA NA 009‘;1 !
stop 1,22 :
Variant N d Probablemente Cambio Alta tol .
Py TIN  NM_0012675502  c.86935G>A p.Val28979Ile  0.0001401  0.0001366 ariante o conservade benigna NA NA NA conservador alo erancia
missense -2,47 0.971
11,99 29
Variant Conservad Probablemente Cambio Alta tolerancia
) TIN  NM_0012675502  c33519C>G  p.Ala33337Ser rante onservado deletérea NA NA NA moderado o eranct
missense 2,44 0.971
21,4 99
Variant C d Probablemente Tolerad Posiblemente Cambio
1 VEGFA NM_003376.6 703A>G plle235vVal  0.0000304  0.0000369 anante onservado benigna o erado deletéreo NA conservador NA
missense 2,12 0,06
17,06 0,249 29
Probablemente Cambio
Variant ds Deleté Deleté Beni Alta tol i
2 VEZT NM_017599.4 c11A5G p.GludGly 0.0000013  0.0000026 arlante Conservado cleerea ¢ elereo enigna benigno moderado atolerancia
missense 3,46 31 0,02 0 0.845
0,101 98
Variante
16 ZNF366 NM_152625 €133248G>C 0.0000527  0.0000505 intronica Conservado Benigna NA NA NA NA NA
en region de 2,36 0,980
splicing
Variante Altamente Probablemente Tolerado Posiblemente Probablemente Cambio Intolerancia
24 ZNF366 NM_152625 c.1163G>A p-Arg388GIn 0.0002782  0.0002757 sisserse conservado deletérea 025 deletéreo benigno conservador moderada
4,35 24,1 ’ 0,598 0,32 43 0,320
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6. DISCUSION

Esta tesis doctoral aborda el papel de los factores ambientales y genéticos en el riesgo
de desarrollar endometriosis, una enfermedad de etiologia aun incierta y de caracter
multifactorial. Para ello, se han empleado tres enfoques metodoldgicos
complementarios: Dos estudios observacionales, uno centrado en la asociacion de la
exposicion ambiental a PFAS con el riesgo de la enfermedad y otro estudio orientado
al andlisis de variantes genéticas germinales en mujeres con endometriosis, y una

revision sistematica de variantes genéticas identificadas mediante tecnologia NGS.

El marco conceptual de este estudio es el proyecto EndEA, un estudio observacional
de casos y controles en el que hemos explorado el posible impacto de la exposicién a
PFAS sobre el riesgo de endometriosis. Adicionalmente, se realizd un estudio genético
a las mujeres diagnosticadas con endometriosis de este proyecto para comprobar la
presencia/ausencia de variantes genéticas previamente descritas como potencialmente

predisponentes de la enfermedad.

6.1 ASOCIACION ENTRE EXPOSICION A PFAS Y RIESGO DE
ENDOMETRIOSIS
En lo que a exposicion ambiental se refiere, nuestro estudio analizo diez PFAS,
incluidos algunos poco estudiados como PFTrDA y PFUnDA, proporcionando una
imagen actualizada de la exposicion en nuestra poblacion. Las muestras, recogidas
entre enero de 2018 y julio de 2019, reflejan niveles representativos de exposicién no
sOlo durante ese periodo sino también en anos previos y posteriores, dada la elevada
persistencia de estos compuestos. Los PFAS mas prevalentes en las muestras
plasmaticas de los casos y controles del presente estudio estdn en consonancia con lo
descrito en poblacion general europea (Barrett et al., 2015; Canova et al., 2020; Schroter-
Kermani et al., 2013; Stubleski et al., 2016), detectandose concentraciones cuantificables

de PFOS, PFOA, PFHxS y PFNA en todas las participantes. No obstante, las
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concentraciones de PFOS, PFOA y PFNA fueron inferiores a las observadas en estudios
previos realizados en Espana, mientras que las de PFHxS fueron ligeramente
superiores (Bartolomé et al, 2017). Es interesante destacar que se observaron
correlaciones positivas significativas entre PFNA, PFDA, PFUnDA y PFOS, lo que
sugiere fuentes comunes de exposicion a estos compuestos, como ya se ha propuesto
anteriormente (Matta et al, 2022). Como consecuencia de su regulacion, las
concentraciones sanguineas de PFOS, PFOA y PFHxS en la poblacion han
experimentado una tendencia decreciente desde principios de la década de 2000 (Paul
et al., 2009; Schroter-Kermani et al., 2013; Stubleski et al., 2016), y son mas bajas en el
presente estudio en comparacion con investigaciones anteriores. No obstante, diversos
PFAS (de cadena corta y larga), asi como de mezclas de PFAS y nuevos compuestos
sustitutivos no evaluados, siguen produciéndose, lo que explica los niveles
ambientales crecientes de PFNA, PFDA, PFUnDA y PFTrDA, entre otros (Ao et al.,
2024; Espartero et al., 2022; Schrenk et al., 2020; Schroter-Kermani et al., 2013; Stubleski
et al., 2016).

Nuestros resultados muestran que las mujeres con concentraciones plasmaticas de
PFTrDA mas elevadas presentan una probabilidad de casi el doble de padecer
endometriosis. Asimismo, los resultados sugieren asociaciones entre PFHxS y la suma
de PFAS de cadena corta y mayor riesgo de endometriosis, que no parecen estar
mediadas por el IMC. Por el contrario, no se hallaron asociaciones con PFOA, PFOS o
PFNA, los PFAS mas ampliamente estudiados hasta la fecha, y la evaluacion del efecto
conjunto de la mezcla total de PFAS no mostrd un aumento significativo del riesgo de
la enfermedad. Estos hallazgos sugieren que la exposicién a concentraciones
ambientalmente relevantes de ciertos PFAS puede aumentar el riesgo de
endometriosis. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que describe una
asociacion entre PFTrDA y endometriosis, asi como entre PFHxS y PFAS de cadena

corta y un mayor riesgo de la enfermedad.
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Los estudios epidemioldgicos que investigan la relacion entre PFAS y endometriosis
son escasos todavia y sus resultados contradictorios. El primer estudio caso-control
sobre esta tematica fue el estudio ENDO (495 casos y 131 controles), realizado en
entornos clinicos de Salt Lake City (Utah, EE.UU.) y el drea de San Francisco
(California, EE.UU.). El estudio utiliz6 laparoscopia para el diagndstico de los casos e
imagen por resonancia magnética en los controles, en lugar de la visualizacion directa.
Los hallazgos sugirieron asociaciones positivas de PFOA y PFNA con el riesgo de
endometriosis, pero que se atenuaron hacia la nulidad tras ajustar por paridad (Louis
et al., 2012). Estudios caso-control posteriores describen resultados similares, con
incremento del riesgo de endometriosis autodeclarada en mujeres con mayores
concentraciones sanguineas de PFOA, PFOS y PFNA (54 casos y 699 controles)
(Campbell et al., 2016) y de PFBS (157 casos y 178 controles) (B. Wang et al., 2017). No
obstante, en estos estudios la enfermedad no fue diagnosticada mediante laparoscopia
ni laparotomia, lo que puede haber generado sesgos a la hora de la clasificacion de las

participantes.

En un estudio caso-control mas reciente, con una muestra mas amplia (240 casos, 334
controles), se analizaron 33 PFAS (incluidos PFTrDA y 12 isomeros) y se encontro una
asociacion con el riesgo de endometriosis para las concentraciones plasmaticas de
PFOA, PFOS total y dos isdmeros ramificados de PFOS (1m-PFOS y 6m-PFOS), pero
no para PFTrDA (Ao et al., 2024). Sin embargo, no todos los controles fueron sometidos
a laparoscopia, por lo que no se puede descartar un error de clasificaciéon. En
contrapartida, otro estudio caso-control que si utilizé laparoscopia o laparotomia para
el diagnostico (75 casos, 12 controles) no encontr6 una asociacion significativa entre
ningin PFAS vy el riesgo de endometriosis (Matta et al., 2022). De igual forma, un
estudio de cohorte (n = 373) no hallé6 ninguna asociacion significativa entre las
concentraciones de PFAS en el agua de consumo y el riesgo de endometriosis

(Hammarstrand et al., 2021).
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Las discrepancias entre estudios pueden atribuirse a diferencias en el criterio
diagnostico, el momento de recogida de las muestras, el tipo de matriz bioldgica
analizada, los PFAS estudiados y las covariables utilizadas en los modelos de ajuste
(Tabla suplementaria S3). En el presente estudio, la presencia o ausencia de tejido
endometridsico fue determinada con precision mediante cirugia laparoscopica o
laparotomia y confirmada por anadlisis histoldgico, lo cual descarta un sesgo de
clasificacion. Ademas, todas las muestras se recogieron en ayunas, a primera hora de
la manana y antes de la intervencion quirargica, con el fin de minimizar errores de

clasificacion en la exposicion.

Algunos autores han informado que la exposicion a PFHxS, el PFAS mas abundante
de la suma de SC PFAS y el que mayor peso en el efecto sobre el riesgo de la
enfermedad muestra en nuestro estudio, aumenta los niveles circulantes de E2 en
mujeres mediante la regulacion de la expresion génica (Li et al., 2024; Rivera-Nufez et
al., 2023; Yang et al., 2022). Este hallazgo es coherente con estudios in vitro que
muestran que PFOS y PFHxS aumentan la expresion de TFF1 mRNA y EGR3 mRNA,
genes regulados por estrogenos, y potencian efectos estrogénicos (Li et al., 2020). Tras
este incremento de regulacion génica, el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal regularia la
produccion y liberacion de hormonas reproductivas para restablecer la funcion

endocrina alterada por los PFAS (Rickard et al., 2022).

Nuestros resultados sugieren que la exposicion a ciertos PFAS de cadena corta puede
ejercer un efecto similar al de PFAS de cadena larga, mientras que la asociacion
observada con PFTrDA es la primera vez que se reporta. Estudios en peces cebra
mostraron que la exposicion de hembras a PFTrDA reduce la expresion del gen vtgl,
cuya transcripcion estd inducida por compuestos estrogénicos que se unen a receptores
de estrogenos especificos (Jo et al., 2014). Se ha demostrado también que el PFTrDA
afecta negativamente la funcion de las células de Leydig en hombres al reducir los

niveles del factor 3 similar a la insulina (insulin-like factor 3), una hormona peptidica
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cada vez mas reconocida como marcador especifico de la funcién de estas células, cuya
deficiencia se ha relacionado con insuficiencia ovarica prematura en mujeres (Zhu et

al., 2021).

Hasta la fecha, s6lo un estudio caso-control bicéntrico de mayor tamano muestral que
nuestro estudio (240 casos y 334 controles) ha evaluado la asociacion entre
endometriosis y concentraciones sanguineas de una mezcla de 14 PFAS (Ao et al,,
2024). Los autores hallaron una asociacion entre la mezcla de PFAS y un mayor riesgo
de endometriosis en modelos ajustados por edad, IMC, nivel educativo, tabaquismo,
consumo de alcohol, centro de estudio y niimero de embarazos (OR = 1,24; IC 95% =
1,05-1,48 por incremento de un cuartil en la concentracion de la mezcla). Esto es
parcialmente consistente con el incremento del riesgo observado en nuestro trabajo
(OR =1,66; IC 95% = 0,73-3,80), aunque los compuestos incluidos en la mezcla difieren
entre ambos estudios. Ao et al. (2024) incluyeron en el modelo de mezcla los PFAS con
mayor asociacion en los modelos individuales (n-PFOS, 1m-PFOS, 6m-PFOS, ¥3,4,5m-
PFOS, PFPeS, PFHpS, PFOA, PFHpA, PENA, PFDA, PFUdA, PFDoDA, 6:2 CI-PFESA
y 8:2 CI-PFESA), entre los cuales no se encontraban PFHxS ni PFTrDA, los PFAS

asociados con endometriosis en el presente trabajo.

Entre las limitaciones de nuestro estudio se encuentra el tamafio muestral
relativamente reducido, que puede haber dado lugar a estimaciones imprecisas del
efecto. Sin embargo, este el tamafo muestral se vio limitado en gran parte por la
dificultad para reclutar mujeres que cumplieran con los criterios de inclusidn,
particularmente el diagnostico quirargico. Ademas, debido al disefio del estudio, las
ORs obtenidas podrian estar sobreestimadas, dado que la endometriosis es una
condiciéon con una prevalencia relativamente elevada. En segundo lugar, la poblacion
de estudio esta constituida por mujeres en edad fértil de un area geografica
determinada, lo que limita la extrapolacion de los resultados a otras poblaciones. En

tercer lugar, la lactancia materna podria actuar como variable de confusion, como se
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contempla en el DAG, pero no fue posible incluirla en los modelos porque habia un
porcentaje alto de datos faltantes. Por ultimo, dado el cardcter persistente y
acumulativo de los PFAS y el retraso diagndstico habitual en la endometriosis, de hasta
una década tras la aparicion de los primeros sintomas (Ellis & Wood, 2024), no
podemos establecer con certeza si la exposicion precede al desarrollo de la

enfermedad.
6.2 VARIANTES GENETICAS DESCRITAS EN ENDOMETRIOSIS

6.2.1 Revision sistematica de variantes genéticas en endometriosis

Los 17 articulos publicados entre 2017 y 2024 recogen datos de 421 mujeres con
endometriosis estudiadas mediante tecnologia NGS. En total, se identificaron
variantes en 951 genes, 859 en linea somatica (90,3%) y 104 en linea germinal (10,9%),
con 12 genes comunes en ambas lineas, entre los que se encontraron 45 genes que se

repetian en mas de un estudio y 24 previamente reportados por estudios GWAS.

La tecnologia NGS ha facilitado el descubrimiento de nuevos genes candidatos, y la
interpretacion de variantes ha mejorado gracias a las directrices publicadas por el
ACMG/AMP, lo que conlleva beneficios diagnosticos y terapéuticos (Richards et al.,
2015). Sin embargo, el escaso naumero de estudios elegibles confirma que la NGS atin
no ha sido incorporada de manera sistematica en la busqueda de variantes somaticas
y germinales asociadas a la endometriosis, lo que podria explicarse tanto por el
elevado coste de la NGS como por la menor inversion que historicamente se ha
destinado a la investigacion de enfermedades que afectan predominantemente a
mujeres, como la endometriosis (Temkin et al., 2022). De hecho, solo tres estudios
incluidos en esta revision tenian un disefio caso-control, siendo la mayoria casos
clinicos o series de casos derivados de la practica clinica habitual mas que de estudios
planificados y, por tanto, con disefios adecuados. Ademas, se observo una amplia

heterogeneidad en las estrategias utilizadas para identificar nuevas variantes genéticas
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asociadas a la endometriosis, asi como en el tamano muestral, la potencia estadistica y

la forma de presentacion de los resultados.

Los estudios genéticos de asociacion en enfermedades multifactoriales se basan
principalmente en disefios caso-control o en estudios de ligamiento familiar,
sustentados en el concepto de desequilibrio de ligamiento entre los alelos genotipados
y los alelos causales de la enfermedad (Evangelou et al., 2006; Haldar & Ghosh, 2011).
Los estudios caso-control son una estrategia comtn y eficiente para analizar los efectos
de SNPs y permiten explorar multiples factores de riesgo potenciales (por ejemplo,
factores ambientales, geograficos y étnicos). No obstante, requieren tamafos
muestrales grandes y son susceptibles a sesgos si no se controla adecuadamente la
estratificacion poblacional. Este sesgo se mitiga en los estudios de ligamiento familiar
debido al origen genético comun entre los miembros de una misma familia. Sin
embargo, aunque este enfoque resulta adecuado para enfermedades monogénicas,
puede introducir sesgos en enfermedades multifactoriales, ya que los familiares suelen
compartir también exposiciones ambientales y esto puede no ser tenido en cuenta
(Evangelou et al., 2006; Gjerdevik et al., 2020; Haldar & Ghosh, 2011). De esta forma,
la penetrancia de las variantes podria estar sobreestimada en series de casos clinicos o
de familiares frente a los casos no seleccionados, dado que una presentacion clinica
especifica tiende a sobrevalorar la penetrancia de las variantes supuestamente causales
(Forrest et al., 2022; Wright et al., 2019). Por tanto, como enfermedad multifactorial, la
endometriosis requiere un control riguroso de las poblaciones de estudio para obtener
evidencia valida sobre la magnitud del riesgo genético, basada en la frecuencia de las
variantes identificadas tanto en casos como en controles (Gjerdevik et al., 2020; Haldar

& Ghosh, 2011).

Solo tres estudios incluidos en esta revision incluyeron grupos control (Liu et al., 2022;
Santin et al., 2023; Suda et al., 2018). Ademas, tiinicamente dos de los cuatro estudios

de ligamiento familiar intentaron validar sus resultados (Nousiainen et al., 2023; Y.
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Zhu et al., 2022), y lo hicieron solo en casos, sin incluir controles, lo que impide estimar
el verdadero riesgo asociado a las variantes. Ni los estudios de casos ni el resto de las
series de casos validaron sus hallazgos en cohortes independientes con grupo control.

Estas limitaciones impidieron la realizacion de un metaanalisis.

El conocimiento actual sobre SNPs asociados a endometriosis proviene principalmente
de estudios GWAS, pero sus resultados han sido inconsistentes, y solo una fraccion de
las variantes identificadas por GWAS han sido validadas en estudios por NGS. En esta
revision, la NGS solo identifico 24 de los mas de 300 genes descritos por GWAS como
potencialmente asociados al riesgo de endometriosis en el catdlogo GWAS (Sollis et al.,
2023) y otras publicaciones (Adachi et al., 2010; Albertsen et al., 2013; Chou et al., 2021;
T. Masuda et al.,, 2020; Méar et al., 2020; Nyholt et al., 2012; Painter et al., 2011;
Rahmioglu et al., 2023; Sapkota et al., 2017; Sobalska-Kwapis et al., 2017; Uimari et al.,
2017; Uno et al., 2010; Venkatesh et al., 2024; W. Wang et al., 2017) (Tabla 14). Entre los
factores que podrian explicar esta discrepancia se encuentran, incluyendo diferencias
en la etnicidad de las poblaciones, el enfoque diagnostico de la endometriosis, las
estrategias de secuenciacion, la sensibilidad clinica o analitica de las pruebas y las

técnicas empleadas para el filtrado de variantes y su clasificacion.

De los 17 estudios revisados, 8 se realizaron en Europa, 6 en Asia, 2 en Norteamérica
y 1 en Asia y Norteamérica conjuntamente. No se identificaron estudios procedentes
de Australia o Africa, lo que sugiere que el uso de pruebas genéticas sigue siendo poco
frecuente en algunas regiones del mundo. Esta distribucion limitada podria afectar la
generalizacion de los hallazgos a poblaciones con diferentes contextos genéticos. Entre
los 17 estudios incluidos, 14 aplicaron el gold standard para la endometriosis, es decir,
la inspeccion visual (laparoscopica) del area pélvica, lo que garantiza que los

resultados corresponden a casos confirmados de la enfermedad.

En cuanto a la tecnologia de secuenciacion usada, 15 estudios utilizaron WES, que se

enfoca en las regiones codificantes del genoma (aproximadamente el 2%) y abarca el
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85% de las variantes patogénicas conocidas. Sin embargo, no todas las regiones
exOnicas pueden evaluarse mediante WES, y las regiones no codificantes no se
secuencian, lo que limita la deteccion de variantes funcionales fuera de los exones.
Estas solo pueden estudiarse mediante WGS, una técnica con mayor rendimiento
diagndstico, pero también con un coste mas elevado. Ademas, 4 de los 17 estudios con
WES utilizaron paneles de genes especificos, utiles para validar resultados
previamente descritos, pero no para descubrir nuevas variantes, lo que ademas
dificulta la comparacion con futuros estudios. La WES resulta una estrategia adecuada
cuando se aplica de forma integral, siendo mas rentable que la WGS y mas completa
que la secuenciaciéon dirigida a paneles de genes. Ningun estudio incluido en esta
revision utiliz6 WGS, a pesar de que esta técnica mejora la deteccién de variantes
estructurales, variantes en regiones ricas en GC y variantes en regiones reguladoras no
codificantes (Pagnamenta et al, 2023). Muchas de las variantes asociadas a
endometriosis reportadas por GWAS se sitian en regiones intronicas no detectables
por paneles personalizados ni por WES, por lo que no pudieron evaluarse en esta
revision. Los estudios pudieron examinar el genoma completo, el exoma o un conjunto
selecto de genes segtn la tecnologia empleada, pero la informacién de qué genes
fueron evaluados solo fue descrita en 7 de los 17 estudios. Algunos usaron paneles
oncologicos predisefiados y otros seleccionaron genes descritos en la literatura, lo que
anade heterogeneidad y complica aun mas la comparacion entre estudios. Como

vemos, el valor diagnostico de cada técnica depende de la region genomica analizada.

Los resultados de cualquier secuenciacion NGS, ya sea mediante WGS, WES o paneles
personalizados, requieren necesariamente un proceso de filtrado de las variantes
encontradas para reducir el nimero de aquellas que requieren interpretacion. La
cobertura de profundidad por gen se informa en seis estudios, y la variabilidad en este
parametro puede influir en la tasa diagnodstica, ya que una baja cobertura (por ejemplo,

por escaso numero de lecturas o dificultades en el mapeo) disminuye la probabilidad
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de detectar variantes patogénicas. Cinco estudios emplearon herramientas adicionales
(PCR digital o secuenciacion Sanger) para verificar sus hallazgos. La informacion sobre
las variables de secuenciacion de cada estudio se detalla en el Anexo 4, Tabla

Suplementaria S3.

Todos los articulos hallaron variantes genéticas en pacientes con endometriosis. Sin
embargo, las comparaciones entre estudios estan limitadas por las diferencias en la
cobertura génica y los enfoques en el filtrado de variantes. Actualmente no existen
guias estandarizadas sobre la busqueda de nuevas variantes mediante NGS (Rotunno
et al., 2021), lo que pone de manifiesto la necesidad de establecer criterios de consenso
apropiados. Uno de ellos es la MAF, que deberia ajustarse segun la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion, dado que ciertas variantes en enfermedades
multifactoriales pueden oscilar de muy raras (MAF < 0,01) a frecuentes (MAF < (,1).
Considerando que la endometriosis afecta aproximadamente al 10% de la poblacion,
aplicar un umbral de MAF demasiado bajo podria excluir variantes mas comunes que

también podrian contribuir a la aparicion de la enfermedad.

En esta revision, se encontraron variantes en 45 genes que se repetian en mas de un
estudio (ABL2, ARHGAP35, ARID1A, ATP1A4, BMF, BRIP1, CSMD1, CSMD3,
CTNNB1, DLGAP3, DMD, DNAH7, DSCAM, FAM161B, FAT3, FGFR4, GEN1, GPR128,
HEATR1, HERC2, HIP1, KLHL6, KRAS, LONRF1, MTUS2, MUC16, MUC3A, MYH13,
MYO3A, NCOA1, NEB, PCDHGA1, PCMTD1, PIK3CA, PKD1L1, PPP2R1A, PTEN,
PTPN13, RNASEL, SYNE1, SYNE2, TP53, TTN, TYK2 y ZNF366) (Tabla 15). S6lo dos
de ellos (TP53, SYNET) habian sido identificados previamente por GWAS, mientras
que otros 22 genes mas de los recogidos en un solo estudio ya habian sido reportados
por GWAS (ACTL9, CCDC170, CIITA, CNTLN, CSMD1, CYP19A1, ESR1, FAM120B,
FN1, GREBI1, ID4, IL1A, KCNG2, MAP3K4, MPP4, OR10P1, PRUNE2, SMARCA?2,
VEGFA, VEZT, WT1y ZEB2) (Tabla 14). La deteccion de variantes no identificadas en

GWAS podria deberse a los estrictos criterios estadisticos aplicados en estos estudios,
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que, con el objetivo de reducir los falsos positivos, establecen un valor de significacion
de p <5 x 108 lo que a su vez también incrementa el riesgo de falsos negativos

(Marigorta et al., 2018).

Los analisis de enriquecimiento funcional realizados sobre los genes mas relevantes
identificados en la revisidn sistematica aportaron informacion clave sobre los
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo y la persistencia de las lesiones
endometriosicas. El término mas significativamente enriquecido fue GO:0010628, que
estd relacionado con la regulacion positiva de la expresion génica y que incluye genes
vinculados a la inflamacion, la proliferacion celular y la angiogénesis como IL1A,
CTNNBI, TP53 y VEGFA. De hecho, IL1A es un gen que codifica para una citoquina,
conocida por activar la respuesta inmune en el microambiente peritoneal de las
mujeres con endometriosis, contribuyendo de esta forma a la persistencia de las
lesiones y la sefializacion inflamatoria sostenida (Sapkota et al., 2015). Asimismo,
VEGFA juega un papel relevante en el desarrollo de la angiogénesis, un proceso que es
crucial para la vascularizacion y mantenimiento de las lesiones ectdpicas y cuya
sobreexpresion se ha descrito en tejido endometriosico (Young et al., 2015; M. Zhang

et al., 2023).

El segundo término mas enriquecido fue GO:0043542, el cual esta relacionado con la
migracion de células endoteliales y contiene genes como FN1, VEGFA y PIK3CA, que
son conocidos por facilitar la motilidad del endotelio celular y remodelar la matriz
extracelular, dos procesos que son esenciales para la adhesion e invasion del tejido
endometrial a localizaciones ectdpicas. En linea con lo anterior, la angiogénesis
mediada por VEGFA es critica para la expansion del tejido endometridsico a
localizaciones ectdpicas. Ademas, se ha descrito que la activacion aberrante de la via
PIBK/AKT/mTOR en la endometriosis, de la que PIK3CA es un gen clave, favorece la
angiogénesis y supervivencia celular (M. Zhang et al., 2023). La inhibicion de esta via

se investiga como una posible opcion de tratamiento para la endometriosis, basada en
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la inhibicion de la angiogénesis, en particular de los pequenos vasos, lo que se ha visto

es una estrategia clinica eficaz en otras patologias como el cancer (Cheng et al., 2025).

El tercer término enriquecido mas significativo fue GO:0045944, el cual se corresponde
con la regulacion positiva de la transcripcion por ARN polimerasa II y que engloba
genes relacionados con la regulacién genética hormono-dependiente como son ESR1,
NCOA1, CIITA, STAT3, CINNB1 y PTEN. Estos genes juegan un papel crucial
modulando la respuesta transcripcional que participa en la sefializaciéon hormonal, la
inmunomodulacion, la apoptosis, la angiogénesis y la proliferacion celular,
fundamentales en la patogénesis y progresion de la endometriosis. La desregulacion
de la actividad de la RNA polimerasa tipo II en el tejido endometriosico puede
favorecer la supervivencia y capacidad de invasion de células endometriales ectdpicas.
El gen PTEN es un conocido supresor tumoral que regula la RNA polimerasa II
mediante la desfosforilacion de su dominio C-terminal, y la pérdida de funcion de
PTEN aumenta la fosforilacion de la RNA polimerasa II y la transcripcidon aberrante de
genes relacionados con la proliferacion y la supervivencia celular (Abbas et al., 2019;
Steinbach et al., 2019). En paralelo, CTNNBI, que codifica la [-catenina, esta
frecuentemente activado o mutado en el tejido endometriosico, lo que favorece la
acumulacion nuclear de (-catenina y la induccion de la via Wnt/p3-catenina,
promoviendo la invasion celular y la resistencia a la apoptosis (Eritja et al., 2021). La
activacion persistente del receptor de estrdgenos es otra consecuencia de la alteracion
de la regulacion transcripcional en la endometriosis. El gen ESR1 y su coactivador
NCOA1, ambos esenciales en la sefializacion estrogénica necesaria para la funcion
endometrial, presentan alteraciones en su regulacion que favorecen la proliferacion
celular anémala y la resistencia a la progesterona caracteristicas de la endometriosis.
Aunque el gen ESR1 a menudo se encuentra hipermetilado y su expresion disminuida
en los endometriomas ovaricos (Zhao et al., 2016), la actividad alterada de NCOA1

puede seguir sosteniendo la actividad transcripcional que responde a los estrogenos a
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través de vias reguladoras alternativas, lo que refuerza la naturaleza inflamatoria y
hormono-dependiente de la enfermedad (Zelenko et al., 2012). Ademas, la evasion
inmunitaria se ve facilitada por la desregulacion de la via JAK/STAT3, esencial para la
sefalizacion de las células inmunitarias, y especialmente por la fosforilacion de STATS3,
que estd mas expresada en el endometrio eutdpico de las pacientes con endometriosis
(B. G.Kim et al., 2015). El tofacitinib se ha propuesto como terapia dirigida para reducir
la fosforilacion de STAT3 en las células estromales y epiteliales del endometrio
eutdpico, promoviendo la regresion de la endometriosis y reduciendo la carga de

adherencias (Kotlyar et al., 2021).

