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1. Resumen

La falla ovarica prematura (FOP) afecta al 19%-2% de las mujeres menores de 40 anos.
Se caracteriza por presencia de amenorrea y niveles elevados de gonadotropinas. En un
estudio reciente, mediante un experimento de secuenciacion de NGS de 70 genes
candidatos, se encontraron las variantes heterocigotas ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y
¢.526T>C (p.Ser176Pro) en el gen LHCGR. Variantes en este gen han sido previamente

relacionadas con la FOP.

El objetivo de la presente tesis fue evaluar el potencial impacto funcional de las
variantes identificadas mediante ensayos in vitro. Inicialmente, se determind si las
variantes encontradas afectaban la localizacion subcelular. Posteriormente, se evalud si
estas variantes tenian un efecto deletéreo en la produccion de cAMP y por lo tanto, en la
transduccion de la sefial corriente abajo. Para esto se cotransfectaron la condicion WT o
las condiciones mutantes (LHCGR-N99S o LHCGR-S176P) con un plasmido reportero
de cAMP. La mediciéon del cAMP se realizd luego de la estimulacion con hCG,
mediante un ensayo reportero de luciferasa. Se encontrdé que la localizacion subcelular
fue similar entre la condicion WT y las condiciones mutantes. Sin embargo, en las
condiciones mutantes se observd que hubo un incremento significativo en imagenes
similares a agregados. También, se identifico que estas variantes no afectaron la
sefalizacion mediada por la hCG. Con los ensayos funcionales realizados no se pudo
determinar de manera directa que las variantes analizadas tuvieran un efecto deletéreo.
No obstante, considerando que la FOP es una patologia de origen poligénico, no se

descarta la posibilidad que las variantes c¢.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C



(p.Ser176Pro) tuvieran un efecto aditivo minimo y estuvieran relacionadas con su

etiologia.

2. Introduccion

La falla ovarica prematura (FOP), es una de las principales causas de infertilidad
humana ya que puede afectar aproximadamente al 1%-2% de la poblacion femenina
antes de los 40 anos. Se ha encontrado que enfermedades autoinmunes y metabdlicas,
causas iatrogénicas, agentes infecciosos y ambientales, y factores genéticos contribuyen
a la etiologia de la FOP. Sin embargo, méas del 50% de los casos son idiopaticos, lo que
sugiere que existen causas genéticas y epigenéticas aun desconocidas. El gen LHCGR
ha sido relacionado con la FOP por su importante funcion en la maduracion folicular, en
la esteroidogenesis gonadal, en la ovulacion y en la formacion del cuerpo luteo. No
obstante, pocas variantes en este gen, encontradas por secuenciacion directa, han sido
validadas por estudios funcionales in vifro como causales de esta patologia.
Recientemente, nuestro grupo encontr6 por medio de la NGS, las variantes
heterocigotas ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C (p.Ser176Pro) en el gen LHCGR. A
través de analisis in silico previos, se encontrd que estas variantes eran potencialmente
patogénicas. Ademads, en una de las pacientes portadoras de la variante c.296A>G
(p.-Asn99Ser), también se encontrd la variante c.2960C>T (p.Ser987Phe) en el gen
BMPR2, lo que apoya la idea de la naturaleza poligénica de la FOP. Por lo tanto, en el
presente estudio, mediante ensayos in vitro, se quiso determinar el impacto funcional de

estas variantes encontradas en pacientes con esta patologia.



3. Marco Teorico

3.1 Foliculogénesis

3.1.1 Desarrollo folicular

La foliculogénesis se inicia con la formacion del foliculo primordial. Esta estructura se
desarrolla cuando los oocitos, retenidos en la profase I de la meiosis, son rodeados por
células somaticas aplanadas conocidas como células de la pre-granulosa (Fig. 1) (Edson
et al., 2009; Hirshfield, 1991; Matzuk et al., 2002; McGee & Hsueh, 2000; Oktem &
Urman, 2010). Aquellos oocitos que no son rodeados por estas células, sufren apoptosis
y los que sobreviven se convierten en foliculos primordiales formando el pool que va
determinar la vida reproductiva de la mujer (Fig. 1) (Edson et al., 2009; McGee &
Hsueh, 2000; Oktem & Urman, 2010). Estos foliculos comienzan a ser visibles en la
semana 20 de gestacion y permanecen en quiescencia por meses o afios (McGee &
Hsueh, 2000). Factores intraovaricos y una comunicacion bidireccional entre el oocito y
las células somaticas estimulan, progresivamente, algunos de estos foliculos
primordiales a iniciar la etapa de crecimiento (Edson et al., 2009; McGee & Hsueh,
2000; Kim, 2012). En la etapa de crecimiento, el oocito y los foliculos incrementan de
tamafio, desarrollandose los foliculos primarios, secundarios, pre- antrales y antrales
(Fig. 1) (Fortune, 1994; Hirshfield, 1991; Matzuk et al., 2002; McGee & Hsueh, 2000).
Los foliculos primarios se forman cuando, en aquellos foliculos primordiales activados
para iniciar la etapa de crecimiento, las células aplanadas de la pre-granulosa se
transforman en células cuboides y proliferativas (Fig. 1) (Hirshfield, 1991; Matzuk et
al., 2002; Oktem & Urman, 2010). Estos foliculos, en la especie humana son

observados en la semana 24 de gestacion (McGee & Hsueh, 2000). Cuando las células



de la granulosa comienzan a proliferar, el oocito es rodeado por mas de una capa de
estas células, desarrollandose el foliculo secundario (Fig. 1) (Edson et al., 2009;
Hirshfield, 1991; Oktem & Urman, 2010). Estos foliculos son observados en la semana

26 de gestacion (McGee & Hsueh, 2000).

Luego del desarrollo del foliculo secundario, se desarrolla el foliculo pre-antral (Fig. 1).
En este foliculo el oocito continua creciendo, las células de la granulosa proliferando, se
forma la lamina basal, y surge una nueva capa de cé¢lulas somaticas. Esta nueva capa de
células se conoce como la teca y constituye la capa externa del foliculo (Fig. 1) (Edson
et al., 2009; Hirshfield, 1991; McGee & Hsueh, 2000). El foliculo pre-antral se observa,
en el tercer trimestre del embarazo (McGee & Hsueh, 2000). Durante el continuo
crecimiento del foliculo la teca se estratifica formando la teca externa y la teca interna.
La teca externa es importante en la ovulacion, mientras la teca interna es fundamental
para la produccion de androgenos necesarios para la produccion de estrogenos en las
células de la granulosa (Edson et al., 2009; McGee & Hsueh, 2000; Oktem & Urman,

2010).

Posteriormente, multiples canales pequefios llenos de fluido se unen y forman la
cavidad antral, desarrollandose el foliculo antral (Fig. 1). En este estadio se dividen las
células de la granulosa en dos poblaciones celulares, las células de la granulosa murales
y las células del cimulo. Las células murales, se encuentran en la pared del foliculo y
son importantes para la esteroidogénesis y la ovulacion, mientras que las células del
cumulo, rodean al oocito y son importantes para su crecimiento y desarrollo (Fig. 1)

(Edson et al., 2009; Hirshfield, 1991; Matzuk et al., 2002). Este estadio de desarrollo



folicular también esta caracterizado por un incremento en la vascularizaciéon que rodea
las células de la teca, y por el crecimiento del oocito y del foliculo por el efecto del
fluido de la cavidad antral (Oktem & Urman, 2010). Se evidencia ademas, expresion de
los receptores de las gonadotropinas FSH (en células de la granulosa) y LH (en células
de la teca), y una transicion en la regulacion intraovarica a extraovarica, ya que el eje
hipotalamo, hipoéfisis, gonada (HHG), comienza a tener una funcion importante en la

foliculogénesis (Edson et al., 2009; Oktem & Urman, 2010).

Todos los foliculos que alcanzan el estadio antral estan destinados a sufrir atresia
(Edson et al., 2009; McGee & Hsueh, 2000; Oktem & Urman, 2010, Kim, 2012). Sin
embargo, en la pubertad, por la accion protectora de la FSH circulante, un pequefio
numero de foliculos antrales es rescatado ciclicamente (Edson et al., 2009; McGee &
Hsueh, 2000). Entre ellos, s6lo uno sera el foliculo dominante destinado a ser ovulado
durante cada ciclo reproductivo. Este foliculo es conocido como foliculo preovulatorio
o foliculo de Graaf (Fig. 1) (Edson et al., 2009; Fortune, 1994; McGee & Hsueh, 2000).
Cabe mencionar que la FSH no s6lo es importante para proteger a los foliculos de la
atresia. También previene la apoptosis de las células de la granulosa, estimula la
expresion del receptor de la LH (LHCGR) y la produccion de estradiol (Edson et al.,
2009). El foliculo seleccionado como preovulatorio es el que logra crecer mas rapido y
tiene mayor respuesta a la estimulacion por la FSH. Lo anterior se debe a un aumento de
los factores de crecimiento locales y a la sobre-expresion de los receptores de FSH
(FSHR), respectivamente. Una mayor respuesta a la FSH genera un mayor aumento en
la expresion de FSHR y LHCGR, generando que este foliculo produzca altos niveles de

estrogenos e inhibinas, los cuales inhiben la liberacion de esta gonadotropina en la



hipéfisis. Como consecuencia, los foliculos restantes, los cuales responden menos a la
accion de la FSH, sufren atresia al ser privados de la estimulacién adecuada necesaria

para su supervivencia (Edson et al., 2009; McGee & Hsueh, 2000).

Ademas, en el foliculo preovulatorio, LHCGR se expresa en las c€lulas de la granulosa
murales en altas concentraciones, lo que permite que responda al pico ovulatorio de LH
(Edson et al., 2009). El aumento de LH, el cual es originado en la hipofisis como
consecuencia del incremento en la produccion de estradiol folicular, desencadena una
serie de eventos que culminan en la ovulacion del oocito (Fig. 1). Entre estos eventos se
encuentra el resurgimiento de la meiosis hasta la metafase II, la expansion del cumulo y
la ruptura folicular para la liberacion del oocito competente para ser fertilizado. Por
otra parte, las células de la granulosa y de la teca se transforman en el cuerpo luteo (Fig.

1) (Edson et al., 2009; McGee & Hsueh, 2000; Matzuk et al., 2002).

Figura 1. Desarrollo folicular. Figura modificada de Georges et al., 2014.
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3.1.2 Factores genéticos que regulan el desarrollo folicular

El inicio del desarrollo folicular es controlado principalmente por factores producidos
localmente, que act@ian a nivel paracrino y autocrino (Gougeon, 2004; Oktem & Urman,
2010). Por lo tanto, la transcripcién de numerosos genes esenciales para el crecimiento
y la regulacién se inicia en las etapas tempranas de la foliculogénesis (Gosden, 2002;
Pangas & Rajkovic, 2006). La accion coordinada entre las sefiales inhibitorias y las
sefiales activadoras, junto con una comunicacion bidireccional entre el oocito y las
células somaticas que lo rodean, es fundamental para este proceso (Gougeon, 2004;
Kim, 2012; Oktem & Urman, 2010; Picton et al., 1998). Los factores inhibitorios son
sefiales que mantienen el pool de foliculos primordiales en estado de quiescencia, hasta
que sefiales apropiadas disminuyen su expresion y por tanto se inicia la etapa del
crecimiento folicular. Cuando fallan, ocurre un agotamiento prematuro de los foliculos
que conduce a falla ovarica prematura (FOP) (Kim, 2012; Oktem & Urman, 2010).
Dentro de los principales factores inhibitorios se encuentran PTEN, FOXO3a, la

hormona antimulleriana (AMH), y FOXL2.

PTEN (gen supresor de tumor homologo de fosfatasa y tensina) se expresa
exclusivamente en los oocitos (Oktem & Urman, 2010). En ratones knockout WT
condicional, con delecion en Pren de expresion oocito especifico OoPten™, se encontré
un aumento de foliculos primordiales sobreactivados y en crecimiento, lo que gener6 un
agotamiento prematuro de los foliculos primordiales (Kim, 2012; Oktem & Urman,
2010; Reddy et al., 2008). Foxo3a se expresa en el ntucleo de los oocitos de los foliculos

primordiales (Kim, 2012). En ratones Foxo3a” se evidencié infertilidad como



consecuencia del agotamiento prematuro de los foliculos (Castrillon et al., 2014; Edson

et al., 2009; Kim, 2012; Rajkovic et al., 2006).

En los humanos, AMH se expresa en las células de la granulosa de los foliculos
primordiales y en crecimiento (Edson et al., 2009; Rajkovic et al., 2006). Su funcion
principal, es inhibir la transicion del foliculo primordial al primario, como también el
crecimiento folicular estimulado por la FSH (al atenuar la sensibilidad a esta
gonadotropina). Investigaciones con ratones Amh™ y con cultivos de tejidos ovaricos
humanos estimulados con AMH de rata, mostraron una disminucién rapida y prematura
de los foliculos primordiales, como también de su crecimiento (Choi & Rajkovic, 2006;
Durlinger et al., 1999; Edson et al., 2009; Gougeon, 2004; Kim, 2012; Oktem & Urman,

2010; Rajkovic et al., 2006).

FOXL?2 en el ovario se expresa en las células de la pregranulosa y la granulosa (Edson
et al., 2009; Pangas & Rajkovic, 2006). Su funcion principal en la foliculogénesis, esta
relacionada con la transicion del foliculo primordial al primario, en particular en la
transicion morfoldgica y funcional de las células de la granulosa aplanadas a cuboides
(Edson et al., 2009; Oktem & Urman, 2010). Se ha relacionado también con la
inhibicién en el crecimiento de los foliculos primordiales (Kim, 2012). En el raton
FoxI2" se encontrd una formacién normal de los foliculos primordiales pero una
transicion incompleta de las células de la granulosa aplanadas a cuboides, generando
ausencia de foliculos secundarios (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004). También, se
observo la interrupcion en la proliferacion de las células de la granulosa, el crecimiento

retardado en el oocito y una disminucion de la Amh (Choi & Rajkovic, 2006; Edson et



al., 2009; Kim, 2012; Oktem & Urman, 2010; Pangas & Rajkovic, 2006; Rajkovic et

al., 2006).

Los factores activadores, son sefales importantes que facilitan la activacion de los
foliculos primordiales a primarios (Gosden, 2002; Kim, 2012; Oktem & Urman, 2010).
Ademas, estan involucrados en la progresion del crecimiento folicular, hasta en fases
dependientes de gonadotropinas, como en la seleccion del foliculo dominante y en la
inhibicidon prematura de la luteinizacion (Oktem & Urman, 2010). Cuando fallan, ocurre
infertilidad (Gosden, 2002; Oktem & Urman, 2010). Miembros de la superfamilia del
factor-pf de crecimiento transformante (TGF-B), como GDF9 y BMP15, tienen un rol
importante en la activacion de la foliculogénesis (Gosden, 2002; Kim, 2012; Oktem &

Urman, 2010; Picton et al., 1998).

GDF9 se expresa en los oocitos a partir del estadio de foliculos primordiales (Oktem &
Urman, 2010; Pangas & Rajkovic, 2006; Rajkovic et al., 2006). Es un marcador de la
activacion de los oocitos y su funcion estd relacionada con el inicio y el progreso del
crecimiento folicular mas alla del estadio primario. Ademads, promueve la supervivencia
folicular al estar involucrado en el reclutamiento de las células de la granulosa, la
diferenciacion de las células de la teca y la prevencion de la luteinizacién temprana
(Edson et al., 2009; Gosden, 2002; Kim, 2012; Oktem & Urman, 2010; Picton et al.,
1998; Rajkovic et al., 2006). Se encontré en el ratbn Gdf9” infertilidad como
consecuencia del bloqueo en el desarrollo folicular mas alla del foliculo primario (Dong
et al., 1996; Elvin et al., 1999). También se observo crecimiento acelerado del oocito,

disminucién en la proliferacion de las células de la granulosa, y ausencia de formacion



de las células de la teca (Edson et al., 2009; Elvin et al., 1999; Gosden, 2002; Kim,

2012; Matzuk et al., 2002; McGee & Hsueh, 2000; Rajkovic et al., 2006).

BMPI15 es un factor de crecimiento que también de expresa en los oocitos,
particularmente en los foliculos primarios en transicion a foliculos secundarios. Su
funcion especifica estd relacionada con la estimulacion de la proliferacion de las células
de la granulosa en una manera independiente de la accidon de la FSH (Choi & Rajkovic,
2006; Gougeon, 2004; Matzuk et al., 2002; Oktem & Urman, 2010). Ademas, al igual
que GDF9, previene la luteinizacién prematura (Oktem & Urman, 2010). Los ratones
Bmp15" son subfértiles con camadas mas pequefias que los ratones wildtype (Yan et al.,
2001). Estudios realizados en ovejas Inverdale y Hanna mostraron que mutaciones
puntuales en el péptido maduro de BMP15 estaban relacionadas con anomalias luego
del estadio de foliculo primario, e infertilidad en homocigotos. Los heterocigotos
presentaron mayor fertilidad (Choi & Rajkovic, 2006; Matzuk et al., 2002; Oktem &
Urman, 2010). En humanos, mutaciones puntuales en BMP15 han sido relacionadas con
FOP (Oktem & Urman, 2010; Laissue, 2015). Lo anterior, pone de manifiesto que
existen diferencias interespecificas en el modo de actuar de este gen (Oktem & Urman,

2010).

Otros factores activadores importantes son KIT/KIT ligando. KIT se expresa en los
oocitos de los foliculos primarios y en crecimiento, mientras KIT ligando lo hace en las
células de la granulosa (Edson et al., 2009; Gosden, 2002). Las senales de KIT ligando
se producen a través de KIT, el cual es un receptor transmembrana tirosina quinasa tipo

ITI, que participa en la comunicaciéon bidireccional entre el oocito y las células
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somaticas (Gosden, 2002; Picton et al., 1998). Mutaciones que afectan a KIT o a KIT

ligando estan asociadas a defectos en los foliculos primarios (Edson et al., 2009).

3.1.3 Eje Hipotalamo — hipofisis — Gonada

El eje Hipotdlamo — Hipdfisis — goénada (HHG), en la mujer, es fundamental en la
regulacion del desarrollo folicular (principalmente a partir del foliculo antral), la
esteroidogénesis ovarica, la ovulacion y el mantenimiento del cuerpo lateo (Atwood et
al., 2005; Matzuk & Lamb, 2008; Plant, 2008, 2015a). Los principales actores
moleculares en el hipotalamo, son el neuropéptido kisspetina y la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). En la hipofisis, las gonadotropinas FSH y LH tienen una
funcion primordial. En los ovarios, los estrogenos, la progesterona, las inhibinas y las
activinas son las principales moléculas reguladoras (Dagklis et al., 2015 Maggi et al.,

2015).

La funcion de kisspeptina, codificada por el gen KISS1, es generar y regular la secrecion
pulsatil de GnRH al interactuar con su receptor KISSR, que se encuentra en las
neuronas GnRH (Javed et al., 2015; Matzuk & Lamb, 2008; Plant, 2015). La GnRH,
codificada por el gen GNRHI, estimula a los gonadotropos que se localizan en la
hipofisis para que se produzca la liberaciéon de la FSH y la LH en la circulacién
periférica (Plant, 2015b; Pohl & Knobil, 1982). La manera en la que se produce la
secrecion pulsatil de GnRH es importante para la liberacion de estas gonadotropinas
(Plant, 2015b; Pohl & Knobil, 1982). Los pulsos de alta frecuencia favorecen la
secrecion de FSH, mientras los de baja frecuencia favorecen la secrecion de LH

(Dagklis et al., 2015).
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La FSH y la LH son glicoproteinas diméricas compuestas por una subunidad o y una
subunidad B (Rajkovic et al., 2006). La subunidad a es codificada por el gen CGA y la
comparten todas las gonadotropinas, junto con la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) (Rajkovic et al., 2006). La subunidad B es la que confiere la especificidad entre
las hormonas y sus receptores, y determina la actividad biologica especifica de cada
hormona. (Rajkovic et al., 2006). La subunidad B de la FSH y la LH es codificada por
el gen FSHB y LHB, respectivamente. Actuan directamente en el ovario,
particularmente en las células de la granulosa y de la teca del foliculo antral (Atwood et
al., 2005; Edson et al., 2009; Oktem & Urman, 2010). Estas proteinas se encargan de
regular la foliculogénesis, controlar la ovulacién y hacen parte fundamental de la
esteroidogénesis gonadal (Bedecarrats, 2014; Dubois et al., 2015; Maggi et al., 2015;

Plant, 2008; Plant, 2015a).

Cuando la LH interactiia con su receptor LHCGR en las células de la teca interna, hay
conversion de colesterol a androstenediona, iniciandose de esta manera la via de la
esteroidogénesis (Atwood et al., 2005; Filicori, 1999). Como estas células no pueden
producir estrogenos (puesto que no expresan el gen de la aromatasa (CYP19)), la
androstenediona tiene que atravesar la lamina basal para llegar a las células de la
granulosa en donde si se expresa CYPI9 (Atwood et al., 2005; Dagklis et al., 2015). La
FSH al interactuar con su receptor en las células de la granulosa estimula la aromatasa
para producir estradiol a partir de la androstenediona (Atwood et al., 2005; Dagklis et

al., 2015; Filicori, 1999).

