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INTRODUCCION

1. DEFINICIONES. CONFUSION TERMINOLOGICA.

1.1. Sobre la Pubertad y la Menarquia:

a. Pubertad:

Entendemos por pubertad la etapa de transicion entre la infancia y la
edad adulta en la que se realizan los cambios morfologicos y funcionales del
organismo que conducen al inicio de la fertilidad. La pubertad termina con la

menarquia.

b. Menarquia:
El primer periodo menstrual de la mujer, que indica su madurez
reproductiva. Suele ocurrir en los estadios finales de la pubertad, (estadio IlI-1V

de Tanner), entre los 10 y 16 afios.

c. Menarquia prematura:

La menarquia prematura aislada sin otros signos de maduracién es una
presentacion sumamente rara de precocidad; es necesario considerar la
posibilidad de infeccién, presencia de un cuerpo extrano, abuso sexual,
traumatismo y neoplasias locales. El crecimiento, el desarrollo y la fertilidad

normales no se ven afectados”.

d. Adrenarquia prematura:
La aparicion del vello pubico antes de los 6 afios en las nifias negras y
de los 7 afios en las de raza blanca, consecuencia de un moderado incremento

precoz de andrégenos suprarrenales.

e. Pubertad retrasada - Menarquia tardia:

Se define como pubertad retrasada la ausencia de cambios puberales a
una edad igual a la edad media de su aparicion normal en una determinada
poblacion, mas dos desviaciones de esa media’.

Nos referimos a la menarquia tardia cuando ocurre alguna de las

siguientes situaciones:
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- Que no haya evidencia de sangrado uterino a los 16 afios de edad, con
caracteristicas sexuales secundarias retrasadas, o a los 18 anos
independientemente del desarrollo sexual.

- Ausencia de sangrado uterino espontaneo, a pesar de haber alcanzado
desde un afno antes un estadio de desarrollo puberal de Tanner V o un
desarrollo mamario desde 5 afios antes.

- Ausencia de menstruacion un afo después de haber alcanzado la
velocidad maxima de crecimiento.

La etiologia es multiple. El retraso puberal que cursa con
menarquia tardia puede ser constitucional (idiopatico), secundario a
trastornos  hipotalamohipofisarios que causan  hipogonadismo
hipogonadotropo (retraso fisiolégico, perdida de peso/anorexia,
hipotiroidismo primario, hiperplasia suprarrenal congénita, sindrome de
Cushing, carencia de GnRH, hipopituitarismo) y secundario a
alteraciones gonadales que causan hipogonadismo hipergonadotropo
(sindrome de Turner, Sindrome de Swyer, Disgenesia ovarica con
cariotipo 46, XX)2.

1.2. Sobre el Climaterio y la Menopausia:

Climaterio y Menopausia son vocabolos en consonancia intima, aunque
no por ello sinénimos. Climaterio deriva de la palabra griega que significa
escalera y es el escalon o periodo de la vida de una mujer que marca la
transicion de la edad fértil a la edad no fértil; en él concurren una serie de
fendmenos endocrinos y psiquicos, donde sobresale la Menopausia, de los
términos griegos men (mes) y pausis (cese), que define la interrupcion del
sangrado menstrual.

Climaterio es por tanto un amplio periodo de la vida de la mujer.

La Menopausia es un suceso puntual: la fecha de la ultima regla. Su
valoracion es necesariamente retrospectiva: han de pasar 12 meses sin
menstruaciones para poder afirmar que ha ocurrido la menopausia, aunque

para algunos son suficientes 6 meses sin menstruacion®.
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El comité cientifico de la OMS y la Sociedad Internacional de
Menopausia (IMS) en su Primer Congreso Internacional celebrado en la
Grande Motte (Francia) en 1976, acord6 unas definiciones para evitar errores
terminologicos, que mas tarde fueron aceptadas por la OMS en 1996 y por el
Board de la Internacional Menopause Society en 1999, cuyo texto se incluye a

continuacion® ® 7 &

a. Menopausia (menopausia natural):
La menopausia, natural o espontanea, es el cese permanente de las
menstruaciones debido a la pérdida de la actividad folicular del ovario. Se
reconoce que la menopausia ha tenido lugar una vez que han transcurrido 12
meses consecutivos de amenorrea y cuando no hay otra causa evidente
patolégica o fisiolégica para la misma. La menopausia ocurre con el ultimo
periodo menstrual, que solo es conocido con certeza de forma retrospectiva
después de un afno 0 mas de la ultima regla. No existe un parametro biolégico

independiente adecuado para su diagnostico.

b. Perimenopausia:
La perimenopausia incluye el periodo inmediatamente anterior a la
menopausia, cuando comienzan los cambios endocrinos, biolégicos y clinicos

premonitorios de la menopausia y el primer afio posterior la misma.

c. Premenopausia:

Abarca la totalidad del periodo reproductor hasta el ultimo periodo menstrual.

d. Postmenopausia inmediata:

Este periodo transcurre desde la ultima menstruacion hasta 1 afio después.

e. TransiciOn menopausica:
Es el periodo de tiempo antes del ultimo periodo menstrual cuando la
variabilidad en el ciclo menstrual normalmente aumenta.
Se define también como el periodo de tiempo entre la madurez sexual y

reproductiva y la postmenopausia®.
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f. Postmenopausia:
La postmenopausia se define como el periodo de tiempo que comienza a partir
de la ultima menstruacion, si bien no se puede determinar hasta que se hayan
observado 12 meses de amenorrea espontanea, independientemente de si la

menopausia fue inducida o espontanea.

g. Menopausia prematura o precoz:
La menopausia prematura o precoz debe definirse como aquella que ocurre a
una edad inferior a la correspondiente a 2 desviaciones estandar por debajo de
la edad media estimada para la poblacién de referencia. Sin embargo, en la
practica, y en ausencia de estimaciones fidedignas de la distribucion de la edad
a la que ocurre la menopausia natural en los paises en desarrollo,
generalmente se utiliza la edad de 45 afios como el punto arbitrario de corte,
por debajo del cual se dice que la menopausia es temprana, y se deja el
término de menopausia prematura para la que llega antes de los 40 afos.
Menopausia prematura e insuficiencia o fallo ovarico prematuro son

frecuentemente utilizados como sindnimos.

h. Menopausia tardia:
En ausencia de estimaciones fidedignas de la distribucion de la edad a la que
ocurre la menopausia natural en los paises en desarrollo, generalmente se
utiliza la edad de 55 anos como el punto arbitrario de corte, por encima del cual

se dice que la menopausia es tardia.

i. Menopausiainducida o artificial:

La menopausia inducida se define como el cese de las menstruaciones
secundario a la extirpacion quirargica de ambos ovarios (con o sin
histerectomia) -menopausia quirurgica- o a la ablacion iatrogénica de la funcion
ovarica (por ejemplo por quimioterapia o por radiacion). Con cierta frecuencia
ocurre que en historias clinicas y en informes complementarios se utiliza la
expresion menopausia quirurgica para mujeres que han sido histerectomizadas
pero que conservan uno O ambos ovarios. Es importante establecer
fehacientemente si la ausencia de menstruacion se debe sélo a la extirpacion

del utero, en cuyo caso la paciente presenta una amenorrea secundaria, o Si
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ella incluye la ovariectomia bilateral, en cuyo caso si corresponde la
denominacion de menopausia quirurgica o inducida por cirugia. En estos casos
la fertilidad natural finaliza inmediatamente con la ablacion de las gdénadas
femeninas. En los otros casos de menopausia inducida, especialmente con el
uso de drogas oncoldgicas o radiacion, la funcién ovarica puede ser irregular
durante meses o incluso afos y existe alguna posibilidad que, luego de un

tiempo, la misma se recupere.

j. Sindrome climatérico:

El periodo en el que una mujer avanza de la etapa reproductora de la
vida a los afos postmenopausicos, pasando por la transicién perimenopausica
y menopausia. Es el conjunto de signos y sintomas provocados por el
hipoestrogenismo, que acompafian la cesacién de la funcion reproductora de la

mujer.

1.3. Observaciones sobre Pubertad y Climaterio:

La actividad reproductiva, a diferencia de las demas funciones del
organismo, esta orientada hacia la perpetuacion de la especie. No debe
extrafar, por tanto, que sea operativa unicamente durante el periodo de la vida
de mayor plenitud, cuando el organismo ha completado su crecimiento y
desarrollo y, por otra parte, aun no ha entrado en una fase involutiva. En este
capitulo se hara referencia a los periodos de transicion que limitan la vida
reproductiva: la pubertad y el climaterio. Ambos periodos se desarrollan de
forma dinamica y progresiva, aunque estan marcados clinicamente por dos
hitos concretos: la fecha de la primera regla o menarquia y la de la ultima regla
0 menopausia.

Los mecanismos que regulan ambas etapas son diametralmente
opuestos. En la pubertad, el sistema nervioso central recoge informacién sobre
el proceso de madurez corporal y activa el eje reproductivo a medida que el
individuo alcanza las fases mas avanzadas del desarrollo. La ventaja mas
importante de este proceso de control reside en su reversibilidad. Si por alguna
razon se producen alteraciones psiquicas, somaticas o ambientales que

podrian comprometer el proceso reproductivo, los mecanismos de
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neutralizacion se desencadenan de nuevo. De este modo se evita una situacién
critica en la que los recursos sean requeridos simultaneamente tanto por el
individuo como por un eventual embarazo. Desde que se tiene informacion, se
sabe que la edad en que se presenta este periodo de transicion ha avanzado
progresivamente. Sin embargo, los cambios en las costumbres sexuales de las
adolescentes y, en consecuencia, en su exposicion a la patologia, requieren del
clinico un mejor conocimiento de esta etapa.

El climaterio, por el contrario, va ligado a un elemento periférico: la
dotacion ovarica de células germinales, que es limitada y, dentro de ciertos
limites, similar para cada individuo. El climaterio es considerado como un
amplio periodo de la vida de la mujer, que separa dos épocas bien diferentes:
la época de la madurez sexual con plena capacidad reproductiva y la época de
la senectud. Durante el mismo, se pasa de una funcién ovarica normal y ciclica
a una situacion establecida y prolongada de fracaso definitivo de la funcién
ovarica que se continia hasta la senectud. Esta modificacion de la funciéon
ovarica no es brusca sino paulatina y progresiva y esta marcada por un
fendbmeno claro que es la perdida de la menstruacion o menopausia.

La postmenopausia ha adquirido en época reciente un protagonismo
especial. Las razones son multiples, pero se deben mencionar especificamente
tres de ellas: la mujer tiene una mayor participacion en los centros de decision
social y, en consecuencia, es capaz de requerir una mayor atencidén para sus
problemas especificos; la reduccion de la natalidad ha cambiado la morfologia
de la piramide poblacional, con un aumento de la representacion de los grupos
de poblacion de mayor edad; y, por ultimo, todo ello adquiere mayor relevancia
con el incremento de la esperanza de vida. El incremento constante de la
esperanza de vida durante los ultimos afios en los paises desarrollados, es un
logro de los mejores cuidados en la salud. Espana e Italia son unos de los 35
paises en los que la esperanza de vida es superior a los 80 afios; en concreto,
las mujeres espafiolas e italianas tienen una esperanza de vida de unos 83
afios™. Por otro lado, vivir muchos afios no significa, necesariamente, vivir
vidas mas sanas. Varias encuestas revelan una proporcion de discapacitadas
entre las mujeres climatéricas que podria oscilar entre el 5% en la sexta

década de la vida hasta el 20% por encima de los 85 afios'.
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2. FACTORES EPIDEMIOLOGICOS QUE DETERMINAN LA EDAD DE LA
MENARQUIA. TEORIAS FISIOLOGICAS DE LA PUBARQUIA-MENARQUIA

2.1. La pubertad como transicion.

Factores epidemioldgicos que influyen en la menarquia.

La pubertad femenina, como periodo de transicion entre infancia y edad
adulta es la fase de la vida en la que se desarrollan las caracteristicas sexuales
secundarias hasta la manifestacion completa del fenotipo femenino adulto, se
produce el impulso del desarrollo de la pubertad, se alcanza la fertilidad y se
acompafia de profundas modificaciones psiquicas™ .

Todas estas modificaciones son el resultado de la supresion de
estimulos nerviosos centrales inhibidores sobre la hormona liberadora de
hormona luteinizante hipotaldmica (LHRH), dando lugar a una secrecion
episddica y con ella, a una liberacion pulsatil de hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH)'™.

La elevada amplitud y frecuencia de secrecion pulsatili de
gonadotropinas tiene como consecuencia un claro aumento de la concentracién

plasmatica de los estrégenos'® .

Estudios de gemelas idénticas y no idénticas indican que la edad de la
menarquia esta controlada principalmente por factores genéticos cuando el
entorno es 6ptimo™. Un mecanismo para la influencia genética esta
relacionado con las alteraciones de la actividad o la exposicion a los
estrogenos, por ejemplo, a causa de cambios sutiles en la estructura de los
receptores estrogénicos. Se conocen desde hace afios polimorfismos
especificos del gen del receptor alfa estrogénico asociados a una diferencia en
la edad de la menarquia'. La menarquia temprana se ha asociado a un
polimorfismo A2 del gen CYP17 que controla la biosintesis de androgenos y de
niveles elevados de estrogenos séricos'®. Es posible que una cascada de
genes determine las variaciones en el tempo del inicio de la pubertad.

Caracteristicas étnicas y raciales son factores genéticos que contribuyen en la
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variaciones de la edad de inicio puberal y en producir precocidad sexual en

nifias emigrantes.

A pesar de que el determinante principal del desarrollo cronoldgico de la
pubertad es genético, otros factores influyen en el momento del inicio y la
velocidad de progresion de la pubertad: localizacion geogréfica, exposicién a la
luz, salud general y nutricién, asi como factores psicoldgicos'®. Por ejemplo, las
ninas con antecedentes familiares de pubertad precoz tuenen antes su
pubertad®.

Los factores ambientales son importantes al principio de la pubertad.

Las nifias que viven mas cerca del ecuador y a menores altitudes, las de zonas
urbanas y las ligeramente obesas empiezan antes que las de latitudes
nordicas, las que viven a mayor altitud con respecto al nivel del mar, las de
zonas rurales y las de peso normal, respectivamente. Con respecto al efecto
del clima, de la luz y de la oscuridad, llama la atencion que las nifias ciegas

tengan menarquia mas temprana®' %

, al igual se da mas en invierno que en
verano, demostrando un posible efecto inhibitorio de la foto estimulacion. Sin
embargo en el artico en los meses frios se reduce el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal y la reproduccién. Los efectos de luz-oscuridad podrian estar
mediados por la glandula pineal, a través de la produccién de melatonina, la
que circula en mayores concentraciones en la noche.

Existe una clara relacién entre los momentos cronolégicos de la
menarquia de madres e hijas y entre hermanas'®, asi como una relacion entre
la edad del inicio y la duracion de la pubertad; cuanto antes sea el principio,
mas larga sera la duracién?>.

La mejora de las condiciones de vida y de nutricion materna antes del
nacimiento, y en las nifias después de este ha sido importante en el desarrollo
de nifias mas altas, con mayor peso y maduraciéon mas temprana®*.

La desnutricion intrauterina facilitaria la produccién de pubertades mas
tempranas en la adolescencia®®. En Espafia las nifias con un peso de
nacimiento menor de 2.7 Kg. tenian la menarquia un afio mas temprano y en
Israel la edad de menarquia de nifias que tuvieron retraso del crecimiento

intrauterino era 1.3 afios mas temprana®.
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El peso corporal aumenta al crecer. Durante la pubertad se producen
importantes cambios en la composicién corporal, aumentado mas la masa
grasa en mujeres y la masa muscular en varones.

Frisch y Revelle mostraron que habia una relacion entre el peso corporal y la
edad de inicio de la pubertad, concluyendo que se necesita una cierta cantidad
de grasa corporal para iniciar la pubertad®’. Frisch sefialé que toda nifia debe
alcanzar un peso corporal critico (47,8 Kg.) antes de iniciar la menarquia®.
Anderson y cols®® comunicaron que la edad de menarquia mas temprana en
USA se asocia a un mayor IMC. El estudio de Bogalusa Heart Study® de nifias
estudiadas entre 1992 y 1994, en las que la edad media de menarquia fue 11.4
y 11.5 afios en americanas africanas y blancas respectivamente, indicaria una
combinacion de factores ambientales y étnicos.

Posiblemente mas importante que el peso total sea el cambio de la
composicién corporal hacia un mayor porcentaje de grasa (desde el 16% al
23,5%), que a su vez resulta influido por el estado de nutricion®!. En efecto, las
nifas moderadamente obesas (un 20%-30% por encima del peso normal)

1*2. En cambio, las anoréxicas

tienen antes la menarquia que las del peso norma
y las que hacen un ejercicio intenso presentan retraso de la menarquia o
amenorrea secundaria. Que existen otros factores implicados lo pone de
manifiesto el retraso de la menarquia de las nifias con obesidad morbida (con
un sobrepeso superior al 30%), las diabéticas y las de peso normal que hacen
un ejercicio intenso.

Existe una clara relaciéon entre la disponibilidad de combustibles
metabdlicos y la funcion reproductiva en animales, lo que es una evidencia que
el comienzo de la pubertad tendria que ver con la adquisicion de una
determinada reserva metabdlica y que el desarrollo puberal mas temprano
observado en nifias americanas parece estar relacionado con el aumento en la
prevalencia de sobrepeso y obesidad. Dado que la disponibilidad de alimentos
y energia influencia la maduraciéon sexual, y que la distribucién mundial de los
alimentos es desigual, es esperable la variacion importante del desarrollo
puberal encontrada en el mundo sdélo por esta variable.

Tanto el déficit como el exceso de nutrientes alteran el tiempo de la pubertad, a

mayor déficit mas tardio y a mayor exceso mas temprano.
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La desnutricion caldrico-proteica tiene una alta prevalencia en paises
subdesarrollados. Habitualmente este tipo de desnutricion se produce en los
primeros meses de vida, en relacion con el término temprano de la lactancia
materna, cuando el lactante se expone a un aporte globalmente disminuido de
nutrientes a consecuencia de bajos conocimientos de su familia de lo que es
una alimentacién adecuada o por incapacidad econdémica de adquirir los
alimentos minimos necesarios para el nifio. A esta situacion se agrega un
ambiente altamente contaminado del punto de vista bacteriologico.

La pérdida progresiva de peso empieza a alterar algunas funciones,
entre ellas la inmunoldgica, facilitando aun mas las infecciones, las que
deterioran rapidamente el peso corporal. Como mecanismo de compensacion y
de sobrevivencia, el nifio deja de crecer y lentifica su maduracién 6sea. Si el
retraso de edad 6sea no se recupera en los que superan la etapa aguda de la
desnutricion, produce una partida mas tarde de la pubertad, dada la correlacién
existente entre edad 6sea y edad del inicio puberal®.

Niflas subalimentadas retrasan la pubertad. Las nifias emigrantes tienen
con mayor frecuencia problemas de malnutricion que superan al llegar a paises
desarrollados, presentando una sobre aceleracion estatural y puberal. Esto
hace pensar que eventos hormonales relacionados con la sobre aceleracion del
crecimiento puede condicionar una maduracion hipotalamica que conduzca a
pubertad. Este acondicionamiento hipotaldmico podria ocurrir a una edad
critica especifica ya que la menarquia precoz es mas comun en nifias indias
que llegaban a Suecia entre 3 y 6 anos mas que las que llegaban antes de los
2 afos®. Proos describié en nifias extranjeras adoptadas, una menarquia mas
temprana que se correlaciona con mayor edad al emigrar y mayor sobre
aceleracion de crecimiento y peso después de emigrar®.

No todos los estudios auxoldgicos han detectado una relacion entre el
inicio de la pubertad y la masa o la distribucién de la grasa corporal® *. No
obstante, la identificacion de la leptina he revitalizado la importancia de una
relacion entre la grasa corporal y la reproduccién. La leptina es un péptido
secretado en el tejido adiposo que actua sobre el sistema nervioso central que
regula la conducta alimentaria. Las concentraciones de leptina aumentan hasta
el inicio de la pubertad, lo cual indica que para que comience la pubertad se

necesita un umbral de concentracion de leptina (y, por tanto, una cantidad
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critica de tejido adiposo, la fuente de la leptina)®. Cuanto mas elevada sea la
concentracion de leptina, antes aparecera la menarquia®®. Las chicas con
pubertad precoz idiopatica tienen concentraciones mas elevadas de leptina*'.
Las concentraciones de leptina disminuyen conforme se sobrepasan los
estadios de Tanner de la pubertad*’. Puede que la leptina no sea el factor
metabdlico que pone en marcha la pubertad, pero es un componente de este
complejo proceso y refleja la importante relacién entre la nutricion y la

reproduccion®.

Es interesante senalar que en USA, la edad de la telarquia se ha
adelantado, no asi la de la menarquia; esto indicaria que existe un mayor
tiempo entre la telarquia y la menarquia, lo que es contradictorio con lo descrito
en otros paises como Holanda y Suecia, que presentan una tendencia secular
a adelantar el tempo de la pubertad. Por otra parte, otros factores ambientales
no identificados podrian producir un desarrollo mamario adelantado sin afectar
la edad de la menarquia®**. En Francia y en los paises mediterraneos, la edad
media de la menarquia es menor que en otros paises de Europa occidental, lo
que seguin Eveleth y cols*® sefialaria diferencias geograficas dadas por factores
genéticos, étnicos y ambientales. Algunos paises subdesarrollados presentan
una tendencia secular a disminuir la edad de inicio puberal por cambios en los
estandares de vida: Nigeria y Guatemala, por ejemplo, tienen la edad de
menarquia mas tarde que en Chile y en Venezuela. En algunas zonas de China
y Senegal la edad media de la menarquia superar los 16 anos. El coeficiente de
variacion es mayor en nifias de nivel bajo de Camerun que en las de nivel alto,
lo que demuestra la importancia del nivel socioecondmico y condiciones
nutricionales en el tempo de la pubertad. De la mitad del siglo XIX a la mitad
del siglo XX el promedio de edad de menarquia disminuy6 de 17 a 14 aios en

USA y paises de Europa Occidental*®

. Una disminucién de 0.3 afos por década
se produjo en Finlandia y Noruega. En Francia disminuy6 0.18 afios por década
entre 1841y 1974*". Estudios en el Reino Unido, Suecia y Bélgica posteriores a
1960, muestran solo una discreta disminucion de la edad de menarquia (0.14,
0.05 y 0.03 afos por década respectivamente), sefialando que la tendencia
secular se esta deteniendo. En Espafa aun es marcada, con 0.22 afnos por

década durante los 1990%,

22



INTRODUCCION

En varios paises europeos la edad de menarquia ha dejado de disminuir y se
ha estacionado en alrededor de 13 anos. Este cese de disminucion en la edad
de maduracion ha ocurrido también en los varones holandeses desde 1980,

tomando como parametro el volumen testicular*®.

Las enfermedades cronicas de todos los sistemas del organismo, como
las gastrointestinales, pulmonares, cardiacas, hepaticas, o endocrinas entre
otras, influyen en la edad de la menarquia, ya que llevan a una menor
velocidad de crecimiento, retraso de la maduracién 6sea con retraso en la edad
de inicio y progresion del desarrollo puberal. EI mecanismo por el cual
producen el retraso de la edad ésea y de la pubertad varia de acuerdo a las
patologias. Las enfermedades gastrointestinales lo hacen por desnutricién, por
anorexia o pérdida de nutrientes por vémitos, diarrea o mala absorcidn
intestinal; las enfermedades pulmonares por hipoxia cronica de los tejidos y por
déficit nutricional por anorexia e infecciones repetidas, con mayores
requerimientos de nutrientes que no son compensados; las enfermedades
renales crénicas por acidosis, poliuria y desnutricion por infecciones repetidas.
Enfermedades agudas y crénicas, condiciones fisicas y psicolégicas adversas,
deprimen el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. El entrenamiento fisico intensivo
y competencia deportiva como en las gimnastas de elite pueden retrasar la
pubertad. En tiempos de guerra se retrasa la menarquia en la que influyen

factores nutricionales, psicolégicos y emocionales.

Los disruptores quimicos endocrinos, sustancias ambientales
ampliamente distribuidas, introducidas por el hombre, pueden influir
negativamente en el sistema endocrino. Pueden producir desordenes en la
diferenciacion sexual humana, en érganos reproductivos y canceres hormono-
dependientes®’.

El DDT (diclorodifeniltricloroetano) actua como antagonista de
estrogenos y antagonista de androgenos. El plomo se asocia a retraso en
desarrollo mamario y de vello pubico en nifias negras americanas. La migracion
podria interrumpir la exposicion de efectos negativos sobre esteroides

sexuales.
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Es conocido que la talla de los adultos es un reflejo de las condiciones
de vida que tuvieron durante la nifiez. Las condiciones de vida en muchos
paises han mejorado durante el ultimo siglo y medio, lo que se refleja en que la
poblacion crece mas, siendo la tendencia secular del crecimiento un buen
marcador de la salud publica poblacional.

El incremento en la estatura de los adultos ocurre desde el siglo XIX,
para lo cual existe la informacion de conscriptos en Holanda, que han ido
mejorando su estatura a través de los afios®'. Asi, los holandeses han crecido
de 165 cm. a 181 cm. de 1860 a 1990, siendo actualmente la nacion mas alta
del mundo, promediando los varones 184 cm. y las mujeres 171 cm.>?

En el siglo XVIII la talla promedio disminuyé producto de las pobres
cosechas, altos precios de los granos, lo que produjo una mala nutricién en los
nifios®. Por otra parte la cifra de aumento de talla no es pareja; aumenta mas
en el siglo XX que en el XIX y mas después de la segunda guerra mundial en
los holandeses®*. En los Ultimos afios la talla ha aumentado solo 3 mm/década
en los escandinavos y 3 cm./década en Europa oriental. Mientras en
Escandinavia la estatura promedio ha llegado a un plateau, en otros paises
sigue aumentando®. En USA la talla promedio de los varones es de 177 cm. y
de las mujeres de 163 cm. (7 cm. menos que en Holanda). La tendencia
secular ha sido menor, aumentando la diferencia de estatura de acuerdo al
género®.

La tendencia secular en los nifios ha sido en espejo con la de los
adultos. A medida que mejoran las condiciones ambientales se adelanta la
pubertad y la curva de crecimiento se desplaza a la izquierda. El aumento es
mayor hacia la pubertad, asi aumentan 1 cm. por década a edades tempranas
y 3 cm. por década a edades mas tardias. Sin embargo la longitud al nacer ha
cambiado poco en los japoneses®’.

El aumento de talla de los adultos ocurre especialmente por aumento de
talla en los primeros 2 anos de vida. Este aumento se debe primordialmente a
un aumento de la longitud de las extremidades inferiores, lo que se refleja en

un cambio en la relacion talla sentado entre talla parado®.

Todos estos factores epidemioldgicos sefalan que una mejor nutricion de la

poblacién mundial y una mejor prevencién de los factores ambientales que
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alteran la edad de inicio de la pubertad, permitiran una expresion mas
adecuada de la informacion genética que todo ser humano trae consigo desde

el momento de la concepcion.
2.2. Fisiologia de la pubertad femenina.

2.2.1 Periodo de la lactancia y la nifiez.

59 60 al

La activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (figura 1)
comienzo del desarrollo de la pubertad femenina no constituye ningun
acontecimiento nuevo. Debe considerarse mas bien como una fase de
transicion con reanudacién de una actividad aumentada. Una primera
activacioén tiene lugar en la fase inicial y media de la gestacién y en el periodo
neonatal. En el desarrollo embrionario precoz se produce la emigracion de
neuronas secretoras de LHRH desde la regién de las placas olfatorias al
hipotalamo. Hasta la 16 semana fetal, dichas neuronas han establecido
conexion en el sistema capilar portal del hipotalamo e hipdfisis®. Desde etapas
precoces de la vida intrauterina se puede por tanto detectar actividad del eje
hipotalamo-ovarico: hacia la mitad de la gestacion se puede demostrar una
secrecion LHRH pulsatil. En un estrecho margen de tiempo aumenta el
contenido de gonadotropina del Iébulo anterior de la hipdfisis. Ambas
gonadotropinas, la hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH) son excretadas en cantidades crecientes como respuesta al estimulo de
LHRH hipotaldmica®, alcanzando valores plasmaticos tipicos de la edad adulta
a mitad de la gestacion, pero disminuyen luego conforme se eleva la
concentracion de las hormonas esteroideas durante el embarazo, que ejercen
una retroalimentacion negativa o inhibitoria®'. Después del parto, y coincidiendo
con la desaparicion de los esteroides placentarios, se observa en la recién
nacida un incremento temporal, tanto de las gonadotropinas como de los
esteroides ovaricos circulantes. Durante el primer afio de vida, en la nifia puede
registrarse la actividad del marcapasos hipotalamicos, que se refleja en pulsos
horarios de gonadotropinas, especialmente FSH, e incrementos
correspondientes del estradiol, sin que se alcancen fases avanzadas de

desarrollo folicular.
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En el curso del segundo afo de vida los valores de gonadotropinas y
esteroides descienden hasta niveles muy bajos. Los pulsos de gonadotropinas,
secundarios a los de GnRH, son muy poco frecuentes y de baja intensidad.
Esta disminucion en la actividad del bloque central se atribuyé inicialmente de
forma exclusiva a una mayor sensibilidad de las células productoras de GnRH
al freno de los esteroides ovaricos. Sin embargo, la reduccion de las
gonadotropinas de un lactante no se debe por completo a la gran sensibilidad a
la retroalimentacién negativa. La causa de la alta sensibilidad del mecanismo
de retroalimentacion negativo a pequefias concentraciones de estrogenos
circulantes en la fase de reposo prepuberal es desconocida. El hecho de que
también en pacientes agonadales de entre 4 y 10 afos de edad puedan
descender a niveles muy bajos las concentraciones inicialmente elevadas de
gonadotropina, aunque falten totalmente los esteroides gonadales constituye
un indicio de la existencia de influencias inhibidoras nerviosas centrales
independientes de los esteroides®.

Las observaciones clinicas en pacientes con tumores del sistema
nervioso central apoyan la hipdtesis de la existencia de vias neuronales
inhibidoras de la pubertad en el hipotalamo posterior, que actuan suprimiendo
el generador pulsatil LHRH. Investigaciones con N-metil-D-aspartato (NMDA)
indican que los receptores de glutamato y aspartato localizados en el
hipotalamo tienen un papel en la regulacion de la actividad del generador
pulsatil hipotalamico LHRH. En estudios en primates pudo demostrarse que la
administracién intermitente de NMDA puede desencadenar una pubertad
precoz y una activaciéon completa del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, un efecto
que bloquean los antagonistas de los receptores de NMDA®3,

Ello nos explica que, tanto la fase de reposo prepuberal como también el
comienzo de la pubertad en jovenes, no esta controlado por el generador
pulsatil hipotalamico de LHRH, sino por centros superiores.

Para explicar esta situacion se ha establecido la teoria del «inhibidor
intrinseco», segun la cual el sistema generador de pulsos de GnRH en el
nucleo arcuato estaria bloqueado por un factor inhibidor procedente del sistema
nervioso central. Probablemente no se trate de una sustancia unica y

especifica, sino de la accion simultanea y coordinada de varios elementos que
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participan en el control de las células secretoras de GnRH, entre los que cabe
destacar los opiaceos enddgenos, la melatonina o los neurotransmisores.

