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RESUMEN 

 

La insuficiencia ovárica primaria (IOP) es una patología frecuente que afecta del 1% al 3% de 

las mujeres de la población general menores de 40 años. No existen datos específicos en la 

población colombiana, lo cual sería un punto importante a determinar teniendo en cuenta que 

se ha reportado que esta prevalencia puede variar según el origen étnico de las pacientes. La 

IOP se caracteriza clínicamente por la ausencia (amenorrea primaria) o el cese de la ovulación 

durante al menos cuatro meses (amenorrea secundaria), con un aumento de los valores 

plasmáticos de FSH (hormona folículo estimulante). Aunque se han relacionado causas 

autoinmunes, metabólicas, infecciosas e iatrogénicas, en la mayoría de los casos su etiología 

es desconocida, lo que sugiere posibles causas genéticas. A pesar de numerosos intentos por 

determinar estas causas, solo algunos genes han sido relacionados funcionalmente con la 

etiología de esta enfermedad. En esta tesis de Doctorado se realizó la identificación y la 

validación de nuevas variantes y/o nuevos genes asociados a la etiología de la IOP.  

 

Este trabajo de tesis se divide en dos capítulos, en el primero se describe la identificación de 

variantes en el gen BMP15 y la evaluación de cómo las mutaciones en este gen contribuyen a 

la disfunción ovárica. Para esto se evaluó el efecto de 10 mutaciones en BMP15 respecto a la 

producción del péptido maduro, la activación de la señalización de la vía SMAD y la sinergia 

con GDF9. La genotipificación de BMP15 en 35 pacientes Colombianas permitió la 

identificación de una variante nueva (c.986C>G-p.Arg329His) y una variante previamente 

reportada (c.581T>C, p.Phe194Ser). La evaluación funcional de estas variantes, junto con 

otras 8 identificadas previamente, indicó que las mutaciones p.Leu148Phe, p.Phe194Ser y 

p.Tyr235Cys, están relacionadas con la reducción en la producción del péptido maduro. Las 

mutaciones p.Arg138His, p.Ala180Thr y p.Arg329His redujeron la actividad de BMP15 

aproximadamente cuatro veces en relación con la proteína WT (wild type) y las variantes 
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p.Arg68Trp, p.Phe194Ser y p.Asn196Lys redujeron la sinergia de BMP15 con GDF9. Estos 

resultados sugieren que las mutaciones en BMP15 alteran la función ovárica por diferentes 

mecanismos. 

 

El segundo capítulo se focaliza en la identificación de mutaciones con un efecto 

moderado/severo que puedan estar potencialmente relacionadas con la etiología de la IOP 

mediante NGS (secuenciación de siguiente generación). Se tuvieron en cuenta tres 

aproximaciones: la primera consistió en el diseño de un subset de genes candidatos para la 

secuenciación específica de la región codificante de 70 genes, la segunda se centró en la 

secuenciación de exoma en una familia afectada por IOP y la tercera se enfocó en la 

secuenciación de exoma en pacientes no relacionados (casos no familiares). Estas 

aproximaciones permitieron la identificación de aproximadamente 60 variantes posiblemente 

relacionadas con la etiología de la IOP. Adicionalmente, se encontró que algunas pacientes 

eran portadoras de al menos dos variantes en diferentes genes, este hallazgo refuerza la 

hipótesis sobre la etiología poligénica de esta enfermedad.  

 

Finalmente, se describe la validación funcional de algunas de las mutaciones identificadas. 

Estos ensayos experimentales in vitro permitieron confirmar que las mutaciones en los genes: 

BMPR2 (c.2960C>T-p.Ser987Phe), MSH4 (c.2355+1G>A-p.Ile743_Arg785del), ATG7 

(c.1209T>A-p.Phe403Leu), ATG9A (c.2272C>T-p.Arg758Cys) y NOTCH2 (c.5411C>T-

p.Ser1804L, c.6947>T-p.Ala2316Val y c.7075C>G-p.Pro2359A) modifican la función cada 

una de las proteínas WT (wild type). sugiriendo una contribución a la etiología de la IOP. 

 

La identificación de nuevos genes y de variantes potencialmente deletéreas, así como su 

validación a través de estudios funcionales, permitió aportar nuevo conocimiento en la 
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etiología molecular de la IOP. Estos hallazgos pueden ser utilizados para propósitos 

diagnósticos y/o pronósticos de la enfermedad. 
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SUMMARY  

 

Primary ovarian insufficiency (POI) is a frequent pathology affecting 1% - 3% of women from 

the general population under 40 years old. There are not specific data related Colombian 

population, however, this could be an interesting point to be determinate taking account the 

variation of POI prevalence according ethnical origin. POI is characterized by the absence 

(primary amenorrhea) or the cessation of ovulation (secondary amenorrhea) for at least four 

months, as well as high plasmatic levels of FSH (Follicle Stimulating Hormone). 

Autoimmune, metabolic, infectious and iatrogenic causes have been related to the disease 

pathogenesis. However, in the majority of cases, the aetiology remains undiscovered. Despite 

numerous attempts to identify these genetic causes, only a few genes have been functionally 

related to POI’s etiology. This Ph.D. thesis focuses on the identification and functional 

validation of new variants and/or new genes related to POI’s etiology. 