Por tanto, el producto final del HHG es la produccion de estos esteroides ovaricos, los
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cuales tienen un rol central en la fisiologia reproductiva (Plant, 2015b). Estas sustancias
inhiben o estimulan la secrecion pulsatil de GnRH regulando de esta manera el eje
(Christensen, 2012; Herbison, 2016; Plant, 2015a). La regulacion del eje se da por un
feedback negativo y positivo a través de los receptores de estrogenos presentes en las
kisspeptinas del nucleo arcuato (ARC) y del nuacleo anteroventral periventricular
(AVPV) del hipotalamo, respectivamente (Dubois et al., 2015; Javed et al., 2015;
Matzuk & Lamb, 2008). El feedback negativo, esta involucrado en la seleccion del
foliculo dominante al disminuir la secreciéon de la FSH (Hendrix et al., 2014; Plant,
2015a, Plant, 2015b). A medida que este foliculo continua su crecimiento, se secretan
altas cantidades de estradiol, y por feedback positivo la secrecion de LH aumenta,
concluyendo en la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Christensen, 2012;
Dagklis et al., 2014; Hendrix et al., 2014; Javed et al., 2015; Plant, 1986). Si no hay
embarazo la progesterona, por feedback negativo, desacelera los pulsos de GnRH al
actuar sobre las kisspeptinas del ARC, lo que disminuye la produccion de las
gonadotropinas (Christensen, 2012; Dagklis et al., 2014; Hendrix et al., 2014; Javed et
al., 2015; Plant, 1986). En la fase lutea tardia, como los esteroides gonadales escasean,
su efecto negativo en la secrecion de la FSH y la LH disminuye, por lo que el nivel de
las gonadotropinas aumenta nuevamente iniciandose un nuevo ciclo (Dagklis et al.,

2015).

Cabe mencionar, que en esta regulacion también actian de manera paracrina las
activinas y las inhibinas (Knight et al., 2012; Matzuk & Lamb, 2008). Las activinas,
aumentan la sensibilidad de las células de la granulosa por la FSH y suprimen la

sensibilidad de las células de la teca por la LH, inhibiendo la produccion de
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androstenediona (Atwood et al., 2005; Knight et al., 2012). Sin embargo, el aumento en
la sensibilidad a la FSH hace que se produzcan inhibinas, las cuales aumentan la
sensibilidad de las células de la teca por la LH favoreciendo la produccion de
androstenidiona (Atwood et al., 2005; Knight et al., 2012). Adicionalmente, estimulan
su aromatizacion favoreciendo la produccion de estradiol y progesterona (Dagklis et al.,

2015).

3.2. Falla ovarica prematura

La edad promedio de la menopausia esta alrededor de los 50 a 51 afios de edad (Bilgin
& Kovanci, 2015; Chapman et al., 2015; Conway, 2000; Persani et al., 2010). Sin
embargo, en estados patologicos, esta puede ocurrir antes (antes de los 40 afios) o
después (alrededor de los 60 afios) (Conway, 2000). Cuando ocurre antes de los 40 afios
se define como prematura y se denomina falla ovarica prematura (FOP) (Chapman et

al., 2015; Conway, 2000).

3.2.1 Definicion y diagnéstico

La FOP se conoce como el estadio final de la insuficiencia ovérica primaria (IOP),
término que hace referencia al continuo y progresivo deterioro de la funcidon ovarica,
caracterizado por ovulacion irregular (Cox & Liu, 2014; Van Dooren et al., 2009;
Laissue, 2015; Nelson, 2009; Persani et al., 2010; Pu et al., 2014). Sin embargo, a lo

largo del presente escrito se va a emplear el término FOP.
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La FOP [OMIM 311360] se define cuando hay pérdida de la funcion ovarica antes de
los 40 afios, y por tanto, presencia en plasma de niveles elevados de FSH (>40UI/l) y
LH, hipoestrogenismo, y amenorrea primaria o secundaria (minimo por 4 - 6 meses)
(Anasti, 1998; Chapman et al., 2015; Conway, 2000; Cox & Liu, 2014; Ebrahimi &
Asbagh, 2015; Goswami & Conway, 2005; Laissue, 2015; Nelson, 2009; Persani et al.,
2010; Pouresmaeili & Fazeli, 2014; Pu et al., 2014, Woad., et al 2006). Las principales
consecuencias son la pérdida de la fertilidad y los efectos clinicos asociados a la
deficiencia de estrogenos, como la osteoporosis, las enfermedades neurodegenerativas y
cardiovasculares (Ebrahimi & Asbagh, 2015; Laissue et al., 2008; Pu et al., 2014; Woad

et al., 2006).

3.2.2 Epidemiologia

La FOP, puede considerarse una patologia frecuente al afectar aproximadamente al 1%-
2% de la poblacion femenina antes de los 40 afios (Conway, 2000; Coulam et al., 1986;
Luborsky., 2002). La frecuencia antes de los 30 afios es del 0.1% y antes de los 20 afios
es del 0.01% (Anasti, 1998; Coulam et al., 1986; Ebrahimi & Asbagh, 2011).
Aproximadamente del 10% al 28% de mujeres presentan amenorrea primaria y del 4%
al 18% amenorrea secundaria (Anasti, 1998; Coulam et al., 1986; Ebrahimi & Asbagh,

2011; Goswami & Conway, 2005; Kokcu, 2010).

La incidencia de FOP puede variar entre los diferentes grupos étnicos (Luborsky et al.,
2002). Se ha descrito 1% para las mujeres de origen caucdsico, 1.4% para las mujeres
de origen hispano y afro-americano, 0.5% para las mujeres de China y 0.1% para las

mujeres de Japon (Luborsky et al., 2002).
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3.2.3 Etiologia

La FOP puede originarse por disminucion de los foliculos, o por alteracion en los
mecanismos de estimulo hormonal en el desarrollo folicular (Barchi et al., 2011;
Nelson, 2009; Woad et al., 2006). La disminucion de los foliculos se produce por una
reduccion en el pool inicial de foliculos primordiales, o por un incremento o aceleracion
de la atresia folicular durante la vida reproductiva (Christin-maitre et al., 1998; Cox &
Liu, 2014; Ebrahimi & Asbagh, 2015; Nelson, 2009; Persani et al., 2010; Shelling,
2010; Vujovi¢ et al.,, 2012). Alteraciones en el desarrollo folicular incluyen, la
deficiencia en la seleccion del foliculo dominante, o la interrupcion en la maduracion
del foliculo (Christin-maitre et al., 1998; Cox & Liu, 2014; Ebrahimi & Asbagh, 2015;

Nelson, 2009; Persani et al., 2010; Vujovic et al., 2012).

Varias causas pueden activar estos mecanismos, por lo que la FOP es considerada una
enfermedad heterogénea (Caburet et al., 2012; Chapman et al., 2015; F. van Dooren et
al., 2009; Persani et al., 2010). Se ha encontrado que enfermedades autoinmunes y
metabolicas, causas iatrogénicas, agentes infecciosos y ambientales, y factores
genéticos (sindromicos y condiciones aisladas) contribuyen a la etiologia de la FOP
(Barchi et al., 2011; Chapman et al., 2015; Cox & Liu, 2014; Ebrahimi & Akbari
Asbagh, 2015; F. van Dooren et al., 2009; Goswami & Conway, 2005; Laissue et al.,
2008, 2015; Persani et al., 2010; Pu et al., 2014). Sin embargo, mas del 50% de los

casos son idiopaticos (Chapman et al., 2015; Paul Laissue, 2015).
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3.2.3.1 Enfermedades autoinmunes

Causas autoinmunes asociadas con la FOP se han encontrado en mas del 30% de las
mujeres (Conway et al., 1996; Vujovic¢ et al., 2012). La evidencia de esta relacion, se
fundamenta en la presencia de autoanticuerpos ovaricos, trastornos autoinmunes
asociados, estudios con tejido ovarico de mujeres afectadas y estudios con modelos

murinos (Bakalov et al., 2005; Goswami & Conway, 2005).

La autoinmunidad en la FOP puede dividirse en dos: asociada con insuficiencia adrenal
y asociada con otra enfermedad autoinmune (Anasti, 1998; Welt, 2008). La
insuficiencia adrenal conduce a la enfermedad de Adisson, la cual se ha encontrado en
el 2 al 10% de los casos FOP (Goswami & Conway, 2005; Hoek et al., 1997; Welt,
2008). Esta enfermedad autoinmune organo especifica, se caracteriza por ooforitis
autoinmune y por la presencia de anticuerpos contra cé€lulas esteroideas (por lo que
afecta al foliculo secundario y antral) (Bakalov et al., 2005; Vujovi¢ et al., 2012). Puede
darse, en la mayoria de los casos, asociado con trastornos endocrinos, como el sindrome
poliglandular autoinmune (SPA) tipo I y II (Anasti, 1998; Hoek et al., 1997). E1 SPA
tipo I es caracterizado por la asociacion con hipoparatiroidismo y candidiasis
mucocutanea croénica, afecta principalmente a nifias y produce FOP en
aproximadamente el 60% de los casos (Anasti, 1998; Hoek et al., 1997; Persani et al.,
2010; Welt, 2008). En el SPA tipo II se encuentra la insuficiencia adrenal asociada con
hipotiroidismo. Ocurre principalmente entre los 30 y 40 afos, y produce FOP en el 10%

de los casos (Anasti, 1998; Hoek et al., 1997; Welt, 2008).
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Entre los trastornos mas frecuentes, asociados con otras enfermedades autoinmunes y
FOP, se encuentran el hipotiroidismo (27%), la miastenia gravis (2.5%) y la diabetes
mellitus (2.5%) (Anasti, 1998; Conway, 2000; Welt, 2008). También se ha encontrado
FOP en la enfermedad de Crohn, en el vitiligo, en la anemia perniciosa, en la artritis
reumatoide, en el lupus eritematoso sistémico, y en la hepatitis activa crénica (Anasti,

1998; Cox & Liu, 2014; Ebrahimi & Asbagh, 2011; Vujovi¢ et al., 2012).

3.2.3.2 Enfermedades metabdlicas

Una de las primeras enfermedades metabodlicas descritas, asociada con la FOP fue la
galactosemia (Cox & Liu, 2014). Esta enfermedad se desarrolla debido a la deficiencia
de la enzima Galactosa 1-fosofato uridiltransferasa (GALT), la cual esta encargada de
convertir la galactosa a glucosa (Welt, 2008). Generalmente, y como consecuencia de la
acumulacion de la galactosa y sus metabolitos, se encuentra afectacion en los sistemas
ocular, renal, hepatico y dafio neurolégico (Anasti, 1998; Cox & Liu, 2014; Ebrahimi &
Asbagh, 2011). Entre el 70% — 80% de las mujeres con galactosemia desarrolla FOP
(Anasti, 1998; Kokcu, 2010). Aun no estd claro, si la FOP que presentan estas
pacientes, se debe a un incremento en la apoptosis de los oocitos como consecuencia de
la acumulacion intracelular de los metabolitos de la galactosa, 6 a una disminucion en la
estimulacién ovarica y a un incremento en la atresia folicular por reacciones de
glicosilacion deficientes (Goswami & Conway, 2005; Kokcu, 2010; Persani et al.,
2010). Diversos estudios con modelos murinos y pacientes han mostrado resultados no

concordantes (Anasti, 1998; Kokcu, 2010).
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También se ha encontrado FOP en pacientes con deficiencia de las enzimas
Fosfomanomutasa 1 (PMM]1), 17a-hidrolasa/17,20-liasa (CYP17A1), y de la aromatasa

(Cox & Liu, 2014).

3.2.3.3. Causas iatrogénicas

Entre los principales mecanismos iatrogénicos que se asocian a FOP estan la
quimioterapia, la radioterapia y la cirugia pélvica (Cox & Liu, 2014; Goswami &
Conway, 2005; Shelling, 2010; Vujovi¢ et al., 2012; Welt, 2008). La quimioterapia
conduce a FOP, ya que reduce el nimero, la estructura, y la funcién de los oocitos, y de
las células de la granulosa y de la teca (Goswami & Conway, 2005; Kokcu, 2010;
Shelling, 2010). Sin embargo, el riesgo de desarrollar FOP esta determinado por la
edad, la dosis, y el tipo droga (Anasti, 1998; Ebrahimi & Asbagh, 2011; Goswami &
Conway, 2005; Kokcu, 2010; Vujovi¢ et al., 2012; Welt, 2008). Se ha encontrado que a
mayor edad hay mayor riesgo, observandose en las nifias mayor resistencia a los dafios
causados por la quimioterapia (Anasti, 1998; Kokcu, 2010; Welt, 2008). Ademas,
estudios han demostrado que el empleo de drogas alcalinas, las cuales destruyen las
células al alterar la estructura del ADN, pueden incrementar el riesgo de desarrollar

FOP hasta en nueve veces mas (Anasti, 1998; Cox & Liu, 2014; Kokcu, 2010).

La radioterapia, conduce a FOP, ya que afecta a las células de la granulosa y acelera la
atresia folicular (Cox & Liu, 2014; Welt, 2008). Al igual que con la quimioterapia, sus
efectos perjudiciales en el ovario dependen de la edad, la dosis, y el campo de
radioterapia (Anasti, 1998; Goswami & Conway, 2005; Kokcu, 2010). Se ha observado,

que se necesitan dosis de 20 Gy para que se produzca FOP en mujeres menores de 40
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afnos, mientras que con dosis de s6lo 6 Gy ocurre FOP en mujeres mayores de 40 afios
(Anasti, 1998; Ebrahimi & Asbagh, 2011; Kokcu, 2010; Vujovi¢ et al., 2012). Ademas,
otros estudios demuestran que existe un menor riesgo, cuando los campos de radiacion
se producen por fuera de la pelvis (Cox & Liu, 2014; Goswami & Conway, 2005;

Kokcu, 2010).

Por otro lado, la cirugia pélvica esta asociada con FOP, ya que puede afectarse el
suministro sanguineo o causar inflamaciéon en el 4area, generando dafio ovdrico
(Conway, 2000; Cox & Liu, 2014; Goswami & Conway, 2005; Kokcu, 2010). La
embolizacién de la arteria uterina también se ha relacionado con FOP (Goswami &

Conway, 2005; Vujovi¢ et al., 2012).

3.2.3.4 Agentes infecciosos y ambientales

Parotiditis se ha encontrado en aproximadamente el 2% al 8% de mujeres con FOP,
siendo la infeccion viral que principalmente se asocia con esta patologia (Goswami &
Conway, 2005; Kokcu, 2010; Morrison et al., 1975; Vujovi¢ et al., 2012). FOP también
se ha encontrado en mujeres que presentan infecciones con citomegalovirus, varicela,
VIH, malaria, tuberculosis y shigella (Cox & Liu, 2014; Ebrahimi & Asbagh, 2011;

Kokcu, 2010).

Con respecto a agentes ambientales, el cigarrillo principalmente se asocia con FOP
(Anasti, 1998). Se ha encontrado que en mujeres fumadores la menopausia ocurre mas
temprano en comparacion con mujeres no fumadoras (Anasti, 1998; Goswami &

Conway, 2005; Welt, 2008). Otros agentes ambientales como metales pesados,
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pesticidas, plasticidas y quimicos industriales pueden afectar la correcta funcidon ovérica

y estar relacionados con FOP (Goswami & Conway, 2005; Vujovic et al., 2012).

3.2.3.5 Factores genéticos

En andlisis genético de pacientes con FOP sindrémica y no sindrémica se han
identificado causas asociadas con el desarrollo de esta enfermedad entre las que se
incluyen anomalias cromosémicas y variantes de secuencia presentes tanto en el
cromosoma X como en los autosomas (Chapman et al., 2015; Laissue et al., 2008,

2015).

3.2.3.5.1 Causas sindromicas
Las causas sindromicas estdn asociadas con anomalias cromosdémicas numéricas y
estructurales, como también con genes aislados como el gen FMRI y el gen FOXL2

(Chapman et al., 2015; Persani et al., 2010; Powell et al., 1994).

Sindrome de Turner

El sindrome Turner (ST) es la patologia mas comun que asocia una anomalia
cromosomica con POF (Bilgin & Kovanci, 2015; Kokcu, 2010). Se encuentra
aproximadamente en 1 de cada 2500 nifas recién nacidas y puede generarse por la
delecion total o parcial de un cromosoma X (Albanese et al., 1994; Bilgin & Kovanci,
2015; Chapman et al., 2015; Persani et al., 2010). En nifias con ST se ha encontrado en
aproximadamente el 50% de los casos el cariotipo 45,X (Persani et al., 2010; Welt,
2008). En el resto de los casos se han encontrado el mosaico 45X/46XX (asociado a

fenotipos mas leves) y anomalias estructurales cromosdmicas como deleciones e

21



isocromosomas (Persani et al., 2010; Welt, 2008). Las principales manifestaciones
clinicas de este sindrome son el cuello alado, el epicanto, la estatura corta y la
disgenesia ovarica (Barchi et al., 2011; Goswami & Conway, 2005). En pacientes con
cariotipo 45,X se observa amenorrea primaria y niveles elevados de FSH en la infancia,
como consecuencia de una pérdida de oocitos secundaria a una atresia folicular
acelerada hacia la semana 20 de gestacion (Albanese et al., 1994; Barchi et al., 2011;
Chapman et al., 2015; Christin-maitre et al., 1998; Persani et al., 2010). No obstante,
entre el 30% al 40% de los mosaicos puede experimentar pubertad espontanea, la cual
puede permanecer por varios afios hasta que desarrollan FOP (Persani et al., 2010; Welt,
2008). La falla ovarica que presentan las nifias con ST puede ser explicada por la
haploinsuficiencia de genes importantes para el correcto funcionamiento ovarico que
escapan a la inactivacion del cromosoma X (Bilgin & Kovanci, 2015; Ebrahimi &

Asbagh, 2011; Paul Laissue, 2015; Persani et al., 2010).

Por otro lado, aparte de las anomalias cromosdmicas asociadas con el ST, también es
frecuente observar en el cariotipo de pacientes con FOP, trisomias, deleciones y
translocaciones que principalmente involucran al cromosoma X (Ebrahimi & Asbagh,
2011; Marozzi et al., 2000; Powell et al., 1994). Por medio de analisis citogenéticos y
moleculares en estas pacientes se han identificado tres regiones criticas, que se
consideran importantes para la funcidon ovarica normal y que por lo tanto tienen genes
candidatos para FOP (Chapman et al., 2015; Kokcu, 2010; Paul Laissue, 2015; Marozzi
et al., 2000; Powell et al., 1994). En el brazo largo del cromosoma X se localizan los
loci FOP-1 (Xq23 — Xq27) y FOP-2 (Xq13.3 — Xq21.1) (Anasti, 1998; Chapman et al.,

2015; Kokcu, 2010; Marozzi et al., 2000; Powell et al., 1994; Shelling, 2010). Las
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deleciones principalmente ocurren en la region FOP-1 y estan asociadas con la
aparicion de FOP entre los 24 y los 39 afios, mientras que las translocaciones
(balanceadas entre el cromosoma X y un autosoma) ocurren frecuentemente en la region
FOP-2 y estan asociadas con apariciéon de FOP a edades més tempranas (entre los 16 y
los 21 afios) (Chapman et al., 2015; Kokcu, 2010; Marozzi et al., 2000; Powell et al.,
1994; Shelling, 2010). Algunos de los genes candidato asociados con FOP que se
encuentran en estos dos loci son: XIST, DIAPH2, XPNPEP2, POFIB, ATZ, CHM y
FRM1 (Cox & Liu, 2014; Marozzi et al., 2000; Persani et al., 2010). En el brazo corto
del cromosoma X se identificé el locus Xpll-p22.1 (FOP-3), en donde ocurren
deleciones que estan asociadas, en el 50% de los casos, con amenorrea primaria y en el
otro 50% con amenorrea secundaria (Ebrahimi & Asbagh, 2011; Vujovi¢ et al., 2012).
En esta region se encuentran los posibles genes candidato, USP9X, ZFX'y BMP15 (Cox

& Liu, 2014).

Sindrome del X fragil

El gen FMRI (Fragile X mental retardation 1) se localiza en la region cromosoémica
Xq27.3. Tiene, en la region 5’UTR, repeticiones en tdndem del trinucleotido CGG, que
de acuerdo a su numero determinan el estado normal (6 a 54 repeticiones), el de
premutacion (55 a 200 repeticiones) y de mutacion del gen (>200 repeticiones) (Cox &
Liu, 2014; Murray et al., 1998; Persani et al., 2010). Codifica para la proteina FMRP
(Fragile X mental retardation protein), proteina de unién al RNA que regula la
traduccion de ciertos RNAm a través de mecanismos de supresion (Persani et al., 2010).
Cuando existe mutacion, esta proteina se silencia por hipermetilacion, presentandose

como resultado el sindrome del X fragil, de herencia dominante ligada al X, el cual esta
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asociado con retraso mental y retraso en el desarrollo (Persani et al., 2010).
Premutaciones en el gen FMRI (Fragile X mental retardation 1), no estan asociadas a
retraso mental pero en mujeres portadoras se ha encontrado predisposicion a desarrollar
FOP (Barchi et al., 2011; Chapman et al., 2015; Cox & Liu, 2014; Murray et al., 1998;
Persani et al., 2010). En 1 de cada 100 — 200 mujeres se encuentra la premutacion,
desarrollandose FOP en aproximadamente el 13% al 28% de los casos (Barchi et al.,
2011; Bilgin & Kovanci, 2015). Cuando hay premutaciones, se encuentra
sobreexpresion del RNAm, por lo que se ha hipotetizado que la FOP que desarrollan
estas mujeres puede ser causada a un efecto toxico de la acumulacion de RNAm mutado
en el ovario que generaria una excesiva atresia folicular (Barchi et al., 2011; Bilgin &
Kovanci, 2015; Chapman et al., 2015; Murray et al., 1998; Persani et al., 2010).
Ademads, teniendo en cuenta que FMRP es altamente expresada en las células
germinales del ovario fetal, su acumulacion anormal puede afectar la expresion de genes
importantes para el desarrollo del oocito, generando como consecuencia una
disminucién en el pool inicial de foliculos (Barchi et al., 2011; Bilgin & Kovanci, 2015;

Chapman et al., 2015; Murray et al., 1998; Persani et al., 2010).