Esta situacion de bloqueo se mantiene hasta los 8 anos de edad. En
estos momentos la sensibilidad del sistema hipotalamo-hipofisario disminuye
de forma progresiva, y se precisan cantidades cada vez mayores de esteroides
periféricos para mantener la secrecion de gonadotropinas. Sobre estas
evidencias, Grumbach y Kaplan establecieron la teoria del gonaddstato, segun
la cual el sistema regulador del marcapaso hipotalamico actuaria como un
servomecanismo que precisaria cantidades cada vez mayores de esteroides
gonadales para cerrar el circuito®. Sin embargo, el concepto de una
disminucién espontanea en la sensibilidad a los estrégenos de las células
neurosecretoras de GnRH como consecuencia de un proceso de «maduracion»
estd cada vez mas desprestigiado. Actualmente se tiende a complementar las
teorias del «gonaddstato» con las que preconizan una disminucién progresiva

del «inhibidor intrinseco».

2.2.2. Periodo prepuberal. Adrenarquia.

Alrededor de los 8 afios, dos antes de que se active el eje hipofiso-
gonadal, se detecta un incremento en los niveles circulantes de andrégenos de
origen suprarrenal. Especialmente, deshidroepiandrosterona (DHEA) y su
sulfato (DHEAS). Histologicamente puede detectarse un cambio en la
composicién de la corteza suprarrenal, con un incremento progresivo de la
importancia de la zona reticular y un aumento de la concentraciéon de enzimas
relacionadas con esteroidogénesis, en especial la 17-hidroxilasa y la 17-20-
desmolasa®. Estos niveles elevados se mantienen hasta practicamente los 15
anos de edad. La accion directa de estos androgenos o de sus metabolitos
periféricos mas potentes (androstendiona y testosterona) provoca el desarrollo
del vello axilar y pubiano, una de las primeras manifestaciones puberales. Este
periodo se ha denominado adrenarquia (o pubarquia). De manera ocasional
puede observarse una adrenarquia prematura aislada, es decir, aparicion de
vello pubico y axilar sin ningun otro signo de desarrollo sexual.

No se conoce el mecanismo de regulacién del cambio en la produccion

de andrégenos suprarrenales. Por el contrario, no se han detectado cambios en
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la concentracion de ACTH o cortisol, por lo que se supone que las
modificaciones en la sintesis suprarrenal de andrégenos se deben a la accién
de un hipotético factor estimulador de los andrégenos suprarrenales (FEAA),
que nunca ha sido identificado y que podria ser un fragmento especifico de la
propiomelanocortina (POMC). Se ha identificado una glucoproteina de gran
tamafo que también da muestras de actividad suprarrenal estimuladora de
androgenos. Sin embargo, un estudio demostré que todos los péptidos
relacionados con la propiomelanocortina, como la ACTH, la betaendorfina y la
betalipotropina, no ejercian una funcion determinada en la iniciacién de la
adrenarquia®. Otros estudios tampoco han podido demostrar una relacién
entre la secrecién de melatonina y la adrenarquia®’.

Parece de rigor indicar que los factores que controlan la adrenarquia siguen
estando poco claros, pero puede que se trate simplemente de un grado de

maduracién, de un proceso que requiere del periodo completo de la infancia.

Con independencia de su relacion con la adrenarquia, los factores que inducen
la gonadarquia al final de la prepubertad implican la disminucion de la inhibicidn
del gonaddstato del sistema nervioso central (SNC)-hipdfisis, la progresiva
sensibilidad de la adenohipdfisis a la GNRH exogena (y probablemente
endogena) y la reactividad de los foliculos ala FSH y a la LH.

Durante aproximadamente 8 anos, desde el principio de la infancia a la
prepubertad, la LH y la FHS permanecen inhibidas en concentraciones muy
bajas. Los mecanismos de esta inhibicidn son una retroalimentaciéon negativa
sumamente sensible de concentraciones bajas de estrogenos gonadales sobre
el hipotdlamo y la hipdfisis, y una influencia inhibitoria central intrinseca sobre
la GNRH, que reduce las concentraciones basales de gonadotropinas incluso

en nifas que carecen de gonadas.

Mientras que al principio de la infancia la inhibicion por retroalimentacion
negativa puede ejercer la funcién mas importante, el inhibidor intrinseco central
se vuelve dominante a mitad de la infancia hasta la prepubertad. En la
patogenia de la pubertad precoz secundaria a lesiones hipotalamicas se ha
propuesto la supresion o el dafio de la fuente nerviosa de esta inhibicion®®. Asi,

el momento puberal normal de la gonadarquia, con la reactivacion y la sintesis
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de las gonadotropinas, se debe a la asociacion de la reduccién de la supresion
intrinseca de GnRH y de la menor sensibilidad a la retroalimentacion negativa
de los estrégenong. Dos neurosenales parecen implicadas en el freno limitador
sobre la secrecion de GnRH, el acido gamma-aminobutirico (GABA) y el
neuropéptido Y. Una reduccién de la liberacion hipotalamica de (GABA) y de
neuropéptido Y acompafia al inicio de la pubertad femenina y un antagonista
del neuropéptido Y puede inducir la liberacién precoz de GnRH en el mono™ .

Aunque el momento de presentacion del desarrollo puberal puede estar
relacionado con numerosos factores como los antecedentes genético-
familiares, la localizacion geografica o los niveles socioeconémicos, es l6gico
suponer que todos estos elementos estan mediados por un factor comun. Son
dos las hipdtesis que explican la disminucidn progresiva de la inhibicién
intrinseca y el desbloqueo progresivo del gonaddstato: una considera la
existencia de un reloj biolégico natural capaz de percibir el transcurso del
tiempo y decidir el momento en el que desaparece el efecto neutralizador o se
desencadena un efecto estimulante®’, y la otra se basa en la coherencia de que
la actividad reproductiva tan sélo se inicia cuando se ha completado el
crecimiento y desarrollo. Por tanto, un indicador metabdlico informa al
gonadostato cuando se ha alcanzado una etapa determinada de madurez.

Los estudios experimentales realizados en primates no han podido
demostrar una influencia especifica de tipo supraquiasmatico en el
desencadenamiento de la pubertad. Las evidencias mas sugestivas se refieren
a un posible control a través de la glandula pineal. Se ha sefalado que la
supresion de la inhibicidn intrinseca central se debe a la reduccion de la
secrecion de melatonina por la glandula pineal. Los niveles basales de
melatonina circulante y la importancia de los pulsos que constituyen un
incremento nictemeral disminuyen sensiblemente con la aparicion de la
pubertad y se incrementan de nuevo en los casos de amenorrea hipotalamica.
Sin embargo, la importancia de estos hechos esta discutida, argumentandose
que puede tratase mas de una consecuencia que no de la causa de la actividad
del eje gonadal. Mientras que la melatonina puede intervenir en la alteracion
del desarrollo cronolégico de la pubertad que se asocia a los tumores pineales
y en la fisiopatologia de la pubertad precoz central, no existen pruebas en

apoyo de que sea importante en el inicio fisiolégico de la pubertad normal’®.
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Por esta razén, cada vez gana mas partidarios la idea de un indicador
metabdlico que actuaria desbloqueando el gonaddstato y disminuyendo de
forma progresiva su sensibilidad a los estrogenos. Como se ha mencionado
antes, Frisch observd una clara correspondencia entre la aparicion de la
menarquia y el momento en el que se alcanza un indice determinado de masa
corporal. Desarrollando estas observaciones hall6 también una correlacion
entre la evolucion ponderoestatural y la velocidad de crecimiento. Ello la llevd
a formular la teoria del “peso critico”, segun la cual no se presenta la menarquia
si no se alcanza un peso cercano a los 47 Kg. y una talla media de 160 cm.
Mas adelante se formuldé una correlacion mas precisa entre la edad de la
menarquia y una proporcion adecuada entre peso graso y peso magrozz.

Durante la infancia el mecanismo de feed-back negativo estaria
bloqueado por un conjunto de mediatores del sistema nervioso central, entre
las que destacan los opiaceos y los neurotransmisores. El crecimiento
estrictamente vegetativo conduce a un desarrollo progresivo que favorece la
actividad episodica de varias hormonas hipofisarias, entre ellas la hormona de
crecimiento, las gonadotropinas y posiblemente la TSH. Con ello se entra en un
proceso en espiral que facilita la redistribucion de la masa corporal, el
crecimiento estatural, el desarrollo fenotipico de los caracteres sexuales
secundarios y finalmente la menarquia. Es posible que existan factores como el
ejercicio excesivo, la restriccion alimentaria o el estrés psiquico, capaces de
bloquear este proceso madurativo por varias vias, mientras que situaciones
como la obesidad mérbida no se acompafan de actividad menstrual, pero no
por un bloqueo directo de la actividad hipotalamica sino por la accion
aromatizadora periférica de la masa adiposa’.

Los andrdégenos suprarrenales y, en menor grado, la secrecion gonadal
de andrégenos causan el crecimiento del vello axilar y pubico. La adrenarquia
tiene poco o ningun efecto sobre el crecimiento esquelético. A pesar de que
esta relacionada temporalmente con la gonadarquia, la adrenarquia es un
acontecimiento biolégico independiente, sin relacion alguna desde el punto de

vista funcional.
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2.3. Pubertad.
Cambios del medio hormonal.

En la prepubertad tardia se modifica de nuevo la actividad del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario. Por una parte, disminuyen las influencias
inhibidoras del sistema nervioso central sobre el generador pulsatil de LHRH;
simultdneamente, la sensibilidad del sistema de retroalimentacién negativo
hipotalamo-hipofisario sobre los estrégenos circulantes se hace menor: la
misma concentracion de estrogenos produce ahora una inhibicion mas débil de
la liberacibn de gonadotropinas. Dichas modificaciones conducen
inmediatamente a una mayor amplitud y frecuencia de la liberacién de LHRH
hipotalamica, que es seguida de un aumento de la secrecion pulsatil de LH y
FSH. Esto se demuestra inicialmente sélo durante el suefio’, pero de forma
gradual se extiende el dia. Una mayor sensibilidad de las células gonadotropas
del I6bulo anterior de la hipdfisis frente a la LHRH se puede observar también
por el aumento en la liberacibn de ambas gonadotropinas después de la
administracion de LHRH en el test de LHRH.

Conforme los estrogenos de las gonadas aumentan (gonadarquia), se
producen las modificaciones externas de las caracteristicas sexuales
secundarias hacia un fenotipo adulto femenino: el desarrollo mamario, la
distribucién femenina de la grasa, el crecimiento vaginal y uterino.

En general, el primer signo de pubertad es una aceleracion de
crecimiento, seguida del brote de las mamas (telarquia). Aunque la secuencia
puede invertirse, la adrenarquia suele aparecer después del brote mamario con
aparicion del vello axilar dos afnos después. En un 20% de las nifas, el
crecimiento del vello pubico es el primer signo de pubertad.

El crecimiento esquelético aumenta con rapidez como resultado de la
secrecion gonadal inicial de bajas concentraciones de estrogenos, que
incrementan la secrecion de somatotropina, la cual a su vez estimula la
produccion de IGF-1"°.

El aumento de tamano y modificaciones de la estructura interna de
ambos ovarios, asi como el aumento de tamano y la configuracion del utero,
tiene una correlacion temporal con el aumento de la concentracién plasmatica

de estradiol.
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Hacia la mitad de la pubertad, una secrecion gonadal suficiente de
estrogenos induce la proliferacion del endometrio, y aparecen las primeras
menstruaciones. La menarquia en un acontecimiento tardio, que ocurre una
vez sobrepasado el pico de crecimiento. Hay indicios de que las nifias que
experimentan primero la telarquia tienen una menarquia mas temprana y mayor
cantidad de grasa corporal, lo cual indica que podrian correr un mayor riesgo
de obesidad en la edad adulta’®.

Los ciclos posteriores a la menarquia son inicialmente anovulatorios: en
los primeros dos afnos después de la menarquia, el 55 hasta el 90% de todos
los ciclos son anovulatorios y este porcentaje s6lo 5 afnos después de la
menarquia desciende a un 20%’’. Entre la etapa que transcurre desde la mitad
hasta el final de la pubertad, se establece la maduracion de la relacién de
retroalimentacion positiva entre el estradiol y la LH, lo cual conduce a los ciclos
ovulatorios’®. Las respuestas ininterrumpidas y predecibles de picos de LH al

estradiol con ovulacion son por lo tanto acontecimientos puberales tardios.
2.4. Diagnéstico

La medida de la concentracion de estradiol en una unica muestra de
plasma es poco adecuada para la deteccion del comienzo de la pubertad.

La mayoria de ensayos radioinmunoldgicos (RIA) que se obtienen
comercialmente para la medida del estradiol plasmatico funcionan sin
extraccion o separacion cromatografica de otros esteroides potencialmente
"interferentes". Muchos ensayos radioinmuunolégicos, por su amplitud limitada
de medicidn, estan pensados mas bien para la medicina de la reproduccién en
mujeres adultas: en la gama de las concentraciones de estradiol pediatricas
muestran una sensibilidad insuficiente. También el caracter episdédico de la
liberacion de estradiol en el momento del comienzo de la pubertad requiere la
medida de la concentracion de estradiol de varias muestras sanguineas
extraidas secuencialmente.

El test LHRH proporciona mejor informacién sobre si el sistema
hipotalamo-hipdfisis-ovario ha alcanzado un estado de pubertad madura. Junto
a un incremento absoluto del aumento de las gonadotropinas después de la

inyeccion de LHRH, en la pubertad recién iniciada encontramos un cociente
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LH/FSH después de la estimulacién, de 1,0”°. Como la concentracion de
estradiol, también las concentraciones de gonadotropinas dependen en gran
manera del ensayo; ademas existe una influencia de la dosis elegida de LHRH
sobre la excrecion de gonadotropina. Cada pediatra o ginecélogo que se ocupa
del diagndstico de trastornos de la pubertad, debe establecer, como base,
valores normales propios segun el método utilizado para una evaluacion

correcta.

La demostracion de secrecion nocturna aumentada de gonadotropina,
puede preceder en el tiempo a una reaccion puberal en el test de LHRH y debe
considerarse como el signo mas precoz de un incipiente desarrollo de la
pubertad®®.

La investigacion de la concentracion de 24 horas de gonadotropinas
tiene una importancia sélo secundaria para el diagnéstico de la madurez sexual

precoz.
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Figura 1. Eje hipotalamo-hipoéfisis-ovarico® .

HIPOTALAMO

c! HIPOFISIS
<&
(1)

SNC: sistema nervioso central
GnRH: hormona estimulante de
gonadotropinas

Andrégenos FSH: hormona estimulante del foliculo
Progesterona LH: hormona luteinica
Estrégenos

El hipotalamo produce la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, gonadotropin
releasing hormone), desde donde es transportada axonalmente para su almacenamiento
en la eminencia media. La GnRH se libera en las venas portales de la hipofisis para su
transporte a las células gonadotropas del I6bulo anterior o adenohipdfisis donde se une a
los receptores de la membrana (GnRHR, gonadotropin releasing hormona receptor),
liberando simultaneamente las gonadotropinas (LH, luteinizing hormone y FSH, follicle
stimulating hormone) de sus granulos secretores. En el ovario, la accién de FSH y LH se
lleva a cabo mediante la unién de éstas con sus receptores, FSHR (follicle stimulating
hormone receptor) y LHR (luteinizing hormone receptor) respectivamente. Dicha unién
ejercera diferentes efectos, principalmente la produccion de esteroides gonadales
incluyendo andrégenos, progesterona y estrogenos.
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3. FACTORES EPIDEMIOLOGICOS QUE DETERMINAN LA EDAD DE
LA MENOPAUSIA. RAZONES O TEORIAS ANTROPOLOGICAS DE LA
MENOPAUSIA.

3.1. Factores que influyen en la edad de la menopausia

En el siglo VI, Aetius de Amida decia que la menstruacion no cesaba
antes de los 35 afos y que por lo general no continuaba después de los 50
afos. Noté que las mujeres con sobrepeso perdian sus periodos muy pronto y
atribuia a la edad, los habitos y las caracteristicas de la mujer, asi como la
estacion del ano, la alimentacion y la presencia de enfermedades el que el
periodo fuera normal, anormal, aumentase o disminuyese.

Segun los datos de la encuesta encargada por la Asociacién Espafola
para el estudio de la Menopausia (AEEM), en Espafia la edad promedio en que
se produce la menopausia es a los 47 afios (www.aeem.es). Esta edad es algo
inferior que la que encuentra el Grupo Cientifico de la OMS para el mundo

occidental que da una media de unos 50 anos.

Los factores que pueden influir sobre la menopausia son:
a. Herencia
Se ha observado que frecuentemente ocurre a una edad aproximada en

una misma familia.

b. Razay clima
Las razas mediterraneas y africanas suelen tener la menopausia a
edades mas bajas que las razas nérdicas. También hay un informe que las
mujeres que viven en altitudes elevadas (mas de 2.000-3.000 m) parecen tener

la menopausia de 1 a 1,5 afios antes de las que viven a menos de 1.000 m.

c. Modificaciones en el tiempo
Ha existido la creencia de que la edad de la menopausia se iba
retrasando con el paso de los siglos, de la misma manera que se ha
adelantado la menarquia, pero esto no s6lo no se ha demostrado, sino que la
edad de la menopausia permanece estable, a pesar del importante incremento

en el ultimo siglo de la esperanza de vida.
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d. Estado civil y profesion
Se ha observado que las mujeres que trabajan son menopausicas antes

y que el estado marital retrasa la edad de la menopausia®.

e. Factores socioecondémicos
No se ha encontrado que los ingresos, la educacién y la profesion del
marido se encuentren asociados con la edad de la menopausia, aunque
algunos informes indican que si existe relacion con la talla de la mujer y con el
peso, por lo que parece influir la nutricion en el sentido de que las mujeres son

menopausicas antes en las regiones mas deprimidas®.

f. Obesidad
Se menciona en los textos antiguos como factor de precocidad, pero los

estudios mas recientes no han encontrado diferencias significativas®-

g. Paridad
Parece que las nuliparas son menopausicas antes y que la edad se
eleva con la paridad, aunque no son hallazgos que se hayan publicado en otras
series. Sin embargo, la relacion se invierte después del cuarto hijo. Se cree que
también influye la edad de la madre cuando tiene su primera gestacion. De
manera que si esto ocurre antes de los 28 afos aumenta la precocidad de la

menopausia>®

h. Anticonceptivos orales
Se ha pensado que la supresion de la ovulacidn podria conducir a una
edad de la menopausia mas avanzada. Sin embargo, no se ha demostrado que

los anticonceptivos orales jueguen algun papel en este sentido.

i. Tabaco

Es de todos los parametros de los que estamos analizando el que tiene
una influencia mas clara. La menopausia sobreviene antes en las mujeres que
fuman, siendo importantes la cantidad y la duracién del habito de fumar.

Este fendbmeno podria deberse a la accion de la nicotina sobre los

centros hipotalamicos, sobre el higado por induccion enzimatica, o a la accién
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nociva directa del benzopireno que provocaria una desaparicion de las células
germinativas. Realmente es dificil hacerse una idea exacta de los factores que
influyen en la edad de la menopausia, ya que los métodos de analisis han sido
durante mucho tiempo poco cientificos y no tienen en cuenta la relacién entre

los diferentes parametros.

3.2. Endocrinologia de la Menopausia

Las dos misiones fundamentales que tiene el ovario, la produccion de
ovulos y de hormonas, se van a alterar de manera importante en la
menopausia, puesto que va a perder su potencial reproductivo y sus perfiles

hormonales.

3.2.1. Cambios morfolégicos

Sabemos que el numero de foliculos del ovario comienza a disminuir
desde la vida intrauterina (semana 20 del desarrollo aproximadamente). Este
descenso continla hasta la menopausia que es cuando tiene lugar la deplecién
casi total de los foliculos, aunque algunos pueden persistir en un ovario
postmenopausico pero no responden, o soélo lo hacen ocasionalmente.

Los otros cambios morfoldgicos del ovario se caracterizan por la atrofia o
la hipertrofia de este érgano. Algunas mujeres presentan una gran atrofia,
mientras que en otras se observa una hipertrofia y una hiperplasia de las
células del estroma. Estas células se han identificado como la fuente de
precursores de androgenos, principalmente androstendiona y testosterona. Se
calcula que del 30% al 50% de estos precursores androgénicos proceden del

ovario en los primeros anos de la postmenopausia.

3.2.2. Cambios hormonales

La instauracidn de la menopausia suele estar precedida de un tiempo
variable de ciclos anovulatorios. Al no haber ovulacion, deja de formarse el
cuerpo amarillo, cesa la produccién de progesterona y el endometrio no

desarrolla su fase de secreciéon. Durante meses, e incluso afos, puede persistir
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un desarrollo folicular anovulatorio con oscilaciones variables de la secrecién
de estrégenos, hasta que finalmente acaba por desaparecer tal actividad.

La secrecion hipofisaria de gonadotropinas es inhibida por los
estrogenos. En las proximidades de la menopausia, al disminuir los estrogenos
de origen ovarico, tiene lugar un incremento considerable de la FSH, a cuyo
estimulo, sin embargo, el ovario va dejando paulatinamente de responder.

Se observan modificaciones en los niveles de FSH cuando una mujer
esta proxima a los 40 anos. El nivel medio de FSH se eleva gradualmente
aunque no llega a la altura que estara después de la menopausia.

En la postmenopausia el nivel es superior al del pico de la ovulacion.
Estos cambios de la FSH se relacionan con censo del numero de foliculos, de
los estroégenos y de la inhibina, asi como con otros factores que aun no se han
identificado.

La menopausia, o sea el ultimo periodo menstrual, es la consecuencia
de una produccion inadecuada de estradiol que no produce proliferacion del
endometrio seguida de hemorragia.

El estradiol es el estrogeno principal de la en edad fértil. EI 95% lo
producen los ovarios y el resto se obtiene de aromatizacion periférica. Su
concentracion media disminuye después de la menopausia.

En este periodo el ovario produce cantidades importantes de
androgenos: androstendiona y testosterona. La estrona es el estrogeno
principal producido después de la menopausia. Proviene principalmente de de
la conversion periférica de la conversién periférica de la androstendiona ovarica
y suprarrenal.

La conversion de androgenos a estrogenos se modifica en relacién al
peso corporal y a la edad. Se trata de un mecanismo compensador de
produccion de estrogenos que ocurre en mujeres capaces de producir
suficientes androgenos en el ovario. Con el descenso de estrégenos y el
aumento relativo de andrégenos no hay descenso importante en las globulinas
portadoras, lo cual también es un mecanismo compensador.

Después de la menopausia los niveles de progesterona son bajos y se
asemejan a los de la fase folicular. El dato patognomonico que anuncia el
comienzo de la insuficiencia ovarica es un aumento sostenido de FSH. Este

aumento de FSH suele preceder al aumento de LH.
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Ambas hormonas alcanzan sus valores maximos dos o tres afnos después de la
menopausia.

En resumen, los cambios hormonales del climaterio consisten en una
ausencia de foliculos, lo que ocasiona una disminucion de estrogenos y un
aumento de andrégenos ovaricos.

Desaparece la retroaccion negativa por lo que aumentan los niveles de

gonadotropinas y probablemente de GnRH procedente del hipotalamo.

3.2.3. Cambios en los tejidos efectores

Los tejidos efectores se caracterizan por la presencia en sus células de
moléculas receptoras altamente especificas que son capaces de unirse al
esteroide circulante especifico. Como resultado de la presencia de estos
receptores especificos los tejidos efectores pueden entrar en accion por
hormonas que circulan aun en concentraciones muy bajas.

Los receptores se han identificado en muchos tejidos, los cuales
responderan a la presencia o ausencia de hormonas esteroideas alterando su
estructura o su funcién. Estas respuestas de los tejidos efectores son de interés
para valorar la historia natural de la menopausia y de los problemas que
pueden surgir de ella. Por ejemplo, la vulva y la vagina pueden adelgazarse y
atrofiarse conduciendo al dolor (dispareunia), hemorragia y otras molestias. Los
efectos sobre la vejiga pueden producir un aumento en la frecuencia o urgencia
de la miccion. Asi pues, el déficit de estradiol conduce a una variedad de
signos y sintomas de funcion alterada.

Sin embargo, la relacién causa/efecto entre los cambios hormonales y
sus efectos en los tejidos efectores no es siempre clara ya que a los
fendmenos del climaterio se les debe sumar la accién del envejecimiento. Por
ello, tejidos efectores diferentes pueden afectarse en momentos diferentes en
personas diferentes.

Es necesario continuar investigando para conocer todos los lugares
donde los receptores hormonales esteroideos estan presentes y aclarar la
respuesta de estos tejidos al estado endocrino del climaterio. Sin embargo, hay
evidencia mas que suficiente para concluir que los cambios hormonales de la

menopausia producen grandes efectos sobre los tejidos pélvicos y
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extrapélvicos. Estos efectos ocurren también cuando por otras causas hay un

déficit de estradiol.

3.3. Importancia social de la Menopausia

La Menopausia como oportunidad

El aumento de interés por el significado de los estrogenos en el
funcionamiento normal del organismo y la prevencién de enfermedades, junto
al numero creciente de mujeres que viven décadas después de la menopausia,
han llevado a una mayor preocupacion por la menopausia y los beneficios
potenciales de la terapia estrogénica. El interés es tanto cientifico como
publico, ya que se ha calculado que probablemente el 95% de las mujeres
lleguen a la menopausia en los paises desarrollados. En Espafia hay mas de 6
millones de mujeres que tienen 50 afios 0 mas; en EEUU hay 40 millones de
posmenopausicas y las estadisticas de la OMS indican que tenemos alrededor
de 750 millones de posmenopausicas en el mundo. Estos datos nos reflejan la
importancia cuantitativa y cualitativa de este sector de la poblacion.

Ha habido un gran incremento en la esperanza de vida que se ha
observado, principalmente a partir de comienzos de este siglo. Hace 1000 afos
la esperanza de vida era de 25 afios; en 1900 era de 35 afos, y desde
entonces se ha doblado. También es importante sefalar que la esperanza de
vida es mayor para la mujer que para el hombre. En definitiva, la mujer
permanecera en situacion de deprivacidon hormonal entre 25 y 35 afios, en
muchos casos mas de un tercio de su vida.

Mientras las expectativas de vida son cada vez mas altas en los paises
industrializados, en Africa la muerte llega a los 50 afios. Pero también en el
Tercer Mundo la vida se ha alargado y es logico suponer que continue en esa
linea. En 1940 la media de vida en Africa era de 38 afios y de 40 en Asia, en
América Latina se llegaba a los cincuenta y en Oriente Medio a los 45; en
Europa, en visperas de la Segunda Guerra Mundial, la esperanza de vida era
ya de 66 afos.

Esta claro que la prolongacion de la esperanza de vida es un dato de
gran valor en el problema que nos ocupa, pero también debemos tener

presente que, aunque la mejoria en cantidad de vida de una mujer se miden en
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anos, es igualmente importante considerar la calidad de vida durante la
postmenopausia.

Por todo ello, el climaterio es una de las situaciones mas interesantes
que se le presentan al ginecdélogo en el ejercicio de la profesion. Los
acontecimientos que ocurren en este periodo son tan diversos que deben tener
conocimientos y experiencia suficientes para resolverlos. Es una situaciéon en la
que no estan claramente definidos los limites entre lo fisioldgico y lo patoldgico,
por lo que hay que continuar trabajando con el fin de conseguir la mayor luz
posible sobre esta cuestion.

Es posible que factores culturales y socioeconémicos influyan sobre la
frecuencia y gravedad de los sintomas menopausicos. De hecho, hay estudios
que observan diferencias sobre la respuesta ante la menopausia de distintos
grupos de poblacion, segun sus caracteristicas étnicas, culturales,
socioeconomicas, etc. Existen diferencias étnicas en cuanto a la aceptacion de
la sintomatologia psiquica y psicosomatica. En los paises de menor nivel
econdmico y las clases socioecondmicas mas bajas, consultan menos por las
molestias de la menopausia.

Pero una cosa es la actitud que la mujer puede adoptar frente al
climaterio y otra es las modificaciones y cambios objetivos atribuibles a la
pérdida de la funcion gonadal.

Ya hemos sefalado que la mayoria de las mujeres de nuestro pais
viviran una tercera parte de su vida después de la menopausia, pero asi como
se prolonga la esperanza de vida, también aumenta el periodo de tiempo de
déficit hormonal cuyas consecuencias pueden ser graves. La pérdida de la
funcion ovarica tiene una serie de repercusiones debidas a la accion sistémica
de los estrégenos. Algunas de ellas se integran dentro del complejo sintomatico
de la mujer climatérica (trastornos vasomotores, atrofia génito-urinaria y efectos
psicofisiologicos), mientras que otras se encuadran dentro de patologias
cronicas que se agravan como consecuencia de la aparicion de la
menopausia, principalmente enfermedades cardiovasculares y osteoporosis.

Los médicos que atienden a mujeres en el momento de la menopausia
tienen por lo tanto una excelente oportunidad y, por lo consiguiente, una

obligacién importante. La intervencion médica en este momento de la vida
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ofrece a las mujeres varios afnos de efecto beneficiosos de la asistencia
sanitaria preventiva y esto representa una oportunidad que debe aprovecharse.

La cronologia de la aparicion de los problemas relacionados con el
hipoestrogenismo consiste, en un primer momento, durante la perimenopausia,
en la aparicion de trastornos menstruales y sindrome climatérico, a medio plazo
pueden aparecer sintomas relacionados con la atrofia cutanea y génito-urinaria
apareciendo a largo plazo los problemas cardiovasculares, 6seos y las
alteraciones psiquicas.

El tratamiento hormonal sustitutivo (THS) no sélo ha demostrado su
eficacia en el alivio de los sintomas somaticos y psiquicos inmediatos al cese
de la produccion hormonal, sino que su poder preventivo y terapéutico se
extiende a los procesos mas tardios, como la osteoporosis y las enfermedades

cardiovasculares.

3.4. La necesidad de la Menopausia. Teorias antropoldgicas.

Algunas hipotesis intentan explican el porqué de la necesidad de la

menopausia en la especie humana.

3.4.1. Hipotesis stopping early.

En las especies en las que el cuidado materno era crucial para la
supervivencia de la prole, las madres que paraban de reproducirse antes,
podian terminar con mas vastagos vivos. Si los bebés eran incapaces de
sobrevivir a la muerte de sus madres, y el embarazo y el parto eran mas
debilitantes al aumentar la edad, entonces mejor seria que las madres mayores
no tuvieran hijos. Esta teoria manifestada por primera vez por Williams®' en
1957 es muy interesante aunque ha sido criticada. Un ejemplo que ilustra esta
teoria es el conocido caso del chimpancé Flo narrado por Tane Goodalps®:
cuando Flo tuvo su ultimo hijo estaba muy débil y poco después del parto
murid, y su hijo también murié. Es mas, su hijo anterior, privado de su madre,
también fallecio.