 

This manuscript is divided in two chapters. The first one describes the identification of new 

BMP15 variants and the evaluation of how these variants may contribute to ovarian 

dysfunction. The effect of ten BMP15 mutations in mature peptide production, activation of 

SMAD signaling and GDF9 synergy were assessed. The BMP15 screening on 35 Colombian 

patients led to the identification of a new variant (c.986C>G-p.Arg329His) and a previously 

reported one (c.581T>C, p.Phe194Ser) associated with POI. Assessing the expression/activity 

of these and other 8 BMP15 mutants allowed to describe that: (1) multiple variants, including 

p.Leu148Phe, p.Phe194Ser and p.Tyr235Cys reduced mature protein production; (2) other 

variants (p.Arg138His, p.Ala180Thr and p.Arg329His) displayed lower the activity than wild-

type BMP15; and (3) some variants (p.Arg68Trp, p.Phe194Ser and p.Asn196Lys) reduced 

GDF9 synergy. These results showed that BMP15 mutations can disrupt ovarian function 

through different mechanisms. 
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The second chapter focuses on the identification of rare variants with a moderate/severe effect 

potentially related to POI’s etiology. For this purpose, we used NGS (Next Generation 

Sequencing). We used account three approaches: the first one was performed on a gene subset 

(n=70). The second one was based on whole exome sequencing (WES) assays in a family 

affected by POI. The third one was performed using WES in non-related patients (non-familial 

cases). These approaches led to the identification of approximately 60 variants possibly related 

to POI’s etiology. Furthermore, the identification of patients with at least two mutations in 

different genes argued in favor of a polygenic nature of POI. 

 

Finally, we performed the functional validation of some mutations. These in vitro assays 

confirmed that mutations in BMPR2 (c.2960C>T-p.Ser987Phe), MSH4 (c.2355+1G>A-

p.Ile743_Arg785del), ATG7 (c.1209T>A-p.Phe403Leu), ATG9A (c.2272C>T-p.Arg758Cys) 

and NOTCH2 (c.5411C>T-p.Ser1804L, c.6947>T-p.Ala2316Val and c.7075C>G-

p.Pro2359A) genes could modify the WT protein function and suggesting contribute to POI 

etiology. 
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LISTADO LÍNEAS CELULARES  

 

En este trabajo Doctoral se utilizaron diferentes líneas celulares en los ensayos in vitro de la 

validación funcional de algunas de las mutaciones identificadas. A continuación, se hace una 

relación de cada una de ellas con el número de anexo correspondiente. 
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HEK293T 
Humano (Homo 
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de riñón 
Epitelial Anexo 1 
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Humano (Homo 

sapiens) 

Células de la 

granulosa 
Esférica Anexo 1 
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Hamster chino 

(Cricetulus griseus) 
Células de ovario Epitelial Anexo 3 

HeLa 
Humano (Homo 

sapiens) 
Cérvix Epitelial Anexo 4 

COS-7 

Mono verde 

(Cercopithecus 

aethiops) 

Riñón Fibroblastos Anexo 7 

KGN 
Humano (Homo 

sapiens) 

Células de la 

granulosa 
fusiforme 

Anexos 7 y 

8 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

Alrededor de 7 millones de folículos primordiales están presentes en el ovario en desarrollo durante la 

embriogénesis. La mayoría se pierden mediante el proceso de atresia y únicamente entre 400 y 500 son 

ovulados antes de la menopausia. Sin embargo, existen alteraciones tales como la disminución en el 

número inicial de folículos primordiales, la atresia folicular acelerada o la alteración en la maduración 

folicular, por las cuales una mujer puede experimentar menopausia temprana (1). Clínicamente, la 

insuficiencia ovárica primaria (IOP) se define como la ausencia (amenorrea primaria) o el cese de la 

ovulación durante al menos cuatro meses (amenorrea secundaria) en mujeres menores de 40 años, con 

un aumento de los valores plasmáticos de FSH (>25 UI/L) (2).  

 

La IOP es una patología frecuente, pues afecta del 1% al 3% de las mujeres de la población general 

(3). No existen datos específicos en la población colombiana, lo cual sería un punto importante a 

determinar teniendo en cuenta que se ha reportado que esta prevalencia puede variar según el origen 

étnico de las pacientes. Por ejemplo, las mujeres caucásicas, afroamericanas e hispanas tienen una 

mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad que las mujeres japonesas (4). Factores ambientales y 

culturales también pueden estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, el uso 

de hormonas, la osteoporosis y el consumo de cigarrillo se asocian al desarrollo de IOP en mujeres 

caucásicas. En las mujeres afroamericanas los factores asociados son el índice de masa corporal 

elevado y el uso de hormonas (4). Un estudio realizado en población coreana demostró que factores 

relacionados con la ovulación, como la menarquia tardía, la menstruación irregular y la lactancia 

materna prolongada, reducían significativamente el riesgo de sufrir la enfermedad (5). 

 

La etiología de la IOP es heterogénea, pues se han descrito causas autoinmunes, metabólicas, 

infecciosas e iatrogénicas. Sin embargo, en más del 50% de los casos sus causas son desconocidas, lo 

que sugiere un posible origen genético (6). Alteraciones en los cromosomas sexuales y autosómicos se 

han relacionado con IOP, las cuales pueden estar o no asociadas a presentaciones sindrómicas de la 

enfermedad. En cuanto a la IOP no sindrómica, se han validado aproximadamente 50 mutaciones 

puntuales en tan solo nueve genes involucrados en los procesos de meiosis, determinación sexual, 

foliculogénesis y ovulación (7). La mayoría de estos genes y mutaciones se han identificado mediante 

la técnica de secuenciación de Sanger. Sin embargo, por la gran cantidad de genes potencialmente 

asociados a la etiología de la IOP, en los últimos años, la secuenciación de siguiente generación (NGS) 



12 
 

ha permitido identificar eficientemente nuevos genes y mutaciones causales del fenotipo (8). Este 

abordaje experimental hace parte de este trabajo de tesis (ver más adelante).  