Por otro lado, se ha encontrado en el 1.5% de mujeres con FOP microdeleciones en el
gen FMR?2 (Fragile mental retardation 2), por lo que también se ha asociado con la

predisposicion a desarrollar FOP (Murray et al., 1999).

Sindrome de BPES

El sindrome de Blefarofimosis — Ptosis — Epicanto inverso (BPES; MIM #110100), es

de herencia autosémica dominante (Persani et al.,, 2010). Involucra anomalias
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craneofaciales y palpebrales que pueden estar asociadas con FOP (BPES tipo I) o no
(BPES tipo II) (Goswami & Conway, 2005; Harris et al., 2002; Laissue et al., 2009;
Persani et al., 2010). Las mutaciones de FOXL?2 estan relacionadas con este sindrome, el
cual se localiza en el cromosoma 3g23 y codifica para la proteina Forkhead box L2,
miembro de la familia de factores de transcripcion Forkhead (Persani et al., 2010; Welt,
2008). Esta proteina tiene dos dominios altamente conservados en los mamiferos
(Chapman et al., 2015). Esta compuesto por un dominio de uniéon al DNA tipo hélice
alada (winged helix), caracteristico de todos los miembros de esta familia de factores de
transcripcion, y un dominio compuesto por un tracto de 14 residuos de alanina (poli-
alanina), importante para la actividad represora de la proteina (Persani et al., 2010;
Welt, 2008). Se expresa principalmente en el ovario, la region craneofacial y en la
hipofisis (Woad et al., 2006). Con respecto al ovario, los blancos transcripcionales de
FOXL2 son principalmente genes involucradas en la esteroidogénesis, como el gen
STAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein), y el gen del receptor de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GNRH) (Batista et al., 2007; Persani et al., 2010; Welt,

2008).

La asociacion de este gen con los dos tipos de BPES, fue evidenciada funcionalmente
mediante la creacién del ratén knock-out FoxI2” . en el cual se encontraron
caracteristicas clinicas similares a las que presentan pacientes con este sindrome (Uda et
al., 2004). Los machos y las hembras eran pequeiios y presentaron anomalias en la
morfologia craneofacial con parpados superiores ausentes y unicamente las hembras
eran infértiles (Uda et al., 2004). Ademas, se observé una incapacidad de las células de

la granulosa para diferenciarse correctamente en el momento de la formacion del
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foliculo primordial lo que explicaria en gran medida la FOP encontrada en las pacientes

(Uda et al., 2004).

En los humanos, se han identificado mutaciones intragénicas (80% de los casos) y
deleciones de todo el gen (12% de los casos) (Persani et al., 2010). En las mutaciones
intragénicas, se ha evidenciado una correlacion genotipo — fenotipo, donde mutaciones
que generan proteinas truncadas se asocian con BPES tipo I, mientras que mutaciones
que generan expansiones del tracto de alaninas estan asociadas con BPES tipo II
(Persani et al., 2010; Woad et al., 2006). Sin embargo, no en todos los casos se observa
esta correlacion, por lo que se ha propuesto clasificar las mutaciones en mutaciones que
alteran la interaccion proteina — proteina y las que alteran la interaccion con el ADN

(Persani et al., 2010).

Por otro lado, es importante mencionar que, aunque no son muy frecuentes, se han
encontrado mutaciones en FOXL2 en pacientes con FOP no sindromico (Baere et al.,
2001; Gersak et al., 2004; Harris et al., 2002; Laissue et al., 2009a). En un estudio de 70
mujeres, de Nueva Zelanda y Eslovenia, con FOP idiopatica, se hizo un screening de la
region codificante de FOXL?2 y se encontraron dos variantes asociadas con el fenotipo
(Harris et al., 2002). En una paciente se encontr6 la variante heterocigota ¢.661 690del
(p.Ala221 Ala230del), la cual remueve 10 de las 14 alaninas encontradas en el dominio
poli-alanina, y en la otra paciente se encontr6 la variante heterocigota c.772T>A
(p.Tyr258Asn) (Gersak et al., 2004; Harris et al., 2002). En otro estudio se describio la
variante heterocigota c.560G>A (p.Glyl187Asp), la cual se encontré6 en una mujer de

origen tunecino con FOP idiopatica (Laissue et al., 2009a). Esta variante se valido
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funcionalmente como causal del fenotipo al encontrase que, aunque no afectaba la
localizacion subcelular, si disminuia significativamente la capacidad de transactivacion

(Laissue et al., 2009a).

3.2.3.5.2 Causas no sindromicas

Las causas genéticas asociadas a FOP no sindromica han sido establecidas
principalmente por tamizaje de genes candidato en mujeres afectadas y por analisis de
ligamiento en familias (Laissue et al., 2008, 2015). Los genes candidato han sido
identificados por su funcién (involucrados en la foliculogénesis y la funcidon ovérica), y
mediante la creacion de modelos animales, principalmente murinos (Chapman et al.,
2015; Laissue et al., 2008; Shelling, 2010). Otros metodologias como el andlisis de
asociacion de genoma completo (GWAS) y la secuenciacion de siguiente generacion
(NGS) también han permitido identificar factores genéticos potencialmente asociados

con FOP (Bilgin & Kovanci, 2015).

Numerosas variantes de secuencia han sido identificadas en genes candidato en
pacientes con FOP como GDFY, INHA, FOX0O4, FOX0O3a, CYP1941, ESRI, CITED?2,
NOG, LAMCI1, MSHS5, POF1B, FSHB, LHB, CDKNIB, entre otros (Barchi et al., 2011;
Ebrahimi & Asbagh, 2011; F. van Dooren et al., 2009; Fonseca et al., 2012; Goswami
& Conway, 2005; Laissue et al., 2008, 2015; Ojeda et al., 2011; Pyun et al., 2012). Sin
embargo, sOlo variantes en los genes descritos a continuacion han sido validadas

funcionalmente como causales de FOP no sindrémica (Laissue, 2015).
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3.2.3.5.2.1 Factores de crecimiento

BMPI5

El gen BMPI5, se localiza en el cromosoma Xpl1.2. Codifica para la proteina bone
morphogenetic 15, compuesta por un péptido seial, una larga pro-region y un péptido
maduro. Los dimeros activos maduros (homodimeros BMP15:BMP15 o heterodimeros
BMP15:GF9) se forman luego de la remocion del péptido seiial y del clivaje
proteolitico en un sitio conservado que se encuentra entre la pro-region y el péptido
maduro (Laissue et al., 2008). Se expresa exclusivamente en los oocitos. Los modelos

animales se describieron en la seccion 3.1.2

La primera variante heterocigota descrita en este gen asociada con FOP fue la
c.704A>G (p.Tyr235Cys), encontrada en dos hermanas de origen italiano con
amenorrea primaria (Di Pasquale et al., 2004). Esta variante fue analizada
funcionalmente y se encontrd6 que generaba una reduccion en el crecimiento de las
células de la granulosa, una perdida de la actividad estimulatoria y producia un efecto
dominante negativo sobre la proteina wildtype, por lo que se validé como causal de la
FOP encontrada en las dos hermanas (Di Pasquale et al., 2004). A partir de este estudio,
se ha secuenciado este gen en un largo nimero de pacientes con FOP de diferentes
origenes étnicos, y se han encontrado variantes heterocigotas missense, situadas
principalmente en la region del gen que codifica para el dominio pro-region, la cual es
importante en la dimerizacion y la secrecion de los dimeros activos maduros (Di
Pasquale et al., 2006; Dixit et al., 2006; Laissue et al., 2006; Rossetti et al., 2009; Tiotiu
et al., 2010; Wang et al., 2010). Sin embargo, pocas han sido validadas como causales

de la enfermedad. Rosseti et al, analizaron funcionalmente las variantes heterocigotas
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¢.202C>T (p.Arg68Trp), c.413G>A (p.Argl38His) y ¢.443T>C (p.Leul48Pro) ubicadas
en el dominio del propéptido y encontraron que estas variantes generaban una reduccion
marcada en la produccion de la proteina madura (Rossetti et al., 2009). Fonseca et al,
analizaron la variante c¢.-9G>C, por medio de un ensayo reportero de luciferasa, y
encontraron que este cambio generaba alteraciones en la transactivacion del promotor
(Fonseca et al., 2014). Recientemente, Patifio ef al, analizaron el efecto de variantes
previamente asociadas con la FOP (entre ellas las tres validas funcionalmente por
Rosseti et al) en diferentes procesos biologicos (Patifio et al., 2017). Encontraron, por
medio de ensayos funcionales, que las variantes ¢.443T>C (p.Leul48Pro), ¢.581T>C
(p.Phe194Ser) y ¢.704A>G (p.Tyr235Gly) generaban disminucion en la produccion de
la proteina madura (Patifio et al., 2017). Asimismo, encontraron que las variantes
c.413G>A (p.Argl38His) y ¢.538G>A (p.Alal80Thr) disminuyeron significativamente
la actividad de BMP15. Por otro lado, las variantes ¢.202C>T (p.Arg68Trp), ¢.581T>C
(p.Phel94ser) y c.588T>A (p.Asnl196Lys) redujeron significativamente la habilidad de
unirse con GDF9 (Patifio et al., 2017). Ademas, en este estudio, por medio de
secuenciacion directa de BMP15, realizado en 35 mujeres con FOP, identificaron y
validaron funcionalmente la variante ¢.986G>A (p.Arg329His) (Patifio et al., 2017).
Esta variante disminuy6 significativamente la actividad de esta proteina (Patifio et al.,

2017).

3.2.3.5.2.2 Factores de transcripcion especificos del oocito
NR5A1
El receptor nuclear de la subfamilia 5, grupo A, miembro 1 (NR5A1) se localiza en el

cromosoma 9q33 y codifica para el Factor Esteroidogénico 1 (SF1). SFI es un
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regulador transcripcional de varios genes involucrados en la reproduccion, el desarrollo
gonadal y la esteroidogénesis, como CYPI1A1, CYP19A41, INHA, AMH, LHB y STAR
(Jiao et al., 2013; Lakhal et al., 2012; Lourenco et al., 2009; Philibert et al., 2013). Se
expresa en el hipotalamo, la hipofisis, el bazo, la corteza adrenal y el ovario (Camats et

al., 2012; Laissue, 2015; Lakhal et al., 2012; Suwanai et al., 2013).

Las primeras variantes de secuencia descritas que fueron funcionalmente asociadas con
FOP fueron ¢.386C>T (p.Prol129Leu) y ¢.877G>A (p.Asp293Asn), y las deleciones:
¢.390delG (p.Prol131fs), c.666delC (p.Asn222fs) y c.691 699del
(p.Leu231 Leu233del) encontradas en familias afectadas con anormalidades en el
desarrollo sexual 46,XY y disgenesia gonadal 46,XX, y en mujeres no emparentadas
con FOP (Lourenco et al., 2009). Por medio de analisis funcionales se encontrd que
estas variantes generaban una disminucion significativa en la actividad transactivacional

de SF1 en los promotores de los genes CYPI11A1'y CYPI19A41 (Lourenco et al., 2009).

A partir de ese momento, se secuencid de manera mas amplia este gen en pacientes con
FOP no sindromica encontrandose numerosas variantes missense, nonsense y frameshift
en pacientes de diferentes origenes étnicos (Camats et al., 2012; Janse et al., 2012; Jiao
et al., 2013; Lakhal et al., 2012; Philibert et al., 2013; Suwanai et al., 2013; Voican et
al., 2013). Entre las variantes encontradas, solo las variantes heterocigotas c¢.13T>G
(p.Tyr5Asp), ¢.704C>T (p.Pro235Leu), ¢.763C>T (p.Arg255Cys) y ¢.768delC
(p.Asp257fs) han sido validadas funcionalmente como causales de FOP. Se encontro
que cada una de ellas conducia a una disminucion en el efecto de transactivacion de

promotores de genes importantes en la foliculogénesis, sin que existiera un efecto
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dominante negativo (Camats et al., 2012; Jiao et al., 2013; Philibert et al., 2013;

Suwanai et al., 2013).

NOBOX

El gen Newborn ovary homeobox (NOBOX) esta ubicado en el cromosoma 7q35.
Codifica para un regulador transcripcional homeobox especifico del ovario, el cudl es
importante en la etapa inicial de la foliculogénesis al regular la expresion de genes
como BMPI15, GDF9 y KITLG (Bouilly et al., 2015, 2011; Chapman et al., 2015;
Laissue, 2015; Qin et al., 2009). NOBOX tiene un homodeominio altamente

conservado, el cual es el dominio de fijacion al ADN (Laissue, 2015).

En el raton Nobox” se observd luego del nacimiento una pérdida acelerada de los
oocitos, semejandose al fenotipo de FOP no sindrémica observado en los humanos, por
lo que se han efectuado varios estudios, en diferentes poblaciones, que tratan de
establecer la relacion de este gen con la FOP (Bouilly et al., 2015, 2011; Chapman et
al., 2015; Qin et al., 2007, 2009; Rajkovic et al., 2004; Zhao et al., 2005). La variante
heterocigota c.1064G>A (p.Arg355His), encontrada en una paciente de origen
caucasico, fue la primera validada funcionalmente (Qin et al., 2007). Mediante un
ensayo en el cambio de la corrida electroforética (EMSA) se encontré que esta variante
interrumpia la unién del homodeominio al ADN. Ademas se encontré que tenia un
efecto negativo dominante sobre la proteina NOBOX wildtype (Qin et al., 2007).
Posteriormente, se encontraron y validaron funcionalmente las variantes heterocigotas
c.271G>T  (p.Gly91Trp), ¢.349C>T (p.Argll17Trp), c.907C>T (p.Arg303Ter),

c.1025G>C (p.Ser342Tyr), ¢.1048G>T (p.Val350Leu), c.331G>A (p.Glyl11Arg),
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c.1112A>G (p.Lys371Thr) y c.1856C>T (p.Pro619Leu) (Bouilly et al., 2015, 2011). Se
encontro, por medio de ensayos reporteros de luciferasa, que estas variantes generaban
una pérdida de la transactivacion de los promotores de los genes GDF9 y KITLG
(Bouilly et al., 2015, 2011). En la poblacién asiatica no se han encontraron variantes en

este gen, sugiriendo que las encontradas hasta el momento son de poblaciéon especifica

(Qin et al., 2009; Zhao et al., 2005).

FIGLA

El gen Factor in germline alpha (FIGLA) se localiza en el cromosoma 2p13.3. Codifica
para un factor de transcripcion tipo hélix loop hélix (bHLH), especifico del ovario, el
cual regula la expresion de genes de la zona pelticida y genes especificos de los oocitos
importantes para el inicio de la foliculogénesis (Chapman et al., 2015; Laissue, 2015;
Zhao et al., 2008). Los factores de transcripcion bHLH son altamente conservados,
forman heterodimeros con el factor de transcripcion 3 (TCF3) y regulan los promotores
de sus genes blanco mediante union a secuencias consenso llamadas E-box (Laissue,

2015; Zhao et al., 2008).

En el raton Figla” se evidencia postnatalmente una pérdida temprana de los oocitos y
una ausencia en la formacion de los foliculos primordiales, haciéndolo un claro gen
candidato para FOP no sindromica. Sin embargo, hasta la fecha, s6lo dos estudios que
evaltian variantes en el gen F/IGLA en pacientes con FOP se han realizado (Tosh et al.,
2015; Zhao et al., 2008). En un estudio realizado con pacientes chinos, se encontrd y
validaron las deleciones heterocigotas, c.15 36del (p.Gly6fs*66) y c.419 421del

(p.Asn140del) (Zhao et al., 2008). La delecion c.15 36del generd un codén de parada
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prematuro, por lo que se concluyd que el efecto patogénico era probablemente
consecuencia de una haploinsuficiencia (Zhao et al., 2008). Por otro lado, se encontro,
por medio de un ensayo de doble hibrido, que la variante c.419 421del alteraba
significativamente la dimerizacién con TCF3, por lo que el efecto patogénico de esta
variante podria estar determinado por un efecto dominante negativo o por una

disminucién de heterodimeros funcionales (Zhao et al., 2008).

3.2.3.5.2.3 Receptores de gonadotropinas

FSHR

El gen que codifica para el receptor de la hormona foliculo estimulante (FSHR) se
localiza en el cromosoma 2p16.3 (Kuechler et al., 2010). FSHR, es miembro de la
familia de receptores acoplados a proteina G, los cuales cuando se activan transmiten la
sefial a partir del segundo mensajero cAMP (Allen et al., 2003; Doherty et al., 2002).
Esta compuesto por siete dominios transmembrana y un dominio extracelular que
interactiia con la hormona foliculo estimulante (FSH). Se expresa en las células de la
granulosa en el ovario y en las células de Sertoli en los testiculos. En el ovario regula la
maduracion de los foliculos y estimula la produccion de estrégenos (Allen et al., 2003;
Kuechler et al., 2010). En las hembras del raton knock-out Fshr”™ se observaron el tero
delgado, los ovarios pequefios y esterilidad como consecuencia del arresto de la
foliculogénesis antes de la formacion del foliculo antral, lo que lo convirtié en un claro

gen candidato de FOP (Dierich et al., 1998).

Variantes de secuencia en este gen relacionadas con la FOP no sindromica han sido

encontradas y validadas funcionalmente (Laissue, 2015). La primera variante en ser
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descrita fue ¢.566C>T (p.Alal89Val), encontrada por medio de andlisis de ligamiento,
en varias pacientes de origen finlandés con hipogonadismo hipergonadotrofico y
amenorrea primaria (Aittomaki et al., 1995). Analisis funcionales mostraron que esta
variante producia una reduccion en la capacidad de unidon con el ligando y en la
transduccion de la sefal (Aittomaki et al., 1995). En otro estudio, esta variante junto con
la variante ¢.1255G>A (p.Ala459Thr) fue encontrada en una paciente de origen
finlandés con amenorrea primaria (Doherty et al., 2002). Por andlisis funcionales se
encontrd que la variante c.1255G>A (p.Ala459Thr) tenia un efecto minimo en la
afinidad de unién con el ligando pero disminuia casi totalmente la transduccion de la
sefial (Doherty et al., 2002). Otras variantes heterocigotas compuestas como la
c.671A>T (p.Asp224Val) // ¢.1801C>G (p.Leu601Val), y c.479C>T (p.lle160Thr) //
c.1717C>T (p.Arg573Cys), las cuales producen principalmente disminucion en la
transduccion de la sefal, se han encontrado en dos pacientes con amenorrea primaria y
secundaria, respectivamente, (Beau et al., 1998; Kuechler et al., 2010; Touraine et al.,

1999).

También han sido descritas otras variantes homocigotas en pacientes con amenorrea
primaria (Allen et al.,, 2003). La variante c.1043C>T (p.Pro348Arg) gener6 una
completa pérdida de funcion del receptor al disminuir casi totalmente la unién con el
ligando y la transduccion de la senal (Allen et al.,, 2003). La variante c.1555C>A
(p.Pro519Thr) alterd la localizacion celular del receptor y produjo una pérdida en la
sefial de transduccion (Meduri et al., 2003). Finalmente, la variante c¢.1760C>A

(p.Pro587His) encontrada en una paciente que también tenia una delecion de 163Kb y
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que involucraba al exon 9 y 10, generd una disminuciodn casi total de transduccion de la

(Kuechler et al., 2010).

LHCGR
El gen LHCGR se revisara detalladamente en la seccion 3.3 ya que hace parte principal

de la tematica de esta tesis.

3.2.3.5.2.4 Otros genes

NANOS3

El gen Nanos C2HC-type zinc finger 3 (NANOS 3) se localiza en el cromosoma
9p13.13. Codifica para una proteina de unién al ARN con funcién represora, la cual
tiene el dominio de interaccion tipo dedos de zinc CCHC, altamente conservado
(Laissue, 2015; Santos et al., 2014). Se expresa en las gonadas femeninas y masculinas,

tanto en el estadio fetal como en el adulto (Santos et al., 2014).

Este gen fue considerado como candidato para FOP no sindromica, ya que las hembras
de raton Nanos3” presentaron ovarios atroficos sin células germinales detectables,
debido a un incremento en la apoptosis (Santos et al., 2014). Por medio de ensayos in
vitro, se ha comprobado la importante funcion de la proteina NANOS3 en las células
germinales humanas (Santos et al., 2014). Hasta la fecha sé6lo dos variantes relacionadas
con FOP se han encontrado y han sido validadas funcionalmente (Santos et al., 2014;
Wu et al., 2013). La primera fue la variante heterocigota ¢.457C>T (p.Argl53Trp)
encontrada en una paciente china (Wu et al., 2013). Se demostro, por medio de ensayos

bioquimicos, que esta variante disminuia la estabilidad de NANOS3 (Wu et al., 2013).
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La siguiente variante reportada, fue la variante homocigota ¢.358G>A (p.Glul20Lys),
localizada en el dominio de dedos de zinc, encontrada en dos hermanas brasilefias con
amenorrea primaria (Santos et al., 2014). Esta variante, aunque no afecto la localizacion
celular, aument6 significativamente los niveles de apoptosis. Estos resultados
demostraron la funciéon de NANOS3 como inhibidor de la apoptosis de las células

germinales primordiales (Laissue, 2015; Santos et al., 2014).

STAG3

El gen stromal antigen 3 (STAG3) se localiza en el cromosoma 7q22.1. Codifica para
una subunidad de la cohesina especifica de la meiosis implicada en el adecuado
apareamiento y segregacion de los cromosomas (Caburet et al., 2014). Esta proteina se
expresa al inicio de la espermatogénesis y oogénesis (Caburet et al., 2014). Las hembras
de ratones Stag3™, presentaron disgenesia gonadal temprana generada por la ausencia
de oocitos y foliculos ovaricos, y fueron estériles (Caburet et al., 2014). En estos
animales se observd que, debido que los oocitos quedaban arrestados en la profase I
temprana, se generaba deplecion de los oocitos hacia la primera semana de edad, como
también una pérdida de la cohesion en la region centromerica de las cromatidas

hermanas (Caburet et al., 2014).