La critica a esta teoria surge de los que afirman que, en algunas

poblaciones primitivas de cazadores y recolectores, la muerte de la madre no
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tiene un efecto importante sobre los vastagos que han cumplido los 5 afios de
vida. En Hadza, Tanzania septentrional, los hombres son grandes cazadores y
especialistas en capturar grandes cuadripedos®. Si tienen éxito en la caza,
ésta se reparte entre los habitantes del poblado, quedando sélo una pequefa
parte para la propia familia. Los nifios de esta etnia, a partir de los 5 afos,
pueden obtener la mitad de sus necesidades nutricionales con los productos

estacionales que recogen.

3.4.2. Hipotesis de "las abuelas”.

En los humanos destetar un bebé significa que hay que suplir su
alimentacion. Un chimpancé después del destete puede procurarse su comida,
pero los humanos son una carga mayor para sus madres. Cuando el nifio
recién destetado no es capaz de alimentarse por si mismo, la madre que
continla ocupandose de él, tiene menos tiempo de prepararse para tener un
nuevo bebé. Aqui es donde estd el papel de la abuelas®, que no tiene
semejanza en otros primates (no hay abuelas). Las hembras de la especie
humana que han perdido su capacidad reproductiva pueden buscar provisiones
y cuidar a sus nietos, lo que ademas tiene un efecto positivo sobre su propio
bienestar fisico y sobre sus hijas, que asi pueden dedicarse a tener otro bebé
mas rapidamente.

Estas teorias pueden explicar como fueron necesarias en la
supervivencia y evoluciéon de la especie humana, en nuestro ancestral pasado,
la caza, los cuidados maternos y los beneficios que aporta la menopausia.

De todos modos no conocemos exactamente porqué se programo la
menopausia femenina, pero podemos aceptar que la esperanza de vida en los
humanos, mayor que la de los simios (cuarenta afios de media para los
chimpanceés), se debe a dos procesos de adaptacion biologica, la menopausia

y el aumento de inversidn en los mecanismos de reparacién somatica.
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4. MENOPAUSIA PRECOZ O FALLO OVARICO PREMATURO.

La menopausia, sus manifestaciones clinicas y sus complicaciones son
motivo de interés debido a que induce en quien la padece un envejecimiento
prematuro con complicaciones cardiacas, 6seas, psiquicas y metabdlicas que
constituyen causas importantes de morbimortalidad en éste segmento de edad.
Se trata de un problema de una frecuencia creciente ya que, comos hemos
sefalado, se esta produciendo un envejecimiento de la poblacion mundial: se
estima que la poblacion anciana mundial aumentara mas del doble entre 1998
y 2025%°.

Se calcula que globalmente existen 50 millones de mujeres en el mundo en
menopausia.

Fisiolégicamente este fendbmeno se sucede de manera progresiva desde
aproximadamente los 38-40 afios de edad, momento en el cual la fertilidad
empieza a declinar: se calcula que este proceso se inicia cuando quedan
aproximadamente 25000 foliculos ovaricos. En una primera fase se produce
un aumento sutil de los niveles de FSH, probablemente debidos a una menor
produccion de inhibina por las células de la granulosa en los foliculos
senescentes. Este aumento de FSH determina un desarrollo folicular mas
rapido con un acortamiento de los ciclos y un agotamiento progresivo de los
foliculos restantes. A medida que se van agotando los foliculos aumenta la
aparicion de ciclos anovulatorios que determinan una segunda fase en la que
se produce un aumento progresivo de la duracion de los ciclos hasta su cese
definitivo. La menopausia aparece cuando el numero de foliculos residuales
desciende por debajo del umbral critico en torno a 1000, con independencia de
la edad.

El diagndstico de menopausia es generalmente clinico realizandose
cuando existe un periodo de amenorrea superior a los doce meses

acompafiados de cifras hormonales de FSH > 40 mU/ml y Estradiol < 20 pg/ml.
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4.1. Edad de aparicion de menopausia.

La edad de aparicion de la menopausia se puede considerar un
parametro complejo que depende de la interaccidon de multiples factores
ambientales, genéticos y habitos de vida. La edad media de aparicion segun
diversos estudios se situa entre 50 y 52 afios, apareciendo en el 95 % de los
casos entre los 45 y los 55 afos. Entre los factores identificados que con mas
fuerza intervienen en la edad de aparicion de la menopausia destaca el tabaco
(con una variacion de hasta 1,5 anos, existiendo una relacién dosis
dependiente con el nimero de cigarros fumados vy la duracién del habito®), la
raza y la herencia familiar. Mas dudosa es la influencia de otros actores como
la paridad y el uso de anticonceptivos orales. Hay pruebas suficientes para
creer que las mujeres desnutridas y vegetarianas presentan una menopausia
mas precoz®’ %. Esto es debido a la contribucién de la grasa corporal a la
produccion de estrogenos mediante la aromatizacion periférica de los
androgenos. Por otro lado, se sabe que las mujeres que tienen un consumo
moderado de alcohol presentan unas concentraciones de estrégenos en sangre
y orina mas elevadas, asi como una mayor densidad mineral 6sea® por lo que
se cree que el consumo frecuente de alcohol se asocia con una menopausia
mas tardia®. No existe evidencia a favor de la relacion entre edad de
menarquia y edad de menopausia. Con la mejora de las condiciones
sociosanitarias de la poblacion se ha producido un adelantamiento en la edad
de la menarquia sin que se halla evidenciado cambio alguno en la edad de la
aparicion de menopausia, lo cual puede sugerir la influencia limitada de éste

tipo de factores.

4.2. Menopausia precoz o fallo ovarico prematuro.

Se define menopausia precoz como el cese de la funcién ovarica por
debajo de los 40 anos, si eéste se produce entre los 40 y 45 se denomina
menopausia temprana. La primera referencia histérica al respecto la
encontramos en 1967 (De Moraes-Ruehsen)®! cuando se definié el fallo ovarico

prematuro (FOP) como el cese no fisiolégico de la menstruacion antes de los
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40 anos y después de la menarquia. Es una entidad clinica caracterizada por la
existencia de amenorrea de al menos 4 meses de evolucion, sintomas de
déficit estrogénico, elevacion de gonadotropinas mayores de 40 mU/ml con
disminucién de estrogenos menores de 5 pg/ml (obtenidas en dos ocasiones
distintas), que se presenta en mujeres antes de la edad normal de la
menopausia.

Este sindrome ha recibido distintas denominaciones que han creado una
cierta confusion terminolégica. Las mas utilizadas han sido: Menopausia
precoz, extincion ovarica precoz, hipogonadismo 0o amenorrea
hipergonadotropa, ovarios resistentes y FOP. Este Gltimo término es el que
mas aceptacion tiene y el mas utilizado en la actualidad.

Antes se pensaba que los niveles de FSH elevados en una mujer
perimenopausica, era una clara evidencia del agotamiento folicular, equivalente
a un cese irreversible de la funcion ovarica. Hoy se considera que el fallo
ovarico precoz no es una situacibn de cese permanente de la misma.
Aproximadamente un 50% de mujeres jovenes en tales condiciones pueden
presentar una funcion ovarica intermitente de 4 a 8 anos mas.

Se ha descrito un caso de FOP, que tras 8 afios de amenorrea presentd un
ciclo ovulatorio espontaneo®. Incluso de un 5-10% de los casos pueden llegar
a tener un embarazo espontaneo®.

La incidencia de este sindrome descrita en la literatura es muy
divergente. Recientemente, el Study of Women Across the Nation (SWAN) ha
sefialado una incidencia de 1,1 % antes de los 40 anos. Este porcentaje
representaria aproximadamente unos 70.000 casos en Espania.

La menopausia precoz es mas frecuente en hispanas y mujeres de raza
negra (1,5%) disminuyendo su prevalencia en caucasicas y asiaticas (0,5 %)%

La aparicidon de menopausia precoz se asocia con un riesgo aumentado
de enfermedad cardiovascular, osteoporosis, cancer epitelial de ovario vy
Alzheimer. De manera opuesta, la menopausia tardia se asocia a una mayor
incidencia de cancer de mama®, con un aumento de 1,03% de RR por cada
afio de retraso®.

El efecto cardioprotector de los estrogenos parece deberse a que
modifican positivamente varios de los parametros relacionados con la salud

cardiovascular. Por un lado inducen un perfil lipidico favorable (aumento de
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particulas de HDL colesterol y disminucién de particulas de LDL colesterol
implicadas en la formaciéon de placas de ateroma), por otro, tienen un efecto
directo sobre las células mioepiteliales y el microambiente endotelial con efecto
vasodilatador y antitrombético mediado por la liberacién de Oxido nitrico y
prostaciclinas®’.

Los estrégenos pueden proteger la funcion del sistema nervioso central
por varios mecanismos; protegen contra la citotoxicidad neuronal provocada
por la oxidacion, reducen la concentracion sérica del componente amiloide P (la
glucoproteina identificada en los ovillos neurofibrilares del Alzheimer) vy
aumentan las sinapsis y el crecimiento neuronal, en especial la densidad de

espinas dendriticas®® *°.

Fisiopatologia del fallo ovarico prematuro

En condiciones normales, al comienzo de la vida embrionaria se produce
en el feto hembra la migracion de las células germinales hacia la cresta genital.
De la interaccion de ambas se desarrolla la gonada femenina, que en la
semana 20 tiene 6-7 millones de ovogonias. Hacia la semana 25 comienza un
proceso continuo de atresia que hace que en el momento del nacimiento sélo
queden entre 300.000 y 400.000. Al final de la vida reproductiva desaparecen
por completo como consecuencia de que en cada ciclo alrededor de 1.000
foliculos inician el desarrollo mientras sélo uno ovula y el resto se atresian.

Existen principalmente dos tipos fisiopatologicos de fallo ovarico

prematuro'® '°': por deplecion folicular y por disfuncién folicular.

4.2.1. Fallo ovarico prematuro por deplecién folicular ovarica.
Son los casos de FOP en los que la reserva o pool folicular esta
disminuido provocando un agotamiento prematuro de los mismos. El numero

de foliculos disponibles puede estar disminuido por dos mecanismos

fundamentales:
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e Debido a que no hay emigracion de los gonocitos hacia la cresta
genital o emigran en menor numero de lo normal originandose por lo
tanto una goénada patoldgica con escasa o nula dotacion folicular.

e Debido a que la emigracion de los gonocitos sea normal, pero que se
acelere el proceso de atresia tanto en la vida prenatal como en la
postnatal, originandose goénadas sin dotacion folicular o con escasa
dotacion de la misma, que fracasaran en su funcion prematuramente.

La tasa de atresia folicular tiene variaciones individuales en las que

estarian involucrados principalmente factores genéticos. No se conoce bien los
mecanismos que gobiernan la atresia, pero puede estar acelerada por
alteraciones o0 ausencia del cromosoma X vy por alteracibn de las
gonadotropinas. También se ha sugerido que alteraciones del timo podrian
estar implicadas en la tasa de atresia folicular.

Desde el punto de vista etiolégico se distinguen varios tipos de FOP por
deplecién folicular ovarica:

e Pool folicular inicial deficiente:

- Disgenesia gonadal pura (46 XX): Déficit de células germinales
en los ovarios. Se han descrito casos con fenotipo femenino,
actividad sexual y amenorrea secundaria tras dos afios de
reglas normales.

- Aplasia o hipoplasia timica.

- Idiopatica.

e Atresia folicular acelerada:

El desarrollo de un FOP por deplecion folicular ovarica debido a una

atresia folicular acelerada puede responder a distintos trastornos que veremos

en el capitulo siguiente.

ATRESIA FOLICULAR ACELERADA

a) Alteraciones cromosoOmicas:
e Numéricas: Aparecen en un 20%-50% de los FOP. Son varios los
estudios recientes que postulan que es necesaria la presencia de dos

cromosomas X para el desarrollo normal de la génada. La ausencia de
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un cromosoma X no interfiere en el proceso de emigracion de las células

germinales, pero si acelera la atresia folicular.

» Sindrome de Turner: Cursa tipicamente con amenorrea primaria,

fenotipo caracteristico y godénadas acintadas, aunque no debe
olvidarse que hasta un 3% de estas pacientes pueden tener alguna
menstruacion e incluso quedar gestantes.

Mosaicismos X. (XO/XXX o XX/XO). Son las alteraciones
cromosomicas mas frecuentes. La mayoria tienen un fenotipo normal.
El 3% presentan fenotipo Turner y el 12% pueden menstruar. En el
caso del Sindrome de la Triple X, alteracién poco frecuente, presenta
un fenotipo casi normal (obesas o de talla elevada), con una
disminucién del coeficiente intelectual. El dafio gonadal, en los casos
en que esté presente, suele ocurrir una vez que ha tenido lugar el
desarrollo y la diferenciaciéon del ovario y por ello, con frecuencia,

queda algun grado de funcién folicular.

Estructurales:

» Delecciones del cromosoma X:

0 Las alteraciones del brazo corto (XXp 0 45X0/46XXp) pueden
cursar con talla baja y fenotipo de Turner, pero el 25%
presentan alguna regla y un desarrollo somatico normal. La
mayoria de las alteraciones del brazo corto no afectan la
funcién ovarica: la funcién gonadal se mantiene si mas de la
mitad del brazo corto (Xp21) esta presente.

0 Alteraciones del brazo largo (XXq): Es importante para la
funcién ovarica normal una particular region del brazo largo del
cromosoma X, la porcién comprendida entre Xq13 y Xq26. Se
ha descrito la existencia de dos genes FOP1 y FOP2,
localizados en dicha regién y responsables de FOP'%,

o Sindrome de X fragil. El llamado sitio fragil es un marcador
citogenético localizado en la parte distal del brazo largo del
cromosoma X (Xq27). Las mujeres portadoras de X fragil
presentan tres veces mas frecuencia de FOP que los

controles'®, lo que puede deberse a que presentan
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ovulaciones multiples que llevan a un agotamiento prematuro
de los foliculos y/o a que las portadoras posean un menor
numero de ovocitos al nacimiento, que produce su deplecion a
una edad relativamente temprana. La prevalencia del fallo
ovarico prematuro en las portadoras del sindrome del
cromosoma X fragil es del 10-20%. Se han identificado al
menos 8 genes que cursan con FOP, 5 en el cromosoma X
(gen FMR1) y 3 en autosomas.

» Ademas, al margen de las alteraciones de los cromosomas sexuales
hay cada mas certeza de la influencia de un factor genético y
hereditario en el FOP, habiéndose descrito casos familiares.

> Entre otras causas genéticas relacionadas con historia familiar de
FOP, distinguimos mutaciones situadas en: FSH receptor, GAL T
(galactosemia), FOXL2, INHA (gen de la inhibina A), EIF2B (familia
de genes relacionada con fallo ovarico precoz y leucodistrofia a nivel
del sistema nervioso central), BMP15 y AIRE (responsable de
sindrome poliglandular).

» Galactosemia: raro trastorno hereditario autosomico recesivo del
metabolismo de los hidratos del carbono, motivado por déficit de la
enzima galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa'®, que ocasiona un
trastorno  caracterizado por retraso mental, cataratas,
hepatoesplenomegalia y disfuncion tubular renal. Produce
alteraciones ovaricas en un 30-60 % de los casos. El menor numero
de ovogonias puede ser el resultado de un efecto toxico directo de
metabolitos de la galactosa sobre la migracién de las células
germinativas a la cresta genital'®"'%. El fallo ovarico prematuro es

habitual e irreversible.

b) Agentes externos iatrogénicos:

e Quimioterapia: su efecto sobre el ovario produciria, por una parte, la

destruccion de las células en desarrollo de la granulosa y la teca,
componentes necesarios para el desarrollo folicular y, por otra, la
alteracion del DNA celular, que afectaria a los foliculos primordiales

en reposo. Los factores determinantes para la produccién de FOP
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post-tratamiento son la edad de la paciente, la dosis y el tiempo de
administracion. Al comparar con datos de volumenes ovaricos de
otros autores, en las pacientes sometidas a tratamientos oncoldgicos
la edad de los ovarios seria de, aproximadamente, 10 afos superior a
la cronoldgica'®”.

Radioterapia: el FOP producido por radioterapia depende de la edad
de la paciente y la dosis administrada. Dosis mayores de 600 cGy
producen un FOP definitivo, mientras que dosis de 400-500 cGy sélo
producen alteraciones irreversibles en el 50% de los casos'®.
Cirugia: esta en discusion la afectacion que puede producir en la
funcién ovarica la cirugia que alterara la vascularizacion ovarica,
como la histerectomia o cirugia a nivel tubarico.

Tabaco: es uno de los factores de riesgo mas relacionado con la
menopausia precoz'®. Las fumadoras estdn mas predispuestas a
tener menopausia natural un afio antes que las no fumadoras'® y a

" Fumar se asocia

presentar una perimenopausia mas corta
también con peores resultados reproductivos y trastornos
menstruales, como ciclos mas irregulares y cortos debidos al
acortamiento de la fase folicular'? y a las cifras incrementadas de
FSH.™?

Alcohol: en varios estudios se observa una posible asociacion entre
alcohol y niveles de estrogenos, lo que sugiere que la menopausia
puede producirse mas tarde en mujeres que beben alcohol''*.
Cafeina: Lucero et al observaron que las mujeres que consumian
mas de una taza de café al dia tenian unos niveles de estrogenos
significativamente mayores que los de las mujeres que no lo
tomaban'"?.

Alteraciones inmunoldgicas.

Idiopaticas.
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4.2.2.2. Fallo ovéarico prematuro por disfuncion folicular.

La presencia de foliculos no es sindbnimo de una funcién ovarica normal.
En estos casos pueden detectarse algunas estructuras foliculares pero existe
una falta de respuesta a los estimulos habituales de los mismos, es decir,
existe una disfuncion ovarica con foliculos cuantitativamente normales o algo
disminuidos. En estos casos puede tardiamente aparecer una cierta actividad
ovarica.

Las dos formas mas frecuentes son la ooforitis (respuesta inmunoldgica
contra el ovario en donde encontramos menos foliculos pero no ausencia de
los mismos) y el Sindrome del ovario resistente (ovarios con numero de
foliculos normales que no responden a los estimulos por fallo en la recepcion
del mismo).

Desde el punto de vista etiolégico se distinguen varios tipos de FOP por

disfuncion folicular:

c) Alteracién inmunoldgica (autoinmunidad y ooforitis linfocitaria):

Varios estudios sugieren que la autoinmunidad es una de las causas
potenciales del FOP'™. Se ha relacionado el FOP con enfermedades
autoinmunes érganoespecificas, como la enfermedad de Addison. Esta es una
endocrinopatia poco frecuente, con mayor prevalencia en el sexo femenino
(3:1), y que se asocia con un fallo endocrino multiple’”. Se distinguen dos
formas:

Tipo | (hipoparatiroidismo, Addison, candidiasis mucocutanea):

Se inicia en la juventud y mas de un 60% de las mujeres presentan FOP.

Tipo Il (hipotiroidismo y Addison): De inicio mas tardio, donde menos del
10% desarrollan FOP.

Normalmente, el fallo ovarico prematuro precede a la insuficiencia
suprarrenal, por lo que ante el diagnéstico de FOP procede mantener la
vigilancia suprarrenal (alrededor de un 4% de mujeres con FOP, presentaran
una insuficiencia adrenal asintomatica).

Sin embargo, la enfermedad autoinmune que con mas frecuencia se relaciona
con el FOP es el hipotiroidismo (aproximadamente un 20% de mujeres con

FOP desarrollaran un hipotiroidismo autoinmune). Otras enfermedades que se
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asocian son miastenia gravis, vitiligo, enfermedad de Crohn, diabetes mellitus,
artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.

A pesar de todo, se desconoce el mecanismo implicado en la autoinmunidad
contra el ovario. Para el diagnéstico de FOP de causa inmune se requiere la
presencia de infiltrados linfoplasmocitarios en los foliculos y de anticuerpos

especificos.

d) Déficit enzimaticos:
- De 17 a hidroxilasa
- De 17-20 desmolasa
- De colesterol desmolasa

- De galactosa 1-fosfato-uridiltransferasa

e) Sindrome del ovario resistente y Anomalias gonadotrépicas:

Define al ovario resistente la presencia de amenorrea, cariotipo normal,
caracteres sexuales normales, hipergonadotropismo, hipoestrogenismo,
resistencia o baja sensibilidad a las gonadotropinas y presencia de abundantes
foliculos primordiales en los ovarios, sin infiltrado linfoplasmocitario. Siempre
habiendo descartado otras causas de FOP.

La fisiopatologia de este sindrome parece estar en relacion con la
resistencia de los foliculos a la accidén de las gonadotropinas. Resistencia que
podria explicarse por la presencia de gonadotropinas biolégicamente inactivas
e inmunoloégicamente normales, por la alteraciéon a nivel de sus receptores o

por la presencia de factores antigonadotropinas.

4.2.2.3. FOP idiopatico

En ocasiones no se observa ninguna causa que justifique el cuadro y
hablamos entonces de un FOP idiopatico. Su numero va disminuyendo a
medida que se cumplen y perfeccionan los protocolos de diagndstico.

Algunos casos de FOP idiopatico son transitorios, ceden espontaneamente y la

paciente vuelve a recuperar sus ciclos y a normalizar gonadotropinas y

53



INTRODUCCION

estrogenos, incluso puede quedar gestante y repetir el fallo ovarico. Es lo que

se ha llamado fallo ovarico intermitente.

4.3. Clinica del FOP

El sintoma principal en el FOP es la amenorrea antes de los cuarenta afos
(secundaria en el 85% de los casos) u oligomenorrea. También son frecuentes
la esterilidad primaria o secundaria y los sintomas propios del estado
hipoestrogénico, como son los sintomas vasomotores, vaginitis, dispareunia vy,
en ocasiones, sintomas urinarios como disuria e incontinencia urinaria.
Concomitantemente pueden existir sintomas de otras endocrinopatias
(diabetes, hipotiroidismo, alteracién suprarrenal o paratiroidea), asi como de
otras enfermedades de origen inmunoldgico.

En cuanto a la evolucién clinica del FOP cabe destacar que la instauracion del
cuadro clinico en ocasiones no es brusca, sino progresiva pasandose por un
periodo semejante al de la perimenopausia, un estadio inicial con elevaciones
de la FSH y con ciclos que pueden ser normales (a lo que se le denomina fallo
ovarico oculto) y que existe la posibilidad de reversibilidad. La funcién ovarica
puede reaparecer de forma intermitente y de manera impredecible de tal forma
que hasta el 10-20% de las pacientes recuperan su funcién normal varios

meses mas tarde.
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5.1. FACTORES GENETICOS QUE INFLUYEN EN LA PRESENTACION DE
LA MENARQUIA' Y LA MENOPAUSIA.

Las edades de la menarquia y la menopausia son parametros complejos
que dependen de la interaccion de una miriada de factores incluyendo
elementos genéticos y socio-econdmicos. La importancia de factores genéticos
es también evidente en estudios de madre-hijas y un estudio de casos control
de 334 mujeres con menopausia precoz establece una probabilidad relativa
(odds ratio) de 12,4 (95% IC 4,4 a 34,2) de padecer una menopausia precoz
cuando varios parientes (madre, hermana, tia o abuela) la han padecido’®.
También apoya un componente genético responsable del agotamiento folicular
un estudio sobre 275 gemelas monocigoticas y 353 gemelas dicigoticas en las
que se tuvo en cuenta la posible influencia de otros factores ambientales como
el tabaco, el nivel socioeconémico, la obesidad o el uso de anovulatorios
orales, que pudieran alterar los resultados; dicho estudio encuentra una
influencia de la herencia en la edad de la menopausia, que se cifra en un
63%'"°, ademas existen en la literatura gran numero de trabajos que
correlacionan alteraciones en genes, fundamentalmente en el cromosoma X,
con el fallo ovarico precoz'?°. Estudios de gemelos han estimado que alrededor
de un 50-75% de las variaciones en la edad de la menarquia pueden atribuirse

a factores genéticos.
5.1.1. Formas de investigacion en genética y ruta estrogénica

La importancia y actualidad de la investigacion genética, tanto en su
relacion con la edad de la menarquia o la edad de la menopausia, como con
otros procesos relacionados con los estrégenos queda reflejada en las
publicaciones aparecidas desde que se descifro el codigo genético humano, no
solo entre genes de la ruta estrogénica, sino también entre otros genes
candidatos

Las estrategias de conocimiento sobre genética y edad de menarquia y
menopausia utilizadas hasta el momento, se han basado en estudios de

asociacion, andlisis del ligamiento y los estudios de funcionalidad'".
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Los estudios de asociacion genética examinan el genoma de individuos
buscando polimorfismos de un gen candidato con el propdésito de identificar
asociaciones estadisticamente significativas entre el rasgo estudiado y la
variante del genoma de los individuos en el estudio. En la actualidad, la
mayoria de los estudios de asociacion son univariantes, y con ellos se persigue
el aislamiento de genes que den lugar a enfermedades, sindromes, rasgos
clinicos o efectos adversos a la medicacion usada.

Como lograr un gen candidato se consigue tras un meticuloso proceso
donde se mezclan experimentos bioldégicos o moleculares, junto con modelos
animales donde una mutacién vaya asociada a un fenotipo determinado. Entre
estos ultimos se incluyen las mutaciones naturales que en humanos causan
enfermedades con herencia mendeliana, los experimentos de sobre-expresion
(experiencias transgénicas) y los de bloqueo de la expresion génica (knock-
out).

Una vez identificado el gen candidato, se localizan las variantes alélicas
comunes (polimorfismos genéticos) asociadas con alguna modificacién en la
funcién de las proteinas codificadas por dicho gen. Si el polimorfismo no
determina variacion en la funcidon de gen se llama polimorfismo andnimo
mientras que aquellos casos donde se altera su funcidbn se denominan
polimorfismos funcionales; y pueden afectar a la regidén codificante, provocando
un cambio en la secuencia de aminoacidos; a la regidbn promotora 5
asociandose a diferencias en la transcripcion del ARN; o a la region 3’
determinando diferencias en la degradacién del ARN mensajero.

El analisis del ligamiento se realiza en familias o parejas de hermanos en
los que mediante marcadores o microsatélites se identifican regiones en cada
uno de los cromosomas donde puede estar localizado el gen responsable de la
enfermedad o fenotipo que presentan. A medida que se van descubriendo
genes implicados, se empiezan a considerar determinados procesos
ginecologicos como enfermedades poligénicas moduladas por factores
ambientales, y donde la predisposicion, la patogenia o la respuesta a los
tratamientos dependen de la interaccion entre diferentes genes o de ellos con

factores ambientales.
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5.1.2. Polimorfismos genéticos en la ruta estrogénica y su relacion con la

edad de la menarquia y menopausia

Existen dos tipos de receptores para los estrogenos, el alfa o tipo 1
(ESR1) y el beta o tipo 2 (ESR2). Ambos pertenecen a la superfamilia de los
receptores nucleares, y estan distribuidos de forma distinta en casi todos los
tejidos del organismo, coincidiendo en algunos de ellos. ESR1 y ESR2 se
comportan como reguladores de la transcripcion del ADN. Asi, la asociacion del
ligando a su receptor promueve su unién a una secuencia especifica del ADN
denominada elemento de respuesta a estrégeno (ERE), que se localiza en las
regiones promotoras de los genes diana. Dicha regulacion también puede estar
mediada por una interaccién proteina-proteina con otros factores de
transcripcion como la proteina activadora 1 (AP-1), el factor nuclear kappa B
(NFKB) o el factor especifico de promotor tipo 1 (Sp1)'®2. A los ERE se unen
una serie de proteinas coreguladoras llamadas proteinas de interaccién con
receptores nucleares (NRIP1), capaces de activar o reprimir la transcripcion.
Los trabajos que en la actualidad relacionan de una manera independiente las
variantes genéticas de ESR1 y ESR2, junto a las observaciones de los estudios
de interaccion, confirma el relevante papel que juegan ambos receptores en las

enfermedades relacionadas con los estrégenos'?.

Lo cual es légico si
pensamos que los niveles estrogénicos siguen un proceso de regulacion muy
fino, de manera que una pequefa alteracion en cualquiera de sus receptores
podria modificar el proceso de sefalizacion y dar lugar a un fallo en su funcién
metabdlica. Sobre estos genes y otros relacionados con su metabolismo se
empiezan a aislar polimorfismos relacionados con enfermedades propias de la
mujer, como la osteoporosis postmenopausica, el sindrome del ovario

poliquistico o el cancer de mama.

Polimorfismos del gen del receptor de estrogenos alfa o tipo | (ESR1)

El gen del ESR1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en la
region 6925, esta formado por 8 exones y 7 intrones, y en su estructura se han
descrito varios lugares sobre los que asientan distintos polimorfismos, los mas

importantes en las regiones promotoras, las que determinan el inicio de su
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transcripcion. La mayoria de los estudios se han dirigido a tres polimorfismos:
el Pvull (T397C), el Xbal (C351G) del intron 1, y el VNTR (TA),'** (Figura2).

Polimorfismos del gen del receptor de estrogenos beta o tipo Il (ESR2)

El gen que codifica el ESR2 en humanos se localiza en el cromosoma
14, en la region 14923.2. Tiene 9 exones y su secuencia genomica comprende
alrededor de 61,2 Kb. (Figura 2). El primer polimorfismo en ESR2 no fue
caracterizado hasta 1998 en poblacién japonesa y consistia en una repeticidén
dinucledtida (CA), altamente polimérfica en el intrén 5'?°. Es por ello que en la
actualidad, no existen muchos trabajos que relacionan el gen ESR2 con
enfermedades ginecoldgicas.

En el ano 2001, se describieron dos polimorfismos (Rsal y Alul) incluidos
en dicho gen en mujeres chinas con disfuncién ovarica'®®. Asimismo, se han
estudiado polimorfismos de ESR2 en pacientes diagnosticadas con

endometriosis con resultados contradictorios'?” 128,

Polimorfismos del gen del Receptor de FSH (FSHR)

El receptor para la hormona FSH (FSHR), pertenece a la familia de

receptores acoplados a proteina G y se encuentra dividido en tres regiones: el
dominio extracelular, la region transmembrana y el dominio intracelular. El gen
esta localizado en el cromosoma 2, en la region 2p16.3 y tiene un tamafio de
192 Kb de ADN gendmico. Esta formado por 10 exones y 9 intrones (figura 3),
donde el dominio extracelular abarca desde el exdn 1 al 9, mientras que la
region carboxiterminal del dominio extracelular, el dominio transmembrana y el
dominio intracelular estan codificados por el exén 10.
La primera mutacion encontrada en el gen FSHR en humanos fue descrita en
1995 en poblacién finlandesa y consistia en un cambio de aminoacido
(A189V), asociado a amenorrea primaria. Posteriormente se encontraron otras
mutaciones (I1160T, R573C, D224V, L601V, I191L, A189V y A419T) en casos
esporadicos de amenorrea'®,

Los polimorfismos del gen FSHR que determinan una hipofunciéon de
este receptor se acompanan de una menor pérdida de masa Osea en ratonas
castradas, lo que sugiere que el exceso de expresion de este gen pueda estar

detras del remodelado dseo aumentado tras la menopausia'*®.
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Polimorfismos del gen de la aromatasa (CYP19A1)

El gen CYP19A1 se encuentra localizado en el cromosoma 15, en la
region 15921 (Figura 4) y codifica una enzima de la familia de la citocromo
p450, encargada de catalizar la transformacion (aromatizacion) de los
androgenos en estrégenos. Aparte de expresarse en érganos sexuales como el
ovario, el testiculo o la placenta, también se produce en otros lugares,
fundamentalmente el tejido adiposo, fuente principal de los estrogenos tras la

menopausia.

