BUSQUEDA DE MUTACIONES EN EL GEN FOX04 EN PACIENTES CON
FALLA OVARICA PREMATURA NO-SINDROMICA

ELIANA DEL PILAR GARZON VENEGAS

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ENFASIS EN GENETICA HUMANA
BOGOTA, D.C.



BUSQUEDA DE MUTACIONES EN EL GEN FOXO4 EN PACIENTES CON
FALLA OVARICA PREMATURA NO-SINDROMICA

ELIANA DEL PILAR GARZON VENEGAS

TRABAJO DE GRADO

Para optar al titulo de

MAGISTER EN CIENCIAS CON ENFASIS EN GENETICA HUMANA

DIRECTOR

DORA JANETH FONSECA, MSc, PhD (c)

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ENFASIS EN GENETICA HUMANA
BOGOTA, D.C.



BUSQUEDA DE MUTACIONES EN EL GEN FOXO4 EN PACIENTES CON
FALLA OVARICA PREMATURA NO-SINDROMICA

ELIANA DEL PILAR GARZON VENEGAS

APROBADO

DORA JANETH FONSECA, MSc, PhD (c)
DIRECTOR

HEIDI ELIANA MATEUS,MD,MSc, JUBBY MARCELA GALVEZ ,MD,MSc,
JURADO JURADO

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ENFASIS EN GENETICA HUMANA
BOGOTA, D.C.



Dedico el esfuerzo y el haber culminado esta atapa de mi vida académica a mi familia,
en especial a mi padre quien siempre tiene la palabra adecuada, la ternuray la
sabiduria necesaria para impulsarme a ser mejor y a mi hijo el cual me ha ensefiado lo

maravilloso que es sonreirle a la vida.

Eliana del Pilar Garzon Venegas



AGRADECIMIENTOS

A Nicolés y Estebitan por su apoyo en esta etapa de mi vida, por su amor
incondicional.

A mis padres y hermanos por sus consejos, apoyo, solidaridad y amor.

A la unidad de Genética Humana de la facultad de medicina de la Universidad del
Rosario y al Dr Paul Laissue por permitirme la realizacion de este trabajo, por todo
el apoyo y conocimientos brindados.

Un agradecimiento especial a la Dra Dora por todo su apoyo, conocimiento, y
sabiduria, por su amor a la ciencia que inspira a querer y valorar la investigacion.

Al Dr Restrepo y el equipo de trabajo de Genética Molecular LTDA quienes en todo
momento me brindaron su apoyo y ayuda para poder culminar satisfactoriamente
este trabajo.

A los amigos que conoci en la maestria con los cuales compartimos experiencias de
vida muy valiosas, quienes me brindaron su ayuda y amistad incondicional.



TABLA DE CONTENIDO

1. INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt ettt ettt et et et et ee et et e eaeee e e 1
2. MARGCO TEORICO ..ottt ettt ettt ettt ettt et eeeeeeas 2
2.1 DETERMINACION SEXUAL —GENERALIDADES........euooeeeeeeeeeeeeeeeen. 2
2.1.1 DIFERENCIACION SEXUAL-GENERALIDADES.........oootottteeeeeeeeereeeenn. 3
2.1.1.1 DETERMINACION DEL SEXO GENETICO..... ... oo, 4
2.2 LOS GENES DETERMINANTES DEL TESTICULO ..ot 5
2.2 LS RY e S
2.2.280XG .. e e e e e e et ettt 7
2.2 3 L e, 9
22AFGEFY .. oo e e e e e e e e e ettt 10
2.2 5D A L e 11
2.3 LOS GENES DETERMINANTES DEOVARIO.......c.oviiiieieeeeerrinenn 12

2. B I WINT A e o e e e e e e e e e e s ettt 12
2.3, 2RSP Ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt en e 13
2 T O I N1 = ST 14
2 BLAFOXL2. .ottt ettt ettt ettt ettt e et e 14
2. ADETERMINACION DEL SEXO HORMONAL ......coovieeeieeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseseeens 15
2ATESTROGENO . ... .ottt ettt ettt 16
2.42TESTOSTERONA Y DIHIDROTESTOSTERONA. ..ot 16
2.43 HORMONA ANTIMULLERIANA . .....u ottt 17

2.4 4GONADOTROPINAS . ..ot e, 17

25 EL OVARIO. .ot e, 18
2.5 10VOGENESIS . .. .ot 19

2.5.2 FASE PRE-FOLICULAR. .. ...ootee e, 19

2.5.3FOLICULOGENESIS .. ..ottt e, 20
2.6 FALLA OVARICA PREMATURA (FOP).....couuiiiiieie e 23
2.6.1EPIDEMIOLOGIA DE LA FOP.. ..ottt 23
2.6.2 SINTOMAS DE LA FOP.....oo oo 23
2.6.3 DIAGNOSTICO DE LA FOP.....oee e, 23
2.6.4 ETIOLOGIA DE LA FALLA OVARICA PREMATURA.....cooooeeeeeeeeenn. 24

2.6.5 CAUSAS TATROGENICAS ... .ottt e, 25

2.6.6 CAUSAS AUTOINMUNES . ... .ottt 25

2.6.7 CAUSAS GENETICAS.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiice s 26
2.6.8 CAUSAS SINDROMICAS.......coooiiiiiiiiiiiiiiiieiie e scsseceeeisseniiiins 21

2.6.8.1 SINDROME TURNER ... .. 0utiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.6.8.2 GALACTOSEMIA. ... ..ot ooeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e s e et ee s e et e e eeneseeeeneens 28
206,83 BPE S . ..ottt ettt ettt 28
2.6.8.4 SINDROME DEL X FRAGIL......oemieee e 29
2.6.9 CAUSAS NO SINDROMICAS DE FOP......ooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 29
X 510 TS 29
2.6.9.2 GDFO. . ettt 31

2.6.9.3 INHIBIN A S . ..o 32



206,94 N RS A L. 32
2.6.9.5 NOBOX. ... eeee e ettt 32
2.8.9.8 FIGLA ... oo oo oo e e e e e e 33
2.7 FACTORES DE TRANSCRIPCION FORKHEAD.......coioioiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeneneens 34
2.7.1 LA SUBFAMILIA FOXO ... .. e eoootoieeeeeeeeeeeeeee s e et s et en s enenes 35
2.7.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA SUBFAMILIA FOXO....coovveeeeeeeenen 37
2.7.3 REGULACION DE LOS FACTORES DE TRASCRIPCION FOXO............. 37
2.7.3.1 LA FOSFORILACION . .. ..ottt 38
2732 LA ACETILACION. ... oottt 39
2.7.3.3 LAUBIQUITINACION. ... .ottt 40
2.7.3.4 LA VIA DE SENALIZACION PI3K/AKT.....oooooeeeeeeeeeeeeeeeseeeen, 41
2.7.3.5 MIEMBROS DE LA SUBFAMILIA FOXO ....ouivniiiee e 42
2.7.35. L FOXOBA .. o oo e e e e et et e e et e e e et e e A2
2.7.35.2 FOXOL . co oo e oo e e e e e e et e e et e e A3
2.7.35.3FOX0 ... oo oo e oo e e e e e e e e e e e e A
3 HIPOTESIS .ot 49
4. OBJETIVOS DE INVESTIGACION. .. ..o, 50
4.1 OBIETIVO GENERAL ..ot 50
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... ettt e, 50
5. MATERIALES Y METODOS ... .ot 51
5.1 POBLACION DE ESTUDIO ....ouninieei e, 51
5.2 CRITERIOS DE INCLUSION ... .on ettt 51
5.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION GRUPO DE CASOS (FOP)........c..uevennnn.. 51
5.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION PARA EL GRUPO DE CONTROLES..........51
5.3 CRITERIOS DE EXCLUSION ..ottt e, 51
5.4 COMITE DE ETICA ..o, 51
5.5 EXTRACCION DE ADN ..ottt 52
5.6 DISENO DE PRIMERS ... ouininitte e 52
5.7 AMPLIFICACION DEL ADN ..ottt 53
5.8 DETECCION AMPLIFICACION DEL ADN ...oouiniinii e 54
5.9 SECUENCIACION DIRECTA .ot e e ee e eeeeeeens 54
5.10 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS. ..o oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e 54
6. RESULTADOS ... oovnieee e e eeeeeeeeeeeeeee s s eeeeeseeesssesesesssessesssees DD
8.1 DISCUSION ... oiiit it e, 57
6.2 CONCLUSION . ...ttt D9)
6.3 PERSPECTIVAS. ... ee ettt eeeeeeeeeeteseeeeeseeseseesesesenesisins BO
AN 1 =5 2 T 60
8. REFERENCIAS ...t e et e et ee et ee e e e e eeeneee e, 64



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. DiferenciaCion sexual.............ooiiriiiniini e 4
Figura 2. Dominios conservados de las proteinas SOX9 de raton y humano............... 9
Figura 3. Estructura de la proteina RSPOL.........cooiniiiiiiic e, 14
Figura 4. Estructura del ovario.............ocoiiiiiiiii e e 18
FIgura 5. FOLCUIO@ENESIS. ... uouitit ittt 22
Figura 6.Fases de la foliculogénesis.posibles mecanismos de FOP........................24
Figura 7. Alineamiento de los miembros de la familia Foxo murinos...................... 36
Figura 8. Estructura de las proteinas FOXO..........coooiiiiiiiiiiiii e, 37
Figura 9. Fosforilacion de proteinas FOXO...........coooiiiiiiiiiiiiii e, 39
Figura 10. Modificaciones post-traduccionales de FOXOS..................coiiiinnn. 40
Figura 11.Dominio de unién al ADN (DBD) de FOXO4...........ccoiiiiiiiiiiin, 45
Figura 12. Cromatograma de la variante IVS2+41G>T.........ooooiiiiiiiiiiiiiiin 55

Figura 13 Resultado prediccién in silico IVS2+4G>T (Human Splicing Finder.........56



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Primers FOXOA. ... 53
Tabla 2. Programa de PCR FOXOA4... e TR, 2
Tabla 3.Analisis de secuencia del gen FOXO4 frecuanmas aIellcas de la variante
IV S 24 G e, 55



1. INTRODUCCION

La infertilidad se define como la incapacidad para concebir después de un afio de
relaciones sexuales regulares sin proteccién. La infertilidad afecta entre 60 millones y
168 millones de personas en todo el mundo; generalmente uno de cada diez parejas son
infértiles (Vayena et al. 2002). Se estima que un promedio del 15% de las parejas en
todo el mundo no tienen hijos a causa de la infertilidad representando un problema de
salud publica, (Matzuk y Lamb 2002). Una de las causas femeninas de infertilidad, es la
falla ovarica prematura (FOP) afecta a alrededor del 1% de las mujeres menores de 40
afios de edad (Coulam et al. 1986, Conway et al. 2000). La FOP se define clinicamente
como la presentacion de seis meses de amenorrea asociada con concentraciones
plasmaticas elevadas de FSH (> 40 Ul/l). Varias etiologias se han relacionado con la
patogénesis de la FOP como agentes infecciosos, enfermedades autoinmunes y lesiones
iatrogénicas. Sin embargo, la mayoria de los casos de la FOP se consideran como
idiopéticos, indicando la participacién de factores genéticos. Estudios de ligamiento
genetico, estudios de asociacion de genoma completo, y modelos animales han
planteado una cantidad significativa de genes candidatos para la FOP, que conllevan a
una mejor comprension de la funcion reproductiva femenina. Dentro de estos genes se
propone como gen candidato a FOXO4, el cual se expresa en células de la granulosa en
ratones y humanos, su funcion se ha asociado a procesos de longevidad y
envejecimiento. Su papel en la via molecular PI3K/Akt/Cdknlb, sugiere un papel
importante durante la fisiologia ovéarica ( Pisarska et al. 2009, Rajareddy et al.

2007 , Richards et al.2002).



2. MARCO TEORICO

2.1 DETERMINACION SEXUAL-GENERALIDADES

La determinacion del sexo de un individuo se ha estudiado desde la antigiiedad. Una de
las primeras teorias sobre la determinacion sexual fue la propuesta por Aristételes,
quien planteé que las mujeres serian hombres en los cuales el desarrollo de sus
estructuras (sobre todo los genitales) se detuvo muy temprano. La mujer seria "un
hombre mutilado”, en quien el desarrollo se habria detenido, porque el frio del vientre
de la madre habria predominado sobre el calor del semen paterno. Postulé que el sexo
era determinado por el calor de la pasion del progenitor masculino durante el coito. En
Grecia (siglo V A.C) la medicina postulaba que los nifios se formaban del lado derecho
del utero y las nifias del lado izquierdo. En la edad media se creia que para la
concepcion de un vardn, la madre debia tomar antes de tener relaciones, una bebida
hecha con vino y sangre de le6n (Alvarez et al. 2002). En 1889, Gedder y Thomson,
propusieron que la determinacién sexual esta ligada a aspectos netamente ambientales
factores como la constitucion fisica, la edad, la nutricion y el medio ambiente de los
padres. La acumulacién de energia y de nutrientes induciria a tener descendencia
femenina, mientras que los factores que favorecian la utilizacion de la energia y de
nutrientes influian para tener descendencia masculina. A partir del descubrimiento de
los cromosomas sexuales, se postuld que existia un componente nuclear especifico
responsable directo del fendmeno del desarrollo sexual y de la determinacion sexual.

(Brigdes 1916 y Gilbert.2000).



La determinacion sexual se fundamenta en la orientacion de gonadas primitivas hacia la
formacion de testiculos u ovarios. En los humanos y otros mamiferos la presencia del
cromosoma Y determina si las gdnadas primitivas se desarrollaran en un hombre o en
una mujer. En los hombres 46,XY, la expresion del gen SRY en el cromosoma Y
determina que la gonada indiferenciada se convierta en un testiculo a partir de la
expresion de una serie de genes pro-testiculares. En las mujeres 46,XX, la ausencia del
gen SRY ocasiona que la gonada indiferenciada se convierta en un ovario a partir de la
expresion de un conjunto de genes pro-ovaricos que permiten la activacion de una serie

de estructuras que finalmente se desarrollaran en un ovocito.

2.1.1 DIFERENCIACION SEXUAL-GENERALIDADES

El desarrollo de los Organos genitales internos y externos en sentido masculino o
femenino depende de la presencia de las hormonas testiculares (Goodfellow y Lovell-
Badge 1993). Con la presencia del testiculo fetal se secretan dos hormonas importantes,
la hormona anti-Miilleriana (AMH) y la testosterona. La primera, participa en la
involucidon del conducto de Muller mientras que la testosterona estimula la formacion
del pene, del escroto y de otras partes de la anatomia masculina. En las mujeres los
ovarios producen estrogeno que permite el desarrollo del conducto de Miiller y estimula
la formacion del uUtero, los oviductos y del extremo superior de la vagina (Gilbert et al.

2000) (Figura 1).


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682001000100012#Goodfellow93
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682001000100012#Goodfellow93

Figura 1. Diferenciacion sexual. Modificado de Gilbert.2000.
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2.1.1.1 DETERMINACION DEL SEXO GENETICO

El primer avance en la comprension de la determinacién molecular del sexo fue el
descubrimiento en 1916 por Brigdes, quien describid los cromosomas sexuales de la
mosca de la fruta (Drosophila melanogaster). La mayoria de los cromosomas estaban
presentes en igual nimero en hembras y en machos, habia uno o dos cromosomas
adicionales de manera desigual en los dos sexos. En la Drosophila, el sexo se determina
por el cromosoma X y por la relacion cuantitativa entre el cromosoma X y los
autosomas (Cline y Meyer, 1996). Las moscas hembra son XX, XXY, y XXYY
mientras que los machos son XY y XO.

