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1. Resumen

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una enfermedad frecuente que se
caracteriza por amenorrea antes de los 40 afios y niveles elevados de
gonadotropinas. En un estudio previo, efectuado mediante secuenciacion de
siguiente generacion (NGS) en 70 genes candidatos, se identifico la mutacion
€.2960C>T (p.Ser987Phe) en el gen que codifica el receptor tipo 2 de las
proteinas morfogénicas d6seas (BMPR2). La mutacion estaba localizada en el
dominio C-terminal, lo que podria modificar su plegamiento y su interaccion con
otras proteinas. Por lo tanto, se evalué el potencial efecto patogénico de la
mutacion BMPR2-p.Ser987Phe a nivel de la localizacién subcelular. Las formas
silvestre y mutante de BMPR2, clonadas en fase con GFP en un plasmido de
expresion, fueron transfectadas en las células CHO. Las células fueron tratadas
con un marcador de localizacion del reticulo endoplasmico (RE) y visualizadas en
un microscopio de fluorescencia para su caracterizacion y conteo. El conteo
celular permiti6 observar en las células transfectadas con la versién mutante, un
aumento estadisticamente significativo de agregados localizados en el RE,
evidenciando un patron diferencial de retencion perinuclear. La falta de
biodisponibilidad potencial de BMPR2 en la membrana celular, debido a la
retencion proteica producida por la mutacion p.Ser987Phe, podria perturbar las
vias de sefializacién intracelular. Por lo tanto, se propuso una relacion funcional
entre la mutacion ¢.2960C>T y la etiologia de la IOP. Ademas, se realizO un
tamizaje de las potenciales proteinas de interaccion con BMPR2, mediante el
ensayo de doble hibrido en levaduras (Y2H), utilizando una libreria de ovario de
ratbn. Se identificaron cuatro proteinas con una muy alta probabilidad de
interaccion: Limk1l, Ctnndl, Fasn y Fnl. Se deben realizar estudios funcionales
para validar estas interacciones con proteinas humanas y para evaluar el potencial

efecto de la mutacién p.Ser987Phe en la perturbacion de las interacciones.



2. Introduccioén

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una enfermedad frecuente que causa
infertilidad en 1% al 2% de las mujeres menores de 40 afios. Aproximadamente el
80% de los casos son idiopaticos, lo cual sugiere una etiologia genética. BMPR2
es un receptor quinasa tipo Il de la proteina morfogénica ésea, miembro de la
superfamilia de receptores de factores de crecimiento transformante beta (TGF-B).
Estd involucrado en varios procesos celulares como la diferenciacion y la
proliferacion celular, la osteogénesis, la homeostasis y la apoptosis. En un
contexto ovarico BMPR2 se expresa en las células de la granulosa y participa en
la via de sefializacion BMP/SMAD, a través de la union de los ligandos BMP15 y
GDF9 con el complejo BMPR2-ALK4/5/7-ALK6. Considerando que mutaciones
identificadas en BMP15 se han relacionado con la IOP, se hipotetizd que una
mutaciéon de BMPR2, descrita previamente por nuestro grupo, podria causar la

enfermedad.

En la presente tesis se evalud el impacto funcional de la mutacion p.Ser987Phe de
BMPR2. Se realizd un ensayo de localizacion subcelular utilizando la proteina de
marcaje GFP. También se identificaron proteinas de interaccion que podrian estar

relacionadas con BMPR2 en la fisiologia del ovario.



3. Marco teoérico
3.1. Foliculogénesis

3.1.1 Etapas del desarrollo folicular

El foliculo es la unidad funcional basica del ovario el cual consiste en un oocito
rodeado por células de la granulosa y de la teca (Elvin & Matzuk, 1998). Durante la
embriogénesis (semana 4 de la gestacion en los humanos) los foliculos son
producidos a partir de un ‘pool’ de células germinales primordiales que migran
hacia la gonada en formacion para constituir las oogonias. En la semana 20 de
gestacion se estima un nimero aproximado de 7 millones de oogonias en el ovario
en desarrollo (Persani et al.,, 2010). Estas estructuras sufren posteriormente
sucesivas divisiones mitéticas antes de entrar en meiosis |, progresando hasta la
fase diploteno de profase I, ya como oocitos, cuando ocurre un arresto meiotico
(Grive & Freiman, 2015).

Muchos de los oocitos sufren muerte celular por apoptosis, en tanto los restantes
son rodeados por una capa de células sométicas de la pre-granulosa,
constituyendo asi un ‘pool’ de foliculos primordiales (Cohen & Holloway, 2010).
Este ‘pool’ se ve drasticamente disminuido por atresia desde el nacimiento. En ese
momento la reserva ovarica consta alrededor de 1 millon de foliculos primordiales.
En la pubertad el nimero de foliculos se reduce hasta 300.000 de los cuales

unicamente 400-500 son ovulados antes de la menopausia (Persani et al., 2010).

Los foliculos se desarrollan en diferentes etapas cambiando su morfologia y el
nimero y el tipo de células que los componen (McGee & Hsueh, 2000). Este
proceso puede resumirse en cuatro etapas: iniciacion del crecimiento folicular,
crecimiento folicular basal, seleccion de un foliculo a partir de un ‘pool y
maduracion del foliculo pre-owvulatorio (Gougeon, 2010). Una vez que se establece
la reserva ovarica después del nacimiento, un pequefio grupo de foliculos es

susceptible de iniciar la fase de crecimiento que finalizar4d con la ovulacion y la



fertilizacion. Este proceso continla a lo largo de la vida de la mujer hasta la
menopausia, cuando la reserva ovarica se extingue, cesando de esa forma la

foliculogénesis y la ovulacion (Hutt & Albertini, 2007).

Durante la fase inicial del crecimiento folicular, también conocida como fase pre-
antral, el oocito experimenta un incremento en su volumen junto con la
proliferacion de células de la granulosa (CG). El intercambio bidireccional de
moléculas de sefializacion entre esta capa de células y el oocito es esencial para
el adecuado crecimiento y desarrollo del foliculo después del nacimiento (Grive &
Freiman, 2015). Sin embargo, el oocito por si solo también cumple con una funcion
activa en cuanto a dirigir el desarrollo folicular, a través de la sintesis de moléculas
que regulan la proliferaciéon y la diferenciacién de las CG. Ademas, participan en el
reclutamiento de las células de la teca (CT) y en la secrecion de componentes de
la matriz extracelular (Eppig et al., 2002; Hussein et al., 2005; Hutt & Albertini,
2007).

El crecimiento folicular pre-antral es independiente del estimulo hormonal y su
regulacion involucra principalmente la comunicacion paracrina entre la granulosa y
el oocito, asi como la produccion local de factores de crecimiento tales como el
factor 9 de diferenciacion del crecimiento (GDF9) y la proteina morfogénica 6sea
15 (BMP15) (Edson et al., 2009; Gougeon, 2010; Hanrahan et al., 2004). En esta
etapa del desarrollo se forma la zona pellcida en los foliculos primordiales y las
CG cambian su morfologia de plana a cuboide, dando lugar a los foliculos
primarios (Wassarman et al., 1996). Estas estructuras progresan hacia foliculos
secundarios al rodearse de dos 0 mas capas de CG. En este punto del desarrollo,
células diferenciadas del estroma se alinean paralelamente entre si cerca de la
ldamina basal para constituir la capa de CT. El foliculo aumenta ain mas de
tamafio y la capa de la teca se estratifica y diferencia en dos grupos: células de la
teca externa e interna. Las células de la teca interna toman una forma parecida a

las células epiteliales, siendo referidas como células epiteloides. En este momento



el foliculo secundario es definido como pre-antral. Cuando se desarrolla una
cavidad llena de fluido (conocido como liquido folicular) el foliculo evoluciona hacia
la etapa antral temprana. Desde este momento las CG que rodean el oocito

constituyen el cumulo o6foro (Gougeon, 2010).

Durante el desarrollo folicular antral hay un aumento en la vascularizacion y la
permeabilizacion de los vasos sanguineos lo que intensifica la produccién de
liquido folicular. Esto permite que el fluido antral sirva como fuente importante de
sustancias reguladoras derivadas de la sangre o de secreciones de las células
foliculares como las gonadotropinas, los esteroides, las enzimas y los factores de
crecimiento (Van Den Hurk & Zhao, 2005). La progresion hacia el desarrollo del
foliculo antral es dependiente de la hormona foliculo estimulante (FSH), secretada
por la glandula hipofisis. Se observa el cese del crecimiento oocitario y la
proliferacion y la diferenciacion de las CG asi como la adquisicién de la
competencia para completar la meiosis (Hutt & Albertini, 2007). Aparecen
entonces dos poblaciones de CG: las células murales de la granulosa, que son
criticas para la esteroidogénesis y la owulacion, y las células del cumulo que
rodean el oocito (Edson et al., 2009). La FSH es un regulador clave en la
interaccion entre las células del cumulo y el oocito para que transcurra y se

complete el desarrollo folicular antral (Hutt & Albertini, 2007).

Durante las etapas folicular antral y pre-ovulatoria existe un reclutamiento de los
foliculos antrales que continuaran con su desarrollo hasta la seleccion de un
foliculo dominante, el cual estara destinado a owvular, a expensas de la cohorte de
foliculos restantes que sufriran atresia. Precisamente la sobrevivencia del ‘pool’ de
foliculos antrales y finalmente del foliculo dominante recae en gran medida en la
FSH al prevenir su atresia espontanea. En efecto, la hormona luteinizante (LH) por
si sola no puede hacerlo (Markstrom et al., 2002). El paso a la fase folicular pre-
owulatoria para la seleccion del foliculo dominante est4 caracterizado por una
disminucion en los niveles de FSH y por un pico de secrecion de la LH, conocida

como la fase litea. Esta condicion es determinante para la induccion de la



owvulacion. Los foliculos antrales deben estar en capacidad de responder ante tal
estimulo por lo que hay un aumento en la expresion de los receptores para la LH
(Baerwald et al., 2012; Gougeon, 2010).

3.1.2 Regulacion de la funcion ovarica

Desde el nacimiento cuando el oocito inicia el arresto en profase de la primera
divisibn meidtica, se rodea de células somaticas para constituir los foliculos
primordiales. Durante las siguientes etapas de la foliculogénesis se genera una
asociacion estrecha entre el oocito y esta capa de células circundantes para
producir un oocito competente para la fertilizacion. La accién de las
gonadotropinas es esencial para regular este proceso (Eppig, 1991; Eppig et al.,
2002). La regulacion involucra mecanismos paracrinos, autocrinos (intrinsecos del
ovario) y endocrinos originados en la secrecion hormonal de la hipdfisis. El estadio
folicular pre-antral se caracteriza por responder (y no depender) de la accién de
las gonadotropinas e involucra principalmente la produccién de factores solubles
por parte del oocito, las CG y las CT. Por su parte, los estadios folicular antral y
preovularorio son dependientes de la secrecion de gonadotropinas (Hutt &
Albertini, 2007; McGee & Hsueh, 2000; Orisaka etal., 2009).

Tanto en la proliferacion de los foliculos primordiales como durante el desarrollo
folicular temprano hay una estrecha comunicacion entre el oocito y las células que
lo rodean. Uno de los sistemas observados en esta comunicaciéon es el KIT/KIT-
ligando (KITL). KIT es un receptor tipo tirosina-quinasa localizado en la membrana
del oocito, mientras que KITL es un factor de crecimiento expresado por las CG
(Edson et al, 2009; Hutt, 2006). Esta interaccion permite la formacion, la
proliferacion y el reclutamiento inicial de los foliculos primordiales, al igual que
promueve la supervivencia y el crecimiento oocitario. Por lo tanto, es esencial para
la iniciacion de la fase de crecimiento folicular a partir del ‘pool primordial
(Driancourt et al., 2000; Gosden, 2002; Matzuk, 2002).



En respuesta a la estimulacion por KITL los oocitos expresan proteinas implicadas
en el desarrollo folicular pre-antral como los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFs) y dos miembros de la superfamilia de factores de crecimiento
transformante (TGF-B): el factor de crecimiento y diferenciacién 9 (GDF9) y la
proteina morfogénica 6sea 15 (BMP15). En la transicion de foliculo primario a
secundario la sintesis de FGFs promueve la proliferacion y la diferenciacion de las
CG, a lo cual contribuye GDF9 y BMP15 (Emori & Sugiura, 2014). Se ha sugerido
que GDF9 es un factor importante, no solamente para la proliferacion de las CG,
sino también para el reclutamiento de las CT (Carabatsos et al., 1998; Gilchrist et
al., 2004; Vitt et al., 2000). Ademas, la acelerada tasa de crecimiento observada
en los oocitos de animales deficientes en GDF9 permitié postular que este factor
puede estar implicado en una via de retroalimentacion negativa para regular el
crecimiento oocitario (Combelles & Albertini, 2003). Un mecanismo que explica
este efecto plantea a GDF9 como regulador negativo de la expresion de KITL en
las CG (Joyce et al.,, 1999). BMP15 por su parte estimula la expresion de KITL
mientras que KITL, regula negativamente la expresion de BMP15 creando un
circuito de retroalimentacién negativa paracrina entre las CG y el oocito (Otsuka &
Shimasaki, 2002).

