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RESUMEN

La falla ovarica prematura (FOP) es un sindrome de patogénesis multicausal que afecta aproximadamente al
1% de las mujeres en edad reproductiva. Numerosos estudios asocian el estado de premutacién (amplificacion
del namero de tripletes CGG entre 50/55 y 200 repeticiones) en el gen FMR-1 y FOP. Alrededor de un 4% de
las pacientes FOP presentan alelos con premutaciéon. La amplificaciéon del nimero de tripletes por encima
de 200 repeticiones causa el Sindrome de Fragilidad del X (SFX).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la regiéon 5° no codificante del gen en un grupo de pacientes FOP
de Argentina. La region de interés se amplific6 por PCR a partir de muestras de ADN de 100 pacientes FOP
y 145 mujeres controles. Los alelos de las pacientes y controles fueron agrupados en 7 categorias de acuerdo
al nimero de tripletes obtenidos. Se observé que el nimero de repeticiones més frecuente se encuentra en
el rango de 26 a 30 tripletes, tanto en pacientes como en controles. En el grupo de pacientes FOP, 5/197
(2.6%) alelos no relacionados estudiados presentaron un ntimero de tripletes CGG mayor a 50, mientras que
sélo 1 de 290 (0.34%) para el grupo control. Todas las pacientes FOP con valores de tripletes CGG mayor a
50 presentaron amenorrea secundaria.

Estos resultados estan en concordancia con lo comunicado para otras poblaciones acerca de la existencia de
una asociacién entre la premutacion del gen FMR-1 y el desarrollo de FOP. Asimismo, los resultados obtenidos
refuerzan la importancia de la genotipificacién del gen FMR-1 en las pacientes FOP, a los efectos de estimar
el riesgo de su descendencia para el SFX. Rev Argent Endocrinol Metab 47: 3-10, 2010
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ABSTRACT

Premature ovarian failure (POF) is a syndrome of multicausal pathogenesis that affects 1% of women before the
age of 40. Several studies associate the premutation state (CGG repeats increased in number between 50/55 and
200) in the FMR-1 gene and POF. About 4% of POF women have alleles in the FMR-1 gene in the permutation
range. An increase above 200 in the number of triplets in this gene causes the Fragile X Syndrome (FXS).
The purpose of the present study was to analyze the 5 untranslated region of the FMR-1 gene in a group
of patients from Argentina.

The region of interest was amplified by PCR from DNA samples of 100 POF patients and 145 control women.
Alleles from controls and patients were grouped in 7 categories according to the number of triplets obtained.
We observed that the most frequent number of repeats ranged from 26 to 30 triplets, in both patient and
control groups. In the POF group, 5 out of 197 (2.6%) not related alleles presented a number of CGG triplets
higher than 50, while only 1 out of 290 (0.34%) was present in controls. All POF patients with a number of
CGG repeats higher than 50 presented secondary amenorrhea.

These results are in accordance with previous reports from other populations showing an association between
the premutation state in the FMR-1 gene and POF development. In addition, these results reinforce the
importance of genotyping POF patients to estimate the risk of their offspring for Fragile X Syndrome. Rev
Argent Endocrinol Metab 47: 3-10, 2010
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INTRODUCCION

La falla ovarica prematura (FOP) se caracteriza
por amenorrea primaria o secundaria antes de los
40 anos, hipoestrogenismo e hipergonadotrofismo
con distintos grados de atresia folicular'V, afectan-
do al 1% de las mujeres en edad fértil®. Un amplio
espectro de mecanismos patogénicos conducen al
desarrollo de FOP, tales como alteraciones cro-
mosémicas, génicas, autoinmunes, metabdlicas,
procesos infecciosos, iatrogenia o falta de etiologia
demostrable en muchos casos (idiopaticos), carac-
terizandola como un sindrome muy heterogéneo
de patogénesis multicausal®.