En 1959, se identifico la presencia del cromosoma Y como el principal factor de la
determinacion sexual masculina. En el hombre el cromosoma Y porta un gen que
codifica para un factor determinante del testiculo que establece el desarrollo testicular.
El cromosoma Y tiene una pequefia region pseudoautosémica en donde se generan

procesos de recombinacion entre los cromosomas X e Y durante la meiosis. Se puede



producir en regiones adyacentes no-homdlogas a la region pseudoautosémica,
generando el intercambio de ADN especifico del cromosoma Y dentro del cromosoma
region portadora del Factor de Determinacion Testicular (TDF) que contiene el gen Sex
Determining Region, Y (SRY). Este gen codifica para la proteina SRY central en el
inicio del desarrollo de los testiculos a partir de una gonada bipotencial indiferenciada

(Sinclair et al. 1991, Gubbay et al.1990).

2.2 LOS GENES DETERMINANTES DEL TESTICULO

2.2.1 SRY

El gen SRY es el principal iniciador de la cascada que determina el desarrollo del
testiculo a partir de una gonada bipotencial. Este gen se ubica en el brazo corto del
cromosoma Y (Ypll.3) y esta compuesto por 825 pares de bases (bp). Codifica para
una proteina de 204 aminoécidos. La proteina SRY es un miembro de una gran familia
de factores de transcripcion caracterizados por un dominio de unién al ADN conocido
como High Mobility Group (HMG). El dominio HMG de la proteina SRY, reconoce la
secuencia nucleotidica AACAATG en los promotores de genes blanco en humanos,
mientras que en ratones Sry reconoce la secuencia CATTGTT (Harley et al. 1994). La
comparacion de la secuencia de aminoacidos de la proteina SRY en el dominio HMG
humano con la de otras especies de mamiferos revela una identidad del 70%. En

contraste, no hay conservacion de la secuencia de SRY fuera del dominio HMG. En el



raton Sry contiene una region rica en glutamina ausente en otras especies de mamiferos
y en algunas subespecies del raton (Harley et al. 2003).

Las mutaciones en el gen SRY se asocian con reversion sexual. Los pacientes femeninos
con cariotipo XY con mutaciones en SRY muestran disgenesia gonadal completa
coherente con un rol clave de SRY en la formacion de los testiculos (Hawkins et
al.1992). Aunque las mutaciones de codon de parada se encuentran dispersas en el gen
SRY, mutaciones que cambian aminoacidos altamente conservados en la evolucion en
un lugar funcional de la proteina, tienden a agruparse en la regién central del gen que
codifica para el dominio HMG.

En ratones transgénicos, fragmentos de 14 kb de ADN gendmico conteniendo la
secuencia del Sry, fueron suficientes para dirigir la diferenciacion testicular generando
la reversion sexual en ratones XX, desarrollando testiculos, glandulas accesorias del
aparato reproductor masculino y pene (Koopman et al.1991). Este experimento junto
con otros estudios murinos demostrdé de manera concluyente que el gen Sry
correspondia al factor determinante de testiculo (FDT).

En el modelo murino los transcritos de Sry se detectan a los 10.5 dias post-coito (dpc)
observandose el pico de mayor expresion a los 11.5 dpc. La expresion decrece a los
12.5 dpc (Hacker et al. 1995). En los humanos SRY se detecta a los 41 dias en los
embriones XY, observandose un pico de expresion a los 44 dias cuando los cordones

testiculares ya estan formados (Hanley et al.2000).

SRY puede tener mas de un modo de accion en el desarrollo testicular desencadenando
la via de expresion de diversos genes, induciendo la diferenciacion de las células de

Sertoli, contribuyendo la migracion de las células del mesonefros hacia las crestas



genitales y mediante estimulacion de la proliferacion de las células en las crestas
genitales (Burgoyne et al.1988, Buehr et al. 1993, Martineau et al.1997, Merchant-

Larios et al.1993 y Schmabhl et al. 2000).

2.2.2 SOX9

El gen SOX9 participa en la determinacion sexual. Este gen se ubica en el brazo largo
del cromosoma 17 (17g23), esta compuesto por 3935 bp y codifica para una proteina de
509 aminoédcidos. La proteina SOX9 es miembro de una familia de factores de
transcripcion caracterizados por un dominio de union al ADN conocido como High
Mobility Group (HMG). Comparte un 70% de aminoacidos con la secuencia de HMG
de SRY. La proteina SOX9, a diferencia de SRY esta muy conservada a traves de la

evolucion de los vertebrados (Gilbert.2000).

La proteina Sox9 posee dos dominios de activacion transcripcional. EI primero, es rico
en residuos prolina-glutamina-serina (dominio PQS) y es indispensable para la actividad
transcripcional, mientras que el segundo es rico en residuos prolina-glutamina-alanina
(dominio PQA) y es necesario para mantener la actividad de transcripcion. Mutaciones
en este dominio disminuyen la capacidad de transactivacion de Sox9 (Harley et al.

2003) (figura 2).

Varios genes son regulados después de la expresion de SOX9 y por lo tanto, se
consideran blancos potenciales de éste. La proteina SOX9 se expresa durante la

condrogenesis actuando en la diferenciacion de los condrocitos y junto al factor



esteroidogénico (SF1) regula la transcripcion de la hormona anti-Mdilleriana (AMH).
De manera especifica, se conoce que Sox9 es capaz de unirse al promotor y activar la
transcripcion de la AMH in vitro e in vivo. (De Santa Barbara et al. 1998). Mutaciones
cerca del dominio de union de Sox9 en la region promotora de AMH en ratones XY
genera el desarrollo de trastorno ovotesticular del desarrollo sexual (Arango et al.1999).
SOX9 juega un papel importante en la diferenciacion y en la funcion de las células de
Sertoli. SOX9 activa a FGF9, y participa en el inicio del desarrollo de los cordones

testiculares y de mitosis de las células de Sertoli (Kim et al. 2006).

Las mutaciones en SOX9 se han localizado en todo el marco abierto de lectura (ORF),
a diferencia de las mutaciones en SRY que generalmente se producen en el dominio de
HMG. Las mutaciones de SOX9 en humanos han sido asociadas a la displasia
campomeélica. ElI 75% de pacientes con esta patologia y cariotipo XY presentan
reversion sexual, lo que sugiere que SOX9 es necesaria para regular la determinacion

testicular (Foster et al. 1994).

SOX9 regulado por SRY y SF1, inicia la diferenciacion de células pre-sertoli a células

de sertoli (leuan A.2001).

Sox9 tiene un elemento regulador de 3.2 kb, responsable de la expresion especifica de
en el testiculo. Esta region se denomina TES (testis-specificenhancer of Sox9) y se
encuentra ubicada a 13 Kb upstream del sitio de inicio de la transcripcion (Sekido et al.
2008). Dentro de TES se encuentra una region de 1.4 kb altamente conservada entre el

raton, el perro y la especie humana denominada TESCO. Sry y Sfl actGan de manera



sinérgica sobre TESCO para regular positivamente la expresion de Sox9. (Sekido y

Lovell-Badge. 2008).

Figura 2. Dominios conservados de las proteinas SOX9 de raton y humano.

Modificada de Harley et al. 2003.
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2.2.3SF1

El gen SF1 (factor esteroidogénico), se ubica en el brazo largo del cromosoma 9
(9933), estd compuesto por 3104 bp y codifica para una proteina de 461 aminoacidos.
SF1 se identifico por primera vez como un activador de genes implicados en la
biosintesis de esteroides (Ikeda et al. 1993). SF1 tiene un dominio de unién al ADN
compuesto por dos dedos de zinc que son altamente conservados entre los mamiferos.
Estudios de expresion en ratones mostraron que Sfl esta presente durante el desarrollo
del embridn en las regiones asociadas con la funcion endocrina, en las gonadas, las
glandulas suprarrenales, la hipdfisis y el hipotalamo (Hatano et al. 1994).Los ratones
Knockout (KO) para el gen Sfl, muestran desarrollo gonadal por un corto tiempo

(Schmahl J et al.2000).



Mutaciones heterocigotas en el gen SF1 se han asociado con reversion sexual e
insuficiencia suprarrenal, lo que sugiere que SF1 regula la regresion de los conductos de
Miller (Achermann JC et al. 1999). Mutaciones en MISRE1 (dominio de unién de
SFlen la regiéon promotora del gen AMH) causan una disminucion parcial en los
niveles de AMH y regresion parcial de los conductos de Mller, lo que indica que SF1

es indispensable en su regulacion (Arango et al.1999).

2.2.4 FGF9

El gen FGF9 (Factor de crecimiento de fibroblastos 9), se localiza en el brazo largo del
cromosoma 13 (13ql1-ql2) y estd compuesto de 4220 bp que codifican para una
proteina de 208 aminoéacidos. Fgf9 estd implicado en la proliferacion y determinacion
de las células de Sertoli. Se expresa en el embrion de raton durante el desarrollo gonadal
(Colvin JS et al.2009). Se puede detectar a partir de 11.5 dpc en ambos sexos y
posteriormente se detecta en la formacion de los cordones testiculares en ratones XY
mientras que no se expresa en la génada de ratones XX. Los ratones XY Fgfo”
muestran reversion sexual con alteracion de la diferenciacion de las células pre-Sertoli,
lo que sugiere que Fgf9 tiene un papel importante en la formacion testicular durante la
embriogénesis (Schmahl et al.2003, Schmahl et al.2004). SOX9 establece un ciclo de
regulacién positiva con FGF9 y PGD2, lo cual permite la expresion de éstos genes

durante el desarrollo del testiculo (Wilhelm et al. 2007 y Kim et al. 2006).
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2.2.5 DAX1

El gen DAX1, se ubica en el brazo corto del cromosoma X (Xp21.3) y codifica para la
proteina DAX1 que pertenece a la familia de receptores nucleares de hormonas. En el
extremo N-terminal de la proteina se encuentra la secuencia de aminoacidos LXXLL
que media la interaccion proteina-proteina, (Suzuki et al. 2003, Zanaria et al. 1994,
Zhang et al. 2000), mientras que en el extremo C- terminal, se ha descrito un dominio
de transrepresion (Ito et al. 1997, Zazopoulos et al. 1997). EI modelo principal de
accion molecular de DAX1 es la interaccidn con otros receptores nucleares como SF1
(Lalli etal. 1997, Nachtigal et al.1998, Suzuki et 1.2003), el receptor de estrogeno ERa y
ERp, (Zhang et al. 2000), el receptor de androgenos Yy el receptor de progesterona
(Agoulnik et al.2003, Holteretal.2002).

Dax1 se expresa en la glandula suprarrenal en desarrollo, en las génadas, el hipotdlamo
y la hopdfisis (Hanleyet al.2000, lkeda et al. 1996, lkeda et al. 2001). Durante el
desarrollo testicular, Dax1 se expresa en las células sométicas antes de la expresion de
Sry, con una fuerte expresion en las células de Sertoli a los 12.5 dpc. Dax1 continta
expresandose en el ovario en desarrollo hasta por lo menos los 14.5 dpc (lkeda et al.
2001). En un principio se postulo a Dax1 como factor determinante del ovario, basado
en el fenotipo de reversion sexual en individuos XY con doble copia de Dax1 (Bardoni
et al.1994).La funcion de Dax1 en el desarrollo testicular temprano y en la regulacion
de la Amh es claro.Dax1 es necesario para el desarrollo testicular, inhibiendo la
interaccion sinérgica de Sf1 con Wtl, por lo que funciona como un antagonista de la

produccion de Amh (Yu et al. 1998, Niakan y McCabe 2005).
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2.3 LOS GENES DETERMINANTES DE OVARIO

2.3.1 WNT4

El gen WNT4 es uno de los principales iniciadores de la cascada de interacciones de
genes que determinan el desarrollo del ovario a partir de una gonada bipotencial. Este
gen se ubica en el brazo corto del cromosoma 1(1p36.12) y estd compuesto por 3845 bp
que codifican para una proteina de 351 aminoacidos. Wnt4 se expresa en la gonada
embrionaria en ratones de ambos sexos en las primeras etapas del desarrollo, y después
de la accion de Sry en la gonada XY su expresion se convierte en especifica del ovario
(Vainio et al. 1999 ). Los ratones XX Wnt4™ presentan reversion sexual. En humanos,
las mutaciones de WNT4 generan un inicio tardio de la determinacion sexual lo que se

asocia a una reversién parcial similar al fenotipo observado en el raton.

Wnt4 tiene diferentes funciones durante la diferenciacion sexual. Se requiere para la
morfogénesis del conducto de Miller y para la inhibicion de la formacion de la
vascularizacion especifica, sefiala la supresion de la produccion de las células de
Leydig, activa y regula la expresion de Dax1 en la via WNT/B-catenina (Mizusaki et

al.2003).

WNT4 se expresa en las células de la granulosa y en los cuerpos lateos (Hsieh et al.
2002). El factor WNT4 es un importante regulador del desarrollo folicular, coordinando
diversas funciones de las células de la granulosa durante las etapas finales de la

maduracion del foliculo y la ovulacion. WNT4 actua en la regulacion de la expresion
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de genes involucrados en una serie de procesos foliculares cruciales, incluyendo la

esteroidogénesis, la biosintesis de prostaglandinas y la angiogénesis (Boyer et al. 2010).

2.3.2 RSPO1

RSPO1 se ubica en el brazo corto del cromosoma 1(1p34.3) y estd compuesto por 2985
pb que codifican para una proteina de 263 aminoacidos. La estructura de la proteina
RSPOL1 estd compuesta por un péptido sefial ubicado en el extremo N-terminal, dos
dominios furina, un dominio trombospondina 1 y una region de aminoacidos cargados
positivamente ubicados en la regién C-terminal que, a su vez, contiene una region de
sefializacion de localizacion nuclear (Figura 3). Los dominios furina estan involucrados
en diversas vias moleculares como reguladores del desarrollo del ovario a través de la
modulacion de la via WNT4/B-CATENINA (Kazanskaya et al. 2004).Los ratones XX
Rspol " muestran una formacién de tejido testicular en el ovario (ovotestis) y
androgenizacion parcial de los animales hembra, con una disminucion de la
sefializacion de B-catenina y reduccion de la expresion de Wnt4. El fenotipo de los
ratones XXRspol”y XX Wnt4” es muy similar, lo que sugiere que estos genes acttian
en la misma via molecular. Con el fin de probar esta hipotesis se estudio el nivel de
expresion de Wnt4 en ratones XX Rspol” , observandose un bajo nivel de expresion de
Wnt4 (Chassot et al. 2008). En humanos, mutaciones en RSPO1 generan un fenotipo de
mujeres con genitales masculinos, con hipospadias, hipogenitalismo grave o
ambigledad de los genitales externos (Tomaselli et al. 2008). Estos hallazgos junto con
los modelos murinos en Rspol indican que este gen actia como un activador de la via

molecular en el desarrollo ovarico.
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Figura 3. Estructura de la proteina RSPO1.
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2.3.3 CTNNB1 (B-catenina)

El gen CTNNB1 (B-catenina) se ubica en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21) y esta
compuesto por 3729 bp que codifican para una proteina de 781laminoacidos. Ctnnbl es
un efector de la via de Wnt4.Actia como mediador intracelular de Rspol que estimula la
expresion de Wntd en el ovario fetal, interviniendo en el mantenimiento de la
supervivencia de las células germinales femeninas (Yao et al 2004). Los ratones XX
Ctnnbl 7 presentan una disminucién de la expresion génica de los reguladores
esenciales del desarrollo ovarico (Fst, Wnt4 y FoxI2) y una disminucién de las células

somaticas en los ovarios (Manuylov et al.2008).

