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1. Resumen 

La insuficiencia ovárica primaria (IOP) es una enfermedad frecuente que se 

caracteriza por amenorrea antes de los 40 años y niveles elevados de 

gonadotropinas. En un estudio previo, efectuado mediante secuenciación de 

siguiente generación (NGS) en 70 genes candidatos, se identificó la mutación 

c.2960C>T (p.Ser987Phe) en el gen que codifica el receptor tipo 2 de las 

proteínas morfogénicas óseas (BMPR2). La mutación estaba localizada en el 

dominio C-terminal, lo que podría modificar su plegamiento y su interacción con 

otras proteínas. Por lo tanto, se evaluó el potencial efecto patogénico de la 

mutación BMPR2-p.Ser987Phe a nivel de la localización subcelular. Las formas 

silvestre y mutante de BMPR2, clonadas en fase con GFP en un plásmido de 

expresión, fueron transfectadas en las células CHO. Las células fueron tratadas 

con un marcador de localización del retículo endoplásmico (RE) y visualizadas en 

un microscopio de fluorescencia para su caracterización y conteo. El conteo 

celular permitió observar en las células transfectadas con la versión mutante, un 

aumento estadísticamente significativo de agregados localizados en el RE, 

evidenciando un patrón diferencial de retención perinuclear. La falta de 

biodisponibilidad potencial de BMPR2 en la membrana celular, debido a la 

retención proteica producida por la mutación p.Ser987Phe, podría perturbar las 

vías de señalización intracelular. Por lo tanto, se propuso una relación funcional 

entre la mutación c.2960C>T y la etiología de la IOP. Además, se realizó un 

tamizaje de las potenciales proteínas de interacción con BMPR2, mediante el 

ensayo de doble híbrido en levaduras (Y2H), utilizando una librería de ovario de 

ratón. Se identificaron cuatro proteínas con una muy alta probabilidad de 

interacción: Limk1, Ctnnd1, Fasn y Fn1. Se deben realizar estudios funcionales 

para validar estas interacciones con proteínas humanas y para evaluar el potencial 

efecto de la mutación p.Ser987Phe en la perturbación de las interacciones.    
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2. Introducción 

La insuficiencia ovárica primaria (IOP) es una enfermedad frecuente que causa 

infertilidad en 1% al 2% de las mujeres menores de 40 años. Aproximadamente el 

80% de los casos son idiopáticos, lo cual sugiere una etiología genética. BMPR2 

es un receptor quinasa tipo II de la proteína morfogénica ósea, miembro de la 

superfamilia de receptores de factores de crecimiento transformante beta (TGF-β). 

Está involucrado en varios procesos celulares como la diferenciación y la 

proliferación celular, la osteogénesis, la homeostasis y la apoptosis. En un 

contexto ovárico BMPR2 se expresa en las células de la granulosa y participa en 

la vía de señalización BMP/SMAD, a través de la unión de los ligandos BMP15 y 

GDF9 con el complejo BMPR2-ALK4/5/7-ALK6. Considerando que mutaciones 

identificadas en BMP15 se han relacionado con la IOP, se hipotetizó que una 

mutación de BMPR2, descrita previamente por nuestro grupo, podría causar la 

enfermedad.  

En la presente tesis se evaluó el impacto funcional de la mutación p.Ser987Phe de 

BMPR2.  Se realizó un ensayo de localización subcelular utilizando la proteína de 

marcaje GFP. También se identificaron proteínas de interacción que podrían estar 

relacionadas con BMPR2 en la fisiología del ovario.  
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3. Marco teórico 

3.1. Foliculogénesis 

3.1.1 Etapas del desarrollo folicular 

 

El folículo es la unidad funcional básica del ovario el cual consiste en un oocito 

rodeado por células de la granulosa y de la teca (Elvin & Matzuk, 1998). Durante la 

embriogénesis (semana 4 de la gestación en los humanos) los folículos son 

producidos a partir de un ‘pool’ de células germinales primordiales que migran 

hacía la gónada en formación para constituir las oogonias. En la semana 20 de 

gestación se estima un número aproximado de 7 millones de oogonias en el ovario 

en desarrollo (Persani et al., 2010). Estas estructuras sufren posteriormente 

sucesivas divisiones mitóticas antes de entrar en meiosis I, progresando hasta la 

fase diploteno de profase I, ya como oocitos, cuando ocurre un arresto meiótico 

(Grive & Freiman, 2015). 

 

Muchos de los oocitos sufren muerte celular por apoptosis, en tanto los restantes 

son rodeados por una capa de células somáticas de la pre-granulosa, 

constituyendo así un ‘pool’ de folículos primordiales (Cohen & Holloway, 2010). 

Este ‘pool’ se ve drásticamente disminuido por atresia desde el nacimiento. En ese 

momento la reserva ovárica consta alrededor de 1 millón de folículos primordiales. 