Ademas de la sintesis de los factores de crecimiento locales en el ovario que
regulan de manera paracrina y autocrina el desarrollo folicular pre-antral, es de
vital importancia la comunicacion fisica entre el oocito y su entorno (Hutt &
Albertini, 2007). Esto es posible a través de canales intercelulares denominados
uniones comunicantes (gap junctions) los cuales estan conformados, entre otros,
por conexinas que constituyen una via directa entre el citoplasma de las CG y el
oocito. De este modo se facilita el transporte de moléculas y factores como los ya

mencionados para facilitar el desarrollo folicular (Kidder & Mhawi, 2002).

Como resultado de estos eventos los foliculos adquieren las caracteristicas

fenotipicas definitivas al final del estadio secundario y responder a la secrecién



ciclica de las gonadotropinas circulantes (FSH y LH) y ejercer la transicion a los
estadios folicular antral y pre-ovulatorio. En el estadio folicular secundario las CG
ya han expresado en su membrana los receptores para la FSH (FSHR) que son
importantes para la proliferacibn promoviendo la produccion creciente de
estrogenos (Senbon et al.,, 2003). Las activinas estimulan la expresion de los
FSHR en las CG e inhiben la expresion de los receptores para la LH (LHCGR) en
las CT, de tal manera que la union de la FSH a su receptor promueve la
aromatizacion de los andrégenos a estrogenos. A medida que las CG continGan la
proliferacion y la diferenciacién durante el estadio folicular antral, prosigue la
formacion del antro junto con la produccién de liquido folicular, lo cual esta
acompafnado por la accién sinérgica de la FSH y los estrégenos (de Kretser et al.,
2002; Hillier, 2009). El liquido folicular proporciona el medio necesario para la
maduracion y el desarrollo folicular, puesto que es rico en nutrientes, factores de
crecimiento, citoquinas y hormonas, siendo en esta fase los estrogenos la

hormona esteroidea dominante (Van Den Hurk & Zhao, 2005).

Al final de este estadio del desarrollo cuando las concentraciones de estrdgenos
son elevadas se induce la expresion de inhibinas y de folistatina cuyo efecto
inmediato es la disminucion de las concentraciones de las activinas en el foliculo
antral. Esto permite la expresion de los LHCGR en las CT que en contacto con la
LH circulante promueve la expresion de androégenos a partir del colesterol,
generando asi un mecanismo de retroalimentacion positiva entre las CG y las CT
(Hilier, 2009; Knight et al., 2012). Segun la teoria “dos células dos
gonadotropinas” la comunicacion paracrina entre estos dos tipos celulares permite
que se regule la sintesis de estrégenos, ya que los andrégenos producidos en
respuesta a la LH en las CT pueden convertirse en estrégenos en las CG, a través

de la aromatizacion inducida por la FSH (Howles, 2000).

La funcion de supervivencia de la FSH se asocia a la estimulacion del
reclutamiento de un grupo de foliculos antrales los cuales escapan a la apoptosis.

El reclutamiento es ciclico y se inicia a partir de la pubertad durante cada ciclo



reproductivo. Dentro de esta cohorte Unicamente un foliculo serd elegido como
dominante para ser owulado (McGee & Hsueh, 2000). Este producira mayores
niveles de estrégenos e inhibinas generando asi un efecto de retroalimentacion
negativa sobre la secrecion de la FSH. De esta forma habrd una seleccién
negativa sobre los demas foliculos subordinados de la cohorte llevandolos a
atresia, mientras que el foliculo dominante prosigue su desarrollo pre-ovulatorio
(Gougeon, 2010; Hillier, 2009; Markstrom et al., 2002).

Paralelamente, el foliculo dominante produce elevados niveles de factores de
crecimiento, tanto paracrinos como autocrinos, para estimular el incremento en la
vascularizacion y en la respuesta a la FSH. Consecuentemente, aumenta la
expresion de FSHR y LHCGR en las CG del foliculo seleccionado, asegurando el
desarrollo y la supervivencia del mismo para una eventual owulacion. Ante la
presencia de LHCGR en las CG, el foliculo pre-ovulatorio puede responder al pico
de secrecion de la LH en la fase IGtea, resultando en un oocito detenido en
metafase Il con capacidad de ser fertilizado (McGee & Hsueh, 2000). Al término de
la owvulacién el remanente del foliculo dominante es estimulado por la LH para
diferenciarse en el cuerpo lateo, cuya produccién de esteroides (especialmente
progesterona), desempefia funciones importantes en los estadios iniciales del
embarazo como la preparacion del endometrio, como medio de soporte y de

alimentacion del embrion (Devoto et al., 2009).

3.1.3 Aspectos moleculares de la foliculogénesis

Los modelos de raton knockout (KO) han permitido definir genes clave en varias
etapas del desarrollo folicular. Por ejemplo, el gen NOBOX codifica para un factor
de transcripcidén especfifico de las células germinales oocitarias, cuya funcion es
esencial en la etapa inicial de la foliculogénesis. Hay evidencia de que NOBOX
regula directa o indirectamente la expresion de otros genes, ya que en modelos

KO se ha evidenciado la sub-regulacion de la expresion de varios genes



preferencialmente expresados en el ovario como Gdf9, Bmp1l5, Mos y Oct4 (Choi
& Rajkovic, 2006).

La hormona antimulleriana (AMH) también interviene en el inicio del desarrollo
folicular, ya que ejerce un rol inhibitorio en la transicion de foliculo primordial a
primario. AMH es miembro de la super-familia de factores de crecimiento
transformante B (TGFB). Esta presente en las células de la granulosa de foliculos
primarios y de foliculos en crecimiento en los ovarios de raton (Durlinger et al.,
2002; Weenen et al, 2004). Se ha propuesto que la AMH tiene un efecto
inhibitorio en el crecimiento folicular, atenuando la sensibilidad de los foliculos a la
FSH. Esto se asocia a la disminucion del nimero de foliculos reclutados en cada
ciclo (Durlinger et al., 2001). En humanos no se conocen aun los mecanismos
moleculares exactos de la AMH. Sin embargo, se cree que puede tener un efecto
dominante negativo sobre alguna proteina de la cascada TGFB (Choi & Rajkovic,
2006).

Forkhead box L2 (FOXL2) es un miembro de la familia de factores de transcripcion
con un dominio forkhead de unién al ADN, localizado en el promotor de genes
blanco importantes en el desarrollo folicular (Kaestner et al., 2000; Lehmann et al.,
2003). FOXL2 se expresa en las células de la pre-granulosa de los foliculos
primordiales siendo esencial para su diferenciacién y para el mantenimiento del
ovario (Schmidt, 2004). Ademas, FOXL2 reprime la actividad del promotor del gen
regulador esteroidogénico (Star), encargado de la movilizacion y transporte de
precursores de colesterol en la membrana interna mitocondrial, esenciales para la
sintesis de hormonas esteroideas con importante funciéon en la foliculogénesis.
FOXL2 se expresa durante todo el desarrollo folicular hasta la edad adulta
(Laissue, 2017).

Las neurotrofinas y sus receptores tienen varias funciones en la diferenciacion y la
supervivencia de las neuronas del sistema nervioso central y periférico. Sin

embargo, también se expresan en otros tejidos donde ejercen diferentes
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funciones. En el ovario tienen una funcién importante en la diferenciacion y en la
proliferacion de las células somaticas que rodean el oocito, durante el desarrollo
temprano de la foliculogénesis. Estas funciones han sido evaluadas en modelos
de ratones knockout (Ojeda et al., 2000). En el ovario se expresa el factor de
crecimiento del nervio (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4/5 (NT4/5), y sus respectivos recetores
(P75NTR, TRKA, TRKB y TRKC). La via de sefalizacion NGF-TRKA, junto con la
interaccion de GDF9 y KITL, es necesaria para el desarrollo de los foliculos
primordiales. Por su parte la respuesta generada por NT4/5 y BDNF a través de su
receptor TRKB permite la proliferacion de las células de la granulosa, siendo

claves en las etapas foliculares tempranas (Choi & Rajkovic, 2006).

Los miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) como
FGF2 y FGF7 también desempefian funciones mitogénicas y angiogénicas en
multiples tejidos y organos, incluido el ovario. FGF2 se expresa en foliculos
primordiales y en crecimiento, al igual que en las células de la granulosa
regulando una gran variedad de funciones ovaricas incluyendo crecimiento celular,
desarrollo de los foliculos primordiales y estabilizacién del foliculo (Obara et al.,
2005; Ortega et al., 1998). Por su parte, la expresion de FGF7 se ha detectado en
células de la teca estimulando la proliferacion de las células de la granulosa
durante el desarrollo folicular. Ambos factores de crecimiento inducen la expresion
de KITL amplificando sus efectos en el crecimiento oocitario (Kezele et al., 2005;
Parrott et al., 1994).

El factor inhibitorio de la leucemia (LIF) es otro producto génico cuya funcién es
muy importante en la funcion ovarica. Se trata de una glicoproteina citoquina
multifuncional expresada en varios tejidos incluidos el Utero, el pumén y la
hipofisis, entre otros. Este factor es secretado al liquido folicular y su
concentraciéon aumenta a medida que avanza el desarrollo folicular (Humaidan et
al,, 2011; Ozornek et al., 1999). En el ovario de raton se ha detectado su

presencia en células de la granulosa de foliculos primordiales y primarios, y como
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sucede con FGF2/7, promueve el incremento de los niveles de mRNA de KitL en
cultivos de células de granulosa. Sin embargo, LIF no induce la proliferacion de
estas células, sugiriendo su participacion indirecta en la transicion folicular
mediante la expresion de KITL (Richter, 2008; Stewart & Cullinan, 1997).

Las primeras etapas de la foliculogénesis son criticas para la maduraciéon y
seleccién del foliculo dominante en cada ciclo. Muchos de los genes involucrados
en el ovario son expresados en la foliculogénesis temprana formando una red
compleja de mecanismos moleculares y celulares. Identificar estos genes para
aproximarse a la comprension de estos mecanismos, ha sido posible gracias a los
modelos knockout realizados en raton/rata y a los analisis de transcriptomica en
ovarios de raton recién nacido/génadas embrionarias, asi como el uso de las
tecnologias de secuenciacion masiva de siguiente generacion (NGS) (Matzuk &
Lamb, 2008).

3.2 Insuficiencia ovarica primaria (IOP)

3.2.1 Definicion
La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una de las causas mas frecuentes de la
infertilidad femenina, dado el deterioro progresivo de la funcion ovarica antes de
los 40 afios de edad, afectando aproximadamente al 1.5% de las mujeres a nivel
mundial (Luborsky et al., 2003). La IOP se define como el cese de la menstruacion
durante al menos 4 meses, con hipoestrogenismo Yy niveles elevados de FSH (>25
Ull) y de LH (Fortufio & Labarta, 2014; Laissue, 2017; Qin et al., 2015).

3.2.2 Epidemiologia

La IOP es una enfermedad frecuente y su prevalencia aumenta con la edad,
afectando aproximadamente 1 de cada 10000 mujeres antes de los 20 afios de
edad (0,01%), 1 de cada 1000 mujeres menores de 30 afios (0,1%) y 1 de cada

100 mujeres menores de 40 afios (1%) (Fortufio & Labarta, 2014). Se estima que
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para mujeres con amenorrea primaria la prevalencia es del 10% al 28% y para
mujeres con amenorrea secundaria del 4% al 18% (Ebrahimi & Asbagh, 2011; D.
Goswami & Conway, 2005). La IOP puede clasificarse en esporadica y familiar,
siendo la mayoria de casos de aparicion esporadica. Sin embargo,

aproximadamente del 10% al 15% presentan un familiar afectado en primer grado
(Qin et al., 2015).