2.3.4 FOXL2

El gen FOXL2 se ubica en el brazo largo del cromosoma 3 (3923) y estd compuesto por
2917 bp que codifica para una proteina de 376 aminoacidos. Este gen codifica para un
factor de transcripcion de la familia forkhead. FOXL2 es esencial en la diferenciacion y
el mantenimiento ovarico. Se expresa inicialmente en el ovario en el momento de la

determinacion del sexo (Crisponi et al. 2001). Este perfil de expresion se observa a
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través de diferentes especies, lo que sugiere un papel conservado de FOXL2 en el
desarrollo ovarico en vertebrados (Wang et al. 2004). La expresion de FoxI2 en ratones
XX se inicia a los 12.5 dpc en las células de la pre-granulosa (Schmidt et al. 2004).
Mutaciones en FOXL2 en humanos causan el sindrome de Blefarofimosis, Ptosis,
Epicantus-Inversus (BPES), que se caracteriza por anormalidades en los parpados y esta
asociado a falla ovérica prematura (FOP) pero no con reversion sexual (Crisponi et al.
2001). En cabras, las mutaciones en FOXL2 conducen al sindrome de intersexualidad
PIS (Polled Intersex Syndrome), que se caracteriza por reversion sexual. En ratones la
invalidacion homocigota FoxI2” afecta la diferenciacion de células de la granulosa, los
foliculos son ausentes, un crecimiento anormal de los ovocitos y las hembras son
estériles (Uda et al. 2004, Schmidt et al. 2004). Mediante estudios murinos la supresion
de los genes Wnt4 y Foxl2 generd reversion sexual en los ratones XX permitiendo la
expresion de Sox9 y de Amh.

2.4 DETERMINACION DEL SEXO HORMONAL

La diferenciacion sexual primaria, implica la formacién de un ovario de un testiculo a
partir de una génada bipotencial. Posterior a esta etapa, es posible observar un estadio
de diferenciacién sexual secundario, caracterizado por el desarrollo de genitales tanto
internos como externos, dependiente de una sutil y regulada expresion hormonal
orquestada por las gonadas femeninas (ovarios) o por las goénadas masculinas
(testiculos). En este segundo estadio fetal, es necesario resaltar dos momentos: el
primero referente a la regulacion hormonal derivada de la organogénesis en la etapa
embrionaria y el segundo a la regulacién hormonal en la etapa de la pubertad. Se ha
demostrado que para el desarrollo de un fenotipo femenino, es necesaria la secrecion de
estrdgenos, los cuales permiten el adecuado desarrollo de los conductos de Miiller y de
Wolf. En el desarrollo del fenotipo masculino es indispensable la secrecion de dos
hormonas testiculares, la hormona antimilleriana (AMH) producida por las células de

Sertoli y la testosterona, secretada por las células de Leydig cuya funcion genera que el
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conducto de Wolf se diferencie en el epididimo, los conductos deferentes y las vesiculas
seminales (Gilbert et al. 2000).

2.4.1 ESTROGENO

En los mamiferos, el estrdgeno es necesario para la fertilidad de los machos y de las
hembras. En las hembras esta molécula es secretada inicialmente a partir del ovario fetal
induciendo la diferenciacion del conducto de Miuller, de los oviductos y del cuello
uterino. En los machos, el estrogeno regula la absorcion de agua que se efectla en los
conductos deferentes concentrando el semen. Los estrogenos median su accién
principalmente a través de los receptores de estrégeno (ER). Se han determinado en la
especie humana de dos isoformas ERs, la isoforma alfa (Era) y la isoforma beta (Erp)
que estan codificadas por los genes ESR1 y ESR2, respectivamente.

En modelos murinos knockout (KO) para los ERs se evidenci¢ infertilidad tanto en
hembras como en machos. Adicionalmente, este modelo permitié determinar en las
hembras gque la insensibilidad de estrdgenos generaba diferentes fenotipos de acuerdo al
receptor no-expresado. En las hembras KO para el ERa™ se observé una inadecuada
maduracion del aparato reproductor femenino. Por otro lado, las hembras KO para el
Erp” presentaron muerte de las células germinales y de la células de la granulosa, con
diferenciacion parcial de las células de Sertoli. En el caso de los machos, se observd
infertilidad ante la ausencia de las dos isoformas ERa™ 6 ERB'/', lo que permitio sefialar
su funcion en el tracto reproductor masculino (Carreau et al. 2012 y Couse y
Korach 1999).

242 TESTOSTERONA'Y DIHIDROTESTOSTERONA

Las dos hormonas masculinizantes primarias son la testosterona y la
dihidrotestosterona. La testosterona promueve la formacion de las estructuras
masculinas reproductoras como son el epididimo, las vesiculas seminales y los
conductos deferentes. La dihidrotestosterona (DHT), durante la embriogénesis,

promueve la formacion de la uretra, la prostata, el pene y el escroto.
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2.4.3 HORMONA ANTIMULLERIANA

La AMH, es una proteina de la familia de los factores de crecimiento (TGFp) secretada
por las células de Sertoli que tiene como funcidn, entre otras, ocasionar la degeneracion
del conducto de Muller. Su expresion es detectable desde la infancia y la adultez en
hombres. Sin embargo, en las mujeres no es detectada sino hasta la pubertad, es
producida por las células granulosas de los foliculos preantrales (primarios y
secundarios) y antrales pequefios. Actua inhibiendo el reclutamiento de los foliculos
primordiales, asi como también durante la fase de crecimiento folicular dependiente de
FSH. Hembras de un modelo murino, para el gen Amh presentaron un desarrollo
folicular tres veces mayor en contraste a las hembras WT. Este aumento en la tasa
folicular condujo a un agotamiento prematuro del pool de foliculos primordiales en este
modelo. Estos datos son coherentes y permitieron sugerir el uso de este marcador para
evaluar la cantidad y la calidad del pool de foliculos en el ovario (Lane y Donahue
1998, Durlinger et al. 1999 y Ebner et al.2006).

2.4.4 GONADOTROPINAS

Las gonadotropinas son hormonas secretadas por la hipéfisis, por accién de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) que estan implicadas en la regulacion de la
reproduccion. Son esenciales para la diferenciacion sexual masculina y femenina
(Hughes, 2001).

Dentro de este grupo se encuentran tres moléculas:
e Hormona luteinizante (LH): Controla la maduracion de los foliculos,

la ovulacion, la iniciacion del cuerpo lGteo y la secrecion de progesterona. En el

varon regula la secrecién de testosterona.
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e Hormona estimulante del foliculo (FSH): Su funcion consiste en estimular el
crecimiento del foliculo ovéarico. En el varon su funcidén es esencial para

la espermatogénesis.

e Gonadotropina coriénica humana (HCG): Su funcion principal en las hembras es
la maduracién del ovocito. En los varones estimula la produccion de

la testosterona.

2.5 EL OVARIO

El ovario es la gonada femenina productora y secretora de ovocitos y de hormonas
sexuales. Mide aproximadamente 4 centimetros de largo y 2 centimetros de ancho en la
especie humana. Estd compuesto por dos zonas. la corteza ovérica, la cual contiene los
ovocitos y esta constituida por estroma y parénquima, y la médula ovarica constituida
por tejido conectivo laxo compuesto por fibroblastos y una matriz extracelular que
forman una red de fibras de colageno tipo | con presencia de fibras elasticas y de
algunas células musculares lisas. El ovario contiene y mantiene a los ovocitos, cuyo
desarrollo implica varios procesos regulados incluyendo la ovogeénesis, la
prefoliculogénesis y la foliculogénesis (Figura 5). El ovocito y las células circundantes
del foliculo constituyen la unidad reproductiva fundamental del ovario. El ovario
promueve la secrecién de hormonas para la maduracion folicular y el desarrollo de las

caracteristicas sexuales secundarias femeninas (Eynard et al.2008).

Figura 4. Estructura del ovario (Modificado de Cummings, 2011).
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2.5.1 OVOGENESIS

La ovogénesis es el proceso de maduracion de las celulas germinales femeninas desde
su diferenciacion en ovogonia hasta su maduracion en ovocito. La mayor parte de las
etapas del desarrollo de los gametos femeninos se fundamentan en divisiones mitoticas
en las que se produce un gran ndmero de células diploides (ovogonias). Al final del
proceso se genera una cantidad limitada de divisiones meidticas (ovocito secundario)
cuya finalidad es la union con el gameto masculino para la formacion final de un nuevo
individuo. La ovogénesis consiste en la conversion de ovogonias en ovocitos
primordiales, un proceso que se realiza durante la gestacion. En los seres humanos
aproximadamente 7 millones de ovocitos inmaduros se producen. La mayoria se
someten a un proceso selectivo de apoptosis. Se estima que al momento del nacimiento
una mujer posee aproximadamente 2 millones de ovocitos. Posteriormente en la

pubertad, se pueden observar alrededor de 400.000 ovocitos inmaduros.

Este proceso se inicia a partir de células germinales que se originan a partir del
ectodermo embrionario y migran hacia el pliegue gonadal (futuro ovario) mediante
movimientos ameboides utilizando moléculas de reconocimiento en la matriz
extracelular. En promedio, existen 1.700 células germinales antes de iniciar la
migracion hacia el borde genital duplicandose el numero celular durante el proceso de
migracion. Al llegar a su destino, las células germinales primordiales se diferencian en
ovogonias. En las 11-12 semanas de gestacion, los ovocitos primordiales sufren
nuevamente repetidas divisiones mitéticas y antes del nacimiento, entran en meiosis
transformandose en ovocitos primarios. Los ovocitos primarios permanecen en reposo
meidtico por el resto de la vida intrauterina (Faddy et al. 1992, Faddy, 2000, Goldfien et
al. 1998, y Stenzel et al. 1998).

2.5.2 FASE PRE-FOLICULAR

La fase pre-folicular es un breve periodo en la organogénesis ovarica antes del inicio de
la foliculogénesis. En esta fase son evidentes los cordones sexuales que estan
constituidos por ovogonias y por células epiteliales delimitadas por una membrana

basal.
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2.5.3 FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo y su desarrollo a través de los
distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que surge del pool de foliculos
formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es ovulado o entra en
atresia (regresion o muerte del foliculo). Este proceso se lleva a cabo en la corteza del

ovario.

La foliculogénesis implica dos procesos principales: el reclutamiento del foliculo en un
pool de crecimiento y la proliferacion seguida por la diferenciacion de las células de la
granulosa y de la teca. El reclutamiento del foliculo se regula por sefiales paracrinas y
autocrinas producidas en el ovario. En el humano, la foliculogénesis empieza
aproximadamente entre la semana 11 a 12 de la gestacion. El primero en formarse es el
foliculo primordial que representa la unidad funcional del ovario de los mamiferos. Los
foliculos primordiales estdn compuestos por un ovocito en crecimiento, que mide de 25
um a 35 pm de diametro, rodeado por células epiteliales poco diferenciadas de las
células de la pre-granulosa que ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el
crecimiento del ovocito (Figura 5B). En la pubertad 5 a 15 foliculos primordiales
comienzan a tener un crecimiento basal lento con cada ciclo ovérico, mediante el
control de factores de crecimiento, citocinas, esteroides y constituyentes de la matriz
extracelular. Estos foliculos son reclutados en un pool cada vez mayor y las células de
la granulosa proliferan, rodeando el ovocito. Las células de la granulosa comienzan a
expresar marcadores de proliferacion. En esta fase inicia la expresion del gen (FSHR)
(Picton et al.2001, Hirshfield, 1989, Wandji et al.1996 y Wandji et al. 1997).

Posteriormente los foliculos primordiales abandonan el pool para convertirse en
foliculos primarios que tienen un tamafio aproximado de 60 um de didmetro (Figura
5C). Esta transicién implica modificaciones citoldgicas en el ovocito, en las células
foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el ovocito aumenta de
tamanio, la capa Unica de células aplanadas se convierte inicialmente en una capa de

células cubicas y cilindricas, y mediante mitosis origina las células de la granulosa que
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formaran posteriormente un epitelio estratificado. Las células de la granulosa segregan
mucopolisacaridos entre el ovocito y las células de la granulosa circundantes,
originando espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona
pelGcida (ZP), la cual es una cubierta extracelular glicoproteica que rodea a los
ovocitos. Cuando se alcanza esta etapa de foliculo primario, las células de la pre-
granulosa no ejercen ningun efecto inhibidor sobre el crecimiento del ovocito pero si
sobre la meiosis. A medida que los foliculos aumentan de tamafio, van desplazandose
gradualmente hacia el interior de la corteza ovarica. A través de sucesivas divisiones
mitéticas de células de la granulosa, el foliculo primario unilaminar pasa a un estadio
preantral, multilaminado, denominado foliculo secundario o foliculo preantral (Figura
5D). Estos foliculos poseen una o dos arteriolas que terminan en una red vascular fuera
de la lamina basal, y por lo tanto, el foliculo entra en contacto directo con factores que
se encuentran en la circulacion. En este estadio las células de la granulosa conforman
una poblacion homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la FSH y las
hormonas esteroideas. La FSH estimula la proliferacion de las células de la granulosa y
aumenta el niamero de FSHR expresados en su superficie. Durante la etapa final del
crecimiento del foliculo preantral, las células de la granulosa y de la teca cambian
progresivamente y son mas sensibles a la estimulacion por las gonadotropinas. Las
células de la granulosa se diferencian en dos grupos: las que revisten la pared del
foliculo y que forman un epitelio estratificado en contacto con la ldmina basal, y
aquellas que se diferencian en células del cumulus oophorus formando varias capas de
celulas cilindricas alrededor del ovocito. Estas ultimas tienen como funcion proteger el
ovocito y coordinar la maduracién y el desarrollo folicular. Cuando las células de la
granulosa alcanzan un numero elevado se forman cavidades en el espacio extracelular
llenas de un fluido denominado fluido folicular. La cantidad de liquido folicular
aumenta formando el antro, lleno de liquido es un rasgo caracteristico de un foliculo
maduro, y es conocido como foliculo antral o terciario (Figura 5E). Se forma, entonces,
una cavidad central, el antro folicular, rodeado de células de la granulosa murales
localizadas en la periferia. El foliculo antral esta tapizado por un epitelio estratificado
de células de la granulosa que presentan un engrosamiento localizado en uno de sus
lados Ilamado. Células del cumulus, que mantienen una estrecha relacion con el ovocito

mediante uniones estrechas (gap). Estas uniones intercelulares posibilitan el

21



intercambio de aminoacidos, nucleétidos y lipidos precursores en el ovocito. La relacion
con estas células se vuelve méas laxa debido a la aparicion gradual del liquido que llena
los espacios intercelulares. Al desprenderse el ovocito, una 6 mas capas de las células
del cumulus permanecen unidas a €l, formando la corona radiata, una envoltura celular
laxa que persiste alrededor del ovocito aun después de la ovulacion. La aparicion de los
LHR en las células de la granulosa ocurre durante la transicion del foliculo antral hacia
el foliculo preovulatorio, debido a la estimulacién de la FSH. Este paso es fundamental
para que el foliculo progrese hacia la ovulacion.

Cuando el foliculo alcanza su mayor crecimiento y madurez por la influencia de la FSH
y de la LH, se le denomina foliculo de Graaf o foliculo pre-ovulatorio (Figura 5F)
(Thibault et al.1987, Reynolds et al.1992, Anderson y Albertini, 1976, y Canipari,
1994).

El proceso de atresia folicular puede ocurrir en cualquier momento de la gestacion hasta
la menopausia. Durante el periodo fértil de una mujer, sélo 400-500 foliculos maduran y
se ovulan, y méas del 99 % se someten a atresia mediante mecanismos de apoptosis
(Gougeon, 1996 y Hsueh et al. 1994).

Figura 5. Foliculogénesis (Modificado de Edson et al.2009).
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2.6 FALLA OVARICA PREMATURA (FOP)

La FOP se define clinicamente como la detencion de la menstruacion antes de los 40
afios de edad con amenorrea mayor a 6 meses de evolucién asociada a niveles séricos de
FSH superiores a 40 Ul/I (Coulam, 1982 y Santoro, 2003).

2.6.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA FOP

La FOP afecta aproximadamente al 1% de las mujeres menores de 40 afios, y al 0.1% de
la mujeres menores de 30 afios (Coulam et al. 1986, Cramer y Xu 1996, Luborsky et
al.2003).

2.6.2 SINTOMAS DE LA FOP

Los sintomas de FOP son variables y se presentan de manera subita o gradual. Puede
presentarse amenorrea primaria, en donde no se presenta menarquia, y amenorrea
secundaria, cuando la menstruacion cesa espontaneamente después de un periodo de
menstruacion normal. La FOP puede acompafarse de ausencia en el desarrollo puberal,
mamario y del vello pubico (Rajkovic 1999, Anasti 1998, Goswami y Conway 2005).