Debido a la presencia de varios casos dentro
de una misma familia, se ha propuesto que la
patologia podria tener origen genético“® y se han
estudiado genes relacionados con proteinas invo-
lucradas en la funcién ovéarica, como por ejemplo
el receptor de FSH (R-FSH), entre otros. Hasta el
presente se han descripto 9 mutaciones inactivan-
tes del gen, una de ellas sélo en Finlandia, y las
otras 8 halladas en casos aislados de FOP®¢". En
un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio
hemos analizado el gen del R-FSH en 20 pacien-
tes FOP. Sin embargo, no hemos evidenciado la
presencia de mutaciones en el mismo®. Los datos
obtenidos ademas, en otras poblaciones analiza-
das®!® sugeririan que las mutaciones en este gen
son poco frecuentes como causales de la patologia.
Asimismo, una mutacién y un polimorfismo en el
gen de la Inhibina-alfa4'» se han asociado a FOP.
Resultados de nuestro laboratorio, analizando 50
pacientes FOP y 135 mujeres controles, pondrian
en duda la existencia de tal asociacién®.

Se ha postulado al gen FMR-1 como otro gen
candidato asociado al desarrollo de FOP. Este gen
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se localiza en el cromosoma X y es responsable del
Sindrome de Fragilidad del X (SFX), la causa mas
comun de retardo mental luego del Sindrome de
Down. Este gen se caracteriza por poseer, en su
region 5’ no codificante, repeticiones de tripletes
CGG. En la poblacién normal, el ntimero de triple-
tes CGG puede variar hasta 50 repeticiones (Figura
1). En individuos con SFX el nimero de tripletes es
mayor a 200 repeticiones (mutacién completa). Si
el nimero de tripletes CGG se repiten entre 50/55
y 200 veces, el individuo es considerado premutado.
La premutacién puede mantenerse durante varias
generaciones, o bien expandir a mutacién completa
en una generacion. Esta expansion ocurre duran-
te la meiosis materna”. Por lo tanto una mujer
portadora de un alelo premutado, tiene riesgo de
descendencia de un nino con SFX.

Un ntimero cada vez mas creciente de trabajos
dan cuenta de la asociacién entre el estado de
premutacién en el gen FMR-1 y la aparicién de
FOP®#20 Aproximadamente entre el 10 y el 20%
de las madres premutadas de nifios con SFX desa-
rrollan FOP®Y, Por otro lado, la premutacién en
el gen se ha identificado entre el 0.8% y el 7.5% de
mujeres con FOP esporadicas y hasta un 13% en el
caso de mujeres con antecedentes familiares de la
patologia®-?. La prevalencia de la premutacién en
controles ha sido estimada entre 1/100y 1/30026-29,
El hecho que sélo un porcentaje de mujeres con
premutacion desarrolla FOP, sugiere la participa-
ci6én de otros factores genéticos y/o ambientales en
la expresion de la patologia. Si bien el mecanismo
molecular de la patogenia no esta dilucidado, el
status de premutacion per se pareceria estar influ-
yendo en la expresion de la enfermedad, ya que no
se ha descripto que mujeres que poseen expansiéon
completa de tripletes desarrollen FOP®”, Se ha
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Figura 1. esquema representativo del gen FMR-1 con sus 17 exones. Las repeticiones CGG en la regiéon 5’ no codificante
del gen se presentan en un nimero variable. Los individuos normales presentan entre 5 y 50/55 tripletes CGG, mientras
que valores entre 50/55 y 200 tripletes corresponden a la premutacion del gen. Valores por encima de 200 repeticiones, se
observan en individuos con mutacién completa.
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observado que el numero de tripletes que mas
se asocia con el desarrollo de FOP oscila entre
80-99 repeticiones y que cuando los valores son
mayores o iguales a 100, el riesgo disminuye®32.
Asimismo, se ha descripto un adelanto en la edad
de la menopausia de aproximadamente 5 afos en
las mujeres portadoras de la premutacién del gen
FMR_1(31,33).