Hasta la fecha, en este gen solo se ha encontrado una delecion homocigota de 1pb en
cuatro hermanas con FOP en una familia consanguinea de palestina (Caburet et al.,
2014). Esta variante, ¢.968delC (p.Phel187fs), se encontré mediante la secuenciacion del
exoma de toda la familia y gener6 un codon de parada prematuro pues se traducian 8 de

los 34 exones (Caburet et al., 2014). En la proteina mutada se perdié el dominio tipo
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armadillo (ARM), encargado de la interaccion con otras proteinas o acidos nucleicos

(Caburet et al., 2014).

3.3. LHCGR

3.3.1 Gen LHCGR
El gen LHCGR (Luteinizing Hormone/Choriogonadotropin Receptor) (MIM*152790),
fue mapeado mediante la técnica de hibridacion in situ en el brazo corto del cromosoma

2 (2p21) (Rousseau-Merck et al., 1990).

Su promotor se encuentra en la posicion -1pb a -176pb corriente arriba a partir del
ATG. En esta region se localizan los principales sitios de inicio de transcripcion, dos
dominios consenso Spl (-70pb y -120pb), tres elementos AP2 ricos en GC (-58pb, -
82pb y -137pb) y un sitio EREhs (halfsite) (-165pb) (Dufau, 1998; Geng et al., 1999).
Los factores Spl/Sp3 tienen una funcion central en la transcripcion de este gen al
interactuar con los dos dominios consenso Spl (Geng et al., 1999). Consta de 11
exones, todos codificantes, y 10 intrones que se encuentran en fase 2 (unién exon —
intron se da entre la segunda y tercer letra del codon), generando un transcrito de
3044pb (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Geng et al.,, 1999; Koo et al., 1991;
Troppmann et al., 2013). El ORF (Marco abierto lectura) de LHCGR consta de 2100pb.
Los exones 1 al 10 codifican para el péptido sefal, el dominio extracelular y la region
amino terminal del dominio herradura, mientras que el exon 11 codifica para la region
carboxilo terminal del dominio herradura, el dominio transmembrana y el dominio

citoplasmatico (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Menon & Menon, 2012).
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Se han identificado cuatro variantes de splicing en el ovario, especificamente en las
células de la granulosa y en el cuerpo lateo (Kossack et al., 2008; Madhra et al., 2004;
Minegishi et al., 1997). En las células de la granulosa se encontr6 una variante que
incluia un exon adicional, entre el exon seis y siete, el cual fue designado como el exon
6A (Kossack et al., 2008). Este exén codificaba 30 aminoacidos y tenia dos codones de
parada por lo que la insercion de este exon generaba una proteina truncada de 209
aminoacidos (Kossack et al., 2008). En el cuerpo luteo, la primera variante que se
identificé no tenia 62 aminoacidos, los cuales eran codificados por el exon 9 (Minegishi
et al.,, 1997). Se encontr6 un aumento en su expresion durante el transcurso de la fase
lutea (Minegishi et al., 1997; Minegishi et al., 2007). Mediante ensayos funcionales, se
evidencid que esta variante generaba una completa pérdida en la transduccion de la
sefial y no se expresaba en la membrana celular (Minegishi et al., 1997, 2007).
Posteriormente, mediante estudios de expresion en la fase lutea, se identificaron dos
variantes adicionales que contenian codones de parada prematuros que generaban que
no se tradujera el exon 11 (Madhra et al., 2004). En una de estas variantes se observo
también ausencia del exon 9 (Madhra et al., 2004). A través de estudios in vitro,
empleando la metodologia de PCR en tiempo real, se encontr6 una relacion
inversamente proporcional en la expresion de la proteina wildtype y la variante de
splicing que generaba una proteina mas truncada (ausencia de ex6on 9y 11) a lo largo de
la fase lutea (Dickinson et al., 2009). En la fase temprana habia mayor expresion de la
proteina wildtype, mientras en la fase tardia se encontré mayor expresion de la variante
truncada (Dickinson et al., 2009). Ademas, cuando se coexpresaron habia pérdida en la
transduccion de la sefial indicando un efecto negativo en la sefializacion de la proteina

wildtype (Dickinson et al., 2009). Estos estudios demostraron, que estas variantes de
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splicing pueden tener una funcion importante en la regulacion de la proteina wildtype

(Dickinson et al., 2009; Kossack et al., 2008; Minegishi et al., 2007).

3.3.2 Proteina LHCGR

La proteina LHCGR madura consta de 699 aminoacidos y se localiza en la membrana
celular. Tiene un peso de aproximadamente 85 — 95 kDa y se forma por la glicosilacion
y el transporte de una proteina precursora (peso de aproximadamente 65 - 75 kDa) que
se encuentra en el reticulo endoplasmatico (Troppmann et al., 2013). La forma mas
abundante que se encuentra normalmente en la cé¢lula es la proteina madura (Fig. 2)

(Ascoli et al., 2002; Troppmann et al., 2013).

LHCGR, al igual que la FSHR y la TSHR, es una glicoproteina miembro de la
subfamilia de receptores adrenérgicos P2 de la familia rodopsina clase A, los cuales se
acoplan a proteinas G (GPCRs) (Ascoli et al., 2002; Lagerstrom & Schidth, 2008;
Laissue, 2015). Estos receptores se caracterizan por tener un dominio extracelular largo,
un dominio transmembrana que atraviesa la membrana siete veces y un dominio

intracelular corto (Fig. 2) (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Troppmann et al., 2013).
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Figura 2. La Proteina LHCGR y los sitios donde ocurren las principales modificaciones
postraduccionales. En azul, en morado y en rojo se muestra los sitios donde ocurre la N-

glicosilacion, la palmitoilacion y la fosforilacion, respectivamente. Figura modificada de

Laissie, 2015.

Dominio extracelular Dominio transmembrana

NH2

Dominio
intracelular

.
8 q]\r‘(ﬂxvvxvxxv\ OO

Q

Especificamente, LHCGR tiene un péptido sefial compuesto por 26 aminodcidos,

encargado de transportar la proteina al reticulo endoplasmatico para sus respectivas

modificaciones postraduccionales (Dufau, 1998). Tiene ademés, un dominio

extracelular codificado por los aminoacidos 27 a 354, involucrado en la adecuada
maduracion de la proteina, la expresion en la superficie celular, el reconocimiento y la
alta afinidad con los ligandos (Ascoli et al., 2002; Chan et al., 2008; Dufau, 1998;
Menon & Menon, 2012; Troppmann et al., 2013). Este dominio esta caracterizado por
tres regiones, una region rica en cisteinas que se localiza en el extremo amino terminal,

seguido por una region conocida como LRR, compuesta por 10 repeticiones ricas en
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leucina las cuales se organizan en ldminas beta que forman la superficie interna
concava, lugar donde ocurre la interaccion con el ligando (Ascoli et al., 2002; Dufau,
1998; Troppmann et al., 2013). Se compone ademas de hélices alfa que se alinean en la
cara opuesta formando una estructura en forma de herradura (Ascoli et al., 2002; Menon
& Menon, 2012; Troppmann et al., 2013). Por mutagénesis dirigida se encontrd que
especificamente las repeticiones dos a la ocho son indispensables para la alta afinidad
de union con sus ligandos (Troppmann et al., 2013). En el extremo carboxilo terminal se
encuentra otra region rica en cisteinas que se conoce como la region bisagra, encargada
de unir el dominio extracelular con el dominio transmembrana por medio de puentes
disulfuro (Ascoli et al., 2002; Menon & Menon, 2012; Troppmann et al., 2013). El
dominio transmembrana codificado por los aminodcidos 355 a 627, esta involucrado en
la transduccion de la sefial (Dufau, 1998; Menon & Menon, 2012; Puett et al., 2010). Se
caracteriza por la presencia de siete hélices transmembrana conectados por tres loops
extracelulares y tres /loops intracelulares, los cuales tienen numerosos residuos
altamente conservados en las glicoproteinas (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Puett et
al., 2010). En el primer y el segundo /oop extracelular se encuentran cisteinas las cuales
forman puentes disulfuro que ayudan en la estabilizacion de los segmentos
transmembrana (Dufau, 1998). Finalmente, el dominio intracelular codificado por los
aminoacidos 628 a 699 se encuentra unido a la proteina G y es importante en su
reciclaje, en particular los aminoacidos glicina y treonina del motivo GTALL (Galet et

al., 2003).

Las principales modificaciones postraduccionales de LHCGR son la N-glicosilacion, la

palmitoilacién y la fosforilacion (Ascoli et al., 2002; Menon et al., 2005; Min & Ascoli,
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2000; Zhu et al., 1995). El dominio extracelular de LHCGR tiene seis sitios consenso de
glicosilacion (AsnXxxSer/Thr) en donde se unen cadenas de carbohidratos tipo manosa
en las asparaginas de las posiciones 99, 174, 195, 291, 299 y 313 (Ver Fig. 2) (Ascoli et
al., 2002; Bradbury et al., 1997; Dufau, 1998; Zhang et al., 1995). Esta modificacion
postraduccional ocurre a medida que la proteina se traduce y tiene una funcion principal
en la maduracién y en la facilitacion del correcto plegamiento de la proteina, ya que
estas cadenas de carbohidratos interactiian con la calnexina, chaperona encargada del
plegamiento y el transporte de las glicoproteinas (Ascoli et al., 2002; Menon et al.,
2005). El dominio intracelular de LHCGR tiene dos sitios de palmitoilacion en los
residuos de cisteina de las posiciones 643 y 644, en donde se unen covalentemente
moléculas de acido palmitico (Ver Fig. 2) (Menon et al., 2005; Munshi et al., 2005).
Esta modificacion postraduccional esta presente solo en la proteina madura luego que es
glicosilada e insertada en la membrana celular y se ha encontrado que es importante
para promover el eficiente reciclaje del LHCGR (Munshi et al., 2005; Zhu et al., 1995).
El dominio intracelular tiene cinco sitios potenciales para fosforilacion que se
encuentran en las serinas de las posiciones 657, 661, 670, 674 y 676 (Ver Fig. 2)
(Ascoli et al., 2002; Min & Ascoli, 2000). La fosforilacion sélo es detectable en la
proteina madura y se produce luego de la interaccion ligando — receptor (Ascoli et al.,
2002; Menon et al., 2005; Min & Ascoli, 2000). Las quinasas encargadas de la
fosforilacion de esta proteina pertenecen a la familia GRK (Ascoli et al., 2002). Esta
modificacién postraduccional es importante para la endocitosis e internalizacién del

receptor (Menon et al., 2005; Min & Ascoli, 2000).
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3.3.3 Expresion

La expresion de LHCGR se ha observado principalmente en los tejidos gonadales
(Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998). En los testiculos se expresa en las células de Leydig
mientras que en el ovario es predominante en las células de la teca, en las células de la
granulosa y en el cuerpo luteo (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Troppmann et al.,
2013). Generalmente se observa expresion de este receptor durante la foliculogénesis y
en la fase lutea (Minegishi et al., 1997; Troppmann et al., 2013; Yung et al., 2014).
Durante la foliculogénesis se expresa constitutivamente en las células de la teca y en las
células intersticiales, mientras que en las células de la granulosa y en las del cumulo se
encuentra a partir del foliculo antral (Jeppesen et al., 2012; Maman et al., 2012;
Troppmann et al., 2013). El nivel mas alto de expresion de este receptor se ha
encontrado en el foliculo preovulatorio justo antes de la ovulacion (Jeppesen et al.,
2012; Maman et al., 2012; Yung et al., 2014). Este patron en la expresion del LHCGR
es importante, porque permite responder al surgimiento de la LH que ocurre a mitad del
ciclo menstrual y el cual es importante para la maduracion del oocito, la ovulacion, y la
formacion del cuerpo luteo (Law et al., 2013). Luego de la ovulacion, se han observado
en el cuerpo luteo altos niveles de expresion de este receptor al inicio de la fase lutea,
los cuales alcanzan el maximo nivel de expresion en la mitad de la fase (Nishimori et
al., 1995; Yung et al.,, 2014). En la fase tardia disminuye significativamente y es
indetectable luego de la menstruacion (Nishimori et al., 1995; Yung et al., 2014).
También se ha descrito expresion de LHCGR en diferentes tejidos extragonadales
(Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998). Estos tejidos incluyen el utero, la placenta, las
trompas de Falopio, el cordon umbilical, las glandulas mamarias, el esperma, la vesicula

seminal, la prostata, la piel, la corteza adrenal, el cerebro, los linfocitos, la tiroides, los
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huesos, entre otros (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Pidoux et al., 2007; Rao & Lei,
2007). Ademas, se ha encontrado expresion de LHCGR en diferentes lineas celulares
tumorales como MCF7, ZR75, T47D y en biopsias de tumores mamarios benignos y

malignos (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998).

3.3.4 Ligandos

Los ligandos naturales de LHCGR son la hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina
coridnica (hCG) (Casarini et al., 2012; Dufau, 1998). Ambos, junto con la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), son
glicoproteinas formadas por dos dimeros unidos no covalentemente, conocidos como la
subunidad a y la subunidad B (Choi & Smitz, 2014b; Dufau, 1998). La subunidad a es
compartida por todas las glicoproteinas y es codificada por el gen CGA localizado en el
cromosoma 6q14.3. La proteina esta constituida por 92 aminoacidos y dos sitios para N-
glicosilacion (Choi & Smitz, 2014b). Por el contrario, la subunidad B, es diferente en
todas las glicoproteinas en cuanto a contenido de aminoacidos e hidratos de carbono,
siendo la encargada de conferir funciones especificas y la especificidad de union de
cada hormona con su respectivo receptor (Choi & Smitz, 2014b; Fournier et al., 2015).
Los genes de la subunidad B de la LH y la hCG tienen secuencias similares y se
encuentran en un cluster ubicado en el cromosoma 19q13.3 (Choi & Smitz, 2014b;
Fournier et al., 2015). La subunidad 8 de la LH es codificado por el gen LHB, mientras
la subunidad B de la hCG es codificada por los genes CGB, CGBS5, CGB7 y CGBS
(Choi & Smitz, 2014b; Fournier et al., 2015). En este cluster también se encuentran los
pseudogenes CGBI y CGB2 (Choi & Smitz, 2014b). Las modificaciones

postraduccionales de estas hormonas, principalmente glicosilacion, crean una amplia
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variedad de isoformas (aproximadamente 30), las cuales son importantes porque
confieren diferencias en el tiempo de semivida circulante, aclaramiento metabolico y

actividad biologica (Choi & Smitz, 2014b).

A pesar de que la LH y la hCG comparten el mismo receptor y tienen una homologia en
la secuencia cercana al 82%, difieren en la funcion, en el perfil de expresion, en el
tiempo de semivida circulante y en algunas caracteristicas estructurales (incluyendo el
tipo y la cantidad de glicosilacion) (Casarini et al., 2012; Choi & Smitz, 2014a, 2014Db).
La LH es secretada luego del estimulo de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) en la hipofisis y estd involucrada en la maduracion folicular, en la
esteroidogénesis gonadal, en la induccion de la ovulacion y en la formacion del cuerpo
luteo (Casarini et al., 2012; Choi & Smitz, 2014a, 2014b; Cole, 2010; Rahman & Rao,
2009). Tiene un peso molecular de aproximadamente 30 kDa y un tiempo de semivida
circulante de aproximadamente 30 minutos (Choi & Smitz, 2014b). Este corto tiempo es
importante porque permite la generacion de los pulsos de la LH (Choi & Smitz, 2014b).
Estructuralmente, la subunidad B de esta hormona estd compuesta por 121 aminoacidos
y tres cadenas de carbohidratos con un tnico lugar para la glicosilacion (Burgon et al.,
1996; Choi & Smitz, 2014b). Sus isoformas estan determinadas por el grado de
sialilacion y sulfonacion de los oligosacaridos, las cuales varian durante el ciclo
menstrual y estan influenciadas por la GnRH, el estradiol y la testosterona (Choi &
Smitz, 2014b; Wide et al., 2009). Se ha encontrado que la sialilacion prolonga la vida
media de la LH mientras la sulfonacidon apresura su eliminacion (Burgon et al., 1996;

Wide et al., 2009).

45



Por el contrario, la hCG es secretada principalmente por el trofoblasto (especificamente
por el sincitiotrofoblasto) y es la encargada, si hay embarazo, de promover la
produccion de estrogenos por el cuerpo luteo hasta el primer trimestre (Casarini et al.,
2012; Choi & Smitz, 2014b; Fournier et al., 2015). Se encuentra en la circulacion a
partir de la implantacion y se va incrementado progresivamente hasta alcanzar su pico
de expresion cerca de la décima semana de gestacion, momento en el cual disminuye y
permanece hasta el final del embarazo (Choi & Smitz, 2014a; Cole, 2010; Fournier et
al., 2015; Rahman & Rao, 2009). Se ha encontrado que la hCG también tiene otras
funciones importantes en el transcurso del embarazo, como promover la angiogénesis
(permitiendo un adecuado flujo sanguineo en la placenta y una adecuada nutricion para
el feto), la inmunotolerancia materna, el crecimiento y la diferenciacion del cordon
umbilical, la supresion de las contracciones miometriales, el crecimiento de los 6rganos
fetales, entre otros (Choi & Smitz, 2014a, 2014b; Cole, 2010; Fournier et al., 2015).
Tiene un peso de aproximadamente 36 kDa, 30% del cual lo aportan las cadenas de
oligosacaridos (se unen a los dos sitios para N-glicosilacion y a los cuatro sitos para O-
glicosilacion de la subunidad B) (Cole, 2010; Fournier et al., 2015). Al ser una molécula
altamente glicosilada y su subunidad B estar conformada por 145 aminoacidos (29
aminoacidos adicionales en la region carboxilo-terminal con respecto a la LH) tiene un
tiempo de semivida circulante de aproximadamente 37 horas, lo que la hace mas estable
y biologicamente mas activa que la LH (Casarini et al., 2012; Choi & Smitz, 2014b;

Fournier et al., 2015; Rahman & Rao, 2009).

Ademas de la isoforma de hCG descrita anteriormente (isoforma principal), existen

otras tres estructuras importantes fisiologicamente, las cuales dependiendo de su fuente
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de origen y del grado de glicosilacion, tienen diferentes actividades biologicas y
funciones (Choi & Smitz, 2014b; Cole, 2010; Fournier et al., 2015). La hCG
hiperglicosilada (peso molecular de 40 — 41 kDa) es sintetizada por los citotrofoblastos
y su funcidn principal consiste en promover el crecimiento e invasion de este tipo de
células y del coriocarninoma (Choi & Smitz, 2014a, 2014b; Cole, 2010). Ademas, se ha
encontrado que no promueve la sintesis de progesterona (Choi & Smitz, 2014a). Esta
isoforma predomina en los primeros dias de gestacion, pero gradualmente va siendo
sobrepasada en proporcion por la isoforma principal (Choi & Smitz, 2014a). La hCG
con la subunidad B libre de glicosilacion es sintetizada por tumores malignos no
trofoblasticos. Su funcidon consiste en promover el crecimiento y la malignidad del
tumor, por lo que su deteccion estd asociada a un pobre prondstico (Cole, 2010).
Finalmente, la isoforma sintetizada en la hipofisis tiene un mayor numero de
oligosacaridos sulfonados y por lo tanto un menor tiempo de semivida circulante que la
isoforma principal (Cole, 2010). Se produce en bajos niveles durante el ciclo menstrual
paralelo a la sintesis de la LH pero es 40 veces mas potente (Cole, 2010). Su funcion
consiste en ayudar en la maduracion folicular, la esteroidogénesis gonadal, la ovulacion

y la formacion del cuerpo lateo (Choi & Smitz, 2014a, 2014b; Cole, 2010).