La FOP post-puberal representa la gran mayoria de los casos y se caracteriza por
amenorrea secundaria asociada al arresto o deplecion folicular prematuros. Otros
sintomas incluyen palpitaciones, intolerancia al calor, sofocos, sudores nocturnos,
irritabilidad, ansiedad, depresion, trastornos del suefio, disminucion de la libido y

sequedad vaginal (Santoro, 2003).

2.6.3 DIAGNOSTICO DE LA FOP

La FOP se caracteriza por amenorrea antes de los 40 afios. El diagnostico se hace
después de un periodo de amenorrea de al menos 6 meses. Para confirmar la
anovulacion y el hipergonadotropismo se debe realizar la medicién sérica de FSHy LH
(Vegetti et al., 2000, Nippita y Baber. 2007). Los bajos niveles de inhibina B pueden

predecir el agotamiento folicular. La medicién de la hormona AMH puede ser Util para
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determinar la reserva folicular y la medicion de estradiol refleja principalmente la
actividad de los ovarios. Las mediciones de estos niveles hormonales deben realizarse al
menos dos veces en meses diferentes, ya que pueden fluctuar (Conway, 2000, Rebar,
2009 y Shelling, 2010). El ultrasonido ginecoldgico es util para hacer la valoracion de
los foliculos antrales. En pacientes con FOP se evidencian ovarios pequefios sin

presencia de foliculos en crecimiento.

2.6.4 ETIOLOGIA DE LA FALLA OVARICA PREMATURA

La causa de la FOP es desconocida en la mayoria de los casos. Se ha propuesto que
puede darse por un numero inicial disminuido de foliculos primordiales, por una
acelerada atresia folicular o por una alteraciéon en los procesos de maduracién de los
foliculos (Figura 6). Estos mecanismos pueden ser activados por mdltiples causas:
iatrogénicas (quimioterapia o radioterapia), metabdlicas, infecciosas, toxicas y por

factores ambientales, autoinmunes, y genéticos (Persani et al. 2010, Woad et al. 2006).

Figura 6. Fases de la foliculogénesis. Posibles mecanismos de FOP (Modificado de
Persani et al. 2010).
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2.6.5 CAUSAS IATROGENICAS

Las causas iatrogénicas incluyen la cirugia pélvico-abdominal y la quimioterapia o
radiaciones que generan como reaccién secundaria FOP. La quimioterapia puede causar
dafio citotoxico en los ovarios puesto que la estructura y la funcion de las células de la
granulosa y de los ovocitos se ven afectadas por estos agentes quimioterapéuticos. El
efecto gonadotoxico de la quimioterapia dependerd del tipo de droga, de la dosis
administrada y de la edad de la paciente. La cirugia pélvica y la embolizacion de las
arterias uterinas pueden atrofiar el ovario al afectar el suministro de sangre y causar
inflamacién en la zona asi como comprometer el suministro vascular (Poirot et al.2002,
Howell y Shalet, 1998, Amato y Roberts, 2001).

2.6.6 CAUSAS AUTOINMUNES

Una proporcion importante de FOP estd asociada con un auto-reconocimiento anormal
por el sistema inmune principalmente contra el ovario. Las causas autoinmunes estan
presentes en el 30% de los casos de FOP. La caracteristica principal es la presencia de
anticuerpos anti-ovario que, al parecer, estdn presentes en la fase inicial de la

destruccion folicular (Conway et al. 1996).

Las causas autoinmunes pueden Ser.

e Origen endocrino: Autoinmunidad en la glandula tiroides en un 14% de los

casos, hipoparatiroidismo y diabetes mellitus.

e Origen no -endocrino: Candidiasis cronica, puarpura trombocitopenica
idiopatica, vitiligo, alopecia, anemia hemolitica autoinmune, anemia perniciosa,
lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, sindrome

de Sj6gren, cirrosis biliar primaria y hepatitis activa, entre otras.

Clinicamente, la FOP de origen autoinmune se divide en dos grupos:
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1. Asociacion con la enfermedad de Addison y que corresponde a entre el 2% vy el
10 % de los casos de FOP asociados con autoinmunidad suprarrenal.

2. FOP aislada o asociada con otras enfermedades autoinmunes.

El diagndstico de FOP autoinmune se realiza por medio de una biopsia de ovario. El
examen histolégico de las biopsias de ovario de pacientes con FOP autoinmune
asociadas con autoinmunidad suprarrenal, muestran infiltracion de células linfociticas y
plasma alrededor de las células productoras de esteroides de los foliculos en desarrollo
(Bakalov et al. 2002).

2.6.7 CAUSAS GENETICAS

La FOP puede darse por diferentes etiologias, sin embargo, en mas del 90% de los casos
no se conocen las causas. Una indicacion de que la FOP puede tener un componente
genético se debe a la presentacién de casos familiares, en donde existen maltiples
individuos afectados en mas de una generacion. Sin embargo el porcentaje de casos de
FOP familiar es l6gicamente bajo por la seleccion negativa de los potenciales factores
genéticos causales (Nippita y Baber. 2007, Davis et al. 2000, Conway et al. 1996).

El analisis de casos familiares, sugiere diferentes modos de herencia, incluyendo formas
dominantes y recesivas. Diferentes casos indican que la FOP puede ser una enfermedad
genética con expresividad variable. Estudios familiares previos evidencian la
heredabilidad en la edad de aparicién de la menopausia en madres e hijas. Un estudio en
un grupo de pacientes con aparicion de menopausia temprana mediante analisis
citogenético y pedigri, mostro un perfil de herencia dominante en lo que respecta la
aparicion de menopausia temprana. Posteriormente, un estudio realizado en hermanas y
en gemelas sugirié que la heredabilidad en la aparicion de la menopausia era del 71% al
87% (Conway et al. 1996, Tibiletti et al. 1999, Bruin et al. 2001).

En los dltimos afios a partir del enfoque gen-candidato, la mayoria basados en modelos

murinos de FOP, se han podido identificar variaciones genéticas asociadas con la
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patologia, permitiendo conocer un poco mas acerca de sus mecanismos etiolégicos

moleculares.

2.6.8 CAUSAS SINDROMICAS

2.6.8.1 SINDROME TURNER

Cerca del 9% de los casos de FOP estan asociados con alteraciones en el cromosoma X.
Estos rearreglos cromosdémicos comprenden en su mayoria (85%) anomalias numéricas
(monosomias y trisomias) y e n menor proporcion (15%) defectos estructurales
(deleciones, isocromosomas y translocaciones) (Toniolo, 2006). Jiao et al. (2012)
analizaron una cohorte de cerca de 500 pacientes con FOP en quienes se evidencio una
tasa de anormalidades cromosomicas del 12.1%. El 93.7% de los casos involucro al
cromosoma X y el 1.6% restante a cromosomas autosémicos. En estas pacientes el
cariotipo predominante fue 45, X que determina el sindrome de Turner. En mujeres con
esta alteracion numeérica del cromosoma X la pérdida de ovocitos se produce en las
primeras etapas de la profase meiotica, lo que resulta en una disgenesia gonadal y en
amenorrea primaria asociada a niveles elevados de FSH. Estas caracteristicas son el
resultado de la haploinsuficiencia de genes que escapan a la inactivacion del
cromosoma X necesarios para la correcta funcion ovérica (Jiao et al, 2012, Reynaud et
al. 2004, Zinn y Ross 1998).

Las deleciones del brazo largo del cromosoma X han permitido definir dos regiones
criticas (CR) para FOP: CRI en Xq13-Xg21 y CRII en Xq23-Xq27. Esta region esta
localizada en la region FOP1 dentro de la cual se encuentran potencialmente genes
candidato en la etiologia molecular de la enfermedad. Algunos de los genes situados en
esos loci que estan relacionados con la funcion ovarica son: DIAPH2, XPNPEP2,
DACH2 y CHM (Toniolo, 2006, Laissue et al. 2008, Jiao et al.2012). La introduccion de
técnicas de citogenética molecular (e.g. FISH) ha permitido aumentar la sensibilidad de
deteccidn de mosaicismos 45,X/46,XX y de aberraciones cromosdmicas cripticas en las
pacientes FOP. Las anormalidades cromosémicas se han reportado con mayor

frecuencia en los casos con amenorrea primaria (Lakhal et al.2010).
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2.6.8.2 GALACTOSEMIA

La galactosemia es una enfermedad hereditaria autosémica recesiva, causada por la
deficiencia de la galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT). La incidencia de la
galactosemia es de 1:50.000 recién nacidos vivos. Este déficit, al impedir la adecuada
oxidacion de la galactosa, lleva a un aumento en los niveles de galactosa-1-fosfato de
galactitol y al déficit de UDP-Galactosa. La alteracion de esta via metabdlica genera el
fenotipo de los pacientes caracterizado por dafios neuroldgicos, hepaticos, renales,
esqueléticos y gonadales (Baldellou et al. 2000, Holton et al.2001). Los estudios
moleculares de pacientes han reportado mas de 200 mutaciones en el gen GALT. Dos de
las mutaciones descritas (p.GIn188Arg y p.Lys285Asn) son la causa del 70% de los
casos de galactosemia (Tyfield et al.1999).

Cerca del 70% de las mujeres afectadas por galactosemia desarrollan FOP. La
acumulacion toxica de metabolitos de galactosa causa una disminucion en el pool de
ovocitos debido a apoptosis. La deficiencia de glicoproteinas y glicolipidos alteran la
funcién de la FSH asi como de su receptor, ocasionando la reduccion de la estimulacién
ovarica y una mayor atresia folicular. Las pacientes presentan un numero bajo de
foliculos primordiales, un aumento del numero de foliculos atrésicos, y ausencia
completa de foliculos pre-antrales y pre-ovulatorios (Tyfield et al.1999, Kaufman et al.
1989, Calderdn et al. 2007, Guerrero et al. 2000 y Waggoner et al. 1990).

2.6.8.3 Sindrome Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus (BPES)

El BPES es una enfermedad de herencia autosomica dominante. Los pacientes
afectados por BPES tienen un fenotipo caracterizado por blefarofimosis, ptosis,
telecanto y epicanto inverso. Se han descrito dos presentaciones clinicas de BPES. En la
tipo | se evidencian alteraciones en los parpados y FOP mientras que en la tipo Il el
defecto de los parpados ocurre como un signo clinico aislado (Zlotogora et al.1983).

Las mutaciones en el gen FOXL2 se han encontrado en los dos tipos de BPES. El gen
FOXL2 codifica para un factor de transcripcién que es miembro de la familia forkhead.
Este gen se expresa en el desarrollo de los parpados, del ovario y de la hipofisis. Las

mutaciones en FOXL2 afectan el mantenimiento y la diferenciacion del ovario. En el
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modelo murino FoxI2”" se evidencian alteraciones craneofaciales tipicas de BPES y
defectos en el desarrollo folicular temprano (Criponi et al.2000, Uda et al. 2004).
FOXL2 esta implicado en la transformacion de las células de la granulosa de un epitelio
escamoso a cuboidal y en procesos de activacion de los ovocitos. En humanos se han
descrito cerca de 125 mutaciones causantes de BPES tipo | y Il. Se ha descrito que
FOXL2 es también responsable de FOP no-sindromica lo cual ha sido verificado por el
estudio funcional de la mutacion p.Gly187Asp en un caso de FOP sin BPES (Laissue et
al. 2009). La localizacion subcelular de FOXL2-p.Gly187Asp en este estudio fue
normal pero su capacidad de transactivacion de genes blanco fue significativamente
menor con respecto a la de FOXL2-WT (Uda et al.2004, Schmidt et al. 2004, Fokstuen
et al. 2003, Harris et al. 2002 y Laissue et al. 2009).

2.6.8.4 SINDROME DEL X FRAGIL

El sindrome de X Fragil es una enfermedad de herencia dominante ligada al X. El
fenotipo de los hombres afectados se caracteriza por cara alargada, frente prominente,
menton pronunciado, orejas grandes y retraso mental. La causa de este sindrome se debe
a la expansion del nimero de repeticiones de trinucle6tidos CGG (> 200). En el 30% de
las mujeres portadoras de una premutacion en el gen FMR1 (definida por la presencia
de 50 a 199 repeticiones) desarrollan FOP. La asociacion funcional entre la
insuficiencia ovérica y el estado de premutacion del gen FMR1 es la acumulacion de la
proteina FMR1 que puede tener un efecto toxico contribuyendo con la atresia folicular
progresiva y acelerada (Cronister et al.1991, Wittenberger et al. 2007).

2.6.9 CAUSAS NO SINDROMICAS DE FOP

2.6.9.1 PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 15 (BMP15)

BMP15 es un miembro de la stper-familia de factores de crecimiento transformante [3
(TGFB). BMP15 se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xpll.2) y esta
constituido por dos exones. BMP15 es sintetizada como un péptido inactivo constituido
por un péptido de sefializacion (N-terminal), un pro-dominio y un péptido maduro (C-
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terminal). EI primer exon codifica para los 17 aminoécidos que conforman el péptido
sefial y la primera parte de la region del pro-péptido, el segundo exon codifica el resto
del pro-péptido y los 125 aminodcidos que conforman el dominio maduro

bioldgicamente activo (Dube et al. 1998).

Las modificaciones post-traduccionales de BMP15 incluyen la eliminacién del péptido
sefial, la dimerizacion y finalmente el clivaje de la pro-proteina en el sitio dibasico
conservado RXXR que separa la pro-region de la region madura bioactiva. La funcion
de la pro-region en BMP15 y GDF9 (un factor paralogo a BMP15) no es conocida pero
se ha sugerido que, como en otros miembros de la super-familia (TGFp), facilita el
correcto plegamiento y la adecuada dimerizacion de las regiones maduras. La region
madura de BMP15 puede formar homodimeros o heterodimeros con la region madura
de GDF9 (Wrana et al. 1994, Lin et al.2003).

Funcionalmente, BMP15 actua principalmente como un factor paracrino sintetizado por
los ovocitos para estimular la proliferacion de células de la granulosa. BMP15 se
expresa en el foliculo primordial hasta las fases finales de la foliculogénesis y se
mantiene incluso después de la ovulacion. El efecto de las mutaciones en este gen y su
efecto en la foliculogénesis se ha evidenciado en diferentes especies de mamiferos. Se
ha reportado que la funcion de BMP15 es mas critica en las especies mono-ovulatorias
(ovejas y humanos) que en especies poli-ovulatorias (ratones). Los modelos homo y
heterocigotos de ratones KO para Bmpl5 presentan en términos reproductivos un
defecto leve mostrando hipofertilidad por disminucion de la tasa de ovulacion. En
contraste, en ovejas, las mutaciones generan dos fenotipos opuestos. Las mutaciones
heterocigotas generan un incremento en la tasa de ovulacion y del tamafio de las
camadas mientras que las mutaciones homocigotas causan infertilidad secundaria a un
bloqueo completo de la foliculogénesis (Chang et al.2002, Yan et al. 2001, Galloway et
al.2000).

La primera mutacion descrita en humanos en BMP15 (p.Tyr235Lys) fue reportada en
dos hermanas italianas que heredaron la mutacion de su padre sano (Di Pasquale et al.
2004). En este estudio el andlisis funcional del efecto de la mutacion demostré una

disminucion de la proliferacion de las células de la granulosa causada por un efecto
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dominante negativo. Posteriormente con el objetivo de analizar la implicacion de
BMP15 en la patogenesis humana se ha secuenciado el marco abierto de lectura de este
gen en mas de 1200 pacientes en varias poblaciones a nivel mundial (Di Pasquale et al.
2006, Chang et al.2002, Yan et al. 2001, Galloway et al.2000, Laissue et
al.2006, Rossetti et al. 2009, Tiotiu et al. 2010 y Wang et al. 2010).