3.2.3 Etiologia

La IOP puede originarse segun diferentes mecanismos que involucran defectos en
la fisiologia del ovario. Puede ser causado por la disminucion inicial en el pool de
foliculos primordiales, por un proceso acelerado de atresia folicular o por una
alteraciéon en el reclutamiento o la maduracién de los foliculos primordiales
(Persani et al., 2010). Las causas de la IOP son heterogéneas e incluyen factores
iatrogénicos, autoinmunes, infecciosos, cromosémicos y genéticos. Sin embargo,
mas del 50% de los casos son idiopaticos (D. Goswami & Conway, 2005). Los
mecanismos moleculares involucrados en la funcibn ovarica son complejos,
muchos de los cuales no se han explorado y son regulados por una gran cantidad

de genes, lo cual puede explicar una parte de los casos sin etiologia conocida.

3.2.3.1 Causas iatrogénicas

Las principales causas iatrogénicas relacionadas con la IOP son la quimioterapia,
la radioterapia y la cirugia pélvica. El tratamiento contra condiciones neoplasicas
reduce significativamente la funcion ovérica, induciendo apoptosis de los foliculos
maduros. Asi mismo, la estructura y la funcién de las células de la granulosa y de
los oocitos son afectadas por los agentes quimioterapéuticos (D. Goswami &
Conway, 2005). Los agentes alquilantes son los que generan un mayor riesgo y
citotoxicidad, incluso si el ovario se encuentra en estado de reposo. La tasa de

atresia folicular depende tanto del nivel de exposicién y la dosis como de la edad
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(Ebrahimi & Asbagh, 2011). Los agentes empleados en la quimioterapia conllevan

ala IOP en aproximadamente el 40% de las mujeres (Cox & Liu, 2014).

El efecto de la radioterapia depende de la edad y el tiempo de exposiciéon. La
radiacion directa en la pelvis de la mujer acelera el proceso de atresia folicular,
incluso con proteccion del area tratada (Kokcu, 2010). El ovario prepuberal es
relativamente resistente a este tipo de efecto gonadotoxico (Beerendonk & Braat,
2005). La mayoria de las cirugias pélvicas tienen el potencial de afectar la funcion
ovarica, debido a la disminucion del suministro sanguineo o causando inflamacién

en el area (D. Goswami & Conway, 2005).
3.2.3.2 Causas autoinmunes

Las causas autoinmunes relacionadas con IOP se deben probablemente a
factores ambientales o genéticos que inician, entre otras, la respuesta inmune e
involucran el complejo mayor de histocompatibilidad, las citoquinas, la inmunidad
celular y la inmunidad humoral. Los mecanismos autoinmunes explican la
patogénesis del 4 al 30% de los casos (Bakalov et al., 2005; Ebrahimi & Asbagh,
2011). Para la identificacion de la etiologia autoinmune de la IOP se debe tener en
cuenta la presencia de ooforitis linfocitaria, la presencia de anticuerpos contra el
ovario y los desordenes autoinmunes asociados (Bakalov et al., 2005; Hoek et al.,
1997).

La IOP también esta relacionada con diferentes enfermedades autoinmunes tanto
endocrinas como no endocrinas. Los trastornos endocrinos incluyen el
hipotorioidismo (25%), la enfermedad de Addison (3%) y la diabetes mellitus (3%),
entre otros. En cuanto a los desordenes no endocrinos asociados a la IOP se
encuentran la enfermedad de Chron, el vitligo, la anemia perniciosa, el lupus
eritematoso  sistémico, la artritis reumatoide, la miastenia gravis y la
trombocitopenia purpura, entre otros (Dragojevic-Dikic et al., 2010; Goswami &
Conway, 2007).
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Aproximadamente el 3% de las mujeres con IOP tienen disfuncion endocrina
asociada conocida también como sindrome poli-glandular autoinmune (SPA) tipo |
y Il. El sindrome tipo | es una enfermedad rara de herencia autosdmica recesiva
caracterizado por autoinmunidad mdltiple de érganos especificos, secundaria a
anti-anticuerpos dirigidos contra enzimas intracelulares claves en el mecanismo
inmune. La IOP en la forma de amenorrea primaria se desarrolla en el 60% de los
casos de SPA tipo I. Por su parte, SPA tipo Il es un desorden autosémico
dominante asociado con falla gonadal en el 4% de los pacientes. La enfermedad
de Addison es un componente de ambos tipos de SPA y aproximadamente el 10%

de las mujeres con esta enfermedad tienen IOP (Ebrahimi & Asbagh, 2011;
Lebovic & Naz, 2004; Russell & Robboy, 2004).

3.2.3.3 Causas infecciosas

La parotiditis se ha asociado directamente con la IOP, aunque la incidencia es
desconocida. En la mayoria de los casos después de recuperarse de la parotiditis,
la funcion ovérica retorna a la normalidad (D. Goswami & Conway, 2005).
Adicionalmente hay reportes de infecciones causadas por agentes virales y
microbianos, tales como la tuberculosis, la varicela, el citomegalovirus, la malaria y
la shigella, asociadas a la IOP (Ebrahimi & Asbagh, 2011; Panay & Kalu, 2009).

3.2.3.4 Causas genéticas

Aproximadamente del 50% al 80% de los casos de IOP son idiopaticos, lo cual
sugiere la participacion de factores genéticos (Conway, 2000; D. Goswami &
Conway, 2007). Se han identificado diferentes causas genéticas en los autosomas
y en el cromosoma X, que incluyen anomalias cromosdémicas (numericas y
estructurales) y variantes de secuencia que pueden originar IOP sindromica o no
sindromica (Chapman et al., 2015; Lacombe et al., 2006; Laissue, 2015, 2017;
Laissue et al., 2008; Persani et al,, 2010). Aprovechando herramientas como el

andlisis de ligamiento en familias, ha sido posible identificar varios genes
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candidatos que podrian explicar el origen de la IOP. Mutaciones detectadas en
estos genes han sido luego validadas funcionalmente (Chapman et al., 2015;
Fortufio & Labarta, 2014; Jin et al., 2012; Laissue, 2015, 2017). Los genes cuya
funcion es importante en la fisiologia ovarica son particularmente interesantes, ya

gue las mutaciones identificadas en ellos pueden contribuir a la etiologia de la IOP
(Laissue, 2017).

3.2.3.4.1 IOP sindrémica
Sindrome de Turner (ST)

La pérdida parcial o completa del cromosoma X es el principal defecto
cromosémico en humanos. Esta monosomia, la Unica compatible con la vida, se
asocia a IOP y se caracteriza principalmente por disgenesia ovarica, estatura baja,
cuello corto y alado, entre otras anormalidades propias de la enfermedad
(Ebrahimi & Asbagh, 2011). En el 50% de los casos el cariotipo es 45X y se

produce con una frecuencia aproximada de 1:2500 mujeres nacidas vivas (Hook &
Warburton, 2014; Persani et al., 2010; Sybert & McCauley, 2004).

En mujeres con ST la pérdida oocitaria ocurre principalmente en las etapas
tempranas de la profase meidtica y del desarrollo ovarico, resultando en una
disgenesia ovarica y amenorrea primaria con elevados niveles de FSH, desde la
infancia (Fechner et al.,, 2006). El fenotipo de esta monosomia puede explicarse
por la haploinsuficiencia de los genes involucrados en la funcién ovarica, que
escapan a la inactivacion del cromosoma X (Laissue, 2015; Persani et al., 2010;
Zinn & Ross, 1998).

Otras anomalias del cromosoma X

Los defectos relacionados al cromosoma X han sido ampliamente reconocidos
como una causa frecuente de varias formas de IOP familiar y esporadica. Defectos

estructurales en el cromosoma X involucran deleciones, isocromosomas Yy
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translocaciones balanceadas (R. Goswami et al, 2003). Se han identificado
regiones en el brazo largo del cromosoma X, criticas para la funcidn ovarica, las
cuales estan asociadas con deleciones intersticiales (IOP1: Xg23-Xg27) y con
puntos de ruptura de translocaciones balanceadas (IOP2: Xql13-Xq21) (Tharapel
et al,, 1993; Toniolo, 2006). Se ha propuesto que la region IOP2 gobierna las
regulaciones epigenéticas que reducen o anulan la expresion de los genes
autosomicos en los oocitos durante la maduracion folicular (Rizzolio et al., 2006;
Rizzolio et al., 2007).

Casi todas las deleciones distales que se originan en la region Xql3 estan
asociadas con amenorrea primaria, falta de desarrollo de la glandula mamaria y
falla ovarica completa (Simpson, 2008). Por el contrario, las deleciones en las
regiones Xqg25 y Xq26 (IOP1) se caracterizan generalmente por causar el fenotipo
clasico de IOP (Simpson & Rajkovic, 1999). Mdltiples genes en el cromosoma X
han sido identificados por los puntos de ruptura en eventos de translocaciones X-
autosoma, lo cual genera la disrupcion de loci relevantes que contienen genes
cuya expresion esta alterada. Algunos de estos genes son DIAPH2 (Xq22),

XPNPEP2 (Xqg25), DACH2 (Xg21.3), POF1B (Xg21.1), CHM (Xqg21.1), COL4A6
(Xg22.3) y BMP15 (Xp11.2), entre otros (Qin et al., 2015).

Sindrome del X fragil

Este sindrome es un trastorno de herencia dominante ligado al cromosoma X con
penetrancia incompleta y una prevalencia de 1/4000 en hombres y 1/6000 en
mujeres. Es la causa hereditaria mas comun de retraso mental y retraso del
desarrollo (Biancalana et al., 2004). Esta enfermedad es causada por la expansion
de mas de 200 repeticiones del trinucleétido CGG en la region 5 UTR del gen
FMR1 (Fragile X mental retardation 1), el cual se localiza en la region Xq27.3. La
expansion de trinucleétidos por fuera del rango normal, conduce al silenciamiento
del gen FMR1 mediante su metilacion. Los alelos premutados, definidos entre 50 y
200 repeticiones, tienen un alto riesgo de expandirse en la proxima generacion

convirtiéndose en una mutacion patogénica. La prevalencia de mujeres portadoras
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de premutaciones en FMR1 en la poblacion general es 1/100 (Hagerman &
Hagerman, 2002; Van Esch, 2006) y aproximadamente del 16% al 26% de
portadoras desarrollan IOP (Sullivan et al., 2005; Wittenberger et al., 2007).

La proteina FMR1 se ha identificado en las células germinales ovaricas del feto, al
igual que en las células de la granulosa de foliculos en maduracion (Hergersberg
et al., 1995; Mientjes et al., 2006). La asociacion de la premutaciéon de FMR1 e
IOP se puede explicar por el efecto supresor de la transcripcion que ejerce la
proteina FMR1 al unirse a diferentes ARNm. Por lo tanto, su sobreexpresion
puede afectar la expresion de genes implicados en el desarrollo del oocito, lo cual
resulta en una disminucion del tamarfio del pool folicular inicial (Cordts et al., 2011,
Dixit et al., 2010). Otra hipétesis se refiere a la acumulacion de ARNm de FMR1

mutado que puede tener un efecto toxico prolongado en el ovario y atresia folicular
excesiva (Wood & Rajkovic, 2013).

Galactosemia

La galactosemia es una enfermedad autosémica recesiva rara que ocurre debido a
la deficiencia de la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT), la cual es
importante para la funcion normal del ovario. La prevalencia de IOP en pacientes
con galactosemia es del 60% al 70% (Laml et al., 2002). Entre el 80% y el 90% de
pacientes con mutaciones homocigotas en GALT que reducen o eliminan su
funcion, muestran un fenotipo severo con IOP (Rubio-Gozalbo et al.,, 2010). Mas
de 150 mutaciones han sido identificadas, siendo las mas comunes p.GIn188Arg y
p.Lys285Asn (Calderon et al., 2007). La relacion entre esta enfermedad e IOP no
es clara. Sin embargo, puede ser debida al efecto téxico de la galactosa que se
acumula en las estructuras foliculares, produciendo atresia (Banerjee etal., 2012).

Sindrome de BPES

Blefarofimosis-Ptosis-Epicanto inverso (BPES) es un sindrome pleiotrépico de
caracter autosémico dominante, caracterizado principalmente por anomalias

palpebrales y craneofaciales. Cuando esta condicion esta asociada con IOP, se
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considera BPES tipo I, en tanto cuando no se asocia y la funcion ovarica y
fertilidad son normales, se considera BPES tipo Il (Crisponi et al., 2001). El gen
FOXL2 (forkhead transcription factor L2) codifica para una proteina nuclear
miembro de la familia de factores de transcripcion forkhead. FOXL2 esta
compuesto por un dominio de unién al ADN tipo hélice y por un dominio con un
tracto de poli-alanina de 14 residuos, el cual es esencial para la actividad
represora de la proteina (Persani et al., 2010). Modelos murinos knockout FoxI2”
han demostrado la importancia de este gen en la funcién ovérica, ya que se
expresa en las células de la granulosa y promueve su diferenciacion, asi como el

mantenimiento post-natal del ovario (Schmidt, 2004; Uda et al., 2004).