3.3.5 Activacion

Cuando la hCG y la LH interactian con el LHCGR se genera su activacion, la cual
incluye la generacion, la propagacion y la transferencia de la sefial (Ciertas mutaciones
también pueden inducir su activacion) (Ascoli et al., 2002; Yi et al., 2002). Aunque a la
fecha no se conoce con exactitud el mecanismo de activacion de este receptor,

resultados de varias investigaciones han permitido establecer varias hipdtesis (Angelova
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et al., 2008; Bruysters et al., 2008; Grzesik et al., 2015; Nakabayashi et al., 2000; Song
et al., 2001a, 2001b). En términos generales, la activacion del LHCGR se inicia en el
dominio extracelular, en donde se han identificado dos regiones de contacto con los
ligandos (Grzesik et al., 2015; Troppmann et al., 2013; Zeng et al., 2001). La
interaccion inicial (alta afinidad) se genera en el extremo amino terminal que involucra
la region rica en cisteinas y la region de diez repeticiones ricas en leucina (LRRs 1 a
10), mientras la segunda interaccion (baja afinidad) se produce en la region bisagra
(Ascoli et al., 2002; Grzesik et al., 2015; Troppmann et al., 2013; Zeng et al., 2001).
Luego del contacto de los ligandos en estos dos puntos, el complejo hormona — dominio
extracelular contacta el dominio transmembrana, en donde se generan una serie de
cambios conformacionales que se propagan hasta el dominio intracelular (Grzesik et al.,
2015; Puett et al., 2007; Zeng et al., 2001). Lo anterior genera que se acople y se active
la proteina G y se inicie la subsecuente sefializacion intracelular (Grzesik et al., 2015;

Puett et al., 2007; Yi et al., 2002)

Empleando diferentes metodologias (quimeras, mutagénesis dirigida, ensayos de union
y modelamiento comparativo), se ha identificado que en el dominio extracelular existen
aminoacidos cruciales para la generacion (unién y selectividad de los ligandos) y la
propagacion de la sefial (Bruysters et al., 2008; Galet & Ascoli, 2005; Menon & Menon,
2012; Nakabayashi et al., 2000; Song et al., 2001a, 2001b). Resultados de diferentes
estudios han evidenciado que para que se produzca la primera interaccion con los
ligandos, son importantes los aminoacidos Cys™, Cys**, Cys*, Asp®, Leu®, Cys* y
Gly*®, que se encuentran en el extremo amino terminal, y la region de las LRRs, lo que

sugiere la presencia de multiples sitios de contacto en esta region (Ascoli et al., 2002;
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Dufau, 1998; Galet & Ascoli, 2005; Song et al., 2001a, 2001b; Yi et al., 2002). Cada
una de las LRRs es importante pero en diferente grado (Song et al., 2001a, 2001b; Yi et
al., 2002). Se ha encontrado que las LRRs esenciales para la union con la hormona se
encuentran principalmente hacia el extremo amino terminal (LRRs 1 al 6) siendo
principalmente las LRRs 2 y 4 completamente indispensables (Ascoli et al., 2002; Song
et al., 2001a, 2001b). Cuando se sustituyeron los aminoacidos que conforman estas dos
LRRs por alaninas hubo una completa pérdida de la unién con el ligando (Song et al.,
2001a, 2001b). Especificamente, los residuos indispensables fueron Ile“, Phe69, Ile78,
e* y Leu*® que conforman el centro hidrofébico de la LRR 2 y los aminoécidos
Leu'”, Tyr'?, Leu'?®, Ser'® y Ile'** que conforman el centro hidrofébico de la LRR 4 y
los cuales estan relacionados con la integridad estructural de todas las LRRs (Song et
al., 2001a, 2001b). Asi mismo, para la segunda interacciéon con los ligandos, que se
produce en la region bisagra, se encontré que especificamente el aminoécido Tyr*>' y su
region adyacente, son indispensables (Bruysters et al., 2008; Grzesik et al., 2015;
Troppmann et al., 2013). Ademas, se ha encontrado que el dominio extracelular es el
encargado de la selectividad de los dos ligandos descritos (Grzesik et al., 2015). Se
identificé que la delecion del exon 10, que traduce parte de la region bisagra, solo afecta
la sefalizacion mediada por la LH, mientras que el doble mutante
p-GIn303Pro//p.Glu305Pro (aminoécidos transcritos también por el exén 10) sélo afecta
la sefalizacion mediada por la hCG (Bruysters et al., 2008; Gromoll et al., 2000;
Grzesik et al., 2015). Estos resultados indican que ambos ligandos interactian de
manera diferente en esta region (Grzesik et al., 2015). También se ha encontrado que
diferencias estructurales entre ambas hormonas, particularmente con respecto a

importantes y especificas prolinas presentes en el segundo /oop de la subunidad B, estdn
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involucradas en el modo de interaccidon con la region bisagra, especificamente en el sitio
donde ocurre la segunda interaccion (Grzesik et al., 2015). Aunque tanto la subunidad a
como la subunidad B de ambas hormonas interactian en esta region, la presencia en el
segundo /oop de la subunidad B de una prolina en la posicion 71 en la LH versus la
presencia en la hCG de una alanina en la misma posicion, generd que no tuvieran la
misma conformacion, y por tanto la interaccion entre ambas hormonas en la region
bisagra fuera diferente (Grzesik et al., 2015). A partir de esta diferencia en la
conformacién, se sugirio que la activacion de LHCGR por la LH dependeria de la
distancia de determinados aminoécidos en relacion a Tyr>', mientras que la activacion
por la hCG dependeria de la interaccion con elementos estructurales presentes en esa
region (Grzesik et al., 2015). Por consiguiente, se pudo afirmar que en la region bisagra
se determina la selectividad de los ligandos (Bruysters et al., 2008; Grzesik et al., 2015).
En el dominio extracelular también se han identificado aminoacidos importantes para la
generacion de la senal (Song et al., 2001b; Yi et al., 2002; Zeng et al., 2001). Diferentes
estudios han encontrado que los aminoacidos Asn'*2, Thr'®, Tle'*® y en especial Gly'**,
los cuales se localizan en el extremo carboxilo terminal de la LRR 4, al ser sustituidos
por alaninas disminuyen significativamente la produccion de cAMP (Song et al., 2001b;
Yi et al., 2002). Ademads, se encontrd6 que la sustitucion del aminoacido Serm,
localizado en la regiéon bisagra, por cualquier aminoacido hidrofobico gener6 la
activacion constitutiva del LHCGR (Ascoli et al., 2002; Menon & Menon, 2012;
Nakabayashi et al., 2003; Nakabayashi et al., 2000). Se ha identificado que estos
aminoacidos interactian con el /loop extracelular 2 del dominio transmembrana

indicando que ambos dominios se encuentran asociados antes y después de la union con

los ligados (Jeoung et al., 2001; Song et al., 2001b; Yi et al., 2002; Zeng et al., 2001).
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Estos resultados sugirieron que los aminoéacidos Gly'** y Ser’”’ podrian actuar como

activador y supresor, respectivamente (Yi et al., 2002).

Por otro lado, en el dominio transmembrana se produce una serie de cambios
conformacionales que inician luego de la interaccion de los ligandos con el dominio
extracelular del LHCGR (Ascoli et al., 2002; Menon & Menon, 2012; Troppmann et al.,
2013; Yi et al, 2002; Zeng et al., 2001). Estos cambios conformacionales son
modificaciones de las interacciones intramoleculares que hacen que el equilibrio entre el
estado inactivo y activo cambie hacia un estado activo del receptor, facilitando la
interaccion con la proteina G (Troppmann et al., 2013). Se ha encontrado, a partir de las
mutaciones activadores, que las hélices transmembrana 3, 7 y especialmente la 6, son
indispensables para la transicion de la conformacion del receptor a un estado activo, ya
que la interaccion entre estas hélices estabiliza la estructura inactiva (Ascoli et al., 2002;
Menon & Menon, 2012; Troppmann et al., 2013). Los loops extracelulares, que
conectan las siete hélices transmembrana, contribuyen a la propagacion de la senial al
interactuar con el dominio extracelular (Jeoung et al., 2001; Yi et al., 2002; Zeng et al.,
2001). El loop extracelular 2 (especificamente los aminoacidos Ser’, Tyr’™, Cys’* y

Pr0516

), de manera opuesta al loop extracelular 3, restringe la union de los ligandos con
el dominio extracelular (Yi et al., 2002; Zeng et al., 2001). Por medio de mutagénesis
dirigida, se encontr6 que la afinidad de union del dominio extracelular con los ligandos
mejord de un 30% a un 100% cuando se trunco el loop extracelular 2 (Yi et al., 2002).
Finalmente, la extension citoplasmatica de las hélices transmembrana y los loops

intracelulares son los encargados de la activacion y el correcto acoplamiento de la

proteina G, el cual es importante para aumentar la afinidad de unién con los ligandos,
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estabilizar el estado activo y para la transferencia de la sefial (Angelova et al., 2008;
Troppmann et al., 2013). Se encontrd que principalmente la extension citoplasmatica de
la hélice 3 y el loop intracelular 2 son fundamentales para esta funcién (Angelova et al.,
2008). Ademas, por medio de modelos computacionales, se identificod que en estos dos

sitios hay regiones importantes para los cambios estructurales intramoleculares (Ile**,

Thr461, His*¢ y Ile549) y para el reconocimiento de la proteina G (Arg464, Thr467, Ile468,

Tyr*”", Tyr’’ y Asp®®) (Angelova et al., 2008).

3.3.6 Vias de seinalizacion activadas por el LHCGR

El LHCGR esta acoplado a dos subfamilias distintas de proteinas G, la Gs y la Gq, las
cuales pueden activar independientemente la via de sefializacion del adenosin
monofosfato ciclico (cAMP) o la via del inositol fosfato (IP), respectivamente (Ascoli
et al., 2002; Dufau, 1998; Gilchrist et al., 1996; Jo et al., 2005; Morris & Richards,
1995; Rajagopalan-Gupta et al., 1998). Estas proteinas G son heterotriméricas y estan
compuestas por las subunidades a, B y v (Rajagopalan-Gupta et al., 1998). Cuando la
sefal alcanza el dominio intracelular de LHCGR, luego de la unién de la LH o la hCG,
la subunidad o se disocia de las subunidades B y vy, que se encuentran altamente
asociadas, e interactia con la adenilato ciclasa (AC) o con la fosfolipasa C (PLC),
iniciando de esta manera la sefializacion intracelular (Rajagopalan-Gupta et al., 1998).
La activacion de estas vias de sefializacién genera un incremento en la produccion de
los androgenos, de los estrogenos y de la progesterona, y ademds permite que se

produzcan la ovulacion y la formacién del cuerpo luteo (Rao & Lei, 2002).

52



La via de sefalizacion predominante en el LHCGR es la del cAMP, la cual se puede
activar a concentraciones bajas de la LH o la hCG (Chin & Abayasekara, 2004; Puett et
al., 2005; Richards, 2001; Russell & Robker, 2007; Troppmann et al., 2013). Esta via
inicia con la unién de la subunidad a de la proteina Gs a la AC. Esta enzima convierte el
adenosin trifosfato (ATP) en cAMP promoviendo de esta manera un incremento
intracelular rapido en la concentracion de este segundo mensajero (Casarini et al., 2016;
Menon & Gunaga, 1974; Menon et al., 2004; Yan et al., 2016). La concentracioén del
cAMP es controlado por la enzima fosfodiesterasa (PDE), que hidroliza el cAMP
(Menon & Gunaga, 1974; Yan et al., 2016). Posteriormente, el cAMP se une a la
subunidad regulatoria de la proteina quinasa dependiente del cAMP (PKA), generando
que se disocie de su subunidad catalitica y se activen reacciones de fosforilacion
(Casarini et al., 2016; Menon & Gunaga, 1974; Richards, 2001; Yan et al., 2016). La

PKA activada cataliza la fosforilacion de la Ser'**

de la proteina de union al elemento
de respuesta del cAMP (CREB), el cual es un factor de transcripciéon que luego de
fosforilado se trasloca al nucleo y se une al elemento de respuesta de cAMP (CRE)
(Casarini et al., 2016). Esta unién promueve la transcripcion y regulacion de genes
requeridos para el desarrollo folicular, la esteroidogénesis gonadal (produccion de
androgenos, estrogenos y progesterona), la ovulacion, y la luteinizacion (Casarini et al.,
2016; Chin & Abayasekara, 2004; Freimann et al., 2004; Khan et al., 2015; Menon &
Gunaga, 1974; Richards, 2001; Russell & Robker, 2007). PKA también puede activar,
directamente o indirectamente (a través de la activacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR)), a las quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y

2 (ERK1/2), las cuales a su vez fosforilan a los factores de transcripcion Spl y Sp3

(Casarini et al., 2016; Choi & Smitz, 2014b; Khan et al., 2015; Menon & Menon, 2012;
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Richards, 2001; Russell & Robker, 2007). Las ERK1/2 son importantes para la
expansion de las células del cumulo, la maduracion del oocito y la diferenciacion de las
células de la granulosa en células luteales (Casarini et al., 2012, 2016; Karlsson et al.,
2010; Khan et al., 2015). La activacion de las ERK1/2 por parte de la PKA depende de
cual ligando interactiia con el LHCGR. Se encontré que la LH tuvo un mayor impacto
en la activacion de esta via complementaria (Casarini et al., 2012; Choi & Smitz, 2014a;
Troppmann et al., 2013). Ademas de la importante funcion de la sefalizacion del
LHCGR en la esteroidogénesis, la ovulacion y la luteinizacion, se ha encontrado que
también es indispensable para la morfologia de las células de la granulosa (Casarini et
al., 2012; Khan et al., 2015; Morris & Richards, 1995). Se encontré que, en ausencia de
estimulacion del LHCGR, las células de la granulosa del estadio preovulatorio
presentaron una forma aplanada. Sin embargo, posterior a la exposicion con la LH o la
hCG estas células se volvieron redondas (Casarini et al., 2012; Karlsson et al., 2010;

Morris & Richards, 1995).

La via de la sefalizacion del inositol fosfato, por el contrario, se activa cuando hay altas
concentraciones de la LH o la hCG y cuando hay una alta densidad del LHCGR, por lo
que se ha propuesto que su activacion solo se produce durante el pico ovulatorio de la
LH o durante el primer trimestre del embarazo (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Menon
et al.,, 2004). Esta via inicia cuando la subunidad o de la proteina Gq activa a la
fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) liberando
diacilglicerol (DAG) y al inositol 1,4,5-trifosfato (IPs;) (Chin & Abayasekara, 2004; Jo
et al., 2005; Menon et al., 2004; Yan et al., 2016). DAG activa a la proteina quinasa C

(PKC) que fosforila posteriormente a CREB para que se una a CRE, mientras IP; libera
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el calcio del reticulo endoplasméatico aumentando los niveles de calcio intracelular

(Chin & Abayasekara, 2004; Jo et al., 2005; Menon et al., 2004; Yan et al., 2016).

3.3.7 Modelos animales del LHCGR

Dos modelos Lhcgr-KO han sido generados (Laissue, 2015; Lei et al., 2001; Zhang et
al., 2001). Estos ratones KO (Lhcgr’”) se generaron independientemente en dos
laboratorios en el afio 2001 por medio del empleo de la metodologia del gen targeting,
la cual se realizo en células madre embrionarias (Lei et al., 2001; Zhang et al., 2001).
Para lograr la completa eliminacion del receptor funcional y por tanto generar los
ratones Lhcgr”, en el primer modelo se deleciond selectivamente parte de la region
proximal del promotor y el exon 1 (Lei et al., 2001), mientras que en el segundo se
deleciono el exén 11 con el fin de transcribir el ARNm del receptor truncado y obtener

proteinas no funcionales (Zhang et al., 2001).

En ambos modelos Lhcgr-KO se observaron fenotipos muy similares (Lei et al., 2001;
Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). Se evidencié que el silenciamiento del LAicgr no
fue letal ni tuvo efecto en la diferenciacion sexual (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002;
Zhang et al., 2001). Ademads, estos ratones nacieron fenotipicamente normales y no
hubo diferencia en la histologia gonadal al momento del nacimiento con respecto a los
ratones Lhcgr”" (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). Sin embargo,
luego de la séptima semana de edad se observaron varios defectos en los ratones hembra
Lhegr’™ que generaron que fueran infértiles (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et
al., 2001). En estos animales hubo una significativa reduccion en el crecimiento y en el

desarrollo de los ovarios y del tracto reproductivo en comparacion con los animales
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Lhegr™"y Lhegr™. Se encontré que estos 6rganos eran mas pequefios y livianos, hubo
una disminucion en la profundidad de las capas del utero y se observaron pocas
glandulas en el endometrio (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). En la
histologia ovarica, se encontré que estos ratones tenian foliculos preantrales y antrales
pero no se observaron foliculos preovulatorios ni cuerpo lateo, lo que sugirié un arresto
folicular mas alla del estadio antral (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et al.,
2001). Asimismo, se observd que estos animales eran 50% mas pesados, no tuvieron
ciclos estrales y presentaron retraso y ambigiiedad en la apertura vaginal (Lei et al.,
2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). Adicionalmente, se encontrd que tenian
niveles de la LH significativamente elevados mientras los de la FSH estaban
moderadamente elevados, y que a pesar de que hubo una disminucidon importante en los
niveles de progesterona y estradiol estos no se suprimieron totalmente (Lei et al., 2001;
Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). Lei et al., observaron particularmente que los
animales Lhcgr”” también presentaban una gran disminucion en el RNAm de la proteina
reguladora aguda de la esteroidogénica (Star) y en el RNAm del receptor de estrogenos
1 (Esrl), mientras que hubo un incremento en el RNAm del receptor de estrogenos 2

(Esr2) (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002).

Por lo que se refiere a los ratones hembra Lhcgr™”, estas fueron fértiles, tuvieron ciclos
estrales normales y no presentaron diferencias en la morfologia ovarica ni uterina con
respecto a los ratones Lhcgr” " (Huhtaniemi et al., 2006; Lei et al., 2001; Rao & Lei,
2002; Zhang et al., 2001). En estos ratones se observo la presencia de cuerpo luteo lo
que indicé una normal progresion en el desarrollo folicular y una normal ovulacion. El

utero fue grueso con una morfologia normal y se observaron numerosas glandulas en el
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endometrio (Huhtaniemi et al., 2006; Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002; Zhang et al.,

2001). Sin embargo, en los animales Lhcgr™”

creados por Lei et al., se observo que
tuvieron un incremento y una disminucion modesta en la FSH y en los niveles de
estradiol, respectivamente (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002). Adicionalmente, a
medida que crecieron y cumplieron un afio de edad presentaron senescencia
reproductiva antes que los ratones Lhcgr™". Algunos se volvieron extremadamente

obesos, tuvieron disminucién en la densidad del fémur y todos desarrollaron tumores

endometriales malignos (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002).

Aunque se obtuvieron fenotipos muy similares con ambos modelos Lhcgr-KO, la
interpretacion que los investigadores le dieron a la funcionalidad de la accion del
receptor en los tejidos extragonadales fue diferente (Lei et al., 2001; Pakarainen et al.,
2005; Rao & Lei, 2002; Zhang et al., 2001). Lei et al., encontraron que el
silenciamiento de Lhcgr podia afectar la calidad de vida de los ratones, en cuanto a que
se observaron cambios comportamentales, problemas de alimentacion, debilidad del
sistema inmune y cambios esqueléticos, entre otros (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002).
De manera opuesta, Pakarainen et al., mediante trasplante ortotopico de ovarios de
ratones wildtype en ratones Lhcgr”” en edad prepuberal, encontraron que la expresion de
Lhcgr extragonadal no tuvo ninguna significancia fisioldégica (Huhtaniemi et al., 2006;
Pakarainen et al., 2005). Encontraron que en los ratones Lhcgr” trasplantados, a pesar
de no expresarse el receptor en los tejidos extragonadales, se restauro la fertilidad,
tuvieron crias sanas, presentaron ciclos astrales normales, comportamiento sexual
normal, apertura vaginal normal y correcta funcion endocrina (Huhtaniemi et al., 2006;

Pakarainen et al., 2005). Ademas, en la histologia ovéarica se observaron foliculos en
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todos los estadios de desarrollo y presencia de cuerpo luteo. Por consecuente, los
investigadores pudieron concluir que, en los ratones, la accion del receptor en el tejido
extragonadal no es necesaria para la maduracion sexual normal, el comportamiento
sexual, el mantenimiento del embarazo, ni para la lactaciéon (Huhtaniemi et al., 2006;

Pakarainen et al., 2005).

Por otro lado, Lei et al., ademés de crear el modelo Lhcgr-KO, emplearon terapia de
reemplazo hormonal con el objetivo de determinar si los cambios fenotipicos
observados en los ratones Lhcgr” eran debidos a los bajos niveles de las hormonas
sexuales o si por el contrario eran consecuencia de la falta de sefalizacion ejercida por
la LH (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002). El reemplazo hormonal consistié en inyectar
a animales de 30 dias de nacidos 0.1mg de 17b-estradiol y 5 mg de progesterona por 21
dias (Lei et al., 2001; Rao & Lei, 2002). Los investigadores encontraron que la terapia
produjo un pequefio incremento en el tamafio ovarico, en el grosor del utero y ya no se
encontr6 disminucion en los niveles del RNAm de Stary de Esrl (Lei et al., 2001; Rao
& Lei, 2002). Sin embargo, el reemplazo hormonal no tuvo efecto en la morfologia
ovdrica ni en la fertilidad. No hubo reanudacion del desarrollo folicular mas alla del
foliculo antral y el nimero de glandulas endometriales permanecié bajo (Lei et al.,
2001; Rao & Lei, 2002). Estos resultados demostraron que la estimulacion por la LH,
independiente de las hormonas sexuales, es indispensable para el desarrollo folicular a
partir del foliculo antral, para la ovulacion y para la formacion del cuerpo lateo (Lei et

al., 2001; Rao & Lei, 2002).
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Finalmente, mediante la creacion de los dos modelos Lhegr-KO se pudo concluir que la
activacion de la senalizacion de Lhegr mediada por la LH, tiene una funcidon importante
en el crecimiento y desarrollo de los ovarios y el tracto reproductivo en la vida postnatal
(Huhtaniemi et al., 2006; Lei et al., 2001; Pakarainen et al., 2005; Rao & Lei, 2002;
Zhang et al., 2001). Estos modelos pueden ser considerados fenocopias de las
mutaciones inactivadoras encontradas en los humanos y han contribuido a la
comprension de las funciones normales y patologicas del LHCGR (Huhtaniemi et al.,

2006; Laissue, 2015; Rao & Lei, 2002).