2.6.9.2 FACTOR DE CRECIMIENTO DE DIFERENCIACION 9 (GDF9)

El gen GDF9 se ubica en el cromosoma 5 (5q23.2), se compone de dos exones. Al igual
que BMP15 acttia como factor paracrino del ovocito. GDF9 se expresa en el ovocito y
regula el desarrollo de los foliculos primordiales. Los péptidos maduros pueden formar
homo o heterodimeros con otros miembros de la familia (TGFp), en especial con
BMP15. En modelos murinos se ha evidenciado que la funcién de Gdf9 en la
foliculogénesis es méas relevante en especies poli-ovulatorias. En modelos murinos KO
para Gdf9 " se observé que todas las hembras son infértiles. Mutaciones espontaneas de
este gen en ovejas Cambridge y Belclare produjeron efectos similares en el ovario a los
observados en animales portadores de mutaciones en BMP15. En ovejas con mutaciones
homocigotas no se produjo ovulacion y fueron infértiles mientras que las portadoras de
mutaciones heterocigotas mostraron una tasa de ovulacion promedio aumentada
(Dong et al. 1996, Yan et al. 2001, Hanrahan et al. 2004). Estos hallazgos en modelos
animales permitieron sugerir que GDF9 puede ser un gen candidato implicado en la
FOP en humanos. El primer andlisis molecular de secuenciacion del ORF del gen GDF9
fue hecho en 15 pacientes japonesas en quienes no se hallaron mutaciones.
Posteriormente se han descrito los resultados de un mayor numero de pacientes (629
afectadas) en quienes se han encontrado mutaciones con una prevalencia de 1.4% .
Todas las pacientes han sido portadoras de mutaciones heterocigotas que afectaron
exclusivamente la proregiéon. Sin embargo a la fecha no hay estudios funcionales
concluyentes de las mutaciones detectadas en el gen lo que no permite relacionarlo
formalmente con la etiopatologia de la enfermedad (Takebayashi et al. 2000, Dixit et al.
2005. Kovanci et al. 2007, Laissue et al. 2006, Zhao et al. 2007).
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2.6.9.3 INHIBINAS

Las inhibinas son pequefias glicoproteinas, que inhiben la sintesis y las secrecion de
FSH hipofisaria. Se han considerado como genes candidatos de la etiologia de la FOP
pero no se han validado pero sus variantes no se han validado funcionalmente. Los
genes INHA, INHBA y INHBB codifican las subunidades inhibina o, inhibina RA e
inhibina Bb respectivamente. La subunidad o se une a la subunidad RA o BB para
inhibir la secrecion de FSH hipofisaria. Las inhibinas pueden aumentar el nimero de
foliculos ovéricos e inhibir la meiosis de los ovocitos. Mutaciones en el gen
INHA afectan la interaccién con las subunidad BA y BB, generando la disminucion de
las inhibinas, aumentando las activinas lo que aumenta la concentracion de FSH,
generando FOP. Esto se ha evidenciado especialmente en ratones KO lhha' que
presentaron niveles elevados de FSH, infertilidad y tumores a una edad temprana
(Hsuesh et al. 1987 y Matzuk et al. 1992).

2.6.9.4 FACTOR ESTEROIDOGENICO 1 (NR5A1)

El gen NR5AL, se ubica en el cromosoma 9 (9933), también denominado factor
esteroidogénico 1 (SF1), codifica para un receptor nuclear expresado en la gonada
bipotencial desde el inicio del desarrollo embrionario. Regula la transcripcion de genes
implicados en el desarrollo sexual, la reproduccion y del eje hipotadlamo-hipéfisis-
ovario. Las mutaciones que se han descrito en NR5AL pueden ocasionar un fenotipo de
trastorno del desarrollo sexual (DSD) con o sin insuficiencia suprarrenal e infertilidad.
Las mujeres con mutaciones en NR5AL presentan anomalias en los ovarios y disgenesia
gonadal con amenorrea primaria o secundaria (Luoet al. 1994, Lin et al. 2007,
Lourenco et al.2009).

2.6.9.5 NOBOX (Newborn ovary homeobox gene)
El gen NOBOX humano, localizado en el cromosoma 7 (7g35), pertenece a un grupo de
genes homeobox tejido-especificos. Es un regulador transcripcional especifico de

ovocitos que se requiere durante las etapas iniciales de la foliculogénesis. La expresion

de Nobox se ha detectado en la ovogonia a los 15.5 dpc y posteriormente en los ovocitos
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durante la foliculogénesis (Suzumori et al. 2002, Huntriss et al. 2006). EI modelo
murino KO Nobox™ caus6 en las hembras inferilidad, los ovarios perdieron los foliculos
rapidamente luego del nacimiento y se afecto la transicion de foliculos primordiales a
primarios. Los machos con ablacion de este gen fueron fenotipicamente normales. En
los ratones, Nobox es esencial para la foliculogénesis y para la regulacion de los genes
especificos del ovocito (Mos, Oct4, Rfpl4, Fgf8, Zarl, Dnmtlo, Gdf9, Bmpl5)
(Suzumori et al., 2002, Rajkovic et al. 2004).

La expresion de NOBOX en tejidos humanos adultos es similar a la del raton con un
predominio de en la gonada. La expresion en el ovario humano es especifica de los
ovocitos (Huntriss et al. 2006). Qin et al, analiz6 la region codificante de NOBOX en
una cohorte de 96 mujeres con FOP encontrando una nueva mutacion missense
heterocigotica (p.R355H) que no se detectd en 278 controles (Qin et al. 2007). Mas
recientemente Bouilly et al. Analiz6 178 pacientes con FOP, encontrando en 12 de ellas
5 variantes heterocigotas no-sindnimas (p.R303X, p.G91W, p.R117W, p.S342T y
p.vV350L). Los estudios funcionales evidenciaron que estas mutaciones afectaron la
capacidad de transactivacion de promotores blanco por parte de NOBOX (Bouilly et al.
2011). Deleciones en el cromosoma 7, que afecten la regién que contiene el gen
NOBOX, han sido asociadas con la presentacién de amenorrea primaria, asi como una
gama de otras caracteristicas fenotipicas. En 2008 Rossi y colaboradores describieron
una delecién de 12 Mb (7g33-g35) en una mujer diagnosticada con autismo, retraso del
lenguaje severo y amenorrea primaria. Lo genes mas relevantes funcionalmente
encontrados en la region delecionada eran CNTNAP2 y NOBOX, asociados con la

susceptibilidad al autismo y a FOP respectivamente (Rossi et al. 2008).

2.6.9.6 FIGLA (factor in the germline alpha)

En la especie humana FIGLA se ubica en el cromosoma 2 (2p13.3) y codifica para un
factor de transcripcion hélice-loop-hélice basico (bHLH) especifico de las células
germinales. Tiene como funcion principal regular la expresion de genes especificos del
ovocito especialmente de la zona pellcida (Anderson et al. 2004, Bayne et al.2004). En
humanos y en ratones FIGLA es expresado en la gonada embrionaria y forma

heterodimeros con el factor de transcripcion 3 (TCF3) (Liang et al. 1997).
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En el modelo murino KO, las hembras Figla” presentaron infertilidad, no se observé
formacion de foliculos primordiales y se produjo la pérdida de ovocitos luego del
nacimiento. El fenotipo de los ovarios de estos ratones sugiri6 que mutaciones en
FIGLA podrian contribuir a la aparicion de FOP en humanos. (Liang et al. 1997, Dean
et al. 2000). Zhao et al. Describieron tres variantes en cuatro mujeres afectadas con
FOP: p.Alad4Glu, p.Gly6fsX66 y p.140delAsn. Los ensayos funcionales demostraron
que p.140delAsn afecta la union de FIGLA con el dominio HLH de TCF3 afectando la
formacion de los heterodimeros activos FIGLA-TCF3 (Zhao et al. 2008).

2.7 FACTORES DE TRANSCRIPCION FORKHEAD

La familia de factores de transcripcion FOX (forkhead box), ha sido implicada en
numerosos procesos bioldgicos. Los genes FOX son necesarios para el establecimiento
del eje corporal, el crecimiento celular, la proliferacion, la diferenciacion distintos tipos
celulares, el adecuado funcionamiento de procesos metabdlicos e inmunoreguladores,
entre otros (Tuteja et al.2007, Katoh et al.2013). La caracteristica estructural
determinante de estas proteinas es una region altamente conservada, el dominio de
uniéon a ADN (forkhead) compuesto por 80 a 100 aminoé&cidos. Esta region forma una
estructura hélice-giro-hélice que consiste de tres a-hélices, tres hojas  plegadas y dos
regiones en forma de alas que flanquean la tercera hoja 3 plegada. El dominio forkhead
(Fkh) es altamente conservado entre diferentes especies y su nomenclatura esta basada
en una clasificacion filogenética que contiene mas de 10 especies (FOXA hasta FOXS).
Varios miembros de la familia forkhead han sido relacionados con la foliculogénesis y
con el desarrollo de las gbnadas femeninas, como FOXC1, FOXO1, FOXO3A, FOX04
y FOXL2. Varios miembros de la familia FOX estan involucrados en una variedad de
procesos durante la embriogénesis y la homeostasis del tejido adulto por lo que
mutaciones en algunos de ellos se asocian con una decena de enfermedades humanas,

entre ellas diferentes tipos de cancer.
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2.7.1 LA SUBFAMILIA FOXO

Las proteinas FOXO son un subgrupo de la familia de factores de transcripcion
forkhead. EIl primer miembro de la subclase fue identificado en Caenorhabditis elegans
y nombrado Daf-16. Después de su identificacion se investigaron los homologos en
mamiferos. DAF-16 mostré un alto grado de homologia con FOXO04, FOXO1, y
FOXO3a regulado negativamente por el receptor de la insulina (DAF-2) y PI3K.
(Thomas, 1993, Walker et al. 1988, Brownawell et al. 2001, Brunet et al.1999). En
humanos existen 4 miembros de la familia FOXO: FOXO1l (FKHR), FOXO3A
(FKHRL1), FOX0O4 (AFX) y FOX06. FOXO1, FOXO3A y FOXO4 tienen una alta
similaridad en la secuencia de aminoacidos y en su funcion (figura 6) (Birkenkamp et
al.2003). Las proteinas FOXOs se expresan en una amplia variedad de tejidos y la varia
dependiendo del estado del desarrollo y del tipo de tejido. FOXO6 se ha encontrado
exclusivamente en el tejido cerebral de adulto (Jacobs et al. 2003). Las proteinas FOXO
actian principalmente como activadores transcripcionales a través de la union con
secuencias consenso conservadas evolutivamente. EI dominio de union al ADN de las
proteinas FOXO reconoce la secuencia consenso 5'-TTGTTTAC-3" en los promotores
blanco directos. Las funciones de las proteinas FOXOs se relacionan con procesos de
diferenciacion, arresto del ciclo celular y apoptosis (Huang y Tindall, 2007, Lam et al.
2011). Una serie de modificaciones post-traduccionales son necesarias para la
regulaciéon de las proteinas FOXOs que determinan principalmente la estabilidad, la

localizacion subcelular y la capacidad de unién al ADN.
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Figura 7. Alineamiento de los miembros de la familia Foxo murinos. (Modificado de

Birkenkamp et al. 2003). Regiones conservadas (delimitadas), los sitios de fosforilacion

conocidos se indican (S y T). Sitios de estrés inducido por acetilacion y fosforilacion se

indican como Ac-estrés y p-estrés respectivamente. Las posiciones de los sitios de

fosforilacion se numeran de acuerdo a las posiciones en FOXO3.
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2.7.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA SUBFAMILIA FOXO

Cada miembro de la familia FOXO tiene cuatro dominios: un dominio de union al ADN
(DBD) muy conservado, un dominio de localizacién nuclear (NLS), una secuencia
nuclear de exportacion (NES) y un dominio de transactivacion en C-terminal (Obsil and
Obsilova, 2008) (Figura 8).

Figura 8. Estructura de las proteinas FOXO. (Modificado de Obsil y Obsilova, 2008).
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FOXO04 contiene alrededor de 500 aminoacidos. Analisis de secuencias de las proteinas
FOXO muestran altos niveles de similitud. La hélice H3 es muy conservada entre los
DBDs de la proteinas FOXO y actda como el principal sitio de reconocimiento,
mientras que otras regiones, como la regiéon C-terminal, la region N-terminal y la region
W1 son importantes para la especificidad y la estabilidad de la union entre en el DBD y
el ADN (Obsil y Obsilova, 2008, Tsai et al. 2007). EI NES esta implicado en la

translocacion de las proteinas FOXOs desde el nlcleo hasta el citoplasma.

2.7.3 REGULACION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION FOXO

La funcion de las proteinas FOXO depende parcialmente de modificaciones post-
traduccionales incluyendo la fosforilacion por AKT/PKB, la acetilacion y la
ubiquitinacion. Varios sitios de modificacion post-traduccional se encuentran dentro del

dominio DBD como se discutird mas adelante.

37



2.7.3.1 LA FOSFORILACION

La actividad transcripcional de las proteinas FOXO esta regulada principalmente por la
fosforilacion a través de una variedad de vias de sefalizacion. Los principales
reguladores de la fosforilacion de los FOXOs son las vias de sefializacion PI3K/AKT e
IKK. La fosforilacion se produce en tres etapas. La primera modificacion se produce
dentro del dominio forkhead efectuando un cambio conformacional en la proteina.
Posteriormente, el residuo N-terminal es fosforilado permitiendo la unién con el
complejo denominado 14-3-3. Finalmente, una fosforilacion adicional en el extremo N-
terminal genera que la proteina sea exportada al citoplasma inhibiendo su actividad de
regulador transcripcional (Tran et al.2003). El principal regulador es el sistema PKB
(serine/threonine kinase Akt) que actua corriente abajo de la cascada de sefializacion
PI3K (Figura 8). PKB permite la fosforilacion sobre tres residuos conservados: Thr32,
Ser253 y Ser315. Los residuos Thr32 y Ser253 son necesarios para la exportacion
nuclear y la unién al complejo de proteinas 14-3-3. La fosforilacion del residuo Ser315
es necesario para la exportacion nuclear. Otros sistemas reguladores implicados en los
procesos de fosforilacion de FOXO son mediados por las quinasas SGK
(glucocorticoid-regulated-kinase), DYRK1A (dual-specificity tyrosine phosphorylation-
regulated kinase) y CK1 (casein-kinase 1). CK1 reconoce los residuos de serina o
treonina de las proteinas fosforiladas. DYRK1A fosforila la Ser325 que se encuentra
adyacente a los dos sitios de fosforilacion CK1 (Ser318 y Ser321). SGK esta regulada a
nivel transcripcional y fosforila preferentemente el extremo C-terminal (Rena et al.
2002, Santos et al.1996, Woods et al. 1986, Brunet et al.2001). Los eventos de
fosforilacion permiten que las proteinas FOXO sean exportadas del nucleo lo que
conduce a una inactivacion de su funcion como transactivador o transrepresor de genes
blanco. Ademas de la fosforilacion, el proceso de regulacion de FOXOs involucra otras
modificaciones post-traduccionales como la acetilacion y la ubiquitinizacion (Tran et
al. 2003, van der Horst et al.2006).
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Figura 9. Fosforilacion de proteinas FOXO. (Modificado de Birkenkamp and Coffer,
2003). El mecanismo fundamental por el cual los FoxOs se translocan desde el ndcleo
hasta el citoplasma es la fosforilacion de AKT. Las proteinas 14-3-3 desempefian una

funcién directa en la exportacion nuclear de FOXO.
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2.7.3.2 LA ACETILACION

La funcion de las proteinas FOXOs y su translocacion nuclear también esta regulada por
la acetilacion de las histonas. SIRT1 es una de-acetilasa dependiente de NAD. La
acetilacion de FOXOs por SIRT1 conduce a su translocacion nuclear. Por lo tanto,
SIRT1 modula la actividad transcripcional de FOXO. La interaccién de SIRT1y FOXO
requiere la presencia de la proteina 14-3-3. Varios sitios de acetilacion se han descrito
en las proteinas FOXO, tres de los cuales estan situados en el sitio W2 del dominio
(DBD) (Daitoku et al. 2004, Van der Horst et al. 2004).
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2.7.3.3 LA UBIQUITINACION

Otra modificacion post-traduccional que regula la transcripcion de los FOXOs es la
ubiquitinacion que es regulada por PI3K en los procesos de poli-ubiquitinacion y es
dependiente de AKT en la degradacion del proteosoma (Matsuzaki et al. 2003, Plas y
Thompson, 2003).