 

El objetivo principal de esta tesis consistió en identificar y validar mediante ensayos funcionales 

nuevas variantes y/o nuevos genes asociados a la etiología de la IOP. La identificación de nuevos 

marcadores moleculares ofrecerá a la comunidad médica y científica nuevos elementos para la 

comprensión de los mecanismos genéticos responsables de esta patología y ayudará a mejorar las 

herramientas diagnósticas actuales. De esta manera, permitirá que las mujeres IOP y sus familias se 

beneficien de tratamientos tempranos como la criopreservación de óvulos o la planeación de un 

embarazo con anticipación. 

 

El presente trabajo de tesis se desarrolló en dos capítulos. En el primero se describe la identificación 

de nuevas mutaciones en BPM15, un gen que cumple numerosas funciones en el ovario (ver más 

adelante). Se evaluaron 10 mutaciones, una nueva y 9 previamente reportadas.  

 

El segundo capítulo consistió en la identificación de nuevos genes mediante la herramienta de NGS y 

la validación funcional de algunos de ellos por experimentos in vitro. Los resultados presentados 

permiten aportar nuevo conocimiento en la etiología molecular de la IOP. El producto final de este 

trabajo se materializó en ocho artículos científicos, 6 aceptados y 2 sometidos. 

 

A continuación se realizará la introducción de los dos capítulos de esta tesis. 
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2. CAPÍTULO I 

 

Identificación de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos funcionales in 

vitro 

 

El gen BMP15 (Bone morphogenetic protein 15) codifica para una proteína perteneciente a la 

superfamilia de factores de crecimiento transformantes β (TGF-β), los cuales cumplen numerosas 

funciones en el desarrollo y en la homeostasis de prácticamente todos los tejidos. Está ubicado en el 

cromosoma X (Xp11.22) y se expresa en el ovario, en testículos y en la hipófisis (9–11). 

Específicamente en el ovario, BMP15 se expresa en los oocitos desde los estadios tempranos de la 

foliculogénesis hasta los más avanzados de la maduración folicular (9). Inicialmente, la proteína 

BMP15 estimula la proliferación de células de la granulosa de una manera independiente de FSH (12). 

En estadios tardíos es capaz de modular el efecto de la FSH mediante la supresión de la expresión del 

receptor de la FSH (FSHR) en las células de la granulosa. Adicionalmente, BMP15 inhibe la expresión 

de las proteínas StAR (proteína reguladora aguda esteroidogénica), Cyp11a1, 3-β hidroxiesteroide 

deshidrogenasa, receptor de la LH y las subunidades de inhibina/activina (13), proteínas involucradas 

en procesos de esteroidogénesis. Adicionalmente, en el proceso post-ovulatorio actúa sobre la 

expansión y el metabolismo de las células del cúmulo (14,15). De manera interesante, la expresión de 

BMP15 estimula la producción de KL (Kit-ligando) en las células de la granulosa, KL vía c-kit inhibe 

la expresión de BMP15, produciéndose un feedback negativo. El incremento de la expresión de KL y 

la subsequente reducción en la acción de la FSH permite la inducción de la proliferación de las células 

de la granulosa (12). 

 

En cuanto a procesamiento de esta proteína, BMP15 es sintetizada como un pro-péptido, en el cual la 

región N-terminal corresponde a un péptido señal y un prodominio, y la región C-terminal al péptido 

maduro. Una vez el péptido señal se ha removido, la pre-proteína se dimeriza. Pre-BMP15 tiene la 

capacidad de formar homodímeros (BMP15:BMP15) o heterodímeros cuando se une con GDF9, otro 

miembro de la familia TGF-β (BMP15:GDF9) (16). De esta manera, BMP15 es secretada desde el 

oocito como dímeros de pro-péptido y péptido maduro unidos de manera no-covalente. En la región 

extracelular y posterior a la dimerización, proteasas como la furina clivan las pre-proteínas en la 

región conservada RXXR (17,18), para luego unirse el péptido maduro a sus receptores tipo serina 

treonina quinasa localizados en la superficie de las células de la granulosa. Esta interacción activa las 
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proteínas citoplasmáticas SMAD, las cuales se translocan al núcleo y transactivan a genes específicos 

involucrados en la expansión de las células del cúmulo (e,g. PTX3, HAS2 y PTGS2) (19) (Figura 1). 

 

La relación entre las mutaciones en BMP15 y los fenotipos ováricos se inició con la identificación de 

dos mutaciones en ovejas (p.Val299Asp y p.Gln291Ter), las cuales, en estado heterocigoto mostraron 

un incremento en la tasa de ovulación y en el tamaño de las camadas, mientras que en estado 

homocigoto mostraron infertilidad debido al bloqueo de la foliculogénesis en el estadio primario (20). 

Posteriormente, ratones knockout (KO) para Bmp15 (Bmp15
-/-

) mostraron una ligera disminución en el 

número de las camadas, pero sus ovarios fueron similares a los de ratones heterocigotos (Bmp15
-/+

) o a 

los de ratones control, debido a que estos ovarios contenían folículos en todos los estadios del 

desarrollo folicular (21). Estos resultados diferenciales entre especies pueden estar relacionados con la 

respectiva actividad de los homo/heterodímeros demostrado por Peng y colaboradores. Los 

homodímeros (BMP15:BMP15) son activos en humanos y ovejas (especies mono-ovulatorias), 

mientras que son inactivos en el ratón (especie poliovulatoria). No obstante, los heterodímeros 

(BMP15:GDF9) son activos en las tres especies, especialmente en ovejas y humanos (Figura 1) (19). 