Polimorfismos de otros genes candidatos en la ruta estrogénica

Puesto que seran motivo del presente estudio, mencionaremos dos
nuevos genes candidatos en las enfermedades relacionadas con los
estrogenos, uno es el gen del NRIP (Figura 5) que, como se ha apuntado mas
arriba es una proteina que regula la transcripcién interaccionando con los
receptores nucleares de los estrogenos.

Otro gen candidato es el del BMP15 (bone morphogenetic protein 15),
localizado en el cromosoma X, en la region Xp11.2.(Figura 6) Se sintetiza en el
ovocito en forma de pre-pro-hormona y se procesa por una endopeptidasa a
prohormona para mas tarde adquirir su configuracion tridimensional con la que
se une al receptor. Pertenece a la superfamilia de los factores de crecimiento
transformantes Beta (TGF-B), junto con el GDF9 (growth differentation factor
9). Tanto BMP15 como GDF9 se unen a dos tipos de receptores
transmembrana localizados en las células de la granulosa: el receptor de BMP
tipo Il (BMPRII), y el receptor de BMP tipo IB (BMPRIB). Interviene en la
produccion estrogénica mediante varios mecanismos: estimulando la
proliferacion de las células de la granulosa, inhibiendo la expresion del FSHR y
estimulando al factor de desarrollo folicular KL (KIT Ligand). El gen BMP15 se

ha investigado en el FOP debido a su importante papel en la funcién ovarica.
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Figura 2.
Estructura de los genes ESR1 y ESR2
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Figura 5.
Estructura del gen NRIP1.
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Como puede adivinarse, existen poderosas razones sociales, culturales
y médicas que nos incitan a profundizar en el estudio de los factores o
variables susceptibles de modificar la duracién del periodo fértil de la vida de
una mujer. Del analisis de la literatura que acabamos de revisar se desprenden
varias impresiones:
En primer lugar, que lo que hemos venido en llamar “periodo feértil”, esto es, el
tiempo entre la edad de la menarquia y la edad de la menopausia, viene
marcado antropoldgicamente, y sélo las malas condiciones sociales o de salud
pueden modificarlo. En efecto, en los paises desarrollados hemos podido
comprobar que la edad de la menopausia permanece estable desde hace
muchos decenios; y que la edad de la menarquia ha ido descendiendo en la
segunda mitad del siglo pasado con la mejora de las condiciones sociales,
quedando estancada en los ultimos afos.
Cuando el retraso o adelanto de cualquiera de estos dos hitos es tan elevado
que lo consideramos como “patolégico”, puede condicionar, no sélo la fertilidad
de la afectada sino también repercutir en otras esferas de su salud.
Esto se observa claramente en las mujeres con menopausia precoz, mas
susceptibles de padecer los signos y sintomas del hipoestrogenismo y de sufrir
a medio o largo plazo alguno de sus procesos invalidantes, como la
osteoporosis.
Por ultimo, ambos fendmenos, menopausia y menarquia, tienen una clara
vinculacion con la endocrinologia del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal. Si la
investigacion en genética estd modificando nuestra concepcion de la Medicina
en general, esto es mucho mas evidente en la Ginecologia Endocrina.
En otras palabras, es oportuno investigar si las alteraciones en el genotipo de
una mujer pueden condicionar el momento de aparicion de aquellos y, en
consecuencia, influir sobre su capacidad reproductiva o predisponerla o
protegerla de determinadas enfermedades. Maxime si existen trabajos que ya

apuntan en este sentido.
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En consecuencia, en nuestro trabajo nos planteamos los siguientes Objetivos:

PRINCIPALES

1.

Evaluar la relacion entre la presencia de polimorfismos genéticos en la
ruta metabdlica de los estrégenos con la duracién de la ventana feértil en
nuestra poblacién, en concreto observar si existen polimorfismos
genéticos que predispongan a una menor edad de la menarquia o de la
menopausia.

Determinar si los polimorfismos descritos en la literatura y relacionados
con la menopausia precoz estan presentes en nuestras pacientes con
menopausia precoz.

Determinar si la relacion entre la presencia de polimorfismos genéticos
en la ruta metabdlica de los estrégenos con la duracion de la ventana

fértil es monogénica o si existen interacciones entre genes.

SECUNDARIOS

4. Sefalar si los factores de riesgo conocidos de menopausia precoz o

menarquia tardia se presentan en nuestras pacientes.

Sefalar si existen otros factores de riesgo higiénico-dietéticos o
caracteristicas médico-sociales relacionadas con el periodo fértil que no
hayan sido notificados en otros estudios epidemiolégicos.

Sefalar si en nuestra poblacion se observa la misma tendencia a
disminuir la edad de la menarquia y a mantenerse la edad de la

menopausia registrada en los paises de nuestro entorno europeo.
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1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio corresponde a 1980 mujeres menopausicas incluidas
en un estudio multicéntrico sobre los factores genéticos que influyen en la
presentacion de la menarquia y la menopausia, donde participaron cinco
centros espanoles:

e el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada),

e el Hospital San Juan de Alicante (Alicante),

¢ la Clinica Sanatorio Bilbaino (Bilbao),

¢ la Clinica CEOGA (Lugo),

¢ la Clinica Diatros (Barcelona).
Todas ellas recibieron informacion detallada sobre el objetivo del estudio, y
dieron su consentimiento escrito para participar en él.
Este proyecto recibié la aprobacién de los comités éticos de cada hospital
involucrado en el estudio.
En todas las participantes se recogio informacion epidemioldgica especifica, se
obtuvo valor de menarquia y/o menopausia y se obtuvo sangre periférica para

analisis genético.
1.1 Criterios de inclusion:

Pacientes menopausicas que acudieron a las consultas de ginecologia

en cualquiera de los centros participantes.
1.2 Criterios de exclusién:

Mujeres premenopausicas y con menopausia artificial (iatrogena,
quirurgica) o pacientes que no cumplimentasen en su totalidad el cuestionario o
cuya informacion genética no fuese obtenida por cualquier causa. Para
simplificar el examen estadistico hemos excluido ademas al grupo de pacientes
con menopausia entre los 40 y los 45 afos, considerando unicamente las que
presentaron menopausia precoz con menos de 40 afos y las que tuvieron la

ultima regla por encima de los 45 anos.
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2. OBTENCION DE LA INFORMACION

2.1 Recogida de los datos clinicos

Todos los datos clinicos fueron obtenidos usando un cuestionario
desarrollado en consenso por los investigadores clinicos implicados en este
estudio multicéntrico. Este cuestionario recoge informacién especifica acerca
de variables relacionadas con la edad de la menarquia y menopausia (como
edad, peso, habito tabaquico etcétera) asi como otras sometidas a estudio. La
validez de la poblacidn seleccionada y del proceso de recogida de datos queda
probada por la coincidencia encontrada entre la importancia de los factores de
riesgo ya conocidos en nuestra poblacion y los publicados en la bibliografia

general.

2.2 Extraccion del ADN

Extraemos ADN gendmico de leucocitos en 5 ml de sangre periférica, en
un MagNa Pure LC (Roche Diagnostics), utilizando el kit de extraccion MagNa
Pure LC DNA Isolation kit (Roche Diagnostics) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCRs), se preparan alicuotas de ADN a una concentracion de 5 ng/(1l y el
resto del stock se almacena a —20°C.

A continuacion se realiza la amplificacion de la cadena de ADN mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (técnica PCR) y uso de cebadores
especificos disefiados por Neocodex® para la deteccién especifica de los
genes a estudio mediante la utilizacion de los programas Oligo y GeneFisher

(disponibles en http://www.hgmp.mrc.ac.uk).

3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

A partir del programa estadistico SPSS 15.0 se realiz6 el siguiente
analisis de los datos:

Analisis descriptivo: Descripcion de los pacientes a estudio calculando medias

y desviaciones tipicas para las variables cuantitativas normales y medianas y
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percentiles para las numéricas no normales. Se calcularon frecuencias
absolutas y relativas para las variables cualitativas.

Analisis bivariante: A partir de este analisis estudiaremos las posibles

relaciones entre las variables dependientes menarquia (<12 afios/>= 12 afios),
menopausia (<40 afios/>45 afos) y las independientes.

Se aplicé uno u otro test dependiendo del tipo de variable independiente con la
que se estudid la relacion.

Si las independientes eran dicotémicas (2 categorias) se corrigié el test de la
Chi-cuadrado por el de Yates cuando el porcentaje de frecuencia esperada
inferior a cinco era del 20% 6 menos, en otro caso, la correccion fue a partir del
test de Fisher.

En el analisis digénico se calcularon los Riesgos Relativos con sus intervalos
de confianza al 95%, para los distintos genes dos a dos.

Si las independientes eran cualitativas de mas de dos categorias se contrasté
con la Chi-cuadrado y en el caso de haber mas de un 20% de celdas con
frecuencia esperada inferior a cinco se intentd corregir agrupando categorias.
Cuando las independientes fueron numeéricas, primeramente se estudio la
normalidad de éstas a partir del contraste de Kolmogorov-Smirnov para,
posteriormente, aplicar el test de la T-Student o la U-Mann Whitney segun
fuese o no la variable normal, respectivamente.

Se tomaron valores estadisticamente significativos con p<0,05.
4. DEFINICION DE LAS VARIABLES

4.1 Variables epidemioldgicas

Edad: Esta variable hace referencia a la edad de la paciente en afios en el
momento de su participacion en el estudio.

Peso: Peso en kilogramos de la paciente en el momento del estudio.

Talla: Altura en centimetros de la paciente en el momento de participacién en
el estudio.

Edad de la menarquia: Edad en afios de aparicion de la primera menstruacion
en la paciente.

Edad de la menopausia: Edad en afios del cese de la menstruacion.
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Causa de la menopausia: Variable cualitativa que recoge la naturaleza
quirurgica (o iatrogénica) o natural de la menopausia.

Fumadora: Variable cualitativa dicotobmica que recoge la presencia o ausencia
de éste habito toxico en la paciente en el momento del estudio. Se define a la
paciente como fumadora si consume cualquier cantidad de tabaco.

Bebedora: Variable cuantitativa que recoge la ingesta de bebidas alcohdlicas a
lo largo de una semana en la paciente en el momento del estudio.

Consumo de verdura: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de verdura de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Consumo de Pescado: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de pescado de cualquier tipo consumidas a la semana por la paciente.
Consumo de lacteos: Variable cuantitativa que recoge el nimero medio de
raciones de leche y / o derivados de cualquier tipo consumidas al dia por la
paciente.

Consumo de carne roja: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de carne roja de cualquier tipo consumidas a la semana por la
paciente.

Consumo de cereales: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de cereales de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Consumo de conservas: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de conservas de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Actividad fisica: Variable cualitativa que recoge el tipo de ejercicio fisico que
realiza la paciente. Se establecen 3 categorias en funcion de la intensidad del
mismo: sedentarismo, sélo el ejercicio fisico propio de las tareas domésticas,
practica deporte regularmente.

Numero de dias de ejercicio fisico: Variable cuantitativa que recoge el
numero medio de dias de ejercicio fisico que realiza la paciente a la semana.
Tipo de distribucion grasa: Variable cualitativa que recoge el patron de
distribucidn grasa de la paciente en androide (predominio en region abdominal),
ginecoide (predominio en region glutea y miembros inferiores) o ninguna en

particular (si no destaca ninguna de las distribuciones).
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4.2 Variables genéticas

Se define un polimorfismo de un gen como una variacién en la secuencia
de ADN de ese gen. Estas variaciones en la mayoria de las ocasiones no
tienen repercusién fenotipica porque no afectan a la regidén codificante del gen.
Las variaciones pueden consistir en cambios de un unico nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphism o SNP), repeticiones de una secuencia determinada
de ADN (Variable Number of Tandem Repeats o VNTR) o aparicion de
secuencias de ADN que son cortadas por nucleasas determinando una
transcripcion erronea llamados polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Conceptualmente, la diferencia entre un polimorfismo, especialmente un
SNP, y una mutacion es que el polimorfismo afecta al menos al 1% de la
poblacion. Los SNP se consideran una forma de mutacion puntual que ha sido
lo suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte significativa

de la poblacion de una especie.

Polimorfismo de un sdélo nucle6tido (SNP) del gen del receptor de FSH
(FSHR): Variable cualitativa que expresa la variacién en el ADN en un individuo
debida a la sustitucion de un unico nucleotido del gen FSHR. En este gen se
han identificado 3 polimorfismos: Asparragina- Asparragina (AA), Asparragina-
Serina (AS) y Serina-Serina (SS).

Polimorfismo de un sdélo nucleétido (SNP) del gen del receptor de
estrogenos tipo 1 (ESR1): Variable cualitativa que expresa la variacion en el
ADN en un individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido del gen
ESR1. En este gen se han identificado 3 polimorfismos: Citosina-Citosina
(CC), Timina-Citosina (TC) y Timina-Timina (TT).

Polimorfismo de un sélo nucleétido (SNP) del gen del receptor de
estrégenos tipo 2 (ESR2): Variable cualitativa que expresa la variacion en el
ADN en un individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido del gen
ESR2. En este gen se han identificado 3 polimorfismos: Asparragina-
asparragina (AA), Guanina-Asparragina (GA) y Guanina-Guanina (GG).
Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) del gen CYP 19 marcador

IVS4: Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en un individuo
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debida a la sustitucidén de un unico nucleétido en el gen CYP19, marcador IVS4
En este gen se han identificado 3 polimorfismos: 11.00, 12.00 y 13.00.
Polimorfismos de un sélo nucle6tido (SNP) del gen CYP 19, marcador
UTR3": Variable cualitativa que expresa la variacién en el ADN en un individuo
debida a la sustitucion de un unico nucleétido en el gen CYP19, marcador
UTR3".

Polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) del gen NRIP1: Variable
cualitativa que expresa la variacién en el ADN en un individuo debida a la
sustituciéon de un unico nucleétido en el gen NRIP1. En este gen se han
identificado 3 polimorfismos: Asparragina-asparragina (AA), Guanina-
Asparragina (GA) y Guanina-Guanina (GG).

Polimorfismo de wun so6lo nucledtido (SNP) del gen BMP 15
marcador 9C>G: Variable cualitativa que expresa la variacién en el ADN en un
individuo debida a la sustituciéon de un unico nucleétido en el gen BMP 15 en la
posicion 9.

Polimorfismo de un sdélo nucleétido (SNP) del gen BMP 15 marcador -
IVS1+905 A>G.: Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en un
individuo debida a la sustitucién de un unico nucleétido del gen BMP 15 en la
posicion 905.

Polimorfismo de wun sélo nucleétido (SNP) del gen BMP 15
marcador A180T: Variable cualitativa que expresa la variacién en el ADN en
un individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido en el gen BMP 15 en

la posicion 180.

71



MATERIAL Y METODOS

5. DETERMINACIONES GENETICAS

En total se evaluaron once polimorfismos de los 6 genes candidatos.

Lista de genes y marcadores analizados (incluidos en rojo en las figuras de sus

correspondientes genes) en la presente tesis doctoral:

Nombre Localizacion Locus
Gen . OMIM Marcador rs
Completo CromosoOmica ID
Follicle
Stimulating
FSHR 2p16.3 2492 136435 S680N 6166
Hormone
Receptor
Estrogen
ESR1 6925.1 2099 133430 Pvull 2234693
Receptor 1
Estrogen
ESR2 14923.2 2100 601663 *39A>G 4986938
Receptor 2
Cytochrome
P450, Family IVS4 11575899
CYP19A1 15921 1588 107910
19, Subfamily A, J'UTR 10046
Polypeptide 1
Nuclear
Receptor
NRIP1 21911.2 8204 602490 G75G 2229741
Interacting
Protein 1
-673C>T -
Bone -9C>G 3810682
BMP15 Morphogenetic Xp11.2 9210 300247 N103S -
Protein 15 IVS1+905A>G 3897937

A180T
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La genotipacién se fue haciendo de forma progresiva de manera que el
namero de pacientes que fueron estudiadas para cada polimorfismo fue el
siguiente:

Gen FSHR: 727 participantes en el estudio de menarquia, 557 en el
estudio de menopausia.

Gen ESR1: 717 participantes en el estudio de menarquia, 550 en el
estudio de menopausia.

Gen ESR2: 726 participantes en el estudio de menarquia, 556 en el
estudio de menopausia.

Gen CYP19A1, marcador IVS4: 1166 participantes en el estudio de
menarquia, 903 en el estudio de menopausia.

Gen CYP19A1, marcador 3'UTR: 1167 participantes en el estudio de
menarquia, 903 en el estudio de menopausia.

Gen NRIP1: 726 participantes en el estudio de menarquia, 557 en el
estudio de menopausia.

Gen BMP15, marcador 673C>T: 1166 participantes en el estudio de
menarquia, 902 en el estudio de menopausia.

Gen BMP15, marcador -9C>G: 1167 participantes en el estudio de
menarquia, 903 en el estudio de menopausia.

Gen BMP15, marcador 103S: 1166 participantes en el estudio de
menarquia, 902 en el estudio de menopausia.

Gen BMP15, marcador 905A>G: 1167 participantes en el estudio de
menarquia, 903 en el estudio de menopausia.

Gen BMP15, marcador A180T: 1113 participantes en el estudio de

menarquia, 884 en el estudio de menopausia.
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RESULTADOS

1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

Tabla I. Origen de las pacientes: (n=1980)

N %
Hospital Universitario 1213 61,3
Virgen de las Nieves
(Granada)
Hospital Universitario San 286 14,4
Juan (Alicante)
Clinica Sanatorio Bilbaino 288 14,5
(Bilbao)
Clinica CEOGA (Lugo) 135 6,8
Clinica Diatros (Barcelona) 58 2,9
Total 1980 100,0
N %
Granada 1065 53,8
Resto de provincias 100 5,1
andaluzas
Resto de provincias 815 411
espafolas
Total 1980 100,0

Grafico 1. Origen de las pacientes.
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RESULTADOS

Tabla Il. Edad de la menarquia y edad de la menopausia.

EDAD DE LA EDAD DE LA
MENARQUIA | MENOPAUSIA
(ANOS) (ANOS)
N 1946 1916
Media 12,73 47,46
Desv. tip. 1,585 5,730
Minimo 6 13
Maximo 19 83

Edad de la menarquia agregada

n %
< 11 afios 150 7,6
11 a 12 afios 761 38,5
> 12 afios 1064 53,9
Total 1975 100,0

Edad de la menopausia agregada

n %
< 40 afios 167 8,7
40 a 45 afios 428 22,3
> 45 afios 1321 68,9
Total 1916 100,0
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Grafico 2.1. Edad de la menarquia.
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Grafico 2.2. Edad de la menopausia.
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RESULTADOS

Tabla lll a. Edad de menarquia, Edad de menopausia, Ventana fértil.

EDAD DE LA EDAD DE LA VENTANA
Afo de nacimiento MEN/:\RQUIA MENQPAUSIA FEBTIL
recodificado (ANOS) (ANOS) (ANOS)
<1930 N 62 60 59
Media 13,21 47,13 33,85
Desv. tip. 1,700 6,668 6,459
Minimo 10 28 16
Maximo 18 57 45
1930-1939 N 401 403 393
Media 13,08 47,94 34,85
Desv. tip. 1,725 5,718 5,794
Minimo 7 19 7
Maximo 19 61 47
1940-1949 N 816 812 802
Media 12,67 48,75 36,09
Desv. tip. 1,552 5,324 5,422
Minimo 6 29 17
Maximo 19 83 68
1950-1959 N 597 584 580
Media 12,55 46,39 33,84
Desv. tip. 1,459 4,784 4,937
Minimo 9 29 15
Maximo 18 56 44
>= 1960 N 68 56 56
Media 12,50 36,91 24,64
Desv. tip. 1,723 6,634 6,694
Minimo 8 13 0
Maximo 16 45 33
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Grafico 3:

relacion entre la edad de la menarquia y los afios de

nacimiento.
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Tabla lll b. Talla, IMC.

Afio de nacimiento TALLA (CM) IMC
<1930 N 63 63
Media 153,54 | 27,2716
Desuv. tip. 6,405 | 4,24603
Minimo 138 18,13
Maximo 168 37,06
1930-1939 N 402 401
Media 155,65 | 27,7545
Desuv. tip. 6,573 | 4,60126
Minimo 138 15,06
Maximo 170 45,61
1940-1949 N 816 812
Media 157,17 | 27,0336
Desv. tip. 6,048 | 4,44241
Minimo 140 17,71
Maximo 178 62,44
1950-1959 N 594 590
Media 158,40 | 26,2375
Desv. tip. 5,997 | 4,64703
Minimo 142 15,99
Maximo 181 44 54
>= 1960 N 65 65
Media 160,94 | 23,7511
Desv. tip. 6,830 | 4,50698
Minimo 145 16,69
Maximo 175 39,54

Grafico 6: relacion entre la tallay los afios de nacimiento.
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Tabla lll c. Paridad - Fetos vivos.

<1930 N 60
Mediana 3,00

Percentiles 25 1,00

75 4,00

1930-1939 N 387
Mediana 3,00

Percentiles 25 2,00

75 4,00

1940-1949 N 791
Mediana 2,00

Percentiles 25 2,00

75 3,00

<1930 N 60
Mediana 3,00

Percentiles 25 1,00

75 4,00

1950-1959 N 572
Mediana 2,00

Percentiles 25 1,00

75 3,00

>=1960 N 62
Mediana 2,00

Percentiles 25 1,00

75 2,00

Grafico 7: relacion entre la paridad y los afios de nacimiento.
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Tabla IV. Variables antropométricas (I).

RESULTADOS

Edad PESO (KG) | TALLA (CM) IMC
N 1977 1944 1940 1931
Media 74,54 66,22 157,24 | 26,8374
Desv. tip. 379,907 11,237 6,324 4,59910
Minimo 23 39 138 15,06
Maximo 12007 170 181 62,44
Tabla V. Variables antropométricas (l1).
Tipo de distribucién de grasa
n %
Androide 338 17,4
Ginecoide 743 38,4
Ninguna en especial 856 442
Total 1937 100,0
Tabla VI. Caracteristicas Obstétricas.
PARIDAD - PARIDAD - | PARIDAD -
EMBARAZOS | FETOS VIVOS | ABORTOS
N 1958 1874 1948
Mediana 2,00 2,00 ,00
Percentiles 25 2,00 2,00 ,00
75 4,00 3,00 1,00

En la tabla VI en vez de medias y desviaciones tipicas hemos calculado
la mediana con sus percentiles porque las variables no se distribuyen

normalmente.

La mediana es el valor que se encuentra en el medio una vez los valores
de la variable se ordenan de menor a mayor, por ello la interpretacion es: que
el 50% de las mujeres tienen menos de 3 embarazos, menos de 2 fetos le
viven y no han tenido ningun aborto.

Los percentiles 25 y 75 se leen igual que la mediana que corresponde al

percentil 50 y representan su "intervalo".
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Tabla VII. Habitos toxicos.

Tabaquismo
n %
No fuma 1422 72,3
1 a 15 cigarrillos al dia 323 16,4
> 15 cigarrillos al dia 221 11,2
Total 1966 100,0

Consumo de bebidas alcohodlicas

n %
No consume 1389 70,3
Fines de semana 562 28,5
Diariamente 24 1,2
Total 1975 100,0

Tabla VIII. Habitos dietéticos.

Percentiles
N Mediana 25 75

VECES QUE COME VERDURAS AL DIA 1976 1.00 1.00 2.00
VECES QUE COME FRUTA AL DIA 1977 2.00 1,00 3,00
VECES QUE COME CEREALES AL DIA 1975 1,00 ,00 1,00
VECES QUE COME CONSERVAS AL DiA 1972 00 .00 00
VECES QUE COME LACTEOS AL DIA 1969 2,00 1,00 3,00
VECES QUE COME CARNE ROJA A LA

SEMANA 1975 1,00 ,00 2,00
VECES QUE COME PESCADO A LA

SEMANA 1967 2,00 2,00 3,00
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Tabla IX a. Ejercicio fisico. Frecuencia.

N° DIAS DE LA SEMANA QUE HACE DEPORTE

N 1056
Mediana 5,00
Percentiles 25 3,00

75 7,00

En esta tabla en vez de medias y desviaciones tipicas hemos dejado la

mediana con sus percentiles porque las variables no se distribuyen
normalmente.

Tabla IX b. Tipo de ejercicio fisico.

n %
Practica ejercicio fisico (deporte) regularmente 1091 55,7
Sedentarismo 314 16,0
Salo el ejercicio propio de sus tareas domésticas 552 28,2
Total 1957 100,0
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RESULTADOS

2. INFERENCIA ESTADISTICA.

Tabla X. Talla, Peso, IMC entre los afios de la menarquia.

Edad de la TALLA (CM) | PESO (KG) IMC

<11 afos N 142 145 142
Media 156,85 68,32 | 27,7577
Desv. tip. 7,073 12,498 4,87484
Minimo 141 44 18,73
Maximo 175 120 43,03

11 a 12 afios N 746 748 743
Media 156,85 66,94 | 27,2459
Desv. tip. 6,100 11,118 | 4,58748
Minimo 138 39 16,69
Maximo 174 142 54,11

> 12 afios N 1048 1047 1042
Media 157,54 65,44 | 26,4383
Desv. tip. 6,335 11,074 4,52864
Minimo 138 40 15,06
Maximo 181 170 62,44

TALLA (CM) | PESO (KG IMC
Sig. asintot. ,056

Como podemos observar en la tabla X, existen diferencias
estadisticamente significativas en los valores de Peso e IMC en las diferentes
edades de menarquia. Los valores, tanto de peso como de IMC, van

disminuyendo significativamente segun aumenta la edad de la menarquia.
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Tabla XI. Relacion entre edad menarquia y variables metabdlicas.

Tabla Xl a. Hipercolesterolemia

Hipercolesterolemia Menarquia Total
<12 afios >=12 afos

no 318 1213 1531

20,8% 79,2% 100%

si 105 300 405

25,9% 74,1% 100%

Total 423 1513 1936

21,8% 78,2% 100%

Sig. asintética

Correccion por
continuidad

En esta tabla podemos observar que las mujeres con edades de menarquia
menor de 12 afnos presentaron un porcentaje estadisticamente superior de

hipercolesterolemia.

Tabla Xl b. Diabetes

Diabetes Menarquia Total
<12 anos >=12 anos

no 419 1488 1907
22,0% 78,0% 100%

si 4 25 29
13,8% 86,2% 100%
Total 423 1513 1936
21,8% 78,2% 100%

Sig. asintética
(bilateral)

,406

Correccion por
continuidad
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Tabla Xl c. Hipertensién arterial

HTA Menarquia Total
<12 afos >=12 afios
no 352 1300 1652
21,3% 78,7% 100%
Si 71 213 284
25,0% 75,0% 100%
Total 423 1513 1936
21,8% 78,2% 100%
Sig. asintética
(bilateral)
Correccion por
continuidad 189
Tabla Xl d. Sobrepeso (IMC>25)
Sobrepeso Menarquia Total
<12 afos >=12 afos
no 140 585 725
19,3% 80,7% 100%
Si 273 902 1175
23,2% 76,8% 100%
Total 413 1487 1900
21,7% 78,3% 100%

Sig. asintética

Correccion por
continuidad

En esta tabla podemos observar que las mujeres con edades de menarquia

menor de 12 afos presentaron un porcentaje (con tendencia estadistica)

superior de sobrepeso (IMC>25).
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Tabla Xl e. Obesidad (IMC>30)

Obesidad Menarquia Total
<12 afios >=12 anos

no 412 1499 1911
21,6% 78,4% 100%

si 11 14 25
44,0% 56,0% 100%
Total 423 1513 1936
21,8% 78,2% 100%

Sig. asintética
bilateral

Correccion por
continuidad

En esta tabla podemos observar que las mujeres con edades de menarquia
menor de 12 afos presentaron un porcentaje estadisticamente superior de
obesidad (IMC>30).

Tabla Xll. Relacion entre la edad de menarquiay el cancer mama.

Cancer Menarquia Total
de mama
<12 afos >=12 ahos

no 423 1488 1911
22,1% 77,9% 100%

Si 6 19 25
24,0% 76,0% 100%
Total 429 1507 1936
21,8% 78,2% 100%

Sig. asintética
(bilateral)

,887

Correccion por
continuidad
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RESULTADOS

Tabla XIll. Estudio de la normalidad de las variables numéricas en cada
una de las cohortes a estudio.

Edad de la menopausia TALLA (CM) [ PESO (KG) IMC

< 40 afios N 162 163 161
Media 156,60 66,39 | 27,1393
Desv. tip. 6,937 11,501 4,79458
Minimo 138 43 17,36
Maximo 172 108 45,49

> 45 afios N 1296 1302 1291
Media 157,04 66,26 | 26,9087
Desv. tip. 6,170 10,929 4,44192
Minimo 138 39 15,99
Maximo 181 170 62,44

Tabla XIV. Paridad - edad de la menopausia

Edad de la menopausia PARIDAD - PARIDAD -
agregada EMBARAZOS | FETOS VIVOS
< 40 afos N 163 156
4 11
Mediana 2,00 2,00
Percentiles 25 1,00 1,00
75 3,00 3,00
> 45 afios N 1315 1264
6 57
Mediana 3,00 2,00
Percentiles 25 2,00 2,00
75 4,00 3,00

Las variables de paridad no se distribuye con normalidad, las describimos con
su mediana y sus percentiles y para estudiar si estan relacionadas con la edad

de la menopausia usamos un test no paramétrico como es el de Mann Whitney.

PARIDAD - PARIDAD -
TALLA (CM) | PESO (KG) IMC EMBARAZOS | FETOS VIVOS
Sig. asintot. (bilateral) ,387 ,980 ,554

Como era de esperar, en esta tabla observamos que el mayor numero de
embarazos y fetos vivos es superior en mujeres que han tenido la menopausia

con mas de 45 anos de edad.
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3. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS.

Tabla XV a. Prueba T para comparacion de dos medias

IMC del
Edad menopausia TALLA (CM) [ PESO (KG) | paciente
< 40 afios N 98 99 97
Media 156,71 65,08 26,5520
Desv. tip. 6,712 11,152 4,74438
Minimo 138 43 18,13
Maximo 170 101 45,49
> 45 afios N 788 792 785
Media 156,72 66,43 27,0930
Desv. tip. 6,042 10,507 4,23147
Minimo 138 42 15,99
Maximo 173 120 46,99

No existen diferencias estadisticamente significativas entre edad de la
menopausia.
Tabla XV b. Distribucion grasa - edad menopausia agrupada.
Edad de la
menopausia agregada
<40 anos | > 45 anos Total
TIPO DE ] Androide 23 234 257
DISTRIBUCION 8.9% 911% | 100.0%
DE GRASA Ginecoide 66 508 574
11,5% 88,5% 100,0%
Ninguna en especial 77 559 636
12,1% 87,9% 100,0%
Total 166 1305 1471
11,2% 88,8% 100,0%
Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,5680
No hay diferencias estadisticamente significativas por tipo de grasa

dependiendo de la cohorte.
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Factores higiénico-diet

éticos: Habitos.

Tabla XVI a. Tabaquismo.