Mas de 260 mutaciones en FOXL2 son conocidas por estar asociadas con ambos
tipos de BPES, lo cual evidencia el efecto pleiotrépico del gen. Aproximadamente
el 80% de las mutaciones identificadas en FOXL2 son intragénicas y estan
relacionadas con BPES tipo I. Se han identificado mutaciones tipo missense,
nonsense, frameshift, deleciones inframe y duplicaciones. Las mutaciones que
generan expansiones en el tracto de alaninas estan preferencialmente asociadas
con BPES tipo Il (Persani et al., 2010).

Se evidencié también que el gen regulador esteroidogénico agudo (STAR), cuyo
producto proteico es un marcador de la diferenciacion de las células de la
granulosa (CG), es el blanco directo de FOXL2, el cual reprime la expresion de
STAR. Mutaciones en FOXL2 que producen una proteina truncada sin la cola poli-
A, afectan su actividad represora, lo cual conduce a BPES y a disfuncion ovarica,
debido a la aceleracién de la diferenciacion de las CG y a una deplecion del pool
de foliculos primordiales (Pisarska et al., 2004). A pesar de la asociacion de
FOXL2 con BPES, también se ha sugerido como gen candidato para IOP no
sindromico. Se han identificado varias mutaciones en casos de IOP sin BPES
(Baere et al., 2001; Gersak et al., 2004; Harris et al., 2002; Laissue et al., 2009;
Pisarska et al., 2004). En un estudio se analizaron 70 mujeres originarias de

Nueva Zelanda y Eslovenia en busca de mutaciones en el gen FOXL2. Se
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identificd la variante ¢.661 690del (p.Ala221_ Ala230del) que remueve 10 de las
14 alaninas encontradas en el tracto poli-A y la variante c.772T>A (p.Tyr258Asn)
en dos pacientes con IOP idiopatica. Ninguna de las dos variantes se identifico en
200 cromosoma control (Gersak, Harris et al., 2004; Harris et al.,, 2002). En otro
estudio se identifico la variante heterocigota ¢.560G>A (p.Glyl87Asp) en un caso
con IOP sin BPES. A pesar de que la localizacion subcelular de FOXL2 mutado
fue normal, un ensayo de luciferasa evidencié la disminucion de su capacidad de

transactivacion en comparaciéon con la de FOXL2 normal, lo que validé
funcionalmente su causalidad (Laissue et al., 2009, 2015).

3.2.3.4.2 IOP no sindrémica: genes etioldégicos

Mediante estudios de ligamiento, de caso control y la identificacion de genes
relacionados funcionalmente con la fisiologia del ovario, ha sido posible identificar
varios genes relacionados con casos aislados de IOP. Sin embargo, solo unas
pocas mutaciones en genes relevantes como FOX0O4, MSH5, FSHB, LHB, FSHR,
LHCGR, NR5A1, NOBOX, FOXLZ2, FIGLA, BMP15, MSH4, NANOS3 y STAGS,
entre otros, han sido identificadas y validadas formalmente como causales de IOP
no sindromica (Di Pasquale et al., 2004; Doherty et al., 2002; Laissue, 2015, 2017;
Laissue et al., 2008). Esto puede ser secundario a la complejidad de los
mecanismos moleculares involucrados en la reproduccién (Laissue, 2015). Los
genes descritos a continuacion pueden clasificarse en tres grupos: genes que
codifican para los receptores de gonadotropinas, genes que codifican para

factores de transcripcién (FT) y otro tipo de genes (Laissue et al., 2015).

Receptores de gonadotropinas

FSHRy LHCGR
El receptor de la hormona foliculo estimulante (FSHR) y el receptor de la hormona

luteinizante y de la coriogonadotropina (LHCGR) pertenecen a la familia de
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receptores unidos a la proteina G (Ascoli et al., 2002; Vassart et al., 2004). Junto
con sus respectivos ligandos, la FSH y la LH, son esenciales para las etapas del
desarrollo y el crecimiento folicular dependiente de gonadotropinas (Chapman et
al., 2015). La FSH y la LH son secretadas por la glandula hipdfisis en respuesta al
estimulo de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que es secretada
desde el hipotdlamo (Chapman et al., 2015; Mohiyiddeen et al., 2012). La funcion
de la FSH unida a su receptor, el cual estd localizado en las células de la
granulosa de los foliculos antrales, involucra la produccién de estrégenos y el
reclutamiento, el crecimiento y la maduracion folicular (Chapman et al., 2015; Dias
et al., 2002). Por su parte, la uniéon de la LH a su receptor involucra la maduracion
oocitaria, la promocion de la ovulacion y la esteroidogénesis (Ascoli et al., 2002;
Dias et al., 2002).

El gen FSHR tiene la particularidad de ser el primer gen en el que se identificaron
mutaciones relacionadas con la etiologia de IOP. Un estudio previo en el que se
efectué un analisis de ligamiento en 6 familias con IOP, permitié identificar una
region relacionada con la enfermedad denominado locus de disgenesia ovarica
hipergonadotropica (ODG1), en el cromosoma 2p2l. En esta regién se
encontraron los genes FSHR y LHCGR (Aittomaki et al., 1995). En el gen FSHR
se identificd la mutacién homocigota c.566C>T (p.Alal89Val) en aproximadamente
el 30% de pacientes de poblacion finlandesa. Ensayos funcionales evidenciaron
gque esta mutacion reducia la capacidad del receptor de unirse a su ligando y la
transduccion de la sefal (Aittomaki et al, 1995). Desde entonces algunas
mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas, han sido identificadas en
mujeres afectadas por IOP (Allen et al.,, 2003; Beau et al.,, 1998; Doherty et al.,
2002; Kuechler et al., 2010; Laissue, 2015; Meduri et al., 2003; Touraine et al.,
1999).

La primera mutacion causal homocigota identificada en el gen LHCGR fue

c.1660T>C (p.Argb554*), en una familia con miembros afectados de ambos
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géneros, por amenorrea 0 hipoplasia en las células de Leydig (Latronico et al.,
1996). Otras mutaciones han sido identificadas en mujeres con oligomenorrea e
infertilidad, las cuales han sido validadas funcionalmente. En algunas familias con
mujeres afectadas se han identificado conjuntamente individuos 46,XY que cursan
disfuncion del desarrollo sexual, especificamente en las células de Leydig
(Bruysters et al., 2008; Laissue, 2015; Latronico et al., 1996; Qiao et al., 2009;
Toledo et al.,, 1996). En dos modelos knockout murinos de Lgchr se reprodujeron

fenotipos compatibles con infertilidad en humanos (Laissue, 2015).

Factores de transcripcion (FT)

NR5A1

El gen NR5AL, también conocido como factor esteroidogénico 1 (SF1), codifica
para el receptor nuclear del miembro 1 del grupo A de la subfamilia 5, un factor de
transcripcién (FT) regulador de varios genes involucrados en la diferenciacion
gonadal y en la modulacién de la esteroidogénesis en el eje hipotalamico-
hipofisiario-esteroidogénico (Laissue, 2015; Lalli et al., 2013; Lourenco et al.,
2009). NR5A1 se expresa en la hipdfisis, en el hipotdlamo, en el ovario (células de
la granulosa y la teca, cuerpo IUteo), en la corteza adrenal y en las células de
Sertoli y de Leydig de los testiculos, entre otros (Laissue, 2015; Lourenco et al.,
2009; Schimmer & White, 2010).

Las primeras mutaciones causales de IOP no sindromica fueron de tipo missense
y frameshift, identificadas por Lourenco et al. (2009) en mujeres con amenorrea
primaria 0 secundaria. A partir de este estudio, en varios otros se han descrito
mutaciones en NR5A1 en mujeres con IOP (Camats et al.,, 2012; Janse et al.,
2012; Jiao et al., 2013; Laissue, 2015; Besma Lakhal et al., 2012; Lourengo et al.,
2009). En individuos pertenecientes a cuatro familias que padecian anomalias del
desarrollo sexual e IOP, se identificaron mediante secuenciacion directa dos

deleciones heterocigotas (c.390delG y c¢.666delC), una mutacion missense

22



heterocigota (c.3G>A) y otra homocigota (c.877G>A). Varias mutaciones han sido
descritas en mujeres con IOP y han estado ausentes en un nimero significativo de
controles, siendo relacionadas con la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo,
solo algunas mutaciones heterocigotas como c¢.13T>G (p.Tyr5Asp), c.704C>T
(p.Pro235Leu), c.763C>T (p.Arg255Cys) y c.768delC (p.Asp257fs), han sido
formalmente validadas a través de ensayos funcionales que expliquen la etiologia
de IOP, ya que dada su localizacion en la region N-terminal de la proteina y en el
dominio de unién al ligando, se ha evidenciado una disminucion de la
transactivacion en los promotores de los genes que son regulados por NR5A1
(Camats et al., 2012; Jiao et al., 2013; Laissue, 2015).

NOBOX

El gen Newborn ovary homeobox (NOBOX) codifica para un regulador
transcripcional especffico del oocito, que pertenece a la familia homeobox. Su
funcion es importante en las etapas iniciales de la foliculogénesis (Chapman et al.,
2015; Rajkovic, 2004). Los modelos murinos knockout han sido una herramienta
atil para proponer genes que puedan ser regulados por Nobox. Se ha propuesto
que la deficiencia de Nobox altera la expresion de genes especfficos del oocito
involucrados en la foliculogénesis temprana del ratén, ya que se han observado
perfiles de expresion diferenciales respecto a los animales wild type (WT), en
genes relevantes para la reproducciéon femenina tales como Gdf9, Bmp15, Pou5fl,
Zarl, c-Mos, Oogl, Pad6, entre otros (Laissue, 2015; Rajkovic, 2004).

Se ha observado que la deficiente expresion de Nobox en ratones KO causa una
acelerada pérdida de oocitos después del nacimiento, de manera similar a la IOP
no sindrémica en humanos (Persani et al., 2010; Rajkovic, 2004). Lechowska et al.
(2011) demostraron que la infertilidad de los ratones KO podia deberse a una falla
de la sefalizacion entre células de la linea germinal y somatica durante la
embriogénesis (Lechowska et al., 2011). La mutacion ¢.1064G>A (p.Arg355His)

en NOBOX fue la primera identificada y validada como causante de IOP en
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humanos (Qin et al., 2007). En dos estudios se identificaron varias mutaciones en
pacientes caucésicas con IOP, las cuales no estaban presentes en los controles
poblacionales. Posteriores andlisis funcionales validaron las mutaciones revelando
una significativa disminucién de la actividad de union al ADN de NOBOX (Bouilly
et al.,, 2011; Qin et al., 2007).

FIGLA

Este gen codifica para un factor de transcripciéon tipo basico hélice-loop-hélice
(bHLH), cuya funcion es importante en la formacién de los foliculos primordiales y
en la regulacion de la expresion de genes de la zona pelicida (Chapman et al.,
2015; Laissue, 2015; Qin, Jiao et al, 2015). Se ha demostrado que Figla es
especifico del oocito y regula funciones criticas durante la foliculogénesis
temprana en el raton (Liang et al., 1997; Soyal et al., 2000). En un estudio
desarrollado por Zhao et al. (2008) se analiz6 una cohorte de 100 mujeres chinas
con IOP e identificaron tres variantes: la mutacion missense p.Ala4Glu en dos
mujeres, la delecion p.Gly6fs en otra paciente, esta Ultima causante del
corrimiento del marco de lectura con la generacion de un codén de parada
prematuro y de wuna proteina truncada. Esta mutacibn se asocid6 a
haploinsuficiencia. También se identificd la delecion p.Asn140del en otra mujer.
Analisis funcionales a través del ensayo de doble hibrido demostraron que la
mutacion p.Asnl40del afectaba la union con el factor de transcripcion 3 (TCF3),
causando IOP, probablemente debido a un efecto dominante negativo o a la
disminucion de la biodisponibilidad de heterodimeros (Qin et al., 2015; Zhao et al.,
2008).

Otros genes causales de IOP no sindromica

BMP15
Este gen también conocido como GDF9B, codifica para la proteina morfogénica
O0sea 15, la cual es miembro de la superfamilia de factores de crecimiento

transformante-B (TGF-B). En los mamiferos, BMP15 se expresa exclusivamente
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en los oocitos y su funcion esta involucrada en el desarrollo folicular como un
regulador de la proliferacion de las células de la granulosa (CG) (Shimasaki et al.,
2004; Tiotiu et al., 2010). Como otros miembros de la familia TGF- 3, BMP15 es
sintetizada como un precursor inactivo (pre-proteina), el cual esta compuesto por

tres dominios: un péptido sefial localizado en la region N- terminal, un prodominio
0 propéptido y un péptido maduro en la regién C-terminal (Chang et al., 2002).