En la pubertad el número de folículos se reduce hasta 300.000 de los cuales 

únicamente 400-500 son ovulados antes de la menopausia (Persani et al., 2010).  

 

Los folículos se desarrollan en diferentes etapas cambiando su morfología y el 

número y el tipo de células que los componen (McGee & Hsueh, 2000). Este 

proceso puede resumirse en cuatro etapas: iniciación del crecimiento folicular, 

crecimiento folicular basal, selección de un folículo a partir de un ‘pool’ y 

maduración del folículo pre-ovulatorio (Gougeon, 2010). Una vez que se establece 

la reserva ovárica después del nacimiento, un pequeño grupo de folículos es 

susceptible de iniciar la fase de crecimiento que finalizará con la ovulación y la 
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fertilización. Este proceso continúa a lo largo de la vida de la mujer hasta la 

menopausia, cuando la reserva ovárica se extingue, cesando de esa forma la 

foliculogénesis y la ovulación (Hutt & Albertini, 2007).  

 

Durante la fase inicial del crecimiento folicular, también conocida como fase pre-

antral, el oocito experimenta un incremento en su volumen junto con la 

proliferación de células de la granulosa (CG). El intercambio bidireccional de 

moléculas de señalización entre esta capa de células y el oocito es esencial para 

el adecuado crecimiento y desarrollo del folículo después del nacimiento (Grive & 

Freiman, 2015). Sin embargo, el oocito por si solo también cumple con una función 

activa en cuanto a dirigir el desarrollo folicular, a través de la síntesis de moléculas 

que regulan la proliferación y la diferenciación de las CG. Además, participan en el 

reclutamiento de las células de la teca (CT) y en la secreción de componentes de 

la matriz extracelular (Eppig et al., 2002; Hussein et al., 2005; Hutt & Albertini, 

2007). 

 

El crecimiento folicular pre-antral es independiente del estímulo hormonal y su 

regulación involucra principalmente la comunicación paracrina entre la granulosa y 

el oocito, así como la producción local de factores de crecimiento tales como el 

factor 9 de diferenciación del crecimiento (GDF9) y la proteína morfogénica ósea 

15 (BMP15) (Edson et al., 2009; Gougeon, 2010; Hanrahan et al., 2004). En esta 

etapa del desarrollo se forma la zona pelúcida en los folículos primordiales y las 

CG cambian su morfología de plana a cuboide, dando lugar a los folículos 

primarios (Wassarman et al., 1996). Estas estructuras progresan hacia folículos 

secundarios al rodearse de dos o más capas de CG. En este punto del desarrollo, 

células diferenciadas del estroma se alinean paralelamente entre sí cerca de la 

lámina basal para constituir la capa de CT. El folículo aumenta aún más de 

tamaño y la capa de la teca se estratifica y diferencia en dos grupos: células de la 

teca externa e interna. Las células de la teca interna toman una forma parecida a 

las células epiteliales, siendo referidas como células epiteloides. En este momento 
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el folículo secundario es definido como pre-antral. Cuando se desarrolla una 

cavidad llena de fluido (conocido como líquido folicular) el folículo evoluciona hacia 

la etapa antral temprana. Desde este momento las CG que rodean el oocito 

constituyen el cúmulo oóforo (Gougeon, 2010).  

 

Durante el desarrollo folicular antral hay un aumento en la vascularización y la 

permeabilización de los vasos sanguíneos lo que intensifica la producción de 

líquido folicular. Esto permite que el fluido antral sirva como fuente importante de 

sustancias reguladoras derivadas de la sangre o de secreciones de las células 

foliculares como las gonadotropinas, los esteroides, las enzimas y los factores de 

crecimiento (Van Den Hurk & Zhao, 2005). La progresión hacia el desarrollo del 

folículo antral es dependiente de la hormona folículo estimulante (FSH), secretada 

por la glándula hipófisis. Se observa el cese del crecimiento oocitario y la 

proliferación y la diferenciación de las CG así como la adquisición de la 

competencia para completar la meiosis (Hutt & Albertini, 2007). Aparecen 

entonces dos poblaciones de CG: las células murales de la granulosa, que son 

críticas para la esteroidogénesis y la ovulación, y las células del cúmulo que 

rodean el oocito  (Edson et al., 2009). La FSH es un regulador clave en la 

interacción entre las células del cúmulo y el oocito para que transcurra y se 

complete el desarrollo folicular antral (Hutt & Albertini, 2007). 

 

Durante las etapas folicular antral y pre-ovulatoria existe un reclutamiento de los 

folículos antrales que continuarán con su desarrollo hasta la selección de un 

folículo dominante, el cual estará destinado a ovular, a expensas de la cohorte de 

folículos restantes que sufrirán atresia. Precisamente la sobrevivencia del ‘pool’ de 

folículos antrales y finalmente del folículo dominante recae en gran medida en la 

FSH al prevenir su atresia espontánea. En efecto, la hormona luteinizante (LH) por 

sí sola no puede hacerlo (Markström et al., 2002). El paso a la fase folicular pre-

ovulatoria para la selección del folículo dominante está caracterizado por una 

disminución en los niveles de FSH y por un pico de secreción de la LH, conocida 

como la fase lútea. Esta condición es determinante para la inducción de la 
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ovulación. Los folículos antrales deben estar en capacidad de responder ante tal 

estimulo por lo que hay un aumento en la expresión de los receptores para la LH 

(Baerwald et al., 2012; Gougeon, 2010).  