Edad de la
menopausia agregada
<40 afos | > 45 afios Total
Tabaco No fuma 111 084 1095
10,1% 89,9% 100,0%
1 a 15 cigarrillos al dia 34 196 230
14,8% 85,2% 100,0%
> 15 cigarrillos al dia 22 130 152
14,5% 85,5% 100,0%
Total 167 1310 1477
11,3% 88,7% 100,0%
Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,055
Tabla XVI b. Consumo de Bebidas alcohdlicas.
Edad de la
menopausia agregada
<40 afos | > 45 anos Total
¢(,CONSUME No consume 121 921 1042
ALCOHOL 11,6% 88,4% | 100,0%
Fines de 44 383 427
semana
10,3% 89,7% 100,0%
Diariamente 2 14 16
12,5% 87,5% 100,0%
Total 167 1318 1485
11,2% 88,8% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,762
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Tabla XVII. Factores higiénico-dietéticos: Dieta.

VECES QUE VECES QUE | VECES QUE
Edad de la COME VECES QUE COME COME
menopausia VERDURAS COME FRUTA | CEREALES CONSERVAS
agregada AL DIA AL DIA AL DIA AL DIA
< 40 afios N 167 167 167 167
Mediana 1,00 2,00 1,00 ,00
Percentiles 25 1,00 1,00 ,00 ,00
75 2,00 3,00 2,00 ,00
> 45 afios N 1320 1320 1318 1315
Mediana 1,00 2,00 1,00 ,00
Percentiles 25 1,00 1,00 ,00 ,00
75 2,00 3,00 1,00 ,00
VECES VECES QUE | VECES QUE
Edad de la QUE COME COME COME
menopausia LACTEOS | CARNE ROJA | PESCADO A
agregada AL DIiA A LA SEMANA | LA SEMANA
< 40 afios N 167 166 167
Mediana 2,00 1,00 2,00
Percentiles 25 1,00 ,00 1,00
75 3,00 2,00 3,00
> 45 afios N 1315 1319 1312
Mediana 2,00 1,00 2,00
Percentiles 25 1,00 ,00 2,00
75 3,00 2,00 3,00

Realizado el contraste de normalidad podemos asumir que las variables no se

distribuyen simétricamente y por eso vamos a usar test no paramétricos para

estudiar las posibles diferencias significativas.

Sig. asintot.
(bilateral)

VECES QUE COME VERDURAS AL

p ,546
DIA
VECES QUE COME FRUTA AL DIA ,758
VECES QUE COME CEREALES AL

i ,640
DIA
VECES QUE COME CONSERVAS AL

i ,404
DIA
VECES QUE COME LACTEOS AL DIA ,808
VECES QUE COME CARNE ROJA A 355
LA SEMANA ’
VECES QUE COME PESCADO A LA 775
SEMANA ’

No existen diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla XVIII a. Actividad fisica.

Edad de la
menopausia agregada

<40 anos | > 45 afos Total
AQTIVIDAD Practica ejercicio fisico 96 747 843
FISICA (deporte) regularmente 11.4% 88.6% 100.0%
Sedentarismo 24 211 235
10,2% 89,8% 100,0%
Sdlo el ejercicio propio de 47 350 397
sus tareas domésticas 11.8% 88.2% 100.0%
Total 167 1308 1475
11,3% 88,7% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,820

Tabla XVIII b. N° DIAS QUE HACE DEPORTE

N° DIAS DE LA SEMANA QUE HACE DEPORTE

<40 anos N 94
Media 4,90
Desuv. tip. 1,878
Minimo 2
Maximo 7
> 45 afios N 722
Media 4,60
Desuv. tip. 1,987
Minimo 1
Maximo 7
N° DIAS DE LA
SEMANA QUE
HACE DEPORTE
Sig. asintét. (bilateral) ,180
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4. ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS.

Tabla XIX. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN

DEL RECEPTOR DE LA FSH (FSHR).

FSHR

AA AS SS Total
Menarquia < 12 afios 33 82 30 145
13,9% 23,5% 21,4% 19,9%
>= 12 afos 205 267 110 582
86,1% 76,5% 78,6% 80,1%
Total 238 349 140 727
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintdtica
bilateral
Chi-cuadrado de Pearson

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 727 participantes en el estudio. De ellas, 145 (19,9%) tuvieron la menarquia

con <12 afos y 582 (80,1%) con >12 anos.

El polimorfismo del gen FSHR mas frecuente es el AS, cuya presencia

es superior en el grupo de mujeres con menarquia igual o superior a los 12
afos (p=0,015).
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Tabla XX. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA'Y EL GEN
DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS TIPO 1 (ESR1).

ESR1

CC TC TT Total
Menarquia < 12 afos 29 79 35 143
18,1% 22,3% 17,3% 19,9%
>= 12 afos 131 276 167 574
81,9% 77,7% 82,7% 80,1%
Total 160 355 202 717
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,304

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 717 participantes en el estudio. De ellas, 143 (19,9%) tuvieron la menarquia

con <12 afios y 574 (80,1%) con >12 afios.

El polimorfismo del gen ESR1 mas frecuente es el TC, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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Tabla XXI. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN

DEL RECEPTOR DE ESR2 (ESR2).

ESR2

AA GA GG Total
Menarquia < 12 afios 26 72 47 145
21,1% 20,9% 18,2% 20,0%
>= 12 afos 97 273 211 581
78,9% 79,1% 81,8% 80,0%
Total 123 345 258 726
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,679

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 726 participantes en el estudio. De ellas, 145 (20%) tuvieron la menarquia

con <12 afos y 581 (80%) con >12 afos.

El polimorfismo del gen ESR2 mas frecuente es el GA, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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Tabla XXIl. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN

CYP19, marcador IVS4.

1VS4

11 12 22 Total
Menarquia < 12 afios 106 107 28 241
22,3% 19,9% 18,4% 20,7%
>= 12 afios 370 432 124 926
77,7% 80,1% 81,6% 79,3%
Total 476 539 152 1167
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,489

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1167 participantes en el estudio. De ellas, 241 (20,7%) tuvieron la

menarquia con <12 afos y 926 (79,3%) con >12 anos.
El polimorfismo del gen CYP19, marcador IVS4 mas frecuente es el 12,

la presencia de los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por

lo que su aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de

la menarquia.

97



RESULTADOS

Tabla XXIIl. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN
CYP19, marcador 3'UTR.

CYP19-3'UTR

AA GA GG Total
Menarquia < 12 afos 72 117 52 241
22,8% 20,1% 19,3% 20,7%
>= 12 afos 244 465 217 926
77,2% 79,9% 80,7% 79,3%
Total 316 582 269 1167
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,530

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1167 participantes en el estudio. De ellas, 241 (20,7%) tuvieron la

menarquia con <12 afos y 926 (79,3%) con >12 anos.

El polimorfismo del gen CYP19, marcador 3'UTR mas frecuente es el

GA, la presencia de los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos

por lo que su aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicion

de la menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXIV. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN

DEL RECEPTOR NUCLEAR

INTERACCION DE PROTEINAS TIPO 1

(NRIP1).
RIP-140

AA GA GG Total
Menarquia < 12 afios 29 67 49 145
21,2% 18,1% 22,5% 20,0%
>= 12 afios 108 304 169 581
78,8% 81,9% 77,5% 80,0%
Total 137 371 218 726
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintdtica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,401

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 726 participantes en el estudio. De ellas, 145 (20%) tuvieron la menarquia

con <12 afos y 581(80%) >12 afios.

El polimorfismo del gen NRIP1 mas frecuente es el GA, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de apariciéon de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXV. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN
BMP15 marcador 673C>T.

BMP15-673C>T

CC TC TT Total
Menarquia < 12 afios 159 72 9 240
20,9% 20,2% 18,4% 20,6%
>= 12 afos 601 285 40 926
79,1% 79,8% 81,6% 79,4%
Total 760 357 49 1166
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,888

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1166 participantes en el estudio. De ellas, 240 (20,6%) tuvieron la

menarquia con <12 afos y 926 (79,4%) con >12 anos.

El polimorfismo del gen BMP15 mas frecuente es el CC, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXVI. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN
BMP15, marcador 9C>G.

BMP15-9C>G

CcC GC GG Total
Menarquia < 12 afios 159 72 9 240
20,9% 20,2% 18,4% 20,6%
>= 12 afos 601 285 40 926
79,1% 79,8% 81,6% 79,4%
Total 760 357 49 1166
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,888

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1166 participantes en el estudio. De ellas, 240 (20,6%) tuvieron la

menarquia con <12 afos y 926 (79,4%) con >12 anos.

El polimorfismo del gen BMP15 mas frecuente es el CC, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXVII. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN

BMP15-N103S.

BMP15-N103S

AA AG GG Total
Menarquia < 12 afos 216 24 1 241
20,4% 22,9% 50,0% 20,7%
>= 12 afios 843 81 1 925
79,6% 77,1% 50,0% 79,3%
Total 1059 105 2 1166
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,496

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1166 participantes en el estudio. De ellas, 241 (20,7%) tuvieron la

menarquia con <12 afos y 925(79,3%) con >12 afos.

El polimorfismo del gen BMP15 mas frecuente es el AA, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXVIII. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN
BMP15 marcador 905A>G.

BMP15-905A>G

CC TC TT Total
Menarquia < 12 afios 16 92 133 241
18,6% 20,5% 21,0% 20,7%
>= 12 afios 70 356 500 926
81,4% 79,5% 79,0% 79,3%
Total 86 448 633 1167
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintdtica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

872

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1167 participantes en el estudio. De ellas, 241 (20,7%) tuvieron la
menarquia con <12 afos y 926 (79,3%) con >12 anos.
El polimorfismo del gen BMP15 mas frecuente es el TT, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXIX. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENARQUIA Y EL GEN
BMP15 marcador A180T.

A180T2
GA GG Total
Menarquia < 12 afios 1 233 234
14,3% 21,1% 21,0%
>= 12 afios 6 873 879
85,7% 78,9% 79,0%
Total 7 1106 1113
100,0% 100,0% 100,0%
Sig. exacta
(bilateral)
Estadistico exacto de
Fisher 1,000

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 1113 participantes en el estudio. De ellas, 234 (21%) tuvieron la menarquia
con <12 afos y 879 (79%) con >12 anos.

El polimorfismo A180T del gen BMP15 mas frecuente es el GG, la

presencia de los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo

que su aparicién no se asocia significativamente con la edad de aparicion de la

menarquia.
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RESULTADOS

Tabla XXX. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
DEL RECEPTOR DE LA FSH (FSHR).

FSHR

AA AS SS Total
Menopausia <40 afios 22 30 11 63
12,2% 11,1% 10,3% 11,3%
> 45 afios 158 240 96 494
87,8% 88,9% 89,7% 88,7%
Total 180 270 107 557
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,872

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total

de 557 participantes en el estudio. De ellas, 63 (11,3%) tuvieron la menopausia

con <40 anos, 494(88,7%) >45 afos.

El polimorfismo del gen FSHR mas frecuente es el AS, la presencia de

los polimorfismos de éste gen es parecida en los 2 grupos por lo que su

aparicion no se asocia significativamente con la edad de aparicién de la

menopausia.
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RESULTADOS

Tabla XXXI. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS TIPO 1 (ESR1).

ESR1

CcC TC TT Total
Menopausia <40 afios 15 30 17 62
11,9% 11,1% 11,0% 11,3%
> 45 afios 111 240 137 488
88,1% 88,9% 89,0% 88,7%
Total 126 270 154 550
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintdtica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,968

Los polimorfismos de este gen se estudiaron en 550 pacientes.

De ellas, 63 (11,3%) tuvieron la menopausia con <40 afios, 488(88,7%) con

>45 anos.

El polimorfismo TC del gen ESR1 es el mas frecuente.

Los distintos polimorfismos de este gen no se relacionan con edad de la

menopausia, ya que su distribucion es similar en los tres grupos.
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RESULTADOS

Tabla XXXIl. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA'Y EL GEN
DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS TIPO 2 (ESR2).

ESR2

AA GA GG Total
Menopausia <40 afios 12 29 22 63
12,6% 11,1% 11,1% 11,3%
> 45 afios 83 233 177 493
87,4% 88,9% 88,9% 88,7%
Total 95 262 199 556
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,908

Los polimorfismos del gen ESR2 se determinaron en un total de 556

pacientes, de las cuales, 63 (11,3%) tuvieron la menopausia con <40 afios,
493(88,7%) con >45 afos.

El polimorfismo GA es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funcion del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXIIl. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL
GEN CYP19, marcador IVS4.

VsS4

11 12 22 Total
Menopausia <40 afios 43 44 14 101
11,7% 10,6% 12,0% 11,2%
> 45 afios 326 373 103 802
88,3% 89,4% 88,0% 88,8%
Total 369 417 117 903
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,851

Los polimorfismos del gen CYP19, marcador IVS4 se determinaron en

un total de 903 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la menopausia

con <40 anos, 802 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo 12 es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funcion del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXIV. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
CYP19, marcador 3'UTR.

CYP19-3'UTR

AA GA GG Total
Menopausia <40 afios 27 53 21 101
10,9% 11,8% 10,1% 11,2%
> 45 afios 221 395 186 802
89,1% 88,2% 89,9% 88,8%
Total 248 448 207 903
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,804

Los polimorfismos del gen CYP19, marcador 3'UTR se determinaron en
un total de 903 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la menopausia
con <40 anos, 802 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo GG es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funcion del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXV. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
DEL RECEPTOR NUCLEAR INTERACCION DE PROTEINAS TIPO 1 (NRIP1)

RIP-140

AA GA GG Total
Menopausia <40 afios 16 24 23 63
15,7% 8,4% 13,6% 11,3%
> 45 afios 86 262 146 494
84,3% 91,6% 86,4% 88,7%
Total 102 286 169 557
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
bilateral
Chi-cuadrado de Pearson

Los polimorfismos del gen NRIP1 se determinaron en un total de 557

pacientes, de las cuales, 63 (11,3%) tuvieron la menopausia con <40 afos,

494 (88,7%) con >45 afos.

Globalmente no existen diferencias estadisticamente significativas, sin

embargo el polimorfismo GA es estadisticamente mas frecuente en mujeres

que han tenido la menopausia en edades superiores a los 45 anos (p=0,0357).
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RESULTADOS

Tabla XXXVI. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
BMP15, marcador 673C>T.

BMP15-673C>T

CcC TC TT Total
Menopausia <40 afios 66 33 2 101
11,3% 11,8% 5,3% 11,2%
> 45 afios 519 246 36 801
88,7% 88,2% 94,7% 88,8%
Total 585 279 38 902
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,482

Los polimorfismos del gen BMP15, marcador 673C>T se determinaron

en un total de 902 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la

menopausia con <40 anos, 801 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo TT es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funciéon del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXVII. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL
GEN BMP15, marcador 9C>G.

BMP15-9C>G

CC GC GG Total
Menopausia <40 afios 66 33 2 101
11,3% 11,8% 5,3% 11,2%
> 45 arios 519 246 36 801
88,7% 88,2% 94, 7% 88,8%
Total 585 279 38 902
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

482

Los polimorfismos del gen BMP15, marcador 9C>G se determinaron en

un total de 902 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la menopausia

con <40 anos, 801 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo GG es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funcion del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXVIIl. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL
GEN BMP15, marcador N103S.

BMP15-N103S

AA AG GG Total
Menopausia <40 afios 90 11 0 101
11,0% 12,9% ,0% 11,2%
> 45 afios 726 74 1 801
89,0% 87,1% 100,0% 88,8%
Total 816 85 1 902
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,815

Los polimorfismos del gen BMP15, marcador N103S se determinaron en

un total de 902 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la menopausia

con <40 afos, 801 (88,8%) con >45 anos.

El polimorfismo GG es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funciéon del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XXXIX. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
BMP15, marcador 905A>G.

BMP15-905A>G

CcC TC TT Total
Menopausia <40 afios 7 42 52 101
9,9% 12,4% 10,6% 11,2%
> 45 afios 64 298 440 802
90,1% 87,6% 89,4% 88,8%
Total 71 340 492 903
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson

,677

Los polimorfismos del gen BMP15, marcador 905A>G se determinaron

en un total de 903 pacientes, de las cuales, 101 (11,2%) tuvieron la

menopausia con <40 afos, 802 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo CC es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funcion del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

Tabla XL. RELACION ENTRE LA EDAD DE LA MENOPAUSIA Y EL GEN
BMP15, marcador A180T.

A180T2
GA GG Total
Menopausia < 40 afios 2 97 99
33,3% 11,0% 11,2%
> 45 arios 4 781 785
66,7% 89,0% 88,8%
Total 6 878 884
100,0% 100,0% 100,0%
Sig. exacta
(bilateral)
Estadistico exacto de
Fisher 138

Los polimorfismos del gen A180T, marcador IVS4 se determinaron en un

total de 884 pacientes, de las cuales, 99 (11,2%) tuvieron la menopausia con

<40 afos, 785 (88,8%) con >45 afios.

El polimorfismo GG es el mas frecuente en esta poblacion.

No hay diferencias entre los grupos en funciéon del polimorfismo considerado

para este gen.
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RESULTADOS

5. ESTUDIO DE INTERACCION GENICA: ANALISIS DIGENICO.

5.1. Analisis digénico entre genes candidatos de la ruta estrogénica ya
relacionados con la menarquia (FSHR, ESR1, ESR2, CYP19).

Tabla XLI. Interaccion entre genes FSHR y ESR1.

5
RR Inferilcl)? 95£U/Fo>eri0r
FSHRSS-ESR1TT 1,029 | 0534 1,984
FSHRAS-ESR1TT 1,006 0,536 1,891
FSHRAA-ESR1TT 1,022 | 0614 1,704
FSHR SS- ESR1TC 0944 | 0546 1,632
FSHR AS - ESR1 TC 0932 | 0,551 1,575
FSHR AA-ESR1TC 1,013 | 0,658 1,558
FSHR SS - ESR1 CC 1,090 | 0,602 1,974
FSHR AS - ESR1 CC 1,080 | 0,610 1,911
FSHR AA - ESR1 CC 1,009 | 0634 1,607
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RESULTADOS

Tabla XLII. Interaccién entre genes FSHR y ESR2.

o
RR Inferilcf' 9fsé)ui;erior
ESR2 GG - FSHR SS 0,635 0,330 1,222
ESR2 GG - FSHR AS 0,452 0,240 0,851
ESR2 GG - FSHR AA 1,405 0,807 2,446
ESR2 GA - FSHR SS 0,981 0,577 1,670
ESR2 GA - FSHR AS 0,775 0,467 1,287
ESR2 GA - FSHR AA 1,265 0,848 1,889
ESR2 AA - FSHR SS 0,647 0,351 1,195
ESR2 AA - FSHR AS 0,583 0,320 1,063
ESR2 AA - FSHR AA 1,110 0,650 1,895

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre menarquia

prematura (menor de 12 anos) y la interaccién del gen FSHR (variante AS) con
el gen ESR2 (variante GG) (p< 0.05).
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RESULTADOS

Tabla XLIII. Interaccién entre genes FSHR y CYP19 (marcador 1VS4).

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
FSHR SS - IVS 11 0854 | 0,519 1,403
FSHR SS - IVS 12 0,910 0,435 1,907
FSHR SS - IVS 22 0,777 0,366 1,649
FSHR AS - IVS 11 0,858 0,531 1,386
FSHR AS - IVS 12 0,673 0,336 1,348
FSHR AS - IVS 22 0,577 0,284 1,171
FSHR AA - IVS 11 0,995 0,667 1,482
FSHR AA - IVS 12 1,354 0,791 2,316
FSHR AA - IVS 22 1,346 0,772 2,347
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RESULTADOS

Tabla XLIV. Interaccion entre genes FSHR y CYP 19 (marcador 3'UTR).

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
FSHR SS - CYP AA 0,952 | 0,545 1,662
FSHR SS - CYP GA 0,794 | 0,444 1,420
FSHR SS - CYP GG 0,756 | 0,391 1,461
FSHR AS - CYP AA 0,926 0,541 1,583
FSHR AS - CYP GA 0,707 0,406 1,232
FSHRAS - CYP GG 0,655 | 0,348 1,231
FSHR AA - CYP AA 1,028 | 0,654 1,617
FSHR AA - CYP GA 1,123 | 0,726 1,736
FSHR AA - CYP GG 1,154 0,695 1,917
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RESULTADOS

Tabla XLV. Interaccidn entre genes ESR1 y ESR2.

o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR1 TT - ESR2 GG 1,209 0,625 2,340
ESR1 TT - ESR2 GA 1,028 0,614 1,724
ESR1 TT - ESR2 AA 1,176 0,629 2,198
ESR1 TC - ESR2 GG 0734 0,413 1,304
ESR1 TC - ESR2 GA 0,845 0,553 1,291
ESR1 TC - ESR2 AA 0,869 0,499 1,512
ESR1 CC - ESR2 GG 1,648 0,898 3,023
ESR1 CC - ESR2 GA 1.218 0,763 1,942
ESR1 CC - ESR2 AA 1,353 0,757 2,418
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RESULTADOS

Tabla XLVI. Interaccion entre genes ESR1y CYP 19 (marcador IVS4).

)
RR .I.C. 95,0% _
Inferior Superior
ESR1TT - IVS 11 1,176 0,709 1,952
ESR1TT-IVS 12 0,630 0,329 1,208
ESR1 TT - IVS 22 0,741 0,379 1,449
ESR1 TC - IVS 11 1,071 0,705 1,628
ESR1TC-1IVS 12 1,052 0,587 1,884

ESR1TC - IVS 22 1,127 0,617 2,059

ESR1CC - IVS 11

1,098 0,693 1,740
ESR1 CC-IVS 12 0,599 0,332 1,082
ESR1 CC - IVS 22 0,658 0,359 1,205
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RESULTADOS

Tabla XLVII. Interaccion entre genes ESR1y CYP 19 (marcador 3'UTR).

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR1TT - CYP AA 0,939 | 0,531 1,663
ESR1TT - CYP GA 1140 | 0,659 1,974
ESR1TT - CYP GG 1,071 | 0,563 2,040
ESR1TC - CYP AA 1045 | 0648 1,684
ESR1TC - CYP GA 1003 | 0.690 1732
ESR1TC - CYP GG 1142 | 0669 1,050
ESR1CC - CYP AA 0899 | 0537 1,505
ESR1CC - CYP GA 1043 | 0631 1,725
ESR1 CC - CYP GG 0938 | 0521 1,688
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RESULTADOS

Tabla XLVIII. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador 1VS4).

o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR2 GG - IVS4 11 1,207 0,718 2,029
ESR2 GG - 1VS4 12 1,058 0,506 2,212
ESR2 GG - IVS4 22 1,278 0,605 2,696
ESR2 GA - IVS4 11 0,957 0,645 1,418
ESR2 GA -1VS4 12 0,975 0,576 1,650
ESR2 GA - IVS4 22 0,933 0,541 1,608
ESR2 AA - 1IVS4 11 1.262 0,764 2,083
ESR2 AA - 1IVS4 12 1,086 0,534 2,207
ESR2 AA- IVS4 22 1,370 0,667 2,812
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RESULTADOS

Tabla XLIX. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador 3'UTR).

0,
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
CYP AA - ESR2 GG 1,093 0,615 1,944
CYP GA - ESR2 GG 1,237 0,682 2,243

CYP GG - ESR2 GG 1353 | 0,697 2,625

CYP AA - ESR2 GA

0,801 0,512 1,254
CYP GA - ESR2 GA 1,194 0,777 1,835
CYP GG - ESR2 GA 0,957 0,580 1,578

CYP AA - ESR2 AA 1,365 0,782 2,382

CYP GA - ESR2 AA 1,036 0,582 1,842

CYP GG - ESR2 AA

1,414 | 0,740 2,702

En las tablas XLI a XLIX, podemos observar el estudio de interaccion
digénica entre los polimorfismos de los genes candidatos ya relacionados con
la menarquia: FSHR, ESR1, ESR2 y CYP en sus dos variantes estudiadas
(IVS4 y UTR3).

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre menarquia
prematura (menor de 12 anos) y la interaccion de las siguientes variantes

alélicas:

- gen FSHR (variante AS) con el gen ESR2 (variante GG) (p< 0.05), Tabla
XLII.

El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes no se
asociod significativamente a la aparicion de la menarquia prematura en nuestra

poblacion.
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RESULTADOS

5.2. Interaccion digénica entre nuevos genes candidatos de la ruta estrogénica

(NRIP, BMP15) con la menarquia.

Tabla L. Interaccion entre genes NRIP1y FSHR.

5
RR Inferilcf' 95£u/;eri0r
FSHR SS - NRIP AA 1,484 | 0,744 2,959
FSHR SS - NRIP GA 1,241 0,740 2,080
FSHR SS - NRIP GG 1,841 0,885 3,830
FSHR AS - NRIP AA 1,599 | 0,825 3,103
FSHR AS - NRIP GA 1,349 | 0,820 2,219
FSHR AS - NRIP GG 2,158 1,066 4,367
FSHR AA - NRIP AA 0928 | 0573 1,501
FSHR AA - NRIP GA 0920 | 0600 1,410
FSHR AA - NRIP GG 0,853 | 0,499 1,459

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre menarquia

prematura (menor de 12 afios) y la interaccion del gen FSHR (variante AS) con
el gen NRIP1 (variante GG) (p< 0.05).
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RESULTADOS

Tabla LI. Interaccion entre genes NRIP1y ESR1.

o)
"R 1.C. 95,0%
Inferior Superior

ESR1 TT - NRIP AA 1,108 | 0,607 2,025
ESR1 TT - NRIP GA

0,994 | 0,580 1,702
ESR1 TT - NRIP GG 1,102 | 0,563 2,156
ESR1 TC - NRIP AA 0,898 | 0,533 1,512
ESR1 TC - NRIP GA 0,905 | 0,580 1,411
ESR1 TC -NRIP GG 0,812 0,458 1,441
ESR1 CC- NRIP AA 1,235 | 0,709 2,151
ESR1 CC- NRIP GA 1,099 | 0,676 1,786
ESR1 CC- NRIP GG 1,356 | 0,735 2,504
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RESULTADOS

Tabla LII. Interaccion entre genes NRIP1y ESR2.

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR2 GG - NRIP AA 1769 | 0,953 3,285
ESR2 GG- NRIP GA 0707 | 0399 1253
ESR2 GG- NRIP GG 1951 | 0.629 2487
ESR2 GA - NRIP AA 1,007 | 0,668 1,799
ESR2 GA - NRIP GA 0719 | 0473 1,092
ESR2 GA- NRIP GG 0788 | 0.456 1,365
ESR2 AA - NRIP AA 1613 | 0.888 2.931
ESR2 AA - NRIP GA 0984 | 0571 1,695
ESR2 AA- NRIP GG 1587 | 0828 3,041
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RESULTADOS

Tabla LIIl. Interaccion entre genes NRIP1y CYP 19 (marcador IVS4).

)
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
IVS 11 - NRIP AA 0,797 0,492 1,292

IVS 12 - NRIP AA 1,280 0,663 2,470

IVS 22 - NRIP AA 1,021 0,513 2,030

IVS 11- NRIP GA

1,007 | 0,668 1,518
IVS 12- NRIP GA 0923 | 0529 1,610
IVS 22- NRIP GA 0,929 | 0,525 1,645
IVS 11- NRIP GG 0.803 | 0473 1,363

IVS 12-NRIP GG 1181 | 0572 2,442

IVS 22- NRIP GG 0.949 | 0445 2022
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RESULTADOS

Tabla LIV. Interaccién entre genes NRIP1y CYP 19 (marcador 3'UTR).

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
CYP AA - NRIP AA 0,986 | 0,570 1,706
CYP GA- NRIP AA 0953 | 0,566 1,605
CYP GG- NRIP AA 0939 | 0512 1,724
CYP AA - NRIP GA 1,071 | 0,675 1,700
CYP GA- NRIP GA 0794 | 0501 1,258
CYP GG- NRIP GA 0.850 | 0,499 1,450
CYP AA- NRIP GG 1056 | 0580 1,922
CYP GA- NRIP GG 0.756 | 0422 1,354
CYP GG- NRIP GG 0799 | 0,406 1,573
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RESULTADOS

Tabla LV. Interaccién entre genes NRIP1y BMP 15 (marcador -9C>G).

o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
BMP15CG GG - NRIP AA 0,837 0,310 2,261
BMP15CG GC - NRIP AA 0.786 0,278 2,223
BMP15CG CC - NRIP AA 1,064 0,653 1,735
BMP15CG GG - NRIP GA 0,892 0,350 2,275
BMP15CG GC - NRIP GA 0,902 0,342 2,379
BMP15CG CC - NRIP GA 0,989 0,654 1,495
BMP15CG GG - NRIP GG 0.746 0,241 2,311
BMP15CG GC - NRIP GG 0,709 0,218 2,304
BMP15CG CC - NRIP GG 1,052 0,615 1,800
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RESULTADOS

Tabla LVI. Interaccién entre genes NRIP1 y BMP 15 (marcador

IVS1+905A>G).
o
RR Inferilcf' 95g)u/;erior

BMP15AG TT - NRIP AA 0,889 0,380 2,082
BMP15AG TC - NRIP AA 0.881 0,550 1,411
BMP15AG CC - NRIP AA 1,009 0,418 2,438
BMP15AG TT - NRIP GA 1,033 0,502 2,123
BMP15AG TC - NRIP GA 1,011 0,678 1,508
BMP15AG CC- NRIP GA 1,022 0,486 2,148
BMP15AG TT - NRIP GG 0,918 0,360 2,343
BMP15AG TC- NRIP GG 0.890 0,531 1.494
BMP15AG CC- NRIP GG 1,031 0,391 2,721
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RESULTADOS

Tabla LVII. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y FSHR.

0,
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15CG GG - FSHR SS 0405 | 0111 1,480

BMP15CG GC - FSHR SS 0,565 0,149 2,143

BMP15CG CC - FSHR SS 0,717 0,430 1,194

BMP15CG GG - FSHR AS 0,599 0,164 2,182

BMP15CG GC - FSHR AS 0,589 0,155 2,233

BMP15CG CC - FSHR AS 1,017 0,618 1,674
BMP15CG GG - FSHR AA

0,676 | 0,294 1,553

BMP15CG GC - FSHR AA 0959 | 0404 | 2277

BMP15CG CC - FSHR AA 0705 | 0473 1,051
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RESULTADOS

Tabla LVIII. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR1.

o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR1 TT - BMP15 CG GG 0,933 0,303 2,877
ESR1TT - BMP15 CG GC 0.863 0,268 2,783
ESR1TT - BMP15CG CC 1,081 0,650 1,799
ESR1 TC - BMP15CG GG 0,809 0,317 2,067
ESR1 TC - BMP15CG GC 0,840 0,318 2,221
ESR1 TC - BMP15CG CC 0,963 0,631 1,471
ESR1 CC - BMP15CG GG 1,154 0,429 3,104
ESR1 CC - BMP15CG GC 1,028 0,366 2,883
ESR1 CC - BMP15CG CC 1,122 0,706 1,784
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RESULTADOS

Tabla LIX. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR2.

o)
R 1.C.95,0%
Inferior | Superior

BMP15CG GG - ESR2 GG 0625 | 0213 1,833

BMP15CG GC - ESR2 GG 0,802 | 0,261 2,460

BMP15CG CC - ESR2 GG 0780 | 0,459 1,324

BMP15CG GG - ESR2 GA 0917 | 0376 2236

BMP15CG GC - ESR2 GA 1009 | 0435 2776
BMP1 - ESR2 GA

SCGCC-ESR2G 0834 | 0559 | 1,244
BMP15CG GG - ESR2 AA

0,682 | 0,245 1,896

BMP15CG GC - ESR2 AA 0729 | 0,252 2,11

BMP15CG CC - ESR2 AA 0935 | 0564 1,549
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RESULTADOS

Tabla LX. Interaccién entre
(marcador 1IVS4).

genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP 19

o
RR Inferli-ocr;- 95é?1§erior
BMP15CG GG - IVS11 0,880 | 0444 | 1,745
BMP15CG GC - IVS11 0,953 0,469 1,935
BMP15CG CC - IVS11 0,923 0,682 1,251
BMP15CG GG - IVS12 0974 | 0,351 2,704
BMP15CG GC - IVS12 0,950 0,331 2,728
BMP15CG CC - IVS12 1,025 0,662 1,588
BMP15CG GG - IVS22 0857 | 0,306 2397
BMP15CG GC - IVS22 0.906 0,313 2619
BMP15CG CC - IVS22 0,946 | 0,607 1.476
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RESULTADOS

Tabla LXI. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP 19

(marcador 3'UTR).