La proteina precursora pasa por procesos post-traduccionales que incluyen su
dimerizacion y un clivaje proteolitico, los cuales estan regulados principalmente
por el prodominio (Shi et al., 2011). Luego de la remocién del péptido sefal y el
clivaje del péptido maduro, BMP15 maduro (proproteina) es secretado
extracelularmente para unirse a los receptores de tipo serina/treonina quinasa de
clase | y Il localizados en las CG, tales como ALK6 (tipo ) y BMPR2 (tipo 1)
(Patifio et al., 2017). La union del ligando BMP15 con su receptor conduce a la
activacion de la via de sefializacion SMAD, en la cual factores de transcripcion se
translocan al ndcleo y regulan la expresion de varios genes diana (Chang et al.,
2002; Laissue, 2015; Rossetti et al., 2009; Shi & Massagué, 2003).

BMP15 puede formar homodimeros (BMP15:BMP15) o heterodimeros
(BMP15:GDF9) con su homdlogo el factor 9 de diferenciacion de crecimiento
(GDF9). Se ha demostrado que el heterodimero es funcionalmente activo en
ratones y en humanos, interactuando con el receptor 2 de las proteinas
morfogénicas del hueso (BMPR2), con los receptores ALK4/5/7 (serina/treonina
quinasa tipo I) y con el co-receptor ALK6 (Patifio et al., 2017). Ensayos funcionales

evidenciaron la mayor bioactividad del heterodimero BMP15:GDF9 respecto al
homodimero BMP15:BMP15 (Laissue, 2015; Peng et al., 2013).

En modelos animales se evidenci¢ inicialmente la relacion de BMP15 con la
patogénesis de la IOP. En la oveja se identificaron mutaciones heterocigotas y
homocigotas en Bmpl5, observando hiperfertilidad e infertilidad, respectivamente
(Galloway et al., 2000; Qin et al., 2015). Modelos murinos knockout para Bmp15

demostraron un fenotipo subfértil debido a un defecto en la ovulacion, en tanto que
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el modelo Gdf9- resulté en infertilidad completa (Laissue, 2015; Tiotiu et al., 2010;
Yan et al., 2001). En humanos, la primera mutacion en BMP15 relacionada con
IOP fue identificada por Di Pasquale et al (2004) en dos hermanas que
presentaban amenorrea primaria. Se trata de la mutacion missense heterocigota
c.704A>G (p. Tyr235Cys) que causa un efecto dominante negativo. Ensayos
funcionales evidenciaron que BMP15 mutante esta asociado con una disminucion
en la proliferacién de las CG (Di Pasquale et al.,, 2004). Varias mutaciones han
sido identificadas y validadas funcionalmente (Laissue, 2015, 2017; Laissue et al.,
2006; Patifio et al., 2017).

NANOS3

El gen Nanos C2HC-type zinc finger 3 (NANOS3) es miembro de la familia de
genes NANOS, los cuales son conservados durante la evolucidén. Se expresan en
las gbénadas masculinas y femeninas, y son importantes para el desarrollo y el
mantenimiento de las células germinales primordiales (CPG) (Qin et al., 2015;
Tsuda, 2003). Existen tres homologos: NANOS1, NANOS2 y NANOS3. En el
raton, la delecion de Nanosl no afect6 el desarrollo germinal, pero el knockout de
Nanos2 causé infertilidad masculina. EI modelo KO Nanos3”- causé infertilidad en
ambos géneros, debido al reducido tamafio de las génadas como consecuencia de
la disminucién de las CGP (Suzuki & Saga, 2008; Tsuda, 2003).

En un estudio caso control que involucré 100 pacientes chinas con IOP, se
identificdé una mutacion heterocigota nueva en NANOS3 (c.457C>T; p.Argl53Trp).
Ensayos funcionales comprobaron que esta mutacion produce una proteina
funcionalmente inestable (Wu et al., 2013). En otro estudio que incluydo 85 mujeres
brasileras con IOP, se describio la mutacion homocigota ¢.358C>A (p.Glu120Lys).
Estudios in vitro e in silico demostraron que esta mutacion afectaba la capacidad
de NANOSS3 de prevenir la apoptosis, lo cual sugiere su implicacién con la IOP
debido al incremento de la apoptosis de las CGP durante la migracién celular
embrionaria (Qin etal., 2015; Santos et al., 2014).
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STAG3

El gen stromal antigen 3 (STAG3) codifica para la subunidad de una cohesina, una
proteina esencial para el correcto apareamiento y la segregacion de los
cromosomas durante la meiosis (Caburet et al., 2014). Mediante la secuenciacion
del exoma se identifico la deleciébn homocigota ¢.968delC (p.Phel87fs) en una
familia con alta consanguinidad. La regién cromosémica implicada habia sido
previamente mapeada en el cromosoma 7 (Caburet et al., 2012). La mutacion
frameshift generd una proteina truncada que afectaba el dominio STAG, ya que se
perdié el dominio de interaccion tipo armadillo (ARM) (Caburet et al., 2014).
Ensayos funcionales en el ratdbn permitieron evidenciar su efecto patogénico y su
relacién con la IOP. El modelo KO Stag3”- permiti6 observar disgenesia gonadal
severa en los ratones hembra, incluida la falta de oocitos y foliculos. Ademas, en
los oocitos fetales se observaron defectos en la cohesion de los centromeros de
las cromatides hermanas y en el arresto meiético durante la etapa leptotene de la
profase | (Caburet et al., 2014).

3.3 BMPR2
3.3.1 Gendmicay prote6mica

Los receptores de las proteinas morfogénicas 6seas (BMPRsS) son receptores
transmembranales serina/treonina quinasa que pertenecen a la superfamilia de
receptores de factores de crecimiento transformante beta (TGF-B) y consisten en
proteinas de tipo | y Il (Foletta et al., 2003). El gen BMPR2 es miembro de la
superfamilia TGF-B y codifica para el receptor tipo I (BMPR2) que reconoce
especificamente las proteinas morfogénicas 6seas (BMPs) (Liu et al., 1995; Patifio
et al., 2017b). BMPR2 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 2
(2933-934) (MIM*600799), esta conformado por 13 exones codificantes y tiene
una longitud de 11461pb.
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La proteina codificada por BMPR2 tiene un peso molecular de 70kDa a 80kDa,
una longitud de 1038 aminoacidos y esta compuesta por cuatro dominios
funcionales: un dominio extracelular de union a ligandos, un dominio
transmembranal, un dominio quinasa altamente conservado y una cola

intracitoplasmatica en la region C-terminal con 530 residuos, Unica por su extensa
longitud (Liu etal., 1995; Miyazono et al., 2010; Wang et al., 2014) (Figura 1).

Figura 1. Dominios funcionales de BMPR2 (modificado de (Jiang et al., 2011))
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Mediante estudios de inmunohistoquimica e hibridacién in situ, se demostrd la

expresion de Bmpr2 en foliculos primordiales, especificamente en las células de la
granulosa de roedores (Cameron et al., 1994; Drummond et al., 2002; Erickson &
Shimasaki, 2003) y la oveja (Souza et al., 2002; Wilson et al., 2001). Hay
evidencia de que el desarrollo de foliculos dominantes en mamiferos esta
acompafnado de la expresion tejido-especfifica de ligandos BMPs, de receptores
asociados al sistema BMP y de proteinas de union (Shimasaki et al., 2004).
Ensayos de Northern Blot realizados mediante la hibridacién de sondas de BMPR2
con transcritos de diferentes tejidos humanos fetales y adultos, permitieron
evidenciar la amplia expresion del ARNm de BMPR2 en diferentes tejidos y
organos. Entre ellos se encuentran el cerebro, la placenta, la medula ésea, el
corazon, el higado, el rifion, el pulmén (células del masculo liso y endoteliales), la
prostata, los testiculos, el musculo esquelético y los ovarios, entre otros

(Rosenzweig et al, 1995). En un contexto ovarico BMPR2 se expresa
principalmente en las células de la granulosa (Shimasaki et al., 2004).
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3.3.2 Funciones de BMPR2Yy la via de sefializacion BMP/SMAD

Las funciones biolégicas de BMPR2 asi como de los ligandos BMPs, estan
asociados con el desarrollo embrionario, la diferenciacion y la proliferacion celular,
en procesos como la remodelacién de los vasos sanguineos, el desarrollo de la
placenta materna, el desarrollo del cerebro, la regulacion positiva de la
mineralizacion del hueso, la regulacion positiva de la migracion y la proliferacion
endotelial, la apoptosis, la homeostasis, la regulacion de la presion arterial del
pumén y el desarrollo del oocito (Massague, 2012; Miyazono et al, 2010;
Miyazono et al., 2005; Shimasaki et al., 2004).

A nivel molecular la funcion de BMPR2 se ha asociado a la via de sefalizacion
BMP/SMAD. Por lo tanto, la perturbacion de la sefalizacion BMP puede causar
enfermedades esqueléticas, enfermedades vasculares y cancer, entre otras
(Nicholas W. Morrell et al., 2015). La relacién de este receptor tipo Il con sus
ligandos es de exclusividad para las moléculas BMPs, incluidas BMP2, BMP4,
BMP6, BMP7, BMP15, GDF5 y GDF9 (Shimasaki et al., 2004). La unién del
ligando BMP con BMPR2 causa su heterodimerizaciéon con el receptor tipo |
(BMPR1A (ALK3) o BMPR1B (ALK®)), al cual fosforila en el dominio rico en
glicina-serina (GS) causando su activacion, para que este a su vez inicie una
cascada de transduccion de sefiales que involucran la fosforilacion de una familia
de proteinas de sefializacién conocidas como SMADS (Massagué et al., 2005;
Miyazono et al., 2000).

El receptor tipo | transfosforila y activa, a través de su funcion quinasa
serina/treonina, las proteinas R-SMAD, las cuales son proteinas SMAD cuya
actividad depende especificamente de la fosforilacién por parte de los receptores
tipo | (Fessel et al.,, 2011; Massagué & Chen, 2000; Miyazono et al.,, 2000;
Shimasaki et al., 2004). Las R-SMADS incluyen a SMAD 1, 2, 3, 5y 8, que cuando
se activan interactian con SMADA4, también denominada Co-SMAD (Fessel et al.,
2011; Miyazono et al., 2010). El complejo SMAD formado se transloca luego al
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nicleo para interactuar con factores de transcripcion especificos que regulan la
transcripcidon de genes diana (Fessel et al., 2011; Shimasaki et al., 2004).

La transduccion de sefiales en la via BMP/SMAD se efectia fundamentalmente a
través de la fosforilacién que confiere el dominio quinasa serina/treonina de los
receptores BMPR tipo |y I, y poco se sabe sobre la funcion de la cola larga
intracitoplasmatica caracteristica de BMPRII (Foletta et al.,, 2003; Nishihara et al.,
2002). Sin embargo, se piensa que puede participar en la sefializacion
independiente de SMAD (no canonica) (Figura 2), y se ha demostrado su
interaccion con diferentes proteinas como Tctex-1, XIAP (regulador negativo de la
apoptosis), p38 MAPK, c-Src, RACK-1 y LIMK1 (involucrada en la regulacion de la
dinamica de la actina del citoesqueleto) (Figura 3) (Fessel et al., 2011; Foletta et
al., 2003; Hassel et al., 2004; Machado et al., 2003; Rudarakanchana et al., 2002).

Figura 2. Via de sefalizacion TGF-B/BMP candnica y no canénica para BMPRI
(modificado de (Fessel et al., 2011))
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Figura 3. Procesos celulares/moleculares asociados a los dominios funcionales de
BMPRII (modificado de (Hassel et al., 2004))
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3.3.3 Mutaciones en BMPR?2

La principal funcion de BMPR2 es inhibir la proliferacion de las células del musculo
liso vascular. Por lo tanto, las mutaciones identificadas en este gen se han
relacionado principalmente con hipertension pulmonar arterial primaria (HPA), un
desorden de herencia autosémica dominante y con penetrancia incompleta (20% a
30%) (Miyazono et al., 2010). Esta enfermedad se caracteriza por la proliferacion
de las células endoteliales y del musculo liso de las arterias pulmonares, lo que
causa la oclusion de los vasos pulmonares y el incremento de la presion
sanguinea (Foletta et al., 2003; Morrell et al., 2001). M&s de 400 mutaciones

relacionadas con HPA se han identificado en BMPR2. Se han detectado en el 70%
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de casos familiares y entre el 10% y el 40% de los pacientes con HPA idiopatica
(Deng et al., 2000; Lane et al., 2000).