En las células tratadas con insulina, los niveles de FOXO1 se reducen debido a mono-
ubiquitinacion a través de la ubiquitina SKP. FOXO3a fosforilado en la Ser644 por IKK
conduce su translocacion al citoplasma donde se ubiquitina y es degradado. Mas
recientemente, la MDM2 (una ubiquitina ligasa E3) se demostrd que una unién a
FOXO1 y FOX0O3a promoviendo su ubiquitinacion y degradacién (Vogt et al.2005,Hu
et al.2004, Fu et al.2009). Los sitios de fosforilacion, acetilacion y ubiquitinacion en
FOXO01, FOX03 y FOXO04 se muestran en la figura 10.

Figura 10. Modificaciones post-traduccionales de FOXOS. (Tomado de Van der Horst
et al.2007). La fosforilacion (P: naranja), la acetilacion (Ac: verde) y ubiquitinacion
(Ub: azul) sitios en factores de transcripcion FOX0O1, FOX0O3a 'y FOXO4 (barras ocre).
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2.7.3.4 LA VIA DE SENALIZACION PI3K/AKT

Los FOXOs se encuentran generalmente en una forma activa en el nicleo donde se
unen a promotores y modulan la expresion de genes diana. Los cambios en la actividad
transcripcional de FOXO son inducidos por su estado de fosforilacion en sitios
especificos. En particular, los FOXOs constituyen un objetivo importante downstream
de la via de sefializacion PI3K / AKT. La via PI3K involucra varias moléculas como
kinasas, fosfatasas y factores de transcripcion que actuan en vias de sefializacion
intracelular fundamentales en la regulacion de la proliferacion, la sobrevivencia, la
migracion y el metabolismo. (Cantley, 2002 y Stokoe, 2005). Dentro de los sustratos de
AKT se encuentran miembros de la familia FOXO. En los mamiferos, AKT fosforila
tres residuos conservados de serina o treonina en Foxol, Foxo3ay Foxo4 lo que permite
que estas moléculas sean exportadas al citoplasma, y por lo tanto se produzca una
reduccion significativa en su actividad transcripcional (van der Horst y Burgering,
2007). Cada uno de los sitios de fosforilacion de AKT tiene una funcion especifica en
los FOXOs. Una vez se activa AKT fosforila a los FOXOs generando dos sitios de
union consenso para la proteina chaperona 14-3-3 que al unirse con los FOXOs,
ocasiona su liberacién. Sin embargo, la unién de FOXOs a la proteina 14-3-3 no es
suficiente para su translocacion al citoplasma (Obsil y Obsilova, 2008). Los FOXOs, a
través de la region NLS, se localizan en el nucleo. Por lo tanto, la fosforilacién de AKT
en sitios especificos de esta regidén puede regular la translocacién de los FOXOs al
citoplasma mediante la interrupcion de la funcién de la region NLS. Varias quinasas
incluyendo Akt, PKC y JNK también fosforilan las proteinas 14-3-3. La fosforilacion de
la proteinas 14-3-3 por JNK es capaz de liberar a los FOXOs de la unién a estas
proteinas (Huang y Tindall, 2007, Tran et al. 2003). La via PI3K constituye una cascada
molecular importante en el control del crecimiento del ovocito durante el desarrollo
folicular temprano. En la foliculogénesis el crecimiento del ovocito durante la
activacion folicular involucra cascadas de proliferacion y de supervivencia celular.
Dentro de ellas se ha determinado que la via Fosfatidil Inositol 3 Kinasa (P13K) puede
ser activada por vias de sefializacion mediadas por Kit-KL. Kit puede reclutar a su vez a
PI3K desde el citoplasma hacia la membrana celular a través de la union de la
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subunidad p85 de PI3K vy de tirosinas fosforiladas de Kit, activando a PI3K (Cantley,
2002, Liu et al. 2007).

2.7.3.5 MIEMBROS DE LA SUBFAMILIA FOXO
2.7.3.5.1 FOXO3A

El gen FOXO3A humano, localizado en el cromosoma 6 (6g21), codifica para una
proteina de 673 aminoécidos que pertenece a la familia de factores de transcripcion
forkhead (subgrupo) FOXO. FOXO3A es un sustrato de AKT y su funcion esta
regulada principalmente por la via PI3K/ PTEN. Se ha demostrado que el ligando kit
(KL) conduce a la fosforilacion de Foxo3a través de Pi3k en ovocitos de raton (Reddy
et al. 2005). Se ha reportado que la tasa de deplecion del pool de foliculos primordiales
y la duracion de la fertilidad es controlada por la fosforilacion y la localizacion de
Foxo3a. Cuando la localizacion es nuclear se previene la activacion folicular mientras
que la localizacion citoplasmatica tiene el efecto opuesto. En ovocitos que carecen de
Pten”, Foxo3a es fosforilada constantemente por la actividad de Akt, manteniéndola en
un estado de supresion. Ademas, los ratones doble mutantes Pten” y Foxo3a’ no
mostraron activacion folicular (Reddy et al.2008). John et al. En 2008 demostraron que
ratones KO Pten”, tenfan un aumento en los niveles de Pip3 y una activacion de Akt
generando hiperfosforilacion y exportacion de Foxo3a desde el nucleo al citoplasma
(John et al.2008). Las hembras KO Foxo3a’ presentaron FOP, ocasionada por la
activacion masiva de los foliculos primordiales, razon por la cual la reserva de foliculos
primordiales se agot6 dos semanas después del nacimiento. Ademas, las hembras
presentaron una elevacién de la FSH y de la LH, y signos de hipogonadismo
hipergonadotrdpico secundario a FOP (Castrillon et al.2003). Teniendo en cuenta que el
fenotipo murino Foxo3a” es semejante al fenotipo FOP humano este factor de
transcripcion se ha considerado como un gen candidato de la enfermedad. Se ha
observado que en ratones Foxo3a se expresa principalmente en los nucleos de los
ovocitos primordiales y en los foliculos primarios. La expresion constitutiva de Foxo3a
en los ovocitos conduce a un retardo en el crecimiento, a un retardo en el desarrollo de

los foliculos primordiales y primarios, a anovulacion y a luteinizacion de los foliculos.
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La activacion de Foxo3a en estos ovocitos ocasiona una importante reduccion en la
expresion de Bmpl5, indicando que es un regulador transcripcional de Bmp15 en los
ovocitos (Liu et al.2007).

Se han identificado diferentes mutaciones en el gen FOXO3a en pacientes con FOP. El
primer estudio de mutaciones realizado en pacientes de Nueva Zelanda y Eslovenia
revel6 dos mutaciones (p.S421L y p.R506H). Un analisis posterior en 50 pacientes
francesas reveld solo un polimorfismo sin impacto deletéreo sobre la funcién de la
proteina (p.Y593S). Hasta la fecha ninguna mutacion ha sido validada por test
funcionales (Watkins et al. 2006,Vinci et al.2008).

2.7.3.5.2 FOX0O1

En la especie humana FOXOL1 se ubica en el cromosoma 13 (13q14.1) y codifica para
un factor de transcripcion forkhead (subgrupo) FOXO. Tiene una importante funcion
en la regulacion de la gluconeogénesis, la glucogenolisis, y es fundamental en la
adipogénesis. Se regula principalmente a través de mecanismos de fosforilacion (Nakae
et al.2003, Rena et al. 1999). A partir del cDNA de ovarios de ratén de 23 dias de edad
se demostré la expresion especifica en el ovario de Foxol y Foxo4. De manera
especifica Foxol se localizd en las células de la granulosa de foliculos en crecimiento y
preovulatorios. Su expresion no es detectable en las células tecales, del cuerpo luteo y
en las células estromales. Foxo4 por el contrario muestro una alta expresion en las

celulas tecales (Richards et al.2002).

Foxol es selectivamente expresado en las células de la granulosa de foliculos en
crecimiento y esta regulado por hormonas. La FSH regula la transcripcion de Foxol en
las células de la granulosa. La FSH e IGF-1 estimulan la fosforilacion de Foxol via
PI3K lo que permite la distribucion de Foxol del nucleo al citoplasma en las células de
la granulosa (Richards et al.2002). El modelo murino Foxol™ indicé que los mutantes
no son viables (Hosaka et al. 2004).Se ha propuesto que FOXO1 sea un potencial gen
candidato asociado con FOP no- sindrdmica. Sin embrago, en un estudio realizado en

90 pacientes afectadas con FOP, a las cuales se les secuencio la region codificante
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completa del gen no se encontraron variantes de secuencia (Watkins et al. 2006). Se ha
planteado la posibilidad de realizar estos analisis en otras poblaciones (Laissue et al.
2008).

2.7.3.5.3 FOX0O4

FOXO4 fue descrito por primera vez por Parry et al. En 1994, a partir del clonaje y la
secuenciacion de la muestra de un paciente con leucemia linfocitica aguda que portaba
la translocacion t(X;11) (ql13;923). El gen implicado en el cromosoma X FOXO4
(AFX1) indic6 un alto grado de homologia con la familia de factores de transcripcion
forkhead por lo cual fue incluido como un nuevo miembro de esta familia (Parry et
al. 1994).

Borkhardt et al. En 1997 clonaron y caracterizaron el gen AFX1, en muestras de
pacientes con leucemia aguda. Mediante alineamientos de secuencia, los autores
confirmaron que FOXO4 (AFX1) era un miembro de la familia de genes forkhead
homologo en su secuencia de nucleotidos con FKHR (FOXO1) (Borkhardt et al.1997).

FOXO4 estd conformado por tres exones de 3301 pares de bases de longitud (Figura 5).
Este gen codifica para una proteina de 505 aminoacidos, que se compone de cuatro
dominios: un dominio forkhead DBD (figura 12) altamente conservado, una sefial de
localizacion nuclear (NLS), una secuencia de exportacion nuclear (NES) y un dominio
de transactivacion localizada en C-terminal (Weigelt et al. 2001).

Figura 11. Estructura del gen FOXO4.
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La familia de los factores de transcripcion forkhead se caracteriza por el motivo de
unién de ADN vy la subfamilia FOXO (forkhead box O) se caracteriza por la homologia

de secuencia con el dominio forkhead. EI DBD de FOXO4 es altamente conservado y al

44



igual que otros miembros de la subfamilia se une a la secuencia consenso 5'-
TTGTTTAC- 3"(Pulkki et al. 2012, van der Vos y Coffer, 2011).

El DBD de FOXO4, esta constituido por 207 residuos, un dominio C-terminal, el cual
tiene una funcién de regulacion, tres hélices (H1, H2 y H3) y una hélice H4 situada
entre H2 y H3. La hélice H3 es el elemento principal de reconocimiento del ADN, se
acopla en el surco mayor y proporciona todos los contactos especificos para la union
con el ADN. El dominio tiene tres hebras (S1, S2 y S3) y dos bucles (W1 y W2). El
bucle W1 junto con el N-terminal hace contactos con los grupos fosfato del ADN
(Figura 10). Las regiones H3, W1 y N-terminal del DBD de FOXO4 tienen la mayor
variabilidad de secuencia en relacion con el resto de dominios de los factores de
transcripcion forkhead, desempefiando posiblemente una funcion en la modulacion de la
especificidad de union al ADN. Todas las proteinas FOXO contienen una insercion de
cinco aminoéacidos (Lys - Gly - Asp -Ser - Asn) entre las hélices H2 y H3 en
comparacion con otras proteinas FOX. Esto sugiere que esta region participa en la
estabilizacion del complejo mediante una conformacién diferente dentro del surco
mayor del ADN (Boura et al. 2007, Boura et al. 2010).

Figura 12. Dominio de union al ADN (DBD) de FOXO4. (Tomado de Boura et al.
2010).
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Se han descrito dos isoformas de FOXO4 denominadas AFX a (505 aa) y AFX(
(450aa) Los tres sitios de fosforilacion que se han caracterizado en AFX a estan
conservados en AFX( y corresponden a Thr32, Serl42 y Ser207. Las dos isoformas
tienen capacidades de union al ADN similares, lo que indica que las diferencias entre

las dos secuencias de aminoacidos no altera la estructura del dominio forkhead.

AFX a es expresada en Corazon, cerebro, placenta, pulmoén, higado, mdsculo
esquelético, rifidn y pancreas, AFX( se encuentra sobre-expresada en el higado, los

riflones y el pancreas (Yang et al. 2002).

Los factores de transcripcion FOXO4 son regulados por varias modificaciones pos-

traduccionales que incluyen la fosforilacion, la acetilacion y la ubiquitinizacion.

En FOXO4 la fosforilacion es mediada por PKB/AKT1, inhibiendo la actividad
transcripcional y la relocalizacion del factor de transcripcion en el citoplasma. FOX04

Puede ser fosforilado en multiples sitios por NLK (Matsuzaki et al.2005).

AKT fosforila a FOXO4 en tres sitios: Thr28, Ser193 y Ser258. Estas fosforilaciones
conducen a la inhibicion de la actividad de FOXO4 debido a una disminucion de la
capacidad de union al ADN y a la relocalizacion del factor de transcripcién en el
citoplasma por la accion de la proteina 14-3-3 ( Kops et al.1999, Silhan et al. 2009).

La funcion de las proteinas 14-3-3 en la regulacion de los factores FOXO se realiza a
través de la inhibicion de su interaccion con el ADN blanco y bloqueando el NLS. la
Las proteinas 14-3-3 interacttan fisicamente con las proteinas FOXO4 fosforiladas
produciendo el blogueo de la unién al ADN (Obsilova et al. 2008, Silhan et al.2009).
En el citoplasma FOXO4 puede ser poli-ubiquitinizado por SKP2 lo que induce a su
degradacion proteolitica mediante el sistema ubiquitina-proteasoma (Calnan y Brunet,
2008).

El estrés oxidativo que induce altos niveles celulares de especies reactivas de oxigeno

(ROS), activan la accion de la kinasa JNK que fosforila a FOXO4 en los residuos
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Thrd447 y Thr451 generando la translocacién de este al nucleo y activando su capacidad
de unidn al ADN (Essers et al. 2004).

La acetilacion en FOXO4 es mediada por la via CREBBP/CBP, la cual es inducida por
estrés celular, actia inhibiendo la actividad transcripcional de FOXOA4. La
desacetilacion se da por accion de SIRT1 el cual es dependiente de NAD y actla

estimulando la actividad transcripcional (van der Horst A et al.2004).

La mono-ubiquitinizacion de FOXO4 es inducida por el estrés oxidativo, conduce a la
localizacion nuclear de FOXO4 y su activacion en la regulacion de la actividad
transcripcional. La de-ubiquinizacion ocurre por la accion de la enzima USP7/HAUSP
que ejerce una regulacion negativa sobre la actividad de FOXO4, translocandolo al

citoplasma e inhibiendo su actividad transcripcional (van der Horst A et al.2006).

Los factores FOXO tienen funciones esenciales en una variedad de procesos celulares
que incluyen proliferacion, apoptosis, autofagia, metabolismo, inflamacion y resistencia

a estrés (van der VVos y Coffer, 2011).

La regulacion del ciclo celular es una de las principales funciones de los factores
FOXOs. Estos factores se encargan de modular la transicion de la fase G1 ala fase Sy
de la G2 a M mediante la regulacién de la expresion de mdltiples genes que actuan

como reguladores esenciales del ciclo celular (Ho et al. 2008).