0,
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15CG GG - CYP AA 1329 | 0573 | 3,085

BMP15CG GC - CYP AA 1319 | 0555 | 3,136

BMP15CG CC - CYP AA 1007 | 0719 | 1412

BMP15CG GG - CYP GA 1.290 0,613 2,713

BMP15CG GC - CYP GA 1,329 0,613 2,880

BMP15CG CC - CYP GA 0970 | 0681 | 1384

BMP15CG GG - CYP GG 1714 0,681 4,314
BMP15CG GC - CYP GG

1,754 | 0,676 4,553

BMP15CG CC - CYP GG 0977 | 0654 | 1460
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RESULTADOS

Tabla LXII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

FSHR.
0,
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior
BMP15AG TT - FSHR SS 2,520 0,905 7,017
BMP15AG TC - FSHR SS 1129 | 0693 1,838
BMP15AG CC - FSHR SS 2,233 0,786 6,347
BMP15AG TT - FSHR AS 1515 | 0542 | 4234
BMP15AG TC - FSHR AS 0,854 0,535 1,365
BMP15AG CC - FSHR AS 1773 | 0620 | 5073
BMP15AG TT - FSHR AA 1,663 0,853 3,243
BMP15AG TC - FSHR AA
1,321 | 0894 | 1,951
BMP15AG CC - FSHR AA 1259 | 0631 2511
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RESULTADOS

Tabla LXIIl. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

ESR1.
o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior

ESR1 TT - BMP15AG TT 1,127 0,470 2,701
ESR1TT - BMP15AG TC 0.884 0,543 1,439
ESR1 TT - BMP15AG CC 1,275 0,518 3,142
ESR1 TC - BMP15AG TT 1,069 0,505 2,263
ESR1 TC - BMP15AG TC 0,893 0,594 1,343
ESR1 TC - BMP15AG CC 1,197 0,554 2,588
ESR1 CC -BMP15AG TT 1,054 0,486 2,288
ESR1 CC - BMP15AG TC 0,990 0,633 1,546
ESR1 CC - BMP15AG CC 1,065 0,477 2,380
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RESULTADOS

Tabla LXIV. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

ESR2.

RR

1.C. 95,0%

Inferior | Superior

BMP15AG TT - ESR2 GG

1,442

0,594 3,503

BMP15AG TC - ESR2 GG

1,219

0,728 2,040

BMP15AG CC - ESR2 GG

1,183

0,472 2,965

BMP15AG TT - ESR2 GA

1,182

0,585 2,391

BMP15AG TC - ESR2 GA

1,237

0,842 1,817

BMP15AG CC - ESR2 GA

0,956

0,461 1,979

BMP15AG TT - ESR2 AA

1,220

0,525 2,832

BMP15AG TC - ESR2 AA

0,985

0,601 1,614

BMP15AG CC - ESR2 AA

1,238

0,520 2,949
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RESULTADOS

Tabla LXV. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

CYP 19 (marcador 1VS4).

)
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15AG TT - IVS11 1,488 0,860 2,574

BMP15AG TC - IVS11 0938 | 0700 | 1257

BMP15AG CC - IVS11 1,587 0,906 2,777

BMP15AG TT - IVS12 0,737 | 0,347 | 1,564

BMP15AG TC - IVS12 1,330 0,865 2,047

BMP15AG CC - IVS12 0554 | 0253 | 1211

BMP15AG TT - VS22 1006 | 0526 | 2284
BMP15AG TC - IVS22

1,248 | 0,803 | 1,939

BMP15AG CC - IVS22 0,879 | 0408 | 1,890
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RESULTADOS

Tabla LXVI. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

CYP 19 (marcador 3'UTR).

0,
RR .C. 95,0% _
Inferior | Superior

BMP15AG TT - CYP AA 0961 | 0523 1,766
BMP15AG TC - CYP AA 0,888 | 0,640 1,231
BMP15AG CC - CYP AA 1082 | 0580 | 2019
BMP15AG TT - CYP GA 0925 | 0,502 1,705
BMP15AG TC - CYP GA 1153 | 0,819 1,623
BMP15AG CC - CYP GA 0.802 | 0428 1,505
BMP15AG TT - CYP GG 0.889 | 0442 1,787
BMP15AG TC - CYP GG

1,024 | 0,694 1,511
BMP15AG CC - CYP GG 0,868 | 0,423 1,783
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RESULTADOS

Tabla LXVII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador A180T) y CYP 19

(marcador IVS4).

o
R .I.C. 95,0% _
Inferior Superior
A180T GA - IVS 11 2,204 2,038 2,383
A180T GA-IVS 12 4530 3,860 5,316
A180T GA - IVS 22 0,682 0,123 3,773

En las tablas L a LXVIl, podemos observar el estudio de interaccion

digénica entre los polimorfismos de los nuevos genes candidatos relacionados

con la menarquia: NRIP1 y BMP15 (con sus marcadores), tanto entre ellos
como con los genes ESR1, ESR2, FSHR, CYP19.

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre menarquia

prematura (menor de 12 anos) y la interaccion de las siguientes variantes

alélicas:

- gen FSHR (variante AS) con el gen NRIP1 (variante GG) (p< 0.05),

Tabla L.

- gen BMP 15, marcador A180T (variante GA) con el gen CYP 19

marcador IVS4 (variante 11).

El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes no se

asoci6 significativamente a la aparicion de la menarquia prematura en nuestra

poblacion
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RESULTADOS

5.3. Analisis digénico entre genes candidatos de la ruta estrogénica ya

relacionados con la menopausia (ESR1, ESR2, FSHR, CYP19).

Tabla LXVIII. Interaccion entre genes FSHR y ESR1.

o)
RR _I.C. 95,0% .
Inferior Superior

ESR1 TT - FSHR SS 1,105 0,901 1,355
ESR1 TT - FSHR AS

1,050 0,897 1,230
ESR1 TT - FSHR AA 1,068 0,821 1,389
ESR1 TC - FSHR SS 0,990 0,821 1,193
ESR1 TC - FSHR AS 1,022 0,893 1,169
ESR1 TC - FSHR AA 0,941 0,745 1,189
ESR1 CC - FSHR SS 1,116 0,931 1,338
ESR1 CC - FSHR AS 1,028 0,895 1,180
ESR1 CC - FSHR AA 1,134 0,895 1,437
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RESULTADOS

Tabla LXIX. Interaccion entre genes FSHR y ESR2.

5
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR2 GG - FSHR SS 0,768 | 0,595 0,992
ESR2 GG - FSHR AS 0805 | 0672 | 0,966
ESR2 GG - FSHR AA 1034 | 0766 1,397
ESR2 GA - FSHR SS 0977 | 0832 1,148
ESR2 GA - FSHR AS 0.946 | 0,844 1,061
ESR2 GA - FSHR AA 1002 | 0881 1,354
ESR2 AA - FSHR SS 0786 | 0613 1,007
ESR2 AA - FSHR AS 0,851 | 0,710 0,851
ESR2 AA - FSHR AA 0947 | 0712 1,259

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre la edad de

aparicion de la menopausia y la interaccion del gen ESR2 (variante GG) con el

gen FSHR (tanto la variante SS como la variante AS), (p< 0.05).
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RESULTADOS

Tabla LXX. Interaccion entre genes FSHR y CYP19 (marcador IVS4).

0,
RR _I.C. 95,0% _
Inferior Superior

FSHR SS - IVS 11 0,976 0,770 1,238
FSHR SS - IVS 12

0,949 | 0,830 1,086
FSHR SS - IVS 22 0,933 0,801 1,088
FSHR AS - IVS 11 0,948 0,757 1,187
FSHR AS - IVS 12 0,910 0,801 1,034
FSHR AS - IVS 22 0,875 0,755 1,015
FSHR AA - IVS 11 1,030 0,849 1,251
FSHR AA - IVS 12 1,043 0,929 1,171
FSHR AA - IVS 22 1,066 0,929 1,223
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RESULTADOS

Tabla LXXI. Interaccion entre genes FSHR y CYP 19 (marcador 3'UTR).

0,
R 1.C. 950% _
Inferior Superior

CYP AA - FSHR SS 1011 | 0725 1,411
CYP GA- FSHR SS

0,927 | 0,789 1,088
CYP GG - FSHR SS 0898 | 0679 1,188
CYP AA-FSHR AS 1,011 | 0,740 1,383
CYP GA - FSHR AS 0908 | 0780 1,055
CYP GG - FSHR AS 0,871 0,670 1,133
CYP AA - FSHR AA 1,000 | 0,767 1,303
CYP GA - FSHR AA 1,021 | 0,891 1,171
CYP GG - FSHR AA 1031 | 0817 1,301
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RESULTADOS

Tabla LXXII. Interaccion entre genes ESR1 y ESR2.

0,
RR .I.C. 95,0% _
Inferior Superior

ESR1 TT - ESR2 GG 1,152 0,789 1,684
ESR1TT - ESR2 GA

0,951 | 0,782 1,156
ESR1 TT - ESR2 AA 1,275 0,856 1,900
ESR1 TC - ESR2 GG 0,895 0,630 1,271
ESR1TC - ESR2 GA 0,935 | 0,797 1,097
ESR1 TC - ESR2 AA 0,997 0,690 1,440
ESR1 CC - ESR2 GG 1,288 0,917 1,809
ESR1 CC - ESR2 GA 1,017 0,849 1,218
ESR1 CC - ESR2 AA 1,279 0,898 1,821
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RESULTADOS

Tabla LXXIII. Interaccion entre genes ESR1y CYP 19 (marcador IVS4).

o,
"R _I.C. 95,0% _
Inferior Superior

ESR1 TT - IVS 11 1,094 0,855 1,400
ESR1TT-1VS 12

0,975 | 0,839 1,133
ESR1TT-1VS 22 1,018 0,852 1,217
ESR1 TC - IVS 11 1,080 0,876 1,332
ESR1TC - IVS 12 1,030 0,914 1,160
ESR1 TC - IVS 22 1,073 0,926 1,244
ESR1 CC - IVS 11 1,013 0,819 1,253
ESR1CC-1VS 12 0,948 0,829 1,084
ESR1 CC - IVS 22 0,948 0,815 1,103

148



RESULTADOS

Tabla LXXIV. Interaccion entre genes ESR1y CYP 19 (marcador 3'UTR).

)
"R .I.C. 95,0% |
Inferior Superior

ESR1 TT - CYP AA 0,841 0,596 1,185
ESR1 TT-CYP GA

1,182 1,000 1,398
ESR1TT - CYP GG 1,132 0,841 1,523
ESR1 TC - CYP AA 0,969 0,736 1,275
ESR1 TC - CYP GA 1,101 0,945 1,282
ESR1 TC - CYP GG 1,118 0,874 1,430
ESR1 CC - CYP AA 0,868 0,637 1,183
ESR1CC-CYP GA 1,074 0,936 1,232
ESR1 CC - CYP GG 1,012 0,781 1,312
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RESULTADOS

Tabla LXXV. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador IVS4).

o,
=R 1.C. 95,0%
Inferior Superior

ESR2 GG - IVS4 11 1,075 0,844 1,369
ESR2 GG - IVS4 12

1,040 | 0,901 1,199
ESR2 GG - IVS4 22 1,080 0,919 1,269
ESR2 GA - IVS4 11 1,016 0,838 1,231
ESR2 GA - IVS4 12 0,986 0,880 1,104
ESR2 GA - IVS4 22 0,991 0,865 1,136
ESR2 AA - IVS4 11 1,058 0,841 1,332
ESR2 AA - IVS4 12 1,055 0,919 1,211
ESR2 AA- IVS4 22 1,090 0,935 1,270
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RESULTADOS

Tabla LXXVI. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador 3'UTR).

o,
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior

CYP AA - ESR2 GG 1,067 | 0777 1,464
CYP GA - ESR2 GG

1,115 | 0,938 1,326

CYP GG - ESR2 GG 1,222 0,934 1,597

CYP AA - ESR2 GA 0,881 0,677 1,146

CYP GA - ESR2 GA 1074 | 0937 1,231

CYP GG - ESR2 GA 1,008 | 0,799 1,272

CYP AA - ESR2 AA 1,211 0,889 1,650

CYP GA - ESR2 AA 1,038 | 0,886 1,217

CYP GG - ESR2 AA 1212 | 0,937 1,568

En las tablas LXVIIl a LXXVI,

podemos observar el estudio de

interaccion digénica entre los polimorfismos de los genes candidatos ya

relacionados con la menopausia: ESR1, ESR2, FSHR y CYP en sus dos
variantes estudiadas (IVS4 y 3'UTR).

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre la edad de

aparicion de la menopausia vy la interaccion de las siguientes variantes alélicas:

- gen ESR2 (variante GG) con el gen FSHR (tanto la variante SS como la

variante AS), (p< 0.05), Tabla LXIX.

El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes no se

asocié significativamente a la edad de aparicién de la menopausia en nuestra

poblacion.
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RESULTADOS

5.4. Andlisis digénico entre nuevos genes candidatos de la ruta estrogénica

relacionados con la menopausia (NRIP1 y BMP15).

Tabla LXXVII. Interaccion entre genes NRIP1y FSHR.

0,
RR 'I.C. 95,0% .
Inferior Superior

FSHR SS - NRIP AA 1,214 0,786 1,874
FSHR SS - NRIP GA

1,079 | 0,903 1,289
FSHR SS - NRIP GG 0,841 0,671 1,053
FSHR AS - NRIP AA 1,199 0,791 1,817
FSHR AS - NRIP GA 1,044 0,881 1,238
FSHR AS - NRIP GG 1,258 0,853 1,856
FSHR AA - NRIP AA 1,012 0,745 1,375
FSHR AA - NRIP GA 1,033 0,902 1,183
FSHR AA - NRIP GG 1,065 0,808 1,405
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RESULTADOS

Tabla LXXVIII. Interaccion entre genes NRIP1 y ESR1.

o)
RR .I.C. 95,0% .
Inferior | Superior

ESR1 TT - NRIP AA 1,153 0,777 1,711
ESR1 TT - NRIP GA

1,063 | 0,901 1,253

ESR1 TT - NRIP GG 1,244 0,874 1,770

ESR1 TC - NRIP AA 1,089 0,769 1,542

ESR1 TC - NRIP GA 0,958 0,828 1,109

ESR1 TC -NRIP GG 1,001 | 0727 1,379

ESR1 CC- NRIP AA 1,059 0,752 1,490

ESR1 CC- NRIP GA 1,109 0,955 1,289

ESR1 CC- NRIP GG 1,242 0,916 1,685

153



RESULTADOS

Tabla LXXIX. Interaccion entre genes ESR2 y NRIP1.

)
R .I.C. 95,0% _
Inferior Superior

ESR2 GG - NRIP AA 1,455 1,009 2,098
ESR2 GG- NRIP GA

0,837 | 0,693 1,011
ESR2 GG- NRIP GG 1,019 732 1,417
ESR2 GA - NRIP AA 1,043 755 1,440
ESR2 GA - NRIP GA 0,844 0,742 0,960
ESR2 GA- NRIP GG 0,770 0,576 1,030
ESR2 AA - NRIP AA 1,395 982 1,981
ESR2 AA - NRIP GA 0,992 0,818 1,202
ESR2 AA- NRIP GG 1,323 0,953 1,836

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre la edad de

la menopausia y la interaccién del gen NRIP1 (en la variante GA) con el gen
ESR2 (en la variante GA), (p<0,05).
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RESULTADOS

Tabla LXXX. Interaccion entre genes NRIP1y CYP 19 (marcador 1VS4).

)
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior

IVS 11 - NRIP AA 0,935 0,740 1,182
IVS 12 - NRIP AA

1,072 0,947 1,215

IVS 22 - NRIP AA 1,053 0,902 1,231

IVS 11- NRIP GA 1,002 0,824 1,218

IVS 12- NRIP GA 0,991 0,879 1,117

IVS 22- NRIP GA 0,991 0,862 1,138

IVS 11- NRIP GG 0,937 0,726 1,209

IVS 12- NRIP GG 1,063 0,925 1,221

IVS 22- NRIP GG 1,044 0,880 1,238
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RESULTADOS

Tabla LXXXI. Interaccion entre genes NRIP1y CYP 19 (marcador 3'UTR).

o,
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior

CYP AA - NRIP AA 1,045 0,766 1,425
CYP GA- NRIP AA

1,037 0,882 1,220

CYP GG- NRIP AA 1,092 0,832 1,432

CYP AA - NRIP GA 0,987 0,754 1,291

CYP GA- NRIP GA 0,897 0,786 1,023

CYP GG- NRIP GA 0,841 0,669 1,056

CYP AA- NRIP GG 1,031 0,738 1,441

CYP GA- NRIP GG 0,930 0,786 1,101

CYP GG- NRIP GG 0,918 0,690 1,219
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RESULTADOS

Tabla LXXXII. Interaccion entre genes NRIP1y BMP 15 (marcador -9C>G).

o
RR Inferilcf' 95g)u/;erior
BMP15CG GG - NRIP AA 0,999 0,940 1,062
BMP15CG GC - NRIP AA 0,988 0,860 1,134
BMP15CG CC - NRIP AA 1,022 0,899 1,162
BMP15CG GG - NRIP GA 0,978 0,932 1,025
BMP15CG GC - NRIP GA 0,952 0,860 0,952
BMP15CG CC - NRIP GA 1,008 0,899 1,129
BMP15CG GG - NRIP GG 0,977 0,917 1,040
BMP15CG GC - NRIP GG 0,940 0,817 1,082
BMP15CG CC - NRIP GG 1,030 0,894 1,186
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RESULTADOS

Tabla LXXXII. Interaccion entre genes NRIP1 y BMP 15 (marcador

IVS1+905A>G).
0
RR Inferilc.nc':. 95£uf;erior

BMP15AG TT - NRIP AA 0,883 0,450 1,732
BMP15AG TC - NRIP AA 0,984 0,768 1,262
BMP15AG CC - NRIP AA 0,909 0,473 1,747
BMP15AG TT - NRIP GA 1,236 0,679 2,250
BMP15AG TC - NRIP GA 1,010 0,816 1,250
BMP15AG CC- NRIP GA 1,205 0,673 2,157
BMP15AG TT - NRIP GG 1,001 0,507 2,350
BMP15AG TC- NRIP GG 0,994 0,758 1,305
BMP15AG CC- NRIP GG 1,094 0,519 2,307
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RESULTADOS

Tabla LXXXIII. Interaccion entre genes NRIP1y BMP 15 (marcador A180T).

)
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
RIP140 GG - A180T GA 2.694 2,276 3,189
RIP140 GA — A180T GA 1,554 1,445 1,671
RIP140 AA — A180T GA 3,059 0,189 49,434

159



RESULTADOS

Tabla LXXXIV. Interacciéon entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y FSHR.

0,
=R .C. 95,0% _
Inferior | Superior

BMP15CG GG - FSHR SS 0971 | 0911 1,034
BMP15CG GC - FSHR SS 0,957 | 0,841 1,090
BMP15CG CC - FSHR SS 0962 | 0,833 1,113
BMP15CG GG - FSHR AS 0,996 | 0944 1,052
BMP15CG GC - FSHR AS 0082 | 0870 1,107
BMP15CG CC - FSHR AS 1020 | 0902 1173
BMP15CG GG - FSHR AA

0974 | 0924 | 1,027
BMP15CG GC - FSHR AA 0975 | 0,874 1,088
BMP15CG CC - FSHR AA 0,936 | 0835 1,048
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RESULTADOS

Tabla LXXXV. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR1.

o
RR Inferilcf' 95é)u/;erior
ESR1 TT - BMP15 CG GG 0,992 0,933 1,055
ESR1TT - BMP15 CG GC 0,950 0,822 1,098
ESR1TT - BMP15CG CC 1,075 0,939 1,231
ESR1 TC - BMP15CG GG 0,993 0,043 1,046
ESR1 TC - BMP15CG GC 0,983 0,883 1,093
ESR1 TC - BMP15CG CC 1,011 0,897 1,139
ESR1 CC - BMP15CG GG 0,998 0,944 1,056
ESR1 CC - BMP15CG GC 0,967 0,844 1,108
ESR1 CC - BMP15CG CC 1,064 0,945 1,197
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RESULTADOS

Tabla LXXXVI. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR2.

0,
=R 1.C.950%
Inferior | Superior

BMP15CG GG - ESR2 GG 0,996 0,933 1,064

BMP15CG GC - ESR2 GG 1,006 | 0,866 1,168

BMP15CG CC - ESR2 GG 0972 | 0,844 1,118

BMP15CG GG - ESR2 GA 1005 | 0957 1,054

BMP15CG GC - ESR2 GA 1038 | 0932 1,157
BMP1 -ESR2 GA

5CG CC-ESR2G 0,937 0,841 1,043
BMP15CG GG - ESR2 AA

0,992 | 0,931 1,056

BMP15CG GC - ESR2 AA 0,969 | 0,846 1,110

BMP15CG CC - ESR2 AA 1,037 903 1,192
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RESULTADOS

Tabla LXXXVII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP

19 (marcador IVS4).

)
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15CG GG - IVS11 0989 | 0.951 1,028

BMP15CG GC - IVS11 0093 | 0918 1,074

BMP15CG CC - IVS11 0,963 0,883 1,049

BMP15CG GG - IVS12 0,988 | 0940 | 1,039

BMP15CG GC - 1VS12 0,966 0,873 1,068

BMP15CG CC - IVS12 1,034 0,911 1,174

BMP15CG GG - VS22 0977 | 0927 | 1030
BMP15CG GC - IVS22

0,959 | 0,865 1,062

BMP15CG CC - IVS22 0.996 | 0874 1,134
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RESULTADOS

Tabla LXXXVIII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP

19 (marcador 3'UTR).

RR Infer:;)cr:. %é(zjo;/)oerior
BMP15CG GG - CYP AA 0,999 0,940 1,062
BMP15CG GC - CYP AA 0,988 0,860 1,134
BMP15CG CC - CYP AA 1,022 0,899 1,162
BMP15CG GG - CYP GA 0,978 0,932 1,025
BMP15CG GC - CYP GA 0,952 0,860 0,952
BMP15CG CC - CYP GA 1,008 0,899 1,129
BMP15CG GG - CYP GG 0,977 0,917 1,040
BMP15CG GC - CYP GG 0,940 0,817 1,082
BMP15CG CC - CYP GG 1,030 0,894 1,186

164



RESULTADOS

Tabla LXXXIX. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

FSHR.

0
RR Infer:;)cr:. %é(zu/)oerior
BMP15AG TT - FSHR SS 1,614 0,754 3,452
BMP15AG TC - FSHR SS 0,985 0,758 1,280
BMP15AG CC - FSHR SS 1,606 0,765 3,373
BMP15AG TT - FSHR AS 1,088 0,506 2,339
BMP15AG TC - FSHR AS 0,950 0,743 1,215
BMP15AG CC - FSHR AS 1,165 0,551 2.462
BMP15AG TT - FSHR AA 1,484 0,864 2549
BMP15AG TC - FSHR AA 1,037 0.840 1,280
BMP15AG CC - FSHR AA 1,378 0,816 2327
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RESULTADOS

Tabla XC. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

ESR1.

0
RR Inferilcf. 95£u/po>erior
ESR1TT - BMP15AG TT 1038 0,511 2.111
ESR1 TT - BMP15AG TC 0,868 0,667 1,130
ESR1 TT - BMP15AG CC 1.260 0,633 2,510
ESR1 TC - BMP15AG TT 1,018 0,555 1,869
ESR1 TC - BMP15AG TC 0,908 | 0,734 1,123
ESR1 TC - BMP15AG CC 1167 | 0645 2,112
ESR1CC - BMP15AG TT 1020 0,548 1,899
ESR1 CC - BMP15AG TC 0,957 0,748 1,224
ESR1 CC - BMP15AG CC 1,080 0,593 1,965
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RESULTADOS

Tabla XCI. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

ESR2.

o,
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior
BMP15AG TT - ESR2 GG 0,984 0,469 0,984
BMP15AG TC - ESR2 GG 1.114 0,846 1,466
BMP15AG CC - ESR2 GG 0,853 0,416 1,749
BMP15AG TT - ESR2 GA 1,013 0,582 1,761
BMP15AG TC - ESR2 GA 1,148 0,930 1,418
BMP15AG CC - ESR2 GA
0,839| 0,491 1,432
BMP15AG TT - ESR2 AA 0,972 0,474 1,992
BMP15AG TC - ESR2 AA 0,970 0,753 1,250
BMP15AG CC - ESR2 AA 1,017 0,505 2,047
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RESULTADOS

Tabla XCII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

CYP 19 (marcador 1IVS4).

)
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15AG TT - IVS11 1233 | 0,808 1,882
BMP15AG TC - IVS11 0980 | 0844 | 1137
BMP15AG CC - IVS11 1,259 | 0,833 | 1,903
BMP15AG TT - IVS12 0874 | 0473 | 1,613
BMP15AG TC - IVS12 1069 | 0852 1,341
BMP15AG CC - IVS12 0,800 0,441 1,452
BMP15AG TT - IVS22 1078 | 0500 | 1.970
BMP15AG TC - VS22

1,047 | 0,831 1,319
BMP15AG CC - VS22 1007 | 0561 1.809
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RESULTADOS

Tabla XCIIl. Interaccién entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y

CYP 19 (marcador 3'UTR).

0,
RR IC 95,0% .
Inferior | Superior

BMP15AG TT - CYP AA 0.883 | 0450 1,732
BMP15AG TC - CYP AA 0.984 | 0,768 1,262
BMP15AG CC - CYP AA 0,909 0,473 1,747
BMP15AG TT - CYP GA 1236 0,679 2.250
BMP15AG TC - CYP GA 1,010 0,816 1,250
BMP15AG CC - CYP GA 1,205 0,673 2,157
BMP15AG TT - CYP GG 1001 | 0507 | 2.350
BMP15AG TC - CYP GG

0,994 | 0,758 1,305
BMP15AG CC - CYP GG 1094 | 0519 | 2307
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RESULTADOS

Tabla XCIV. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador A180T) y FSHR.

0,
RR _I.C. 95,0% _
Inferior Superior
FSHR AS — A180T GA 1,403 1,310 1,502
FSHR AA — A180T GA 1,669 1,540 1,810
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RESULTADOS

Tabla XCV. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador A180T) y ESR1.

o,
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
ESR1 TT — A180T GA 0236 | 1.946 2,570
ESR1TC — A180T GA 1574 | 1457 1700
ESR1 CC - A180T GA 2155 | 0,134 | 34,764
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RESULTADOS

Tabla XCVI. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador A180T) y ESR2.

0,
RR _I.C. 95,0% _
Inferior Superior
ESR2 GG - A180T GA 1,477 1,357 1,607
ESR2 GA - A180T GA 2,328 2,081 2,604
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RESULTADOS

Tabla XCVII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador A180T) y CYP 19

(marcador IVS4).

)
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
A180T GA - IVS 11 2,297 0,207 25,457
A180T GA-IVS 12 0,281 0,017 4,532
A180T GA - IVS 22 0,646 0,058 7,194
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RESULTADOS

Tabla XCVIII. Interacciéon entre genes BMP 15 (marcador A180T) y CYP 19

(marcador 3'UTR).

0,
RR .I.C. 95,0% .
Inferior Superior
A180T GA - CYP AA 1,547 1,458 1,641
A180T GA - CYP GA 0,477 0,067 3,411
A180T GA - CYP GG 2.147 1,932 2,386

En las tablas LXXVIlI a XCVIIl, se analizan las interacciones entre los

nuevos genes candidatos relacionados con la edad de aparicion de la

menopausia: NRIP1 y BMP15 en sus variantes estudiadas, tanto entre ellos
como con los genes FSHR, ESR1, ESR2, CYP19.

Observamos una relacion estadisticamente significativa entre la edad de la

menopausia y la interaccion de las siguientes variantes alélicas:

- gen NRIP1 (en la variante GA) con el gen ESR2 (en la variante GA), (p<0,05),

(Tabla LXXIX).

El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes no se

asocio significativamente a la edad de aparicion de la menopausia en nuestra

poblacion.
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1. Consideraciones Generales

En abril de 2003, coincidiendo con el quincuagésimo aniversario del
descubrimiento de la estructura del ADN, y sélo tres afos después de que se
adelantara su primer borrador, se publicé la secuencia completa del genoma
humano. Este proyecto culmina un esfuerzo internacional para determinar el
genoma humano completo, definido como la suma total de la informacién
genética de nuestra especie contenida en cada célula nucleada del cuerpo; y
principia una fase mucho mas interesante de aplicacion para el diagndstico y la
comprension de las enfermedades, asi como aventura una nueva manera de
terapia.

De momento, la Genética Clinica nos permite el diagndstico prenatal de
enfermedades genéticas y la identificacion de sujetos con susceptibilidad de
padecer enfermedades frecuentes. En los ultimos afios su dominio se ha
extendido al terreno de la Semiologia y al de la respuesta a los tratamientos,
otorgando un evidente sentido al principio que dice que no hay dos pacientes
iguales, y ha dejado la puerta abierta a la nueva dimension de la Medicina
Predictiva y Personalizada.

Los estudios de asociacidon genética engloban un grupo de técnicas disefiadas
para aislar genes y mutaciones génicas involucradas en status bioldgicos
simples (monogénicos) y complejos (multigénicos o poligénicos), como pueden
ser enfermedades, cuadros clinicos sindromicos o efectos adversos vy
reacciones a farmacos. La elucidacion de los genes que se implican en cada
situacion biolégica o status biologico permite obtener pistas sobre la
patogénesis, o al menos explicaciones parciales acerca de los mecanismos y
del curso de las enfermedades u otros status bioldgicos. Este conocimiento, en
consecuencia, selecciona estrategias potenciales de prevencion, y sugiere

nuevas dianas de tratamiento™".

La idea basica subyacente a todos los estudios de asociacion genética es que
tanto las caracteristicas fenotipicas normales, rasgos clinicos como las
enfermedades son debidas a una interaccion o combinacién de factores

ambientales que operan sobre un fondo genético particular e individual.
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Muchas enfermedades comunes se dice que son complejas; esto significa que
son poligénicas o multifactoriales o el resultado final de efectos complejos de
varios (0 muchos) genes interaccionando con los factores ambientales. El
abordaje general de los estudios de asociacion se realiza mediante el examen
sistematico del genoma de individuos “casos” e individuos “controles” con el
objeto de encontrar asociaciones estadisticamente significativas entre el rasgo
en estudio (presente en casos y ausente en controles) y determinados
elementos del genoma de los individuos en estudio que presentan un
determinado rasgo.