El analisis de conglomerados de los 66 genes de interés, utilizando la base de datos
STRING vy el algoritmo k-means, revel6 un conglomerado predominante de 35 genes
altamente interconectados, lo que sugiere su fuerte cohesion funcional y su posible
participacion en vias bioldgicas compartidas. Este claster incluye varios genes, como
CTNNBI1, PIK3CA, PTEN, TP53, ESR1 y NCOAI, cuya via puede participar en la
sefializacion hormonal, la modulacién inmunitaria, la regulacion transcripcional y los
procesos relacionados con el cancer, en particular el cancer de endometrio (Zondervan
et al., 2020), con el que la endometriosis, a pesar de ser una afeccion benigna, comparte
varias caracteristicas moleculares, como el crecimiento invasivo, la resistencia a la
apoptosis, la angiogénesis y el potencial de recurrencia (Anglesio et al., 2017). Un
aumento del nimero de cluster por encima de k = 5 dio lugar principalmente a
agrupaciones de un solo gen, sin subdivision del cltster predominante, lo que subraya
el alto grado de parentesco funcional entre estos 35 genes. Por su parte, el segundo
claster contenia 10 genes (CSMD1, CSMD3, DMD, MUC16, MUC3A, MYH13, NEB,
SYNE1, SYNE2 y TTN) y estaba asociado con vias relacionadas con la contraccion del
musculo estriado. Aunque no estan directamente relacionados con la etiologia clasica
de la endometriosis, estos genes pueden ser relevantes para la remodelacion muscular

o la senalizacion nociceptiva asociada al dolor pélvico en la enfermedad (As-sanie et
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al.,, 2019). El tercer grupo enriquecido esta formado por BRIP1 y GEN1 y se relaciona
con funciones de reparacion del ADN, concretamente en la resolucion de bucles D a
través de uniones Holliday. BRIP1, una helicasa del ADN implicada en la reparacion
de roturas de doble cadena, y que se ha relacionado con el desarrollo mamario anormal
y el aumento de la proliferacion (Peng et al., 2009), mientras que su papel potencial en
la endometriosis aun esta por explorar. Su presencia en este cluster sugiere que la
alteracion de los mecanismos de reparacion del ADN puede contribuir a la
inestabilidad genomica y a la persistencia de las lesiones en los tejidos
endometridsicos. La anotacion funcional de estos cliisteres pone de relieve procesos
moleculares y mecanismos periféricos potencialmente implicados en la patogénesis y
las manifestaciones clinicas de la endometriosis. El enriquecimiento de genes
implicados en la reparacion del ADN (cluster 3) y en la contraccion muscular y la
organizacion del citoesqueleto (cluster 2) puede reflejar procesos adicionales
relevantes para la motilidad, invasividad o adaptabilidad mecanica de las células
endometriales en sitios ectdpicos. En conjunto, estos hallazgos apoyan un modelo en
el que la transcripcion desregulada, el aumento de la senalizacién inflamatoria y
angiogénica y las respuestas hormonales alteradas contribuyen al establecimiento y la

progresion de las lesiones endometriosicas.

Hasta donde sabemos, ésta es la primera revision sistematica sobre el papel de las
tecnologias NGS en la busqueda de variantes genéticas asociadas a la endometriosis.
Ademas, la comparacion de los resultados con los hallazgos de GWAS, la base del
conocimiento sobre las variantes genéticas asociadas a esta enfermedad, es otro punto

fuerte de nuestro estudio.

No obstante, la interpretacion del conjunto de resultados revisados se ve limitada por
las diferencias entre los articulos en cuanto al disenio del estudio, la metodologia, la
region/genes investigados, el MAF aplicado, la estrategia de filtrado de variantes y su

interpretacion, la nomenclatura y la informacién comunicada. Esta variabilidad
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subraya la necesidad de un consenso sobre normas y estrategias de filtrado para la
identificacion de variantes. Sugerimos que los datos minimos en los estudios de
busqueda de variantes genéticas mediante NGS deberian incluir: caracteristicas de los
participantes, técnica de NGS, analisis/interpretacion de variantes segtin las directrices

ACMG/AMP y presentacion de resultados segtin el NIH (Landrum et al., 2014).

En conjunto, estos hallazgos sugieren la existencia de un patrén en el que la
desregulacion transcripcional, la activacion de sefiales inflamatorias y angiogénicas y
las respuestas hormonales alteradas contribuyen al establecimiento y progresion de

las lesiones en pacientes con endometriosis.

6.2.2 Variantes genéticas halladas en los casos del proyecto EndEA

Una vez realizada esta revision sistematica e identificados los genes potencialmente
implicados en la etiologia y progresion de la endometriosis, se procedio a explorar la
presencia de variantes en dichos genes en las mujeres con endometriosis incluidas en
el proyecto EndEA. Cabe recordar que estas participantes fueron diagnosticadas
mediante cirugia laparoscopica con confirmacion histologica, considerado el gold
standard diagndstico, lo que garantiza que los casos incluidos la padecen y confiere un

elevado valor a los resultados genéticos obtenidos.

Los hallazgos mostraron variantes genéticas raras en el 88% de las muestras de las
mujeres con endometriosis a lo largo de 38 de los 66 genes investigados. No obstante,
aunque los 66 genes considerados relevantes a partir de los resultados de la revisién
sistematica fueron incluidos en el andlisis, varios de ellos presentan caracteristicas que

hacen que la interpretacion de sus variantes suponga un desafio.

Esta complejidad deriva de una serie de caracteristicas intrinsecas al gen y a su
secuenciacion por la tecnologia NGS, que provoca un incremento en la probabilidad
de identificar variantes clasificadas como VUS que, como se ha senalado,

representaron el 97 % de nuestros hallazgos y requieren, por tanto, una interpretacion
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cautelosa. Entre estos factores se encuentran: El gran tamano de ciertos genes, lo que
incrementa la probabilidad de detectar variantes al azar; la presencia de multiples
isoformas, que pueden modificar la relevancia funcional de una variante en funcion
del contexto biologico y de la expresion génica en tejidos especificos; la elevada
frecuencia de determinadas variantes en la poblacion general, 1o que dificulta discernir
entre variantes benignas y potencialmente patogénicas en ausencia de correlacion
clinica o funcional; la existencia de regiones gendmicas con baja mapeabilidad o alta
repetitividad, que pueden inducir a errores de alineamiento en las lecturas de ADN
generadas por las tecnologias NGS; y, por ultimo, la homologia con genes similares o
la presencia de pseudogenes, que puede provocar una asignacion incorrecta de

lecturas y variantes.

Los tamanos génicos obtenidos en las muestras analizadas se presentan a
continuacion, ordenados de mayor a menor, segun la fuente Ensembl REST API

(https://rest.ensembl.org), utilizando coordenadas compatibles con UCSC hg38

(GRCh38). Se pueden clasificar como:

- Genes muy grandes con mas de 1.000 kb: DMD, CSMD1, CSMD3.

- Genes grandes con entre 500 y 1.000 kb: FAT3, MTUS2, SYNEI.

- Genes moderadamente grandes de entre 300 y 500 kb, ESR1, CNTLN, DNAH7, TTN,
PRUNE?2, NEB.

- Genes medianos de entre 100 y 300 kb, PTPN13, HERC2, MUC16, PCDHGAI,
ARHGAP35, CCDC170, PTEN, KCNG2.

- Genes pequenios con menos de 100 kb, ARID1A, ADGRG?7, VEZT, PCMTD]1, CIITA,
FN1, ZNF366, CTNNB1, MYH13, HEATR1, MPP4, LONRF1, FAM161B, MUC3A,
VEGFA, FGFR4 e ID4.

Es importante destacar que pequefios cambios dentro de una estructura proteica de
gran tamafo suelen ser mejor tolerados que en proteinas de menor tamafo y, por

tanto, es mas probable que no provoquen un efecto biologico adverso. En estos casos,
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el impacto funcional de una variante dependera de si altera o no el patron de splicing,
y de si los exones afectados se encuentran incluidos en las isoformas transcritas en el
tejido especifico. Por tanto, la evaluacion del impacto de las variantes en estos genes
debe realizarse en un marco contextualizado, que considere tanto la complejidad

estructural y funcional del gen como el contexto tisular.

Como genes de especial dificultad para la interpretacion podemos destacar TTN,
DMD, SYNE1, NEB, CSMD1, DNAH7, HERC2, PTPN13 y FN1. El gen TTN constituye
un caso paradigmatico, ya que a pesar de no tener el locus de mayor longitud es
considerado el gen humano mas grande debido a que cuenta con mas de 350 exones,
mas de 25 isoformas descritas y codifica para la proteina mas larga, la titina, que cuenta
con un tamano aproximado de 35.000 aminodcidos. Ademas, presenta un splicing
alternativo extraordinariamente complejo que da lugar a un elevado numero de VUS
en la poblacion general (Macarthur et al., 2014). Pese a todo, algunas variantes en el
gen TTN se han asociado con miocardiopatia dilatada, por lo que la interpretacion de
sus variantes dependera del contexto (Golbus et al., 2012). De manera similar, el gen
DMD, con 79 exones y mas de 20 isoformas, también se asocia a numerosas VUS, pese
a que sus fenotipos patologicos estan bien caracterizados (Savarese et al., 2020). Otros
genes como SYNET (147 exones), NEB (183 exones), CSMD1 (70 exones), DNAH7 (78
exones), HERC2 (76 exones), PTPN13 (53 exones) y FN1 (con un splicing alternativo
funcionalmente relevante) comparten un perfil de alta complejidad estructural y
funcional que dificulta una valoracion clinica precisa de las variantes encontradas.
Adicionalmente, podemos considerar un segundo grupo de genes que cuentan con
una dificultad moderada en cuanto a la interpretacién de sus variantes, bien por
presentar un tamafo gendmico intermedio, un nimero de exones significativo o por
la existencia de isoformas diversas. En este grupo se incluyen genes como CSMD3,
FAT3, CNTLN, PRUNE2, MUC16, ARGHGAP35, PIK3CA, ARID1A, MYH13 y HEATRI,

todos ellos caracterizados por un nimero de exones y de isoformas que, sin alcanzar
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los niveles de los genes previamente mencionados, superan los umbrales, lo que

dificulta su interpretacion.

Cabe destacar un ultimo grupo de genes analizados que presentan un perfil de
dificultad baja o baja-moderada para la interpretacion de variantes, lo que facilita una
valoracion mas robusta de las variantes identificadas. En este grupo estan los
siguientes: ADGRG7, CCDC170, CIITA, CINNB1, ESR1, FAM161B, FGFR4, ID4,
KCNG2, LONRF1, MPP4, MTUS2, MUC3A, PCDHGA1, PCMTD1, PTEN, VEGFA,
VEZTy ZNF366.

En lo que respecta a la posible limitacion derivada de que los genes presenten una
elevada frecuencia de variantes en la poblacidn general, en nuestro estudio este factor
no representa un problema, ya que todas las variantes identificadas presentan una
MAF inferior a 0,05, lo que descarta la posibilidad de que la elevada frecuencia

poblacional constituya un sesgo o una limitacion en su interpretacion.

Por ultimo, es importante considerar los errores inherentes a las tecnologias NGS,
consecuencia de las caracteristicas intrinsecas del ADN. Es el caso de las regiones de
baja mapeabilidad y alta repetitividad, entre las que destacan aquellas con alto
contenido en dinucledtidos guanina-citosina (GC) (Benjamini & Speed, 2012; Monlong
et al., 2018; Treangen & Salzberg, 2012), que dificultan una amplificacion y
secuenciacion precisas. También destaca la presencia de regiones de homologia
elevada entre genes similares o entre genes y pseudogenes, que pueden originar
errores en la alineacién de los fragmentos secuenciados (Claes et al., 2021). Ambas
circunstancias provocan errores de alineamiento de los fragmentos secuenciados por
NGS dando lugar a variantes errdneas, lo que sigue siendo un reto importante. Con
estas dificultades, entre nuestros genes estudiados nos encontramos con los siguientes:
TTN, DMD, NEB, SYNE1, DNAH7, CSMD1, CSMD3, FN1, HERC2, PTPN13, PRUNE2,
MUC16, MUC3A y MYH13.
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Debido a la dificultad en la interpretacion de variantes, el uso de las herramientas in
silico son de gran ayuda para seleccionar aquellas variantes que puedan resultar de
mayor interés. Nuestros resultados obtenidos a partir de los predictores in silico
proporcionan informaciéon complementaria sobre el posible impacto funcional de las
variantes identificadas. Estos predictores, ampliamente validados en la literatura,
permiten priorizar variantes en funcién de su grado de conservacion evolutiva,
probabilidad de dafio funcional, alteracion de la estructura proteica y sensibilidad del
gen a la pérdida de funcion (Garcia et al., 2022). En algunas variantes de entre los genes
que hemos encontrado de alta complejidad y, por ello, de dificil interpretacion, los
predictores in silico han sugerido un impacto funcional elevado, como es el caso de
ciertas variantes detectadas en los genes CSMD1, CSMD3, DNAH7, FN1, HERC2,
MYH13, NEB, PRUNE2, PIPN13 y TIN. En estas variantes es necesario extremar la
precaucion en su interpretacion, ya que la complejidad intrinseca del gen aumenta el

riesgo de sobredimensionar su relevancia clinica.

Por el contrario, en los genes clasificados como de baja o baja-moderada complejidad
estructural, las variantes que muestran predictores altamente deletéreos merecen ser
consideradas con especial atencidn y ser priorizadas, como es el caso de las variantes
en CCDC170, CIITA, CTNNB1, FAM161B, FGFR4, ID4, KCNG2, LONRF1, MPP4,
MTUS2, PCDHGAI1, VEZT y ZNF366.

En conjunto, la integracion de los resultados de predictores in silico con el analisis de
la complejidad estructural de los genes proporciona un marco mas sélido para la
valoracion de las variantes detectadas, permitiendo jerarquizar aquellas con mayor
probabilidad de relevancia bioldgica y clinica, y subrayando la necesidad de una
interpretacion especialmente cautelosa en genes de elevada complejidad (Garcia et al.,
2022). En las variantes genéticas de nuestra poblacion que han sido priorizadas

siguiendo estos criterios hemos encontrado la presencia de genes asociados a procesos
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bioldgicos clave en el desarrollo de la endometriosis, algunos de ellos compartidos por

distintos genes.

Varias de las variantes prioritarias encontradas en nuestro estudio estdn implicadas en
mecanismos epigenéticos y de la regulacion de la transcripcion, procesos relacionados
con la etiopatogenia de la endometriosis, al proporcionar a las células endometriales
un comportamiento singular y diferente a las células del endometrio eutopico. Estas
alteraciones preceden a su desarrollo y mediante la alteracion de la expresion de genes
que controlan proliferacion, apoptosis y diferenciacion predisponen a las células a
adherirse, resistir la apoptosis y hacerse invasivas (Bulun et al., 2019; Kobayashi et al.,
2024; Li et al., 2014, Wang et al., 2020). Se identificaron variantes en genes que
participan activamente en estos mecanismos de regulacion génica, como los
implicados en la regulacion de la transcripcion mediada por la RNA polimerasa II,
tanto en sentido positivo, CIITA, ID4 y CTNNB1 (GO:0045944), como negativo, CIITA,
ID4, CTNNB1 y ZNF366 (GO:0000122). Ademas, varios de estos genes, como CIITA, y
CTNNBI, también participan en la regulacion positiva (GO:0045893) y CIITA, CTNNB1
e ID4, en la regulacion negativa (GO:0045892) de la transcripcion a nivel del ADN,
evidenciando un papel transversal en el control de la expresion génica. Por otro lado,
CTNNB1, FGFR4, FN1, ID4 y TTN contribuyen a estimular la expresion génica en
general (GO:0010628), mientras que CTNNBI puede también ejercer un efecto
inhibidor (G0:0010629). Este conjunto de funciones sugiere que las proteinas
codificadas por estos genes actian como moduladores claves de la transcripcion en
distintos contextos celulares, pudiendo influir en los desequilibrios moleculares

caracteristicos de la endometriosis.

Por otro lado, la respuesta al estradiol es especialmente relevante en endometriosis por
la dependencia estrogénica del tejido ectopico (Cousins et al., 2023) y, en este contexto,
el gen CTNNBI esta directamente implicado (GO:0032355). También la capacidad de

adhesion de las células endometriales al peritoneo es una etapa clave para la expansion
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del tejido endometridsico (Vercellini et al., 2014), en el que podrian estar implicados
varios de los genes encontrados, como CTNNBI, FN1 y PCDHGI, al haberse
relacionado con la adhesion celular (GO:0007155), mientras que FAT3, CTNNBI y
VEZT se han asociado a la adhesion célula-célula (GO:0098609). En este sentido, la
regulacion de la actividad GTPasa (GO:0043542), en la que participan PIK3CA y FN1,
también favorece la migracion y adhesion celular, procesos clave en la implantacion

de las lesiones.

La transicion epitelio-mesenquimal es un proceso clave para la invasividad y la
implantacion peritoneal en la endometriosis (Zubrzycka et al., 2021) y el gen CTNNBI1
en esta via puede ser muy relevante (GO:0060231). Asimismo, se identificaron genes
asociados a la diferenciacion celular, como CTNNB1 (GO:0045597), cuyo papel en la
diferenciacion aberrante de células estromales contribuye a la resistencia a la
progesterona, e ID4 (GO:0045444), implicado en diferenciacion de adipocitos y
vinculado a la inflamacion y el metabolismo lipidico, cada vez mas relacionados con

la endometriosis.

El microambiente inflamatorio e inmune de la endometriosis también se ve influido
por mecanismos de remodelacion de la cromatina (GO:0006338), en los que intervienen
CIITA, PTPN13 y TTN, modificando la accesibilidad al ADN y la expresion de genes
inmunorreguladores. De manera paralela, la regulacion de la polimerizacion de
filamentos de actina (GO:0030832), dependiente de NEB, favorece la motilidad e
invasividad celular, mientras que la regulacion del crecimiento del blastocisto
(GO:0060745), en la que participa CSMDI, refleja similitudes con la implantacion

ectdpica del tejido endometrial.

El dolor asociado a la enfermedad se relaciona con la neuroangiogénesis, y en este
proceso destacan ID4 y CTNNBI, vinculados a la proliferacion neuronal (GO:0002052).

A nivel vascular, CTNNBI interviene en la regulacion positiva de la apoptosis celular
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endotelial (GO:1905555), proceso que, junto a la senalizacion de VEGF, modula la

angiogénesis y el remodelado vascular en las lesiones.

Por su parte, también hemos encontrado genes que participan en la activacion de vias
que facilitan la supervivencia y proliferacion celular, aspectos indispensables para la
progresion de la endometriosis (Cheng et al., 2025; M. Zhang et al., 2023). Son las vias
dependientes de PI3K/AKT, identificadas aqui con PIK3CA y FN1 (GO:0051897), la
sefalizacion de EGFR mediada por los genes CTNNB1, FGFR4 y PIK3CA (GO:0007173)
y la mediada por FGFR4 y PIK3CA implicadas en la sefializacion del VEGF
(GO:0038084). Son procesos directamente relacionados con la angiogénesis, factor
clave para el establecimiento y mantenimiento de los implantes ectopicos (Young et
al,, 2015; M. Zhang et al., 2023). Estas vias no s6lo promueven la formacioén de nuevos
vasos sanguineos que nutren las lesiones, sino que también facilitan la supervivencia

y proliferacion celular, aspectos indispensables para la progresion de la enfermedad.

La resistencia a la apoptosis es también una caracteristica distintiva de las células
endometridsicas (Wang et al., 2020) y PRUNE2 participa de forma general en esta
regulacion (GO:0006915). En paralelo, CTNNBI puede intervenir tanto en la activacion
del proceso apoptotico (GO:0043065) como en su regulacion por sefalizacion externa

(GO:0043276), dependiendo del contexto celular.

Varias de las variantes prioritarias afectaron a genes asociados a la regulacion positiva
de la proliferacion de poblaciones celulares (GO:0008284), incluyendo CTNNBI,
FGFR4 y FN1, lo que conecta directamente con el altimo de los cinco pasos clave en la
implantacion del tejido endometridsico: La proliferacion andémala de células
endometriales fuera del ttero (Abbas et al., 2019; Eritja et al., 2021; Steinbach et al.,
2019).

Entre las principales limitaciones de este estudio, cabe destacar la imposibilidad de

realizar el andlisis genético en el grupo control. Como se ha sefialado previamente, el
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estudio de enfermedades complejas, como la endometriosis, requiere un adecuado
control poblacional que permita validar los resultados y estimar con mayor precision
la magnitud del riesgo. Esta estimacion debe basarse no solo en la frecuencia de
identificacion de variantes en los casos, sino también en los controles y sélo asi seria
posible calcular con mayor exactitud el riesgo poligénico, cuyo objetivo es integrar el
efecto combinado de cientos o miles de SNPs para estimar el riesgo genético

individual.

En conjunto, estos hallazgos ponen de manifiesto que los genes priorizados no solo
presentan variantes con potencial impacto funcional, sino que ademads convergen en

procesos biologicos fundamentales para el inicio y progresion de la endometriosis.

6.3 PERSPECTIVA INTEGRADORA DE LA SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y LA

EXPOSICION AMBIENTAL EN EL DESARROLLO DE LA ENDOMETRIOSIS
Para finalizar, se plantea la posibilidad de integrar ambos enfoques y explorar como la
exposicion ambiental a una familia de DEs de gran relevancia sanitaria, los PFAS,
podria actuar sobre una base genética predisponente. En este sentido, parece plausible
que las mujeres portadoras de ciertas variantes genéticas pudiesen presentar una
mayor susceptibilidad a los efectos de los PFAS u otros DEs, lo que amplificaria el
riesgo de desarrollar endometriosis. Con esta hipdtesis, en mujeres sin variantes
genéticas relevantes, la exposicion a PFAS podria no ser suficiente por si sola para
provocar la enfermedad, mientras que, en mujeres con ciertas variantes de riesgo, la
predisposicion genética subyacente podria aumentar la vulnerabilidad a padecerla en
caso de existir desencadenantes ambientales. No obstante, este planteamiento requiere
ser evaluado mediante estudios especificamente disefiados para analizar dicha

interaccion.

En nuestro estudio se observo que la exposicion a ciertos PFAS de cadena corta y larga,
especialmente PFHxS y PFTrDA, se asociaron con un incremento en la probabilidad

de desarrollar endometriosis. Estos compuestos son conocidos por su capacidad de
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actuar como DEs, modulando la sefializaciéon hormonal, promoviendo procesos
inflamatorios cronicos y afectando vias clave implicadas en la patogénesis de la
enfermedad, como la angiogénesis o la migracion celular. Paralelamente, los
resultados de la revision sistematica sobre variantes genéticas identificadas mediante
tecnologia NGS apuntaron a la implicacion de genes clave en estas mismas rutas
bioldgicas como, por ejemplo, los genes ESR1, CTNNB1, PTEN y VEGFA, entre otros.
Ademas, se detectaron variantes en estos genes en algunas mujeres con endometriosis

analizadas por WES en nuestro estudio.

Los mecanismos moleculares alterados en los que convergen la exposicion a PFAS y la

predisposicion genética son los siguientes:

- Sefalizacién hormonal:
Las mujeres con variantes en el gen ESR1, que codifica ERa, o en su coactivador
NCOA1, implicados en la sefializacion estrogénica, podrian ser mas vulnerables a los
efectos estrogénicos de PFAS como PFHxS y PFTrDA. Se conoce que el gen ESR1
desempena un papel clave en los tejidos reproductivos y no reproductivos del cuerpo
humano (Arnal et al., 2017). En la endometriosis, la activacion persistente de este
receptor constituye una de las principales consecuencias de la desregulacion
transcripcional, favoreciendo la proliferacion y supervivencia de las células ectopicas.
El gen ESR1 y su coactivador NCOA1 son mediadores clave de la sefalizacion
estrogénica. Asi, el gen NCOAI1, que codifica el coactivador 1 del receptor nuclear,
modula la senalizacion estrogénica actuando como coactivador transcripcional de
ESRI, el cual es necesario para la funcién endometrial. En este contexto, diversos
estudios han sefialado que la exposicion a PFAS puede inducir un aumento de la
expresion de ESR1, lo que podria amplificar la sefializacion estrogénica y reforzar estos
mecanismos patologicos (Chen et al., 2016; Du, Hu, et al., 2013; Du, Huang, et al., 2013).
De manera especifica, algunos autores han mostrado que la exposicion a PFHxS, el

PFAS mas abundante de la suma de los PFAS de cadena corta y el que mayor peso en
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el efecto sobre el riesgo de la enfermedad muestra en nuestro estudio, se asocia con
niveles circulantes elevados de E2 en mujeres, mediante la regulacion de la expresion
génica (Li et al.,, 2024; Rivera-Nufez et al., 2023; Yang et al., 2022). Este hallazgo es
coherente con estudios in vitro que muestran que PFOS y PFHxS aumentan la
expresion de TFF1 mRNA y EGR3 mRNA, genes regulados por estrogenos, y

potencian efectos estrogénicos (Li et al., 2020).

- Angiogénesis:
La angiogénesis desempefia un papel importante en la patogeénesis y la fisiopatologia
de la endometriosis, y varios genes estan implicados en este proceso molecular (Taylor
et al., 2002). Entre ellos, destaca el gen VEGFA, que es crucial para la vascularizacion y
la expansion del tejido endometridsico a localizaciones ectopicas y cuya
sobreexpresion se ha reportado en el tejido endometridsico (Young et al., 2015; Zhang
et al., 2023). En este sentido, como parte del proyecto EndEA, se estudio la expresion
génica en tejido endometridsico de 33 casos, encontrandose que 23 de ellas (66%)
presentaban expresion de VEGFA y su receptor soluble sVEGFR-1 (Peinado, Olivas-
Martinez, Lendinez, et al., 2023). Paraddjicamente a lo que cabria esperar, diversas
investigaciones sobre la exposicion a PFAS en otros contextos patoldgicos como la
preeclampsia, apuntan a que estos compuestos pueden ejercer un efecto anti-
angiogénico, al interferir con vias de sefializacién como PPARYy y VEGFR2 (Forsthuber
et al., 2022; Li et al., 2021). Se ha visto que los PFAS disminuyen el VEGFR?2, la diana
ascendente del VEGF, a nivel transcripcional y, en concreto, PFOS y PFHPS pueden
suprimir la angiogénesis mediante la atenuacion de la sefalizacion mediada por
VEGFR2, lo que proporciona un mecanismo molecular que vincula ciertos PFAS con
la desregulacion de las vias angiogénicas (Mishra et al., 2025). Este contraste subraya
la complejidad de las interacciones entre contaminantes ambientales y rutas
moleculares clave, y pone de manifiesto la necesidad de realizar mas estudios que

aclaren el impacto especifico de los PFAS en el contexto de la endometriosis.
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- Regulacion transcripcional:
La desregulacion de la actividad de la RNA polimerasa II en el tejido endometriosico
se ha relacionado con una mayor supervivencia y capacidad invasiva de las células
endometriales ectdpicas. Varios estudios han destacado el papel del gen PTEN
(Anglesio et al., 2017; Lalami et al., 2021), un conocido supresor tumoral que regula la
actividad de la RNA polimerasa II mediante la desfosforilaciéon de su dominio C-
terminal. La pérdida de funcién de PTEN conduce a un aumento de la fosforilacion de
esta polimerasa y a una transcripcion aberrante de genes implicados en la proliferacion
y supervivencia celular (Abbas et al., 2019; Steinbach et al., 2019). Recientemente, un
estudio sugirid que proteinas clave, incluida PTEN, podrian participar en vias
moleculares asociadas con alteraciones vinculadas al cancer inducidas o moduladas

por la exposicién a PFAS (Hong et al., 2025).