 

3.1.2 Regulación de la función ovárica 

 

Desde el nacimiento cuando el oocito inicia el arresto en profase de la primera 

división meiótica, se rodea de células somáticas para constituir los folículos 

primordiales. Durante las siguientes etapas de la foliculogénesis se genera una 

asociación estrecha entre el oocito y esta capa de células circundantes para 

producir un oocito competente para la fertilización. La acción de las 

gonadotropinas es esencial para regular este proceso (Eppig, 1991; Eppig et al., 

2002). La regulación involucra mecanismos paracrinos, autocrinos (intrínsecos del 

ovario) y endocrinos originados en la secreción hormonal de la hipófisis. El estadio 

folicular pre-antral se caracteriza por responder (y no depender) de la acción de 

las gonadotropinas e involucra principalmente la producción de factores solubles 

por parte del oocito, las CG y las CT. Por su parte, los estadios folicular antral y 

preovularorio son dependientes de la secreción de gonadotropinas (Hutt & 

Albertini, 2007; McGee & Hsueh, 2000; Orisaka etal., 2009). 

 

Tanto en la proliferación de los folículos primordiales como durante el desarrollo 

folicular temprano hay una estrecha comunicación entre el oocito y las células que 

lo rodean. Uno de los sistemas observados en esta comunicación es el KIT/KIT- 

ligando (KITL). KIT es un receptor tipo tirosina-quinasa localizado en la membrana 

del oocito, mientras que KITL es un factor de crecimiento expresado por las CG 

(Edson et al., 2009; Hutt, 2006). Esta interacción permite la formación, la 

proliferación y el reclutamiento inicial de los folículos primordiales, al igual que 

promueve la supervivencia y el crecimiento oocitario. Por lo tanto, es esencial para 

la iniciación de la fase de crecimiento folicular a partir del ‘pool’ primordial 

(Driancourt et al., 2000; Gosden, 2002; Matzuk, 2002).  
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En respuesta a la estimulación por KITL los oocitos expresan proteínas implicadas 

en el desarrollo folicular pre-antral como los factores de crecimiento de fibroblastos 

(FGFs) y dos miembros de la superfamilia de factores de crecimiento 

transformante (TGF-β): el factor de crecimiento y diferenciación 9 (GDF9) y la 

proteína morfogénica ósea 15 (BMP15). En la transición de folículo primario a 

secundario la síntesis de FGFs promueve la proliferación y la diferenciación de las 

CG, a lo cual contribuye GDF9 y BMP15 (Emori & Sugiura, 2014). Se ha sugerido 

que GDF9 es un factor importante, no solamente para la proliferación de las CG, 

sino también para el reclutamiento de las CT (Carabatsos et al., 1998; Gilchrist et 

al., 2004; Vitt et al., 2000). Además, la acelerada tasa de crecimiento observada 

en los oocitos de animales deficientes en GDF9 permitió postular que este factor 

puede estar implicado en una vía de retroalimentación negativa para regular el 

crecimiento oocitario (Combelles & Albertini, 2003). Un mecanismo que explica 

este efecto plantea a GDF9 como regulador negativo de la expresión de KITL en 

las CG (Joyce et al., 1999). BMP15 por su parte estimula la expresión de KITL 

mientras que KITL, regula negativamente la expresión de BMP15 creando un 

circuito de retroalimentación negativa paracrina entre las CG y el oocito (Otsuka & 

Shimasaki, 2002). 

 

Además de la síntesis de los factores de crecimiento locales en el ovario que 

regulan de manera paracrina y autocrina el desarrollo folicular pre-antral, es de 

vital importancia la comunicación física entre el oocito y su entorno (Hutt & 

Albertini, 2007). Esto es posible a través de canales intercelulares denominados 

uniones comunicantes (gap junctions) los cuales están conformados, entre otros, 

por conexinas que constituyen una vía directa entre el citoplasma de las CG y el 

oocito. De este modo se facilita el transporte de moléculas y factores como los ya 

mencionados para facilitar el desarrollo folicular (Kidder & Mhawi, 2002).  