Las leyes de Mendel de la herencia establecen que los fenotipos se heredan de
forma independiente, aunque en la realidad los genes a menudo estan ligados
entre si. Esto es, que se coheredan juntos con largos segmentos de ADN. Este
fendmeno se denomina desequilibrio de unién (LD) y es muy importante porque
esos largos segmentos de ADN, denominados haplotipos, a menudo se
asocian con rasgos complejos, incluyendo enfermedades, reacciones adversas
a farmacos, etc. que tienen un origen o causa compleja. La existencia de LD
significa que los marcadores que pueden genotiparse o caracterizarse a lo
largo del genoma, como son los cambios de secuencia de un solo nucleétido
(SNPs), a menudo estan asociados de una manera muy consistente con otros
elementos fisicos del ADN adyacentes y que, por ello, los estudios de
asociaciéon pueden realizarse mediante el cribado de los marcadores a lo largo
del genoma como una estrategia de aislamiento o descubrimiento de loci 0 un
unico locus que traza elementos genéticos asociados a un rasgo determinado.
Una vez el locus ha sido identificado mediante esta estrategia, podemos
emplear el mapa del genoma humano para identificar qué genes estan
presentes en el area y, posiblemente, qué funcién tienen. Esto permite
establecer hipétesis mas refinadas que pueden validarse o comprobarse
mediante ensayos de asociacion mas dirigidos, otros tipos de estudios no
genéticos vy, finalmente, promover el avance en el conocimiento de la base
genética del rasgo en estudio. Desde hace bastantes afios se conocen diversas
técnicas para realizar estudios de asociacion, pero con el desarrollo de las
tecnologias de genotipacion basadas en ADN, el aislamiento de de los SNPs y
la finalizacion del proyecto genoma humano, el volumen de los estudios de

asociacion genética se ha incrementado de forma considerable.
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Existen dos modos fundamentales de abordar los estudios de asociacion
genética. Uno de ellos se enfoca al estudio de uno o varios genes candidatos.
Los genes candidatos son loci seleccionados de antemano, antes de realizar el
estudio, sobre la base de una hipoétesis de trabajo. Esta hipétesis depende de
la situacion y conocimiento de las bases moleculares del rasgo o enfermedad
en estudio. Ejemplo de abordaje de genes candidatos son aquellos
involucrados en la sintesis de enzimas, diferentes receptores, transportadores,
factores de crecimiento, u otras biomoléculas que han sido adscritos a una
determinada ruta bioquimica que se sospecha que esta relacionada en la
etiologia de una determinada enfermedad.

Estos estudios requieren un importante esfuerzo intelectual por parte de los
que los realizan, puesto que las pistas para seleccionar un determinado gen
candidato tienen que extraerse de manera muy laboriosa de la literatura.
Ademas, las hipdtesis que se construyen pueden ser o no correctas
sabiéndose, s6lo de manera cierta, al final de una serie de estudios usualmente
muy costosos. Como contrapartida, estos estudios permiten enfocar los
esfuerzos de investigacion a areas de interés muy circunscritas y particulares
del genoma donde se localizan los genes candidatos de interés. De esta
manera, este tipo de abordajes usualmente requieren un numero de casos y
controles relativamente escasos para poder identificar asociaciones
estadisticamente significativas. Finalmente, estos estudios pueden servir para
validar hipoétesis incluyendo aquellas establecidas a partir de estudios de
asociacion mas generales. Sin embargo, el abordaje de genes candidatos esta
limitado por el propio conocimiento de la enfermedad de en estudio.

La otra estrategia fundamental empleada en los estudio de asociacidén genética
es la identificacion de genes empleando el rastreo completo del genoma (“shot
gun approach”, estudios de asociacion en el genoma completo, etc).

Una de sus herramientas mas recurridas recientemente es el uso de los
polimorfismos de un gen determinado, entendidos como las variaciones en la
secuencia de ADN de este gen. En la mayoria de los casos no tienen
repercusion fenotipica porque no afectan a la region codificante del gen, y
pueden consistir en cambios de un unico nucleétido (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) o en repeticiones de una secuencia determinada de ADN

(VNTR, Variable Number of Tandem Repeats). Cuando aparecen secuencias
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de ADN cortadas por nucleasas, se provoca un error en la transcripcién y
pasan a llamarse polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccidon
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism). Conceptualmente, la
diferencia entre un polimorfismo y una mutacion esta en que el primero afecta
al menos al 1% de la poblacion; especialmente los SNP se consideran una
forma de mutacion puntual lo suficientemente exitosa evolutivamente como
para fijarse en una parte significativa de la poblacién.

Pero la cuestion que aqui subyace es si el periodo fértil de una mujer viene
determinado genéticamente, para, a renglén seguido, analizar si tiene interés la
determinacién de los polimorfismos de los genes candidatos o relacionados con
los mecanismos que ajustan esta ventana reproductiva. La hemos definido
como el periodo tedéricamente férti de una mujer, y que por concepto
podriamos delimitar entre la edad de la menarquia y la de la menopausia,
aunque en la practica sabemos que la fertilidad tarda en ser cierta tras la
primera menstruacion y declina a niveles exiguos afos antes del hito
menopausico.

En este sentido, parece universalmente aceptado que la dotacion ovocitaria de
una mujer viene determinada genéticamente desde que se forma en las
primeras semanas de su desarrollo embrionario. Hay razones para pensar que
tanto el momento en el que empieza la dominancia folicular (la pubertad) y, en
consecuencia, la posibilidad de ser fértil, como el ritmo del reclutamiento
folicular, vienen determinados genéticamente. Estas acepciones ofrecen
algunas posibilidades a las influencias del ambiente (el ambioma) en la
configuracion temporal de la ventana reproductiva, como se ha analizado en la
introduccidn de esta tesis y que seran comentados en otro apartado de esta
discusion.

Partimos pues de que el periodo de fertilidad de una mujer queda mas o menos
circunscrito al tiempo que transcurre entre su menarquia y su menopausia y
que viene fuertemente condicionado por su genoma. ¢ Por qué entonces un
estudio genético sobre las diferencias en el periodo fértil de la poblacién? Por
una parte, el conocimiento de que determinadas mutaciones o polimorfismos
genéticos puedan adelantar las edades de la menarquia o la menopausia
puede ponernos en alerta hacia los posibles riesgos que conlleva cada uno de

estos trastornos: desérdenes metabdlicos o mayor riesgo de cancer de mama
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en las que sufrieron una pubertad precoz;, osteoporosis, enfermedad
cardiovascular y procesos neurodegenerativos en las mujeres con menopausia
temprana.

En efecto, aunque aceptamos que situaciones “ambientales” como los habitos
dietéticos o el padecimiento de ciertas enfermedades pueden estar muy
relacionados con FOP, para comprender la singularidad de este proceso, en
tanto distintivo y distinto para cada paciente, es igualmente valiosa la
exploracion de su genoma.

Por otro lado, y aunque no sea del alcance de este trabajo, es probable que
una alteracion genética que adelante la edad de la menopausia adelante
también el momento de deplecion folicular a partir del cual la fertilidad se
encuentre significativamente disminuida; y en consecuencia, que su ventana
fértil se encuentre también acortada. Es nuestra primera apuesta para el futuro
sobre las repercusiones de la Genética Clinica en Reproduccion Humana: la
posibilidad de predecir cual sera la ventana fértil de una mujer, hasta cuando
puede hacer planificacion familiar. Por el mismo camino circulan las tesis que
defienden la importancia del conocimiento genético para prever la respuesta a
los tratamientos médicos en fertilidad, sobre todo los relacionados con la
manera en coémo se produce el reclutamiento folicular y con qué velocidad se
deteriora la reserva folicular.

En pocos afos de investigacion genética con microarrays de ADN han sido
muchos los trabajos publicados sobre la asociacion de polimorfismos genéticos
con el riesgo de padecer determinadas enfermedades y rasgos ginecoldgicos.
En 2002, nuestro grupo planteo la hipdtesis de que existen genes involucrados
en la produccion de estradiol, y en consecuencia, en multiples enfermedades
relacionadas con los estrogenos, e inicid la recogida de muestras en 2004
hasta reclutar mas de dos mil mujeres postmenopausicas voluntarias. En ellas,
pensamos que la genotipacidon de estos genes candidatos permitiria dar
respuesta a preguntas concretas como ¢existe un perfil genético de alta
produccion endogena de estrogenos?, ¢existe un perfil genético de
hipersensibilidad al efecto del estrégeno?, ;existe un perfil genético inverso al
anterior?, ;cuantos elementos componen cada perfil?, ;como se combinan
entre si?, ;como se combinan con los factores de riesgo clasicos? y ¢ qué rutas

moleculares son?
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Desde entonces hemos observado que determinados polimorfismos en la ruta
estrogénica se asocian con enfermedades o procesos ginecoldgicos como la
osteoporosis postmenopausica, el sindrome de hiperestimulacion ovarica, la
anovulacion o la infertilidad. Los resultados obtenidos en cada uno de los
estudios realizados han confirmado la validez de nuestra serie para realizar el
analisis de genes candidatos asociados a los diferentes fenotipos relacionados
con el metabolismo de los estrogenos; y los resultados epidemiologicos
obtenidos nos apoyaron firmemente esta asociacion.

Ademas, en trabajos preliminares con menos poblacion que se han publicado o
presentado en varios congresos, observamos también una combinacion génica
(ESR1-ESR2) asociada a la edad de la menarquia y un marcador (el
IVS1+905A>G del gen BMP15) asociado a menopausia prematura y a

disminucion de la ventana reproductiva'? 133 134,

El propdsito de buscar
relaciones entre los polimorfismos genéticos y la ventana reproductiva se nos
antoja, por tanto, mas atrayente, por cuanto aumentamos el tamafo muestral.
El presente estudio pretende ahondar precisamente en el conocimiento de las
variantes de los genes relacionados con la duracion de la ventana reproductiva
para intentar asimilarlas a la lista de factores de riesgo asociados con el FOP o
la disminucion de la fertilidad. Ademas, la descripcion detallada del grupo de
mujeres que participaron en el estudio nos permite conocer la distribucion en
nuestro medio de esos factores de riesgo de FOP conocidos (habitos toxicos,
enfermedades concomitantes, tratamientos recibidos) y describir la existencia
de otros parametros desencadenantes o protectores que no se hubiesen
estudiado hasta la fecha.

Existen algunas dificultades inherentes al caracter multicéntrico del trabajo que
limitan el poder del estudio, como la variabilidad de la poblacién seleccionada,
y por tanto de sus costumbres higiénico-dietéticas, mas las diferencias que
resultan de las determinaciones analiticas. Por ello, hemos intentado
minimizarlas mediante la elaboracion de un cuestionario detallado, facil de
rellenar y comun a los cinco centros'® y centralizando el analisis genético en
un uUnico laboratorio situado en Sevilla, a donde se enviaron las muestras
congeladas antes de su procesamiento. El alto numero de participantes, por el

contrario, otorga a este estudio un alto poder a la hora de extraer conclusiones.
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Por otro lado, el sesgo de memoria de las mujeres puede no ser tan importante,
ya que la aparicion de la primera y la ultima menstruacion son acontecimientos
muy importantes en la vida de una mujer y quedan registrados en cualquier

historia ginecologica.
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2. Factores ambientales relacionados con la edad de la menarquiay de la

menopausia.

2.1. Edad de la menarquia

La edad de la menarquia es una parametro antropoldgico y complejo
exclusivo de la mujer, intrinsecamente ligado a la exposicion estrogénica, y que
depende de la interaccidn de muchos factores, incluyendo algunos elementos
ambientales, genéticos y socioecondmicos. Entre los factores reconocidos que
la influencian, revisados en la introducciéon (ver capitulo2), encontramos la
nutricion, el ejercicio, el estatus socioecondémico, los estimulos psicosociales, el
lugar de nacimiento (rural o urbano) y la salud general.

Por si sola, la edad de la menarquia se ha sugerido como factor de riesgo o
proteccion implicado en varias enfermedades, como la osteoporosis, la

obesidad, la depresion, el cancer de mama y el cancer de endometrio'® 137 138

139

También hemos analizado que la cantidad de tejido graso es importante para el
inicio y mantenimiento de la funcion reproductiva en la mujer, explicando por
qué la ganancia de peso acelera y la restriccion calérica retrasa el comienzo de
las menstruaciones™? 1.

Al parecer el adelanto de la menarquia también se ha correlacionado con
mayores niveles de estradiol a través de los ciclos menstruales sin conocerse
exactamente la razon'*.

En nuestra serie (ver grafico 2.1), la edad media de la menarquia es de 12,73
afos, mientras que la mediana y la moda esta a los 13 afos. El rango de edad
de la poblacién se mueve entre los 7 y los 19 afios y el percentil 10 se
encuentra a los 11 afos. No quedaria muy bien estudiar a las mujeres con una
edad de menarquia inferior a 13 afos, primero porque esta muy cercano a la
edad media de nuestra poblacién y segundo porque incluye mujeres hasta del
percentil 40. Es por ello, que la menarquia prematura la hemos definido en
mujeres con una edad de menarquia inferior a 12 afos.

Dos de los objetivos secundarios planteados al inicio de esta tesis hacen
referencia precisamente a la epidemiologia de la menarquia como primer hito

en la ventana o periodo fértil de una mujer:
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2.1.1. Disminucion de la edad de la menarquia en las mujeres post-

menopausicas espafolas alo largo de las ultimas décadas.

Precisando una idea apuntada en el capitulo 2 de la introduccion, la
edad de la menarquia ha mostrado una tendencia a disminuir en los ultimos
siglos, aunque no esta claro si esta tendencia se ha nivelado o invertido en los
ultimos afos. Esta disminucidn gradual se ha atribuido sobre todo a las mejoras
socioeconomicas experimentadas en las sociedades modernas, pero cabria
pensar que, en parte, se deben también a condicionantes de tipo genético.
Existen variaciones geograficas pequefas en la edad de la menarquia de las
mujeres de nuestro entorno: en Europa se ha sefalado que la menarquia
aparece entre los 8 y los 18 afos, siendo la media en ltalia de 12.5 afos y en
Suecia o Dinamarca de 13.6 anos. En el trabajo de Eveleth, ya citado
entonces®, se apunta también a la existencia de diferencias genéticas entre las
mismas poblaciones europeas.

Como podemos ver en nuestros resultados, cuando analizamos la relacién
entre el afio de nacimiento y la edad de la menarquia, la edad media de
menarquia de las mujeres incluidas en el estudio fue de 12.73 afios, parecida a
la media de los paises mediterraneos de nuestro entorno europeo,
principalmente Francia e Italia. Como en esos paises, hemos observado
también una tendencia estadisticamente significativa (p<0.001) hacia una
disminucién de la edad de menarquia asociada al afio de nacimiento: en
promedio, la edad de menarquia disminuy6é 0.2 afos (73 dias) por década

como se observa en tabla Il y grafico 3.

2.1.2. Aumento de la talla en las mujeres post-menopausicas

espafolas alo largo de las ultimas décadas.

En la relacion entre el afio de nacimiento y la talla de las mujeres del
estudio en la edad adulta, la talla media fue de 157,24 cm. Cuando
estratificamos por edad de nacimiento observamos una tendencia positiva de
este parametro. Este aumento fue de 1.5 cm. de promedio por década y resulté
estadisticamente significativo (p<0.001). Esta tendencia se observa claramente

en el grafico 6. Hemos observado que por cada afio de incremento en la edad
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de menarquia la talla se incrementa un promedio de 0.3 cm (p= 0.01) en el
analisis de regresion lineal.

En definitiva, la tendencia actual en nuestro pais parece que continua
ese aumento en la talla y en la disminucion en la edad de menarquia que
veiamos en otros paises vecinos'*®, y como deciamos antes, sefialan una
mejoria en la nutricion de nuestra poblacién y en la prevencion de los factores
ambientales que alteran la edad de inicio de la pubertad, permitiendo la
adecuada expresion genética que todo ser humano trae consigo desde el

momento de su concepcion.

2.1.3. Repercusién de la edad de la menarquia en el sindrome

metabdlico y el cancer de mama.

Uno de los elementos relacionados con el adelanto del inicio de la
pubertad ha sido el aumento del peso observado en los nifios. En Espafa, al
igual que en el resto del mundo, también se ha observado un aumento del
sobrepeso y obesidad infantil, elementos que podrian estar incidiendo en una
edad de la menarquia mas temprana, y con ello en un inicio de la capacidad
reproductiva a menor edad’**.

La asociacion entre mayor peso corporal y menarquia temprana también
conlleva riesgos metabdlicos a largo plazo. Estudios en adultos han
determinado que a menor edad de la menarquia existe un mayor riesgo de
insulino resistencia, dislipidemia, sobrepeso y aumento de la adiposidad
abdominal, mayores cifras de presion arterial y mayor frecuencia de
intolerancia a la glucosa'® 146 147 148 149 150 Ademas diferentes estudios han
descrito que la menarquia temprana se asocia a consumo precoz de alcohol y

tabaco e inicio temprano de la actividad sexual™’

. Existen razones de tipo
conductual que lo justifican y que no nos concierne en nuestro trabajo, pero
afloran algunas publicaciones que alertan del incremento de estos procesos
precisamente por el adelanto de la menarquia. Como analizabamos en la
introduccion, la menarquia precoz puede haberse convertido en un nuevo
factor de riesgo para el sindrome metabdlico.

Por otro lado, el adelanto de la edad de la menarquia ya se consideraba

clasicamente como un factor de riesgo para padecer cancer de mama, dato
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que se siguen observando en estudios epidemioldgicos recientes'?. Si
tenemos en cuenta que los propios parametros que definen al sindrome
metabodlico también incrementan el riesgo de cancer de mama, la precocidad
con la menarquia se nos antoja como apunte biografico doblemente
interesante.

En nuestra serie, coincidiendo con lo esperado a la luz de todos estos
datos, casi todos los rasgos del sindrome metabdlico se encontraron
aumentados en las pacientes que presentaron menarquia anterior a los 12
afnos (ver tablas Xl), especialmente la hipercolesterolemia, el sobrepeso y la
obesidad. En la tabla X podemos observar también que el aumento del peso y
del IMC es mayor conforme menor es la edad de la menarquia.

Sin embargo, en contra de lo esperado, no encontramos diferencias en
la presentacion de canceres de mama: el porcentaje de estos canceres es
inferior al de la poblacion general™ (0,013 % vs. 0,5), explicable porque
nuestra base de datos se nutre de pacientes que acudieron a un cribado

poblacional de osteoporosis.
2.3. Edad de la menopausia y ventana reproductiva.

Hacemos hincapié en que la edad de la menopausia natural también
estd muy relacionada con el bienestar psicoldgico y fisico de la mujer y puede
considerarse como factor pronéstico de cémo se desarrolle el envejecimiento.
De hecho, la menopausia precoz podria ser un factor de riesgo de algunas
enfermedades como la osteoporosis o la enfermedad cardiovascular como

hemos revisado en el capitulo 3.

Comoquiera que la edad de la menopausia se ha mantenido estable en nuestro
medio (ver tabla Ill a y grafico 4), hecho esperable y descrito en casi todos los
tratados de Menopausia y Climaterio de los ultimos decenios, la ventana
reproductiva ha aumentado ligeramente gracias a la presentacion mas pronta
de la menarquia (ver tabla llla y grafico 5).

El problema fundamental de este analisis es que aquellas mujeres nacidas en
la década de los sesenta, si fueron incluidas en el estudio en 2003, lo mas

tarde que pueden haber tenido la menopausia es con 43 afos. Por este motivo
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los resultados de el ultimos grupo estan totalmente sesgados al estar
“truncada” la edad de menopausia. Pero, insistimos, si observamos una
tendencia en los tres primeros grupos hacia un aumento de la ventana
reproductiva, debido fundamentalmente a una disminucién de la edad de la

menarquia.
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3. Factores Genéticos relacionados con la edad de la menarquia y la

menopausia

3.1. Edad de la menarquia

La importancia de factores genéticos en el momento de aparicion de la
menarquia se ha establecido por estudios familiares y de gemelos,
especificamente, en estos ultimos, estimandose que alrededor del 53% al 74%
de la variacion en la edad de la menarquia se atribuye a factores genéticos'*.
Desafortunadamente, el aislamiento de los componentes genéticos especificos
implicados en rasgos complejos como éste es una tarea desalentadora, y los
datos actuales son confusos y escasos. Diversos grupos de investigacion han
observado una asociacion entre diversos genes candidatos (receptores del
estrégeno alpha y beta, CYP17 y CYP19, SHGB, IGF1), incluyendo genes

implicados en la produccién ovarica de estrogeno'>® 196 157 158 159 160 161 162 163

164

Especificamente para el gen ESR1 encontramos asociaciones dispares con
respecto a la edad de la menarquia, en parte explicables porque se estudian
sobre poblaciones de diversas etnias o con distintos marcadores del mismo
gen. En nuestra serie, en un estudio previo no encontramos relacién entre el
marcador rs2234693 ESR1 con la edad de la menarquia™®, resultado también

165 166 167 Pero

observado en mujeres japonesas, holandesas y griegas
necesitamos controlar otros marcadores del gen ESR1, tales como el Xbal o el
rs2077647, previamente asociados con la edad de la menarquia en otras
poblaciones europeas, para llegar a conclusiones definitivas sobre la

asociacion de este gen con la edad de la menarquia en nuestra poblacion'®®
169

Con respecto al ESR2, desafortunadamente existe sélo un estudio anterior, en
mujeres griegas, donde se haya evaluado el papel del SNP rs4986938 de este
gen en la edad de la menarquia. En él, los autores observaron que la
menarquia se adelantd siete meses en las portadoras del genotipo AA del

polimorfismo rs4986938 comparado con el resto de las mujeres. Curiosamente,
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en este trabajo que no se encontr6 ningun GG homocigotos para este
marcador, sélo explicable por una inmigracion reciente, por la mortalidad de las
portadoras del genotipo GG dentro de esta poblacion o por algun error en la
genotipacion®®. En nuestra serie, usando un tamario de muestra mucho mayor,
no habiamos encontramos ninguna asociacion del genotipo de rs4986938 AA
con la edad de la menarquia, probablemente debido a que nuestra poblacion es
menos homogénea que la serie griega (hemos incluido a mujeres
posmenopdusicas nacidas indistintamente en zonas urbanas y rurales, y
recogidas en cinco partes distintas del pais). Como habiamos descartado la
posibilidad de la endogamia, y nuestras series corresponden perfectamente
con la ley de equilibrio de Hardi Weinberg'*®. En consecuencia, las diferencias
en los dos trabajos, que se siguen confirmando en éste, pensamos que
pueden existir por diferencias en la base genética de las mujeres griegas y las

espanolas.

En las tablas XIX a XXIX se muestran los genotipos que tendrian cada uno de
los dos grupos. El grupo control lo forman las mujeres con una edad de
menarquia mayor a 12 anos y el grupo de casos, las mujeres con una edad de
menarquia menor o igual a 12 afnos (lo que habiamos definido en nuestra serie
como “menarquia prematura”). Como se puede comprobar, el unico marcador
asociado con la menarquia prematura es el del gen FSHR (p = 0,015). Este
mismo marcador es el que habiamos visto asociado en el articulo del
Reproductive Science "*° donde observamos que las mujeres portadoras tanto
del genotipo en heterocigosis (AS) como del genotipo mutante (SS) del gen
FSHR, tenian una menor edad media de menarquia, que las portadoras del
genotipo silvestre (AA). En esta ocasion, al aumentar la poblacion estudiada, la
asociacion es algo menor que la encontrada en aquel articulo.

Los genotipos de FSHR, por otra parte, nunca se han evaluado previamente en
la edad de la menarquia, por lo tanto, nuestra asociacién no puede ser

comparada con resultados anteriores y debe ser tomada con cautela.

En relacion con el gen de la aromatasa (CYP19), sabemos que forma parte de
la superfamilia citocromo P450, lo que lo hace atractivo como gen candidato

para diversos procesos estrégeno dependientes. De hecho, alguno de los
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polimorfismos estudiados de este gen o de otros genes de esa superfamilia
enzimatica se ha asociado con adelanto de la edad de la menarquia en algunas
poblaciones caucasicas y ha sido objeto incluso de metanalisis'”® ' 172,

Como en muchas de ellas, nosotros tampoco observamos esta asociacion en
nuestra serie, que supera en poblacion a la mayoria de las citadas. De nuevo,
las diferencias podrian ser explicadas por la distinta seleccion de los
marcadores de este gen en cada estudio. Quiza la asociaciéon encontrada en
alguno de aquellos trabajos sea s6lo achacable al azar, esto es, se traten de

falsos positivos.

3.2. Edad de la menopausia

Como hemos analizado previamente, la edad de menopausia también esta

considerada como un parametro complejo que depende de la interaccidén de

173

multiples factores medioambientales, alimenticios y genéticos Desde el

punto de vista genético son multiples y variados los estudios que han indicado
que el genoma podria explicar una parte de la variacion en la edad de la
menopauSia174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187.

Muchos de estos articulos resaltan el papel que los estrogenos tienen en la
regulacion del sistema reproductor de la mujer, y por ello, varios genes
candidatos relacionados con el metabolismo estrogénico se han relacionado

con la edad de la menopausia.

Uno de ellos, el gen del ESR2, aunque se ha relacionado con la densidad

188 189 190 191

mineral 6sea el cancer de mama ™' y otras enfermedades estrogeno-

192 193

dependientes , a nuestro entender, su asociacién con la edad de la

menopausia no ha sido suficientemente investigada.
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3.2.1. Menopausia precoz

Varios grupos investigadores han identificado diferentes alteraciones en
diferentes genes (FMR1, FSHR, LHR, FSH-R, LH-R, inhibina A, GALT, AIRE,
EIF2B, NOGGIN, POLG, etc.) asociadas a menopausia precoz o temprana'®.
En nuestro trabajo, ninguno de los diez SPN estudiados, de forma individual, se
asocio significativamente con el FOP, con la excepcion del rs2229741 (NRIP1).
Si bien la significacién estadistica fue corta (p = 0.07), aparece como un
atractivo gen candidato para el estudio de la menopausia precoz.

En consecuencia, nuestros resultados sugieren que la interaccién de estos
alelos puede contribuir a modificar la edad de presentacion de la menopausia y

la duracion del periodo reproductivo en las mujeres espanolas.
3.2.2. Importancia del gen BMP15

El importante papel de BMP15 en el desarrollo folicular y en la tasa de
ovulacion se puso de manifiesto cuando la Dra. Susan Galoway en el afio 2000
dirigié un estudio en el que encuentré una relacion entre la poliovulacién en dos
razas de ovejas (Hanna e Inverdale) con una mutacién del gen BMP15'%°. Este
estudio permitié observar una mutacién natural en el cromosoma X (FecX" y
FecX'), donde en las hembras homocigotas para la mutacion, no existe una
organizacion de las células foliculares en la etapa primaria, resultando un
bloqgueo temprano de Ila foliculogénesis y llegando dichas hembras
homocigotas a ser infértiles. Al contrario, las hembras heterocigotas para la
mutacion, muestran un aumento de la tasa de ovulacion con embarazos
multiples'®®. Este trabajo convirtid al gen BMP15 en un firme candidato en la
seleccidon de genes implicados en los diferentes fenotipos de disfuncion ovarica
en mujeres. Asi, recientemente aparecieron varias publicaciones al respecto
que asocian diferentes variantes del gen BMP15 con la predisposicién a
padecer alguna disfuncion en el funcionamiento del ovario, ya sea de forma
natural como el FOP'" 198 19 o provocada por algin tipo de tratamiento
médico, como es el caso del sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) y
sus complicaciones asociadas®®’. Con todo, tres nuevos estudios han publicado

diferentes variantes que afectan tanto a la pro-regién como al péptido maduro
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de BMP15 en pacientes con FOP % 1% E| grupo de investigacién italiano
describié 6 variantes que afectan a la pro-region de BMP15 (4 con cambio de
aminoacido, 1 insercién y 1 en la region promotora). Ademas encontraron 2
nuevas variantes con cambio de aminoacido en una poblacion afroamericana.
El grupo de investigacion francés describié 6 nuevas variantes (2 con cambio
de aminoacido, 1 insercion y 3 que no provocan cambio de aminoacido). Por
ultimo, el grupo de investigacion indio describié un total de 18 variantes (13
mutaciones con cambio de aminoacido, 1 insercion, 2 sin cambio de
aminoacido, 1 en la zona promotora y 1 en la zona flanqueante 3’).

Todas estas variantes se encuentran reflejadas en la tabla XCIX y podemos
observar que solamente dos de ellas coinciden en las tres poblaciones: A180T
e Ins263L, pero a diferencia de la insercion, la variante A180T no aparece en

ningun control.

Tabla XCIX. Diferentes variantes publicadas dentro del gen BMP15 en mujeres con FOP.

: VARIACION | DiPasquale y cols. Dixit y cols. Laissue y cols.
LOCALIZACION | VARIACION | e ) p
DEL GEN PROTEINA Controles FOP Controles FOP Controles | FOP
n=95/116 | n=166 n=197 n=133 n=54 n=203
5UTR -9C>G Promotor 61/71.6% | 86.7% 24.9% 33.1% - -
EXON 1 o? S5R - ND* - - - -
EXON 1 181C>T R61W - - 0.0% 1.5% - -
EXON 1 182G>A R61E - - 0.0% 0.8% - -
EXON 1 202C>T R68W 0.0% 0.6% - - - -
EXON 1 226C>T R76C - - 0.0% 2.3% - -
EXON 1 227G>A R76H - - 0.0% 0.8% - -
EXON 1 308A>G N103S 9.5/8.4% 6.7% 5.1% 9.8% - -
INTRON 1 328insG Intronica - - 1.0% 0.0% - -
EXON 2 381A>G Silent - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 443T>C L148P - ND* - - 0.0% 0.5%
EXON 2 468G>A Silent - - - - 0.0% 0.5%
EXON 2 538G>A A180T 0.0% 3.0% 0.0% 0.8% 0.0% 1.0%
EXON 2 538G>T A180F - - 0.0% 0.8%
EXON 2 588T>A N196K - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 617G>A R206H - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 631C>T E211X - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 661T7>C W221R - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 704A>G Y235C 0.0% 0.6% - - - -
EXON 2 727A>G 243G - - 0.0% 0.8% - -
EXON 2 788insTCT INS263L 6.0%/0.0 1.2% 2.0% 3.0% 16.6% 4.9%
%
EXON 2 831C>T Silent - - - - 0.0% 0.5%
EXON 2 852C>T Silent - - 10.2% 6.8% 0.0% 2.0%
JUTR *40dupG 3 UTR - - 0.0% 0.8% - -

*ND: No disponible. Variante encontrada en poblacién afroamericana con FOP.
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Asi, nos decidimos a investigar la variante A180T por tres razones principales:

1. Ha sido encontrada en cinco pacientes con FOP y ningun control.

2. Todas las mujeres portadoras de de la variante A180T son pacientes con
amenorrea secundaria

3. Ninguno de los cinco casos tienen factores familiares asociados.

Cuando investigamos la presencia de la variante A180T en 1157 mujeres
posmenopdausicas (898 de ellas con una menopausia alcanzada de modo
natural), observamos su presencia en heterocigosis en 7 mujeres,
estableciéndose la frecuencia alélica de esta variante en la poblacion espafola
en un 0.3%. Los datos clinicos de estas 7 mujeres portadoras de la variante en
heterocigosis se muestran en la tabla C. Entre estas mujeres, sélo una paciente
portadora de la variante ha sido diagnosticada de FOP, otra tuvo una
menopausia probablemente causada por una endometriosis, y las otras cinco
portadoras de la variante tienen una fertilidad comprobada y la menopausia
aparecioé después de los 40 afos.