- Adhesion e implantacién del tejido ectdpico:
El gen CTNNBI, que codifica la (-catenina, desempefia un papel central en la
patogenia de la endometriosis. Su activacion o mutacién en el tejido endometriosico
promueve la acumulacion nuclear de (-catenina y la activacion de la via de
sefializacion Wnt/B-catenina, un mecanismo que favorece la invasion celular y la
resistencia a la apoptosis (Eritja et al., 2021), habiéndose asociado el aumento de la
expresion de CTNNBI con la extension de la enfermedad (Varga et al.,, 2022). La
activacion de esta via contribuye al inicio de la fibrosis circundante (Matsuzaki &
Darcha, 2013) y potencia procesos fundamentales para el desarrollo de la
endometriosis, como la proliferacion, la implantacion y la invasion de tejido ectopico
(Matsuzaki & Darcha, 2012). Ademas, se ha demostrado que CTNNBI ejerce un papel
determinante en la adhesion, invasion y capacidad metastasica del tejido endometrial
a través de esta misma via de sefalizacion (Heinosalo et al.,, 2018). De forma
complementaria, algunos trabajos sugieren que la regulacion andémala de CTNNBI

podria distorsionar el mesodermo, favoreciendo la localizacion ectopica de células
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madre e induciendo el desarrollo de lesiones endometriosicas (Lagana, Vitale, et al.,
2017, Matsuzaki & Darcha, 2012). Paralelamente, existen evidencias de que
determinados PFAS pueden modular esta via. En concreto, el PFDA ha demostrado
inducir la polarizacién de macréfagos M2 a través de la sefializacion Wnt/p-catenina y
facilitar también la relocalizacion nuclear de -catenina (Cui et al., 2024). En dicho
estudio, los niveles de expresion de (3-catenina fueron significativamente superiores en
las células tratadas con PFDA, tanto a nivel de ARN mensajero como de proteina total,

confirmandose también un aumento en su translocacion nuclear.

En conjunto, los hallazgos de esta tesis refuerzan la importancia de adoptar un enfoque
multidisciplinar que integre tanto la predisposicion genética individual como la
exposicion ambiental acumulada a lo largo de la vida. Este planteamiento resulta
especialmente relevante, ya que la interaccion entre factores genéticos y contaminantes

ambientales sigue constituyendo una importante laguna de conocimiento.

El uso combinado de marcadores genéticos y ambientales podria facilitar el desarrollo
de herramientas predictivas mds precisas, capaces de identificar subgrupos de mujeres
con mayor vulnerabilidad, asi como la implementacion de intervenciones preventivas
y estrategias de manejo clinico mas personalizadas. Sin embargo, en nuestro estudio
no fue posible evaluar la interacciéon gen-ambiente debido a la ausencia de datos
genéticos en el grupo control, lo que constituye una de sus principales limitaciones y
restringe la posibilidad de estimar la contribucion relativa de ambos factores al riesgo

de desarrollar endometriosis.

Asimismo, estos resultados subrayan la necesidad de seguir profundizando en el
estudio de los contaminantes emergentes y de promover politicas publicas que
fomenten la reduccion de la exposicion ambiental a estas sustancias mediante una
legislacion mas estricta y recomendaciones dirigidas a mujeres en edad fértil, con el

objetivo de mitigar su posible impacto sobre la salud reproductiva femenina.
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6.4 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Esta Tesis Doctoral presenta como principal fortaleza el disefio metodoldgico y
conceptual del proyecto EndEA, que ha permitido una seleccion cuidadosa de las
participantes y constituye un marco robusto para el desarrollo de los objetivos
planteados. Entre los principales puntos fuertes destaca el empleo de criterios
diagnodsticos rigurosos, basados en la visualizacion laparoscopica directa con
confirmacidn histologica de las lesiones, lo que es considerado el gold standard en el
diagnostico de la endometriosis. Este enfoque ha permitido minimizar de manera
sustancial el riesgo de errores de clasificacién, maxime cuando la tendencia actual es
realizar tratamientos mds conservadores y menos invasivos lo que ha reducido el
numero de intervenciones quirtrgicas y, por ende, la disponibilidad de muestras
provenientes de pacientes diagnosticadas mediante este método. Ademas, la
clasificacion quirurgica de las pacientes se realizd siguiendo la escala de la ASRM, el
sistema mas extendido y empleado en la préctica clinica, lo que facilita la

comparabilidad de los resultados con otros estudios.

Otro aspecto destacable es que las muestras de plasma se recogieron en condiciones
homogéneas, en ayunas y antes de la intervencion quirurgica, lo que reduce el riesgo
de sesgos derivados de la variabilidad preanalitica en la determinacion de la

exposicidn a toxicos ambientales.

En lo que respecta a la revision sistematica incluida en esta tesis, se ha aplicado una
estrategia exhaustiva de busqueda, cribado y sintesis de las variantes genéticas
asociadas a la endometriosis e identificadas mediante NGS. Esta caracterizacion de
variantes ha permitido integrar la evidencia actual y relacionarla con rutas bioldgicas

de especial relevancia para el desarrollo de la enfermedad.

No obstante, esta Tesis Doctoral también presenta limitaciones que deben ser
reconocidas y tenidas en cuenta a la hora de interpretar sus hallazgos. En primer lugar,

la clasificacion de la endometriosis mediante la escala ASRM, aunque ampliamente
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utilizada, tiene limitaciones importantes al no permitir una caracterizacion detallada
de la endometriosis profunda, no contemplar la recurrencia de la enfermedad ni la
afectacion de localizaciones atipicas y excluir sintomas clinicos clave como el dolor
pélvico cronico. Por lo tanto, el hecho de haber usado la escala ASRM aporta
comparabilidad con la mayoria de los estudios previos, pero al mismo tiempo limita
en parte la profundidad y precision de la caracterizacion de las pacientes. Aunque
existen otras clasificaciones, como la de #ENZIAN (util para describir la extension
anatomica de la endometriosis profunda), la clasificacion americana de la
endometriosis (especialmente disefiada para medir la complejidad quirtrgica) o el
Indice de Fertilidad de la Endometriosis (herramienta con valor prondstico global
sobre fertilidad), hasta la fecha, ninguna ha alcanzado todavia el grado de consenso

necesario para sustituir al sistema ASRM en la practica clinica e investigadora.

En cuanto a la revision sistematica, la principal limitacion radica en la heterogeneidad
metodoldgica de los estudios incluidos. Se observaron diferencias sustanciales en el
disefio, las regiones o genes investigados, los umbrales de frecuencia alélica
empleados, las estrategias de filtrado y priorizaciéon de variantes, asi como en la
nomenclatura y el grado de detalle de la informacion reportada. Esta variabilidad
dificulta la integracion cuantitativa de resultados y pone de manifiesto la necesidad de
un consenso internacional sobre normas de andlisis e interpretacion de variantes en

endometriosis.

Otra limitacién relevante del presente trabajo ha sido la imposibilidad de realizar el
andlisis genético en el grupo control. La endometriosis es una enfermedad
multifactorial en la que la comparacion con poblaciones de referencia es esencial para
validar los hallazgos genéticos y estimar con precision el riesgo asociado a variantes
especificas. La ausencia de controles impide estimar el riesgo poligénico, cuyo objetivo
seria integrar el efecto combinado de multiples SNPs para estimar el riesgo individual.

Por ello, los resultados obtenidos deben ser interpretados con cautela y validados en
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muestras de sujetos independientes que incluyan controles adecuadamente
caracterizados. Ademads, el tamafno muestral es limitado en relacion con la complejidad
poligénica de la endometriosis, lo que reduce la frecuencia de variantes halladas y la
potencia estadistica para detectar asociaciones robustas. No obstante, cabe destacar
que la rigurosa seleccion de las participantes si que garantiza que las mujeres incluidas
en este estudio sean verdaderos casos, que padecen la enfermedad, lo que confiere alto
valor a los resultados genéticos obtenidos. Por ultimo, la muestra de casos analizada
corresponde a un unico entorno geografico y sanitario (Granada, Espana), lo que
podria restringir la generalizaciéon de los resultados a otras poblaciones con distinta

composicion genética y patrones de exposicion ambiental.

En conjunto, este trabajo integra fortalezas metodologicas clave, como el uso del gold
standard diagnodstico y la homogeneidad en la recogida de muestras de casos y
controles, con limitaciones como la ausencia de grupo control y limitado namero de
casos en el estudio de variantes genéticas y la heterogeneidad metodologica en la
literatura disponible sobre las variantes genéticas estudiadas por tecnologia NGS. El
conocimiento de estas limitaciones es fundamental para la correcta interpretacion de
los hallazgos y subraya ademas la necesidad de impulsar estudios colaborativos

multicéntricos que permitan validar y ampliar los resultados aqui presentados.

7. CONCLUSIONES

Conclusion 1

La exposicion a determinados PFAS, concretamente PFHxS y PFTrDA, se asocia con
un aumento del riesgo de desarrollar endometriosis. Estos compuestos pueden actuar
como disruptores endocrinos, modulando vias hormonales, inflamatorias y

angiogénicas, contribuyendo asi a la patogénesis de la enfermedad.

Conclusion 2
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La revision sistematica y el andlisis de variantes genéticas mediante tecnologias NGS
permitieron la identificacion de un conjunto de genes relevantes para la endometriosis,
muchos de ellos implicados en procesos biologicos clave como la regulacion
transcripcional, la sefializacion estrogénica, la angiogénesis, la adhesion celular y la
resistencia a la apoptosis. La elevada proporcion de variantes de significado incierto
(VUS) subraya la complejidad interpretativa inherente al estudio genético de

enfermedades multifactoriales.

Conclusion 3

La exposicion ambiental y la predisposicion genética convergen en rutas bioldgicas
comunes que favorecen el establecimiento y la progresion de las lesiones
endometridsicas. La implicacion de genes como ESR1, VEGFA, PTEN y CTNNB1 y su
interaccion con los efectos de disruptores endocrinos como los PFAS refuerza la

hipotesis de una sinergia entre ambos factores.

Conclusion 4

Estos resultados destacan la importancia de adoptar un enfoque integrador y
multidisciplinar que contemple simultdneamente la susceptibilidad genética
individual y las exposiciones ambientales acumuladas a lo largo de la vida, lo que se
conoce como exposoma. El estudio del exposoma constituye uno de los grandes
desafios actuales en el &mbito de la salud publica y la investigacion biomédica, puesto
que desempenia un papel fundamental en el binomio salud-enfermedad. La
combinacion de biomarcadores genéticos y ambientales podria permitir desarrollar
herramientas predictivas mas precisas, orientar estrategias preventivas personalizadas

e identificar subgrupos de mujeres con mayor riesgo de enfermedad.

Conclusion 5
La interaccién entre la exposicion combinada a multiples contaminantes, tanto
emergentes como clasicos, y la base genética predisponente constituye atin una

importante laguna de conocimiento que requiere ser profundizada en estudios de
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mayor envergadura, con disefios caso-control robustos y enfoques multi-6micos.
Asimismo, estos hallazgos respaldan la necesidad de promover politicas ptblicas y
regulaciones mas estrictas que limiten la exposicion ambiental a sustancias quimicas
con potencial efecto disruptor endocrino, contribuyendo a proteger la salud

reproductiva femenina.
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo PROSPERO
Study Protocol

The protocol was registered in PROSPERO (CRD42024543224).
Review question

The objective of this study is to perform a systematic review of genetic variants found in women with
endometriosis by NGS and compare the results with those described previously in genome wide association studies
(GWAS).

Searches

A systematic review of original articles published, using PubMed, Scopus, Embase, and Web of Science databases.
We also reviewed the reference lists of retrieved articles, recent systematic reviews, meta-analyses, and guidelines
to identify other pertinent studies. Search were restricted to English language and to human studies, with no time
restriction and a deadline of December 31 2024.

Types of study to be included

All types of studies will be accepted in the present systematic review: Case study, case series and case-control
studies. All original articles will be accepted, except book chapters, book sections, letters, editorials, conference
proceedings and other systematic reviews and meta-analysis.

Condition or domain being studied

Endometriosis is a complex chronic gynecological disease, which symptoms affect patients' quality of life.
According to data from the World Health Organization (WHO), roughly 10% of women of reproductive age (190
million) suffer from endometriosis worldwide. Genetic factors have been seen to contribute 50% to the variation
in the risk of endometriosis occurrence. In recent decades, the emergence of new technologies such as Next-
generation sequencing (NGS) has made it possible to include genomic information within predictive risk models.
These technologies have provided a high-quality standard for understanding the variants involved in the
development of endometriosis, which can also form the basis for better classification of the disease through
genomics.

Participants/population

Inclusion criteria were:

a) Original human study

b) Provision of data on genetic variants obtained by NGS, including panel, exome, or genome sequencing

¢) The inclusion of endometriosis patients in the study

Exclusion criteria were:

a) Experimental study (cell lines or animal models)

b) The utilization of other genetic tools (e.g., gene expression or GWAS)

c¢) Non-English language

d) Non-original articles (e.g., book chapters, book sections, letters, editorials, conference proceedings and other
systematic reviews and meta-analysis)

¢) Non-endometriosis patients
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Intervention(s), exposure(s)

Check for the presence of NGS analysis
Comparator(s)/control

Women without endometriosis, if available.
Main outcome(s)

The objective of this study is to perform a systematic review of genetic variants found in women with
endometriosis by NGS and compare the results with those described previously in genome wide association studies
(GWAS).

Measures of effect
Not applicable
Data extraction (selection and coding)

Primary searches must be defined with next keywords: (‘endometriosis’) AND (‘next generation sequencing’ OR
‘exome sequencing’ OR ‘genome sequencing’).

Selection will be made by two authors, blinded to each other’s decision. Title and abstract of the papers should be
read and discriminated based on inclusion and exclusion criteria, and then the selected papers must be read
integrally, and characterized as valid or not for the purpose of this review. In case of doubts or discrepancies, a
third investigator will be asked to decide the inclusion/exclusion of the paper.

Data will be extracted from each study on the title, authors, journal, year of publication, country of the research,
study design, sample size, case ascertainment/endometriosis diagnosis method, type of biological sample (tissue
or blood), genotyping technique, and genetic variants found. Variants were characterized by the gene and
chromosome affected according to the reference human genome cited in the article (Nurk et al., 2022), dbSNP ID,
reference nitrogen base shift and alteration, NCBI RefSeq transcript, amino acid changes, minor allele frequency
(MAF), and depth coverage.

Risk of bias (quality) assessment

We will assess the methodological quality of studies using the Q-Genie tool and was performed by at least two
authors (Teresa de Haro Romero and Lara Papay Ramirez). In case of doubts or discrepancies, a third investigator
will be asked to decide the inclusion/exclusion of the paper (Susana Garcia Linares).

Strategy for data synthesis

Narrative review will be used, with the main objective of summarizing in tables and figures the findings found by
NGS associated with the occurrence of endometriosis.

Analysis of subgroups or subsets

Papers will be analyzed separately according to the origin of the genetic variants: Somatic variants (tissue samples)
and germline variants (blood samples).

Type and method of review

Narrative synthesis, Synthesis of studies, Systematic review
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ANEXO 2. Estrategia de busqueda

1. Pubmed

Fechas de publicacion de los articulos recuperados: Hasta 2024

Numero de estudios recuperados: 129

Busqueda  Consulta Articulos
"endometriosis"[MeSH  Terms] OR  "endometriosis"[Tiab] OR

#1 36.130
"endometrioses"[Tiab]
"high throughput nucleotide sequencing"[MeSH Terms] OR ("high
throughput"[Tiab] AND "nucleotide"[Tiab] AND "sequencing"[Tiab]) OR

#2 "high throughput nucleotide sequencing"[Tiab] OR ("next"[Tiab] AND 108.124
"generation"[Tiab] AND "sequencing"[Tiab]) OR '"next generation
sequencing"[Tiab]
"exome sequencing"[MeSH Terms] OR  ("exome"[Tiab] AND

3 "sequencing"[Tiab]) OR "exome sequencing"[Tiab] OR ("whole"[Tiab] 36,761
AND "exome"[Tiab] AND "sequencing"[Tiab]) OR "whole exome '
sequencing"[Tiab]
"whole genome sequencing"[MeSH Terms] OR ("whole"[Tiab] AND

44 genome"[Tiab] AND  "sequencing"[Tiab]) OR "whole genome 61.027
sequencing"[Tiab]

#5 #2 OR #3 OR #4 177.879

#6 #1 AND #5 129

Filtros: 1000/01/01:2024/12/31[Date - Publication]
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2. Scopus

Fechas de publicacion de los articulos recuperados: Hasta 2024

Numero de estudios recuperados: 101

Busqueda

Consulta

Articulos

#1

#2

#3

#4

#5

#6

TITLE-ABS("endometriosis") OR TITLE-ABS("endometrioses")

(TITLE-ABS("high throughput nucleotide sequencing") OR (TITLE-
ABS("high throughput") AND TITLE-ABS("nucleotide") AND TITLE-
ABS("sequencing")) OR TITLE-ABS("high throughput nucleotide
sequencing") OR (TITLE-ABS("next") AND TITLE-ABS("generation")
AND TITLE-ABS("sequencing")) OR TITLE-ABS("next generation
sequencing"))

(TITLE-ABS("exome sequencing") OR (TITLE-ABS("exome") AND
TITLE-ABS("sequencing")) OR TITLE-ABS("exome sequencing") OR
(TITLE-ABS("whole") AND TITLE-ABS("exome") AND TITLE-
ABS("sequencing")) OR TITLE-ABS("whole exome sequencing"))
(TITLE-ABS("whole genome sequencing") OR (TITLE-ABS("whole")
AND TITLE-ABS("genome") AND TITLE-ABS("sequencing")) OR
TITLE-ABS("whole genome sequencing"))

#2 OR #3 OR #4

#1 AND #5

37.484

76.134

34.223

49.504

145.392

101

Filtros: PUBYEAR <2025
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3. Embase

Fechas de publicacion de los articulos recuperados: Hasta 2024

Numero de estudios recuperados: 447

Busqueda  Consulta Articulos
'endometriosis'/exp OR endometriosis OR endometriosis:tiab OR

#1 endometrioses:ti,ab 58.944
'high throughput nucleotide sequencing'/exp OR 'high throughput nucleotide
sequencing' OR ('high throughput'itiab AND nucleotide:tiab AND

#2 sequencing:ti,ab) OR ‘high throughput nucleotide sequencing':tiab OR 230.649
(next:ti,ab AND generation:ti,ab AND sequencing:ti,ab) OR 'next generation
sequencing':ti,ab
'exome sequencing'/exp OR 'exome sequencing' OR (exome:tiab AND

43 sequencing:ti,ab) OR 'exome sequencing':tiab OR (whole:tiab AND R1.278
exome:ti,ab AND sequencing:ti,ab) OR 'whole exome sequencing':ti,ab
'whole genome sequencing'/exp OR 'whole genome sequencing' OR

44 (whole:ti,ab AND genome:ti,ab AND sequencing:ti,ab) OR 'whole genome 91451
sequencing':ti,ab

#5 #2 OR #3 OR #4 359.824

#6 #1 AND #5 447

Filtros: AND [<1966-2024]/py
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4. Web of Science (WOS)
Fechas de publicacion de los articulos recuperados: Hasta 2024

Numero de estudios recuperados: 195

Busqueda Consulta Articulos

TS=endometriosis OR (TI=endometriosis OR AB=endometriosis) OR
#1 (TI=endometrioses OR AB=endometrioses) 63.492
(TS="high throughput nucleotide sequencing" OR ((TI="high throughput" OR
AB="high throughput") AND (TI=nucleotide OR AB=nucleotide) AND
(TI=sequencing OR AB=sequencing)) OR (TI="high throughput nucleotide
sequencing" OR AB="high throughput nucleotide sequencing") OR ((TI=next
OR AB=next) AND (TI=generation OR AB=generation) AND (TI=sequencing

#2 148.016

OR AB=sequencing)) OR (TI="next generation sequencing" OR AB="next
generation sequencing'))

TS="exome sequencing" OR ((TI=exome OR AB=exome) AND
(TI=sequencing OR AB=sequencing)) OR (TI="exome sequencing" OR
AB="exome sequencing") OR ((TI=whole OR AB=whole) AND (TI=exome
OR AB=exome) AND (TI=sequencing OR AB=sequencing)) OR (TI="whole

#3 65.879

exome sequencing" OR AB="whole exome sequencing")
(TS="whole genome sequencing" OR ((TI=whole OR AB=whole) AND

(TI=genome OR AB=genome) AND (TI=sequencing OR AB=sequencing))

#4 103.583

OR (TI="whole genome sequencing" OR AB="whole genome sequencing"))

#5 #2 OR #3 OR #4 288.811

#6 #1 AND #5 195

Busqueda en: All databases; Collections: All

Filtros:

2023 or 2022 or 2021 or 2020 or 2019 or 2018 or 2017 or 2016 or 2015 or 2014 or 2013 or 2012 or 2011 or 2
010 or 2009 or 2008 or 2007 or 2006 or 2005 or 2004 or 2003 or 2002 or 2001 or 2000 or 1999 or 1998 or 19
97 or 1996 or 1995 or 1993 or 1991 or 1989 or 1988 or 1987 or 1986 or 1983 or 1981 or 1979 or 1978 or 197
7 or 1800 (Publication Years)
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ANEXO 3. Articulo del objetivo 1

ASSOCIATION BETWEEN EXPOSURE TO PERFLUOROALKYL SUBSTANCES
(PFAS) AND ENDOMETRIOSIS IN THE ENDEA CASE-CONTROL STUDY

Teresa de Haro-Romero, Francisco M. Peinado, Fernando Vela-Soria, Ana Lara-
Ramos, Jorge Fernandez-Parra, Ana Molina-Lopez, Alfredo Ubina, Olga Ocon,

Francisco Artacho-Cordon, Carmen Freire.
Science of the Total Environment 951 (2024), 175593
Factor de impacto: 8,2; 1¢r Cuartil, 1¢* Decil

DOI: 10.1016/j.scitotenv.2024.175593
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Science of the Total Environment 951 (2024) 175593

Contents lists available at ScienceDirect

Science orre
Total Environment

Science of the Total Environment

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/scitotenv

Check for

Association between exposure to perfluoroalkyl substances (PFAS) and e
endometriosis in the ENDEA case-control study

Teresa de Haro-Romero *”, Francisco M. Peinado ““, Fernando Vela-Soria *",
Ana Lara-Ramos ¢, Jorge Fernandez-Parra ©, Ana Molina-Lopez *', Alfredo Ubifa ¢, Olga Océn */,
Francisco Artacho-Cordén “%¢, Carmen Freire >™""
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Objective/Aim: To explore the association between plasma concentrations of several PFAS, considered individ-
ually and as a mixture, and the risk of endometriosis in women of childbearing age.

Methods: Between 2018 and 2020, 42 patients with endometriosis and 90 controls undergoing abdominal surgery
were recruited at two public hospitals in Granada, Spain. The presence or absence of endometriosis was ascer-
tained by laparoscopic inspection of the pelvis and biopsy of suspected lesions (histological diagnosis).
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Concentrations of 10 PFAS were quantified in plasma samples from participants. Unconditional logistic regres-
sion was employed to examine associations of individual PFAS and summed concentrations of short (3_SC) and
long-chain (}_LC) PFAS with odds of endometriosis, and quantile g-computation was used to assess their mixture

effect.

Results: In models adjusted for age, schooling, and parity, perfluorotridecanoic acid (PFTrDA) was associated
with higher odds of endometriosis (odds ratio [OR] = 1.74; 95 % CI = 1.11-2.73 per 2-fold increase in plasma
concentrations), while marginally significant associations were found for perfluorohexane sulfonate (PFHxS)
(OR = 1.45, 95 % CI = 0.94-2.21) and ) _SC PFAS (OR = 1.48; 95 % CI = 0.96-2.30). No associations were found
for the remaining PFAS. The PFAS mixture was non-significantly associated with 1.7-fold higher odds of endo-
metriosis (95 % CI = 0.73-3.80), with perfluorononanoic acid (PFNA), PFHxS, and PFTrDA being the major

contributors to this effect.

Conclusions: These findings suggest that exposure to certain PFAS may increase the odds of endometriosis.
However, given the modest sample size, further studies are warranted to verify these results.

1. Introduction

Endometriosis is a complex chronic gynecological disease defined by
the presence of endometrial glands and stroma outside the uterine
cavity, which may involve the fallopian tubes, ovaries, peritoneal wall
and/or intestine (Shim et al., 2024). The symptoms can have a sub-
stantial impact on the quality of life of patients, ranging from dysmen-
orrhea, dyspareunia, chronic pelvic pain, and menstrual irregularities to
infertility, complications in pregnancy and delivery, and an increased
risk of gynecological cancer in the most severe cases (Matias-Guiu and
Stewart, 2018; Vercellini et al., 2023; Zondervan et al., 2020). Despite
the lack of national registries and the absence or mildness of symptoms
in some women, the World Health Organization (WHO) has reported
that around 10 % of women of reproductive age (n = 190 million) suffer
from endometriosis (WHO, 2024a). The overall incidence of endome-
triosis in Spain is 16.1 per 10,000 women, with a mean age at onset of
36.8 + 5.4 years (Avalos Marfil et al., 2021).

Hormonal, genetic, immunological, lifestyle, and environmental
factors have been implicated in the etiology of endometriosis, which has
yet to be elucidated (Cousins et al., 2023). Among environmental fac-
tors, exposure to endocrine disrupting chemicals (EDCs) may alter the
homeostasis of the endocrine system (Sifakis et al., 2017) and play an
important role in the onset and progression of endometriosis (Smarr
et al., 2016). Perfluoroalkyl substances (PFAS) are widespread and
highly persistent EDCs with extremely high thermal and chemical sta-
bility (Cornelis et al., 2012; Stubleski et al., 2016). They are used in the
manufacture of a wide range of commercial and industrial products,
such as fire-fighting foams, semiconductors, water- and oil-repellent
textiles, leather, food contact packaging, personal care products, medi-
cal devices, biocides, pharmaceuticals, and paints (Gluge et al., 2020;
Haug et al., 2011; Schrenk et al., 2020). Increasing concerns about
exposure to these EDCs led to the regulation of “classic” long-chain
PFAS, which have often been replaced with short-chain PFAS, among
other unregulated and understudied PFAS (Z. Wang et al., 2015).
Exposure to PFAS in the general population is ubiquitous and there are
multiple possible routes of exposure, notably via drinking water and the
diet (Ghisi and Manzetti, 2019; Hammarstrand et al., 2021; Li et al.,
2018; Rickard et al., 2022), and they have been detected in human
placenta, breast milk, follicular fluid, and meconium samples (Bjerve
et al., 2012; Dominguez-Liste et al., 2024; Kim et al., 2020; Vela-Soria
etal., 2020; Zheng et al., 2022). Numerous population studies, including
studies in pregnant women and children (Fabelova et al., 2023; Freire
et al., 2023; McAdam and Bell, 2023; Zheng et al., 2022), have reported
widely detectable serum or plasma concentrations of PFAS, particularly
perfluorooctane sulfonate (PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA), per-
fluorononanoic acid (PFNA), and perfluorohexane sulfonate (PFHxS)
(Richterova et al., 2023; Zhang et al., 2023).