Aproximadamente el 30% de las mutaciones son de tipo missense y ocurren en
sitios conservados, lo cual puede perturbar la unidn receptor-ligando o afectar los
dominios funcionales del receptor. La mayoria de las mutaciones que han sido
identificadas son de tipo frameshift y nonsense (Cogan et al., 2006). En este tipo
de mutaciones se predice la aparicién de un codon de parada prematuro que
puede activar el sistema de degradacion del ARNm mediado por mutaciones

terminadoras (NMD: Nonsense mediated decay) (Khajavi et al., 2006).

La mayoria de las mutaciones identificadas se localizan en el dominio extracelular
de la unién al ligando (codificado por los exones 2 y 3) y en el dominio quinasa
(codificado por los exones 6-9, 11) (Machado et al., 2015). Las sustituciones del
aminoacido cisteina comprenden la mayoria de las mutaciones missense
localizadas en el dominio extracelular, en 9 de los 10 residuos conservados que lo
componen, los cuales son esenciales para la integridad de su estructura terciaria
(Greenwald et al., 1999; Machado et al., 2015). La mayoria de las mutaciones en
el dominio quinasa de BMPR2 han sido validadas mediante ensayos funcionales
de luciferasa en la via BMP/SMAD, evidenciando la abolicibn de su funcion
catalitica (Machado et al., 2015). Por el contrario, la importancia de las mutaciones
identificadas en la cola intracitoplasmatica no es clara aun, ya que se demostr
experimentalmente que la transduccion de sefiales downstream en la via SMAD
permanece inalterada (Girerd et al., 2015). Sin embargo, estas mutaciones
parecen afectar la via no candnica SMAD que incluye la sefializacion a través de
los factores asociados al citoesqueleto LIMK1 y TCTEX1 (Foletta et al.,, 2003;
Machado et al., 2003).

Mutaciones en BMPR2 estan principalmente asociadas a HPA. Sin embargo, las
funciones de este receptor involucran también un contexto ovarico. Por su
expresion en las células de la granulosa, tanto de humano como de raton, y su

relacion con los ligandos BMP15 y GDF9, los cuales son factores claves en la
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fisiologia del ovario, fue posible hipotetizar una relacion entre BMPR2 y la IOP
(Fonseca et al., 2015; Moore et al., 2003; Peng et al., 2013; Pulkki et al., 2012).
Como previamente se describid, en los oocitos los heterodimeros entre estos dos
ligandos son mas bioactivos que los homodimeros y se demostr6 que el
heterodimero BMP15:GDF9 interactia con el complejo de receptores BMPR2-
ALK4/5/7-ALK6 en la via SMAD (Peng et al., 2013). Puesto que mutaciones en
BMP15 han sido relacionadas con la etiologia de la IOP, fue posible proponer que
mutaciones en BMPR2 podrian ocasionar la enfermedad (Fonseca et al., 2015;
Laissue, 2015; Laissue et al., 2006; Laissue et al., 2008; Rossetti et al., 2009).

En un estudio realizado por Fonseca et al. (2015) se secuenciaron las regiones
codificantes completas de 70 genes candidatos mediante NGS en 12 mujeres con
IOP no sindrémica. Se identificaron mutaciones en tres genes potencialmente
relacionados con la etiologia de IOP, siendo uno de ellos BMPR2. En este gen se
detecté la mutacion heterocigota ¢.2960C>T (p.Ser987Phe), la cual se encuentra
localizada en la cola larga intracitoplasmética (C-terminal), involucrada en la
modulacién y la dinamica del citoesqueleto, y en el trafico intracelular. Se
consider6 como una variante potencialmente patogénica, ya que no se identifico
en la poblacién control, su frecuencia alélica minima es menor del 1% (MAF<0,01)
(dbSNP: rs150642992) y el analisis bioinformatico demostré6 que el aminoacido
serina se encuentra conservado en la evolucion (Dora Janeth Fonseca et al.,
2015). Por lo tanto, en las células de la granulosa, la mutacion descrita en esta
region podria afectar la sefalizacion SMAD al interferir con la transduccién de
sefales downstream de BMP15, lo cual podria contribuir a la etiologia de IOP.
Ademas, es posible que exista una deslocalizacion subcelular secundaria a un
plegamiento anormal de la proteina (Fonseca et al., 2015; Patifio et al., 2017b).

En la misma mujer afectada con la mutacion BMPR2: ¢.2960C>T, se identifico la
mutacion heterocigota ¢.296A>G (p.Asn99Ser) en el gen LHCGR. Miembros de la
familia de la paciente son portadores sanos de una de las dos mutaciones, en

tanto ella es la Unica afectada con ambas mutaciones (Figura 4) (Dora Janeth
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Fonseca et al, 2015). Por lo tanto, considerando que la IOP es una patologia
compleja, las mutaciones LHCGR: c.296A>G y BMPR2: ¢.2960C>T podrian
contribuir a su etiologia con el efecto aditivo de cada una de ellas o0 mediante
interaccion epistatica, marcando la naturaleza poligénica de la IOP (Bouilly et al.,
2016; Laissue, 2015, 2017; Patifio et al., 2017b).

Figura 4. Pedigri de la mujer afectada por IOP, portadora de las mutaciones
BMPR2: ¢.2960C>T (parte derecha en negrilla) y LHCGR: c.296A>G (parte
izquierda en negrilla) (Tomado de (Dora Janeth Fonseca et al., 2015)).
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Por dltimo, es importante sefialar que numerosas publicaciones del grupo
fundamentan y complementan los abordajes tedricos y experimentales citados en
el marco tedrico presentado (Caburet et al., 2012; Carlosama et al., 2017; Castro
et al., 2013; Diggle et al., 2012; Ducat et al., 2016; Fonseca et al., 2013; Fonseca
et al, 2015; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2012;
Fonseca et al., 2014; Forero et al., 2016; L'Hbte et al., 2010; Laissue et al., 2009;
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Laissue, 2015, 2017; Laissue et al., 2016; Laissue et al., 2017; Laissue et al.,
2009; Laissue et al., 2009; Lakhal et al., 2008; Lakhal et al., 2009, 2010; Mateus et
al., 2017; Mitropoulos et al., 2015; Nifio et al.,, 2013; Ojeda et al., 2011; Ortega-
Recalde et al.,, 2015; Ortega-Recalde et al., 2015; Ortega-Recalde et al., 2016;
Ortega-Recalde et al, 2013; Ortega-Recalde et al.,, 2013; Patifio et al.,, 2017;
Patifio; et al., 2017b; Patifio et al., 2014, 2017; Prada & Laissue, 2014; Quintero-
Ronderos et al., 2017; Vatin et al., 2012; Vatin et al., 2013).
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4. Preguntas de investigacion

En un contexto ovarico, ¢cuales son las proteinas que interactlian con
BMPR2?

La mutacion p.Ser987Phe en BMPR2 puede afectar la localizacion

subcelular de BMPR2, contribuyendo a la etiologia de la IOP?
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5. Objetivos

5.1 Objetivos generales

Determinar si la mutacién p.Ser987Phe puede relacionarse con el fenotipo
IOP.
Identificar las proteinas de interaccion (partners) de BMPR2 en un contexto

OVArico.

5.2 Objetivos especificos

Determinar si la mutacion p.Ser987Phe afecta la localizacion subcelular de
BMPR2.

Efectuar un tamizaje de proteinas de interaccion potencial con BMPR2.
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6. Materiales y métodos
6.1 Estudio de la localizaciéon subcelular de BMPR2

La posible evaluacion del efecto deletéreo de la mutacion p.Ser987Phe en BMPR2
a nivel de su localizacion subcelular, se realiz6 mediante el marcaje de BMPR2
con la proteina verde fluorescente (GFP) y la tincion ER-Tracker Red (tincion del

reticulo endoplasmatico).
6.1.1 Plasmidos

La construccion plasmidica pEGFP-N1-BMPR2, que contiene la region codificante
completa de BMPR2 wild type (WT), fue proporcionada por el profesor Nicholas
Morrel (Cambridge, UK) (Rudarakanchana et al., 2002). Este plasmido
denominado BMPR2-WT-GFP para el presente ensayo, permite la expresion de la
proteina fusibn GFP con BMPR2, en su region N-terminal. La mutacion
p.Ser987Phe localizada en la region C-terminal de BMPR2 fue insertada con el kit

GeneArt® (Thermo Fisher) mediante el sistema de mutagénesis dirigida,
obteniendo la construccion denominada BMPR2-Ser987Phe-GFP.

6.1.2 Cultivo celular y transfecciones

Las células CHO (Chinese hamster ovary) fueron cultivadas a 37°C con 5% de
CO2 en el medio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina/estreptomicina. El cultivo
celular se tripsinizé y se sembraron 50.000 células/pozo sobre laminillas estériles
depositadas en cajas de cultivo de 24 pozos. Las células se dejaron a 37°C

durante 24 horas previamente a la transfeccion.

Después de alcanzar una confluencia celular por pozo de aproximadamente el
70%, se transfectaron 300ng de los constructos WT (BMPR2-WT-GFP) y mutante
(BMPR2-Ser987Phe-GFP) usando FUGENE®6 Transfection reagent (Promega).
Los célculos para la transfeccion se realizaron manteniendo una proporcion de 1:3

entre la cantidad de ADN (ug) y el volumen del reactivo FUGENE (ul). Se empled
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el medio OptiMEM (Thermo Fischer Scientific) el cual esta libre de SFB, ya que

este reactivo inhibe la transfeccidén. Para cada condicion se realizaron 6 réplicas

(transfecciones: n=6) en 3 ensayos independientes (Tabla 1).

Tablal. Calculos de transfeccion para 6 réplicas (n=6)

Condicion Cantidad de | Volumen | Volumen de | Volumen de

ADN (ng) | de ADN (pl) | FUGENE (ul) | OptiMEM (pl)
BMPR2-WT-GFP 300 21 6, 3 60,2
BMPR2-Ser987Phe-GFP 300 21 6, 3 60,2

En los calculos se tuvo en cuenta una réplica mas para evitar volimenes
incompletos por errores de pipeteo. Con los volumenes definidos se realizd la
mezcla de OptiMEM (60,2ul) y de FUGENE (6,3pl) y se incub6 durante 15 minutos
a temperatura ambiente. En seguida, se agregd la alicuota de ADN (21ul)
incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Durante el tiempo de
incubacién se retir6 el medio DMEM-F12 en el cual estaban las células y a cada
pozo se agregaron 600ul de OptiMEM precalentado. Cumplido el tiempo de
incubacion, se agreg6é de manera uniforme una alicuota de 25 pl de la mezcla de
transfeccion a cada pozo. Como control negativo se emplearon células no

transfectadas (NT) en tres pozos (n=3). La caja de cultivo se dejo incubando a
37°C durante 48 horas.

6.1.3 Montaje de laminas y ensayo de GFP

Transcurrido el tiempo de incubacién necesario para la sintesis proteica, se realizé
el montaje de las células mediante la tincion del reticulo endoplasmatico (ER) con
el reactivo ER-Tracker Red (Thermo Fischer Scientific). La solucion de tincion se
diluyd en la solucion de sales balanceadas de Hank’s (HBSS) para tener una
concentracién de 0.5 pM. La tincion y montaje de las células se realizd de la
siguiente forma. Se precalentd la solucién de tincion (0.5 uyM) a 37°C durante 30

minutos. Luego se removid el medio de cultivo OptiMEM y se realiz6 un lavado
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con la solucion de Hank’s. Se agregé a cada pozo 300 pl de la solucidon de tincién
precalentada y se incubdé a 37°C durante 30 minutos. Luego de retirar la solucion
de tincion y de hacer un lavado con la solucion de Hank’s, se fijaron las células
agregando a cada pozo 300 pl de paraformaldehido (PFA) al 4%. Luego de
incubar a 37°C durante 2 minutos, se retiré el PFA y se realizaron dos lavados con
la solucién de Hank’s

Se transfirieron las laminillas boca bajo sobre lAminas portaobjetos, sobre los
cuales se agregd previamente una alicuota de 5 pl del liquido de montaje
UltraCruz® Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology Inc), el cual incluye el
marcador fluorescente DAPI para la tincion nuclear. Los montajes fueron sellados
posteriormente con esmalte para evitar deslices durante la visualizacion en el

microscopio de fluorescencia y se almacenaron a 4°C protegidos de la luz.