Tabla C. Cuadro clinico de las pacientes portadoras de la variante A180T del gen BMP15

. Pacientes portadoras de la variante A180T del gen BMP15
Rasgos fenotipicos
83 363 410 477 838 1019 1107
Edad(afos) 54 68 49 45 55 59 68
Edad de menarquia (afios) 14 14 12 13 13 10 12
Edad de menopausia (afios) 46 49 44 35 51 47 35
Causa de menopausia natural natural natural endometriosis natural natural natural
Periodo reproductivo (afios) 32 35 32 22 38 37 23
Embarazo/Aborto/Pretérmino/
1/0/0/1 3/0/0/3 4/0/0/4 0/0/0/0 2/0/0/2 3/1/0/2 2/0/0/2
Nacido vivo
indice de Masa Corporal 27.0 29.0 242 211 28.1 371 31.2
ninguna ninguna ninguna ninguna ninguna ninguna
Distribucion de grasa . ginecoide . . . . .
especial especial especial especial especial especial
Fuma no no no si no si no
Consume alcohol no si no si no no no
colesterol alto colesterol alto hipertensién
. . y hipertension . o . .
Antecedentes clinicos hipertension . osteopenia  endometriosis - diabetes Il diabetes Il
) osteopenia ) )
osteopenia osteoporosis osteoporosis
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Para analizar los parametros implicados en la edad de menopausia, como son
la edad de menarquia, el periodo reproductivo, la paridad y el indice de masa
corporal, hemos dividimos la poblacion de mujeres con una menopausia natural
en dos grupos, segun aparezca o no la variante A180T. Nuestros resultados
indican que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos en
ninguno de los parametros estudiados (p > 0.13, los datos no se muestran). No
obstante, hemos observado que dentro de las mujeres portadoras de la
variante A180T del grupo A, aparece otra mujer con una edad de menopausia
prematura (44 afios) y que en general tienen una edad media de menopausia
inferior (45.3 + 5.6 vs. 48.5 £ 5.0) y un periodo reproductivo mas corto (32.8 *
5.4 vs. 35.6 £ 5.1). Es posible que debido a la baja frecuencia alélica de A180T

no obtengamos una diferencia estadisticamente significativa en esos estudios.

Adicionalmente, en nuestra poblacion con FOP, hemos confirmado la
existencia de algunas de las variantes descritas por los tres grupos
investigadores (-9C>G, N103S, Ins263L y S284S), aunque toda ellas han
aparecido en la poblacién control con una frecuencia similar (los datos no se

muestran).

De entre todas estas variantes, nuestro trabajo se ha centrado en la unica que,
coincidiendo en tres estudios independientes, hasta la fecha sélo habia
aparecido en 10 mujeres y todas con una menopausia antes de los 40 afios de
edad. De éstas, 5 de 166 mujeres italianas con FOP™, 1 de 133 y 2 de 60
mujeres indias con FOP y amenorrea primaria respectivamente'®® y 2 de 203
mujeres europeas con FOP'® y sin aparecer en ninguna de las mujeres del
grupo control (n = 462, tamafio muestral sumado en las tres poblaciones). Por
el contrario, en nuestro trabajo hemos encontrado la presencia del alelo A180T
en 5 mujeres con menopausia después de los 40 afos. Nuestros resultados
sugieren que la variante A180T del gen BMP15 es un alelo de muy baja
frecuencia en la poblacion espafiola. Ademas, al menos en nuestra poblacion,
no es suficiente ni necesario para generar un FOP y el hecho de que no
apareciese en ningun grupo control publicado hasta la fecha puede deberse a
que el numero de controles empleado por los autores sea insuficiente para

detectar un alelo de baja frecuencia. No obstante, y de acuerdo con el grupo de
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investigacion italiano, nuestros resultados también confirman que el gen
BMP15 puede contribuir a una disminucion de la edad de menopausia, aunque

esto debe ser visto con precaucion.

No tenemos suficientes evidencias con respecto a la existencia de una relacion
directa entre la variante A180T con la edad de menopausia temprana. No
obstante, los ultimos hallazgos del papel de BMP15 en la tasa de ovulacion en
las ovejas junto con su relacion con un aumento en la produccion de foliculos
en mujeres sometidas a tratamientos de hiperestimulacion ovarica controlada,
podria sugerir que este factor ovocitario tendria un importante papel en la
foliculogénesis en mamiferos y con ello en la edad de menopausia. De acuerdo
con los datos publicados, unos niveles reducidos de BMP15 pueden
incrementar la respuesta a FSH por aumento de sus receptores en las células
de la granulosa, aumentando los niveles de produccidén de estrogenos y asi
incrementando la produccion folicular. Ademas, estos niveles elevados de
estrogeno en células de la granulosa activan un potente inhibidor de la
expresion de BMP15 en ovocitos (KIT Ligando). Estas mujeres con una
elevada produccién en el numero de foliculo por cada ciclo, podrian tener un
excesivo gasto de ellos durante su vida reproductiva y con ello una perdida

temprana de la funcion ovarica.

Esto ultimo, es tan s6lo una hipétesis de trabajo, por lo que para una mejor
comprension del papel de BMP15 en la tasa de ovulacidon en humanos, es
necesario un analisis exhaustivo del gen y una caracterizacién funcional de la
proteina con las diferentes variantes halladas en poblaciones mayores e

independientes.

En consecuencia, la evidencia de que el gen BMP15 sea determinante para la
ovulacion en ovejas, junto con su asociacion al sindrome de hiperestimulacién
ovarica, sugiere fuertemente que este factor ovocitario podria jugar un papel
importante en la foliculogénesis de los mamiferos, y en consecuencia en la
aparicion de FOP o menopausia precoz, aunque esta afirmacion hay que

emitirla con cautela.
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3.3. Estudios de interaccion génica.

3.3.1. Justificacion y precedentes

De una manera individual, las diferentes variantes genéticas de los loci que
hemos analizado, han sido estudiadas en otras enfermedades relacionadas con
los estrégenos. No obstante, los resultados son muy variados y controvertidos,
debido acaso a la falta de poder estadistico en el analisis genético, al empleo
de diferentes valoraciones clinicas o a la presencia de estratificacién genética.
Pensamos que ademas de ellas, otra poderosa razén asienta en que los
estudios univariantes ignoran por completo la naturaleza compleja de la
ventana reproductiva y la posibilidad de interaccion entre las variaciones

genéticas entre si y con los factores ambientales.

A la interaccion entre dos genes en la configuracion de un fenotipo determinado
la conocemos como interaccion digénica, y depende de la relacién existente
entre la dotacion alélica de cada uno de los genes. En este trabajo, la
interaccion digénica entre los polimorfismos de los genes candidatos
estudiados puede determinarnos a priori distintos fenotipos dentro del
metabolismo estrogénico, y condicionar en consecuencia los momentos de la

menarquia y la menopausia en una mujer.

Siguiendo esta direccioén, nuestro grupo ya se planted esta posibilidad entre los
genes candidatos del actual trabajo en otros procesos ginecologicos. En uno de
ellos se observod una interaccion entre ESR1 y ESR2 con situaciones como la
edad de la menopausia o de la menarquia, confirmando los datos de una

poblacién griega **°.

En otro trabajo previo’® observamos dos patrones digénicos fuertemente
asociados con osteoporosis postmenopausica: el ESR1-ESR2 y el ESR2-
NRIP1. Este trabajo fue pionero en la inclusion de algunos polimorfismos
genéticos en el estudio de esta enfermedad y en la perspectiva de la
interaccion génica como posibilidad que debe relegar al analisis unilocus en la

prediccion de otras enfermedades comunes. Descubrir estas interacciones nos
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ofrece unas grandes perspectivas de encontrar asociaciones entre genes, tanto
los que ya estaban estudiados, como con otros genes candidatos de la ruta

estrogénica.

3.3.2. Comentarios sobre nuestros resultados

La dificultad en los estudios de interaccion génica en la prediccion de
enfermedades comunes radica basicamente en la necesidad de una gran
poblacion de estudio que permita las comparaciones entre las variantes
genéticas. De ahi la escasez actual de publicaciones de esta indole en
Ginecologia. Ademas, esta investigacion evoluciona hacia formas mas
complicadas de interaccién multigénica, necesitando multiplicar también las
poblaciones de estudio. Muy recientemente se esta planteado incluso cual es el
método estadistico que mejor pueda cuantificar las implicaciones de estas

interacciones?®®”.

El punto fuerte de nuestro trabajo es, por tanto, el tamano de la muestra, que
nos permite este tipo de analisis. El reclutamiento de mujeres voluntarias se
realizd con la colaboracidn de otros centros del pais para un proyecto que
contempla este y otros objetivos. Comoquiera que la interaccion génica se
plantea como la principal linea de investigacién futura, en la tesis que aqui se
defiende se quiere empezar a descubrir la interaccién digénica con los genes

seleccionados.

1. Edad de menarquia

En las comparaciones entre el grupo de casos (edad de menarquia inferior a 12
anos) y el grupo control (edad de menarquia superior a 12 afios) no hemos
podido considerar situaciones mas extremas, por ejemplo menarquia inferior a
11 afos, porque la cantidad de mujeres en el grupo de casos disminuye y no
permite unos adecuados calculos estadisticos. En futuros trabajos con mayor
muestra poblacional seria deseable establecer las comparaciones entre grupos

mas dispares.
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En cualquier caso, en nuestro trabajo, observamos una relacién
estadisticamente significativa entre lo que hemos establecido como menarquia
prematura (menor de 12 anos) y la interaccion de las siguientes variantes
alélicas de los genes estudiados:

- gen FSHR (variante AS) con el gen ESR2 (variante GG) (p< 0.05);

- gen FSHR (variante AS) con el gen NRIP1 (variante GG) (p< 0.05);

- marcador IVS del gen CYP 19 (variante 11) con el marcador A180T del

gen BMP15 (variante GA) (p< 0.05).

En un trabajo previo pudimos observar que las frecuencias genotipicas de
todos los marcadores genéticos analizados mantienen el equilibrio de HW'*°.
La determinacion del cumplimiento de este principio se usa comunmente como

control de calidad de la genotipacion en individuos no relacionados.

Quiza la limitacién de este trabajo, y en general la de todos los estudios de
interaccion génica, sea la necesidad de una significacion estadistica mucho
mayor que la habitualmente establecida. La razén a esta precisién esta en que
al hacer muchas comparaciones, el azar por si s6lo puede explicar que alguna
salga significativa. Por tal motivo debemos tomar con cautela algunas de las

interacciones digénicas encontradas, sobre todo aquellas de p> 0.01.
2. Edad de menopausia

Para ajustar mejor el examen estadistico hemos excluido en las comparaciones
al grupo de pacientes con menopausia entre los 40 y los 45 afos, considerando
unicamente las que presentaron menopausia precoz con menos de 40 afios y
las que tuvieron la ultima regla por encima de los 45. En él se ha empleado un
test de regresiones logisticas binarias, valorando que las dotaciones de los dos

genes investigados en cada interaccion actuan como covariables.
Aunque en la mayoria de los casos, no encontramos relacion estadisticamente

significativa, si observamos una interesante relacion entre FOP vy la interaccion

de las siguientes variantes alélicas:
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- gen ESR2 (en la variante GG) con el gen FSHR (tanto la variante SS
como la variante AS), (p< 0.05);
- gen NRIP1 (en la variante GA) con el gen ESR2 (en la variante GA),
(p<0,05).
El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes no se

asocio6 significativamente a la edad de menopausia en nuestra poblacion.

De estos resultados se desprende que los genes ESR2, FSHR y NRIP1, pero
mas concretamente las interacciones entre ellos, parecen ser los que mas
relacionados estan con la predisposicién a la duracién de la ventana fértil, por
encima de otros genes mas estudiados en la literatura (ESR1). No obstante,
insistimos en que la importancia global del estudio digénico es limitada ya que
sbélo un porcentaje pequefio de las interacciones mostré asociacion y ésta

mostré un nivel de significacion escaso.

Es evidente que estos resultados refuerzan dos hipétesis planteadas en
relacion con el FOP y que nos hemos fijado como objetivos principales: por un
lado tenemos datos de que algunos polimorfismos genéticos en la ruta
estrogénica estan implicados en la duracion de la ventana fértil. Esta es la
primera referencia también de que las variaciones de los nuevos genes
candidatos (NRIP) pueden predisponer al FOP como lo hicieron en otros

procesos ginecoldgicos?%.

Por otra parte, tenemos nuevos argumentos para acentuar el caracter complejo
y multifactorial de la ventana reproductiva, no sélo en la relaciéon entre factores
genéticos con ambientales, sino de los primeros entre si. Al observar que existe
interaccion digénica que nos permite predecir en cierta medida si una mujer
esta en riesgo de padecer FOP, podemos avanzar un poco mas y aventurar si
la interaccién entre alelos de mas de dos genes candidatos (un analisis
multilocus) puede precisarnos aun mas la posible predisposicion a padecer

ésta y otras enfermedades.

En consecuencia, la investigacion genética representa ahora una de las mas

activas areas dentro de la Endocrinologia Ginecoldgica. Aun cuando nos
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hallamos en fases preliminares, esperamos que entre de lleno en nuestra
practica clinica. Detallar el mapa genético, y los polimorfismos o mutaciones
que influyen sobre la ventana reproductiva permitira en un futuro conocer mejor
su fisiopatogenia e identificar a individuos con alto riesgo de sufrir FOP, para
asi desarrollar programas de prevencion individualizados y habilitar la Medicina
Predictiva. También facultara la posibilidad de anticipar respuestas o
resistencias a los tratamientos convencionales y desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas (Medicina Personalizada). Es pues una carrera por etapas en la
que dejamos atras aquella en la que se pensaba que todo podria resultar facil
con la determinacion de un solo locus. Nos adentramos en la siguiente fase,
donde impera conocer qué interacciones génicas existen, cuales son sus
relaciones con los factores ambientales y como explican la fisiopatogenia de la

ventana reproductiva.
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Come si pud comprendere, esistono importanti ragioni sociali, culturali e
mediche che ci incitano ad approfondire lo studio dei fattori o variabili
suscettibili di modificare la durata del periodo fertile della vita di una donna.
Dall'analisi della letteratura che abbiamo appena rivisto emergono varie
impressioni: in primo luogo che cié che abbiamo chiamato "periodo fertile",
tempo tra l'eta del menarca e l'eta della menopausa, viene segnato
antropologicamente, e solo le condizioni sociali o di salute negative possono
modificarlo. In effetti, nei paesi sviluppati abbiamo potuto comprovare che I'eta
della menopausa rimane stabile da molti decenni; e che I'eta del menarca ha
continuato a discendere dalla seconda meta del secolo scorso col
miglioramento delle condizioni sociali, imanendo stabile negli ultimi anni.
Quando il ritardo o anticipo di queste due pietre miliari € tanto elevato da
considerarsi come "patologico", pud condizionare non solo la fertilita della
donna ma anche ripercuotersi su altre sfere della sua salute.

Questo si osserva chiaramente nelle donne con menopausa precoce, piu
suscettibili di soffrire i segni e sintomi del ipoestrogenismo e di soffrire a mezzo
0 a lungo termine uno dei suoi processi invalidanti, come I'osteoporosi.

Infine, entrambi i fenomeni, menopausa e menarca, presentano un chiaro
vincolo con I'endocrinologia dell'asse ipotalamo-ipofisario-gonadale. Se la
ricerca in genetica sta modificando la nostra concezione della Medicina in
generale, questo € ancora molto piu evidente nella Ginecologia Endocrina.

In altre parole, & opportuno investigare se le alterazioni nel genotipo di una
donna possono condizionare il momento di apparizione del menarca e della
menopausa e, in conseguenza, avere influenza sulla sua capacita riproduttiva o
predisporla o proteggerla da determinate malattie.

In conseguenza, nel nostro lavoro ci siamo prefissi i seguenti Obiettivi:

PRINCIPALI

1. Valutare la relazione tra la presenza di polimorfismi genetici associati agli
estrogeni con la durata del periodo fertile nella nostra popolazione, in concreto
osservare se esistono polimorfismi genetici che predispongano ad una minore

eta del menarca o della menopausa.
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2. Determinare se i polimorfismi descritti nella letteratura e relazionati con la
menopausa precoce sono presenti nelle nostre pazienti con menopausa
precoce.

3. Determinare se la relazione tra la presenza di polimorfismi genetici associati
agli effetti metabolici degli estrogeni con la durata del periodo fertile &

monogenica o se esistono interazioni tra geni.

SECONDARI

4. Segnalare se i fattori di rischio conosciuti di menopausa precoce 0 menarca
tardiva si presentano nelle nostre pazienti.

5. Segnalare se esistono altri fattori di rischio igienico-dietetici o caratteristiche
medico-sociali relazionate col periodo fertile che non siano stati notificati in altri
studi epidemiologici.

6. Segnalare se nella nostra popolazione si osserva la stessa tendenza alla
diminuizione dell'eta del menarca e alla stabilizzazione dell'eta della

menopausa registrata nei altri paesi europei.

La popolazione di studio corrisponde a 1980 donne in menopausa inserite in
uno studio multicentrico sui fattori genetici che influiscono sulla presentazione
del menarca e della menopausa, in cui hanno partecipato cinque centri
spagnoli. Tutte le pazienti hanno ricevuto informazione dettagliata sull'obiettivo
dello studio, e hanno dato il loro consenso scritto per parteciparvi. Questo
progetto ha ricevuto I'approvazione dei comitati etici di ogni ospedale incluso
nello studio.

Di tutte le partecipanti si & ottenuta una informazione epidemiologica specifica,
il dato delletd di menarca e/o menopausa e sangue periferico per analisi
genetica. Si sono escluse donne in premenopausa e con menopausa artificiale
(iatrogena) chirurgica, o pazienti che non compilarono il questionario nella sua
totalita o la cui informazione genetica non fosse ottenuta per qualunque causa.
Per semplificare I'esame statistico abbiamo inoltre escluso il gruppo di pazienti
con menopausa tra i 40 ed i 45 anni, considerando unicamente quelle che
presentarono menopausa precoce con meno di 40 anni e quelle che ebbero
l'ultima mestruazione al di sopra dei 45 anni.

Il processamento dei dati si realizzo col programma statistico SSPS 15.0.
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In totale si valutarono undici polimorfismi dei 6 geni candidati.

Nell’aprile del 2003 si pubblico la sequenza completa del genoma umano.
Questo progetto culmina un sforzo internazionale per determinare il genoma
umano completo, definito come la somma totale dell'informazione genetica della
nostra specie contenuta in ogni cellula nucleata del corpo; ed inizia una fase
molto piu interessante di applicazione per la diagnosi e la comprensione delle
malattie. Gli studi di associazione genetica inglobano un gruppo di tecniche
progettate per isolare geni e mutazioni geniche incluse in status biologici
semplici (monogenici) e complessi, multigenici o poligenici, come possono
essere malattie, quadri clinici sindromici o effetti avversi e reazioni a farmaci. La
delucidazione dei geni che si implicano in ogni situazione biologica o status
biologico permette di ottenere piste sulla patogenesi, o almeno spiegazioni
parziali circa i meccanismi e il corso delle malattie o altri status biologici.

L'idea basilare soggiacente a tutti gli studi di associazione genetica € che tanto
le caratteristiche fenotipiche normali come le malattie sono dovute ad
un'interazione o combinazione di fattori ambientali che operano su un fondo
genetico individuale.

Esistono due modi fondamentali di abbordare gli studi di associazione genetica.
Uno di essi mette a fuoco lo studio di uno o vari geni candidati. | geni candidati
sono loci selezionati in anticipo, prima di realizzare lo studio, sulla base di
un'ipotesi di lavoro. Questa ipotesi dipende dalla situazione e conoscenza delle
basi molecolari del tratto o malattia in studio. Esempio di abbordaggio di geni
candidati sono quegli inclusi nella sintesi di enzimi, differenti recettori,
trasportatori, fattori di crescita, o altre biomolecole che sono stati ascritte ad una
determinata rotta biochimica che si sospetta essere relazionata nell'eziologia di
una determinata malattia.

L'altra strategia fondamentale usata nello studio di associazione genetica &
l'identificazione di geni usando l'indagine completa del genoma ("shot gun
approach"), studi di associazione del genoma completo, eccetera.

Uno dei suoi mezzi piu usati recentemente € I'uso dei polimorfismi di un gene
determinato, intesi come le variazioni della sequenza di DNA di questo gene. La
questione che € qui sottoposta € se il periodo fertiie di una donna viene

determinato geneticamente, per analizzare se ha interesse la determinazione
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dei polimorfismi dei geni candidati o relazionati coi meccanismi che riguardano
il periodo riproduttivo. Lo abbiamo definito come il periodo teoricamente fertile
di una donna, e che concettualmente potremmo delimitare tra I'eta del menarca
e quella della menopausa, benché nella pratica sappiamo che la fertilita tarda
ad essere certa dopo la prima mestruazione e declina a livelli esigui anni prima
della menopausa.

In questo senso, sembra universalmente accettato che la dotazione ovocitaria
di una donna venga determinata geneticamente da quando si forma nelle prime
settimane del suo sviluppo embrionale. Ci sono ragioni per pensare che tanto il
momento nel quale incomincia la dominanza follicolare, la puberta, e, in
conseguenza, la possibilita di essere fertile, come il ritmo del reclutamento
follicolare, vengono determinati geneticamente. Queste accezioni offrono
alcune possibilita alle influenze dell'ambiente, “l'ambioma”, nella configurazione
temporanea del periodo riproduttivo, come si € analizzato nell'introduzione e
nella discussione di questa tesi.

Abbiamo stabilito dunque che il periodo di fertilita di una donna rimane piu o
meno circoscritto al tempo che trascorre tra il suo menarca e la sua menopausa
e che viene fortemente condizionato dal suo genoma.

Perché allora un studio genetico sulle differenze del periodo fertile della
popolazione? Da un lato, la conoscenza che determinate mutazioni o
polimorfismi genetici possano anticipare le eta del menarca o la menopausa
pud metterci all'erta verso i possibili rischi che implicano varie patologie:
disordini metabolici o maggiore rischio di tumore al seno delle donne che hanno
avuto una puberta precoce; osteoporosi, patologie cardiovascolari e processi
neurodegenerativi nelle donne con menopausa precoce.

In effetti, benché accettiamo che situazioni "ambientali" come le abitudini
dietetiche o certe malattie possono essere fattori molto relazionati con la
Insufficienza Ovarica Precoce, per comprendere la singolarita di questo
processo € altrettanto preziosa I'esplorazione del suo genoma.

D'altra parte, e benché non sia alla portata di questo lavoro, € probabile che
un'alterazione genetica che anticipi I'eta della menopausa, anticipi anche il
momento di deplezione follicolare a partire dal quale la fertilita sia

significativamente diminuita e in conseguenza che il periodo fertile si riduca.
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E il nostro principale proposito per il futuro sulle ripercussioni della Genetica
Clinica in Riproduzione Umana, la possibilita di predire quale sara il periodo
fertile di una donna. In pochi anni di ricerca genetica con microarrays di DNA
sono stati molti i lavori pubblicati sull'associazione di polimorfismi genetici con
determinate malattie ginecologiche. Nel 2002, il nostro gruppo espose l'ipotesi
che esistono geni relazionati con la produzione di estradiolo e in conseguenza,
con molte malattie relazionate con gli estrogeni, ed inizio la raccolta di dati nel
2004 fino a reclutare piu di due mille donne postmenoausiche disposte a
partecipare ad uno studio come volontarie. In esse, pensiamo che la
genotipazione di questi geni candidati permetterebbe di dare risposta a
domande concrete come, ad esempio: “ Esiste un profilo genetico di alta
produzione endogena di estrogeni?”, “Esiste un profilo genetico di
ipersensibilita all'effetto dell'estrogeno?”, “Esiste un profilo genetico inverso
all'anteriore?”, “Quanti elementi compongono ogni profilo?”, “Come si
accordano tra sé?”, “Come si accordano coi fattori di rischio classici?” e “Che
percorsi molecolari seguono?”

Da allora abbiamo osservato che determinati polimorfismi relazionati con gli
estrogeni si associano con malattie o processi ginecologici come l'osteoporosi
postmenopausica, la sindrome di iperestimulazione ovarica, I'anovulazione o la
sterilita. | risultati ottenuti in ognuno degli studi realizzati hanno confermato la
validita della nostra serie per realizzare I'analisi di geni candidati associati ai
differenti fenotipi relazionati col metabolismo degli estrogeni; ed i risultati
epidemiologici ottenuti appoggiano fermamente questa associazione.

Il presente studio pretende di approfondire la conoscenza delle varianti dei geni
relazionati con la durata del periodo riproduttivo, per cercare di assimilarli ai
fattori di rischio associati con I'Insufficienza Ovarica Precoce o la diminuzione
della fertilita. Inoltre, la descrizione dettagliata del gruppo di donne che
parteciparono allo studio, ci permette di conoscere la distribuzione nel nostro
ambiente dei fattori di rischio conosciuti di Insufficienza Ovarica Precoce, come
ad esempio abitudini tossiche, malattie concomitanti, trattamenti ricevuti, e
descrivere l'esistenza di altri parametri scatenanti o protettivi fino ad ora non
studiati.

Esistono alcune difficolta inerenti al carattere multicentrico del lavoro che

limitano il potere dello studio, come la variabilita della popolazione selezionata,
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e pertanto delle sue abitudini igienico-dietetiche, piu le differenze che derivano
dalle determinazioni analitiche. Per cid, abbiamo cercato di minimizzarli
mediante l'elaborazione di un questionario dettagliato, facile da compilare e
comune ai cinque centri, centralizzando I'analisi genetica in un unico laboratorio
situato a Siviglia. L'elevato numero di partecipanti, al contrario, conferisce a
questo studio una notevole possibilita di estrapolare conclusioni.

D'altra parte, I'errore dovuto alla memoria delle donne non pud essere tanto
importante, poiché l'apparizione della prima e dell'ultima mestruazione sono
avvenimenti molto importanti nella vita di una donna che rimangono registrati in

qualunque storia ginecologica.
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La edad de la menarquia en nuestra poblacién ha seguido una tendencia
a adelantarse desde la segunda mitad del siglo pasado, con valores
semejantes a los observados en otros paises de nuestro entorno
europeo, sobre todo en Francia e Italia.

El adelantamiento en la menarquia se corresponde con un aumento
paralelo de la talla de nuestras mujeres, en concordancia también con lo
observado en otros paises de nuestro entorno y explicable, como en
ellos, a la mejora de las condiciones sociosanitarias.

Como era de esperar, y en concordancia con los estudios
epidemioldgicos, la edad de la menopausia ha permanecido estable
durante las mismas décadas en que se valord la edad de la menarquia.
En consecuencia, la ventana fértil de esta poblacion ha aumentado en
estos afos secundaria a un adelanto en la edad de la menarquia.

De los factores epidemiolégicos analizados con la edad de menarquia y
de la menopausia, ninguno de ellos se ha asociado a una disminucion
de la edad de la menopausia.

En contra de lo publicado en otras series, las mujeres con menarquia
temprana no han presentado mas riesgo de cancer de mama, aunque si
muestran un mayor porcentaje en alguno de los rasgos que definen al
sindrome metabdlico, especialmente la obesidad.

El analisis unilocus de los 11 polimorfismos genéticos estudiados en los
genes candidatos ESR1, ESR2, FSHR, CYP19A, NRIP1 Y BMP15 nos
muestra una gran heterogenicidad. La presencia de todos ellos en los
grupos poblacionales comparados (menarquia precoz, menarquia
normal, FOP y menopausia normal) descarta que uno de ellos por si
mismo determine el tiempo de duracion de la ventana fértil.

Nuestros resultados confirman la importancia del gen BMP15 en la
disminucién de la edad de menopausia, aunque esto debe ser visto con
precaucion.

Nuestros resultados sugieren que la variante A180T del gen BMP15 es
un alelo de muy baja frecuencia en la poblacién espafiola, donde no es

suficiente ni necesario para generar un FOP.
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9. En el analisis digénico, observamos una relacién entre la duracion de la
ventana fértil y la interaccién de varias variantes alélicas de los genes
candidatos analizados, fundamentalmente entre ESR2, FSHR y NRIP1.
Esto nos advierte de la naturaleza compleja de estos parametros y de la
necesidad de enfocar el diagndstico genético hacia la interaccion de los

distintos genes entre si y de estos con los factores ambientales.
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CONCLUSIONI

1.

Nella popolazione oggetto di questa tesi, si € osservata un’anticipazione
dell’eta del menarca a partire dalla seconda meta del secolo passato,
registrandosi valori simili agli osservati in altri paesi europei, sopratutto
Francia e ltalia.

L’anticipazione del menarca coincide con un aumento parallelo
dell’altezza delle donne da noi studiate, in concordanza anche con ci6
che si & osservato con altri paesi vicini a noi e spiegabile con Il
miglioramento delle condizioni socio sanitarie.

Come era previsibile e concordando con gli studi epidemiologici, I'eta
della menopausa € rimasta stabile durante gli stessi decenni in cui si
valorata I'eta del menarca. Di conseguenza, il periodo fertile di questa
popolazione € aumentato in questi anni, secondariamente a una
anticipazione dell’eta del menarca.

Nessuna delle caratteristiche epidemiologiche relazionate con l'eta del
menarca e della menopausa si € associata a una diminuzione dell’'eta
della menopausa.

A differenza di quanto si € pubblicato in altri studi, le donne che hanno
avuto un menarca precoce, non hanno presentato piu rischio di
carcinoma mamario, hanno presentato invece una maggiore percentuale
di alcuni tratti che definiscono la sindrome metabolica, sopratutto la
obesita.

L’analisi unilocus degli 11 polimorfismi genetici studiati dei geni
considerati ESR1, ESR2, FSHR, CYP19A, NRIP1 Y BMP15 ci mostra
una grande eterogenita. La presenza de tutti questi polimorfismi nei
gruppi confrontati (menarchia precoce, FOP e menopausa normale),
esclude che uno di loro preso in considerazione da solo possa
determinare la durata del periodo fertile.

| nostri risultati confermano [limportanza del gene BMP 15 nella
diminuzione dell’etd della menopausa, anche se questo dato va

considerato con precauzione.
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8. | nostri risultati suggeriscono che la variante A180T del gene BMP15 é
un allele molto poco frequente nella popolazione spagnola, dove non &
necessario né sufficiente per generare un FOP.

9. Nell'analisi digenico, osserviamo una relazione tra I'eta del menarca e la
interazione di varie variante alleliche, fondalmentalmente dei geni geni
ESR2, FSHR e NRIP1. Questo ci avverte della natura complessa di
questi parametri e della necessita di infocare la diagnosi genetica verso

la interazione dei distinti geni tra loro, e di questi con i fattori ambientali.
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