 

En humanos, Di Pasquale y colaboradores describieron en 2004 la primera mutación en BMP15 

causante de IOP (10). La mutación heterocigota (c.704A>G, p.Tyr235Cys) fue identificada en dos 

hermanas con amenorrea primaria y secundaria, la cual, según estudios funcionales mostró un efecto 

dominante negativo al disminuir la proliferación de las células de la granulosa (10). Actualmente, 

alrededor de 1000 pacientes IOP provenientes de diferentes regiones del mundo han sido 

genotipificadas para BMP15 con el fin de identificar mutaciones asociadas al fenotipo (10,22–29). Sin 

embargo, sólo algunas han sido evaluadas funcionalmente (29,30).  

 

En el presente trabajo de tesis se realizó la genotipificación de BMP15 en 35 pacientes colombianas 

con IOP, y la evaluación de la función de acuerdo a potenciales cambios de expresión, actividad 

biológica y efecto sinérgico con GDF9. 
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Figura 1. Acción de los homo/heterodímeros de BMP15 y GDF9 en diferentes especies de mamíferos. 

A. En los humanos y las ovejas la actividad de los homodímeros GDF9:GDF9 es casi nula. Los 

homodímeros BMP15:BMP15 se unen a BMPR2 y ALK6 para regular la actividad de genes responsables de 

la expansión de las células del cúmulo mediante la vía de señalización SMAD1/5/8, mientras que en 

heterodímero GDF9:BMP15 se une al complejo de receptores BMPR2/ALK4/ALK6 transmitiento una señal 

muy potente mediante la vía de señalización SMAD2/3. B. En el ratón, el dímero Bmp15:Bmp15 es 

inactivo, pero el heterodímero se comporta de manera similar en humanos y ovejas. Modificado de: (19). 

 

 

 

El artículo publicado con los resultados de este capítulo (Anexo1) describe la identificación de una 

variante nueva en el gen BMP15 (c.986G>A, R329H) en una paciente IOP colombiana. Esta mutación 

junto con otras nueve previamente reportadas, fueron caracterizadas funcionalmente. Se evaluó la 

producción del péptido maduro luego de la transfección con los plásmidos BMP15-WT y mutantes. Se 

realizó una cuantificación de la banda obtenida en el WB (western blot), con el peso esperado 

correspondiente al péptido maduro (~17 KDa) mediante densitometría, como referencia se tuvieron en 

cuenta diferentes cantidades de proteína BMP15 recombinante (R&D Systems) sembrados en el 

mismo gel.  Para la evaluación de la bioactividad de BMP15, las células de la granulosa COV434 

fueron tratadas con diferentes concentraciones de proteína recombinante purificada mediante 
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cromatografía de afinidad con el anticuerpo anti-FLAG, seguido de la evaluación de la activación 

transcripcional de la vía de señalización SMAD1/5/8 (activada por los homodímeros BMP15:BMP15) 

con el constructo reportero BRE (BRE-luciferase reporter construct) (31). Adicionalmente, se 

realizaron ensayos similares para evaluar la sinergia con GDF9 utilizando el elemento de respuesta a 

activina/TGF-β (ARE) y adicionando al tratamiento proteína GDF9 recombinante (GDF9r). 

Finalmente, se cultivaron células de la granulosa de ratones hembra (C57BL/6), las cuales se trataron 

con las proteínas BMP15 recombinantes junto con GDF9r para analizar los niveles de expresión de 

genes responsables de la expansión de las células del cúmulo (Ptx3, Ptgs2 y Tnfaip6) (19). 

Los resultados demostraron que las mutaciones en BMP15 disminuían la función de la proteína por 

tres mecanismos: 1) La disminución en la expresión del péptido maduro (mutaciones R138H, L148P, 

F194S, Q211X, Y235C); 2) La disminución de la actividad de BMP15 (R138H, R329H) y 3) la 

inhibición del sinergismo con GDF9 (R68W, F194S, N196K). Estos resultados indicaron que la 

alteración de cualquiera de estos mecanismos era capaz de modificar la función ovárica (Tabla 1).  

Tabla 1. Evaluación de las mutaciones en BMP15 respecto a la expresión del péptido maduro, su 

bioactividad y la acción sinérgica con GDF9. Las variantes evaluadas disminuyen o bloquean alguno de estos 

tres mecanismos. 
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3. CAPÍTULO II 

 

Identificación por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiología de la IOP y 

validación funcional in vitro 

 

El segundo capítulo de esta tesis de doctorado se focalizó en la identificación de mutaciones con un 

efecto moderado/severo que pudieran estar potencialmente relacionadas con la etiología de la IOP, 

utilizando la técnica de NGS. Los genes involucrados en los procesos, desde la determinación sexual 

hasta la ovulación, son particularmente interesantes de evaluar ya que sus mutaciones podrían 

contribuir con esta etiología. Estas etapas involucran cientos de genes que se sobreponen en las 

diferentes cascadas moleculares que regulan la biología ovárica. Como se mencionó anteriormente, 

numerosos genes se han analizado principalmente mediante la secuenciación de Sanger con el fin de 

identificar variantes que contribuyan con la etiología de esta enfermedad. A pesar de que esta técnica 

continúa proporcionando la mayor especificidad para la identificación de variantes genómicas 

puntuales, permite únicamente el análisis de hasta 700 pb en cada reacción, lo que constituye una 

limitación para el estudio de regiones extensas del genoma. Por esta razón, en este capítulo se utilizó la 

técnica de NGS, la cual permite procesar millones de nucleótidos de manera simultánea y eficiente 

(32). Adicionalmente, algunas de las variantes identificadas fueron evaluadas mediante ensayos in 

vitro para confirmar su posible patogenicidad y de esta manera, su asociación con la enfermedad. 