La visualizacion de los montajes se realizd en el microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse NIiE y las imagenes fueron capturadas con la camara digital
fotométrica (Coolnap EZ), usando el software NIS-Elements Advanced Research
(Waltham, MA, USA). Se realizaron tres ensayos independientes contando un total
de 670 células, 350 células en la condicion WT y 320 células en la condicion
mutante. Se establecieron principalmente dos categorias fenotipicas dependiendo
de la observacion de patrones similares a agregacion (ER+) o no agregacién
perinuclear (ER-) localizada en el reticulo endoplasmatico (ER), las cuales se

compararon entre las condiciones WT y mutante.

Se utilizd la prueba exacta de Fisher como método estadistico para establecer si
habia diferencias estadisticamente significativas de los conteos entre ambas
condiciones. Otros ensayos independientes fueron realizados bajo las mismas
condiciones y parametros previamente descritos, con diferentes cantidades de
ADN: 200ng, 600ng y 1 ug de plasmido WT y mutante, para evaluar la aparicion
de potenciales artefactos de agregacion, debido a las cantidades variables de
ADN transfectado.
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6.2 Evaluacion del potencial efecto dominante negativo de la mutacién
p.Ser987Phe de BMPR2

Debido a que la mutacion p.Ser987Phe se encontr6 en estado heterocigoto en la
paciente con IOP analizada por NGS (Fonseca et al., 2015), se disefid un
experimento adicional para evaluar el potencial efecto dominante negativo. Para
esto, se clond la version mutante de BMPR2 en el vector pcDNA3.1_Zeo(+), el
cual no expresa la proteina GFP (BMPR2-S978F-3.1). Posteriormente, en las
células CHO se realizd la co-transfeccion de los constructos WT (pEGFP-N1-
BMPR2) y mutante (BMPR2-S978F-3.1) en cantidades equimolares (300ng cada
uno). El protocolo de transfeccion, el montaje de las laminas y su lectura se
realizaron de manera similar a la metodologia descrita en las secciones 8.1.2 y
8.1.3.

6.3 Ensayo de doble hibrido en levaduras para la identificacion de proteinas

de interaccion (partners) con BMPR2.

El sistema de doble hibrido (Y2H) es una técnica empleada para detectar
interacciones proteina-proteina y fue aplicada por primera vez por Fields y Son en
1989. Se basa en la recreacion de un factor de transcripcion (FT), el cual tiene dos
dominios funcionales basicos: un dominio de union al ADN (DBD) y un dominio de
activacion de la maquinaria de transcripciéon (AD). La unién de ambos dominios
activa la funcion del FT y permite la expresion de un gen reportero en células de
levadura genéticamente modificadas (Fields & Song, 1989). Dos genes reporteros
son comunmente empleados en este tipo de ensayo: His3 el cual codifica para una
proteina involucrada en la biosintesis de la histidina, permitiendo el crecimiento
selectivo de colonias en un medio de cultivo carente de histidina, y LacZ que
permite identificar las colonias positivas mediante un ensayo colorimétrico. El

ADN plasmidico de las colonias de levadura positivas es secuenciado y analizado
para identificar la proteina de interaccién (Fields & Song, 1989).
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Para recrear la funcion del FT se producen dos proteinas fusion denominadas prey
y bait. El bait se define como la proteina de interés unida al dominio de union al
ADN (DBD) del FT. El prey consiste en el dominio de activacion de la transcripcion
(AD) unido a la proteina con la que se quiere evaluar la interaccidon. Si hay
interaccion entre ambas proteinas, el FT ejerce su funcion completa para la
expresion del gen reportero. Usualmente los dominios DBD y AD son del FT Gal4
de la levadura, aunque también se usa la proteina bacteriana LexA como DBD
(Figura 5).

Figura 5. Esquema del sistema de doble hibrido Y2H (Hybrigenics)

PREY

No crecimiento

N ® en medio sin
Histidina
HIS3

Promotor
Interaccion Maquinaria de
transcripcion
PREY Crecimiento
m% en medio sin
| Histidina
Promotor Aib3

El ensayo de Y2H puede ser usado como una técnica para evaluar la interaccion
entre dos proteinas especificas o para identificar muiltiples proteinas de interaccion

sobre una proteina de interés. Este Ultimo enfoque permite usar la proteina de
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interés como bait para hacer un tamizaje con una libreria de ADNc a partir del

tejido o linea celular de eleccidn, para identificar los partners asociados.

El ensayo de Y2H fue realizado en el laboratorio Hybrigenics en Paris, Francia
(www.hybrigenics.com). El bait que contiene el dominio de union al ADN (DBD) fue
clonado en el plasmido pB27 (N-LexA-Bmpr2-C fusién) y en el plasmido pB66
(Nter-Gal4-Bmpr2-Cter). La proteina fusion incluia una parte del domino C-terminal
de Bmpr2 ratébn (mBmpr2), que a nivel del ADNc corresponde a los exones 11, 12
y 13, desde 1534pb hasta 3117pb (1583pb de longitud) y a nivel de la proteina
contiene 527aminoécidos (del residuo 512 al 1038) (Figura 6). Es una region
homdloga al dominio humano de BMPR2, donde se encuentra localizada la
mutacion p.Ser987Phe identificada en la paciente con FOP que fue analizada por
NGS (Fonseca et al. 2015).

Figura 6. Fragmento del bait de la region C-ter de Bmpr2 (Hybrigenics)

Bait fragment

SiD fragment

Pfam or SMART domain
I Transmembrane domain {TMHMAM)
N Coiled-coil domain (Neails)

Signal peptide (SignalPHMM)

512 1038
152 B 174 Transmembrane domain
1 26 Signal peptide dom ain
58 130  TGF-beta receplor/activin receptar, type - PFO1064
204 487 Protein kinase, calalylic domain - FFODDES

Las proteinas prey fusionadas al dominio de activacion de la transcripcion (AD),
fueron producidas a partir de una libreria de ADNc de ovario de Mus musculus en
los plasmidos p27 y pB66. Se procesaron 318 clones y se llevaron a cabo un total
de 70.1 millones de interacciones. Después del crecimiento de los clones positivos
en un medio selectivo sin histidina (H-), se amplificaron por PCR los fragmentos
correspondientes al prey y se secuenciaron en sus extremos 3’ y 5. Las
interacciones fueron clasificadas segun 6 categorias (A-F) que miden la confianza
estadistica de la interaccion segun el Puntaje Biolégico Predictivo (PBS), donde la

categoria A expresa la mayor probabilidad de la interaccion (Tabla 2). La
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interaccion proteina-proteina en este sistema de screening Y2H, permite
determinar la secuencia proteica minima del prey necesaria para interactuar con el

bait, la cual corresponde al SID (Selection Interaction Domain).

Tabla 2. Categorias de interaccion proteina-proteina, segun el PBS global

Categoria Interpretacion

Muy alta confiabilidad de la interaccién

Alta confiabilidad de la interaccion

Buena confiabilidad de la interacciéon

Moderada confiabilidad de la interaccion

Baja confiabilidad de la interaccion

Tl m|f Ol O @

Artefactos técnicos experimentalmente probados




7. Resultados
7.1 Localizacién subcelular de BMPR2

Mediante el marcaje de BMPR2 con la proteina verde fluorescente (GFP) y la
transfeccion de las células CHO con BMPR2-GFP en su version WT (BMPR2-WT-
GFP) y mutante (BMPR2-S987F-GFP), se visualizaron sefiales de fluorescencia
homogéneas en el nicleo y el citoplasma. La tincion del reticulo endoplasmatico
(ER-Tracker) permitié observar patrones similares a agregacion proteica en esta

localizacion subcelular (ER+GFP), en ambas condiciones (Figura 7).

Figura 7. Transfeccion de las construcciones BMPR2-Ser987Phe-GFP o BMPR2-
WT-GFP en las células CHO. (A-C) Células transfectadas con la construccion
BMPR2-WT-GFP. (D-F) Células transfectadas con la construccion BMPR2-
Ser987Phe-GFP. (A y D) Tincion GFP. (B y E) Tincion con DAPI (azul) y ER
(rojo). (C y F) Mezcla de fluorescencias. ER+y ER- Hace referencia a la presencia
y a la ausencia del patron de agregacién en el reticulo endoplasmatico.

GFP ER-tracker + DAPI Merge
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A partir del conteo de células transfectadas con cada una de las condiciones (WT:
n=350 y mutante: n=320) se encontré6 que las células transfectadas con la versién
mutante tenian un incremento estadisticamente significativo de los patrones
similares a agregacion perinuclear (71.9%) con respecto a las células
transfectadas con la version WT (48.6%) (p=7.05x10719), Resultados similares se
encontraron al transfectar diferentes cantidades de cada construccion (200ng,
600ng y 1000 ng).

En el ensayo de localizacién subcelular realizado para evaluar el potencial efecto
dominante negativo de la mutacion p.Ser987Phe, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para el fenotipo ER+ entre las células co-
transfectadas con las construcciones BMPR2-Ser978Phe-3.1/BMPR2- WT-GFP
(8,1%) y BMPR2-WT-GFP (12,4%) (p=0.1005).

7.2 Ensayo de doble hibrido en levaduras

El tamizaje Y2H realizado a partir de la libreria de ADNc de ovario de ratdn,
permitié identificar cuatro proteinas cuya interaccion con la regién C-terminal de
Bmpr2, fue de muy alto porcentaje de probabilidad (categoria A segun el Global
PBS). Las proteinas con interaccién en la categoria A fueron: Limk1l (16 clones

positivos), Ctnnd1 (28 clones positivos), Fnl (9 clones positivos) y Fasn (9 clones
positivos) (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del ensayo Y2H de las interacciones categoria A (PBS) de los

cuatro partners (Modificado de Hybrigenics).

ID del clon Tipo de  Nombre del gen Inicio-Parada (nt) Marco de lectura PBS
secuencia
pB27_C-213 3p Mus musculus - Ctnnd 1 2240 77 g2 EX
pB27_C-310 3p Mus musculus - Ctnnd 1 2408 77 ovs
pB27T_C-367 3p Mus musculus - Ctnnd1 2637 ?? ar.T ﬂ
pB27_C-308 5p Mus musculus - Ctnnd1 1077 IF 9.7 ﬂ
pB27T_C-199 5piap Mus musculus - Cinnd1 1086..2240 IF 995 LA |
pB27T_C-B6  5piap Mus musculus - Cinnd1 1086..2240 IF 973 1woo A
pB27T_C-122 Spiap Mus musculus - Cinnd1 1086..2240 IF 985 sao O
pB27_C-207 5p Mus musculus - Cinnd1 1086 IF 978 A
pB27_C-372 5pi3p Mus musculus - Ctnnd1 1086..2240 IF 96.4 aas K
pB27_C-360 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1086..2240 IF 0.6 sas
pB2T_C-2 Spf3p Mus musculus - Ctnnd 1 1098..2716 o IF 96.1 884 1
pB27T_G-30  5pfap Mus musculus - Cinnd1 1098..2716 * IF 973 s0.1 A
pB27T_G-353 5pfap Mus musculus - Cinnd1 1098..2716 * IF 96.5 s41 A
pB27T_C-148 5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF 99.7 sse E
pB27T_C-136 5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 b4 IF 903 L A |
pB27_C-163 S5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 b4 IF 903 [ A |
pB27_C-108 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF 99.3 so0 [
pB27_C-78  5pi3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF 918 s71 A
pB27_C-336 5pi3p Mus musculus - Ctnnd 1 1110..2651 x IF 007 sas [
pB27T_C-325 5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 * IF 99.7 oars KA
pB27T_G-318 5pfap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 * IF 4.1 as8 O
pB27T_C-3T6 5pi3p Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF Q8.5 sa1
pB2T_C-346 5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF 98.7 sas [
pB27_C-338 S5piap Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF 93.4 os4a O
pB27_C-160 S5pfap Mus musculus - Cinnd1 1125..2723 x IF 90.9 Y A
pB27_C-74 5pi3p Mus musculus - Ctnnd1 11252718 x IF o84 sas [
pB27_C-88 S5p Mus musculus - Ctnnd1 1185 IF 96.5 [ A
oB2T C-305 S5Sof3p Mus musculus - Ctnnd 1 1242..2263 IF 98.6 100.0 E
pB27_C-237 3p Mus musculus - Fasn 3165 o 921
pB27_C-364 5pf3p Mus musculus - Fasn 1905..2901 IF 91.9 99.0 ﬂ
pB27_C-83 S&p Mus musculus - Fasn 2331 IF 987 (A
pB27_C-103 5p Mus musculus - Fasn 2532 IF ar.2 ﬂ
pB27_C-69 5pf3p Mus musculus - Fasn 2532 3263 IF 904 6.7 ﬂ
pB27_C-275 Spi3p Mus musculus - Fasn 26413129 IF 100.0 o5 [
pB27_C-46  Spi3p Mus musculus - Fasn 2571..3159 IF 908 o7 A
pB27_C-317 Spi3p Mus musculus - Fasn 2571..3155 IF 986 oo [
pB27_C-260 Sp/3p Mus musculus - Fasn 2605..3165 IF 100.0 oo [
pB27_C-17T0 S5pi3p Mus musculus - Frid 2229 2658 IF 100.0 1000 EX
pB27_C-91  Spf3p PMus musculus - Frd 2310, 2673 IF 100.0 woo E
pBET_C-44 Sp Mus musculus - Fnd 2310 IF 876 A
pB27_C-61 S5p PMus musculus - Frd 2307 2658 IF 100.0 A |
pB27_C-246 5pi3p Mus musculus - Frd 2397. 2658 IF 100.0 w00 K
pB27_C-218 Spiap Mus musculus - Frid 2307 2658 IF 100.0 woo E
pB27_C-324 Spi3p PMus musculus - Frd 2442 3433 IF ar5 a7z A
pB2T_C-256 Spf3p Mus musculus - Fnd 2502..3612 IF 95.0 050 K1
pB27_C-202 5pf3p PMus musculus - Frd 2602, 3612 IF ar.4 ss0 B
pB27_C-184 5pi3p Mus musculus - Limk1 -29_473 0OF2 100.0 w00 EX
pB27_C-10  5pf3p Mus musculus - Limkd 29473 OO0F2 100.0 100 E1
pB2T_C-82 S5p Mus muscules - Limkd 29473 OOF2 100.0 A
pB27_C-245 3p Mus musculus - Limk1 10..549 OOF1 woo K1
pB27T_C-35  5piap Mus muscules - Limkd 10..549 O0F1 100.0 w00 K1
pB2T_G-2B6 5piap Mus muscules - Limki 13.730 OO0F1 988 [ A |
pB27_C-73  S5plip Mus musculus - Limkd 13.730 OOF1 o986 sss A
pB27_C-169 Spi3p fus musculus - Limic 58.529 QOF1 a9.4 g4 E3
pB27_C-101 5p Mus musculus - Limic 58..529 OOF1 99.4 n
pB27_C-133 Sp3p Mus museculus - Limic 58..520 QOF1 20.4 oo+ EA
pB27_C-185 Sp3p Mus museculus - Limict 58529 OOF1 994 oo+ A
pB27_C-293 S5p3p Mus musculus - Limic 58..529 QOF1 99.4 soa A
pB27_C-307 S5p/3p Mus musculus - Limic 58..529 OOF1 99.4 gsos A
pB27_C-1 Spi3p Mus musculus - Limic 58.529 OOF1 99.4 oo2 A
pB27_C-70  Sp/3p fMus musculus - Limic 58..529 QOF1 99.4 so4 A
pB27_C-79  5p3p Mus musculus - Limic 58..529 OOF1 99.4 ss2 A
pB27 C-374 Spi3p Mus musculus - Limici 77 911 QOF2 28,5 ore [N
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El analisis de la secuencia de los clones positivos mediante alineamientos y