 

Como resultado de estos eventos los folículos adquieren las características 

fenotípicas definitivas al final del estadio secundario y responder a la secreción 
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cíclica de las gonadotropinas circulantes (FSH y LH) y ejercer la transición a los 

estadios folicular antral y pre-ovulatorio. En el estadio folicular secundario las CG 

ya han expresado en su membrana los receptores para la FSH (FSHR) que son 

importantes para la proliferación promoviendo la producción creciente de 

estrógenos (Senbon et al., 2003). Las activinas estimulan la expresión de los 

FSHR en las CG e inhiben la expresión de los receptores para la LH (LHCGR) en 

las CT, de tal manera que la unión de la FSH a su receptor promueve la 

aromatización de los andrógenos a estrógenos. A medida que las CG continúan la 

proliferación y la diferenciación durante el estadio folicular antral, prosigue la 

formación del antro junto con la producción de líquido folicular, lo cual está 

acompañado por la acción sinérgica de la FSH y los estrógenos (de Kretser et al., 

2002; Hillier, 2009). El líquido folicular proporciona el medio necesario para la 

maduración y el desarrollo folicular, puesto que es rico en nutrientes, factores de 

crecimiento, citoquinas y hormonas, siendo en esta fase los estrógenos la 

hormona esteroidea dominante (Van Den Hurk & Zhao, 2005). 

 

Al final de este estadio del desarrollo cuando las concentraciones de estrógenos 

son elevadas se induce la expresión de inhibinas y de folistatina cuyo efecto 

inmediato es la disminución de las concentraciones de las activinas en el folículo 

antral. Esto permite la expresión de los LHCGR en las CT que en contacto con la 

LH circulante promueve la expresión de andrógenos a partir del colesterol, 

generando así un mecanismo de retroalimentación positiva entre las CG y las CT 

(Hillier, 2009; Knight et al., 2012). Según la teoría “dos células dos 

gonadotropinas” la comunicación paracrina entre estos dos tipos celulares permite 

que se regule la síntesis de estrógenos, ya que los andrógenos producidos en 

respuesta a la LH en las CT pueden convertirse en estrógenos en las CG, a través 

de la aromatización inducida por la FSH (Howles, 2000). 

 

La función de supervivencia de la FSH se asocia a la estimulación del 

reclutamiento de un grupo de folículos antrales los cuales escapan a la apoptosis. 

El reclutamiento es cíclico y se inicia a partir de la pubertad durante cada ciclo 
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reproductivo. Dentro de esta cohorte únicamente un folículo será elegido como 

dominante para ser ovulado (McGee & Hsueh, 2000). Este producirá mayores 

niveles de estrógenos e inhibinas generando así un efecto de retroalimentación 

negativa sobre la secreción de la FSH. De esta forma habrá una selección 

negativa sobre los demás folículos subordinados de la cohorte llevándolos a 

atresia, mientras que el folículo dominante prosigue su desarrollo pre-ovulatorio 

(Gougeon, 2010; Hillier, 2009; Markström et al., 2002). 

 

Paralelamente, el folículo dominante produce elevados niveles de factores de 

crecimiento, tanto paracrinos como autocrinos, para estimular el incremento en la 

vascularización y en la respuesta a la FSH. Consecuentemente, aumenta la 

expresión de FSHR y LHCGR en las CG del folículo seleccionado, asegurando el 

desarrollo y la supervivencia del mismo para una eventual ovulación. Ante la 

presencia de LHCGR en las CG, el folículo pre-ovulatorio puede responder al pico 

de secreción de la LH en la fase lútea, resultando en un oocito detenido en 

metafase II con capacidad de ser fertilizado (McGee & Hsueh, 2000). Al término de 

la ovulación el remanente del folículo dominante es estimulado por la LH para 

diferenciarse en el cuerpo lúteo, cuya producción de esteroides (especialmente 

progesterona), desempeña funciones importantes en los estadios iniciales del 

embarazo como la preparación del endometrio, como medio de soporte y de 

alimentación del embrión (Devoto et al., 2009). 

 

3.1.3 Aspectos moleculares de la foliculogénesis 

 

Los modelos de ratón knockout (KO) han permitido definir genes clave en varias 

etapas del desarrollo folicular. Por ejemplo, el gen NOBOX codifica para un factor 

de transcripción específico de las células germinales oocitarias, cuya función es 

esencial en la etapa inicial de la foliculogénesis. Hay evidencia de que NOBOX 

regula directa o indirectamente la expresión de otros genes, ya que en modelos 

KO se ha evidenciado la sub-regulación de la expresión de varios genes 
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preferencialmente expresados en el ovario como Gdf9, Bmp15, Mos y Oct4 (Choi 

& Rajkovic, 2006). 

 

La hormona antimulleriana (AMH) también interviene en el inicio del desarrollo 

folicular, ya que ejerce un rol inhibitorio en la transición de folículo primordial a 

primario. AMH es miembro de la super-familia de factores de crecimiento 

transformante β (TGFβ). Está presente en las células de la granulosa de folículos 

primarios y de folículos en crecimiento en los ovarios de ratón (Durlinger et al., 

2002; Weenen et al., 2004). Se ha propuesto que la AMH tiene un efecto 

inhibitorio en el crecimiento folicular, atenuando la sensibilidad de los folículos a la 

FSH. Esto se asocia a la disminución del número de folículos reclutados en cada 

ciclo (Durlinger et al., 2001). En humanos no se conocen aún los mecanismos 

moleculares exactos de la AMH. Sin embargo, se cree que puede tener un efecto 

dominante negativo sobre alguna proteína de la cascada TGFB (Choi & Rajkovic, 

2006).  