3.3.8 Variantes en el LHCGR asociadas con la etiologia de la FOP no sindromica

Se han encontrado numerosas variantes de secuencia en el gen LHCGR que pueden
generar activacion constitutiva o inactivacion (parcial o completa) de la sefializacion
efectuada por este receptor (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Narayan, 2015; Segaloff,
2009; Themmen, 2005; Themmen & Huhtaniemi, 2000). Las variantes que produjeron
activacion constitutiva se localizaron principalmente en el exon 11, lo que argumenta a
favor de la importancia del dominio transmembrana en la propagacion y en la
transferencia de la sefial (Ascoli et al., 2002; Menon & Menon, 2012; Narayan, 2015;
Themmen & Huhtaniemi, 2000). Se consideran como hotspots para estas variantes la
hélice transmembrana 6 y el /loop intracelular 3 (Fanelli et al., 2001; Menon & Menon,
2012; Narayan, 2015; Themmen & Huhtaniemi, 2000; Troppmann et al., 2013). Estas
variantes facilitaron la conformacion del estado activo del receptor o fortalecieron la
interaccion con la proteina G (Themmen & Huhtaniemi, 2000; Troppmann et al., 2013).
En mujeres portadoras de estas variantes, no se observo ningin efecto fenotipico

detectable en la edad prepuberal ni en la post puberal, mientras que los hombres
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presentaron pubertad precoz (Fanelli et al., 2001; Narayan, 2015; Segaloff, 2009;
Themmen, 2005; Themmen & Huhtaniemi, 2000). Por el contrario, las variantes que
generaron inactivacion del receptor se encontraron a lo largo de todo el ORF (Ascoli et
al., 2002; Narayan, 2015; Troppmann et al., 2013). Se encontr6 que estas variantes
interfirieron en el correcto plegamiento de la proteina, generando que fueran retenidas
en el reticulo endoplasmaético (RE), y por tanto afectando directamente la expresion de
los receptores en la membrana celular (Ascoli et al., 2002; Narayan, 2015; Segaloff,
2009; Troppmann et al., 2013). Ademads, algunas variantes afectaron la interaccién con
el ligando, la propagacion de la sefial y la activacion de la proteina G (Ascoli et al.,
2002; Narayan, 2015; Troppmann et al., 2013). Mujeres portadoras de estas variantes
presentaron un desarrollo puberal normal, con menarquia normal o tardia, la cual
ocurrio espontdneamente entre los 12 a 20 afios de edad, seguida por oligomenorrea e
infertilidad (Latronico & Arnhold, 2012; Narayan, 2015; Segaloff, 2009). En algunas
mujeres también se observd amenorrea primaria (Segaloff, 2009; Toledo et al., 1996).
Por ultrasonido pélvico se observd que el utero y los ovarios fueron normales
(Latronico & Arnhold, 2012). Ademas, en estas pacientes se encontré que tenian niveles
bajos de estradiol y progesterona, y niveles altos de la LH y la FSH, indicando
disfuncion del circuito de retroalimentacion negativa del eje HHG (Latronico &
Arnhold, 2012). En los hombres se observo un fenotipo mas severo que en las mujeres,
el cual se correlaciond con el efecto deletéreo ocasionado por estas variantes (Narayan,
2015; Themmen & Huhtaniemi, 2000). Presentaron hipogonadismo primario e
hipoplasia de las células de Leydig, lo que generd que hubiera una submasculinizacién
fetal. Por lo tanto, se observaron fenotipos que incluyeron desde

pseudohermafroditismo 46,XY hasta una normal diferenciacién sexual masculina con
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presencia de hipospadias o micropene (Bruysters et al., 2008; Dufau, 1998; Latronico et

al., 1998; Menon & Menon, 2012; Narayan, 2015; Segaloff, 2009).

Algunas variantes de secuencia, identificadas por secuenciacion directa del gen
LHCGR, han sido validadas funcionalmente como causales de la FOP no sindrémica
(Laissue, 2015; Latronico et al., 1996, 1998; Stavrou et al., 1998; Toledo et al., 1996).
Las primeras variantes fueron descritas en 1996 (Latronico et al., 1996; Toledo et al.,
1996). Estas variantes se encontraron en mujeres 46,XX con hipogonadismo
hipergonadotrépico 'y amenorrea primaria, y en sus hermanas con
pseudohermafroditismo 46,XY (Latronico et al., 1996; Toledo et al., 1996). Latronico et
al., describieron la variante homocigota c.1996T>C (p.Arg554Ter), que se localiz6 en el
dominio transmembrana, especificamente en el /oop intracelular 3 (Latronico et al.,
1996). Esta variante se encontr6 en una familia de origen brasilero y a pesar de no haber
sido validada funcionalmente, el hecho de que generara un codon de parada prematuro
fue sugerida como causal del fenotipo encontrado en la paciente y en sus hermanas
(Latronico et al., 1996). Por su parte, Toledo et al., describieron la variante homocigota
c.1777G>C (p.Ala593Pro), que se encontr6 también en el dominio transmembrana,
especificamente en la hélice transmembrana 6 (Toledo et al., 1996). Por medio de
analisis funcionales, encontraron que esta variante producia una reduccion en la
capacidad de unién con el ligando y una diminucion en la produccion del segundo

mensajero cCAMP luego de la estimulacion con la hCG (Toledo et al., 1996).

Dos variantes mas se describieron en 1998 (Latronico et al., 1998; Stavrou et al., 1998).

Latronico et al., describieron y validaron funcionalmente la delecion homocigota,
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c.1822 1827del (p.Leu608 Val609del), que se localizé en el dominio transmembrana,
especificamente en la hélice transmembrana 7 (Latronico et al., 1998). Esta variante se
encontrd en una mujer que presentd menstruaciones irregulares y periodos variables de
amenorrea, y en su hermana pseudohermafrodita 46,XY (Latronico et al., 1998).
Receptores con esta variante se expresaron menos en la superficie celular, debido a que
la mayoria quedaron retenidos intracelularmente (Latronico et al., 1998). Los pocos
receptores que lograron expresarse correctamente, tenian la misma capacidad de unién
con el ligando, con respecto a los receptores wildtype, pero tuvieron una reduccion
significativa en la produccion del cAMP (Latronico et al., 1998). Stavrou et al.,
describieron la variante homocigota ¢.1060A>G (p.Glu354Lys), que se localiz6 en el
dominio extracelular, especificamente en la region bisagra (Stavrou et al., 1998). Esta
variante se encontré en una mujer 46,XX con amenorrea primaria y en sus dos
hermanas 46,XY pseudohermafroditas (Stavrou et al., 1998). Por medio de ensayos
funcionales, encontraron que esta variante generé una completa perdida de la funcion
del receptor, debido a que no hubo produccién del cAMP luego de la estimulacién con

la hCG (Stavrou et al., 1998).

Afios después se describid la variante de splicing IVS10-G>A (Bruysters et al., 2008).
Esta variante se encontr6 en estado de homocigoto en cuatro hermanos que presentaron
un fenotipo reproductivo mas leve, con respecto a los casos descritos anteriormente
(Bruysters et al., 2008). Dos hermanas tenian oligomenorrea, una hermana tuvo
menstruaciones regulares por varios afios y presentd valores normales de la LH en
sangre, y un hermano presento retraso en la pubertad y tenia micropene y oligospermia

(Bruysters et al., 2008). Esta variante genero6 la delecion de los aminoacidos Tyr317 a
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Ser324, los cuales se localizan en el dominio extracelular, especificamente en la region
bisagra (Bruysters et al., 2008). Por ensayos funcionales se encontr6 que los receptores
con esta variante, se expresaron correctamente en la superficie celular y respondieron al
estimulo inducido por la LH. Sin embargo, hubo una disminucion significativa en la
intensidad de la estimulacién (Bruysters et al., 2008). Estos resultados sugirieron que

esta variante gener6 inactivacion parcial del LHCGR (Bruysters et al., 2008).

Las ultimas variantes descritas y posiblemente asociadas con la etiologia de la FOP no
sindromica, fueron las variantes heterocigotas ¢.455T>C (p.lle152Thr) y ¢.537-3C>A
(Qiao et al., 2009). Ambas variantes, que se localizaron en el dominio extracelular, se
encontraron en una nifia de 8 afios y en su hermana con pseudohermafroditismo 46,XY
(Qiao et al., 2009). Por ensayos funcionales, se encontr6 que la variante de splicing
¢.537-3C>A genero skipping del exon 7 (Qiao et al., 2009). También se encontrd, que
los receptores con la variante ¢.455T>C (p.lle152Thr) se localizaron en la superficie
celular al igual que los receptores wildtype. Sin embargo, estos receptores presentaron
una significativa reduccion en la afinidad de unién con el ligando y una total pérdida en
la transduccion de la sefial mediada por la estimulacion con diferentes concentraciones

de la hCG (Qiao et al., 2009).

Recientemente, nuestro grupo publicé un estudio en el que se encontraron variantes
heterocigotas en los genes ADAMTS19, BMPR2 y LHCGR, potencialmente relacionados
con la etiologia de la FOP no sindrémica (Fonseca et al., 2015). En este estudio, se
disefid6 un microarreglo para secuenciar masivamente, por medio de secuenciacion de

siguiente generacion (NGS), la region codificante de 70 genes candidatos de la FOP no
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sindromica (Fonseca et al.,, 2015). Estos genes fueron seleccionados segun varios
criterios, entre los que se incluyeron, que hubieran sido validados funcionalmente, que
tuvieran un perfil de expresion ovarico, que tuvieran una asociacion genética positiva
con el fenotipo y que por medio de modelos animales se hubieran encontrado fenotipos
similares a la FOP (Fonseca et al., 2015). Este microarreglo se disefio, con el objetivo
de analizar simultdneamente extensas regiones gendmicas, y de esta manera poder
encontrar variantes que de otra manera serian dificiles de identificar, debido a la
complejidad molecular asociada a la reproduccion y a las limitaciones técnicas de la
secuenciacion de Sanger (s6lo se pueden analizar entre 600 a 700pb por reaccidn)
(Fonseca et al., 2015). Esta secuenciacion masiva se realizd en 12 pacientes afectadas

por FOP (Fonseca et al., 2015).

Las variantes identificadas en este estudio fueron la ¢.2828C>T (p.Thr943Ile) en el gen
ADAMTSI9, la ¢.2960C>T (p.Ser987Phe) en el gen BMPR?2 y las variantes ¢.296A>G
(p.Asn99ser) y ¢.526C>T (p.Ser176Pro) en el gen LHCGR (Fonseca et al., 2015). Estas
variantes fueron validadas por secuenciacion de Sanger, y podrian ser causales del
fenotipo encontrado en las pacientes, ya que no se encontraron en ninguno de los grupos
control (Fonseca et al., 2015). Estos grupos consistieron en 176 controles FOP (mujeres
cuya menopausia ocurrio después de los 50 afios y no tenian antecedentes de
enfermedad ginecoldgica) y en 345 controles poblacionales (mujeres entre los 19 afios y
los 63 afios) (Fonseca et al., 2015). Ademas, por medio de analisis in silico, se encontrd
que los aminoacidos intercambiados eran altamente conservados entre diferentes

especies de vertebrados. Asimismo, predictores in silico de la patogenicidad, como
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PolyPhen y SIFT, sugirieron que estas variantes podrian tener un potencial efecto

deletéreo a nivel de la proteina (Fonseca et al., 2015).

En el caso particular de las variantes heterocigotas encontradas en el gen LHCGR, estas
se encontraron en pacientes que tenian hipogonadismo hipergonadotrdpico y amenorrea
secundaria (Fonseca et al., 2015). La variante ¢.296A>G (p.Asn99ser), se encontro en la
paciente POF19, una mujer de 36 afios (en el momento de la evaluacion clinica), quien
tuvo dos hijos y ningtn antecedente familiar de infertilidad (Fonseca et al., 2015). Esta
variante se localizd en el dominio extracelular, especificamente en un sitio de
glicosilacion. El predictor patogénico SIFT arrojo un puntaje de 0.26 y en PolyPhen se
encontrd que esta variante era benigna (Fonseca et al., 2015). En esta paciente también
se identifico la variante ¢.2960C>T (p.Ser987Phe) encontrada en el gen BMPR?2 (Fig. 3)

(Fonseca et al., 2015).

Figura 3. Pedigri de la familia POF19. La paciente III-5, el caso indice, es portadora de las
variantes encontradas en los genes LHCGR y BMPR2. Los individuos II-1, II-2, 113 y III-3 son
portadores heterocigotos de las variantes encontradas en el gen LHCGR o en el gen BMPR2.

Imagen tomada de Fonseca et al, 2015.
K ‘
Lo v
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3 /715
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I LHCGR c.296A>G
(N BMPR2 ¢.2960C>T
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Por otro lado, la variante ¢.526C>T (p.Serl76Pro) se encontr6 en la paciente POF23,
una mujer de 30 afos (en el momento de la evaluacién clinica), que a pesar de presentar
menstruaciones irregulares luego de la menarquia, qued6 en embarazo y tuvo un hijo
(Fonseca et al.,, 2015). No tenia ningin antecedente familiar de enfermedad
reproductiva (Fonseca et al., 2015). Esta variante se localizo en el dominio extracelular.
El predictor SIFT arrojé un puntaje de 0.03 (patogénico) y en Polyphen se encontrd que

esta variante era benigna (Fonseca et al., 2015).

Los resultados mencionados anteriormente no fueron considerados como tema central
de la presente tesis, ya que fueron presentados previamente por otro maestrante. Sin
embargo, es importante mencionar que tuve participacion activa en el hallazgo de estos
resultados (Fonseca et al., 2015). El tema central de la presente tesis es la validacion

funcional de las variantes encontradas en el gen LHCGR (ver mas adelante).

Por ultimo, es importante sefialar que numerosas publicaciones del grupo fundamentan
y complementan los abordajes tedricos y experimentales citados en el marco tedrico
presentado (Caburet et al., 2012; Carlosama et al., 2017; Castro et al., 2013; Diggle et
al., 2012; Ducat et al., 2016; Fonseca et al., 2012, 2012b, 2012¢, 2013, 2014, 2015;
Forero et al., 2016; L’Hote et al., 2010; Laissue et al., 2009, 2009b 2009c¢, 2015, 2016,
2017, 2017b; Lakhal et al., 2008, 2009, 2010; Mitropoulos et al., 2015; Niiio et al.,
2012; Ojeda et al., 2011; Ortega-Recalde et al., 2013, 2013b, 2015, 2015b, 2016; Patifio
et al., 2014, 2017, 2017b, 2017c; Prada & Laissue, 2014; Quintero-ronderos et al.,

2017; Vatin et al., 2012, 2014).
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4. Pregunta cientifica

(Qué impacto funcional tienen las variantes p.Asn99Ser y p.Ser176Pro en LHCGR,

encontradas en las pacientes afectadas por FOP no sindromica?

5. Objetivos de la investigacion

5.1 Objetivo General
Evaluar el potencial impacto funcional de las variantes p.Asn99Ser y p.Serl76Pro en

LHCGR en el contexto de la etiologia de la FOP no sindromica.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar si las variantes p.Asn99Ser y p.Serl76Pro afectan la localizacion
subcelular de LHCGR.

2. Determinar si las variantes p.Asn99Ser y p.Serl76Pro afectan la produccion del

segundo mensajero (cCAMP), y por tanto la transduccion de la sefal corriente abajo.
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6. Materiales y métodos

6.1 Construcciones plasmidicas de LHCGR

La secuencia codificante completa (ADNc) del gen LHCGR (NM_000233), que se
encontraba clonada en el vector de expresion pcDNA3 (Thermo Fisher Scientific), fue
amablemente donada por el Dr. Aaron Hsueh (Stanford, CA, USA) (Laue et al., 1996a).
Esta secuencia tenia insertados 24 nucledtidos hacia el extremo 5° (luego de la
secuencia que codifica el péptido seial), que codificaba para un péptido FLAG (N-Asp-

Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C).

6.1.1 Generacion de las variantes ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C
(p.Ser176Pro) mediante mutagénesis dirigida por PCR fusion

La metodologia de mutagénesis dirigida por PCR fusién consiste en dos rondas de PCR
(Patel et al., 2009). En la primera ronda de PCR se emplean dos primers flanqueantes y
dos primers internos que tienen en su secuencia la variante de interés (primers
mutagénicos) (Patel et al., 2009). En la segunda ronda de PCR (PCR fusién) no hay
necesidad del empleo de primers, ya que los fragmentos, generados en la primera ronda,
tienen secuencias complementarias (en sus extremos) y por lo tanto se anillan a si

mismos (Patel et al., 2009).

Para la generacion de las variantes encontradas en las pacientes con FOP no sindromica,
se siguid el protocolo descrito previamente por Patel ef al., con algunas modificaciones
(Fig. 4) (Patel et al., 2009). En la primera ronda de PCR por cada variante se realizaron

dos reacciones independientes. En una reaccion se empled un primer forward
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flanqueante y un primer reverse mutagénico, y en la otra reaccion se empled un primer
forward mutagénico y un primer reverse flanqueante (Tabla 1). Los dos primers
flanqueantes tenian, en sus extremos, secuencias de reconocimiento para las enzimas de
restriccion Kpnl (localizacion 5° de los ADNc) y Xhol (localizacion 3° de los ADNc)
para el clonaje por medio del método de digestion - ligacion (ver seccion 6.1.5). Los dos
primers mutagénicos, tenian secuencias complementarias entre ellos y la variante que se
queria generar (c.296A>G o ¢.526T>C) se encontraba en la mitad de sus secuencias
(Tabla 1). Para cada una de las reacciones de PCR se agregaron 100 ng de ADN
plasmidico, 12.5 ul del master mix Platinum® Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific), 0.8uM de cada uno de los primers y 7.5 pl de agua ultra pura para completar
un volumen final de 25 pl. El programa de PCR, para todas las reacciones, consistié en
un ciclo de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 15 ciclos de
desnaturalizacion por 40 segundos a 94°C, de anillamiento por 40 segundos a 57°C y de
elongacion por 1:10 minutos a 72°C. Se termind con un ciclo de elongacién final por 5
minutos a 72°C. Para la visualizacion de los productos de la PCR, se realizé un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Posteriormente se realiz6 una electroforesis
a 110V por 40 minutos. Como resultado de estas reacciones de PCR se obtuvieron dos
fragmentos (fragmentos A y B) de diferente tamafo (de acuerdo a la localizacién de la

variante) (Tabla. 1, Fig. 4).
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Tabla 1. Secuencia de los primers empleados y longitud de los fragmentos generados en la

primera ronda de PCR de la mutagénesis dirigida.

Fragmento
Variante Reaccion Secuencia de los primers (sentido 5°-3°) generado
huLHCGR-oKpnlI-1F:
cgcggGGTACCGCCGCCACCATGAAGCAGCGGTTCTCGGCGCT
huLHCGR-m296a-g-R: Fragmento A:
1 TCAGTATTTCAGACAAACTGAGGAGGTTGTCAAAG 352pb
huLHCGR-m296a-g-F:
CTTTGACAACCTCCTCAGTTTGTCTGAAATACTGA
huLHCGR-QXhol-1R: Fragmento B:
c.296A>G 2 cgccgCTCGAGTTAACACTCTGTGTAGCGAGTCTTGT 1827pb
huLHCGR-oKpnlI-1F:
cgcggeGGTACCGCCGCCACCATGAAGCAGCGGTTCTCGGCGCT
huLHCGR-m526t-g-R2: Fragmento A:
1 TAGTTTGAGTGTTACAGGTTCATTATTCATCCCTT 582pb
huLHCGR-m526t-g-F2:
AAGGGATGAATAATGAACCTGTAACACTCAAACTA
huLHCGR-QXhol-1R: Fragmento B:
c.526T>C 2 cgccgCTCGAGTTAACACTCTGTGTAGCGAGTCTTGT 1597pb

Nota: En negrilla se muestran las secuencias de restriccion, en italica se encuentra sefialada la

secuencia Kozak y subrayado se muestra la variante que se queria generar.

En la PCR fusion se realizd una reacciéon por cada variante. En cada reaccidon se

agregaron los fragmentos A y B generados en la primera ronda de PCR (en una relacion

molar fragmento A: fragmento B de 5:1 y de 3:1 para las variantes ¢.296A>G y

¢.526T>C, respectivamente), 25 ul GoTaq Green Master Mix (Promega) y agua para

completar un volumen final de 50 pl (Figura 4). Para lograr que se anillaran los

fragmentos A y B entre ellos, se empled6 un programa de PCR Touchdown con

temperaturas de anillamiento entre 47°C a 57°C, con intervalos de 2°C (Tabla 2).
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Figura 4. Esquema de la mutagénesis dirigida realizada para la generacion de las variantes de

LHCGR. Imagen tomada y modificada de Patel et al., 2009.

¢.296A>G (p.Asn99Ser) ¢.526T>C (p.Ser176Pro)
IPCR
oKpnl-1F  m296a-g-R oKpnl-1F m526t-g-R2
e — <=
5 3 5’ 3
— &= — <«
m296a-g-F QXhol-1R m526t-g-F2 QXhol-1R
Fragmento A Fragmento A
5’ m— 3 R Xl
5'=% 3 5'=53 3’
Fragmento B Fragmento B
I PCR (PCR Fusion)
Fragmento A FragmentoA
e 1111 ] y —r1111 3
Fragmento B Fragmento B
l Productos de PCR l
5 Fragmento longitud total 3 5'Fragmento longitud total 3
296A>G 526T>G
5 Fragmento A 3 5 Fragmento A 3
) Fragmento B ) Fragmento B ,
5 3 5’ 3

Tabla 2. Programa de PCR empleado en la segunda ronda de PCR de la mutagénesis dirigida.

No de ciclos Etapa de PCR Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minuto
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
2 Anillamiento 47°C 1:5 minutos
Elongacion 72°C 2:10 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
2 Anillamiento 49°C 1:5 minutos
Elongacion 72°C 2:10 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
2 Anillamiento 53°C 1:5 minutos
Elongacion 72°C 2:10 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
4 Anillamiento 55°C 1:5 minutos
Elongacion 72°C 2:10 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
4 Anillamiento 57°C 1:5 minutos
Elongacion 72°C 2:10 minutos
1 Elongacion final 94°C 5 minuto
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Los productos de la PCR se sembraron en un gel preparativo al 1% tefiido con bromuro
de etidio. Se hizo la electroforesis a 110V por una hora. Como resultado se observaron
fragmentos del tamafio del ADNc del gen de LHCGR (producto de la fusion de los
fragmentos A y B), con las variantes generadas en la primera ronda de PCR (Fig. 4). Se
realizo la extracciéon de la banda de interés y se purifico empleando el kit PureLink®™

Quick Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific).