Medema et al. En el 2000 demostraron que la sobreexpresion de FOXO4 provoco la
supresion del crecimiento en las lineas celulares Al14, U20S y Jurkat. FOXO4 mutante
tenia una alteracion en los sitios de fosforilacion y produjo un efecto de induccion de
arresto celular en la fase G1 en las tres lineas celulares analizadas. Este efecto fue
dependiente de la expresion del inhibidor del ciclo celular p27. FOXO4 activa
transcripcionalmente a p27. FOXO04 es esencial en la regulacién de la proliferacion
celular, el gen p27 es un blanco de FOXO4 vy el arresto en G1 inducido por la accion de
FOXO04 mutante es un paso que precede a la apoptosis (Medema et al.2000).
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Pisarka et al. En 2009 identificaron la expresion de FOXO1, FOXO3 y FOXO4 en las
células MGCs (human luteinized mural granulosa cells) lo que sugiere que estos
factores de transcripcion pueden estar involucrados en regulacion de procesos de

foliculogenésis (Pisarska et al.2009).

Richards et al. En 2002 identificaron mediante RT-PCR transcritos de Foxo4 en
muestras de RNA total de ovarios de ratones de 23 dias de edad. Mediante anélisis de
hibridacion in situ los autores identificaron una alta expresion que Foxo4 en las células
tecales y las células de la granulosa del cuerpo liteo. Los ratones KO Foxo4™
mostraron incremento en la expresion de Sgk que llevo a una diferenciacion de las
células de la granulosa en células luteales que no se dividian. Foxo4 puede ser blanco de

Sgk en las células luteales (Richards et al.2002).

Modelos animales en FOXO4, han demostrado una asociacion de este con procesos de

envejecimiento y respuesta a estrés oxidativo.

Hosaka et al. En 2004 identificaron que el fenotipo en Caenorhabditis elegans para
daf16 7 cuyos genes homélogos en humanos incluyen FOXO1, FOXO3 y FOX04, se
hace mas evidente en condiciones no fisioldgicas. La reduccion de la actividad de daf16
acelera el envejecimiento de tejidos y acorta la vida util y su sobreexpresion extiende la
vida datil, concluyendo que este gen contribuye a la activacion de genes, que promueven
la longevidad (Hosaka et al. 2004, Hsu et al. 2003).

Furuyama et al. En 2002 midieron los niveles de expresion de Foxo3 y Foxo4, en el
musculos de ratas, evidenciando que la expresion de estos dos genes se da en funcién de
la edad, alcanzando un maximo de expresion a los 6 y 12 meses, respectivamente, con
estos hallazgos se plantea la posibilidad de que la regulacion de los niveles de FOXO

pueden afectar la longevidad en los mamiferos (Furuyama et al.2002).
Tothova y Gilliland, en 2007 reportaron que los ratones Foxol/3/4” presentaron un

incremento en el nimero de progenitores mieloides en la sangre periférica y una

reduccion en el nimero de células madre hematopoyéticas (HSC) en la médula 6sea. El
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andlisis de HSC en los animales deficientes para los tres genes Foxo indicO un
incremento en los niveles de ROS y de la apoptosis. Este hallazgo demostr6 la
importancia de la accidn de Foxos en la respuesta a estrés oxidativo y a la supervivencia

del sistema hematopoyético (Tothova y Gilliland, 2007).

Estos modelos animales muestran una asociacion de los factores FOXO con procesos de
envejecimiento, y plantea la posibilidad de un papel crucial del gen FOXO4 en la
regulacién de procesos de detoxificacion de ROS. Variaciones en la secuencia de
FOXO4 puede alterar su actividad sobre la regulacion de genes blanco esenciales para el

ovario, conllevar a un envejecimiento prematuro del ovario y ocasionar FOP.

3. HIPOTESIS

1. Los factores de transcripcion forkhead juegan un papel importante en procesos de
longevidad y envejecimiento, estudios en el gen FOXO4 a partir de modelos animales,
se ha relacionado con procesos de envejecimiento.

¢Las variaciones en la secuencia de FOXO4 podrian estar relacionadas con un proceso

de envejecimiento ovéarico prematuro y ser la causa de FOP?

2. Se ha demostrado la expresion de FOXO4 en células de la granulosa en humanos y en
ratones inmaduros.
¢Las variaciones de secuencia en la region codificante del gen FOXO4 son una causa

de la generacion de la FOP?
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4. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analisis del gen FOXO4 en pacientes con FOP no-sindronica e idiopatica a partir de la

secuenciacion completa de este en muestras de ADN de pacientes de Tunez, con el fin

de establecer si este gen esta involucrado como causa comun de la FOP.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Establecer si las variantes de secuencia en el gen FOXO4 son una causa comun de
FOP.

e Establecer las frecuencias de las variantes de secuencia encontradas en el gen

FOXO4 en mujeres con FOP, al igual que en el grupo control.
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5.  MATERIALES Y METODOS

5.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de pacientes para el analisis del gen FOXO4 correspondi6 a 116 mujeres
de Tunez con diagndstico de FOP idiopatica. EI grupo control estuvo conformado por
143 mujeres procedentes de Tanez sin evidencia clinica de FOP.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSION

5.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION GRUPO DE CASOS (FOP):

Mujeres menores de 40 afios con amenorrea primaria 0 secundaria mayor a 6 meses,

cariotipo normal 46, XX y niveles séricos de FSH mayores de 40 Ul/ml.

5.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION PARA EL GRUPO DE CONTROLES

Mujeres mayores de 50 afios, con menopausia luego de los 48 afios, con al menos un

hijo nacido vivo y sin antecedentes de disfunciones reproductivas.

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

Presentar antecedentes clinicos de cirugia en la cavidad pélvica, enfermedad
autoinmune, tratamiento previo de cancer (quimio o radioterapia), cariotipo anormal o
hipotiroidismo.

5.4 COMITE DE ETICA

El estudio fue aprobado por el comité de ética de cada institucion participante

(Universidad del Rosario en Bogota, Colombia y el Hospital Farhat Hached University

51



Teaching en Sousse, TUnez).

5.5 EXTRACCION DE ADN

El ADN genomico de los pacientes y los controles se obtuvo de muestras de sangre total
por la técnica de extraccion salting out. En un tubo falcon de 15 ml, se midieron 6.0 ml
de buffer de lisis de glébulos rojos y sobre este se adicionaron 5 ml de sangre total.
Luego de centrifugacion, se descartd el sobrenadante y conservo el pellet. Se agregaron
2.5 ml de una soluciéon de lisis celular y se adicionaron 10 pl de proteinasa K
(10mg/ml). Se incubé por cuatro 4 horas a 55°C. Transcurrido este tiempo se afiadio a
cada tubo 800 pl de solucion precipitante de proteinas para luego centrifugar.
Finalmente, todo el sobrenadante fue vertido sobre un tubo de 15 ml que contenia 2.4
ml de isopropanol frio. Se dejé en reposo 5 minutos. Utilizando una pipeta pasteur de
vidrio se extrajo el ADN vy fue suspendido en 300ul de TE 1X. Todas las muestras de
ADN fueron cuantificadas mediante espectrofotometria usando nanodrop 2000c
(ThermoScientific). La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en

agarosa, usando geles al 1.5% Yy tefiidos con bromuro de etidio.

5.6 DISENO DE PRIMERS

El disefio de primers para amplificar los tres exones del gen FOXO4 se realiz6 de
acuerdo a la secuencia wild type (NM_005938.3). Se disefiaron dos pares de primers
para cada fragmento gendmico. Los primers de PCR se disefiaron fuera de la region
codificante para poder secuenciar todo el marco abierto de lectura del gen, para la
secuenciacion se disefié un primer interno de secuenciacion para cada fragmento, los
primers se verificaron por medio de BLASTN para asegurar que no fueran

complementarios a otras secuencias del genoma (Tabla 3).
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Tabla 1. Primers FOXO4.

NOMBRE DEL
PRIMER
hFOX4Ex1-1AF
hFOX4Ex1-1AR
hFOX4Ex1-SeqlF
hFOX4Ex1-Seq2F

hFOX4Ex2-1AR
hFOX4Ex2-SeqlF

hFOX4Ex2-Seq3F
hFOX4Ex2-Seq3R
hFOX4Ex2-1AR

hFOX4Ex3-1AF
hFOX4Ex3-1AR
hFOX4Ex3-SeqlF

SECUENCIA DEL PRIMER

5’- GAAGGGACAGCTTAGGGACTAGC-3"
5’- AAGCACCGAGTGTGGCATATACT-3"
5’-GGCCCTCGATGCTTCCCCCCTGAG-3
5’-GCCCTCTCGGCTCCCAGAGCCGG-3°

5’-GCTCTGGCTACCACTTGTCCTAA-3"
5’-CATCAGGGTCCAGCATCCTCTTAG-3

5’- CATTCTGTCCCAGGCTCCGACTC -3
5’- GGGGTGTGAGCACAGGAGTCCC-3
5’-GCTCTGGCTACCACTTGTCCTAA-3"

5’-CCTGCAAGGTAGCACAGAAAAG-3”
5’-CAGACCCCACCCTAGCTCTAAA-3"
5’-GTATGTGTATGGAAGCGGGTTAG-3"

5.7 AMPLIFICACION DEL ADN

LOCALIZACION

exonl (amplificacion)

exonl (secuencia)

Exon 2

(amplificacion)

exon 2

(secuencia)

Exon 3
(amplificacion)
exon 3

(secuencia)

TAMANO
AMPLICON

836 pb

1264 pb

270 pb

La region codificante completa del gen FOXO4, fue amplificada por PCR, de acuerdo a

los primers mencionados en la tabla 3. La reaccién de PCR se realizé con GoTaq Green

Master Mix (Promega) con un volumen final de 25 ul con una concentracion de ADN

de 100ng. Se utiliz6 1mM de cada uno de los primers y agua hasta completar 25 ul. Para

los blancos de amplificacion se utilizo una reaccion de PCR con GoTaq Green Master

Mix (Promega) con un volumen final de 25 pl, con 1 ul de agua. Se utiliz6 0.8 uM de

cada primer y agua hasta completar 25ul, se realizd un blanco por cada exdn. La

reaccion de amplificacién se llevd a cabo en un termociclador MJ Research PTC-100

con un programa especifico para cada exon del gen FOXO4 (Tabla 4).
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Tabla 2. Programa de PCR FOXOA4.

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Paso Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 10 Minutos 95°C 10 Minutos 95 °C 10 Minutos 95 °C
inicial
Desnaturalizacién 40 Segundos 95 °C 40 Segundos 95 °C 40 Segundos 95°C
Anillaje 30 Segundos 64 °C 40 Segundos 57 °C 40 Segundos 63 °C
Extension 40 Segundos 72°C 1.15 Minutos 72°C 40 Segundos 72°C
Extension Final 10 Minutos 72 °C 10 Minutos 72 °C 10 Minutos 72 °C
Numero de ciclos 85 35 35

5.8 DETECCION AMPLIFICACION DEL ADN

Para la deteccidon de los productos amplificados se realizo una electroforesis con un gel
de agarosa al 1%, se verificaron los tamafios de los productos amplificados con un
patron de peso molecular de 50 pb (Invitrogen), y se evidenciaron los blancos de

amplificacion para cada exon del gen.

5.9 SECUENCIACION DIRECTA

Los amplicones fueron purificados por medio de fosfatasa alcalina y exonucleasa | y
secuenciados directamente en la totalidad de su longitud con primers de secuenciacion
(tabla 3). Aquellas secuencias que no cumplian con los estandares de calidad fueron

amplificadas y secuenciadas nuevamente.

5.10 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Las secuencias de los pacientes y controles fueron comparadas con las secuencias wild
type de FOXO4 (NM_005938.3) por medio del programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Las variantes de secuencia halladas en casos y controles fueron filtradas en doSNP para

corroborar si habian sido previamente descritas.
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Las secuencias fueron analizadas en el software
Human Splicing Finder (www.umd.be/HSF/), con el fin de predecir in silico

potenciales alteraciones de splicing .

6. RESULTADOS

En la secuenciacion de la region codificante de FOXO4 no se identificaron variantes de
secuencia. Sin embargo, dado que el disefio de los primers involucraba las uniones
intron-exén se identificd la variante IVS2+41T>G (rs5980742), localizada en el intron
2 (Figura 11).

Figura 12. Cromatograma de la variante (IVS2 + 41T > G) en estado heterocigoto.
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La frecuencia alélica entre casos y controles no indic6 una diferencia significativa
(Tabla 5).

Tabla 3. Andlisis de secuencia del gen FOXO4: Frecuencias alélicas de la variante
IVS2+41T>G (rs5980742).

Variante de secuencia Frecuencias alélicas

Pacientes FOP (n = 116) | Controles (n = 143)

G T G T
IVS2+41T>G 0.65 0.35 0.65 0.35

(151 alelos) | (81 alelos) | (185 alelos) | (101 alelos)

La variante intronica (IVS2+41T>G), ha sido reportada previamente en las bases de
datos publicas de SNPs (rs5980742).
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Los andlisis in silico de esta variante no revelaron alteraciones de splicing (Figura 12).

No se identificaron variantes de secuencia adicionales en casos y controles.

Figura 13. Resultado prediccion in silico IVS2+41T>G (Human Splicing Finder).
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Reference SEqUENCE Foxoa Gene » METONN00IT290 Tansodpt

1:':191'::1':: agggtccags abtcckobtagy acktbgaccgc tggocackga cocbccocktac agbacctcac goccckbboc bgocatcbot gocockhocag
101 RACTCEATOC GUOACAACCT GTCOCOTHCAD AFCAAGTTCA TCAAGGTTCA CAAIGAGGIC ACCEGCAAAAL GUTCTTGETE FATGLTHAAD CLTGAFGFEAG
I GrAMFAGOGE CRAAGCCCCE CECCGCOGEEE COGCCTCOCAT GEATAGCAGC AGCAAGCTED TCOGGEGICE CAGTARAGCC CCCARGAAGE ARCCATCTGT
01 GOTECCARCT CCACCCRAAE GTGCCACTCC AACEAGCCCT GTCEGCCACT TTECCAAGTG GTCAGECAGD CCTTRCTOTC GARACCETGA AFAAGCCEAT
401 ATETEEACCA COTTOCRTCD ACGAAGCAGT TCARATGECCA GCAGTETCAG CACCCEGLTE TCOCCOTTGRA GROCAGAGTC TEAGETGOTE GOGGAGEAAA
S01TACCAGCTTEC AFTCAGCAGT TATGCAGEGE GTGETCCOTCC CACCCTCART GAAGGTCTAG AGCTETTARA THEECTCAAT CTCACCTCTT CCCATTCOCT
601 GCTATCTOGE AFTEETCTCT CTHEECTTCTE TTTECAFCAT CCTEFEETTA COGECCCCTT ACACACCTAC AGCAGCTCCC TTTTCAGCCD AGCAFAGGGE
T CCOCTETOAR CAFGFAGAAGE GTGOTTOTCC AFCTCCCAGE CTCTGRAGEC CCTECTCACC TCTEATACED CACCACCOOC THCOTEACETC CTCATGACCO
801 AGETAGATCC CATTOTETCC CAGGRCTCCOGA CTCTTCTGTT GOTEGEEEEFEE CTTCOCTTCOT CCAGTAAGCT GEROCACGEGD GTOGFECCTGT GTCCCAARCD
001 COTARAGECT CCAGECCCCA GOAGTCTGET TOCCACCCTT TCTATGATAGF CACCACCTOC AGTCATGRCA AGTGCCOCCCA TCCOCCAAGGD TOTGEGEACT
1001 COTETEOTCA CACCCCOTAD TEAAGLTHCA AGCCAAFACA GAATGOCTCA GERATCTAGAT CTTGATATGT ATATEFAFAL COTGEAGTGT GACATGEATA
101 ACATCATCAG TEACCTCATG GATGAGGELG AGGEACTGGA CTTCAACTTT GAGCCAGOEA caghaccece taatcdcede ageaceteat agectattac
1201 cactcctagy tgoccageota ghcccatgat chEgggogaag gogagattta ggacaag