Various PFAS have been associated with adverse female reproductive
outcomes, including irregularities in the menstrual cycle and in the
timing of menarche and menopause, while their implication in an
increased risk of polycystic ovary syndrome and breast/ovarian cancer

underscores the importance of further research into these effects
(Rickard et al., 2022). PFAS have also been found to alter levels of
reproductive hormones in childbearing women, including estradiol (Ep),
progesterone, serum hormone binding globulin (SHBG), follicle stimu-
lating hormone (FSH), and testosterone (Barrett et al., 2015; Tsai et al.,
2015; Xie et al., 2021). Nevertheless, their effects on female reproduc-
tive health remain poorly understood, and few studies have investigated
the association of PFAS with the risk of endometriosis, obtaining
controversial results. Some of them described positive associations of
serum or plasma concentrations of PFOA, PFOS, PFNA and/or per-
fluorobutanesulfonic acid (PFBS) with the risk of endometriosis (Ao
et al., 2024; Campbell et al., 2016; Louis et al., 2012; B. Wang et al.,
2017); however, two studies found no association with exposure to
various PFAS, including the aforementioned compounds
(Hammarstrand et al., 2021; Matta et al., 2022). In this context, the
objective of this study was to investigate the association of plasma
concentrations of several PFAS, individually and as a mixture, with the
odds of endometriosis in Spanish women of child-bearing age.

2. Material and methods
2.1. Study population

This investigation forms part of the EndEA (‘Endometriosis y
Exposicion Ambiental’ [Endometriosis and Environmental Exposure])
study, a hospital-based case—control study of environmental factors
related to endometriosis and the potential mechanisms of action
(Martin-Leyva et al., 2024; Peinado et al., 2020a, 2020b, 2023). Be-
tween January 2018 and July 2020, 42 women with endometriosis and
90 controls were recruited from among patients of the Surgery and
Gynaecology and Obstetrics Units of two public hospitals (San Cecilio
and Virgen de las Nieves University Hospitals) in Granada, Southern
Spain. Cases were women with endometriosis disclosed by laparotomy
or laparoscopic surgery and confirmed by histology. Thirty-four (81 %)
of cases were diagnosed for the first time, while the remaining eight had
previously been diagnosed by ultrasound or magnetic resonance imag-
ing and required a new intervention. Controls were women undergoing
abdominal surgery for non-malignant disease (e.g., acute appendicitis,
biliary disease, hiatus hernia, ovarian torsion, corpus luteum, uterine
fibroids, or cystadenomas) with no history of endometriosis and with
visual and histologic confirmation of the absence of endometrial lesions.
Study inclusion criteria for the women were premenopausal status, age
between 20 and 54 years, receipt of abdominal surgery, and body mass
index (BMI) below 35 kg/mz. Exclusion criteria were history of cancer
(except for non-melanoma skin cancer), pregnancy at study enrolment,
and inability to read/sign informed consent. Cases were frequency-
matched with controls by age (+ 2 years). Further details of the
recruitment were previously described (Peinado et al., 2023). Written
informed consent was obtained from each participant, and the study was
approved by the Research Ethics Committee of Granada (approval no.
0464-N-18). All study data were coded for confidentiality.
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2.2. Laboratory analysis

Following the protocol of the EHPect project (https://endometr
iosisfoundation.org/ephect/), in which our research group partici-
pates, blood samples were collected before surgery under fasting con-
ditions using EDTA-K2 tubes (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, USA).
Plasma was separated by standard operating procedures and immedi-
ately stored at —80 °C until analysis.

Concentrations of three short chain (}_SC) PFAS (perfluorohexanoic
acid [PFHxA], perfluoroheptanoic acid [PFHpA], and PFHxS) and seven
long chain () LC) PFAS (PFOA, PFOS, PFNA, perfluorodecanoic acid
[(PFDA], perfluoroundecanoic acid [PFUnDA], perfluorododecanoic
acid [PFDoDA], and perfluorotridecanoic acid [PFTrDA]) were quanti-
fied in plasma samples from cases and controls using high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) as
previously described (Freire et al., 2023). Briefly, 0.25 mL of plasma
samples underwent chemical extraction by salt-assisted liquid-liquid
extraction (SALLE) and dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) to prepare them for injection into the HPLC-MS/MS system.
HPLC-MS/MS analysis was performed with a NexeraXR LC-20A liquid
chromatography system (Shimadztu, Japan) and 4500 QTRAP MS/
MS4500 mass spectrometer (ABSciex, USA). A Gemini C18 column (100
mm x 2 mm i.d., 3-pm particle) from Phenomenex (Torrance, CA, USA)
and a gradient mobile phase consisting of 5 mM ammonium acetate
aqueous solution with pH of 4.5 (solvent A) and acetonitrile (solvent B)
were used for the chromatography. Compounds were determined in
negative ion mode. The tandem mass spectrometer was operated in
selected reaction monitoring mode. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) were 0.01 pg/L and 0.05 pg/L, respectively, for all
PFAS.

2.3. Covariate data

Socio-demographic, reproductive, and clinical information was ob-
tained through questionnaires and physical examination. Height (m)
and weight (kg) were measured and used to calculate the body mass
index (BMI, which was classified as normal weight (BMI < 25 kg/mz),
overweight (BMIL: 25-30 kg/mz), or obese (BMI > 30 kg/mz) according
to the WHO (WHO, 2024b). Standardized EHPect questionnaires were
used to record information on age (years), area of residence (rural or
urban), schooling (primary, secondary, or university), occupation, par-
ity (nulliparous or parous). Clinicians also completed standardized
operative reports on primary and secondary diagnoses, using surgical
and clinical data to apply the inclusion and exclusion criteria. For cases,
the intensity level of menstrual bleeding (mild or moderate/severe) was
recorded, and endometriosis was staged according to the revised
American Fertility Society classification (American Society for Repro-
ductive Medicine, 1997). In addition, cases were classified as deep or
non-deep infiltrating endometriosis according to the anatomical locali-
zation. Deep endometriosis was defined by endometrial-like tissue le-
sions in the abdomen extending over or under the peritoneal surface;
they are usually nodular and able to invade adjacent structures, being
associated with fibrosis and alteration of the normal anatomy. For its
part, non-deep endometriosis was considered when peritoneal endo-
metriosis and endometriomas were found, including endometriotic
ovarian cysts.

2.4. Statistical analysis

Sociodemographic, reproductive, and clinical characteristics of par-
ticipants were expressed as means with confidence intervals or as ab-
solute and relative frequencies, depending on the continuous or
categorical nature of the variable. Missing data were imputed for vari-
ables with >95 % of completeness by using the mode for categorical
variables and the median for continuous variables. Given that infor-
mation on schooling was not available for 14 % of the women (1 case
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and 18 controls), multiple imputation was carried out with five itera-
tions based on area of residence (rural/urban) and occupation. Differ-
ences in characteristics between cases and controls were evaluated with
the chi-square and non-parametric Mann-Whitney tests.

All plasma samples had detectable concentrations of PFOA, PFNA,
PFDA, PFUnDA, PFHxS, and PFOS, and almost all had detectable con-
centrations of PFHpA, PFDoDA, and PFTrDA, assigning concentrations
below the LOD with a value of LOD/\/2 (Croghan and Egeghy, 2003).
PFHxA was detected in only 34 samples (25.7 %) and was therefore
excluded from further analysis. Concentrations of PFHpA, PFDA,
PFUnDA, PFDoDA, and PFTrDA were between the LOD and LOQ in 62.9,
6.8, 9.8, 32.6, and 33.3 % of the samples, respectively (Table S1). In the
main analysis, all values between LOD and LOQ were estimated by
extrapolation using the straight-line calibration curve. In a further
analysis, concentrations of PFDA and PFUnDA between LOD and LOQ
were assigned the median between the two limits (i.e., 0.03 pg/L), while
PFHpA, PFDoDA, and PFTrDA concentrations were categorized as fol-
lows: below LOQ, between LOQ and the median of quantified concen-
trations, and above this median. Plasma concentrations of individual
PFAS were expressed as arithmetic means, selected percentiles (25th,
median, and 75th), and maximum. Calculations of the molar sum of
concentrations of all analyzed PFAS (XPFAS = (PFOA/414.07 + PFOS/
538.22 + PFNA/464.08 + PFDA/514.08 + PFUnDA/564.09 +
PFDoDA/614.10 + PFTrDA/664.11 + PFHxA/314.05 + PFHpA/364.06
+ PFHxS/400.11) x 414.07), of the four most abundant PFAS
commonly found in human blood samples (24 PFAS = (PFOA/414.07 +
PFOS/538.22 + PFNA/464.08 + PFHxS/400.11) x 414.07) (Schrenk
et al., 2020), of LC PFAS (XLC PFAS = (PFOA/414.07 + PFOS/538.22 +
PFNA/464.08 + PFDA/514.08 + PFUnDA/564.09 + PFDoDA/614.10
+ PFTrDA/664.11) x 414.07), and of SC PFAS (XSC PFAS = (PFHxA/
314.05 + PFHpA/364.06 + PFHxS/400.11) x 400.11) were based on
molecular weight (Schrenk et al., 2020) and expressed as PFOA (or
PFHxS in the case of XSC PFAS). Spearman correlation was used to
evaluate relationships among PFAS (Fig. S1).

Associations between PFAS exposure biomarkers and the odds of
endometriosis were examined by unconditional logistic regression
models adjusted for confounders. Concentrations of individual PFAS or
summed concentrations showed non-normal distributions and were
natural log-transformed (In) before inclusion in regression models.
Additional models examined associations of PFDA and PFUnDA with
endometriosis after imputation of concentrations between LOD and LOQ
with the median of the two limits (Table S2), and associations with
categorical PFHpA, PFDoDA, and PFTrDA (Table S3). Further models
were conducted based on tertiles of PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA,
PFHxS, and PFOS (Table S4). Potential confounding variables were
selected using a directed acyclic graph (DAG) (Fig. S2) (Textor et al.,
2011) and included age (continuous, in years) (Cornelis et al., 2012;
Haug et al., 2009; Wise et al., 2023), schooling (primary, secondary, or
university) (Fabelova et al., 2023), and parity (nulliparous or parous).
Higher parity has been associated with lower serum or plasma PFAS
concentrations in women (Fabelova et al., 2023; McAdam and Bell,
2023), suggesting that parity may act as an elimination pathway.
Breastfeeding was also included in the DAG, because it is a route for
PFAS elimination and has been associated with a lower risk of endo-
metriosis (Youseflu et al., 2022); however, we were not able to adjust for
breastfeeding due to the large amount of missing data. Because BMI may
be on the causal pathway between PFAS and endometriosis through the
obesogenic effects of these compounds (Inoue et al., 2020; McAdam and
Bell, 2023; Montazeri et al., 2023), it was further included in the model
(categorized as normal weight, overweight, or obese) to assess possible
mediation by BMI, following previous studies (Ao et al., 2024; Buck
Louis et al., 2011; Campbell et al., 2016; Matta et al., 2022; Wang et al.,
2017). However, it should be noted that women with lower rather than
higher BMI are at greater risk of endometriosis (Rowlands et al., 2022).
Regression estimates were expressed as the odds (OR with 95 % confi-
dence interval [CI]) of endometriosis per 2-fold increase in plasma
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concentration (OR = exp.(fxIn(2)).

Quantile g-computation was employed to assess the mixture effect of
nine PFAS (all chemicals except PFHxA) on the risk of endometriosis.
This method allows evaluation of the individual exposure-effect rela-
tionship within the mixture in opposite directions, producing an unbi-
ased estimate of the overall joint effect with appropriate CI coverage,
and it is also a useful tool for small sample sizes (Eick et al., 2021; Keil
et al., 2020). Each PFAS concentration is given a negative or positive
weight in the mixture, and all of these weights sum to one. If one of the
PFAS compounds shows a different direction of the effect, the weight is
interpreted as the proportion of the partial effect in a negative or posi-
tive direction.

The significance level was established at 0.05. SPSS version 28 (IBM
SPSS, Armonk, NY) and R statistical software (version 3.6.2; R Foun-
dation for Statistical Computing Platform, Vienna, Austria; www.R-pro
ject.org/) were used for statistical analyses.

3. Results
3.1. Characteristics of the study population

Sociodemographic, reproductive, and clinical characteristics of the
study population are summarized in Table 1. The mean age of cases and
controls at enrolment was 37.7 (95 % CI = 34.9-40.5) and 37.0 (95 % CI
= 34.7-39.3) years, respectively. Most participants had a normal weight
(60 %), lived in a rural area (68 %), and had completed secondary or
university education (77 %), and more than half of them were parous

Table 1
Characteristics of the EndEA study population (n = 132).

Variables Cases (n = 42) Controls (n = 90)
Anthropometric and mean CI mean CI p-
sociodemographic value
characteristics
Age (years) 38 34.9-40.5 37 34.7-39.3  0.90
Weight (kg) 67.5 62.9-70.4  66.3 63.4-69.2  1.00
Height (m) 1.64 1.61-1.66  1.63 1.61-1.64  0.46
n % n % P
value
Body mass index (kg/m?) 0.29
Normal weight (<25) 25 59.5 54 60.0
Overweight (25-30) 8 19.0 25 27.8
Obese (>30) 9 21.4 11 12.2
Area of residence 0.80
Rural 28 66.7 62 68.9
Urban/suburban 14 33.3 28 31.1
Schooling 0.06
Primary 8 19.0 23 25.6
Secondary 15 35.7 45 50.0
University 19 45.2 22 24.4
Reproductn./e ' n % n % p-
characteristics value
Parity 0.47
Nulliparous 21 50.0 39 43.3
Parous 21 50.0 51 56.7
Intensity of menstrual
bleeding a
Mild 15 35.7 - -
Moderate/Severe 27 64.3 - -
rASRM endometriosis
classification B
I 15 35.7 - -
1T 11 26.2 - -
III 9 21.4 - -
v 7 16.7 - -
Anatomical location of
lesions B
Non deep endometriosis 27 64.3 - -
Deep mﬁlFraFmg 15 357 B B
endometriosis

CI: confidence interval.
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(54 %). Cases and controls did not significantly differ in age, BMI, area of
residence, schooling, or parity. Among cases, 59 % reported moderate/
severe menstrual bleeding intensity, 36 % had deep infiltrating endo-
metriosis, and 62 % were diagnosed with stage I/II endometriosis.

3.2. PFAS concentrations

All plasma samples had detectable concentrations of PFOA, PFNA,
PFDA, PFUnDA, PFHxS, and PFOS, while PFHpA, PFDoDA, and PFTrDA
were below the LOD in 34 %, 17 %, and 5 % of samples, respectively
(Table 2). PFOS was the PFAS with the highest concentration (median =
1.60 pg/L), which was more than three-fold higher than that of PFNA
(median = 0.53 pg/L), and two-fold higher than that of PFOA (median
= 0.81 pg/L) or PFHxS (median = 0.68 pg/L). The summed concentra-
tion of LC PFAS was four-fold higher than that of SC PFAS (median =
2.99 vs. 0.71 pg/L). Cases and controls did not significantly differ in the
concentration of PFAS except for PFTrDA, which showed a higher con-
centration in cases (median = 0.07 vs. 0.04 pg/L, p = 0.02). PFHxS
concentrations were also higher in cases than controls, but the difference
did not reach statistical significance (median = 1.10 vs. 0.60 pg/L). Most
PFAS were positively correlated, observing moderately strong (p =
0.40-0.80) positive correlations of PFNA with PFDA, PFUnDA, and
PFOS, PFDA with PFUnDA and PFOS, and PFUnDA with PFOS, and
negative correlations of PFHxS with PFNA and PFUnDA (Fig. S1). In
addition, no significant differences were observed among PFAS con-
centrations between endometriosis cases in stages III/IV and stages I/II
(Table S6) or between cases with non-deep and deep infiltrating endo-
metriosis (data not shown).

3.3. Association between PFAS and endometriosis

In single exposure logistic regression models adjusted for con-
founders, PFTrDA was significantly associated with higher odds of
endometriosis (OR = 1.74; 95 % CI = 1.11-2.73 per 2-fold increase in
plasma concentrations and OR = 2.40; 95 % CI = 1.00-5.79 for con-
centrations > median versus < LOQ). PFHxS and > SC PFAS were also
associated with higher odds of endometriosis, although associations did
not reach statistical significance (OR = 1.45, 95 % CI = 0.94-2.21 and
OR = 1.48, 95 % CI = 0.96-2.30, respectively) finding similar results in
the analysis based on tertiles (Table S4). No associations were found for
the remaining PFAS (Table 3). Crude and adjusted ORs were very
similar, and the results of models adjusted for BMI remained essentially
unchanged, suggesting that BMI does not act as a mediator; however, the
association with PFTrDA was slightly attenuated in the BMI-adjusted
model (OR = 1.70, 95 % CI = 1.07-2.72).

The PFAS mixture was non-significantly associated with 1.7-fold
higher odds of endometriosis (95 % CI = 0.72-3.67), and the main
contributors to this effect were PFNA (weight: 40.7 %), PFHxS (35.4 %),
and PFTrDA (23.8 %). Results of the mixture model did not change after
adjustment for BMI (Table 4; Fig. 1).

4. Discussion

This case-control study exploring the potential impact of PFAS
exposure on the risk of endometriosis in women of childbearing age
found an association between higher plasma concentrations of PFTrDA
and an almost two-fold higher odds of endometriosis. The findings also
include suggestive associations of PFHxS and XSC PFAS with greater
odds of endometriosis, and these did not appear to be mediated by the
BMI. No association was found with PFOA, PFOS, or PFNA, the most
widely studied PFAS, or with the PFAS mixture, although the mixture
model indicates a non-significant increase in endometriosis odds. These
results suggest that exposure to environmentally relevant concentrations
of certain PFAS may increase the odds of endometriosis. To our best
knowledge, this is the first study to report an association between
PFTrDA and endometriosis or between higher odds of endometriosis and
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Table 2
Plasma concentrations of PFAS (pg/L) in the EndEA study population (n = 132).
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PFAS Cases (N = 42) Controls (N = 90)
N (%) > Mean Percentiles Max N (%) > Mean  Percentiles Max p-
Lob 25 50 75 Lob 25 50 75 value
PFHpA Perfluroheptanoic acid 28 (66) 0.09 0.01 0.02 0.03 2.72 67 (74) 0.02 0.01 0.02 0.03 0.12 0.43
PFOA Perfluorooctanoic acid 42 (100) 0.93 0.63 0.74 0.92 3.54 90 (100) 1.11 0.63 0.87 1.10 14.60 0.19
PFNA Perfluorononanoic acid 42 (100) 0.81 0.28 0.54 0.89 6.70 90 (100) 0.73 0.32 0.51 0.78 7.44 0.70
PFDA Perfluorodecanoic acid 42 (100) 0.19 0.08 0.12 0.20 1.67 90 (100) 0.15 0.08 0.12 0.18 1.40 0.32
PFUnDA Perfluoroundecanoic acid 42 (100) 0.33 0.08 0.19 0.33 3.79 90 (100) 0.24 0.08 0.18 0.32 1.13 0.82
PFDoDA Perfluorododecanoic acid 34 (81) 0.09 0.02 0.04 0.09 0.88 77 (86) 0.07 0.01 0.03 0.07 0.73 0.20
PFTrDA Perfluorotridecanoic acid 39 (83) 0.10 0.04 0.07 0.11 0.78 85 (94) 0.06 0.02 0.04 0.08 0.24 0.02
PFHxS Perfluorooctane sulfonic acid 42 (100) 1.32 035 110 1.82 550 90 (100) 1.02 032 0.60 1.17 8.22 0.08
PFOS Perfluorohexane sulfonic acid 42 (100) 1.87 1.03 1.67 2.47 6.04 90 (100) 1.84 1.00 1.61 2.29 5.71 0.83
Sum of PFAS
¥4 PFAS" PFOA + PFOS + PFNA + PFHxS - 4.45 2.83 3.96 5.18 - 4.23 2.67 3.77 4.95 0.51
P}
SISFASd PFHxA + PFHpA + PFHxS - 1.50 0.40 1.14 1.84 - 1.06 0.36 0.64 1.19 0.10
2LC PFOA + PFOS + PFNA + PFDA + PFUnA
PFASS + PFDOA + PFTrDA 3.61 2.19 2.86 4.14 - 3.55 2.12 3.08 4.06 0.98
SPFAS" Sum of all 10 PFAS - 5.15 3.16 4.33 5.77 - 4.64 2.98 4.21 5.34 0.38

LOD: Limit of detection.
Max: maximum value.

The p-value is derived from the sum of the ranks of each sample (Mann-Whitney test).
# Sum of the molar concentrations of PFAS based on molecular weight (expressed as PFOA).
5 Sum of the molar concentrations of most abundant PFAS in human serum (expressed as PFOA): PFOS, PFOA, PFNA, and PFHxS (EFSA, 2020. Schrenk et al., 2023).
¢ Sum of the molar concentrations of long-chain PFAS (expressed as PFOA): PFOA, PFOS, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, and PFTrDA.
4 Sum of the molar concentrations of short-chain PFAS (expressed as PFHxS): PFHxA, PFHpA, and PFHxS.

Table 3

Logistic regression for the association between individual PFAS and endometriosis in continuous in EndEA study population (n = 132).
PFAS OR" (95 % CI) p-value aOR" (95 % CI) p-value aOR" (95 % CI) p-value
PFHpA 0.98 (0.64-1.50) 0.92 0.93 (0.59-1.47) 0.76 0.92 (0.58-1.46) 0.72
PFOA 0.80 (0.41-1.57) 0.52 0.75 (0.38-1.47) 0.40 0.80 (0.40-1.62) 0.54
PFNA 1.11 (0.70-1.74) 0.67 1.00 (0.62-1.62) 1.00 1.02 (0.63-1.65) 0.94
PFDA 1.45 (0.83-2.55) 0.19 1.30 (0.72-2.33) 0.39 1.41 (0.77-2.55) 0.27
PFUnDA 0.58 (0.76-1.63) 0.58 1.04 (0.69-1.57) 0.84 1.04 (0.68-1.57) 0.86
PFDoDA 1.24 (0.89-1.71) 0.20 1.19 (0.85-1.65) 0.32 1.16 (0.83-1.63) 0.38
PFTrDA 1.76 (1.14-2.73) 0.01 1.74 (1.11-2.73) 0.02 1.70 (1.07-2.72) 0.03
PFHxS 1.44 (0.96-2.14) 0.08 1.45 (0.94-2.21) 0.09 1.53 (0.98-2.39) 0.06
PFOS 1.09 (0.59-2.02) 0.78 0.95 (0.48-1.88) 0.89 0.94 (0.48-1.87) 0.94
Sum of PFAS
>4 PFAS 1.37 (0.66-2.84) 0.39 1.22 (0.56-2.63) 0.62 1.31 (0.60-2.85) 0.50
XSC PFAS 1.47 (0.97-2.22) 0.07 1.48 (0.96-2.30) 0.08 1.57 (0.99-2.50) 0.06
>LC PFAS 1.09 (0.55-2.16) 0.81 0.94 (0.45-1.93) 0.86 0.96 (0.46-2.00) 0.92
XPFAS 1.46 (0.70-3.03) 0.31 1.29 (0.60-2.81) 0.52 1.38 (0.63-3.02) 0.42

OR: odds ratio; 95 % CI: 95 % confidence interval. aOR: adjusted OR; PFHpA: Perfluroheptanoic acid; PFOA: Perfluorooctanoic acid; PFNA: Perfluorononanoic acid;
PFDA: Perfluorodecanoic acid; PFUnDA: Perfluoroundecanoic acid; PFDoDA: Perfluorododecanoic acid; PFTrDA: Perfluorotridecanoic acid; PFHxS: Perfluorooctane

sulfonic acid; PFOS: Perfluorohexane sulfonic acid.
# Unadjusted OR.

b Adjusted for age (years), parity (nulliparous or primiparous/multiparous) and schooling (up to elementary school, secondary education, or university education).
¢ Adjusted for age (years), parity (nulliparous/primiparous or multiparous), schooling (up to elementary school, secondary education, or university education), and

BMI (normal weight, overweight, or obese).

Table 4
G-computation model for the mixture effect of 9 PFAS on risk of endometriosis in
the EndEA study population (n = 132).

Mixture model OR 95 % CI
Model 1: Adjusted for age, schooling, and parity 1.63 0.72-3.67
Model 2: Adjusted for age, schooling, parity, and BMI 1.66 0.73-3.80

Mixture components: PFHpA, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA,
PFHxS, and PFOS.

OR: Odds of endometriosis for a quartile increase in the mixture concentration
derived by g-computation regression; 95 % CI: 95 % confidence interval.

exposure to PFHxS or SC PFAS. The most prevalent PFAS in blood
samples from adults in the general population in Europe are PFOS,
PFOA, PFHxS, and PFNA (Barrett et al., 2015; Canova et al., 2020;

Schroter-Kermani et al., 2013; Stubleski et al., 2016), which were
detected in all plasma samples from cases and controls. However, con-
centrations of PFOS, PFOA, and PFNA were lower in plasma from the
present participants than described in serum from Spanish adults in the
general population, while concentrations of PFHxS were slightly higher
(Bartolomé et al., 2017). Interestingly, significant positive correlations
were found between PFNA, PFDA, PFUnDA, and PFOS, suggesting
common sources of exposure to these compounds, as previously pro-
posed (Matta et al., 2022). Concerns about PFAS derive from their
persistence, attributable to their high affinity to bind to serum proteins,
nuclear receptors, and cell membranes (Zhao et al., 2023). A recent
meta-analysis estimated that their half-life ranges from 2.73 (95 % CI =
1.99-3.47) years for PFOA to 4.70 (95 % CI = 3.27-6.13) years for PFOS
and 5.31 (95 % CI = 3.68-6.94) years for PFHxS (Rosato et al., 2024).
The present plasma samples were collected from January 2018 through
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Fig. 1. Quantile g-computation model for the mixture effect of PFAS on endometriosis risk in EndEA study population (n = 132). (a) Model adjusted by age,
schooling, and parity. (b) Model adjusted by age, schooling, parity, and BMI. Dark-colored bars refer to chemicals with an effect in the same direction to the overall
effect. Grey-colored bars refer to chemicals with an effect in the opposite direction to the overall effect.