Se verifico el proceso de purificacion por medio de una amplificacion con los primers
HuLHCGRalpha: 5’-ATGAAGCAGCGGTTCTCG-3’ y HuLHCGRom: 5’TTAACAC
TCTGTGTAGCGAGCTTGTC-3". A la reaccion se le agregaron 2.5 ul del producto
purificado, 12.5 ul GoTaq Green Master Mix (Promega), 0.8uM de cada uno de los
primers 'y 6 ul de agua ultra pura para completar un volumen final de 25 pl. El programa
de PCR consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 20
ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C por 40 segundos, 72°C por 2:10 minutos, y un

ciclo de elongacion final a 72°C por 10 minutos.

6.1.2 PCR para la obtencion del ADNc de LHCGR en la version wildtype (WT)

Se realizdo una PCR sobre el vector pcDNA3 para la obtencién del ADNc del gen
LHCGR en la version WT. El objetivo de esta PCR fue insertarle las secuencias de
reconocimiento de las enzimas Kpnl y Xhol en los extremos 5’ y 3°, respectivamente,

para el clonaje por medio de digestion-ligacion (ver seccion 6.1.5).

En la reaccion de PCR se agregaron 100ng de ADN plasmidico, 12.5 ul de GoTagq
Green Master Mix (Promega), 0.8 uM de cada primer y 7.5 ul de agua ultra pura para

completar un volumen final de 25 pl. Se emplearon el primer forward huLHCGR-
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aKpnl-1F y el primer reverse huLHCGR-QXhol-1R (Ver tabla 1). El programa de
PCR consistio de un ciclo de desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 94°C seguido por
20 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 57°C y 2:10 minutos a 72°C. Se termino
con un ciclo de elongacion final a 72°C por 10 minutos. Los productos de PCR se
corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. La electroforesis se

realizd a 110V por 60 minutos.

6.1.3 Subclonaje de los ADNc del gen LHCGR

El ADNCc, con cada una de las variantes obtenidas a partir de la mutagénesis dirigida
(LHCGR-N99S y LHCGR-S176P) y el ADNc WT (LHCGR-WT), se subclonaron en el
vector de almacenamiento pCR® 4-TOPO (Thermo Fisher Scientific), por el método de
clonaje TA. Los vectores para este tipo de clonaje estan linealizados y en sus extremos
3’ tienen residuos de deoxitimidina (T). Por lo tanto, es necesario que los productos de
PCR que se van a clonar tengan es sus extremos 3’ residuos de deoxiadenosina (A) para
que se liguen adecuadamente con el vector. La Tag polimerasa que se emple6 para la
generacion de los fragmentos de interés, tiene la facultad de generar estos residuos en
los extremos 3’ de manera independiente de la secuencia molde. Para el clonaje se
empleo el kit TOPO® TA Cloning® (Thermo Fisher Scientific) y se realizé una reaccion
por cada ADNc. En cada reaccion se agregaron en orden, 1.5 ul de agua ultra pura, 1 pl
de solucion salina, 2.5 pl del respectivo ADNc y 1 ul del vector pCR® 4-TOPO,
completando un volumen final de 6 ul. Estas reacciones se dejaron por una hora a

temperatura ambiente.
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6.1.3.1 Transformacion

Se realiz6 la transformacion de los productos de clonaje en células de Escherichia coli
quimio-competentes One Shot TOP10 Competent cells (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo el protocolo estandarizado previamente en el laboratorio. Inicialmente, se
agregaron 2 ul del producto de clonaje en 50 pul de bacterias y se incubaron en hielo por
30 minutos. Luego se realizo un choque térmico a 42°C por 30 segundos, seguido por
una incubaciéon en hielo por 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 250 ul de medio
S.0.C (Thermo Fisher Scientific), el cual es rico en nutrientes necesarios para reactivar
las bacterias luego del choque térmico. Se dejé en hielo por 2 minutos. Seguidamente,
se dejo incubando a 37°C en agitacion a 250 rpm durante 60 minutos. Finalmente, se
sembraron 150 ul en placas de LB agar con ampicilina, las cuales se incubaron toda la
noche a 37°C en agitacion a 250 rpm. Al siguiente dia las células que se transformaron
exitosamente crecieron y formaron colonias, debido a que el vector pCR® 4-TOPO tiene

el gen de resistencia a la ampicilina.

6.1.3.2 Verificacion del subclonaje

Se escogieron algunas de estas colonias para verificar que los vectores tuvieran clonado
el respectivo ADNc (LHCGR-WT, LHCGR-N99S o LHCGR-S176P). La verificacion
del subclonaje se realizé por medio de PCRs de colonia empleando un primer forward
T7 que se uni6 al vector y un primer reverse interno que se unidé a una secuencia
especifica de LHCGR que se encontraba hacia el extremo 5° (huLHCGR-485R: 5°-GT

TATGTGTAAGTTATCACAAATTTCC-3’).
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En cada reaccion de PCR se agregaron 1 ul de bacterias, 6 ul de GoTaqg Green Master
Mix (Promega), 0.8 uM de cada primer y 3 pl de agua ultra para completar un volumen
final de 12 pl. El programa de PCR consistido en una desnaturalizacidon inicial por 5
minutos a 94°C, seguido por 25 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 57°C y 50
segundos a 72°C. Se termind con una elongacion final por 10 minutos a 72°C. Los
productos de PCR se sembraron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. La electroforesis se corrio a 110V por 60 minutos. Las colonias en las que se

observo amplificacion se cultivaron para miniprets.

Posteriormente, se extrajo el ADN plasmidico empleando el kit de PureLink® Quick
Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo sugerido en este
kit. El ADN plasmidico fue enviado a secuenciacion con primers sobre el vector e
internos sobre la secuencia de LHCGR. Se analizaron las secuencias y por medio de
alineamientos con la secuencia codificante NM_ 000233, realizados con el programa
informatico ClustalW, se verificd que tuvieran las variantes ¢.296A>G o ¢.526T>C. En

el caso de la secuencia WT se verificd que no tuviera ninguna variante.

Las construcciones plasmidicas resultantes se nombraron pCRTOPO4-LHCGR-WT,

pCRTOPO4-LHCGR-N99S y pCRTOPO4-LHCGR-S176P (Fig. 5).
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Figura 5. Carta de los vectores pCR 4-TOPO. A. Mapa del vector pCR® 4-TOPO® (Thermo
Fisher Scientific). B, C y D. Carta de los vectores de las construcciones plasmidicas
pCRTOPO4-LHCGR-WT, pCRTOPO4-LHCGR-N99S 'y pCRTOPO4-LHCGR-S176P,

respectivamente.
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6.1.4 Clonaje en el vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO

Se realizo el clonaje en el vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (Thermo Fisher Scientific)
del ADNc de LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P por el método TA. Este
vector expresa el producto de PCR en fase con la proteina GFP fusionada en el extremo
carboxilo terminal. Esta construccion se realizd para el ensayo posterior in vitro de la

localizacion subcelular de LHCGR WT y mutantes (ver seccion 6.2).

Para la realizacion de este clonaje se realizd una PCR sobre cada una de las
construcciones plasmidicas pCRTOPO4-LHCGR-WT, pCRTOPO4-LHCGR-N99S o
pCRTOPO4-LHCGR-S176P para obtener el ADNc respectivo. En cada reaccion se

agregaron 1 pl de ADN plasmidico, 12.5 pl de GoTaq Green Master Mix (Promega),
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0.8uM de cada primer (HuLHCGRalpha: 5-ATGAAGCAGCGGTTCTCG-3’ y
HuLHCGRQ-GFP-1: 5>-ACACTCTGTGTAGCGAGTCTTG-3") y 7.5 pul de agua ultra
pura para completar un volumen final de 25 pl. El programa consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 20 ciclos de 40 segundos a
94°C, 40 segundos a 64°C, 2:10 minutos a 72°C, y un ciclo de elongacion final por 10
minutos a 72°C. Los productos de la PCR se sembraron en un gel preparativo al 1%
tefilddo con bromuro de etidio. La electroforesis se realizo a 110V por 70 minutos.
Posteriormente, se extrajeron las bandas de interés y se purificaron empleando el kit

PureLink®™ Quick Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific).

Para el clonaje se empleé el kit CT-GFP Fusion TOPO® TA Expression (Thermo Fisher
Scientific). En la reaccion se agregaron, en el siguiente orden, 1.5 ul de agua ultra pura,
1 pl de solucidn salina, 2.5 pl del producto purificado y 1 pl del vector, para completar
un volumen final de 6 pl. Esta reaccion se dejo incubando a temperatura ambiente por

50 minutos.

6.1.4.1 Transformacion

La transformacion se realizé siguiendo el protocolo descrito en la seccion 6.1.3.1.

6.1.4.2 Verificacion del clonaje
La verificacion del clonaje, las reacciones y el programa de PCR, como también la
extraccion del ADN plasmidico y la verificacion de las secuencias clonadas se realizod

como esta descrito en la seccidon 6.1.3.2.
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Luego de la verificacion del clonaje, las colonias se afiadieron a 100 ml de medio LB
Broth con ampicilina. Se incubaron en agitacion a 250 rpm toda la noche a 37°C.
Finalmente, se realizaron midipreps para extraer el ADN plasmidico utilizando el kit
PureLink™ HiPure Plasmid Filter (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo

descrito en este kit.

Las construcciones plasmidicas resultantes se nombraron GFP-TOPO-LHCGR-WT,

GFP-TOPO-LHCGR-N99S y GFP-TOPO-LHCGR-S176P (Fig. 6).

Figura 6. Carta de los vectores pcDNA 3.1/CT-GFP-TOPO. A. Mapa del vector pcDNA
3.1/CT-GFP-TOPO® (Thermo Fisher Scientific). B, C y D. Carta de los vectores de las
construcciones plasmidicas GFP-TOPO-LHCGR-WT, GFP-TOPO-LHCGR-N99S y GFP-TOPO-
LHCGR-S176P, respectivamente.
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6.1.5 Clonaje por medio de digestion — ligacion

Se realizo el clonaje del ADNc de LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P en el
vector de expresion pcDNA3.1 Zeo (+) (Thermo Fisher Scientific) por medio del
método de clonaje por digestion — ligacion. Este clonaje se realizd para el ensayo
posterior in vitro del analisis de la transduccion de la sefial de LHCGR WT y mutantes

(ver seccion 6.3).

6.1.5.1 Digestion

Las construcciones plasmidicas pCRTOPO4-LHCGR-WT, pCRTOPO4-LHCGR-N99S
y pCRTOPO4-LHCGR-S176P, junto con el vector de expresion pcDNA3.1 Zeo (+)
vacio (Thermo Fisher Scientific) se sometieron a un proceso de digestion con las
enzimas de restriccion Kpnl y Xhol (New England BioLabs). En cada reaccién de
digestion se agregaron 1000 ng del respectivo ADN plasmidico, 1 pl (10U) de Kpnl, 1
ul (20U) de Xhol, 1 pl de BSA (100X), 5 ul de NEBuffer 3.1 (10X) y agua ultra pura
para completar un volumen final de 50 pl. Estas reacciones se incubaron por 4 horas a
37°C. Posteriormente, los productos de la digestion se sembraron en un gel preparativo
al 1% tefiiddo con bromuro de etidio. La electroforesis se corridé a 110V por 70 minutos.
Finalmente, se realizd la extraccion de las bandas y su purificacion por medio del kit

PureLink®™ Quick Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific).

6.1.5.2 Ligacion
La ligacion de los productos purificados de los ADNc LHCGR-WT, LHCGR-N99S y
LHCG-S176P con el producto purificado del vector pcDNA3.1 Zeo (+) se realizd por

medio de una T4 ligasa de ADN (Thermo Fisher Scientific), la cual efecta la ligacion
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por medio de enlaces covalentes. Para la ligacion se agregaron el vector y el respectivo
ADNCc en una relacién molar vector:inserto de 1:3. En cada reaccion se agregaron 4 ul
de buffer T4 ligasa, 1 pul del vector, 3 ul del ADNc, 2 ul de T4 ligasa y 10 ul de agua,
para completar un volumen final de 20 pl. Estas reacciones se incubaron a 16°C por 16

horas.

6.1.5.3 Transformacion

La transformacion se realizé siguiendo el protocolo descrito en la seccion 6.1.3.1.

6.1.5.4 Verificacion del clonaje

La verificacion del clonaje se realizdo como esta descrito en la seccion 6.1.4.2.

Las construcciones plasmidicas resultantes se nombraron pcDNA-LHCGR-WT,

pcDNA-LHCGR-N99S y pcDNA-LHCGR-S176P (Fig. 7).
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Figura 7. Carta de los vectores pcDNA3.1 Zeo (+). A. Mapa del vector pcDNA 3.1 Zeo (+)

(Thermo Fisher Scientific). B, C y D. Carta de los vectores de las construcciones plasmidicas

pcDNA-LHCGR-WT, pcDNA-LHCGR-N99S y pcDNA-LHCGR-S176P, respectivamente.

A. B.
hLHCGR-WT
pcDNA-LHCGR-WT
pcDNA3.1 Zeo (+)
7124 pb
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reverse

primer
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7 el reverse

primer

pcDNA-LHCGR-N99S pcDNA-LHCGR-S176P

pcDNA3.1 Zeo (+) pcDNA3.1 Zeo (+)

7124 pb 7124 pb

6.1.6 Generacion de la variante c.455T>C (p.lle152Thr) mediante mutagénesis
dirigida

Se empled el sistema GeneArt” Site-Directed Mutagenesis System (Thermo Fisher
Scientific) para la generacion de la variante ¢.455T>C (p.lle152Thr) (Seccion 6.3). En
este sistema primero se realiza la metilacion del ADN plasmidico, luego se hace una
amplificacion empleando una Taq polimerasa de alta fidelidad y finalmente se realiza
una reaccion de recombinacion in vitro. Ademads, se deben emplear dos primers
(primers mutagénicos) que tengan en el centro de la secuencia la variante de interés y

que tengan secuencias complementarias entre ellos.
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La mutagénesis se realizo a partir de la construccion plasmidica pcDNA-LHCGR-WT.
En la reaccién se agregaron 20 ng de ADN plasmidico, 5 ul de AccuPrime™ Pfx
Reaction mix (Thermo Fisher Scientific), 5 pl de enhancer, 0.3 uM de cada primer
mutagénico (huLHCGR-m455t-c-F: 5>-CTGAATCAAATTTCAcTCTGGAAATTTGT
GA-3’ y huLHCGR-m455t-c-R: 5’-TCACAAATTTCCAGAETGAAATTTGATTCA
G-3’), 1 ul (4U) de metilasa de ADN, 2 ul de SAM, 0.4 ul (1U) de la Tag polimerasa
AccuPrime™ Pfx (Thermo Fisher Scientific) y agua ultra pura para completar un
volumen final de 50 pl. La reaccion se colocd en el termociclador y se empled el
programa descrito en la tabla 3 para permitir la metilacion del ADN plasmidico y su

amplificacion.

Tabla 3. Programa de termociclador empleado para la mutagénesis por GenArt®

No de ciclos Temperatura Tiempo
| 37°C 20 minutos
94°C 2 minutos
94°C 20 segundos
18 57°C 30 segundos
68°C 3:6 minutos
1 68°C 5 minutos

Posteriormente, se realizo la reaccion de recombinacidn in vitro en la que se agregaron
4 ul del buffer de reaccion, 10 ul de agua ultra pura, 4 pl del producto de PCR y 10 ul
de Enzymer mix. Se dejé incubando a temperatura ambiente por 10 minutos. En la
reaccion se agregd 1 ul de 0.5 M EDTA, para parar la reaccion. Se colocaron los tubos

en hielo y se continué con la transformacion.
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6.1.6.1 Transformacion

La transformacion se realizé siguiendo el protocolo descrito en la seccion 6.1.3.1.

6.1.6.2 Verificacion de la mutagénesis

La verificacion de la mutagénesis se realizd6 como esta descrita en la seccion 6.1.4.2 la

verificacion del clonaje.

La construccion plasmidica resultante se nombré pcDNA-LHCGR- 1152T (Fig. 8).

Figura 8. Carta de la construccion plasmidica pcDNA-LHCGR- 1152T

B BGH
T7 |[BLHCGRIS2TY . =

primer
-

pcDNA-LHCGR-1152T

pcDNA3.1 Zeo ()

7124 pb

6.2 Ensayo funcional in vitro de localizacion subcelular

Este ensayo funcional se realizd con el objetivo de determinar la localizacion subcelular
de LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P marcadas con la proteina GFP

(proteina verde fluorescente).
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6.2.1 Cultivo celular y siembra de las células para la transfeccion

Células COS-7, las cuales provienen del rifion del mono verde africano (Cercopithecus
aethiops), se emplearon en este ensayo. Estas células fueron cultivadas a 37°C y 5% de
CO; en medio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-
12) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de los antibidticos
Penicilina/Streptomicina (Pen/Strep) (Gibco - Thermo Fisher Scientific). Esta linea

celular expresa el gen LHCGR.

Previo a la siembra de las células para la transfeccion (ver seccion 6.2.2), se
esterilizaron laminillas circulares en UV por 60 minutos. Posteriormente, se colocaron
en cajas de cultivo de 24 pozos y se sembraron 50.000 células/pozo, 24 horas antes de la

transfeccion. Se continud con las mismas condiciones de cultivo.

6.2.2 Transfeccion

Cuando las células alcanzaron wuna confluencia del 70% se transfectaron
transitoriamente con las construcciones plasmidicas GFP-TOPO-LHCGR-WT, GFP-
TOPO-LHCGR-N99S o GFP-TOPO-LHCGR-S176P (ver seccion 6.1.4). Cada
construccion plasmidica se transfectd en sextuplicado con el lipido catidnico
FuGENE®6 Transfection Reagent (Promega). Para la transfeccion se emplearon 500 ng
de ADN de la respectiva construccion plasmidica y se hicieron calculos para mantener
una relacion de 1:3 entre la cantidad de ADN (ug) y de FuGENE®6 Transfection
Reagent (pl). Cada mezcla de transfeccién se realizd con 9 ul de FuGENE®6
Transfection Reagent y con 111 ul de medio Opti-MEN (Thermo Fischer Scientific), el

cual esta libre de SFB y antibioticos. Es importante el empleo de este medio ya que el
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SFB es un inhibidor de la transfeccion. Esta mezcla inicial se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se agregaron 30 pul de ADN de la respectiva construccion
plasmidica que se encontraba a una concentracion de 100 ng y se incub6 por 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, se retiro el medio DMEM-F12 (Gibco -
Thermo Fisher Scientific) en el que estaban previamente las c€lulas, y se agregaron 500
ul/pozo de medio Opti-MEM. Finalmente, se agregaron 25 pl/pozo de la mezcla de
transfeccion y se verifico que quedara uniformemente distribuida en el pozo. Se
emplearon como control negativo células no transfectadas (NT) (células sembradas en 4
pozos, n=4). Las células se dejaron incubando a 37°C y en 5% de CO; por 48 horas,

tiempo adecuado para permitir la expresion proteica de las células transfectadas.

6.2.3 Tincion del reticulo endoplasmatico y montaje de las células
Luego de 48 horas se procedid a tefiir el reticulo endoplasmatico con el reactivo ER-
Tracker™ Red (Thermo Fisher Scientific). La solucién de tincion se prepard a una
concentracion final de 0.5 uM el cual se diluyo en la solucion de sales balanceadas de
Hank’s (HBSS). Para la tincion y el montaje de las células se siguio el siguiente
protocolo:

1. Se precalento la solucion de tincion por 30 minutos.

2. Se removio el medio de cultivo y se hizo un lavado con la solucion HBSS.

3. Se agregaron 300 ul/pozo de solucion de tincion precalentada y se dejo

incubando a 37°C por 30 minutos.
4. Se retiro6 la soluciéon de tincidn y se hizo un lavado con la solucion HBSS.
5. Para la fijacion de las células se agregaron 300 pl/pozo de paraformaldehido

(PFA) al 4% y se dej6 incubando a 37°C por dos minutos.
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6. Se realizaron dos lavados finales con la solucion HBSS.

7. Se trasfirieron las lamillas a laminas portaobjetos y se agreg6 5 ul del liquido de
montaje UltraCruz® Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology Inc). Este
liquido de montaje tiene DAPI para la tincion de los nucleos.

8. Los montajes se sellaron con esmalte, se protegieron de la luz y se almacenaron

a4°C.

Finalmente, las laminas se observaron en el microscopio fluorescente Nikon Eclipse NiE
microscope. Las fotos se capturaron con la camara digital fotométrica Coolnap EZ,
empleando el software NIS -Elements Advanced Research. Se contaron 170 células para
cada una de las condiciones (LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P).
Posteriormente, se establecieron categorias fenotipicas (agregacion y no agregacion)
que se compararon entre la condicion WT y cada una de las variantes. El test exacto de
Fisher, realizado en el programa estadistico SPSS (version 21), se empled para evaluar

estadisticamente las diferencias entre estas condiciones.

6.3 Ensayo funcional in vitro para el analisis de la transduccion de la sefal

Este ensayo funcional se realiz6 con el objetivo de determinar por medio de
experimentos in vitro la produccion de cAMP post-transfeccion de LHCGR-WT,

LHCGR-N99S y LHCGR-S176P, luego de la estimulacion con hCG.