Teniendo en cuenta que hasta el presente no
se han realizado estudios de asociaciéon entre el
numero de tripletes expandidos del gen FMR-1
y el desarrollo de FOP en nuestra poblacion, el
objetivo del presente trabajo es estudiar la regién
5 no codificante del gen en un grupo de pacientes
con FOP de Argentina.

MATERIALES Y METODOS

El estudio comprendié 100 pacientes FOP y 145
mujeres controles. El protocolo de investigacién fue
aprobado por el Comité de Bioética del Instituto
de Biologia y Medicina Experimental - CONICET.
Se obtuvieron los consentimientos informados de
todos los pacientes y controles.

MUESTRAS

1. Pacientes FOP: los criterios diagnosticos de
FOP fueron la presencia de amenorrea antes de
los 40 anos con una duracién mayor a 6 meses,
niveles serolégicos de FSH > 40 mUI/ml (valo-
res normales en fase folicular: 2-9 mUI/ml) en
dos determinaciones sucesivas y niveles de 173
-estradiol menores a 15 pg/ml (valores normales
de fase folicular: 20-120 pg/ml). Sé6lo se incluye-
ron pacientes FOP con cariotipo normal 46, XX.
Veintidés pacientes (n=22) presentaron ameno-
rrea primaria y setenta y ocho (n=78) ameno-
rrea secundaria. Veinticinco pacientes (n=25)
presentaron FOP asociado a otras enfermedades
autoinmunes (FOP- AEA); las restantes setentay
cinco (n=75) fueron consideradas FOP idiopatico
(FOP-I) ya que no mostraron otra condicién re-
lacionada con la patologia. Del total de pacientes
FOP, veintiséis (n=26) presentaron otros casos
de FOP entre sus familiares de primer y segundo
gradoy el resto corresponden a casos esporadicos.
En ningan caso se incluyeron pacientes con FOP
debido a cirugia ovarica, quimioterapia o radiote-
rapia previas, o enfermedades metabdlicas como
galactosemia.

Las muestras fueron derivadas al laboratorio
desde diferentes hospitales y en todos los casos
el diagnéstico de FOP fue realizado por el médico
competente.

2. Controles: se incluyeron 145 mujeres control,
las cuales se diferenciaron en 2 grupos de acuerdo
alos criterios de inclusion: a) controles menores de
40 anos (n=82): mujeres con ciclos regulares, sin
antecedentes familiares de menopausia temprana
0 precoz, y sin antecedentes de enfermedades auto-
inmunes; 35 de ellas tenian fertilidad comprobada;
b) controles mayores de 40 afnos (n=63): mujeres
con historia menstrual normal, sin menopausia
prematura y con fertilidad comprobada.

Estudio de la presencia de tripletes expandidos
del gen FMR-1

Se aisl6 el ADN de las muestras a partir de linfo-
citos de sangre periférica por métodos standard.
La regién genémica de interés se estudié mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utili-
zando iniciadores especificos que comprenden la
regién de interés® en presencia de la enzima Taq
polimerasa Platinun Pfx (Invitrogen). Los pro-
ductos de PCR se analizaron en geles de agarosa-
Metaphor 2% (agarosa de alta resolucion, Lonza,
USA) tenidos con bromuro de etidio. Una banda de
amplificaciéon por encima de 374 bp corresponde a
un alelo con mas de 50 tripletes. Como controles se
utilizaron muestras de ADN correspondientes a un
hombre premutado y cuatro mujeres premutadas,
madres de nifios con SFX.

Calculo del numero de tripletes

La estimaciéon del niimero de tripletes se realizé
mediante la interpolaciéon con una curva patrén
de marcadores de peso molecular. La variabilidad
interensayo fue estimada en un 7.5%.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos para el nimero de tripletes de
pacientes y controles fueron comparados mediante el
test de Chi? o test de Fisher, segin corresponda.