 

Forkhead box L2 (FOXL2) es un miembro de la familia de factores de transcripción 

con un dominio forkhead de unión al ADN, localizado en el promotor de genes 

blanco importantes en el desarrollo folicular (Kaestner et al., 2000; Lehmann et al., 

2003). FOXL2 se expresa en las células de la pre-granulosa de los folículos 

primordiales siendo esencial para su diferenciación y para el mantenimiento del 

ovario (Schmidt, 2004). Además, FOXL2 reprime la actividad del promotor del gen 

regulador esteroidogénico (Star), encargado de la movilización y transporte de 

precursores de colesterol en la membrana interna mitocondrial, esenciales para la 

síntesis de hormonas esteroideas con importante función en la foliculogénesis. 

FOXL2 se expresa durante todo el desarrollo folicular hasta la edad adulta 

(Laissue, 2017). 

 

Las neurotrofinas y sus receptores tienen varias funciones en la diferenciación y la 

supervivencia de las neuronas del sistema nervioso central y periférico. Sin 

embargo, también se expresan en otros tejidos donde ejercen diferentes 
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funciones. En el ovario tienen una función importante en la diferenciación y en la 

proliferación de las células somáticas que rodean el oocito, durante el desarrollo 

temprano de la foliculogénesis. Estas funciones han sido evaluadas en modelos 

de ratones knockout (Ojeda et al., 2000). En el ovario se expresa el factor de 

crecimiento del nervio (NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), 

la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4/5 (NT4/5), y sus respectivos recetores 

(P75NTR, TRKA, TRKB y TRKC). La vía de señalización NGF-TRKA, junto con la 

interacción de GDF9 y KITL, es necesaria para el desarrollo de los folículos 

primordiales. Por su parte la respuesta generada por NT4/5 y BDNF a través de su 

receptor TRKB permite la proliferación de las células de la granulosa, siendo 

claves en las etapas foliculares tempranas (Choi & Rajkovic, 2006). 

 

Los miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) como 

FGF2 y FGF7 también desempeñan funciones mitogénicas y angiogénicas en 

múltiples tejidos y órganos, incluido el ovario. FGF2 se expresa en folículos 

primordiales y en crecimiento, al igual que en las células de la granulosa 

regulando una gran variedad de funciones ováricas incluyendo crecimiento celular, 

desarrollo de los folículos primordiales y estabilización del folículo (Obara et al., 

2005; Ortega et al., 1998). Por su parte, la expresión de FGF7 se ha detectado en 

células de la teca estimulando la proliferación de las células de la granulosa 

durante el desarrollo folicular. Ambos factores de crecimiento inducen la expresión 

de KITL amplificando sus efectos en el crecimiento oocitario (Kezele et al., 2005; 

Parrott et al., 1994). 

 

El factor inhibitorio de la leucemia (LIF) es otro producto génico cuya función es 

muy importante en la función ovárica. Se trata de una glicoproteína citoquina 

multifuncional expresada en varios tejidos incluidos el útero, el pulmón y la 

hipófisis, entre otros. Este factor es secretado al líquido folicular y su 

concentración aumenta a medida que avanza el desarrollo folicular (Humaidan et 

al., 2011; Ozornek et al., 1999). En el ovario de ratón se ha detectado su 

presencia en células de la granulosa de folículos primordiales y primarios, y como 
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sucede con FGF2/7, promueve el incremento de los niveles de mRNA de KitL en 

cultivos de células de granulosa. Sin embargo, LIF no induce la proliferación de 

estas células, sugiriendo su participación indirecta en la transición folicular 

mediante la expresión de KITL (Richter, 2008; Stewart & Cullinan, 1997). 

 

Las primeras etapas de la foliculogénesis son críticas para la maduración y 

selección del folículo dominante en cada ciclo. Muchos de los genes involucrados 

en el ovario son expresados en la foliculogénesis temprana formando una red 

compleja de mecanismos moleculares y celulares. Identificar estos genes para 

aproximarse a la comprensión de estos mecanismos, ha sido posible gracias a los 

modelos knockout realizados en ratón/rata y a los análisis de transcriptómica en 

ovarios de ratón recién nacido/gónadas embrionarias, así como el uso de las 

tecnologías de secuenciación masiva de siguiente generación (NGS) (Matzuk & 

Lamb, 2008). 

 

3.2 Insuficiencia ovárica primaria (IOP) 

3.2.1 Definición 

La insuficiencia ovárica primaria (IOP) es una de las causas más frecuentes de la 

infertilidad femenina, dado el deterioro progresivo de la función ovárica antes de 

los 40 años de edad, afectando aproximadamente al 1.5% de las mujeres a nivel 

mundial (Luborsky et al., 2003). La IOP se define como el cese de la menstruación 

durante al menos 4 meses, con hipoestrogenismo y niveles elevados de FSH (>25 

UI/l) y de LH (Fortuño & Labarta, 2014; Laissue, 2017; Qin et al., 2015). 