La identificación de mutaciones potencialmente causales en el segundo capítulo de esta tesis se realizó 

de acuerdo a tres aproximaciones: 

 Diseño de un subset de genes candidatos para la secuenciación específica de regiones 

codificantes (Sección 3.1.) 

 Secuenciación de exoma en una familia afectada por IOP (Sección 3.2.) 

 Secuenciación de exoma en pacientes con IOP (casos no familiares) (Sección 3.3.) 

Estas aproximaciones serán detalladas a continuación. 
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3.1. Diseño de un subset de genes candidatos para la secuenciación específica de regiones 

codificantes 

 

Para esta aproximación, se realizó la secuenciación de la región codificante de 70 genes candidatos en 

12 pacientes colombianas con IOP. Estos genes fueron escogidos teniendo en cuenta: su expresión en 

el ovario, modelos animales con IOP, ensayos funcionales previos positivos y moléculas que hubieran 

mostrado previamente una relación directa con el fenotipo IOP. Se identificaron cuatro variantes 

heterocigotas en tres pacientes: ADAMTS19-p.Thr943Ile, BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p. Asn99Ser 

y LHCGR-p.Ser176Pro. La conservación evolutiva de los residuos mutados sugirió un efecto 

patogénico según el análisis in silico. De manera interesante, una de las pacientes presentaba dos 

mutaciones (BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p.Asn99Ser). Estos resultados permitieron sugerir, por 

primera vez en la literatura, un efecto aditivo implicado en la etiología de la IOP (Anexo 2). Entre las 

mutaciones identificadas por esta aproximación, la mutación BMPR2-p.Ser987Phe fue evaluada 

mediante ensayos in vitro para determinar su posible patogenicidad. 

 

3.1.1. Estudio de la localización subcelular de BMPR2 

 

El gen BMPR2 (bone morphogenic protein receptor type 2) codifica para un receptor tipo serina 

treonina quinasa miembro de la familia de los TGF-β. Actúa como un receptor de las proteínas 

solubles BMPs junto con los receptores de tipo I para la activación de la cascada de proteínas SMAD 

mediante series de fosforilación. Como se indicó anteriormente, corriente abajo, el complejo de 

proteínas SMAD se transloca al núcleo y produce la transcripción de genes diana. Las mutaciones 

heterocigotas en BMPR2 se han relacionado con el desarrollo de hipertensión pulmonar primaria (33). 

En el ovario, esta proteína se expresa en oocitos y en células de la granulosa en todos los estadios 

foliculares a excepción de los folículos primordiales y actúa como un receptor de los 

homo/heterodímeros de GDF9 y BMP15 (34).  

 

En este trabajo de tesis, se evaluaron las diferencias en los perfiles de localización subcelular de la 

proteína BMPR2 luego de la transfección de constructos con las versiones WT (wild type) y mutante 

(BMPR2- p.Ser987Phe) en células CHO. Se establecieron categorías fenotípicas y se realizó un 

recuento celular el cual indicó un perfil de localización subcelular anormal para las células que 

expresaban la proteína mutante. Se determinó que las células transfectadas con el constructo mutante 

se relacionaban con la categoría fenotípica “ER+” (un patrón similar a la formación de agregados en la 
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región perinuclear que se colocalizaba con la tinción del retículo endoplasmático), sugiriendo una 

posible agregación de la proteína mutante en este organelo celular (Anexo 3).  

 

3.2. Secuenciación de exoma en una familia afectada por IOP 

En la segunda aproximación experimental para la identificación de mutaciones por NGS, se realizó la 

secuenciación de exoma completo de dos hermanas con IOP y una hermana sana pertenecientes a una 

familia proveniente de Boyacá (Colombia). Luego del análisis de los datos y la filtración de las 

variantes, se identificó una mutación en el sitio donador del splicing en el gen MSH4 (MutS Homolog 

4). La función de la proteína MSH4 consiste en formar un complejo con MSH5, para estabilizar y 

preservar las uniones de Holliday durante la meiosis I, asegurando una adecuada segregación 

cromosómica (35,36). Mediante la técnica de minigenes (exon trapping), se generó un cassette 

funcional con o sin la mutación (c.2355+1G>A) (Figura 2). Estos plásmidos fueron transfectados en 

células HeLa para estudiar el efecto de la mutación sobre los transcritos post-transfección. La 

secuenciación de la RT-PCR demostró que la mutación generó la proteína predicha 

p.Ile743_Arg785del como consecuencia de la deleción del exón 17. Nuestros ensayos sugirieron que 

la mutación identificada mediante el análisis de exoma en esta familia estaba asociada con la etiología 

de la IOP (Anexo 4). Además, este estudio permitió por primera vez describir una mutación en MSH4 

relacionada con el fenotipo. 

 

Figura 2. Diseño de minigenes para MSH4. Esquema de los constructos realizados mendiante exon trapping 

desde la región codificante para el exón 16 hasta la región codificante para el exón 18, con un codón de inicio y 

de parada artificial. La versión WT no tenía la mutación (c.2355+1G>A). 