analisis bioinformatico, permitié identificar la region minima de interaccién (SID:

Selected Interaction Domain) de Limkl, Ctnnd1, Fasny Fnl con Bmpr2. El SID de

Limk1 estaba comprendido entre el aminoacido 27 y el 127. El SID de Ctnnd1 se

encuentré entre el aminoacido 415 y el 746, el de Fasn entre el residuo 866 vy el

967, y el de Fnl comprendia los amino&cidos 835 a 886 (Figura 8).

Figura 8. SID de las proteinas de interaccién categoria A con Bmpr2 de raton

(Hybrigenics)
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8. Discusion

En el presente trabajo de tesis se estudio funcionalmente la mutacion BMPR2-
p.Ser987Phe, para evaluar su potencial contribucién al fenotipo de la paciente
(Fonseca et al., 2015). Se evalud la localizacion subcelular de BMPR2 marcado
con la GFP, en células de ovario de hamster chino (CHO). La observacién de
patrones similares a agregacion perinuclear en un numero estadisticamente
significativo de células transfectadas con la construccion BMPR2-Mut-GFP, pudo
deberse al mal plegamiento de la proteina causado por la mutacion p.Ser987Phe

en la region C-terminal.

Sin embargo, también se observaron patrones similares a agregacion en las
células transfectadas con la construccion BMPR2-WT-GFP, aunque en una menor
proporcion estadisticamente significativa, respecto a las células transfectadas con
la versién mutante. Esto pudo deberse a un fendbmeno de sobreexpresion proteica,
ya que las células CHO expresan endégenamente a BMPR2 (Patifio et al., 2017).
Por lo tanto, al observar en los montajes una distribucion homogénea del receptor
en la membrana celular, es posible que haya ocurrido una competencia por la
localizacion transmembranal, entre la proteina enddgena y la proteina fusionada
con la GFP. De esta forma, las proteinas que no lograron anclarse a la membrana
podrian haber quedado retenidas en el RE. Este fendmeno de agregacién en las
células transfectadas con la version WT de BMPR2, pudo deberse también a las

diferencias del proteoma entre el raton y el humano.

Otra posibilidad es el efecto que podria desempefar la GFP en la deslocalizacion
subcelular. Esta proteina se encuentra fusionada a la region C-terminal de
BMPR2. Considerando su tamafio (27kDa), es posible hipotetizar que tenga un
efecto deletéreo, ya sea por la alteracion del correcto plegamiento de la proteina o
por el enmascaramiento de la sefial de localizacién ubicada en C-terminal, lo que
causaria la retencion en el RE (John et al, 2015; Pousada et al., 2017,
Rudarakanchana et al., 2002; Wang et al., 2014).
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El resultado obtenido a partir de la co-transfeccion de BMPR2-WT-GFP y BMPR2-
Mut-GFP, no evidencié un efecto dominante negativo. Esto supone que la proteina
mutante probablemente no afecta la localizacion de la proteina WT, a través de la
formacion de co-agregados proteicos como consecuencia del secuestro de
BMPR2 WT, lo cual afectaria su funcion normal. Sin embargo, estos resultados
negativos no desestiman los resultados descritos en el ensayo anterior, ya que es
evidente el efecto de la mutacion p.Ser987Phe en la localizacion subcelular de
BMPR2 (Patifio et al., 2017)

La dominancia negativa causada por mutaciones en BMPR2, principalmente en el
dominio extracelular y el dominio quinasa, ha sido documentada ampliamente en
pacientes con hipertension pulmonar primaria (HPP), una enfermedad autosémica
dominante con baja penetrancia (20%-30%) (Austin et al., 2009; Li et al., 2010).
Sin embargo, el principal mecanismo molecular propuesto para explicar la
etiologia de HPP es la haploinsuficiencia, en el cual las mutaciones nonsense, que
pueden generar proteinas truncadas, activan el sistema nonsense-mediated decay
(NMD). De esta forma los transcritos mutados son degradados y la dosis alélica,
que produce la proteina normal, se reduce a la mitad. Los transcritos mutantes
gue escapan al sistema NMD, traducen proteinas cuya funcién anormal puede
tener un efecto deletéreo sobre la funcién de la proteina normal (Austin et al.,
2009; Khajavi et al., 2006; Pouliot et al., 2003).

Las mutaciones missense son las principales causantes del efecto dominante
negativo. Estas han sido evaluadas previamente mediante ensayos funcionales in
vitro y han permitido observar una significativa retencidén proteica en el RE, junto
con la disrupcion de la cascada de sefializacion BMP/SMAD. Sin embargo, la
mayoria de las mutaciones identificadas en la cola intracitoplasmatica de BMPR2
gue han sido evaluadas funcionalmente, no han tenido este mismo efecto (Austin
et al.,, 2009; Sobolewski et al., 2008).
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Excepcionalmente la mutacion p.Ser863Asn generd la deslocalizacion subcelular
de BMPR2 mutante, con un ligero patron de agregacion en el citoplasma y en el
nicleo de las células del endotelio microvascular pulmonar (HLMVE) (Machado et
al., 2015; Rudarakanchana et al., 2002; Wang et al, 2014). Estos resultados
difieren de los obtenidos en la presente tesis, probablemente debido a las
diferencias de la maquinaria celular entre las células HLMVE y CHO (Laissue,
2017; Patifio et al.,, 2017). Aun asi, en ambos casos se evidencia el efecto
deletéreo de las mutaciones en la region C-terminal de BMPR2, que comprometen
su correcta localizacion y su disponibilidad en la membrana celular, y
consecuentemente su funcion como receptor. De hecho, considerando que la IOP
es una patologia compleja y es de origen poligénico, la mutacion p.Ser987Phe
podria contribuir al fenotipo con un efecto aditivo, junto con la mutacién
heterocigota ¢.296A>G (p.Asn99Ser) en el gen LHCGR, la cual fue identificada en
la misma paciente (Bouilly et al., 2016; Fonseca et al., 2015; Laissue, 2015, 2017;
Patifio et al., 2017).

Nuestros resultados permitieron establecer una relacién funcional entre la
mutacion p.Ser987Phe de BMPR2 y la IOP. Sin embargo esta variante podria,
tedricamente, contribuir a modificaciones de la interaccion proteina/proteina. Se
utilizé el ensayo de doble hibrido en levadura (Y2H) como método de screening,
para determinar proteinas que interactuaran con Bmpr2 en su region C-terminal. El
ensayo se realizO en un contexto ovarico, a partir de una libreria de ADNc de
ovario de Mus musculus (Hybrigenics). Se identificaron cuatro proteinas con una
alta probabilidad de interaccion (PBS: categoria A): Limkl cuya interaccion ya
habia sido previamente identificada y validada (Foletta et al., 2003), Ctnnd1, Fasn
y Fnl. Las dltimas tres proteinas son nuevos partners de interaccion cuya relaciéon
con la fisiologia del ovario y con la IOP, debe evaluarse mediante ensayos

funcionales.

Finalmente, puesto que las mutaciones en BMPR2 se han relacionado

principalmente con HPP, se debe destacar que la paciente afectada con IOP no ha
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presentado sintomas de HPP, lo cual puede ser explicado por la baja penetrancia
de la enfermedad (Austin et al., 2009). Los mecanismos de haploinsuficiencia y
dominancia negativa previamente descritos, asi como las vias de sefializacion
independientes de SMAD que pueden ser activadas por BMPR2, pueden explicar
en parte la baja penetrancia. Esta depende también de otros factores como la
edad, por lo que la paciente con 39 afios de edad, aln puede desarrollar la
patologia (Austin et al., 2009; Pousada et al., 2017). De ser asi, se podria

establecer la mutacién ¢.2960C>T (p.Ser987Phe) en BMPR2, como una causa
genética sindrémica para la IOP.
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9. Conclusionesy perspectivas

Los resultados del ensayo de localizacion subcelular de BMPR2, indican que la
mutacion genera la deslocalizacién y la retencién de la proteina en el RE,
afectando su funcion normal, como receptor transmembranal, para la activacion de
la via de sefalizacibon SMAD. Por lo tanto, se propone una relacion funcional entre

la mutacién ¢.2960C>T vy la etiologia de la IOP.

Los resultados del Y2H screening son preliminares y las interacciones se deben
validar entre las proteinas humanas, mediante el sistema CheckMate en células
eucariotas. Se recomienda evaluar mediante ensayos funcionales de Co-
inmunoprecipitacién y/o Pull-down el efecto de la mutacién p.Ser987Phe con cada
interaccion proteica identificada. De esta forma, se podra hipotetizar sobre la
alteracion de las vias de sefalizacion intracelulares de cada proteina, para

establecer una relacion con la fisiologia del ovario y la IOP.

Para evidenciar si la interaccion proteica estd acompafiada de la co-localizacion
de BMPR2 y su partner, y si la mutacién afecta esta co-localizacién, se propone
realizar un ensayo de inmunofluorescencia (IFl). Se recomienda emplear las
céluas CHO como modelo celular para direccionar anticuerpos contra las
proteinas expresadas enddgenamente y evaluar la co-localizacién en un contexto
netamente ovarico en raton. También se propone co-transfectar las construcciones

de la version WT o mutante de BMPR2 con cada construccion del partner.

También seria interesante disefiar un modelo murino knock-in (KI) condicional
para Bmpr2, de tal forma que se inserte la mutacion humana en la region C-
terminal conservada y observar el fenotipo en el tejido ovarico. Finalmente, se
podria ampliar el nimero de casos de IOP y analizar un mayor nimero de genes,
incluido BMPR2, para la deteccidn de la mutacién ¢.2960C>T en mas pacientes y

la identificacidn de nuevas variantes potenciales relacionadas con la IOP.
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11. Anexo 1

Articulo: A potential functional association between mutant BMPR2 and
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