 

3.2.2 Epidemiología 

La IOP es una enfermedad frecuente y su prevalencia aumenta con la edad, 

afectando aproximadamente 1 de cada 10000 mujeres antes de los 20 años de 

edad (0,01%), 1 de cada 1000 mujeres menores de 30 años (0,1%) y 1 de cada 

100 mujeres menores de 40 años (1%) (Fortuño & Labarta, 2014). Se estima que 
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para mujeres con amenorrea primaria la prevalencia es del 10% al 28% y para 

mujeres con amenorrea secundaria del 4% al 18% (Ebrahimi & Asbagh, 2011; D. 

Goswami & Conway, 2005). La IOP puede clasificarse en esporádica y familiar, 

siendo la mayoría de casos de aparición esporádica. Sin embargo, 

aproximadamente del 10% al 15% presentan un familiar afectado en primer grado 

(Qin et al., 2015). 

 
3.2.3 Etiología 

La IOP puede originarse según diferentes mecanismos que involucran defectos en 

la fisiología del ovario. Puede ser causado por la disminución inicial en el pool de 

folículos primordiales, por un proceso acelerado de atresia folicular o por una 

alteración en el reclutamiento o la maduración de los folículos primordiales 

(Persani et al., 2010). Las causas de la IOP son heterogéneas e incluyen factores 

iatrogénicos, autoinmunes, infecciosos, cromosómicos y genéticos. Sin embargo, 

más del 50% de los casos son idiopáticos (D. Goswami & Conway, 2005). Los 

mecanismos moleculares involucrados en la función ovárica son complejos, 

muchos de los cuales no se han explorado y son regulados por una gran cantidad 

de genes, lo cual puede explicar una parte de los casos sin etiología conocida.       

 
3.2.3.1 Causas iatrogénicas 

Las principales causas iatrogénicas relacionadas con la IOP son la quimioterapia, 

la radioterapia y la cirugía pélvica. El tratamiento contra condiciones neoplásicas 

reduce significativamente la función ovárica, induciendo apoptosis de los folículos 

maduros. Así mismo, la estructura y la función de las células de la granulosa y de 

los oocitos son afectadas por los agentes quimioterapéuticos (D. Goswami & 

Conway, 2005). Los agentes alquilantes son los que generan un mayor riesgo y 

citotoxicidad, incluso si el ovario se encuentra en estado de reposo. La tasa de 

atresia folicular depende tanto del nivel de exposición y la dosis como de la edad 
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(Ebrahimi & Asbagh, 2011). Los agentes empleados en la quimioterapia conllevan 

a la IOP en aproximadamente el 40% de las mujeres (Cox & Liu, 2014).  

El efecto de la radioterapia depende de la edad y el tiempo de exposición. La 

radiación directa en la pelvis de la mujer acelera el proceso de atresia folicular, 

incluso con protección del área tratada (Kokcu, 2010). El ovario prepuberal es 

relativamente resistente a este tipo de efecto gonadotóxico (Beerendonk & Braat, 

2005). La mayoría de las cirugías pélvicas tienen el potencial de afectar la función 

ovárica, debido a la disminución del suministro sanguíneo o causando inflamación 

en el área (D. Goswami & Conway, 2005). 

3.2.3.2 Causas autoinmunes 

Las causas autoinmunes relacionadas con IOP se deben probablemente a 

factores ambientales o genéticos que inician, entre otras, la respuesta inmune e 

involucran el complejo mayor de histocompatibilidad, las citoquinas, la inmunidad 

celular y la inmunidad humoral. Los mecanismos autoinmunes explican la 

patogénesis del 4 al 30% de los casos (Bakalov et al., 2005; Ebrahimi & Asbagh, 

2011). Para la identificación de la etiología autoinmune de la IOP se debe tener en 

cuenta la presencia de ooforitis linfocitaria, la presencia de anticuerpos contra el 

ovario y los desórdenes autoinmunes asociados (Bakalov et al., 2005; Hoek et al., 

1997). 