 

 

3.3. Secuenciación de exoma en pacientes con IOP (casos no familiares). 

 

3.3.1. Búsqueda de mutaciones potencialmente asociadas al fenotipo IOP 

En esta aproximación efectuamos la secuenciación de exoma completo en pacientes no relacionados 

con IOP. Se realizó el análisis de un subset de 420 genes candidato en los exomas de 69 mujeres 
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caucásicas con IOP. En 33 de las 69 pacientes (48%) se identificaron mutaciones potencialmente 

relacionadas con la enfermedad. En total, se identificaron 55 variantes en 49 genes. Adicionalmente, 

entre las pacientes con mutaciones identificadas, el 42% presentaban al menos dos mutaciones en 

diferentes genes. Esto permitió sugerir nuevamente una etiología poligénica de esta patología (Anexo 

5).  

3.3.2. Identificación de una nueva mutación en el gen KHDRBS1 (Sam68) en pacientes IOP. 

Es importante señalar que los datos obtenidos de la NGS se pueden reanalizar de acuerdo a nuevos 

hallazgos y la formulación de nuevas hipótesis. Wang y colaboradores en el 2017 identificaron una 

mutación en el gen KHDRBS1 (Sam68) en pacientes IOP. Los autores describieron que la mutación 

heterocigota c.460A>G (p.Met154Val) alteraba la expresión del mRNA y el splicing alternativo de 

diferentes genes blanco, aumentando el riesgo de desarrollar IOP (37). De acuerdo a estos hallazgos, 

re-analizamos nuestros datos de secuenciación de exomas de pacientes IOP buscando variantes en este 

gen y disminuyendo la astringencia de algunos filtros presentados en el Anexo 5. Se identificó la 

mutación p.Pro296Leu. El residuo Pro
296

 se encontró altamente conservado en la evolución. Además, 

está ubicado en una región rica en prolinas, la cual permite la interacción proteína-proteína mediante 

los dominios SH3. Esta evidencia permitió sugerir que la mutación podría disminuir la unión de 

Sam68 al ARN (38) y asociarse con la etiología de la IOP. Esta variante es candidata a ser evaluada 

mediante ensayos in vitro (Anexo 6). 

 

3.3.3. Validación funcional de las mutaciones ATG7-p.Phe403Leu y ATG9A-p.Arg758Cys. 

 

Los genes ATG (autophagy related genes) son los principales reguladores de la macroautofagia (de 

ahora en adelante autofagia), proceso en el cual se engloba el citoplasma en vesículas de doble 

membrana denominadas autofagosomas, para posteriormente fusionarse con los lisosomas y degradar 

su contenido (39). La autofagia basal es importante en el mantenimiento de la función celular de 

proteínas y organelos. Bajo condiciones de estrés, la autofagia principalmente se encarga de suplir los 

nutrientes necesarios para la supervivencia celular. Este proceso está bajo el control de múltiples 

proteínas ATG, pero solo la proteína LC3 y los miembros de la familia de proteínas ATG8 

permanecen anclados en la membrana del autofagosoma (40). La forma citosólica de la proteína LC3 

(LC3-I) se conjuga con fosfatidil etanolamina para formar el conjugado LC3-fosfatidil etanolamina 

(LC3-II), el cual es reclutado en la membrana del autofagosoma. LC3 actúa como un sustrato 

autofágico, por lo cual, esta proteína ha sido ampliamente utilizada para evaluar la actividad 

autofágica (41) (Figura 3). En el ovario, los procesos de autofagia constituyen un mecanismo de 
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supervivencia celular para mantener el número inicial de células germinales antes del establecimiento 

del pool de folículos primordiales (42). Los estudios de Song, et al. (2015) en modelos murinos 

mostraron que la deficiencia del gen Atg7 en células germinales disminuía el número de folículos tanto 

primordiales como activados, resultando en ratones con fenotipo de IOP (43).  

 

Figura 3. Etapas de la macroautofagia. El proceso de macroautofagia consiste en diferentes etapas. La 

iniciación comienza con la formación del complejo ULK1/ULK2 y ATG13 el cual está bajo el control del 

complejo MTORC1. La segunda etapa consiste en la nucleación de la membrana autofágica, lo cual es 

controlado por el complejo de nucleación formado por las proteínas PIK3C3/VPS34, BECN1 y PIK3R4/VPS15. 

Este punto es considerado un check point ya que la proteína BECN1 interactúa con proteínas reguladores de la 

apoptosis (ATG14, UVRAG y BCL2). Luego el fagóforo comienza un proceso elongación para la formación del 

autofagosoma. Este paso involucra dos sistemas de conjugación donde interviene la proteína ATG7 e involucra 

la proteína transmembranal ATG9 en el reclutamiento doble membranas. El autofagosoma ya formado se 

fusiona con el lisosoma para llevar a cabo la degradación lisosomal. Modificado de: (44) 

 

 

 