RESULTADOS

Geles de agarosa- Metaphor 2%
La Figura 2 muestra una electroforesis repre-
sentativa de muestras controles, pacientes FOP



y un hombre premutado usado como control.
Las bandas de amplificaciéon por encima de 374
bp corresponden a aquellos alelos que poseen un
numero mayor a 50 tripletes CGG. Las muestras
que presentaron sélo una banda de amplificacién
(homocigotas, aproximadamente un 25%) fueron
repetidas para su confirmacién, dado que no se
puede descartar la presencia de un alelo de alto
peso molecular que no se visualice debido a que
la PCR es refractaria a la amplificacién de alelos
de un numero elevado de tripletes. La eficiencia
de la reaccion de PCR se relaciona inversamente
con el namero de repeticiones CGG permitiendo
detectar alelos de tamano normal, intermedios y
premutados. El analisis mediante Southern blot
es necesario para alelos expandidos a mutacién
completa®.

Clasificacion de los pacientes

De acuerdo al namero de tripletes, los alelos pre-
sentes en los pacientes y controles se agruparon en
7 categorias como se muestra en la Tabla I. Se ob-
serva que el nimero de repeticiones mas frecuente
se encuentra en el rango de 26 a 30 tripletes, tanto
en pacientes como en controles. No se observaron
diferencias significativas en la distribucién del
numero de tripletes entre controles mayores y
menores de 40 anos (datos no mostrados). Si bien
en este trabajo consideramos el limite entre alelos
normales y premutados en 50 tripletes CGG, datos
de bibliografia estarian sugiriendo una clasifica-
ci6n adicional de una “zona gris o intermedia”
entre 45 y 55 tripletes CGG®637,

ct 2 C3 M F1 F2 F3 PM

Figura 2. gel de agarosa-Metaphor 2% correspondiente a
muestras controles (C), pacientes FOP (F) y un hombre pre-
mutado (PM) utilizado como control. EI marcador de peso
molecular se identifica con M. Las bandas de amplificacion que
se encuentran por encima de 374 bp corresponden a aquellos
alelos que poseen un numero mayor a 50 tripletes CGG.
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TABLA I. Numero de tripletes en alelos no relacionados de
pacientes y controles

Tripletes Pacientes (%) Controles (%)
<20 20 (10,1) 23 (7,9)
21-25 32 (16,2) 52 (17,9)
26-30 63 (32) 89 (30,8)
31-35 36 (18,3) 76 (26,2)
36-40 20 (10,2) 25 (8,6)
41-50 21 (10,6) 24 (8,3)
>50 5% (2,6) 1 (0,34)
Total alelos 197 (100) 290 (100)

* 2 pacientes con alelos < 55; Test Chi?: p = 0,137; Test de Fisher
>50 vs. <50: p= 0,042.

Los diferentes alelos hallados en pacientes y controles fueron
agrupados en siete categorias de acuerdo al nimero de tripletes,
excluyendo a los alelos compartidos en individuos de una misma
familia.

En el grupo de pacientes FOP, de los ciento
noventa y siete (197) alelos no relacionados estu-
diados, cinco de ellos presentaron un nimero de
tripletes CGG mayor a 50, dos de los cuales fueron
menores a 55 (zona gris). Estos valores correspon-
den al 2,6% de alelos premutados dentro de la
poblaciéon de FOP.

En el grupo de individuos controles, de los dos-
cientos noventa (290) alelos estudiados sé6lo uno
de ellos presenté valores de tripletes CGG mayor
a 50 y representa el 0,34% de alelos premutados
dentro de la poblacién control.

En la Tabla IT se observa que todas las pacien-
tes FOP con valores de tripletes CGG mayor a 50
presentan amenorrea secundaria, mientras que no
se observan diferencias entre los dos grupos de pa-
cientes con respecto a los antecedentes familiares y
a la asociacion con enfermedades autoinmunes.