July 2019, and the PFAS concentrations may be representative of the
study population not only during this period but also, due to their
persistence, in previous and subsequent years. Given the slower elimi-
nation of LC PFAS in comparison to SC PFAS, their ubiquity, and their
potential adverse health effects, their production has been gradually
phased out since the 2000s, while PFOS, PFOS salts, and PFOS-F were
added to the Stockholm Convention in 2009. The European Union (EU)
restricted PFOS for >10 years and prohibited PFOA in 2020 and PFHxS
in 2022. In 2020, the European Food Safety Authority (EFSA) set a new
tolerable weekly intake (TWI) of 4.4 nanograms per kilogram of body
weight per week for PFOA, PFOS, PFNA, and PFHxS (Schrenk et al.,
2020) and established maximum levels for these compounds and their
molar sum in eggs, fish meat, crustaceans, bivalve mollusks, and the
meat and offal of farmed and wild animals (https://eur-lex.europa.eu/e
li/reg/2022/2388/0j). Consequently, serum or plasma concentrations
of PFOS, PFOA and PFHxS have shown a decreasing trend since the early
2000s (Paul et al., 2009; Schroter-Kermani et al., 2013; Stubleski et al.,
2016) and were lower in the present study than in earlier investigations.
Nevertheless, PFAS exposure remains widespread in the population, and
there is continued production of several SC and LC PFAS and PFAS
mixtures and of untested emerging substitute PFAS, explaining the
increasing environmental levels of PFNA, PFDA, PFUnDA, and PFTrDA,
among other compounds. The European Human Biomonitoring Initia-
tive (HBM4EU) is seeking to strengthen evidence on the exposure of
Europeans to PFAS, among other priority chemicals, and on their health
impact, and several additional PFAS are on the European Chemicals
Agency (ECHA) list for evaluation of their potential risk to human health
(Richterova et al., 2023). The hypothesis that PFAS exposure may in-
crease the risk of endometriosis is supported by their endocrine dis-
rupting properties and effects on levels of reproductive hormones,
including E2, progesterone, SHBG, follicle-stimulating hormone, and
testosterone (Barrett et al., 2015; Tsai et al., 2015; Xie et al., 2021).
Hence, PFAS can alter circulating sex hormone levels in childbearing
women and modify their susceptibility to estrogen-dependent gyneco-
logical disorders, such as endometriosis, through their interaction with
estrogen receptors, as demonstrated by in vitro assays (Evans et al., 2022;
Li et al., 2020; Villeneuve et al., 2023). However, epidemiological
studies on PFAS and endometriosis have been limited and have yielded
controversial results. The first case-control study on this issue was the
ENDO-study (495 cases and 131 controls), in clinical settings in the Salt
Lake City (Utah, USA) and San Francisco area (California, USA), which
used laparoscopy for the diagnosis in cases and magnetic resonance
imaging (MRI) in controls, besides direct visualization. The findings
suggested positive associations of PFOA and PFNA with the odds of

endometriosis that attenuated towards the null after adjusting for parity
(Louis et al., 2012). Subsequent case-control studies published similar
results, i.e. a higher odds of self-reported endometriosis in women in
higher quartiles of serum PFOA, PFOS, and PFNA concentrations (54
cases and 699 controls) (Campbell et al., 2016) and in the highest tertile
of plasma PFBS concentrations (157 cases and 178 controls) (B. Wang
et al., 2017). However, the disease was not diagnosed by laparoscopy or
laparotomy, which may have led to outcome classification bias. Dis-
crepancies between the present results and the findings of the ENDO
study and other investigations is likely attributable to the distinct
diagnostic methods employed. The present study observed a positive
association with PFTrDA, which has not previously been reported, and
suggestive positive associations with PFHxS and  SC PFAS. A larger
case-control study (240 cases, 334 controls) more recently analyzed 33
PFAS, including PFTrDA and 12 isomers, and reported an association
with endometriosis odds for plasma concentrations of PFOA, total PFOS,
and two branched PFOS isomers (1 m-PFOS and 6 m-PFOS) but not
PFTrDA (Ao et al., 2024). However, the controls did not all undergo
laparoscopy, and outcome misclassification cannot be ruled out. In
contrast, another case-control that used laparoscopy or laparotomy for
the diagnosis (75 cases, 12 controls) observed no significant association
between individual PFAS and endometriosis risk (Matta et al., 2022).
Likewise, a cohort study (n = 373) found no significant association be-
tween risk of endometriosis and PFAS concentrations in drinking water
(Hammarstrand et al., 2021). Discrepancies among studies may be
attributable to differences in the diagnostic approach, the timing of
sample collections, the type of biological specimen, the specific PFAS
under study, and the covariates used for model adjustments (Table 5). In
the present study, the presence/absence of endometriotic tissue was
accurately determined by laparotomy or laparoscopic surgery and was
confirmed by histology, and because participants were women who had
undergone surgery, mild forms of the disease were not included. In
addition, homogeneous fasting samples were collected early in the
morning and before surgery to avoid potential exposure misclassifica-
tion. Some authors reported that exposure to PFHxS, which has the
greatest weight in ) SC PFAS in the present study, increases circulating
E2 levels in women by regulating gene expression (Li et al., 2024; Riv-
era-Ntnez et al., 2023; Yang et al., 2022). This is in line with in vitro
findings that PFOS and PFHxS upregulate the expression of TFF1 mRNA
and EGR3 mRNA (estrogen-regulated genes) and enhance estrogenic
effects (Li et al., 2020). After this upregulation, the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis regulates the production and release of repro-
ductive hormones to maintain the normal endocrine function that has
been disrupted by PFAS (Rickard et al., 2022). Our results suggest that
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Table 5
Previous studies on the association between exposure to PFAS and endometriosis risk.
Country  Period Design Population Age (years)  Sample PFAS analyze Adjust by Limitations Outcome
Single-PFAS
models:
Total, n =132 PFTrDA: aOR
Cases (n = 42): —1.70
z‘il:irz:::lsm 10 PFAS: e (95 % CI =
laj grosco yor PFOA, PFOS, edgu::ation 1.07-2.72)
) P o n?y PFHXS, PENA, [ 09700 PFHXS: aOR —
Case VaigualizoatiZn PFDA, earei : 1.53
Present study Spain 2018-2019 20-54 Plasma PFUnDA, parity Small sample size ~ (95%CI =
control Controls (n = Age,
90): absence of PFDoDA, schoolin: 0.97-2.39)
end.ometriosis PFHpA, ari afl’d 2SC PRAS:
N PEHxA, gMIty’ aOR = 1.57
lay Aroscony oF PFTDA (95%CI =
laparotoniJ ’ 0.99-2.50)
.p . .y Mixture PFAS
visualization
models: no
association
Single-PFAS
zz;zls, (’:1:626 models: PFOA:
- Possible aOR = 1.89
495): misclassification (95 % CI =
endometriosis 9 PFAS: PFOA, N
. . of controls by 1.17-3.06)
diagnosis by PFOS, PFHxS, .
MRI despite PFNA: aOR =
Louis et al Case- laparoscopy or PENA, PFDA, Age and BMI direct 2.20
: v USA 2007-2009 laparotomy 18-44 Serum PFDoDA, Age, BMI, and e .
2012 control AR . visualization by (95 % CI =
visualization PFHpA, Parity laparoscony or 1.02-4.75)
Controls (n = PFOSA, laparoton? yfor A.d'usti.n for
131): absence PFUnDA P R 4y J. 8
of classification of parity
. controls generally
endometriosis
by MRI reduced the
v aORs
Total, n = 753
oL Single-PFAS
Cases (n =54):
. models: PFOA-
self-reported Possible
data on misclassification Q3: a0R =
doctor 12 PFAS: of cases and 5:45
diagnosed PFOA, PFOS, Age, race. controls, because (5 % Cl =
endgometriosis PEFXS, PENA, pogv;zrty ’ of diagn’osis 1.19-25.04)
Campbell et al., Case- . PFDoDA, . T X PFOS-Q4:
2016 USA 2003-2006 control ir; 2: ductive 20-50 Serum EPAH, MPAH, ;nlslt;rr;i (riatlo, ::llzil;]:;nt;‘zlf- 20R — 3.48
helzlth PFDE, PFBS, cotix’line rlzsence of (5 % CI =
uestionnaire PFHP, PFSA, zs mptomatic 1.00-12.00)
q PFUA ymptomatic. PFNA-Q3:
Controls (n = endometriosis is
699): no not detected aOR = 5.27
re U;t of (95% Cl =
portor 1.20-23.06)
endometriosis
Total, n = 335
Cases (n =
157):
endometriosis
diagnosis by
laparoscopy or
1
vaipar(ljitzo?yn Possibl Single-PFAS
C(frlj:‘rol:1 (:l) = 10 PFAS: nﬁiilasesiﬁcation models: PFBS-
- PFOA, PFOS, T2: aOR =
178): women Age, BMI, of controls that
PFHXxS, PFNA, . 3.74
who had no household did not undergo
Wang etal, China 2014-2015 Case- reproductive 20-45 Plasma PEDA, income, and laparoscopy, not ©5 % CI =
2017 control enI()iocrine PEDoDA, educati:)n ruIl)in outp z’};e 2.04-6.84)
disorders PFHpA, level resegnce of PFBS-T3: aOR
o PFOSA, PFUA, P i —3.04
isri?ertilgit PFBS ::Kiorlil:trizsiz (95 % CI =
Y 1.65-5.57)
treatment
because of
male
reproductive
dysfunction
during this
period
Total = 373 12 PFAS: Possible No association
Based on an PFOA, PFOS misclassification
He arstrand Cohort Drinki 4 ’ Educati 1 ? HR = 0.74
ammarstran Sweden 1985-2013 onor open dynamic 20-50 rinking PFHxS, PFNA, ucationa lack of
et al., 2021 study water level R . (95 % CI =
cohort, the PFDA, information on 0.42-1.29)
Swedish PFUNDA, primary care e

(continued on next page)
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Country  Period Design Population Age (years)  Sample PFAS analyze Adjust by Limitations Outcome
National PFDoDA, gynecologic
Patient PFHpA, outcomes, not
Register was PFPeA, ruling out the
used to PFHXA, PFBS, presence of
identify the PFHpS asymptomatic
diagnoses of Sum of PFAS endometriosis
patients with
endometriosis
by searching
the
International
Statistical
Classification
of Diseases
and Related
Health
Problems
(ICD) codes
The yearly
exposure
assessment
was based on a
person’s
yearly
residence
address linked
to data from
the
municipality
on water
supply
Total, n = 87
Cases (n =75):
endometriosis
diagnosis by
laparoscopy or 14 PFAS, but Single-PFAS
laparotomy only reported models: no
Matta et al., Case- visualization on: PFOA, Small sample size association
2022 France 2018-2019 control Controls (n = 18-45 Serum PFOS, PFNA, Age and BMI with few cI(’)ntrols Mixture PFAS
12): absence of PFHpS, PFDA, models: no
endometriosis PFUnA association
by
laparoscopy or
laparotomy
visualization
33 PFAS: Single-PFAS
Perfluoroalkyl models: PFOA:
sulfonates: n- aOR =1.23
PFOS, 1 m- (95%CI =
PFOS, 6 m- 1.00-1.52)
PFOS, £3,4,5 T-PFOS: aOR
m-PFOS, m2- =117
Total, n = 574 PFOS, PFBS, (95%CI =
Cases (n = PFPeS, n- 1.04-1.33)
240): PFHxS, br- 1 m-PFOS:
endometriosis PFHxS, PFHpS, Possible aOR = 1.15
diagnosis by PENS, PFDS Age, BMI, misclassification (95%CI =
laparoscopy or Perfluoroalkyl education of controls. Part 1.09-1.22)
laparotomy carboxylates: level, smoking  of the control 6 m-PFOS:
Case- visualization 18-before PFOA, PFBA, status, alcohol ~ women did not aOR = 1.17
Ao et al., 2024 China 2014-2018 Controls (n = Plasma PFPeA, consumption, undergo (95%CI =
control menopause .
334): no PFHXA, study site laparoscopy, not 1.03-1.33)
endometriosis PFHpA, PFNA, (Shanghai, ruling out the Mixture effect
history and PFDA, PFUdA, Zhejiang), presence of of ENR-
normal levels PFDoA, and gravidity asymptomatic selected PFAS
of PFTrDA, endometriosis on
reproduction- PFTeDA endometriosis
related Precursors: presents
hormones FOSA, N- significant
MeFOSAA, N- positive
EtFOSAA, association:
4:2FTS, aOR =1.24
6:2FTS, 8:2FTS (95%CI: 1.05,
Emerging 1.48), mainly
alternatives: driven by 1 m-

6:2 CI-PFESA,

PFOS

(continued on next page)
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Country  Period Design Population Age (years)

Sample PFAS analyze Adjust by Limitations Outcome

8:2 CI-PFESA,
HFPO-DA,
ADONA

exposure to certain SC PFAS may not be less harmful than LC PFAS,
while the association seen with the LC PFAS PFTrDA is the first time to
be reported. Zebrafish studies showed that PFTrDA exposure of the fe-
males downregulates vtgl, known to be produced in response to stimu-
lation by estrogenic chemicals binding to specific estrogen receptors
(ERs) (Jo et al., 2014). PFTrDA has been found to exert a negative effect
on Leydig cell function in men by reducing levels of insulin-like factor 3,
a peptide hormone increasingly recognized as a unique indicator of
Leydig cell function in men (Luo et al., 2021), whose deficiency has been
associated with premature ovarian insufficiency in women (Zhu et al.,
2021). To our knowledge, only one previous bicentric case-control study
with a larger sample than the present study (240 cases and 334 controls)
evaluated the association with endometriosis of a mixture of 14 out of 33
PFAS using quantile-based g-computation (Ao et al., 2024). The authors
found an association between the PFAS mixture and a higher odds of
endometriosis in models adjusted for age, BMI, education, smoking
status, alcohol consumption, study site, and gravidity (OR = 1.24; 95 %
CI = 1.05-1.48 per quartile increase in the mixture concentration) (Ao
et al., 2024). This is partially consistent with the possible increase in
endometriosis odds observed in the present investigation (OR = 1.66;
95 % CI = 0.73-3.80), although mixture components differed between
the studies. Ao et al. (2024) entered the PFAS showing the strongest
association in a single-exposure model into a mixture model (n-PFOS, 1
m-PFOS, 6 m-PFOS, x3,4,5 m-PFOS, PFPeS, PFHpS, PFOA, PFHpA,
PFNA, PFDA, PFUdA, PFDoA, 6:2 CI-PFESA and 8:2 Cl- PFESA), which
did not include the PFAS associated with endometriosis in the present
study (PFHxS and PFTrDA).

Study limitations include the relatively small sample size that may
have resulted in imprecise estimates of effect size, preventing determi-
nation of the extent to which PFAS exposure contributes to endometri-
osis risk. However, it should be taken into account that the modest
sample size is largely attributable to the difficulty in recruiting subjects
meeting the inclusion criteria with respect to the surgical diagnosis.
Moreover, the study design means that the odds ratios observed could
overestimate the risk, given the wide prevalence of endometriosis.
Secondly, the study population comprised women of childbearing age
from our catchment area, and it may not be possible to extrapolate the
results to other settings and populations. Thirdly, breastfeeding appears
to be a confounding variable, which was considered in the design and
DAG, although it was not possible to adjust for this variable due to
missing data. Finally, the degree of PFAS bioaccumulation generally
increases with longer perfluoroalkyl carbon chain, and the elimination
kinetics are highly species-dependent, with humans showing the longest
PFAS half-lives, which may reflect years of exposure (Olsen et al., 2017).
Moreover, delay in the diagnosis of endometriosis, a common disease,
can be as long as a decade after symptom onset (Ellis and Wood, 2024).
Hence, given the design of this study, it is impossible to determine
whether PFAS exposure preceded the disease or vice-versa. As a study
strength, the diagnostic criteria adopted in the present study included
direct laparoscopic visualization with histological confirmation of sus-
picious lesions, thereby avoiding outcome misclassification. Moreover,
ten different PFAS were evaluated, including less well-studied com-
pounds such as PFTrDA and PFUnDA. Assessment of the mixture effect
of PFAS is an additional study strength.

5. Conclusion

Endometriosis compromises the reproductive health of women and
has a major impact on the quality of life of sufferers but has been under-

investigated, in common with some other female disorders. This study
sheds some light on the association between PFAS and this disease. A
wide presence of PFAS was detected in plasma samples from Spanish
women of childbearing age, and higher concentrations of PFTrDa,
PFHxS, and ) SC PFAS were associated with increased odds of endo-
metriosis. Longitudinal studies with larger sample sizes are required to
elucidate the etiology of endometriosis and to determine the possible
role in its development played by contaminants such as PFAS.
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ANEXO 4. Tablas suplementarias del Objetivo 2

Tabla suplementaria S1. Variantes genéticas en tejido (origen somatico).

Anglesio et al, 2017 (SERIE DE CASOS. Metodologia: WES y secuenciacion dirigida de genes diana)

Referencia Trénscrito NCBI
del Genoma  Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano RefSeq

hg18 1 225219573 G A ADCK3/COQ8A NM_020247.5 rs760566419 p-Glyl43Arg 0,1 63 1
hg18 22 37771010 C T APOBEC3F NM_145298.6 rs201939303 p-Pro97Leu 0,11 39 1
hg18 1 26979733 CT C ARID1IA NM_006015.6 - p-Leu2253Cysfs*14 0,07 126 )
hg18 1 26896302 TG T ARID1IA NM_006015.6 - p.Gly276Glufs*87 0,08 33
hg18 3 57289488 C T ASB14 NM_001142733 rs570479621 p-Ala257Thr 0,1 14 1
hg18 1 109833109 G A ATXN7L2 NM_001350175.2 - p.Gly301Arg 0,17 138 1
hg18 15 38185300 G A BMF NM_001003940.2 - p-Arg94del 0,38 91 1
hg18 17 63330412 CA C BPTF NM_182641.4 - p.Glu867Argfs*16 0,11 19 1
hg18 17 263332 C T C170rf97 NM_001013672.5 rs1043736856 p-Argl28Cys 0,1 52 1
hg18 1 205263365 G C Clorfl116 NM_023938.6 rs1444982500 p-GIn123Glu 0,16 155 1
hg18 17 70125017 G A CD300E NM_181449.3 rs1194027326 p-Arg75Cys 0,19 155 1
hg18 1 1566340 G A CDK11B NM_033486 - p-Cys1004-3Thr 0,13 12 1
hg18 22 16411798 C T CECR2 NM_001290046.2 - p.-His1432Tyr 0,11 56 1
hg18 22 45156590 G T CELSR1 NM_001378328.1 - p-Ala2302Asp 0,13 61 1
hg18 5 98252845 TA T CHD1 NM_001270.4 rs745800597 2181-4delT 0,11 18 1
hg18 3 74618339 G C CNTN3 NM_020872.2 - p.LeulO6Val 0,11 21 1
hg18 19 58698754 G T CR617375/ZNF813 NM_001004301.4 - p-Ala59Ser 0,16 12 1
hg18 X 35884221 G C CXorf22 NM_001304548.2 - p.Gly466Arg 0,19 75 1
hg18 20 47291910 CA C DDX27 NM_017895.8 - p-Lys691Argfs*4 0,1 53 1
hg18 8 7736020 G A DEFB104A NM_080389.3 rs140952426 p-Arg38GIn 0,15 25 1
hg18 1 78254471 A G DNAJB4 NM_007034.5 - p-lle322Met 0,13 45 1
hg18 17 68717453 ATGC A FAM104A NM_001098832.1 - p.Serl44del 0,15 19 1
hg18 X 55202315 G A FAM104B NM_001166701.2 1752097227 p-Pro31Leu 0,1 40 1
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KIAA1239
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LSS
MAP3K9
ORIJ1
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NM_001129891.3
NM_032428.2
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NM_001320198.2
NM_033061.3
NM_002340.6
NM_001284230.2
NM_001004451.1
NM_001004136.2

15774472378

15771145278

rs201094284
rs1178316553

15201863832

15201863832

rs1554901851
rs59627144
15773641853
rs768862068
rs4708626
15121913529
rs61914259
rs9894966

rs143551105

p-Ala510Glu
p-Argl738His
p-Leul3Pro

p-Val568lle
p-Arg92lle
p-GIn561Lys
p-Asn306Se
p-Tyr152Cys
p-GIn561Lys
p-Asn306Se
p-Tyr152Cys

p-Aladldel

p-Ala93Thr
p-Glu430GIn
p-Gly98Ser
p-Thr752del
p-Vall271Met
p-Alal427Thr
1132Q>E
p-Lys28Met
p-Glyl2Val
p.Val249lle
p-Ser113Cys
p-Phe521Leu
p-Glu37del
p-Lys303*
p-Leu262GIn

0,11
0,14
0,13

0,14
0,17
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0,16
0,12
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0,16
0,12

0,13

0,19
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0,14
0,11
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0,13
0,11
0,15
0,11
0,12
0,12
0,1

0,19
0,1

0,13

41
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21

15
33
40
89
17
40
89
17

41

51
49
95
20
175
19
46
14
27
61
14
32
15
57
13
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NM_024504.4
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NM_012250.6

NM_001352171.3
NM_001172501.3

NM_003108.4

NM_003112.5
NM_006804.4
NM_006335.3
NM_025235.4

NM_001365276.2

NM_003940.3

NM_001284342.3

rs200777722
rs147489167
rs199833498
rs199912241
rs12271991
rs748489845
rs374592813
rs201784423
1579820636
151057519936
15140941237

rs1235155016
15751460163
15782245537
15544207693

15746846042

15200478981

p-Ala76Val
p-Cys132Tyr
p-Arg6Trp
p-Arg304His
p-Ser218Phe
p-Vallé4lle
p-Arg305Trp
p-Argl31Cys
p-Arg248His
p-Met1043Val
p-Arg94GIn
p-His73Asn
p-Ser256Phe
p-Val301Met
p-Tyr65Cys
p-Arg388*
p-Met7531le
p-Gly23Asp
p-Tyr330del
p-Val79Met

p-Asp225del

p-Lys732Thr
p-Vall9Leu
p-Met112Val

p-Asn622Lysfs*12

p-Arg504His
p-Ala245Val
p-Phel63del

0,19
0,17
0,19
0,39
0,1

0,11
0,18
0,14
0,12
0,06
0,14
0,12
0,17
0,13
0,19
0,11
0,18
0,11
0,13
0,11

0,13

0,12
0,11
0,13
0,11
0,21
0,18
0,16

17
14
21
65
40
26
91
18
12
195
62
42
245
77
246
114
18
17
13
44

12

47
57
44
12
13
158
13
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hgl8 20 42786874 G C WISP2/CCN5 NM_003881.4 - p.Argl20Pro 0,11 35 1
hgl8 17 5925031 G A WSCD1 NM_015253.2 15764425661 p.Arg110His 0,11 62 1
hgl8 8 17109936 C T ZDHHC?2 NM_016353.5 - p.His232Tyr 0,14 17 1
hgl8 1 26566705 G T ZNF683 NM_001114759 rs112648405 p.Asp95Glu 0,57 13 1
hgl8 19 20090543 A G ZNF90 NM_007138 151289039444 p.Lys394Glu 0,13 34 1
Suda et al, 2018 (CASO-CONTROL. Metodologia: WES)
Referencia , .
del Genoma  Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen Transcrito NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
RefSeq
humano
al menos 3
muestras de
GRCh37/hgl19 X 115303927 A AT AGTR2 NM_000686.5 rs387906503 p.Ile135Tyrfs*7 No reportado  No reportado er;};’?;:ﬁzls
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
GRCh37/hg19 19 47422875 C T ARHGAP35 NM_004491.5 - p.Gln315* 0,091 66 endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
GRCh37/hg19 19 47422343 C A ARHGAP35 NM_004491.5 i p.Asp137Glu 0,07 128 endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
GRCh37/hg19 19 47424584 G C ARHGAP35 NM_004491.5 - p.GIn884His 0,041 197 endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

19

15

10

47423926

157528864

160134155

40398186

61612347

137534159

A C
AG G
A AT
CAGG
T
ATTC A
TGTA
A

ARHGAP35

ARID1B

ATP1A4

BMF

CCDCo6

CDC23

NM_004491.5

NM_001374828.1

NM_144699.4

NM_001003940.2

NM_005436.5

NM_004661.4

p-Tyr665Ser

p-Ala2321Argfs*6

p-Leu332Serfs*11

p-Phe35Profs*57

p-Glul39del

p-Tyr295Glyfs*17

0,11

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

100

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

20

13

130104089

61448935

113323366

114186025

113662424

60565301

TAAT
AA

TA

GC

COL6AS5

COL9A3

CSMD3

CSMD3

CSMD3

DIAPH3

NM_001278298.1

NM_001853.4

NM_198123.2

NM_198123.2

NM_198123.2

NM_001042517.2

15766668875

151005865709

p-Lys583Argfs*13

p-Gly35Argfs*15

p-Pro2472Ser

p-Gly212Val

p-Asnl1053Lys

p-Tyr4511lefs*3

No reportado

No reportado

0,182

0,067

0,115

No reportado

No reportado

No reportado

159

120

130

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

127686652

127648394

127873082

153247366

153244092

153249385

FBN2

FBN2

FBN2

FBXW7

FBXW7

FBXW7

NM_001999.4

NM_001999.4

NM_001999.4

NM_001349798.2

NM_001349798.2

NM_001349798.2

15866987936

15867384286

p-Cys907Phe

p-Ser1604Tyr

p-Ser72lle

p-Arg479GIn

p-Arg689Trp

p-Arg465Cys

0,052

0,063

0,067

0,256

0,068

0,051

154

159

119

180

147

156

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

153247289

153247288

190878626

190878626

190876283

52996803

ACCT
GG

FBXW7

FBXW7

FRG1

FRG1

FRG1

GCM1

NM_001349798.2

NM_001349798.2

NM_004477.3

NM_004477.3

NM_004477.3

NM_003643.4

15149680468

rs1057519896

18776265254

15776265254

15767078001

p-Arg505Cys

p-Arg505Leu

p-Ser169Asn

p-Ser169Asn

p-GIn137Lys

0,038

0,047

0,037

0,028

0,034

No reportado

288

343

324

425

293

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

12

57860045

38033935

236717929

236737515

236732358

104984561

GA

ACAT

CCT

TTTC
TG

GLI1

GNL2

HEATRI1

HEATRI1

HEATR1

ILIRAPL2

NM_005269.3

NM_013285.3

NM_018072.6

NM_018072.6

NM_018072.6

NM_017416.2

p-His262_Gly263inslleLeu

p.Glu630_Lys631insThrGl
u

p-Ala2016Glu

p-Ser11491le

p-Asp1339Tyr

p-Glu311Lysfs*41

No reportado

No reportado

0,047

0,08

0,141

No reportado

No reportado

No reportado

129

88

213

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

10

12

64973838

123145712

123258065

123147935

61310284

25398284

CTAA
TG

TTTA
GG

JMJD1C

KIAA1109

KIAA1109

KIAA1109

KIAA1841

KRAS

NM_032776.3

NM_001384125.1

NM_001384125.1

NM_001384125.1

NM_001129993.3

NM_004985.5

15121913529

p-Thr695Argfs*10

Q891H(G2673T)

H4014N(C12040A)