La IOP también está relacionada con diferentes enfermedades autoinmunes tanto 

endocrinas como no endocrinas. Los trastornos endocrinos incluyen el 

hipotorioidismo (25%), la enfermedad de Addison (3%) y la diabetes mellitus (3%), 

entre otros. En cuanto a los desórdenes no endocrinos asociados a la IOP se 

encuentran la enfermedad de Chron, el vitíligo, la anemia perniciosa, el lupus 

eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, la miastenia gravis y la 

trombocitopenia purpura, entre otros (Dragojevic-Dikic et al., 2010; Goswami & 

Conway, 2007).  
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Aproximadamente el 3% de las mujeres con IOP tienen disfunción endocrina 

asociada conocida también como síndrome poli-glandular autoinmune (SPA) tipo I 

y II. El síndrome tipo I es una enfermedad rara de herencia autosómica recesiva 

caracterizado por autoinmunidad múltiple de órganos específicos, secundaria a 

anti-anticuerpos dirigidos contra enzimas intracelulares claves en el mecanismo 

inmune. La IOP en la forma de amenorrea primaria se desarrolla en el 60% de los 

casos de SPA tipo I. Por su parte, SPA tipo II es un desorden autosómico 

dominante asociado con falla gonadal en el 4% de los pacientes. La enfermedad 

de Addison es un componente de ambos tipos de SPA y aproximadamente el 10% 

de las mujeres con esta enfermedad tienen IOP (Ebrahimi & Asbagh, 2011; 

Lebovic & Naz, 2004; Russell & Robboy, 2004).  

3.2.3.3 Causas infecciosas 

La parotiditis se ha asociado directamente con la IOP, aunque la incidencia es 

desconocida. En la mayoría de los casos después de recuperarse de la parotiditis, 

la función ovárica retorna a la normalidad (D. Goswami & Conway, 2005). 

Adicionalmente hay reportes de infecciones causadas por agentes virales y 

microbianos, tales como la tuberculosis, la varicela, el citomegalovirus, la malaria y 

la shigella, asociadas a la IOP (Ebrahimi & Asbagh, 2011; Panay & Kalu, 2009). 

 

3.2.3.4 Causas genéticas 

Aproximadamente del 50% al 80% de los casos de IOP son idiopáticos, lo cual 

sugiere la participación de factores genéticos (Conway, 2000; D. Goswami & 

Conway, 2007). Se han identificado diferentes causas genéticas en los autosomas 

y en el cromosoma X, que incluyen anomalías cromosómicas (numéricas y 

estructurales) y variantes de secuencia que pueden originar IOP sindrómica o no 

sindrómica (Chapman et al., 2015; Lacombe et al., 2006; Laissue, 2015, 2017; 

Laissue et al., 2008; Persani et al., 2010). Aprovechando herramientas como el 

análisis de ligamiento en familias, ha sido posible identificar varios genes 
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candidatos que podrían explicar el origen de la IOP. Mutaciones detectadas en 

estos genes han sido luego validadas funcionalmente (Chapman et al., 2015; 

Fortuño & Labarta, 2014; Jin et al., 2012; Laissue, 2015, 2017). Los genes cuya 

función es importante en la fisiología ovárica son particularmente interesantes, ya 

que las mutaciones identificadas en ellos pueden contribuir a la etiología de la IOP 

(Laissue, 2017). 

 
3.2.3.4.1 IOP sindrómica 

Síndrome de Turner (ST) 

La pérdida parcial o completa del cromosoma X es el principal defecto 

cromosómico en humanos. Esta monosomía, la única compatible con la vida, se 

asocia a IOP y se caracteriza principalmente por disgenesia ovárica, estatura baja, 

cuello corto y alado, entre otras anormalidades propias de la enfermedad 

(Ebrahimi & Asbagh, 2011). En el 50% de los casos el cariotipo es 45,X y se 

produce con una frecuencia aproximada de 1:2500 mujeres nacidas vivas (Hook & 

Warburton, 2014; Persani et al., 2010; Sybert & McCauley, 2004). 

En mujeres con ST la pérdida oocitaria ocurre principalmente en las etapas 

tempranas de la profase meiótica y del desarrollo ovárico, resultando en una 

disgenesia ovárica y amenorrea primaria con elevados niveles de FSH, desde la 

infancia (Fechner et al., 2006). El fenotipo de esta monosomía puede explicarse 

por la haploinsuficiencia de los genes involucrados en la función ovárica, que 

escapan a la inactivación del cromosoma X (Laissue, 2015; Persani et al., 2010; 

Zinn & Ross, 1998).  

 

Otras anomalías del cromosoma X  

Los defectos relacionados al cromosoma X han sido ampliamente reconocidos 

como una causa frecuente de varias formas de IOP familiar y esporádica. Defectos 

estructurales en el cromosoma X involucran deleciones, isocromosomas y 
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translocaciones balanceadas (R. Goswami et al., 2003). Se han identificado 

regiones en el brazo largo del cromosoma X, críticas para la función ovárica, las 

cuales están asociadas con deleciones intersticiales (IOP1: Xq23-Xq27) y con 

puntos de ruptura de translocaciones balanceadas (IOP2: Xq13-Xq21) (Tharapel 

et al., 1993; Toniolo, 2006). Se ha propuesto que la región IOP2 gobierna las 

regulaciones epigenéticas que reducen o anulan la expresión de los genes 

autosómicos en los oocitos durante la maduración folicular (Rizzolio et al., 2006; 

Rizzolio et al., 2007).  