La distribucion de los diferentes grupos de tri-
pletes no resulto ser estadisticamente significativa
(Test de Chi?; p= 0,137). Sin embargo, cuando los
datos fueron agrupados como mayores o meno-
res de 50 tripletes, se observa que las diferencias
encontradas entre pacientes y controles si lo son
(Test de Fisher; p= 0.042).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Numerosos trabajos en la bibliografia mencionan
una asociaciéon entre el estado de premutacion
(amplificacién de tripletes CGG entre 50/55 y
200 repeticiones) en el gen FMR-1 y la aparicion
de FOP181920 1,3 premutacién en este gen se ha
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TABLA Il. Caracteristicas clinicas de las pacientes FOP estudiadas y andlisis del nimero de
tripletes CGG del gen FMR-1
N¢ tripletes CGG Pacientes Amenorrea Asociacién a enfermedades Antecedentes
autoinmunes (AEA) familiares
NE trip] N lria 2ria Si No Si No
Cé‘é'p etes (FOP-AEA)  (FOP-I) (FOP- (FOP-
Familiar) Esporadico)
<50 93 22 71 22 71 23 70
>50 7 0 7 3 4 3 4

FOP-AEA: FOP asociado a enfermedades autoinmunes; FOP-I: FOP idiopdtico
Las pacientes fueron agrupadas segun presentaran alelos con un nimero menor o mayor a 50 tripletes, respectivamente. Se consigna para
cada grupo el numero de pacientes con amenorrea primaria o secundaria, presencia de enfermedades autoinmunes asociadas o antecedentes

familiares.

descripto también asociada a una enfermedad
neurodegenerativa: Sindrome de temblor y ataxia
asociado a Sindrome del cromosoma X frdgil, o
FXTAS®®_ Sibien no se conoce el mecanismo por el
cual la premutacién del gen FMR-1 puede causar la
disfuncién ovarica y la falla ovarica prematura, se
ha postulado que podria ocurrir una disminuciéon
inicial del nimero de foliculos o una velocidad ace-
lerada de la atresia®®®. Es sabido que la proteina
FMRP se expresa en altas cantidades en células
germinales del ovario fetal®-?. Asimismo, esta
proteina acttia como inhibidor de la traducciéon
de otros ARN mensajeros“?. Por lo tanto, se ha
postulado que un aumento de FMRP en estadios
del desarrollo de los ovocitos podria conducir a una
haploinsuficiencia de proteinas involucradas en
este proceso, provocando una disminucién del pool
inicial de foliculos®®. Alternativamente, y dado
que en FXTAS se ha observado un aumento del
ARN mensajero del gen como consecuencia de la
premutacion®?, un mecanismo alternativo podria
ser que el aumento del ARN mensajero ejerciera
un efecto téxico en el tiempo, con el consecuente
incremento de la atresia folicular®®.

En el presente trabajo se ha desarrollado una
técnica de PCR para estudiar la regién 5 no codi-
ficante del gen FMR-1 en una muestra de mujeres
con falla ovarica prematura de nuestra poblacién.
En este grupo hemos analizado previamente varios
genes candidatos como posibles causales de su
disfuncién ovarica®:©.

La distribucién de alelos de FMR-1 indica que
los alelos mas comunes son aquellos de 26 a 30
repeticiones CGG, similar a lo descripto para otras
poblaciones. Estudios previos han mostrado como
valor mas coman 28 repeticiones CGG para la
poblacién de Winnipeg, Canada“®, 29 repeticiones

CGG en Taiwan“?, 29 y 30 en Espana“” y 29 repe-
ticiones CGG en la poblacién china“®, aunque las
diferencias pequenas (1-2 repeticiones) se pueden
atribuir a errores de metodologia. Por otro lado,
aproximadamente 29-30 repeticiones CGG parecen
reflejar una reserva ovarica normal y valores por
encima de éstos indicarian un incremento en el
riesgo de envejecimiento ovarico prematuro“”.
Estas observaciones han llevado a proponer que
el estudio de las repeticiones CGG del gen FMR-1
podria representar un nuevo test para predecir
reserva ovarica y las condiciones de fertilidad en
la mujer“$4,