P956Q(C2867A)

p-Glyl2Val

No reportado

0,059

0,083

0,078

No reportado

0,933

No reportado

101

72

128

No reportado

75

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

12

12

12

12

12

12

25398284

25398284

25398284

25398284

25398285

25398284

KRAS

KRAS

KRAS

KRAS

KRAS

KRAS

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

15121913529

15121913529

15121913529

15121913529

15121913529

15121913529

p-Glyl2Val

p-Gly12Asp

p-Gly12Asp

p-Glyl2Val

p-Gly12Cys

p-Glyl2Val

0,282

0,371

0,478

0,783

0,286

0,104

71

97

69

60

77

67

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

12

12

12

12

12

25398284

25380275

25398281

25398284

25398285

143798182

TC

KRAS

KRAS

KRAS

KRAS

KRAS

KYNU

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_004985.5

NM_003937.3

15121913529

rs17851045

15112445441

15121913529

15121913530

p-Glyl12Asp

p-GIn61His

p-Gly13Asp

p-Glyl2Val

p-Gly12Cys

p-Pro410GInfs*9

0,578

0,277

0,077

0,209

0,261

No reportado

90

83

78

86

69

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino

Pagina | 260



GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

11

11

11

11

1017514

1017498

1017514

1017363

178916854

178916890

MUcCe

MuUCe

MuUCe

MuUCe

PIK3CA

PIK3CA

NM_005961.3

NM_005961.3

NM_005961.3

NM_005961.3

NM_006218.4

NM_006218.4

1579037833

rs76707565

rs79037833

15199783663

151057519929

p-Ser1763Pro

p-Ser1768Thr

p-Ser1763Pro

p-Gly1813Ala

p-Glu81Lys

p-Arg93Trp

0,025

0,04

0,035

0,048

0,053

0,38

435

328

369

229

133

100

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

178916957

178952072

178952085

178938934

178952085

178952085

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_006218.4

15200018596

rs1057519936

15121913279

15867262025

15121913279

15121913279

p-Argll5Leu

p-Met1043Val

p-His1047Arg

p-Glu726Lys

p-His1047Arg

p-His1047Arg

0,615

0,032

0,207

0,046

0,077

0,173

52

347

376

217

416

341

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

178916944

178916936

178928079

67589168

67589138

67591099

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3R1

PIK3R1

PIK3R1

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_006218.4

NM_181523.3

NM_181523.3

NM_181523.3

15886042002

151057519925

151057519757

15773686816

p-Lys111GIn

p-Argl08His

p-Glu453Lys

p-Arg386Gly

p-Gly376Arg

p-Asn564Lys

0,118

0,133

0,079

0,592

0,073

0,064

68

105

164

76

137

297

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

22

22

22

22

67589609

47880066

50728778

50716562

50716578

50728775

GAA

TA

PIK3R1

PKD1L1

PLXNB2

PLXNB2

PLXNB2

PLXNB2

NM_181523.3

NM_138295.5

NM_012401.4

NM_012401.4

NM_012401.4

NM_012401.4

p-Lys459del

p-Phel848Leufs*3

p-Thr79Arg

p-Argl624GIn

p-Glul619Lys

p-Pro80Leu

No reportado

No reportado

0,126

0,049

0,359

0,108

No reportado

No reportado

111

183

251

167

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

22

19

19

19

50720327

52716325

52716209

52716327

87656846

87653582

TGAA

PLXNB2

PPP2R1A

PPP2R1A

PPP2R1A

PTPN13

PTPN13

NM_012401.4

NM_014225.6

NM_014225.6

NM_014225.6

NM_080683.3

NM_080683.3

p-Phel100dup

p-Trp257Gly

p-Asp218Val

p-Trp257Cys

p-His751Asn

p-Met546lle

No reportado

0,09

0,051

0,256

0,078

0,082

No reportado

234

237

293

103

97

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

12

12

12

87653592

122342243

11183035

11183506

11183541

12779231

TCAC
CCA

TAAC
TG

PTPN13

RNF148

TAS2R31

TAS2R31

TAS2R31

TMEM40

NM_080683.3

NM_198085.2

NM_176885.2

NM_176885.2

NM_176885.2

NM_018306.4

15746820043

rs78820764

rs115707514

1578152338

p-Pro550Thr

p-Trp186_Vall87del

p-Trp300*

p-GIn143His

p-Met132Val

p-GIn148Lysfs*9

0,061

No reportado

0,035

0,053

0,062

No reportado

99

No reportado

369

171

195

No reportado

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

GRCh37/hg19

179647626

179560847

179648872

179426671

179482548

179444429

TTN

TTN

TTN

TTN

TTN

TTN

NM_001267550.2

NM_001267550.2

NM_001267550.2

NM_001267550.2

NM_001267550.2

NM_001267550.2

15774551765

rs73038324

rs570847832

15574660186

p-Argl003Cys

p-Glul0318Lys

p-Lys900Asn

p-Arg28063His

p-Pro15844Thr

p-Arg22499*

0,491

0,186

0,122

0,104

0,056

0,04

55

183

49

115

214

198

al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
al menos 3
muestras de
endometriosis
y/o epitelio
endometrial
uterino
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al menos 3
muestras de

GRCh37/hg19 2 179393587 C A TTN NM_001267550.2 - p.Ala35631Ser 0,041 219 el;‘j;’?;tiﬁzls
endometrial
uterino
Koppolu et al, 2021 (SERIE DE CASOS. Metodologia: Panel personalizado de secuenciacion NGS)
Referencia
del Genoma  Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen Trén;j:;quCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano

GRCh37/hg19 1 179100496 C A ABL2 NM_007314.4 - p-Alall4Glu No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 X 66931486 G A AR NM_000044.3 - p-Glu710Lys No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 X 76891454 C T ATRX NM_000489.4 - p-GIn1551* No reportado No reportado )
GRCh37/hg19 X 76944324 T C ATRX NM_000489.4 - p-Vall94Ala No reportado No reportado

GRCh37/hg19 1 1309662 C A AURKAIP1 NM_017900.3 rs1309706654 p-Ser72Arg No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 17 59858259 G A BRIP1 NM_032043.2 15768224857 p-Arg579His No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 2 202131244 A G CASPS8 NM_001372051.1 - p-Glu71Gly No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 15 93443898 T C CHD2 NM_001271.3 - - No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 16 58580644 C T CNOT1 NM_016284.4 rs1306750678 p-Prol1254Ser No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 17 48275326 G A COL1A1 NM_000088.3 - p-Gly209Asp No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 8 113599443 C T CSMD3 NM_198123.1 15368354252 p-Thr1246Met No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 8 113314018  CCCC T CSMD3 NM_198123.1 - - No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 5 138211067 C A CTNNA1 NM_001290312.1 - - No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 X 31222181 G A DMD NM_004006.2 - p-Gly3235Asp No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 2 196759863 C A DNAH7 NM_018897.2 - p-Alal578Asp No reportado No reportado )
GRCh37/hg19 2 196912202 G T DNAH7 NM_018897.2 - p.Gly91Val No reportado No reportado

GRCh37/hg19 21 41465717 G C DSCAM NM_001389.3 15199595481 p-Vall261Leu No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 2 71797818 C T DYSF NM_001130987.2 rs144598063 p-Argl041Cys No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 2 47600997 G T EPCAM NM_002354.2 - p-Gly79Trp No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 12 56482425 G A ERBB3 NM_001982.3 - p-Gly325Arg No reportado No reportado 1
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GRCh37/hg19 3

GRCh37/hg19 22
GRCh37/hg19 3
GRCh37/hg19 1
GRCh37/hg19 15
GRCh37/hg19 15
GRCh37/hg19 7
GRCh37/hg19 9
GRCh37/hg19 14
GRCh37/hg19 X
GRCh37/hg19 3
GRCh37/hg19 12
GRCh37/hg19 14
GRCh37/hg19 6
GRCh37/hg19 3
GRCh37/hg19 13
GRCh37/hg19 19
GRCh37/hg19 10
GRCh37/hg19 2
GRCh37/hg19 5
GRCh37/hg19 9
GRCh37/hg19 1
GRCh37/hg19 1
GRCh37/hg19 7
GRCh37/hg19 5
GRCh37/hg19 9
GRCh37/hg19 9

185769842
29678383
10114944
92534506

48738896

28419619

75176334

5069192
63174770

44894230

183217602
25398284
56126395

129807679
69998212
29600208

9062196
26482197
24962341

176638152
87563514

228404762

204423810
47976477
23527184
15469265
98229668

AG

>

GGG
GGG

GGG

TCCT

>
> 0
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On0oaon0n0n0o0oo0nnAa0aon04d

9
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—
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—
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ETV5
EWSR1
FANCD2
FAT3

FBN1

HERC2
HIP1

JAK2
KCNH5

KDM6A

KLHL6
KRAS
KTN1

LAMA2
MITF

MTUus?2

MuUcCie

MYO3A
NCOA1
NSD1
NTRK2
OBSCN
PIK3C2B
PKD1L1
PRDM9
PSIP1
PTCH1

NM_004454.2
NM_013986.3
NM_001018115.3
NM_001367949.2

NM_000138.5

NM_004667.5
NM_005338.7

NM_004972.3
NM_139318.4

NM_021140.4

NM_130446.2
NM_004985.5
NM_001079521.2
NM_000426.3
NM_001354604.2
NM_001033602.2
NM_024690.2
NM_017433.4
NM_003743.4
NM_022455.4
NM_006180.4
NM_001386125.1
NM_001377334.1
NM_138295.5
NM_020227.2
NM_033222.5
NM_000264.3

rs56041034

15141441362

rs79021441
rs121913529
rs766920075
15142900294
rs191121454

15375281001
15202062359

p-Tyrd29_Tyrd30fs
p-GIn146*
p-Lys871Asn
p-Ser2776Asn

p-Val3327Met

p-Pro500_Pro501fs
p-Gly808Val

p-Arg308His
p-Gly12Asp
p-Pro992_Pro993fs
p-Arg2604*
p-Ser258Leu
p-Arg458GIn
p-Gly8417Val
p-Thr1501Lys
p-Alal081Val
p-His918Tyr
p-Glu634Asp
p-Ala809Val
p-Val685lle
p-GIn122_Leul25del
p-Pro663Ser
p-Leu368Arg
p-Ser764Gly

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

No reportado

No reportado
No reportado

No reportado

No reportado
No reportado

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

No reportado

No reportado
No reportado

No reportado

No reportado
No reportado

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
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GRCh37/hg19 8 141696789 C T PTK2 NM_001352702.2 - p-Pro857Leu No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 1 182555647 G A RNASEL NM_021133.3 - p-Ala99Thr No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 19 38937200 G T RYR1 NM_000540.2 - p-GIn240His No reportado No reportado )
GRCh37/hg19 19 38966014 C T RYR1 NM_000540.2 15187496208 p-Thr1406Met No reportado No reportado

GRCh37/hg19 10 112350251 G T SMC3 NM_005445.3 - p-Gly531Cys No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 20 4163192 G A SMOX NM_175839.3 - p-Ala356Thr No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 10 108431019 T C SORCS1 NM_052918.5 - p-Val722Ala No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 14 64676687 C A SYNE2 NM_182914.2 - p-Leu6190Ile No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 17 7577127 G A TP53 NM_000546.5 151060501191 p-Glu271Lys No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 12 49719929 C A TROAP NM_005480.3 15150201368 p-Ala235Asp No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 1 55607313 C T Uusp24 NM_015306.2 rs1442791512 p-Ala909Val No reportado No reportado 1
GRCh37/hg19 7 88966314 G C ZNF804B NM_181646.2 - p-Glu1340GIn No reportado No reportado 1

Kurose et al, 2021 (SERIE DE CASOS. Metodologia: WES)
Referencia
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TrénIs{cer:;(;qNCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano

No reportado 1 27089542 AC A ARID1A NM_006015.6 - p-Met835Trpfs*24 51,3 No reportado 1
No reportado 3 41268835 T C CTNNB1 NM_001904.4 - p-Val358Ala 32,5 No reportado 1
No reportado 2 48049381 G A FBXO11 NM_001190274.2 - p-Leu560Phe 76,6 No reportado 1
No reportado 7 156802945 G A MNX1 NM_005515.4 - p-Leu34Phe 22,2 No reportado 1
No reportado 19 9090128 C A MUC16 NM_024690.2 15199777644 p-Pro563Thr 24,8 No reportado 1
No reportado 3 195507299 A G Muc+4 NM_018406.7 rs1225423651 p-Thr3718Ala 25 No reportado 1
No reportado 10 72358257 G A PRF1 NM_001083116.3 - p-Cys407Tyr 36 No reportado 1
No reportado 10 89624280 GEF;A G PTEN NM_000314.8 - p-Asp19fs26 47,2 No reportado 1
No reportado X 53430711 G C SMCI1A NM_006306.4 - p-GIn771Glu 35,7 No reportado 1
No reportado 3 100463677 A TFG NM_006070.6 - p-Gly241Asp 21,1 No reportado 1
No reportado 17 7577505 GTC G TP53 NM_000546.6 - p-Arg259{s*6 8 No reportado 1
No reportado 15 50784950 C T Usps NM_005154.5 rs78143971 p-Arg763Trp 40,7 No reportado 1
No reportado 15 50784955 C A USP8 NM_005154.5 rs74840283 p-Asn764Lys 8 No reportado 1
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No reportado 12 122985249 G C ZCCHC8 NM_017612.5 15769270296 p-Ala47Pro 40,8 No reportado 1
Tomita et al, 2021 (CASO CLINICO. Metodologia: Metodologia: Panel personalizado de secuenciacién NGS)
Referencia , .
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TranIs;:-fl;(; NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano 1
No reportado 3 41266113 C G CTNNBI1 NM_001904.4 15121913403 p-Ser37Cys 23,7 No reportado 1
No reportado 3 178952085 A T PIK3CA NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Leu 25,2 No reportado 1
No reportado 10 89692803 C T PTEN NM_000314.8 rs1554898074 p.Pro%6Leu 24 No reportado 1
No reportado 10 89711999 T C PTEN NM_000314.8 - p-Phe309Ser 25,7 No reportado 1
Farolfi et al, 2022 (SERIE DE CASOS. Metodologia: Metodologia: Panel personalizado de secuenciacion NGS)
Referencia , .
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TranIs;:-fl;(; NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano 1
Patient 1:
Tumor lesion of
No reportado 6 152419920 T G ESR1 NM_000125.4 rs1057519717 p-Leu536Arg the k.zft No reportado 1
paracolpium: 9
Tumor lesion of
the left ovary: 6
Patient 2:
Primary uterine
tumor: 35
No reportado 4 55589782 G A KIT NM_000222.3 rs1560414398 p.Vald22Met Peritoneum tumor .\ o tado 1
localization: 34
Tumor lesion
of the left ovary:
41
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No reportado 12 25398285
No reportado 7 190717409
No reportado 3 178916876
No reportado 3 178952074

KRAS

MLH?2 (PMS1)

PIK3CA

PIK3CA

NM_004985.5

NM_000534.5

NM_006218.4

NM_006218.4

Patient 1:
Primary uterine
tumor: 51
Tumor lesion of
the left
paracolpium: 22
Tumor lesion of
the left ovary: 12

15121913530 p-Gly12Ser No reportado

Patient 2: No

- p-Cys243Tyr reportado

No reportado

Patient 1:
Primary uterine
tumor: 27
Tumor lesion of
the left
paracolpium: 12
Tumor lesion of
the left ovary: 5
Patient 2:
Primary uterine
tumor: 34
Peritoneum tumor

15121913287 p-Arg88GIn No reportado

localization: 32
Tumor lesion
of the left ovary:
43

Patient 2:
Primary uterine
tumor: 33
Peritoneum tumor
localization: 39
Tumor lesion
of the left ovary:
46

15121913283 p-Met1043lle No reportado
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Zhao et al, 2023 (CASO CLINICO. Metodologia: Metodologia: WES)

Referencia Transcrito NCBI
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen RefSeq dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano
No reportado 1 27023620 TGCC T ARID1A NM_006015.6 - p-Ala247del No reportado No reportado 1
No reportado 17 79639610 G A CCDC137 NM_199287.3 1rs535519979 p-Arg249GIn No reportado No reportado 1
No reportado 13 111368325 C T ING1 NM_005537.5 - p-Argl79fs No reportado No reportado 1
No reportado 1 32495942 G C KHDRBS1 NM_006559.3 - p-Glul42Asp No reportado No reportado 1
No reportado 12 25398284 G T KRAS NM_004985.5 15121913529 p-Glyl2Val No reportado No reportado 1
No reportado 5 140590181 G A PCDHB12 NM_018932.4 15151253443 p-Gly568Ser No reportado No reportado 1
No reportado 3 178952085 A G PIK3CA NM_006218.4 rs121913279 p-His1047Arg No reportado No reportado 1
No reportado 9 86900360 T G SLC28A3 NM_001199633.2 - p-Phe516Cys No reportado No reportado 1
Kearns et al, 2024 (SERIE DE CASOS. Metodologia: Metodologia: WES)
Referencia
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TrénIs{cerfi;(;qNCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano
No reportado 2 70963240 G A ATP6V1B1 NM_001692.4 15781800676 p-Glu330Lys No reportado No reportado 8
No reportado 1 179368819 G GA AXDND1 NM_144696.6 15758416612 p-Asn42Lysfs*16 No reportado No reportado 8
No reportado 7 80663005 T TIZTC CD36 NM_001001548.3 rs780114238 p-Asn151Serfs*14 No reportado No reportado 8
No reportado 10 124021236 C CG CHST15 NM_001270765.2 rs5788645 p-Arg456Profs*50 No reportado No reportado 8
No reportado 3 148841863 AC A CPB1 NM_001871.3 - p-Cys173Valfs*18 No reportado No reportado 8
No reportado 15 45103958 AC C DUOX2 NM_001363711.2 - - No reportado No reportado 8
No reportado 19 14464083 AC A PKN1 NM_002741.5 - p-Leub555Serfs*23 No reportado No reportado 8
No reportado 20 5314115 GC C PROKR2 NM_144773.4 - p-Arg85Profs*77 No reportado No reportado 8
No reportado 11 1086825 C G MUucz0 NM_002457.4 rs10794288 p-Asp872Glu No reportado No reportado 12
No reportado 11 1090036 T C MUucz0 NM_002457.4 rs10902088 p-Asn1149= No reportado No reportado 12
No No No
No reportado 8 reportado re;)i(;rt reaic())rt USP17L1 NM_001256873.1 No reportado No reportado No reportado No reportado 8
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No No
No reportado 8 repg‘fa o report  report FAMG66B - No reportado No reportado No reportado No reportado 8
ado ado
No No No
No reportado 8 reportado report  report DEFB109B NM_001037380.1 No reportado No reportado No reportado No reportado 12
ado ado
Linder et al, 2024 (SERIE DE CASOS. Metodologia: Metodologia: WES)
Referencia
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TrénIs{cerfi;(;qNCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano
GRCh38/hg38 12 9013755 C T A2ML1 NM_144670.6 rs1860967 p-Argl122Trp 0,364 121 1
GRCh38/hg38 17 79093822 A G AATK NM_001080395.3 rs36000545 p-Phel266Ser 0,211 130 1
GRCh38/hg38 17 67212423 G A ABCA10 NM_001377321.1 rs9909216 p-Pro203Ser 0,714 151 1
GRCh38/hg38 1 94544234 T C ABCA4 NM_000350.3 rs3112831 p-His423Arg 0,267 186 1
GRCh38/hg38 19 57931303 C A ZNF17 NM_001330617.2 rs2014827 p-Thr160Lys 04 154 1
GRCh38/hg38 16 71512155 C A ZNF19 NM_006961.4 - p.Glu84* 0,442 172 1
GRCh38/hg38 2 241872597 A G CROCC2 NM_001351305.2 rs4441463 p-GIn328Arg 0,214 146 1
Linder et al, 2024 (SERIE DE CASOS. Metodologia: Metodologia: WES)
Referencia
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TrénIs{cerfi;(;qNCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano
GRCh38/hg38 16 67691668 A G ACD NM_001082486.2 rs6979 p-Val518Ala 0,5 95 1
GRCh38/hg38 11 47270255 C T ACP2 NM_001610.4 rs2167079 p-Arg29GIn 0,238 123 1
GRCh38/hg38 19 6156483 T C ACSBG2 NM_030924.5 rs4807840 p-Vall43Ala 0,294 61 )
GRCh38/hg38 19 6156549 A C ACSBG2 NM_030924.5 - p.GIn165Pro 0,325 21
GRCh38/hg38 16 20476852 T C ACSM2A NM_001308172.2 rs7187246 p-Leu64Pro 0,5 163 1
GRCh38/hg38 19 8808900 A G ACTL9 NM_178525.5 1510410943 p-Val51Ala 0,462 117 )
GRCh38/hg38 19 8808942 A G ACTL9 NM_178525.5 rs2340550 p-Phe37Ser 0,308 126
GRCh38/hg38 11 66327673 G A ACTN3 NM_001104.4 rs1671064 p-Arg566GIn 0,286 134 )
GRCh38/hg38 11 66328095 T C ACTN3 NM_001104.4 rs1815739 p-Ter620Argext*? 0,357 124
GRCh38/hg38 8 38876417 A C ADAM9 NM_003816.3 - plle218Leu 0,159 26 1
GRCh38/hg38 9 18777057 G A ADAMTSL1 NM_001040272.6 15746780005 p-Val944lle 0,222 183 1
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p-Val602Met
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p-Argl51GIn
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p-Asp470Asn
p-Thr479Ala
p-Glu789Asp
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p-Ser1944Cys
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p-Ser1944Arg
p-Leul84Trp
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p-Arg592GIn
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p-Arg201His
p-Glul96GIn
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p-Lys196Glu
p-Gly126Ser
p-Thr118lle
p-Glul21Asp
p-Phe221Ser
p-Leu334Ser
p-Thr126Pro
p-Pro236Ser
p-Phe356Leu
p-Asn39Ser
p-Ala481Ser
p-Leul056Val
p-Thr159Pro
p.-Ala64Gly
p-Pro314Leu
p.GIn42Arg
p-Tyr36His
p-GIn93Lys
p-Serl0Asn
p-Pro476Leu
p-Ser533Pro
p-Ser245Tyr
p-GIn187*
p-GIn187Arg
p-Tyr393*
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p-Leul38Val
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p-Trp252Arg
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p-Ser431Leu
p-Leul26Ser
p-GIn298Glu
p-His270Asn
p-Thr298Pro
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p-Arg562Cys
p-Leu214Ser
p-Thr287Ala
p-Ser539*
p-Ser539Ala
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p-Asn382Tyr
p-Thr1315Ile
p-Asp226=
p-Glu330=
p-Alal9Asp
p-Gly159Ala
p-Val752Met
p-Gly188Val
p-Glu2052Lys
p-Leu2180Val
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p-Arg583Cys
p.Val281lle
p-1le142Thr
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42235316
96641016
119604137
41562653
111945049
220162165
103528002
5787448
170627423
170627424
55075452
74404756

29274720

119327632
79698094
49214156
54805688
54804798
89804043

187510037

187557893

187538942
92539648

8130943
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DRD3
ECM1
EEA1
EFCAB4B
EHD4
ELK3
EN1
EP300
EPB4114B
EPRS
ERCC5
ERMP1
FAM120B
FAM120B
FAM151A

FAM161B

FAM179A/TOGAR
AM2

FAM184A
FAM46D/TENT5D
FAMG65C/RIPOR3
FAMS3B
FAMS3B
FANCI
FAT1
FAT1
FAT1
FAT3
FBN3

NM_000796.6
NM_004425.4
NM_003566.4
NM_001144958.2
NM_139265.4
NM_005230.4
NM_001426.4
NM_001429.4
NM_019114.5
NM_004446.3
NM_000123.4
NM_024896.3
NM_032448.3
NM_032448.3
NM_176782.3
NM_152445.3

NM_199280.4

NM_024581.6
NM_152630.5
NM_001290268.2
NM_001010872.3
NM_001010872.3
NM_001113378.2
NM_005245.4
NM_005245.4
NM_005245.4
NM_001367949.2
NM_032447.5

16280
rs13294
161756483
15242018
rs11549015
rs35332676
rs1555910821
rs3750450
rs17655

rs1228909921
rs1368883
rs28927675

rs895591

rs17827619
156020624
15239798
rs9370340

rs17803620

15199927785
rs328418
rs1280098

p-Gly9Ser
p-Gly442Ser
p-Glu840Lys
p-Glul54Lys
p-Vall54lle
p-Prol69Leu
p-Ala203Thr
p-Asn1286Ser
p-Asn816Thr
p-Ala848Pro
p-Asp1104His
p-GIn844His
p-Phe338Leu
p-GIn339Glu
p-Ala416Val
p-Lys550Arg

p-Thr941Ala

p-Asp599Asn
p.GIn19Pro
p-Leu584Pro
p-Lys640Thr
p-Tyr343=
p-Ala86Val
p-Asn4492Lys
p-His1273Arg
p-GIn2933Pro
p-Gly3072Arg
p-Gly2764Arg

0,714
0,333
0,429
0,429
0,308
0,375
0,643
0,224
0,5
0,429
0,455
0,196
0,2
0,2
0,55
0,75

0,333

0,714
0,364
0,5
0,5
0,429
0,25
0,357
0,333
0,667
0,229
0,275

121
132
143
132
102
137
120
115
79
109
138
25
13
13
166
117

146

106
214
142
136
115
141
180
194
137
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
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102523914
68582696
155490832
176520243
17739538
56104136
152279729
152281479
152281007
213031948
109265029
156770133
14819370
168467448
83440836
24180962
143825104
153762577
34897113
79117751
649232
649547
17962518
137600180
14591413
42088222
121415720
121416623
55536595
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FBXL13
FEM1B
FGB
FGFR4
FGL1
FIZ1
FLG
FLG
FLG
FLVCR1
FNDC7
FENDCY/CYFIP2
FREM1
FRMD1
FSD2
FUCA1
FUCA2
G6PD
GART
GCNT1
GEMIN4
GEMIN4
GEN1
GFRA3
GIPC1
GLI3
GOLGB1
GOLGB1
GP6

NM_145032.3
NM_015322.5
NM_005141.5
NM_213647.3
NM_004467.4
NM_032836.3
NM_002016.2
NM_002016.2
NM_002016.2
NM_014053.4
NM_001144937.3
NM_001037333.3
NM_001379081.2
NM_024919.6
NM_001007122.4
NM_000147.5
NM_032020.5
NM_001360016.2
NM_000819.5
NM_001490.5
NM_015721.3
NM_015721.3
NM_001130009.3
NM_001496.4
NM_005716.4
NM_000168.6
NM_001366282.2
NM_001366282.2
NM_001083899.2

1990857489
rs1386133001
rs4681
rs351855
rs3739406
157247236
rs3126072
rs3126079
rs7512553
rs11120047
154423040
rs10037485
rs7023244
1541266313
rs182674064
rs13551
rs11155297
rs1433928824
rs8788
152282683
rs3744741
rs910925
rs300169

rs846266
rs3732410
rs3732407
151613662

p-Gly409Glu
p-Arg334Trp
p-Tyr375=
p-Gly388Arg
plle72Val
p.-Thr391Ala
p-Gly2545Arg
p-His1961GIn
p-Tyr2119His
p-Ala52Pro
p-Arg225Leu
p.Vall38lle
p-Ser804Tyr
p-Gly150Arg
p-Thr419Met
p-GIn286Arg
p-Ala233Glu
p-Met207Thr
p-Val421lle
p.lle152Val
p-Arg684GIn
p-Ala579Gly
p-Thr6801le
p-Lys50Arg
p-Phel56Val
p-Thr183Ala
p-Tyr1217Cys
p-Thr916Ser
p-Pro219Ser

0,235
0,273
0,333
0,286
0,444
0,667
0,333
0,182
0,294
0,5
04
0,625
0,417
0,429
0,179
0,333
04
0,533
0,571
0,429
0,385
0,368
0,481
0,149
0,208
0,467
0,273
0,667
0,364

25
259
207
151
101

98
226
268
205
125
159
110
146
104

53
175
123
157
138
174
163
140

12
127
173
170
152
152
190
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
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113918125
100354524
8583312
89914925
145729727
104432523
52658962
30511054
73969541
613898
236749649
810219
124732618
185940952
28386626
75182802
31324465
32609207
32713070
32632650
29694680
29694681
148756940
23745533
46627907
84158248
78805439
45649666
39862881
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GPAM

GPR128/ADGRG7

GPR78
GPR98
GPT
GRIN3A
GSTAI
GTE2E2
GTE2IRD1
HCN2
HEATRI1
HEATR?
HEG1
HELT
HERC?2
HIP1
HLA-B
HLA-DQAI
HLA-DQA?
HLA-DQB1
HLA-F
HLA-F
HLTF
HOMEZ
HOXB3
HSDL1
HYKK
ICOSLG
D02

NM_001244949.2

NM_032787.3
NM_080819.5
NM_032119.4
NM_005309.3
NM_133445.3
NM_145740.5
NM_002095.6
NM_005685.4
NM_001194.4
NM_018072.6
NM_017802.4
NM_020733.2

NM_001300781.1

NM_004667.6
NM_005338.7
NM_005514.8
NM_002122.5
NM_020056.5
NM_002123.5

NM_001098479.2
NM_001098479.2

NM_003071.4
NM_020834.3

NM_001384749.1

NM_031463.5

NM_001013619.4

NM_015259.6
NM_194294.2

rs1144122
rs17844778
rs41311333
rs1063739

rs1051775
rs2301895
rs1054786
152794763
rs4720951
rs6790837
rs1078461
1511636232
rs117129747
15137854696
rs1142324
15200936222
rs1130386
rs3734814
rs3734815
rs10131813
rs1440033807
rs4378600
rs4511811
rs10109853

p-Cys643Trp
p-Lys151Glu
p-Arg201Ser
p-Leul27Arg
p-His14Asn
p-Tyr724Ser
p-Lys125=
p.-Val21Gly
p-Met684Val
p-Ala624=
p-Met607Val
p-Val632Ala
p-Phe602Ser
p-Leul47Val
p-GIn3989=
p-Asp749Asn
p-Glyl15Arg
p-Ala68Val
p-Met73Leu
p-Glyl02Arg
p-Asn353His
p-Asn353Ile
p-GIn898Glu
p-Ala304Thr
p-Leu362Pro
p-Ser327Cys
p-Ser3Arg
p-Pro390Leu
p-Arg248Trp

0,167
0,333
0,286
0,6
0,3
0,179
0,6
0,222
0,286
0,385
0,267
0,273
0,636
0,444
0,217
0,286
0,364
0,245
0,176
0,5
0,308
0,308
0,192
0,333
0,488
0,294
0,189
0,882
0,192

49
78
110
112
128
39
178
218
79
102
187
120
161
128
152
115
157
30
66
70
209
210
15
127
119
95
22
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

GRCh38/hg38

GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

17
10

21228040
41165462
53883756
212149925
10264480
50162909
182388173
226923938
226923938
65310489
227922918
2252990
39912145
8399635
49048738
21319399
88651962
79397246
169810796
108345651
66982812

154513627

57181995
113377566
72350412
91498254
44595113
18807897
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IFNA17
IGSF5
IL17RB
INTS7
IRAK2
IRF3
ITGA4
ITPKB
ITPKB
JAK1
JMJD4
JSRP1
jup
KANK3
KANSL2
KCNJ12
KCNK10
KCNMA1
KCNMBI1
KDELC?