En este ensayo se empled el kit Cignal CRE Reporter Assay Kit (LUC) (Qiagen), con el
cual se puede analizar, en un cultivo celular, la via de senalizacion mediada por el

cAMP. Este kit estd compuesto por un vector que codifica para el gen reportero de la
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firefly (Photinus pyralis) luciferasa, el cual se encuentra corriente abajo de repeticiones
en tandem del elemento de respuesta al cAMP (CRE) y de la caja TATA, un elemento
del promotor basal. Si hay aumento en la produccion de cAMP intracelular, promovido
por la estimulacion con la LH o la hCG, se activara CREB (proteina de union al
elemento de respuesta del cAMP) y se traslocard al ntcleo para unirse a CRE e inducir
la expresion de la firefly luciferasa. Este vector esta premezclado con un vector que
expresa constitutivamente el gen de la Renilla (Renilla reniformis) luciferasa (en una
relacion de 40:1), el cual sirve como un control interno (normalizador) de la eficiencia
de la transfeccion. Esta premezcla se llama Cignal reporter. Ademas, este kit incluye
dos controles. El control positivo es una premezcla de un vector que expresa
constitutivamente la Renilla luciferasa y de un vector que expresa constitutivamente la
firefly luciferasa (control positivo). El control negativo es una premezcla de un vector
que expresa constitutivamente la Renilla luciferasa y de un vector sin CRE y con el gen

reportero de la firefly luciferasa (control negativo).

6.3.1 Cultivo celular y siembra de las células para la transfeccion

La linea celular proveniente de rifion embrionario humano, HEK293, se emple6 para
este ensayo. Veinticuatro horas antes de la cotransfeccion (ver seccion 6.3.2) se
sembraron 100.000 células por pozo, en cajas de cultivo de 24 pozos. Estas células se
mantuvieron bajo las mismas condiciones de cultivo descritas en la seccion 6.2.1. Esta

linea celular no expresa el gen LHCGR
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6.3.2 Cotransfeccion

Cuando las células alcanzaron una confluencia entre el 80% al 90% se cotrasfectaron
transitoriamente con las construcciones plasmidicas pcDNA-LHCGR-WT, pcDNA-
LHCGR-N99S o pcDNA-LHCGR-S176P (seccion 6.1.5) y el Cignal reporter en una
proporcion de 1:2. En este ensayo también se cotransfectd la construccion plasmidica
pcDNA-LHCGR- I152T (seccion 6.1.6) para emplearla como control positivo debido a
que estudios previos demostraron que tenia un efecto funcional sobre la transduccion de

la sefial (Qiao et al., 2009).

Por lo tanto, cada construccion plasmidica se cotransfectd en las siguientes cantidades:
- 300 ng de pcDNA-LHCGR-WT + 150 ng de Cignal reporter (n=30).
- 300 ng de pcDNA-LHCGR-N99S + 150 ng de Cignal reporter (n=30).
- 300 ng de pcDNA-LHCGR-S176P + 150 ng de Cignal reporter (n=30).

- 300 ng de pcDNA-LHCGR- 1152T + 150 ng de Cignal reporter (n=30).

La transfeccion se realiz6 con FuGENE®6 Transfection Reagent (Promega) y se
hicieron céalculos para mantener una relacion de 1:3 entre la cantidad de ADN (ug) y de
FuGENE®6 Transfection Reagent (ul). Cada mezcla de transfeccion se realizo con 43.2
ul de FuGENE®6 Transfection Reagent y con 612.8 pl de medio Opti-MEM (Thermo
Fischer Scientific). Se dejo incubando por 15 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se agregaron 96 pul y 48 ul de ADN de la respectiva construccion plasmidica y del
Cignal reporter, respectivamente, los cuales se encontraban a una concentracion de 100
ng. Se dejoé incubando por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retiro

el medio DMEM-F12 (Gibco - Thermo Fisher Scientific) en el que estaban previamente
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las células, y se agregd 500 ul/pozo de medio Opti-MEM. Finalmente, se agregaron 25

ul/pozo de la mezcla de transfeccion y se verificO que quedara uniformemente

distribuida en el pozo. Los controles negativos y positivos contenidos en el kit se

transfectaron en sextuplicado. También se emplearon células NT como control negativo

(n=6). Las células se dejaron incubando a 37°C y en 5% de CO; por 48 horas, tiempo

adecuado para permitir la expresion proteica de las células transfectadas.

6.3.3 Estimulacion con hCG

Las células se estimularon post-transfeccion con diferentes concentraciones de hCG

(0.001, 0.01, 0.1 y 1 Ul/ml) (Sigma) por 3 horas (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayo de estimulacién con hCG

Construccion plasmidica

Concentracion de hCG
(UI/ml) empleada para la
estimulacion

No de replicas

pcDNA-LHCGR-WT

1

0.1

0.01

0.001

0

pcDNA-LHCGR-N99S

1

0.1

0.01

0.001

pcDNA-LHCGR-S176P

0.1

0.01

0.001

pcDNA-LHCGR-I152T

0.1

0.01

0.001
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Control positivo 0 6

Control negativo 0 6

NT 0 6

Para la estimulacion se empled el siguiente protocolo:

1.

2.

Se retird el medio Opti-MEM vy se hizo un lavado con PBS 1X.

Se realizaron las diluciones respectivas de la hCG en medio DMEM no
suplementado.

Se agreg6 300 pl de la dilucion correspondiente a cada pozo.

Se incub6 a 37°C por 3 horas.

6.3.4 Ensayo Dual-Luciferase® Reporter Assay System (DLR™)

Se emple6 el ensayo DLR™ (Promega) para hacer la mediciéon de la actividad de la

firefly luciferasa y de la Renilla luciferasa en la misma reaccion. Para esto se siguid el

siguiente protocolo:

1.

2.

Se retird el medio y se realizo un lavado con PBS 1X.

Se agregd 100 pl/pozo de buffer de lisis 1X y se dejo incubando en agitacion a
200 rpm por 60 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

Se realizo lisis mecédnica y los lisados celulares se transfirieron a tubos
Eppendorf de 1.5 ml.

En tubos de Eppendorf de 1.5 ml se agregé 100 pul de LAR II (reactivo de
ensayo de luciferasa II).

Posteriormente se transfirid 20 ul del lisado celular (paso 3) a los tubos que
contenian el reactivo LAR II y se mezcl6 por pipeteo.

Se realizo la lectura en el luminémetro GloMax®20/20 y se registré la actividad

de la firefly luciferasa.
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7. A esta mezcla se le agreg6 100 ul del reactivo Stop & Glo y se mezclo
suavemente por pipeteo.
8. Se realizé nuevamente la lectura en el lumindmetro y se registro la actividad de

la Renilla luciferasa.

Finalmente, los resultados de la actividad de la firefly luciferasa se normalizaron con los
resultados de la actividad de la Renilla luciferasa y se obtuvieron las unidades relativas
de luciferasa (URL). La significancia estadistica entre la condicion WT y los mutantes
se estimd por medio de la prueba t-Student y el ANOVA de una via con analisis post-
hoc, utilizando el programa estadistico SPSS (version 21). Se realizaron dos

experimentos independientes.

7. Resultados

7.1 Localizacion subcelular de LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P
marcadas con GFP

Mediante observacién microscopica, se encontrd que las proteinas recombinantes,
traducidas luego de la transfeccion con las construcciones plasmidicas GFP-TOPO-
LHCGR-WT, GFP-TOPO-LHCGR-N99S o GFP-TOPO-LHCGR-S176P, se localizaron
en la membrana celular y en el citoplasma (Fig. 9). Ademas, se observaron imagenes
similares agregados subcelulares (ISA) que permitieron establecer categorias
fenotipicas de no agregacion (células con distribucion homogénea en el citoplasma)
(Fig. 9A-C) y de agregacion (células con agregados perinucleares, citoplasmaticos o

mixtos) (Fig. 9D-F).
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Figura 9. Células COS-7 transfectadas con las construcciones plasmidicas GFP-TOPO-
LHCGR-WT, GFP-TOPO-LHCGR-N99S o GFP-TOPO-LHCGR-S176P. A, D muestra la
tincion con GFP. B, E muestra la tincion de los nucleos y el reticulo endoplasmatico con DAPI
y ER-Tracker red, respectivamente. C, F muestra el Merge. A-: no agregacion, A+: agregacion.

Células observadas con aumento 100X.

GFP ER-tracker + DAPI Merge

Los resultados del recuento celular, de acuerdo a las categorias establecidas, se
muestran en la figura 10. Se encontr6é que las células transfectadas con las condiciones
mutantes (LHCGR-N99S o LHCGR-S176P) tenian un incremento estadisticamente
significativo de ISAs con respecto a las células transfectadas con la condicion WT (WT

- N99S: p=0.001; WT - S176P: p=0.0008).
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Figura 10. Recuento de 170 células transfectadas con las construcciones plasmidicas GFP-
TOPO-LHCGR-WT, GFP-TOPO-LHCGR-N99S o GFP-TOPO-LHCGR-S176P. ***p<0.001,
**p<0.01.
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7.2 Produccion de cAMP de LHCGR-WT, LHCGR-N99S y LHCGR-S176P,
mediante la estimulacion post transfeccion con hCG.

La estimulacion con diferentes concentraciones de hCG (0.001 — 1 Ul/ml) produjo un
incremento significativo, dependiente de la concentracion, en la produccion de cAMP
(cuantificado por las unidades relativas de luciferasa (RLU)) en las células transfectadas
con las construcciones plasmidicas pcDNA-LHCGR-WT (p=0.001), pcDNA-LHCGR-
N99S (p=1.84X10") o pcDNA-LHCGR-S176P (p= 2.98x10°) (Fig. 11). Con la
concentracion mas alta de hCG (1 Ul/ml), se observd que los niveles de cAMP
aumentaron 13 veces mas en las células transfectadas con las condiciones WT o N99S,
y 20 veces mas en las células transfectadas con la condicion S176P, en comparacion con

las células no estimuladas (Fig. 11). Por el contrario, en las células transfectadas con la
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construccion plasmidica pcDNA-LHCGR- 1152T (control positivo) o con el control

negativo, no se observo produccion de cAMP con ninguna de las concentraciones de

hCG analizadas (Fig. 11).

Con respecto a la produccion de cAMP, entre las células transfectadas con la condicion

WT y las células transfectadas con las condiciones mutantes N99S o S176P, no se

encontraron diferencias significativas (WT-N99S: p=0.781; WT-S176P: p=0.404).

Figura 11. Curva de respuesta de las células HEK293, transfectadas con las construcciones

plasmidicas pcDNA-LHCGR-WT, pcDNA-LHCGR-N99S, pcDNA-LHCGR-S176P, pcDNA-

LHCGR- I152T o con el control negativo, a la estimulacidon con diferentes concentraciones de

hCG. Los valores hacen referencia a los promedios de los resultados de dos ensayos

independientes, cada uno realizado por sextuplicado.
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8. Discusion

Previamente, en mujeres afectadas por FOP no sindromica se encontraron, por medio de
la NGS, las variantes heterocigotas ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C (p.Ser176Pro)
en el gen LHCGR (Fonseca et al., 2015). En los ultimos afios, la NGS, ha permitido
proponer ¢ identificar con €xito nuevas variantes, en diversos genes, asociadas con la
etiologia de la FOP, las cuales dificilmente podrian haber sido encontrados por la
tradicional secuenciacion de Sanger (Bouilly et al., 2016; Laissue, 2017; Patifo et al.,
2017b). Estas variantes heterocigotas, se describieron como potencialmente
patogénicas, debido a que no se encontraron en la poblacion control, afectaron
aminoacidos altamente conservados durante la evolucion y predictores de patogenicidad
indicaron un posible efecto deletéreo (Fonseca et al., 2015). Ademads, en la paciente
portadora de la variante c.296A>G (p.Asn99Ser) también se encontré la variante
¢.2960C>T (p.Ser987Phe) en el gen BMPR2, mientras que su familia (sanos) eran
heterocigotos para alguna de estas variantes (Fig. 1) (Fonseca et al., 2015). Por lo tanto,
se podria pensar que ambas variantes podrian tener un efecto deletéreo aditivo
apoyando la idea de la naturaleza poligénica de la FOP (Bouilly et al., 2016; Fonseca et
al., 2015; Laissue, 2015, 2017; Patifio et al., 2017b). Por esta razon, en la presente tesis
se quiso evaluar el impacto funcional de las variantes ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y
¢.526T>C (p.Serl76Pro), con el objetivo de establecer su contribucion al fenotipo

encontrado en las pacientes.

Inicialmente, se hipotetizO que las variantes encontradas podrian tener un efecto

deletéreo en la localizacion subcelular del LHCGR, por lo que se quiso determinar por
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medio de ensayos in vitro este efecto funcional. Varios estudios han encontrado que
variantes missense, localizadas en el dominio extracelular de LHCGR vy otras
glicoproteinas, afectaron el correcto plegamiento de estas proteinas causando su
retencion parcial o total en el reticulo endoplasmatico (ER) (Fanelli et al., 2001;
Latronico et al., 1998; Latronico & Segaloff, 1999; Richter-Unruh et al., 2004; Rozell et
al., 1995; Tao et al., 2004). En el caso de la variante ¢.296A>G (p.Asn99Ser), el cambio
de una asparagina por una serina en la posicion 99, eliminaria uno de los seis
potenciales sitios consenso donde ocurre la N-glicosilacion. Esta modificacion
postraduccional es importante, debido a que puede contribuir en el correcto plegamiento
de la proteina al facilitar la interaccidon con proteinas chaperonas, como la calnexina,
que residen en el ER (Ascoli et al.,, 2002). En cuanto a la variante ¢.526T>C
(p.Ser176Pro), el cambio de una serina (un aminoacido polar sin carga, no aromatico y
con un grupo funcional hidroxilo) por una prolina (un aminoacido apolar con un grupo
funcional imino de cardcter ciclico) podria modificar la estructura de la proteina y su

hidrofobicidad, alterando su correcto plegamiento.

Se observd, que al transfectar transitoriamente células COS-7 con las construcciones
plasmidicas GFP-TOPO-LHCGR-WT, GFP-TOPO-LHCGR-N99S o GFP-TOPO-
LHCGR-S176P, la localizacion subcelular fue similar entre la condicion WT vy las
condiciones mutantes. Sin embargo, se observaron imagenes similares a agregados
(ISA) que incrementaron significativamente en las condiciones mutantes, lo que podria
indicar una retencion intracelular de la proteina. En estudios previos, se evaluo el efecto
de variantes missense (ubicadas en el dominio extracelular de LHCGR) en la

localizacion subcelular, por medio de GFP. Sin embargo, independientemente si la
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variante analizada gener6 o no retencion intracelular, no reportaron la presencia de ISA
(Qiao et al., 2009; Richter-Unruh et al., 2004; Tao et al., 2004). La observacion de esta
caracteristica particular, pudo deberse a artefactos intrinsecos al proceso de fijacion de
las células, ya que la observacion microscopica se realizé empleando un microscopio de
fluorescencia en donde fue necesario que las células estuvieran fijadas previamente
(Tavaré et al., 2001). Los estudios que no reportaron ISA realizaron la observacion
microscopica en células vivas, por medio del empleo de un microscopio confocal (Qiao
et al., 2009; Richter-Unruh et al., 2004; Tao et al., 2004). El efecto también pudo
deberse a efectos de sobreexpresion (Patifio et al., 2017c), ya que las células que se
emplearon expresan LHCGR, mientras que en los otros estudios emplearon células
HEK293 que no expresan este receptor. Ademas, considerando que la GFP es una
proteina de aproximadamente 27 kDa, es posible que pueda afectar la funcion y la
localizacion de la proteina con la que se encuentra fusionada (Tavaré et al., 2001). Sin
embargo, otros estudios también emplearon la metodologia de GFP (Qiao et al., 2009;
Richter-Unruh et al., 2004; Tao et al., 2004). Asimismo, en un estudio, con diversos
controles experimentales, se encontrd que la fusion de la GFP en el extremo carboxilo
terminal de LHCGR no tuvo efecto en la expresion ni en la localizacion subcelular de la

proteina (Tao et al., 2004).

A pesar de lo mencionado anteriormente, las diferencias significativas encontradas en
las ISA entre la condicion WT y las condiciones mutantes, son representativas y las
variantes ¢.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C (p.Serl176Pro) en el gen LHCGR podrian
estar relacionadas con la etiologia de la FOP. Se analiz6 un numero representativo de

células (n=170 por cada construccion) y se siguieron las mismas condiciones de
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transfeccion y fijacion en las tres construcciones analizadas. Ademas, se observaron
resultados similares a los encontrados en el analisis funcional de la variante ¢.2960C>T
(p.Ser987Phe) del gen BMPR2 (Patiio et al., 2017c). Esta variante gener6 un
incremento significativo de patrones similares a agregacion en el reticulo
endoplasmatico (Patifio et al., 2017c). No obstante, con el objetivo de validar los
resultados encontrados, se recomienda repetir el experimento analizando un nimero

mayor de células.

Posteriormente, se quiso determinar si las variantes encontradas en el gen LHCGR
afectaban la produccion del cAMP y por lo tanto, la transduccion de la sefial corriente
abajo. Este ensayo se realizdo con base a la hipotesis de que las variantes ¢.296A>G
(p.Asn99Ser) y ¢.526T>C (p.Serl76Pro), encontradas en el dominio extracelular,
especificamente en los exones 3 y 6, respectivamente, podrian tener un efecto deletéreo
en la unién con la hCG y afectar la transduccion de la sefal. Varias investigaciones han
identificado que el dominio extracelular es el encargo de la interaccion inicial de alta
afinidad con los ligandos, iniciando de esta manera la activacion del LHCGR. Esta
interaccion se produce principalmente en la superficie interna céncava, que se forma por
la organizacion de la region de las LRRs (transcrita por los exones 2 al 8) en laminas
beta (Ascoli et al., 2002; Dufau, 1998; Fanelli et al., 2001; Grzesik et al., 2015; Jeoung
et al., 2001; Menon & Menon, 2012; Song et al., 2001b; Troppmann et al., 2013).
Ademas, la mayoria de variantes que ocasionan pérdida de la unién con la hCG se han

encontrado en el dominio extracelular (Ascoli et al., 2002).
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Luego de la estimulacion de las células HEK293, transfectadas con las construcciones
plasmidicas pcDNA-LHCGR-WT, pcDNA-LHCGR-N99S o pcDNA-LHCGR-S176P,
con diferentes concentraciones de hCG, se identificé que estas variantes no generaron
un efecto deletéreo en la activacion del receptor. Aunque se ha encontrado que la
mayoria de las variantes validadas funcionalmente como causales de la FOP no
sindromica generaron una completa pérdida en la produccion de cAMP luego de la
estimulacion con hCG, los resultados encontrados en la presente tesis no son
discordantes (Latronico et al., 1996, 1998; Qiao et al., 2009; Stavrou et al., 1998;
Toledo et al., 1996). Se ha identificado, en el caso del LCHGR que la severidad del
fenotipo reproductivo podria depender de la actividad residual del receptor y haber una
correlacion genotipo — fenotipo (Laue et al., 1996b). De hecho, las variantes que
generaron una completa pérdida de la funcion del receptor se encontraron en estado
homocigoto y se han asociado a fenotipos reproductivos severos como amenorrea
primaria o secundaria e infertilidad (Latronico et al., 1996, 1998; Stavrou et al., 1998;
Toledo et al., 1996). Asimismo, variantes que generaron inactivacion parcial del
receptor se han encontrado en pacientes con fenotipos reproductivos mas leves
(Bruysters et al., 2008; Laue et al., 1996b; Misrahi et al., 1997). En el caso de nuestras
pacientes, ellas tuvieron menstruaciones regulares por varios afos, por lo que fueron
fértiles. Luego desarrollaron amenorrea secundaria y presentaron hipogonadismo

hipergonadotrépico (Fonseca et al., 2015).

Nuestros resultados son similares a los encontrados por Bruysters et al (Bruysters et al.,

2008). Ellos realizaron sus ensayos funcionales en células HEK293 y realizaron la

medicion de la produccion de cAMP por medio de un ensayo reportero de luciferasa,
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luego de la estimulacion con diferentes concentraciones de hCG y de LH (Bruysters et
al., 2008). Encontraron que la variante de splicing IVS10-G>A, identificada en tres
hermanas con un fenotipo reproductivo similar al de nuestras pacientes, no genero
pérdida en la produccion de cAMP posterior a la estimulacién con ambas hormonas. Sin
embargo, observaron que la intensidad de la estimulacion con la LH, pero no con la
hCG, disminuy¢ significativamente (Bruysters et al., 2008). Por consiguiente, no se
podria descartar la posibilidad de encontrar diferencias significativas al realizar la
estimulacion con la LH entre la condicion WT y mutantes. De hecho, se ha encontrado
que existen diferencias en la sefializacion mediada por la LH y la hCG (Grzesik et al.,

2015).

9. Conclusiones y perspectivas

Se concluye que las variantes c.296A>G (p.Asn99Ser) y ¢.526T>C (p.Serl176Pro),
podrian generar retencion intracelular del receptor pero no afectar la transduccion de la
sefial mediada por la hCG. Por lo tanto, con los ensayos funcionales realizados no se
pudo determinar de manera definitiva que las estas variantes tuvieran un efecto
funcional deletéreo. No obstante, considerando que la FOP es una patologia de origen
poligénico, no se descartaria la posibilidad de que tuvieran un efecto aditivo minimo y

estuvieran relacionadas con su etiologia.

Por otro lado, con el objetivo de validar los resultados encontrados en el ensayo in vitro

de localizacion celular, se recomienda hacer inmunofluorescencia con un anticuerpo

primario anti-FLAG (en células COS-7) o anti-LHCGR (en células HEK293) y repetir
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el ensayo en células HEK293 usando membranas de poli-D-lisina para la adherencia
celular. Asimismo, se recomienda determinar por medio de la estimulacion con la LH si
las variantes encontradas afectan la produccion de cAMP. Para complementar los
resultados obtenidos en la presente tesis, se sugiere hacer un modelamiento
bioinformatico para predecir los potenciales cambios estructurales y moleculares que
podrian generar las variantes encontradas. También se propone un analisis funcional de
la variante LHCGR ¢.296A>G coexpresada con la variante BMPR2 ¢.2960C>T, ambas

presentes en la misma paciente.
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