En este trabajo de tesis, se evaluó el efecto funcional de dos mutaciones en dos genes relacionados con 

autofagia (ATG7-p.Phe403Leu y ATG9A-p.Arg758Cys). La mutación en ATG7 fue identificada en 

nuestro estudio de 2017 (Anexo 5). La mutación ATG9A-p.Arg758Cys la identificamos realizando un 

nuevo análisis de los datos de los 69 exomas IOP (Anexo 5). La validación funcional para estas 

variantes se realizó, luego de la transfección de las versiones WT y mutantes, y luego de la inducción 

de la autofagia, de la siguiente manera: 1) Teniendo en cuenta que la proteína LC3-II se asocia con la 

membrana del autofagosoma resultando en la formación de estructuras punteadas, estas estructuras 

fueron visualizadas y cuantificadas mediante el marcaje de LC3-II endógeno observado por 

inmunofluorescencia mediante microscopia confocal. 2) Se monitoreó por WB la expresión de LC3-II 

luego del tratamiento con cloroquina (CQ, inhibidor de la función lisosomal) a las 2 y 4 horas. Los 
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resultados presentados en el Anexo 7 muestran una disminución en la cantidad estructuras punteadas 

en las células que expresan las proteínas mutantes en relación con las proteínas WT. Adicionalmente, 

en la cuantificación por WB se observó que los niveles de LC3-II en las células que expresaban las 

proteínas WT aumentaron luego de las 2 y 4 horas de tratamiento con CQ, mientras que en el caso de 

las células que expresaban las proteínas mutadas, los niveles de LC3-II a las 2 y 4 horas no cambiaron. 

Estos resultados demostraron por primera vez la posible relación de mutaciones en los genes ATG con 

la patogénesis de la IOP (Anexo 7). 

 

 

3.3.4. Validación funcional de las mutaciones en NOTCH2. 

 

Se ha demostrado que la vía de señalización de NOTCH es un medio importante de comunicación 

intrafolicular. En el ovario, esta vía se activa con la interacción de los receptores NOTCH con los 

ligandos transmembranales JAGGED1 y JAGGED 2 (45). La señal inducida por la unión con el 

ligando involucra el clivaje de las proteínas NOTCH, liberando el dominio intracelular (NID) el cual 

es translocado al núcleo. De esta manera, el NID forma un complejo con la proteína RBPjκ (conocida 

en mamíferos como CSL) y activa la transcripción de genes de la familia HEY y HES. Estos últimos 

codifican para proteínas encargadas de la represión de la transcripción (46) (Figura 4). Estudios 

previos han demostrado la importancia de NOTCH2 en la formación de los folículos primordiales y en 

la regulación de la esteroidogénesis (47,48). En este trabajo de tesis se evaluó el efecto funcional de 

mutaciones previamente reportadas por nuestro grupo (Anexo 5): NOTCH2-p.Ser1804L, NOTCH2-

p.Gln1811His y NOTCH2-p.Leu2408H, y de otras dos identificadas mediante un nuevo análisis de los 

datos presentados en el Anexo 5: NOTCH2-p.Ala2316Val, NOTCH2-p.Pro2359A. Se utilizó un 

plásmido con un elemento de respuesta de la vía de señalización de NOTCH que permite la expresión 

de la luciferasa como gen reportero (12XCSL-pGL4). Las mutaciones NOTCH2-p.Ser1804Leu, 

NOTCH2-p.Ala2316Val, y NOTCH2-p.Pro2359Ala, tuvieron un impacto funcional demostrado por 

los niveles significativamente menores de la expresión de la luciferasa en relación con las células que 

expresaban la proteína WT (Anexo 8).   
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Figura 4. Señalización de las proteínas NOTCH.  

A. Los receptores NOTCH son glicosilados en el aparato de Golgi, donde además son clivados por una 

convertasa tipo furina. Durante su transporte hacia la superficie celular son expresados como heterodímeros. B. 

La unión receptor-ligando activa la vía de señalización. C. Se produce un primer clivaje en el dominio 

extracelular a cargo de la metaloproteinasa TACE (tumor necrosis factor α-converting enzyme). D. El dominio 

extracelular es endocitado por la célula vecina, este proceso es controlado por  ubiquitin-ligasas. E.  El segundo 

clivaje se presenta en el dominio transmembranal y es mediado por la una secretasa-gamma y un complejo multi-

proteico de presenilinas. F. El dominio intracelular de NOTCH (NICD)  que se ha liberado se transloca al núcleo 

donde se une al factor de transcripción CSL (CBF1 en humanos). Esta interaccción permite la activación 

transcripcional  mediante el desplazamiento de corepresores (CoR) y el reclutamiento simultáneo de 

coactivadores (CoA), incluyendo MAML1 (mastermind-like proteins). Glicosil-T: glicosiltransferasa. 

Modificado de: (49). 
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4. CONCLUSIONES 

 

Capítulo I. Identificación de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos 

funcionales in vitro. 

 

1. Las mutaciones en BMP15 identificadas en mujeres con IOP pueden alterar la función ovárica 

por tres mecanismos: la disminución de la secreción de péptido maduro, la disminución en la 

actividad de BMP15 o la inhibición de la sinergia con GDF9. 

 

2. La disminución de la bioactividad de BMP15 con la mutación identificada en este estudio 

(p.Arg329His), sugiere una relación con el fenotipo IOP 

 

Capítulo II. Identificación por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiología 

de la IOP y validación funcional in vitro. 

 

1. En este trabajo de tesis se identificaron aproximadamente 60 variantes potencialmente 

relacionadas con la etiología de la IOP, involucradas en distintas cascadas moleculares. Entre 

ellas, al menos 6 fueron evaluadas positivamente mediante ensayos in vitro con el fin de 

verificar una disfunción de la proteína mutada. 

2. Mediante la aproximación “Diseño de un subset de genes candidatos para la secuenciación 

específica de regiones codificantes” se identificaron cuatro variantes heterocigotas en tres 

pacientes: ADAMTS19-p.Thr943Ile, BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-p. Asn99Ser y LHCGR-

p.Ser176Pro. La identificación de dos de estas mutaciones (BMPR2-p.Ser987Phe, LHCGR-

p.Asn99Ser) en una paciente sugiere un efecto aditivo en la etiología de la IOP. 