KDM2A

KIAA0922/TMEM1
31L

KIAA1211
KIAA2018
KIF19
KIF20B
KLF17
KLHDC7A

NM_021268.2
NM_001080444.1
NM_018725.4
NM_015434.4
NM_001570.4
NM_001571.6
NM_000885.6
NM_002221.4
NM_002221.4
NM_002227.4
NM_023007.3
NM_144616.4
NM_002230.4
NM_198471.3
NM_017822.4
NM_021012.5
NM_138317.3
NM_001161352.2
NM_004137.4
NM_153705.5
NM_012308.3

NM_001131007.2

NM_020722.1
NM_001009899.4
NM_153209.4
NM_001284259.2
NM_173484.4
NM_152375.3

1512552812
152837225

rs3844283
rs7251
156667260
156667260
rs2230588
152295994
1580043033
rs1126821
rs890853
rs3741628
rs4985866
1517762463
rs1483499989
rs11739136

157669418

rs3796547
rs1458014517
152271535
rs1886997
152429051
rs2992755

p-Gly45Arg
p-Asp350Glu
p-Thr54Ala
p-Met536Arg
p-Leu392Val
p-Glu432Asp
p-GIn695Glu
p-Ser408Ala
p-Ser408Ala
p-Pro733=
p-Asp65Glu
p-Gly150Ala
p-Met697Leu
p-Arg359His
p-Pro628Thr
p.1le249Val
p-Ala517Thr
p-Ser52Phe
p-Glu65Lys
p-Pro476Leu
p-Vall63Glu

p-lle605Val

p-Ser776Leu
p-Asp988Gly
p-Arg807His
p-Asn1249Ser
p-Ser57Thr
p-Prol41Arg

0,583
0,333
0,176
0,19
0,417
04
0,2
0,208
0,5
0,25
0,333
0,375
0,353
0,313

0,222
0,25
0,375
0,333
0,3
0,286

0,333

0,35
0,273
0,293
0,351
0,217

0,5

224
105
27
21
137
122
29
145
115
125
77
142
75
176
99
382
140
106
156
138
81

89

151
176
153

14
106
145
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

GRCh38/hg38

GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
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16
17
12
17
17
17
17
12
12
12

21

21
11
17
17
17
14
18

19
19
21

183210345
9994936
19726275
66039350
25398284
38857446
38935812
39140417
39137154
52631242
52965173
53091566

46086377

31709691
1651540
39346622
39346622
25904653
50778816
5956238
107593989
183097856
152659615
152484129
55106663
54848157
15524921
12586698
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KLHL6
KLRF1
KNOP1
KPNA2
KRAS
KRT24
KRT27
KRT40
KRT40
KRT7
KRT74

KRT77

KRTAP12-
2/TSPEAR

KRTAP27-1
KRTAP5-5
KRTAP9-1
KRTAP9-1

KSR1
L2HGDH
L3MBTL4

LAMBI1
LAMC1
LCE2B
LCE5A
LILRA1
LILRA4
LIPI
LONRF1

NM_130446.4
NM_016523.3
NM_001012991.3
NM_002266.4
NM_004985.5
NM_019016.3
NM_181537.4
NM_001385217.1
NM_001385217.1
NM_005556.4
NM_175053.4
NM_175078.3

NM_144991.3

NM_001077711.1
NM_001001480.2
NM_001190460.1
NM_001190460.1
NM_001367810.1
NM_024884.3
NM_001330559.2
NM_002291.3
NM_002293.4
NM_014357.5
NM_178438.5
NM_006863.4
NM_012276.5
NM_001302998.2
NM_152271.5

rs11640454
154638
15121913529
rs874889
rs981684
rs1510069
15721958
1512313552
rs670741
rs1567759

152838622

152244485
rs61867581
rs79470847
rs79470847

rs760448083

152275591

rs3737353

rs20556
15760519495
rs2105117
rs10417589
1576665615
rs74369337

p-Ala501Pro
p-Asn165Ser
p-Arg28GIn
p-Val267=
p-Glyl2Val
p-Met2671le
p-11e305Thr
p-Thr37Ala
p-Glu286Asp
p-Glu271Asp
p-Gly220Cys

p-Ser143Pro

p-Ala99Val
p-Ser157Cys
p.Cysl62Ser
p.Cysl62Ser
p-Vall70Met
p.Leul8Arg
p-Gly618Asp
p-GIn1046Arg
p-Aspl084Gly
p-Gly99Ala
p-Cys40Tyr
p-Ser153Gly
p-Tyr404His
p-Gly385Glu
p-Ser611Thr

0,18
0,278
0,375
0,545
0,271
0,364

04
0417
0,273

0,75

0,6
0,714

0,571

0,333
0,217
0,481
0,247
0,2
0,229
0,3
0,375
0,196
0,256
0,5
04
0,116
0,7
0,237

139
16
143
170
79
101
151
229
136
58
117
161

105

181
126
40
229
105
164
111
132
35
344
195
257
22
22
15
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

12

13

11
19

20

18
16
15

10

12586702
7022085
140064315
13802325
46802177
110763207
65306862
12772090
210559865
185146390
185146396
43926573
149226313
149226314
13826677
3297175
90294306
205554085
129902158
20414401
33768897
174047585
102593248
97677118
57026181
71360144
123641446
41018452
55119534
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LONRF1
LRRC23
LRRC26
LRRC38
LRRC63
LRRN3
LTBP3
MAN2B1
MAP2
MAP3K13
MAP3K13
MATN4
MBD5
MBD5
MC5R
MEFV
MESP1
MFSD4
MKI67
MLLT3
MLN
MLTK/MAP3K20
MMP8
MMS22L
MOS
MPHOSPH10
MPHOSPH9
MROH2B
MROH7

NM_152271.5
NM_001135217.2
NM_001013653.3
NM_001010847.2
NM_001282460.2
NM_001099658.2
NM_001130144.3

NM_000528.4
NM_001375505.1

NM_004721.5

NM_004721.5

NM_003833.4
NM_001378120.1
NM_001378120.1

NM_005913.3

NM_000243.3

NM_018670.3

NM_181644.5

NM_002417.5

NM_004529.4

NM_002418.3

NM_016653.3

NM_002424.3
NM_001350599.2

NM_005372.1

NM_005791.3

NM_022782.4

NM_173489.5
NM_001039464 .4

rs1057077
rs7019671
rs3013105
rs6561303

rs1133330
rs35927101

152227275
rs747135508

rs224207
rs6496598
rs7526132
1512777740

rs1278686117

rs2281820
rs1940475
rs9481410

1510199088

rs10054110
rs17399810

p-Val610Ile
p-Val317Glu
p-GIn27His
p-Lys292Glu
p-Met206Val
p-Lys127Glu
p-Gly1233Ser
p-Arg337GIn
p-Gly991Arg
p-His7GIn
p-Ser9Arg
p-Gly563Ser
p-His267GIn
p-Leu268Val
p-Thr305Ala
p-Glnd76=
p.Ala53Pro
p-Gly314Ala
p-Arg2649His
p-Thr148Ser
p-Vall5Ala
p-Tyr84Cys
p-Lys87Glu
p-Thr564Met
p-Vall21Leu
p-Glu69Ala
p-Glul154Lys
p-Asn918Lys
p-Ser312Phe

0,21
0,235
0,263
0,452
0,364
0,281
0,303
0,385

0,6
02
0,192
04
0,235
0,229
0,171
0,421
0,417
0,312
0,333

0,25
0417
0,321
0,273

0,8
0,333
0,364
0,274
0,308

0,5

19
156
76
13
152
276
120
68
154
27
26
155
12
12
18
143
112
99
194
141
79
11
135
154
58
161
243
153
128
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

14

13
13
19
19
19

11

11

11

17

17

12

10

11

15

19

13

105654623
48010488
64908845
7885959
29599109
29599110
9048035
9059232
9047267
100550191
100549865
100549967
1246941
1271321
1265786
45797505
10223714
16673975
27438469
109883374
26459373
76853783
128321770
72185339
2021421
59082605
72434069
35782854
16890484
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514012.4/RPS6KA NM_001006932.3
2
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RP11-
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RP1L1 NM_178857.6
RPAP1 NM_015540.4
RSAD1 NM_018346.3
SACS NM_014363.6
SALL4 NM_020436.5
SAMSN1 NM_001256370.2
SDC1 NM_002997.5
SDC1 NM_002997.5

SEC14L3 NM_174975.5
SEC16A NM_014866.2
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rs73166367
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p-Glu267Asp
p-Thré2lle
p-Leul33lle
p-Leu71Pro
p-Arg280Cys
p-Prol62His
p.Gly76Asp
p-Arg72Cys
p-Asp541Glu
plle47Val

p-Thr757Ser

p-Glu605Asp

p-Argl83Thr

p-Asn75Lys

p-Thr1954Ala
p-Pro1371Arg
p-Leul26Ser
p-Leu3134Val
p-Leu507Arg
p-Pro42Leu
p-Arg277Ser
p-Leu275Arg
p-Asp335Glu
p-Argl039Cys
p-Ala327Thr
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0,25
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0,267
0,357
0,727
0,444
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0,224

0,364

0,3

0,3
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0,209
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0,245
0,244
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0,182
0,3
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14
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SLCO1C1
SLITRK3
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SMYD4
SNAP47
SNCAIP
SNRPN
SNX19
SNX19
SNX19

NM_001358351.3
NM_001358351.3

NM_001756.4
NM_020979.5

NM_001099289.3

NM_080704.4
NM_001649.4
NM_020859.4
NM_023068.4
NM_003830.4
NM_018556.4
NM_033438.4
NM_003057.3
NM_003059.3
NM_001636.4
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NM_031467.3
NM_021095.4
NM_017435.5

NM_001318810.2

NM_003070.5
NM_020159.5
NM_052928.3
NM_053052.4
NM_005460.4
NM_003097.6
NM_014758.3
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1511549830
rs2236359
15367856089
rs1159179672
1562621284
rs3190345
rs1050081

p-Ser723Arg
p-Pro724Ala
p-Ser246Ala
p-AlaléPro
p-Alal5Thr
p-Met315lle
p-Gly279Ala
p-Vall168lle
p-Arg358Trp
p-Val263Ala
p-Asn208=
p-Leul60Phe
p-11e306Thr
p-GIn50Arg
p-Gly486Asp
p-Ser376Asn
p-Ser481Phe
p-Lys56Asn
p-Arg207Gly
p-Asp1546Glu
p-Glu768Val
p-Arg562Trp
p-Arg48Gly
p-Gly315Ala
p-Argl36*
p-Pro480Leu
p-Ser407Gly
p-Asp396Glu
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TAB3
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NM_138927.4
NM_178828.5
NM_178828.5
NM_178828.5
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NM_005876.5
NM_032802.4
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NM_020762.4
NM_020762.4
NM_020762.4
NM_018984.4
NM_001052.4
NM_001363573.2
NM_020759.3
NM_016169.4
NM_001055.3
NM_001367551.1
NM_001323032.3
NM_153366.4
NM_182961.4
NM_001160306.2
NM_001242394.2
NM_152787.5
NM_152787.5
NM_152787.5
NM_152232.4
NM_176889.4
NM_176889.4

1513047599
157850542
rs4076795

1510868670
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15376367804

15749018955

rs10861970
rs3746726
rs37458
rs3742995
rs17114803
rs1042028
rs10205833
rs117361551
rs7030192
rs214976
rs61750217
rs750468231

rs9701796
rs12226919
rs79420812

p-Argl575Cys
p-Thr335Pro
p-Asp682Glu
p-Val1019Glu
p-Arg2790Gly
p-Argl350His
p-Pro335Arg
p-Pro335Ala

p-Asp961His
p-Asp961Ala
p-Phe284Val
p-Thr128Ala
p-Arg3015Gly
p-1lle433=
p-Arg213His
p-Leul50Phe
p.lle510Val
p-Ala2750Val
p-Vall035Ala
p-Gly1453Glu
p-Val237Ile
p-lle429Met
p-Thr430Lys
p-Thr430Ser
p-Ser9Cys
p-His148Asn
p-Vall4llle

0,556
0,6
0,583
0,7
0,28
0,239
0,189
0,189
0,192
0,192
0,19
0,286
0,263
0,208
0,308
0,278
0,333
0,214
0,267
0,467
0,214
0,5
0,375
0,253
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0,6
0,353
0,389
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16
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124
244
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135
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27
27
27
134
189
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54173413
187004074
38830350
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TMPRSS2
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TPSG1
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TRPM1

TSPAN10
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NM_176884.2

NM_015395.3
NM_016111.4
NM_003223.3
NM_003241.4
NM_006464.4
NM_012454.4
NM_014464.4
NM_003265.3
NM_006068.4
NM_015488.5
NM_080751.3
NM_144686.4
NM_001301771.2
NM_173490.8
NM_032933.6
NM_178545.4
NM_005656.4
NM_022093.2
NM_022093.2
NM_004179.3
NM_012467.4
NM_025228.4
NM_001252030.2
NM_001290212.2
NM_001290212.2
NM_001290212.2

1571443637
rs17855834
rs17855833
rs11762014
rs2248128
rs251732
rs1995641
rs4247303
rs11751128
152297980
rs3775291
rs5743810
152292553
rs6050063
rs641738
rs1063087
rs8099409
1528640257
1512329760
rs2285215
1510798333
rs1004041
rs669694
rs4779816
rs6565617
157210026
rs6420484

p-His212Arg
p-Gly18Glu
p-Ser15Gly
p-Pro946Leu
p-GIn674Arg
p-GIn218His
p-Glu313Lys
p-Arg259Trp
p-Argl101Cys
p.GIn22Arg
p-Leu412Phe
p-Ser249Pro
p.Pro21Leu
p-Argl23Lys
p-Gly17Glu
p-Glul78Asp
p-Gly268Ala
p-Leul31Phe
p-Met141Thr
p-Vall197Met
p-Pro930Leu
p-Thr941Met
p-Val375Ala
p-Phe288Leu
p-GIn373Glu
p-Met40Thr
p-Alal18Thr
p-Vall34Ala
p-Tyr139Cys

0,216
0,222
0417
0,25
0,6
0,25
0417
0,333
0417
0,5
0,333
0,304
0,364
0,429
0,375
0,157
0,364
0,429
0,714
0,211
0,194
0,226
0,357
0,348
0,368
0417
0,316
0,316
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93
120
134
100
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123
113
111
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134
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235
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120
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UBE3B
UBP1
UBR3
UIMC1
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NM_033305.3
NM_001163922
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p-Vall3élle
p-GIn439*

p-His166Tyr

p-Glu8144Ala
p-Prol18169Arg
p-Pro18169Ala
p-Asn2957Thr
p-Val60Met
p-GIn1116His
p-Arg346GIn
p-Asn109Ser
p-Met697Val
p-Pro435Leu
p-Val70Leu
p-Ser23Pro
p-Arg486GIn
p-Ser962Arg
p-Asnl1071Tyr
p-Arg592GIn
p-Asn3Thr
p-Asn885Ser
p-Argl65His
p-Pro652Leu
p-Lys217Arg
p-Ser43Asn
p-Val465lle
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0,5
0,5

0,333
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0,189
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0,214
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0,6
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0,444

0,444
0,6
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105

232

123
91
90

209
32
33
24
92
35

162

112

338

112
126

269
126

216
16
119
133

145
92
193

157
12
197

e Y Sy

N

e

Pagina | 297



GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

12

19
15
15
16
19
19
19

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

19
19
19

168102395
32908237
100374087
167000256
144620342
145147308
57647236
42731384
42731385
3452236
35175279
35175282
9267324
71757266
8575765
58421128
21205593
57839150
57839567
58058536
2833802
36674305
52376507
20989209
185802363
185801747
53994278
57176482
52887437

>0 340 > 03> > > A > > 000> > 0>»0a03a0>00

N A0 >» 0 >» 0000004004943 >» 000000 >» »

XIRP2
YARS2
ZAN
ZBBX
ZC3H3
ZEB2
ZIM3
ZNF106
ZNF106
ZNF174
ZNF302
ZNF302
ZNF317
ZNF366
ZNF414
ZNF417
ZNF430
ZNF543
ZNF543
ZNF550
ZNF554
ZNF565
ZNF577
ZNF66
ZNF804A
ZNF804A
ZNF813
ZNF835
ZNF880

NM_152381.6
NM_001040436.3
NM_003386.3
NM_001199201.2
NM_015117.3
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NM_020933.5
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p-Gly191Val
p-Met2073Val
p-Ala675Gly
p-Ser399Gly
p-GIn1119Glu
p-Asnl57Asp
p-Ser1441*
p-Ser1441Ala
p.Glu78Lys
p-Asnl157Tyr
p-Lys158*
p-Ser21Leu
p-Lys20Glu
p-Ala357Pro
p-Argl73His

p-GIn107Arg
p-Leu246His
p-11e359Thr
p-Glul90Gly
p-11e228Thr
p-Lys246Glu
p-Arg268His
p-His747Arg
p-Glu542Lys
p-Cys264Trp
p-Glu29Lys
p-Asn202His
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0,375
0,429
04
0,214
0,16
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0,26
0,417
0,444
0,5
0,221
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0,429
0,667
0,194
0,714
0,333
0,455
0,8
0,667
0,179
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0,208
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GRCh38/hg38 19 52888049 C A ZNF880 NM_001145434.2 rs75346003 p-GIn406Lys 0,165 48
GRCh38/hg38 19 52888050 A G ZNF880 NM_001145434.2 rs76053634 p-GIn406Arg 0,16 47
GRCh38/hg38 1 33959000 G A ZSCAN20 NM_001377376.1 - p-Ser553Asn 0,252 176 1
GRCh38/hg38 16 3434699 A G ZSCAN32 NM_001284527.2 rs27230 p-Tyr332His 0,25 124 1
Yamagata et al, 2024 (CASO CLINICO. Metodologia: Metodologia: WES)
Referencia , .
del Genoma Cromosoma Localizacion Ref Alt Gen TranIs;:fl;o NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read depth n
humano 4
No reportado 9 104818742 A C ABCA1 NM_005502.4 - p-Leull28Arg 0,22 No reportado 1
No reportado 11 44059848 - - ACCSL NM_001031854.2 - p-Arg545= 0,41 No reportado 1
No reportado 7 100892617 G A ACHE NM_000665.5 15761313292 p-Arg424Cys 0,522 No reportado 1
No reportado 7 5528476 T C ACTB NM_001101.5 - p-Thr203Ala 0,462 No reportado 1
No reportado 1 15578950 T TCTA AGMAT NM_024758.5 - p-Asp210_GLu21linsAsp 0,159 No reportado 1
No reportado 1 1045457 G A AGRN NM_198576.4 - p-Asp824Asn 0,091 No reportado 1
No reportado 15 85645854 A T AKAP13 NM_007200.5 - p-Glul1425Valfs*9 0,477 No reportado 1
No reportado 19 46918772 A T ARHGAP35 NM_004491.5 - p.lle33Phe 0,435 No reportado 1
No reportado 1 26780651 T G ARID1A NM_006015.6 - p-Phe2251Leufs*16 0,394 No reportado
No No o
No reportado 1 26780017 report  report ARIDIA NM_006015.6 - p-Val2041_Ser2285del 0,338 No reportado
ado ado
No reportado 7 140753393 T A BRAF NM_004333.6 - p-Asn581lle 0,5 No reportado 1
No reportado 16 49374086 C A Clé6orf78 NM_144602.4 - p-Pro49= 0,313 No reportado 1
No reportado 9 137882873 G A CACNA1B NM_000718.4 15202024500 p-Vall74lle 0,167 No reportado 1
No reportado 7 72106284 C G CALN1 NM_031468.4 - p-Glu85Asp 0,4 No reportado 1
No reportado 22 30287499 C T CASTOR1 NM_001037666.3 rs375767108 p-Ser82= 0,36 No reportado 1
CGGC
GGCG
CCCT
No reportado 1 10639250 CGCG C CASZ1 NM_001079843.3 - p-Prol1657_Alal664de 0,517 No reportado 1
CGGC
CCGG
G
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No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

19
17

12
12
10
11
21

14

17
19

20

12

10

14

15

5772958
79834338
112639456
48642389
205065878
70142041
108900460
124957046
77835864
6559212
40087191
7580749
73942709
151566030
39299081
39906252
154349559
22582907
173314045
100617794
30027644
104166984
165263286
40624487
138873863
141881587
75784502
1729139
46558590

N34 000 >» 00> 00> 000090000000 0040 >

= > =3 N0 > A > a4 49> 949> P> 9099 932> 392> 2>492> > >0

CATSPERD
CBX4
CCDC80
CELSR3
CNTN2
COL19A1
DAO
DHX37
DLG5
DNHD1
DSCAM
DSP
FAM161B
FAT?
FBXL20
FCGBP
FLNA
FOXA?
GALNT7
GAS2L3
JCAD
KIF26A
KLHL2
KNL1
LRRTM?2
MAGEC3
MAGEE2
MAPKSIP3
MKNKI

NM_152784.4
NM_003655.3
NM_199511.3
NM_001407.3
NM_005076.5
NM_001858.6
NM_001917.5
NM_032656.4
NM_004747 .4
NM_144666.3
NM_001389.5
NM_004415.4
NM_152445.3
NM_001447.3
NM_032875.3
NM_003890.2

NM_001110556.2

NM_021784.5
NM_017423.3
NM_174942.3
NM_020848.4
NM_015656.2
NM_007246.4
NM_144508.5
NM_001903.5
NM_138702.1
NM_138703.5

NM_001318852.2
NM_001135553.4

rs1575538352
13374726965
15753052324
13769624889

15149531804
151228540061
rs781959191
15994793445
15753095418

rs200972450

p-Asn645Thr
p-Thr435Ile
p-Argl150Ser
p-Asp2878=
p-Ser595=
p-Gly513Arg
p-Ala323=
p-Pro749=
p-Arg499Leu
p-Leu3150=
p-Alal316Glu
p-Ser1520Ile
p-Glu311Gly
p-Ala968Thr
p-Arg80*
p.Cys2354=
p-Arg2520His
p-Leul12*
p-Gly493Argfs*3
p-Argle6*
p-Leu835Lisfs*53
p-Pro350Leu
p-Asn157Lys
p-GIn1408Leu
p-Thr233Met
p-Glu234GIn
p-Leul84lle
p-lle147=
p-Pro408=

0,101
0,5
0,111
0,448
0,449
0,42
0,08
0,13
0,081
0,427
0,5
0,11
0,072
0,378
0,512
0,209
0,385
0,403
0,383
0,378
0,5
0,373
0,321
0,129
0,438
0,159
0,421
0,353
0,375

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
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No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

11

16
12

11

16

11

12
14

15

11

201686018
60094040
100955320
14880042
121023998
248473932
56417977
75130632
141096173
141331660
10982382
2099737
58458820
45227506
112489081
54760482
148544244
196885736
1225513
58888436
241069002
63827108
56810156
1781478
43179176
71463887
63415586
182799938
38774456

> 000> 00004000000 000002>00HAD>000

Q ~

= 9 01 009> > 949> > 42> 2> 2> =99 04A92> 00

MPP4
MS4A2
MUC3A
NOMO1
OASL
OR2T3
OR5R1
OSTF1
PCDHB2
PCDHGA1
PHF14
PKD1
PLK2
PRDM11
PTPN11
SAMD4A
SASH1
SENP5
SLC6A18
SLTM
SNED1
SPINDOC
SPINK2
SPSB3
SRF
TAF1
TANC2
TENM3
TLR10

NM_033066.3
NM_000139.5
NM_005960.2
NM_014287.4
NM_003733.4
NM_001005495.1
NM_001004744.1
NM_012383.5
NM_018936.4
NM_018912.3
NM_001007157.2
NM_001009944.3
NM_006622.4
NM_001384648.1
NM_002834.5
NM_015589.6
NM_015278.5
NM_152699.5
NM_182632.3
NM_024755.4
NM_001080437.3
NM_138471.3
NM_001271722.2
NM_080861.4
NM_003131.4
NM_004606.5
NM_001394998.1
NM_001080477 .4
NM_030956.4

151386672344

rs1274644662
15777457920
1375371663

rs141101590

15397507544
1201029932

15143864547

rs138901734

rs188562043
151442319526

1556183755

rs755000701

p-GIn131His
p-Gly205Val

p-Thr1182Asnfs*89

p-Met929Val

p-Asn347Asp
p-Cys194*
p-Val86lle
p-Ser63Gly
p-Phed61=

p-Gly326Trp

p-Gly41=

p-Ser3319=

p-His134Tyrfs*9

p-Glu961Lys
p-Ser502Leu
p-Val500Ile
p-Pro925His
p-Vall85=
p-Cysl12=
p-Glu775Val
p-Alal096Thr
p-Ala372Val
p-Phe78Leu
p-Ala2=
p-Thr505Ala
p-lle1821=

p-Argl1360Thr
p-Arg2563Trp

p-Leu379Met

0,423
0,075
0,216
0,393
0,088
0,367
0,232
0,295
0,326
0,106
0,318
0,431
0,087
0,13
0,381
0,102
0,333
0,333
0,379
0,369
0,364
0,391
0,073
0,101
0,244
0,337
0,396
0,5
0,348

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
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No reportado 2 1477577 G C TPO NM_001206744.2 - p-Alad437= 0,409 No reportado
No reportado 1 47801502 C A TRABD2B NM_001194986.2 - p-Ala262Ser 0,078 No reportado
No reportado X 101019363 C G TRMT2B NM_024917.6 - p-Lys403Asn 0,375 No reportado
No reportado 2 178720177 T C TTN NM_001267550.2 - p-GIn7822Arg 0,286 No reportado
No reportado 9 10354128 C T TYK2 NM_003331.5 - p-Arg941His 0,404 No reportado
No reportado 6 149970098 C T ULBP1 NM_025218.4 15761051952 p-Phe236= 0,563 No reportado
No reportado 7 101163686 G T VGF NM_003378.4 - p-Ala386= 0,279 No reportado
No reportado 19 57455711 T A VNIR1 NM_020633.4 - p-Asn2591le 0,375 No reportado
No reportado 11 124748656 G A VSIG2 NM_014312.5 15746501488 p-Leu232Phe 0,162 No reportado
No reportado 2 31372246 C T XDH NM_000379.4 151172296262 p-Arg613GIn 0,069 No reportado
No reportado 7 6621527 C T ZNF853 NM_017560.3 15572290256 p-Thr179Met 0,455 No reportado
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Tabla suplementaria S2. Variantes genéticas en sangre (linea germinal).