Se ha sugerido que las mujeres portadoras de la
premutacion en el gen FMR-1, tienen entre 10 y 15
veces mas probabilidad de presentar menopausia
antes de los 40 anos que la poblaciéon general y en
consecuencia, su edad reproductiva finalizaria pre-
maturamente®”. Sin embargo, no existe consenso en
la literatura sobre cudl seria el nimero de tripletes
que se debe considerar como limite de corte. Algunos
estudios sugieren que el desarrollo de FOP podria
incrementarse con alelos de tamano intermedio entre
41y 58 repeticiones®. Sin embargo, otros trabajos
no han encontrado asociacion para valores menores
a 45 tripletes CGG®®. La Asociacion Americana de
Ginecologia y Obstetricia (ACOG), por su parte,
considera a un paciente no afectado con alelos de
tamano =40 tripletes CGG, intermedios con 41-60
y premutado entre 61-200 tripletes CGG®?. Es ne-
cesario, por lo tanto, un niimero mayor de estudios
en diferentes poblaciones a los efectos de determinar
con mayor precision cudles serian los alelos de riesgo
para el desarrollo de FOP.

En este trabajo se analizaron 100 pacientes
FOP y 145 mujeres control. Siete pacientes FOP
(3 de ellas pertenecientes a una misma familia),



presentaron un nimero de tripletes CGG mayor
a 50, (en 2 de las cuales el nimero de tripletes
es menor o igual a 50, zona gris), y correspon-
den al 2,6% de alelos premutados dentro de la
poblacién de FOP. Nuestros resultados sobre el
gen FMR-1 en pacientes FOP revelaron valores
similares a los obtenidos por otros autores en
otras poblaciones“*®, En el grupo de individuos
control, de las 145 mujeres control, s6lo una de
ellas present6 un alelo con valores de tripletes
CGG mayor a 50, representando el 0,34% de alelos
premutados dentro de la poblacién control. Estos
valores estan en concordancia con otros estudios
que sugieren que 1 de cada 100 a 130 mujeres
pueden ser portadoras de la premutacién en la
poblacién general@%%.

El presente estudio representa el primer tra-
bajo para alelos expandidos del gen FMR-1 en
pacientes FOP en nuestra poblaciéon y demuestra
que, mediante una PCR y un método grafico, se
puede hacer una estimacion aproximada de las
caracteristicas de las pacientes respecto del ni-
mero de tripletes CGG en este gen. Sin embargo,
aquellas muestras en las que se ha observado sélo
una banda de amplificaciéon (homocigotas) deberan
ser estudiadas mediante Southern blot, ya que se
ha demostrado que la técnica de PCR no permite
la amplificacién de alelos con un alto niimero de
repeticiones®?.

Dado que las pacientes con premutacién poseen
un riesgo aumentado de dar a luz ninos con SFX,
el anélisis de tripletes expandidos del gen FMR-1
en pacientes FOP abre la discusion acerca de la
pertinencia o no de realizar esta determinacion, a
los efectos de brindar asesoramiento genético. De
hecho, un valor de 59 tripletes CGG se ha descripto
hasta el presente, como el tamano de repeticiones
mas pequena que puede expandir a mutacién
completa en una sola generacién®®.

Del trabajo se concluye que: - Se ha demostra-
do la presencia de tripletes expandidos en siete
pacientes FOP de nuestra poblacion.

- Ess aconsejable solicitar el estudio de la zona
repetitiva CGG del gen FMR-1 a las mujeres que
consultan por FOP, bien se trate de una forma
familiar o de un caso esporadico, tanto si desean
descendencia como si ya la tienen.
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