Total sequence length: 1257 nucleatidas

Mulank SeqUENCE Subsbubion at posibon 1192 (G

lctagatcates agggbccags abocbobbag ackbgaccgs BJocactga coboooobdc aghacobodc goooobbbos bgocatobob gooochocag
101 AACTCGEATCOC GOCACAACCT GTCCCTECAC AGCAAGTTCA TCAAGETTCA CAACGAGGCC ACCGGCAAAL GUTCTTGETG GATGCTGAAD COTGAGGGAG
01 GCAAGAGCGE CAAAGCCCCD CGOCGCCGEE COGOOTCCAT GEATAGCAGD AGCAAGCTEC TOCGGGGCCG CAGTAAAGCD CCOCAAGAAGA AACCATCTGT
301 GOTGECCAGCT CCACCCEAAE GTGECCACTCD AACGAGCCCT GTCGECCACT TTECCAAGTG GTCAGGCAGD COTTGOTOTC GAAACCETGA AGAAGCCGAT
A1 ATETEEACCA COTTOCETON ACGAAGCAGT TCAARATGCCA GLAGTGTCAG CACCCGEITG TOOCCCTTGA GECCAGAGTC TEAGETECTE GLGEAGGAAL
SO1TACCAGCTTC AGTCAGCAGT TATGCAGGGE GTGETCCCTCC CACCOTCAAT GAAGGTCTAG AGCTGTTAGA TEEGCTCAAT CTCACCTCTT COCATTOCCT
G01 GCTATCTOGE AGTGEETOTCT CTGEGECTTCTE TTTECAGCAT CCTEEGETTA COGECCCCTT ACACACCTAD AGCAGCTCOCC TTTTCAGCCED AGCAGAGGGE
YOI CCCCTETCAG CAGGAGAAGE GTGECTTOTCD AGCTCOCCAGE CTCTEGAGGD CCTECTCACC TOTEATACGD CACCACCOCD TECTGACGTC CTCATGACCE
801 AEET AGATCC CATTCTETCD CAGGCTCCGA CTCTTOTGTT GOTGGEGGGGE CTTOCTTOCT CCAGTAAGCT GECCACGEGD GTCGGECCTGT GTCCCAAGCD
01 COTAGAGECT CCAGGCCCCA GCAGTCOTGET TCCCACCCTT TCTATGATAR CACCACCTOC AGTCATGECA AGTGCOCCCCA TOCCCAAGGED TOTGGGEACT
1001 COTGETECTCA CACCOOCTAD TEAAGCTGCA AGCCAAGACA GAATGCCTCA GGATCTAGAT CTTGATATGT ATATGGAGAA CCTGGAGTGT GACATGEGATA
101 ACATCATCAF TRACCTCATG GATRARGFFCE AFFFACTEFA CTTCAACTTT GAGCCAGgba caghaccccc taabcaccads ageacchbeat agoctatBac
1201 cacktcctagy tgoccagoka ghcccatgat chgggogadg gggagabtta ggacaag

Total sequence length: 1257 nucleatidas

« It ateed DBt

Ihus table shows anly relewant results relsted to the mutation postion and context.
The mutation ocurs inthe deep intronic positions, the follawing table show resuts of splicing and ausdliary sites that could be sreated by the mutation

Ha zignificant zplicing matif sltarstion detectad.
Thi# mutation hag probably no impact on plicing.

Los presentes resultados se encuentran publicados en:
Fonseca DJ, Garzén E, LakhalB, Braham R, Ojeda D, Elhgezal H, Saad A, Restrepo

CM and Laissue P. Screening for mutations of the FOXO4 gene in premature ovarian
failure patients.Reproductive Biomedicine Online. 2012. 24: 339-341(Anexol).
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6.1 DISCUSION

La FOP es una patologia frecuente que conduce a infertilidad. Se estima que entre el 1%
y el 3% de las mujeres sufren de esta enfermedad (Coulam et al. 1986, Conway et al.
2000). La alta incidencia de casos idiopéaticos (60%), sugieren como causa factores
genéticos. En los Ultimos afios se han descrito nuevos genes candidatos del fenotipo de
la FOP, entre estos miembros de la familia de factores de transcripcion forkhead
subfamilia FOXO. Estos factores de transcripcion promueven una variedad de
respuestas celulares, incluyendo la detencion del ciclo celular, la resistencia al estrés
oxidativo, apoptosis, mediante la modulacién de una serie de genes blanco especificos.

Modelos animales en FOXO4, han permitido dilucidar su funcién durante los procesos
de longevidad o envejecimiento, a través de la regulacion de ROS. La regulacion entre
FOXO, SIRT1, y p53, estdn implicados en longevidad y envejecimiento, se ha
demostrado que p53 acelera el envejecimiento, inhibiendo la actividad de los factores
FOXO y la expresion de SIRT1. p53 inhibe la funcion de los factores FOXO mediante
la induccidn de la proteina quinasa SGK, lo que resulta en la fosforilacién de FOXO y
en la relocalizacion de FOXO desde el nucleo hasta el citoplasma (You et al.
2004). Ratones con mutaciones en el gen p53 muestran una reduccién de la vida util en
un 19% y presentan signos de envejecimiento prematuro (Tyner et al.2002). Mutaciones
en el gen FOXO4 podrian generar inhibicion en su funcion y regulacién con genes

blanco ocasionando envejecimiento prematuro.

El presente trabajo es el primer estudio de mutaciones del gen FOXO4 en mujeres
afectadas por FOP. La expresion de este gen en células de la granulosa en ratones y
humanos, asi como su papel en la via molecular PI3K / Akt / CDKN1B, sugiere un
papel funcional durante la fisiologia ovarica (Pisarska et al. 2009, Rajareddy et al.
2007, Richards et al. 2002 y Tran et al. 2003).

El grupo de investigacion Geniuros reportd una variante en la secuencia de CDKN1B
posiblemente asociada a FOP idiopatica (Ojeda et al., 2011). Este contexto permitid
plantear que las variaciones en la secuencia de FOXO4 pueden alterar su actividad sobre

la regulacion de genes blanco esenciales para el ovario, la regulacion de procesos de
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detoxificacion de ROS o el envejecimeinto prematura del ovario, eventos relacionados
al desarrollo de FOP.

Teniendo en cuenta los blancos directos de FOXO4, su expresion en ovario y relacion
directa con procesos de envejecimiento se propone a este gen como un posible causal
de FOP. Sin embargo, la variante intronica encontrada en la poblacion de estudio (IVS2
+ 41T> G) no esté relacionada con la etiologia de la enfermedad, fue identificada en el
grupo de pacientes con FOP y el grupo control. La frecuencia alélica para la variante
IVS2 + 41T>G en la poblacion de Tunez para el alelo G (alelo polimoérfico) es del 65 %
y para el alelo T (alelo wild type) es del 35% en casos y controles , la frecuencia alélica
del alelo wild type es menor que la del alelo polimorfico al igual que en otras
poblaciones africanas en donde la frecuencia del alelo G (polimorfico) es mayor entre
un 68% a 97% con respecto a las frecuencias del alelo T (Wild type), en las poblaciones
asiaticas y europeas la frecuencia del alelo T (Wild type) es mayor entre un 57% a 72%
con respecto al alelo G (polimorfico). Las diferencias en las frecuencias alélicas para
esta variante confirman que la composicién étnica debe ser considerada al momento de

evaluar la presencia de polimorfismos en una poblacion.

A partir del programa Human splicing Finder, el cual permite realizar la prediccién de
nuevos sitios de splicing, identificando enhancer de empalme exoénico (ESE) y
silenciadores de empalme exdnico (ESE), se realizo el analisis en silico de la variante
IVS2 + 41T>G, encontrando que no se genera ninguna alteracion significativa que

pueda afectar el splicing, por lo cual no sugiere un posible efecto patogénico.

Se han propuesto una cantidad significativa de genes candidato para la etiologia de la
FOP. Sin embargo con las nuevas técnicas de secuenciacion de siguiente generacion o
NGS (Next Generation Sequencing) han permitido la identificacién de variaciones en la
secuencia de genes responsables de patologias monogénicas, y la basqueda de multiples

variaciones del genoma asociadas a patologias complejas.
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6.2 CONCLUSION

Con los resultados obtenidos se concluyo que mutaciones en la region codificante
del gen FOXO4 no son una causa comun de FOP en mujeres de origen tunecino. Sin
embargo, este estudio no descarta el hallazgo de variantes potencialmente patogénicas o

en la regién promotora en otros grupos étnicos en mujeres con FOP.

6.3 PERSPECTIVAS

El grupo de investigacion Geniuros, estd en la constante identificacion de nuevas
mutaciones y genes causales de FOP, con la ayuda de técnicas de secuenciacion a gran
escala y la validacion de estas por estudios funcionales con el fin de dilucidar las vias

moleculares implicadas en la FOP.

Con respecto al gen FOXO4, es importante analizar posibles mutaciones a nivel del
promotor en la poblacién tunecina, y en otras poblaciones, para determinar un efecto
deletéreo en esta region del gen que pueda estar asociada con la etiologia de la FOP, asi
mismo realizar la basqueda de mutaciones de este gen en otros grupos étnicos, y

determinar nuevos genes blancos de FOXO4 implicados en la foliculogénesis.
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mutations in autosomal and X-linked genes, have been iden-
tified as causative of the phenotype. In recent years, the
study of genes that encode proteins which belong to the
forkhead (fkh) family of transcription factors has demon-
strated its crucial role in several mice and human physiolog-
ical processes, including gonadal development and fertility
(Benayoun et al., 2011). Fkh factors share a highly con-
served ~100 amino acid region, the forkhead domain,
responsible of the identification and binding to specific
DMA sequences located on the promoter regions of target
genes. In the ovarian context, FOXL2, FOXET, and members
of the FOXO subfamily have been implicated in normal and
pathological conditions. Mutations in FOXL2 have been
related to the aetiology of an autosomal dominant disease:
the blepharophimosis, ptosis, epicantus-invesrus syndrome
(BPES; De Baere et al., 2009). BPES is characterized by eye-
lid abnormalities associated (BPES type I) or not (BPES type
Il} with POF. In addition, FOXL2 mutations have been
reported in non-syndromic POF cases (Harris et al., 2002).
These findings are consistent with those observed in
Fox(2~’/~ mice models, in which morphological granulosa
cell impairment and premature massive follicle atresia were
observed (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004). Some evi-
dences pinpoint FOXET as a potential genetic factor related
to POF origin, since length variation of its polyalanine tract
seems to predispose to the disease (Watkins et al., 2006a).
Additional studies suggest that a subset of ROS (reactive
oxygen species) genes is regulated by members of the FOXO
subfamily (Tothova and Gilliland, 2007). It has been pro-
posed that these molecules may have a regulatory role dur-
ing oocyte maturation and folliculogenesis (Agarwal et al.,
2005). Among members of the FOXO subfamily, FOXO3A
and FOXO1 have been particularly well studied in mamma-
lian reproduction, since they have been related to ovulation
and oocyte maturation in mice and humans. Foxo3a™'~
female mice showed massive follicular activation leading
to premature depletion of follicles and infertility (Castrillon
et al., 2003). FOXO34A and FOXO1 screening for mutations
led to the identification of sequence variants potentially
related to POF aetiology (Wang et al., 2010; Watkins
et al., 2006b).

Concerning FOX04, it has been shown that it is expressed
in the granulosa cells of the immature mice, as well as in
human luteinized mural granulosa cells (Pisarska et al.,
2009; Richards et al., 2002). At molecular level, conserved
Foxo4 serine/threonine residues are directly phosphorylated
by the PI3K/Akt pathway, which leads to its release from
DNA and its retention within the cytoplasm (Tran et al.,
2003). In this environment, Foxo4 transcriptional effects
are silenced, suppressing the expression of target genes such
as Cdkn1b (also known as p27), a negative regulator of the
cell cycle. Interestingly, the expressional maintenance of
Cdkn1bin a mouse model, constitutively expressing Foxo3a
in oocytes, is related to infertility due to a follicular growth
delay (Liu et al., 2007). Conversely, p27~'~ animals show a
premature follicular stock overactivation leading to ovarian
dysfunction (Rajareddy et al., 2007). Recently, Ojeda et al.
(2011) identified the first COKN 1B sequence variation, which
could explain some cases of idiopathic POF. In this context,
FOX04 sequence variations could alter its transcriptional
activity on key target ovarian genes, conducing to premature
ageing of the ovary and POF.

62

Materials and methods

In order to establish whether FOX04 sequence variants are a
common cause of idiopathic POF, this study analysed its
complete open reading frame in a panel of 116 POF patients
who attended the Farhat Hached University Teaching Hospi-
tal, (Sousse, Tunisia). Inclusion criteria were primary or sec-
ondary amenorrhoea occurring before the age of 40, normal
46, %X karyotype and elevated plasma concentrations of FSH
(>401U/l). Patients presenting clinical antecedents of
pelvic surgery, autoimmune diseases and anticancer treat-
ments were excluded. The control group population was
composed of 143 women over 50 years old, having at least
one child and lacking antecedents of reproductive dysfunc-
tions. These individuals were of Tunisian origin and dis-
played regular menstrual cycles ranging from 28 to
32 days. The study was approved by the local Review Board
of each participant institution (El Rosario University at
Bogota, Colombia and the Farhat Hached University Teach-
ing Hospital at Sousse, Tunisia). Genomic DNA from patients
and controls was obtained from whole blood samples using
the standard phenol/chloroform procedure. The complete
coding region of the gene (three exons) was amplified by
PCR using exon-flanking primers (primer sequences and
PCR conditions are shown in Supplementary Tables 1 and
2, available online only). Each amplicon was purified using
exonuclease | and shrimp alkaline phosphatase and subse-
quently sequenced with internal primers. Sequences were
aligned and compared with that of the FOX04 wild-type ver-
sion (NM_005938.3). Human Splicing Finder software
(www.umd.be/HSF/) was used to predict potential splicing
alterations. Mo further molecular genetic studies were per-
formed in the POF patients.

Results

Since this study amplified and sequenced the coding region
of the gene using exon-flanking oligonucleotides, it was able
to identify the IVS2 + 41T = G sequence variant located on
the second intron of the gene. Allelic frequencies did not
significantly differ between POF and control group patients
(0.65 versus 0.65 of the G allele and 0.35 versus 0.35 of the
T allele, respectively) (Table 1). This nucleotide change
was previously reported in public databases of SNPs
(rs5980742). The NCBI-SNP database (www.ncbi.nlm.nih.
gov/SNP) shows dissimilar allele frequencies of this variant
in samples from European, Asian and Mexican origin. Indi-
viduals from ethnic groups similar to those described in
our study have not been reported. In silico analysis of this
variant did not reveal splicing changes. No further FOX04
sequence variants were found in these POF and control
populations.

Discussion

The present work constitutes the first screening of
mutations of the FOX04 gene in women affected by ovarian
dysfunction. The strong expression of this gene in mice and
human granulosa cells, as well as its role into
PI3K/Akt/Cdkn1b molecular pathway, suggests a functional
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Table 1 Sequencing analysis of the FOX04 gene: allele frequencies of the IV52+41T>G sequence variant.

Allele frequencies
POF patients (n=116)

Sequence variation

Controls (n=143)

G T

G T

N2+ 41T>G 0.65 (151 alleles)

0.35 (81 alleles) 0.65 (185 alleles) 0.35 (101 alleles)

role during ovarian physiology (Pisarska et al., 2009; Rajar-
eddy et al., 2007; Richards et al., 2002; Tran et al., 2003).
The implication of FOXO factors during ageing processes, via
ROS regulation, underlies the potential role of FOX04 during
ovarian dysfunction and POF. However, the intronic
IV52 + 41T > G variant described here is not related to the
aetiology of the disease, since it was identified in both
POF and control groups at similar allele frequencies. Fur-
thermore, in-silico analysis does not suggest a potential del-
eterious effect.

Thus, in conclusion, mutations in the coding region of
FOX04 should not be a common cause of POF in women of
Tunisian origin. However, this study cannot exclude that
FOX04 dysfunctions, originating from open reading frame
or promoter sequence variations, might be associated to
the pathogenesis of the disease in other ethnical groups.
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