Matalliotaki et al, 2018 (CASO CLINICO, Metodologia: WES)

Referencia del

Genoma  <™°  yoqlizacion  Ref  Alt Gen Transerito NCBI dbSNP ID Aminoicido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
GRCh37/hg19 9 139266405 C T CARD9 NM_052813.5 1510781499 p.Prod2= No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 9 139266496 G A CARD9 NM_052813.5 rs4077515 p-Ser12Asn No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 7 105658451 G A CDHR3 NM_152750.5 rs6967330 p.Cys529Tyr No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 5 96129512 C T ERAP1 NM_001040458.3 rs27434 p-Ala356= No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 5 96124330 A G ERAP1 NM_001040458.3 rs30187 p.Lys528Arg No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 19 49206985 G A FUT2 NM_000511.6 15602662 p-Gly258Ser No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 15 81598269 T G IL16 NM_172217.5 rs11556218 p-Asn1147Lys No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 3 49721532 C T MST1 NM_020998.3 rs3197999 p.Arg703Cys No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 3 169492101 C T MYNN NM_018657.5 rs10936599 p-His6= No No 1
reportado  reportado
GRCh37/hg19 1 114377568 C A PTPN22 NM_015967.8 152476601 p.Arg620= No No 1
reportado  reportado
Albertsen et al, 2019 (SERIE DE CASOS-ESTUDIO FAMILIAR, Metodologia: WES)
Referencia del . .
Genoma Cromoso Localizacion Ref Alt Gen Trénscrito NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
GRCh37/hg19 2 216257772 C T FN1 NM_212482.4 15763439987 p-Aspl317= <1% repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 2 216251538 C T FN1 NM_212482.4 15139078629 p-Argl496Trp <1% repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 4 69972949 C G UGT2B7 NM_001074.4 154292394 p-Leu353= <1% No 6
reportado
GRCh37/hg19 4 70079838 A G UGT2B11 NM_001073.3 154694697 p-Leu201= <1% No 2
reportado
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No

GRCh37/hg19 70079963 C T UGT2B11 NM_001073.3 rs72551399 p-Leul60= <1%
reportado
GRCh37/hg19 70146230 G A UGT2B28 NM_053039.2 rs13139691 p.Lys4= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70146704 G A UGT2B28 NM_053039.2 rs7689398 p.-Alal62= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70146804 G C UGT2B28 NM_053039.2 15148987832 p-Vall96Leu <1% repcli?a do
GRCh37/hg19 70156392 A G UGT2B28 NM_053039.2 rs10013145 p-Val391= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70160277 T G UGT2B28 NM_053039.2 rs6843900 p.lle447Arg <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70160309 C G UGT2B28 NM_053039.2 rs6828191 p-His458Asp <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70160338 C G UGT2B28 NM_053039.2 rs72552703 p-Val467= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 70160342 TG cc UGT2B28 NM_053039.2 15796618077 p-Cys469Pro <1% repoNr?a do
GRCh37/hg19 70346564 GA TT UGT2B4 NM_021139.3 167904882 p-Asp458Glu <1% repoNr?a do
GRCh37/hg19 70355211 T C UGT2B4 NM_021139.3 rs1845555 p-Thr316= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11706581 T G CTSB NM_001908.5 rs13332 p-Thr140= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11710888 G C CTSB NM_001908.5 rs12338 p-Leu26Val <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11832079 A G DEFB136 NM_001033018.2 rs10108075 p-Phel0= <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11994716 C A USP1712 NM_201402.3 rs199935289 p-Lys518Asn <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11994957 T C USP1712 NM_201402.3 rs12543578 p-Lys438Arg <1% No
reportado
GRCh37/hg19 11995062 G A USP1712 NM_201402.3 rs75807755 p-Ala403Val <1% No
reportado
GRCh37/hg19 12600720 T A LONRF1 NM_152271.5 rs1139354 p-Ile265Leu <1% No
reportado
GRCh37/hg19 12878637 A G KIAA1456 NM_020844.3 15528255 p-His150Arg <1% rep(I::a do

Pagina | 304



No

GRCh37/hg19 8 12878677 T C KIAA1456 NM_020844.3 1622106 p-Alal63= <1% 5
reportado
Liu et al, 2022 (CASO CONTROL, Metodologia: WES)
Referencia del , .
Genoma Cromoso | alizacion  Ref  Alt Gen Transerito NCBI dbSNP ID Aminodcido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
~96% of
GRCh37/hg19 11 102398587 T C MMP7 NM_002423.5 5150338402 p-1le79Thr 0,0169 the target 15
regions
Zhu et al, 2022 (SERIE DE CASOS-ESTUDIO FAMILIAR, Metodologia: WES)
Referencia del , .
Genoma Cromoso | alizacion  Ref  Alt Gen Transerito NCBI dbSNP ID Aminodcido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
GRCh37/hg19 2 27352448 C A ABHD1 NM_032604.3 - p-Argl91Ser 0,0003415 repclj'?a do No reportado
GRCh37/hg19 1 179078174 G C ABL2 NM_007314.3 rs1336932476 p-Gly743Ala 0 repclj'?a do No reportado
GRCh37/hg19 16 50346931 T C ADCY7 NM_001114.4 rs752420658 p-1le912Thr 0,0006719 repclj'?a do No reportado
GRCh37/hg19 5 94927293 G A ARSK NM_198150.2 rs777350231 p-Val354Met 0,00005452 repcli?a do No reportado
GRCh37/hg19 8 124358981 G A ATAD2 NM_014109.3 rs1212047865 p-Cys741Tyr 0,0005012 repclj'?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 15353845 C T BRD4 NM_058243.2 rs749938247 p-Pro1012Leu 0,0005467 repcli?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 48698952 C T C19orf68 NM_199341.3 rs1250253008 p-Ser544Leu 0 repgf?a do No reportado
GRCh37/hg19 16 61851430 T G CDH8 NM_001796.4 18779227539 p-lle410Met 0,0001649 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 16 11001295 C G CIITA NM_001286402.1 - p-Ala650Gly 0 No
reportado
GRCh37/hg19 16 11000377 G T CIITA NM_001286402.1 15765940448 p-Arg344Leu 0,000109 repoNr?a do 5
GRCh37/hg19 16 11000881 T C CIITA NM_001286402.1 15147316330 p-Leu512Pro 0,0006547 repoNr?a do
GRCh37/hg19 4 1388759 C T CRIPAK NM_175918.3 15112233131 p-Argl54Trp 0 repoNr?a do No reportado
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No

GRCh37/hg19 1 35369897 A DLGAP3 NM_001080418.1 - p.Arg363Lys 0 reportado No reportado
GRCh37/hg19 16 21036001 T DNAH3 NM_017539.1 - p.Pro1855Ser 0,00005437 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 2 24286059 T FKBP1B NM_004116.3 - p-Glul08Asp 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 9 128086194 G GAPVD1 NM_015635.3 1774003860 p.His617Arg 0,0001087 repcli?a do No reportado
GRCh37/hg19 8 144351607 T GLI4 NM_138465.3 1572013200 p.Prol4Leu 0,0009822 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 X 135428395 A GPR112 NM_153834.3 15752689663 p-Ala844Thr 0 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 6 110301133 T GPR6 NM_001286099.1 1rs766061640 p-Ala288Val 0,0005013 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 21 31023497 G GRIK1 NM_000830.3 rs1327840728 p-Met299Val 0,0001027 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 X 65408300 G HEPH NM_138737 .4 15777146332 p-Asn296Ser 0 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 9 133303792 T HMCN2 NM_001291815.1 rs1245606574 p-Ala4147Val 0,0001088 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 16 27353505 G IL4R NM_000418.3 - p-Glu45Gly 0,00008102 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 18 77659775 A KCNG2 NM_012283.1 rs1205801739 p-Asp454Asn 0 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 12 6887504 G LAG3 NM_002286.5 rs566081528 p.Glu509Gly 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 16 74712859 G MLKL NM_152649.2 rs778326056 p-Pro326Ala 0,0001002 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 X 3228220 G MXRA5 NM_015419.3 rs143876565 p-Asn2675Ser 0,00005449 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 17 79898821 G MYADML2 NM_001145113.2 15150154051 p-Asn266Ser 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 17 10263380 A MYH13 NM_003802.2 rs773173964 p-Ser181Tyr 0,0002225 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 X 102632402 GA NGFRAP1 NM_001282674.1 rs199898496 p.Glu75_Lys 0,000435 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 3 13429829 A NUP210 NM_024923.3 rs747259107 p-Ala220Thr 0 rep(I::a do No reportado
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No

GRCh37/hg19 8 145109716 C T OPLAH NM_017570.4 rs781894813 p-Pro837Leu 0 reportado No reportado
ACAA No
GRCh37/hg19 11 5510342 CCAT A OR52D1 NM_001005163.2 rs1378089323 p-Thr136Metfs*4 0 No reportado
reportado
TCT
GRCh37/hg19 1 17603341 G A PADI3 NM_016233.2 rs781009577 p-Gly509Arg 0 repcli'?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 39877338 C G PAF1 NM_019088.3 - p-Ala363Gly 0,0004511 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 1 14109227 G T PRDM2 NM_012231.4 15768601988 p-Glyl646Val 0,0006017 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 43420362 G C PSG6 NM_002782.4 15778261721 p.Glull4Asp 0,0009786 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 9 114325418 A G PTGR1 NM_001146108.1 - p-Thr325Ala 0 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 16 110234 G C RHBDF1 NM_022450.3 15761217453 p-Glu568GIn 0,0002506 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 14 21794149 A G RPGRIP1 NM_020366.3 15762420632 p-Asn843Asp 0,0001607 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 51171052 C T SHANK1 NM_016148.2 rs1311058719 p-Pro1389Ser 0,0001275 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 13 78272267 T TGG SLAIN1 NM_001242868.1 15201380414 p.Gly74_Leu75fs 0,00009178 repoNr?a do No reportado
GRCh37/hg19 17 6599208 G A SLC13A5 NM_177550.4 - p-Ala298Thr 0,0009145 repcljr?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 3474986 A G SMIM24 NM_001136503.1 rs1356551199 p.Lys83Arg 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 1 16258070 G A SPEN NM_015001.2 rs140024761 p-Alal779Thr 0,0007622 repcli'?a do No reportado
GRCh37/hg19 10 17742229 T C STAM NM_003473.3 - p-Val288Ala 0 No No reportado
reportado
GRCh37/hg19 X 123615639 C G TENM1 NM_001163278.1 rs1457635918 p.GIn1298Glu 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 1 6692923 G C THAP3 NM_001195753.1 15780109611 p-Argl69Thr 0 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 3 149089514 T A TM4SF1 NM_014220.2 rs770034961 p-Val185Glu 0 repcli'?a do No reportado
GRCh37/hg19 1 1148399 C G TNFRSF4 NM_003327.3 rs1296437763 p-Prol15Ala 0 rep(I::a do No reportado
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No

GRCh37/hg19 1 1116222 C CG TTLL10 NM_001130045.1 15757394688 p-Pro246_Gly247fs 0 reportado No reportado
GRCh37/hg19 22 43569771 G A TTLL12 NM_015140.3 15776233681 p-Vald31lle 0,0002691 rep(I::a do No reportado
GRCh37/hg19 16 46705664 C T VPS35 NM_018206.4 rs1367504626 p-Arg493Cys 0 repcli?a do No reportado
GRCh37/hg19 12 6143965 C G VWF NM_000552.3 15184227165 p-Cys858Trp 0 rep(I)\Ir?a do No reportado
GRCh37/hg19 19 58980545 A C ZNF324 NM_014347.2 - 0 No No reportado
reportado
GRCh37/hg19 X 57934604 G A ZXDA NM_007156.4 15376268202 p-Ala751Thr 0,0001458 repoNr(t)a do No reportado
Kina et al, 2023 (SERIE DE CASOS-ESTUDIO FAMILIAR, Metodologia: WES)
Referencia del ( .
Genoma Cromoso Localizacién Ref Alt Gen Transcrito NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
~99% of
GRCh37/hg19 15 78632824 G C CRABP1 NM_004378.3 rs748004759 p-Glul8Asp <0,01 the target 6
regions
~99% of
GRCh37/hg19 2 17962053 C T GEN1 NM_001130009.3 15765954836 p-Ser525Leu <0,01 the target 6
regions
~99% of
GRCh37/hg19 1 12262195 G A TNFRSF1B NM_001066.3 151387092420 p-Ala358Thr <0,01 the target 6
regions
Nousiainen et al, 2023 (SERIE DE CASOS-ESTUDIO FAMILIAR, Metodologia: WES)
Referencia del ( .
Genoma Cromoso Localizacién Ref Alt Gen Transcrito NCBI dbSNP ID Aminoacido MAF Read n
ma RefSeq depth
humano
GRCh38/hg38 5 177093318 C T FGFR4 NM_213647.3 15748057716 p-Pro413Leu 0,00001598 77 x
GRCh38/hg38 13 101055447 C T NALCN NM_052867.4 15200731653 p-Argl689Trp 0,0002192 77 x
GRCh38/hg38 11 19939713 G NAV2 NM_145117.5 - p-Val696Met 0 77 x 4
GRCh38/hg38 2 216428644 C T SMARCAL1 NM_014140.4 rs139872089 p-Thr399Met 0,001248 77 x 4
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Santin et al, 2023 (CASO-CONTROL, Metodologia: WES)

Referencia del

Genoma Cromoso | alizacion  Ref  Alt Gen Transerito NCBI dbSNP ID Aminodcido MAF Read
ma RefSeq depth
humano
GRCh38/hg38 7 48587227 G A ABCA13 NM_152701.5 rs1343617695 p-Gly4860Glu 0,00003 repclj'?a do
GRCh38/hg38 7 48269013 A G ABCA13 NM_152701.5 rs1213044373 p-Asn680Ser 2,2x10-5 repcli'?a do
AGAC

GRCh38/hg38 7 210475 LIG ABCA13 NM_152701.5 r775345564  PATBIS7Gluldldelins o 0 No

GGTA Lys reportado
G

GRCh38/hg38 7 48489299 A G ABCA13 NM_152701.5 15761788799 plle4416Val 0,00011 repgr?a do
GRCh38/hg38 7 48489294 AC A ABCA13 NM_152701.5 15761151004 p-lle4416fs 4x10-6 repoNr(t)a do
GRCh38/hg38 7 48272914 T A ABCA13 NM_152701.5 15918676610 p-Met1083Lys 2,9 x10-5 repoNr(t)a do
GRCh38/hg38 7 48279224 T C ABCA13 NM_152701.5 15778285795 p-11e2677Thr 0,00012 repoNr(t)a do
GRCh38/hg38 7 48403790 C T ABCA13 NM_152701.5 15371333701 p-Ser3994Leu NA repoNr(t)a do
GRCh38/hg38 7 48524381 C T ABCA13 NM_152701.5 15185678311 p-Argd729Cys 2,8 x10-5 repoNr(t)a do

GRCh38/hg38 4 6694636 TGCA T C3 NM_000064.4 15544122376 4x10-6 No
reportado

GRCh38/hg38 4 6690687 C T C3 NM_000064.4 15150237828 NA No
reportado
GRCh38/hg38 8 3369370 C T CSMD1 NM_033225.6 151486469825 p-Ala928Val 1,4 x10-5 repoNr(t)a do

GRCh38/hg38 8 3367124 T A CSMD1 NM_033225.6 - p-Ile1008 Asn 0,00014 No
reportado

GRCh38/hg38 8 3219374 T C CSMD1 NM_033225.6 rs756141932 pIle1518Thr NA No
reportado
GRCh38/hg38 8 3348133 T A CSMD1 NM_033225.6 rs371414165 p-Asnl111Lys 5,7 x10-5 repcli'?a do
GRCh38/hg38 15 51210993 G A CYP19A1 NM_000103.4 rs201638381 p-Ala443Thr 1,2x10-5 repcli'?a do

Pagina | 309



TGCA

GRCh38/hg38 1 157689824 GCAG FCRL3 NM_052939.4 - p-His595fs 3,2x10-5 No
N reportado

GRCh38/hg38 1 157690302 G FCRL3 NM_052939.4 - p-Asn548Ser NA No
reportado

GRCh38/hg38 1 157696214 A FCRL3 NM_052939.4 rs754875256 p-Phe320Ile No
2,8 x 10-5 reportado
GRCh38/hg38 2 11640384 A GREBI1 NM_014668.4 rs376907059 p-Argl927His 0,00004 rep(I::a do

GRCh38/hg38 2 11640386 A GREB1 NM_014668.4 - p-Aspl1928Asn 0,00019 No
reportado

GRCh38/hg38 2 11588827 T GREB1 NM_014668.4 15747899314 p-Ser414Phe 4,4 x10-5 No
reportado

GRCh38/hg38 11 112150185 C IL18 NM_001562.3 - p.Phe38Ser 1,6 x 10-5 No
reportado

GRCh38/hg38 2 112778076 C IL1A NM_000575.5 rs1801715 p-Asp176His 0,00074 No
reportado

GRCh38/hg38 22 37128112 G IL2RB NM_000878.3 - p.Pro547Arg 6,7 x10-5 No
reportado
GRCh38/hg38 1 14960693 A KAZN NM_201628.2 15754907438 p-Arg79GIn 0,00039 repoNr?a do

GRCh38/hg38 20 62317481 A LAMAS NM_005560.6 15774378028 p-Ala2459Thr No
4x10-6 reportado
GRCh38/hg38 20 62336766 A LAMAS5 NM_005560.6 15758295582 p-Gly729Ser 0,00011 repoNr?a do
GRCh38/hg38 20 62346942 T LAMAS5 NM_005560.6 15201517990 p-Ala348Val 4x10-6 repoNr?a do
GRCh38/hg38 20 62336415 A LAMAS5 NM_005560.6 rs201119098 p-Val750Met 1,2x10-5 repcljr?a do
GRCh38/hg38 20 62314653 A LAMAS5 NM_005560.6 rs762279213 p-Ala2757Thr 53 x10-5 rep(I::a do
GRCh38/hg38 19 54278554 T LILRB2 NM_001278406.1 15768452192 p-Arg322Cys 8 x10-6 rep(I::a do

GRCh38/hg38 6 161087697 A MAP3K4 NM_005922.4 - p-Pro856Thr NA No
reportado
GRCh38/hg38 6 161087790 A MAP3K4 NM_005922.4 rs776867715 p-Asp887Asn 2,5x10-5 rep(I::a do
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CCTG

GRCh38/hg38 6 161098318 CTGC MAP3K4 NM_005922.4 rs5881391 p-Alal197_Ala1199dup 0,000049 No
reportado
TG
GRCh38/hg38 1 102838627 A MMP3 NM_002422.5 rs202217886 p-Val385Met NA rep(I::a do
GRCh38/hg38 1 102842446 C MMP3 NM_002422.5 rs1555005667 p-Ser162Pro 0,000034 rep(I::a do
GRCh38/hg38 20 46013343 CA MMP9 NM_004994.3 15765108149 p-Thr474fs 0,000012 repoNr?a do
GRCh38/hg38 20 46012266 T MMP9 NM_004994.3 15777794038 p-Thr376lle 0,000064 repoNr?a do
GRCh38/hg38 2 151576242 G NEB NM_001164508.2 15372049328 p-Tyr5606Cys NA repoNr?a do
GRCh38/hg38 2 151640366 T NEB NM_001164508.2 - p-Leu2892Phe 0,000004 No
reportado
GRCh38/hg38 2 151672563 A NEB NM_001164508.2 15779213215 p.Glul369Lys NA repoNr?a do
GRCh38/hg38 2 151669080 A NEB NM_001164508.2 - p-Pro1520Thr 0,000004 No
reportado
GRCh38/hg38 2 151672379 A NEB NM_001164508.2 15773404854 p.lle1430Asn 0,000004 repoNr?a do
No
GRCh38/hg38 2 151642630 T NEB NM_001164508.2 15776175154 p-Arg2773Trp 0,00009 reportado
GRCh38/hg38 2 151684842 C NEB NM_001164508.2 15199903114 p-Tyr924Ser 0,000007 repoNr?a do
No
GRCh38/hg38 2 151562640 A NEB NM_001164508.2 15201886728 p-Val6288lle 0,000024 reportado
GRCh38/hg38 14 63290933 T RHOJ NM_020663.4 rs145036225 p-Alal85Val 0,000032 repcljr?a do
GRCh38/hg38 6 152230647 G SYNEI1 NM_182961.4 rs752508132 p-GIn7032Arg NA rep(I::a do
No
*
GRCh38/hg38 6 152321363 T SYNEI1 NM_182961.4 rs772587027 p-Arg5371 0,000024 reportado
GRCh38/hg38 14 64119442 C SYNE2 NM_182914.3 rs763081757 p-lle4286Leu 0,000336 rep(I::a do
GRCh38/hg38 14 64190200 A SYNE2 NM_182914.3 rs769737846 p-Asp6001Asn 0,000098 rep(I::a do
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GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38
GRCh38/hg38

GRCh38/hg38

14

14

14

19

19

12

12

11

64152681

64159366

64209966

10350923

10368356

43771043

43784558

95266436

95287763

32434886

72456526

SYNE2

SYNE2

SYNE2

TYK2

TYK2

VEGFA

VEGFA

VEZT

VEZT

WT1

ZNF366

NM_182914.3

NM_182914.3

NM_182914.3

NM_003331.5

NM_003331.5

NM_003376.6

NM_003376.6

NM_017599.4

NM_017599.4

NM_024426.6

NM_152625.1

rs200214648

rs1366404251

15753470142

15141466711

15915247074

1s757379531

15200452809

15768165877

p.Glu5253*
p-Val5340Phe
p-Arg6189Trp
p-Argl159Cys

p-Pro86Thr
p-Alall3Pro
p-Arg395Pro
p-Trpl72Arg
p-Lys476Asn
p-Glul59Lys

p-Val468Met

NA

0,00002

NA

0,000004

0,000036

0,000247

0,000385

0,000004

NA

0,000005

0,000049

No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
No
reportado
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Tabla suplementaria S3. Informacion metodoldgica sobre la secuenciacion en los estudios incluidos en la revision sistematica

” Método
. Informacién Se .
Frecuencia de . e s . Version del Software para
. Tipo de . N Validacién en otra polimorfismos sobre los Niimero de Clasnﬂ'caclun de a]ustar} 2 MAF genoma anotacién filtrado y Uso d °
Autor Metodologia muestra Método de genotipado cohorte (ST/NO) en casos y genes genes variantes las guias (S1/NO) Cobertura humano de de lamada herramientas
controles ana!izados analizados (P/LP/VUS/LB/B)* AMPC referencia variantes de in silico
(SUNO) (SUNO) N
variantes
Panel de
Secuenciacion del exoma completo céancer TruSeq
(WES) y secuenciacion dirigida de Amplicon: 48
genes diana genes st
Anglesio et al, 2017 SERIE DE CASOS TEJIDO Las variantes ausentes en la linea NO - st TruSeq NO NO baja st GRCh37/hg19 NO NO NO
germinal y detectadas en ambas Custom (<20%)
librerias fueron validadas mediante Amplicon
PCR digital (ddPCR) Panel23: 23
genes
2::?"“"“‘ etal, CASO CLINICO SANGRE Secuenclacion (%SIEQSX)"‘""‘ completo NO - NO - NO NO NO NO GRCh37/hg19 s NO NO
Secuenciacién del exoma completo
CASOS Y (WES) y secuenciacion dirigida de ) ) i ) i )
Suda et al, 2018 N TEJIDO genes diana St St NO 84 genes NO NO SI St GRCh37/hg19 SI St NO
CONTROLES L i3 g
PCR digital (para validacion de
resultados)
Albertsenetal, 2019 551":1];113':1 g ';fﬁlsgik SANGRE Secuenciacién g;;’;ma completo NO - NO - NO NO NO NO GRCh37/hg19 st NO NO
Secuenciacién del exoma completo Panel de genes
Koppolu et al, 2021 SERIE DE CASOS TEJIDO (WES) y secuenciacion dirigida de NO - st customizado: NO NO NO NO GRCh37/hg19 st st NO
genes diana 1296 genes
Kurose et al, 2021 SERIE DE CASOS TEJIDO Secuenciacién g;;’;ma completo NO - NO - si NO st NO No informada si NO NO
‘ Panel personalizado de secuenciacion ‘ Ensayo . .
Tomita et al, 2021 CASO CLINICO TEJIDO NGS NO - SI Oncomine v3: NO NO SI NO No informada SI NO NO
161 genes
Ensayo Ion
Panel personalizado de secuenciacion : Tonel.n : : . : :
Farolfi et al, 2022 SERIE DE CASOS TEJIDO NGS NO - SI Oncomine SI NO SI NO No informada SI SI NO
Focus: 52
genes
Secuenciacion del exoma completo
Liu et al, 2022 c gﬁ?ﬁéﬂ s SANGRE Secuenciacién SS:“;? (para validacion S St NO - St NO si S GRCh37/hg19 si S NO
de resultados)
Secuenciacién del exoma completo
SERIE DE CASOS (WES) " . "
Zhu et al, 2022 ESTUDIO FAMILIAR SANGRE Secuenciacién Sanger (para validacién NO - NO - ST NO SI NO GRCh37/hg19 NO SI NO
de resultados)
Secuenciacion del exoma completo Zfainii?j:
Kina et al, 2023 E 551":1];113':1 g ';fﬁlsgik SANGRE Secuenciacién SS:“;? (para validacion NO - st encontrados en St si st S GRCh37/hg19 si S i
la literatura: 93
de resultados)
genes
Secuenciacién del exoma completo
Nousiainen et al, SERIE DE CASOS (WES) " . " . - .
2023 ESTUDIO FAMILIAR SANGRE Secuenciacion Sanger (para validacion NO ) NO B st NO st st GRCh38/hg38 st st st
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de resultados)



. CASOS Y
Santin et al, 2023 CONTROLES
Zhao et al, 2023 CASO CLINICO
Kearns et al, 2024 SERIE DE CASOS
Linder et al, 2024 SERIE DE CASOS
Yamagata et al, 2024 CASO CLINICO

SANGRE

TEJIDO

TEJIDO

TEJIDO

TEJIDO

Secuenciacién del exoma completo
(WES) y secuenciacion dirigida de
genes diana encontrados en la
literatura

Secuenciacion del exoma completo
(WES)
Secuenciacion del exoma completo
(WES)
Secuenciacién del exoma completo
(WES)

Como controles de linea germinal se
utilizaron muestras de tejido o sangre
recogidas en el momento del
diagnéstico del cancer.
Secuenciacion del exoma completo
(WES)

NO

NO

NO

NO

NO

st

NO

NO

NO

WES, genes
candidatos
encontrados en
la literatura: 46
genes

NO

NO

St

St

NO

NO

NO

NO

NO

st

NO

NO

st

i

NO

NO

NO

NO

No informada

No informada

No informada

GRCh38/hg38

No informada

st

NO

S

st

i

St

NO

St

St

st

NO

St

st

NO

*P: Patogénica; LP: Likely pathogenic (Probablemente patogénica); VUS: Variant of unkNOwn significance (Variantes de significado incierto); LB: Likely benign (Probablemente benignas); B: Benigna
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