3. La colocalización de la proteína BMPR2-p.Ser987Phe con el retículo endoplasmático sugiere 

una agregación de la proteína mutante en este organelo, lo cual podría disminuir la 

biodisponiblilidad de este receptor en la membrana de la célula de la granulosa y de esta 

manera contribuir con la etiología de la IOP. 

4. La mutación c.2355+1G>A en el gen MSH4 puede estar asociada a la etiología de la IOP en la 

familia estudiada. 

5. La identificación de pacientes con al menos dos mutaciones en diferentes genes (Anexo 2 y 

Anexo 5) sugiere la etiología poligénica de la IOP. 

6. La variante c.887C>T (p.Pro296Leu) en el gen KHDRBS1 es candidata a ser evaluada 

mediante ensayos funcionales para determinar su relación con la etiología de la IOP 
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7. Las mutaciones en los genes ATG7 (p.Phe403Leu) y ATG9A (p.Arg758Cys) disminuyen la 

capacidad de la célula de responder a la inducción de autofagia.  

8. Los ensayos realizados indican que las mutaciones en NOTCH2: p.Ser1804L, p.Ala2316Val y 

p.Pro2359A alteran la función del dominio intracelular de esta proteína. 

9. Los nuevos genes y mutaciones validados funcionalmente pueden ser utilizados como 

marcadores moleculares de la enfermedad. 
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5. PERSPECTIVAS  

 

Capítulo I. Identificación de mutaciones en BMP15 en pacientes IOP y ensayos 

funcionales in vitro. 

 

1. Evaluar si las mutaciones identificadas en GDF9 en pacientes con IOP (25,50–52), alteran la 

sinergia con BMP15.  

 

2. Evaluar la interacción de BMP15 con otras proteínas para determinar si existen otros factores 

moleculares que regulen la unión de los homo u heterodímeros a su receptor, o si BMP15 

cumple otras funciones al interactuar con proteínas de la matriz extracelular. 

 

3. Es importante precisar que el éxito de la función ovárica depende también del adecuado 

funcionamiento del eje hipotálamo-hipófisis-ovario y del feedback negativo para su regulación. 

Este eje fundamentalmente depende de la liberación de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) en el hipotálamo en forma pulsátil. La GnRH se une a receptores 

específicos localizados en la superficie de las células gonadotropas situadas en la hipófisis 

anterior, estimulando la liberación de FSH y LH. Estas hormonas pasan a la circulación y 

actúan sobre el ovario a través de los receptores de membrana. En el ovario contribuyen a la 

producción de estrógenos, la maduración folicular y la ovulación (53). Mutaciones en los genes 

que codifican para proteínas involucradas en este eje también pueden causar IOP. Este es el 

caso de las mutaciones en el receptor de la GnRH (p.Thr284Cys y p.Arg262Gln), INHA 

(p.Ala257Thr) y FSHR (p.Ile160Thr, p.Ala419Thr y p.Arg573Cys) (54–57). Dentro de los 

genes evaluados en este trabajo de tesis, BMP15 es uno de los que ha demostrado que una 

función importante en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-ovario. Otsuka y Shimasaki en 

el 2002 demostraron la expresión de esta proteína en la hipófisis y observaron que BMP15 

estimulaba la transcripción de la subunidad beta de la FSH (FSHβ) en las células LβT2 (células 

gonadotropas murinas) sin afectar la transcripción de LHβ ni del receptor de GnRH, sugiriendo 

un posible mecanismo de control autocrino selectivo para la síntesis de FSHβ por parte de 

BMP15 (11).  

Por esta razón sería interesante determinar si las mutaciones en BMP15 evaluadas en esta tesis 

alteran la función reguladora de FSH en células de la hipófisis y en el ovario.  
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Capítulo II. Identificación por NGS de nuevos genes y variantes asociadas a la etiología 

de la IOP y validación funcional in vitro. 

 

1. Teniendo en cuenta que los datos de la secuenciación de exoma permiten ser reanalizados, es 

posible incluir otros genes no contemplados en el subset inicial y/o realizar análisis con 

enfoques diferentes. 

 

2. Evaluar si la mutación p.Ser987Phe en BMPR2 inhibe o disminuye la señalización de la vía 

SMAD en respuesta a la unión de los homo u heterodímeros de BMP15. 

 

3. Se ha evidenciado la interacción del dominio intracitoplasmático de BMPR2 con proteínas del 

citoesqueleto (58). Teniendo en cuenta que la p.Ser987Phe en BMPR2 está en la región 

intracelular, se podría evaluar si esta mutación inhibe o altera la interacción con otras 

proteínas. 

 

4. Validar mediante ensayos in vitro o in vivo otras variantes identificadas en esta tesis 

 

5. Se ha identificado que Notch2 se expresa en las células embrionarias progenitoras de la 

hipófisis anterior (E12.5 hasta E14.5). La adecuada regulación de la expresión de Notch2 

interfiere en la diferenciación de las células gonadotropas (encargadas de producir la FSH y la 

LH) (59). Sería interesante evaluar si las mutaciones identificadas en esta tesis de NOTCH2 

interfieren en esta diferenciación celular.  

 

6. Evaluar si las mutaciones en NOTCH2 alteran la expresión de los genes blanco de esta cascada 

de señalización (e.g. HES y HEY). 
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