Casi todas las deleciones distales que se originan en la región Xq13 están 

asociadas con amenorrea primaria, falta de desarrollo de la glándula mamaria y 

falla ovárica completa (Simpson, 2008). Por el contrario, las deleciones en las 

regiones Xq25 y Xq26 (IOP1) se caracterizan generalmente por causar el fenotipo 

clásico de IOP (Simpson & Rajkovic, 1999). Múltiples genes en el cromosoma X 

han sido identificados por los puntos de ruptura en eventos de translocaciones X-

autosoma, lo cual genera la disrupción de loci relevantes que contienen genes 

cuya expresión está alterada. Algunos de estos genes son DIAPH2 (Xq22), 

XPNPEP2 (Xq25), DACH2 (Xq21.3), POF1B (Xq21.1), CHM (Xq21.1), COL4A6 

(Xq22.3) y BMP15 (Xp11.2), entre otros (Qin et al., 2015).  

Síndrome del X frágil 

Este síndrome es un trastorno de herencia dominante ligado al cromosoma X con 

penetrancia incompleta y una prevalencia de 1/4000 en hombres y 1/6000 en 

mujeres. Es la causa hereditaria más común de retraso mental y retraso del 

desarrollo (Biancalana et al., 2004). Esta enfermedad es causada por la expansión 

de más de 200 repeticiones del trinucleótido CGG en la región 5’ UTR del gen 

FMR1 (Fragile X mental retardation 1), el cual se localiza en la región Xq27.3. La 

expansión de trinucleótidos por fuera del rango normal, conduce al silenciamiento 

del gen FMR1 mediante su metilación. Los alelos premutados, definidos entre 50 y 

200 repeticiones, tienen un alto riesgo de expandirse en la próxima generación 

convirtiéndose en una mutación patogénica. La prevalencia de mujeres portadoras 
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de premutaciones en FMR1 en la población general es 1/100 (Hagerman & 

Hagerman, 2002; Van Esch, 2006) y aproximadamente del 16% al 26% de 

portadoras desarrollan IOP (Sullivan et al., 2005; Wittenberger et al., 2007).  

La proteína FMR1 se ha identificado en las células germinales ováricas del feto, al 

igual que en las células de la granulosa de folículos en maduración (Hergersberg 

et al., 1995; Mientjes et al., 2006). La asociación de la premutación de FMR1 e 

IOP se puede explicar por el efecto supresor de la transcripción que ejerce la 

proteína FMR1 al unirse a diferentes ARNm. Por lo tanto, su sobreexpresión 

puede afectar la expresión de genes implicados en el desarrollo del oocito, lo cual 

resulta en una disminución del tamaño del pool folicular inicial (Cordts et al., 2011; 

Dixit et al., 2010). Otra hipótesis se refiere a la acumulación de ARNm de FMR1 

mutado que puede tener un efecto tóxico prolongado en el ovario y atresia folicular 

excesiva (Wood & Rajkovic, 2013). 

Galactosemia 

La galactosemia es una enfermedad autosómica recesiva rara que ocurre debido a 

la deficiencia de la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT), la cual es 

importante para la función normal del ovario. La prevalencia de IOP en pacientes 

con galactosemia es del 60% al 70% (Laml et al., 2002). Entre el 80% y el 90% de 

pacientes con mutaciones homocigotas en GALT que reducen o eliminan su 

función, muestran un fenotipo severo con IOP (Rubio-Gozalbo et al., 2010). Más 

de 150 mutaciones han sido identificadas, siendo las más comunes p.Gln188Arg y 

p.Lys285Asn (Calderon et al., 2007). La relación entre esta enfermedad e IOP no 

es clara. Sin embargo, puede ser debida al efecto tóxico de la galactosa que se 

acumula en las estructuras foliculares, produciendo atresia (Banerjee et al., 2012).  

Síndrome de BPES 

Blefarofimosis-Ptosis-Epicanto inverso (BPES) es un síndrome pleiotrópico de 

carácter autosómico dominante, caracterizado principalmente por anomalías 

palpebrales y craneofaciales. Cuando esta condición está asociada con IOP, se 
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considera BPES tipo I, en tanto cuando no se asocia y la función ovárica y 

fertilidad son normales, se considera BPES tipo II (Crisponi et al., 2001). El gen 

FOXL2 (forkhead transcription factor L2) codifica para una proteína nuclear 

miembro de la familia de factores de transcripción forkhead. FOXL2 está 

compuesto por un dominio de unión al ADN tipo hélice y por un dominio con un 

tracto de poli-alanina de 14 residuos, el cual es esencial para la actividad 

represora de la proteína (Persani et al., 2010). Modelos murinos knockout Foxl2-/- 

han demostrado la importancia de este gen en la función ovárica, ya que se 

expresa en las células de la granulosa y promueve su diferenciación, así como el 

mantenimiento post-natal del ovario (Schmidt, 2004; Uda et al., 2004).  

Más de 260 mutaciones en FOXL2 son conocidas por estar asociadas con ambos 

tipos de BPES, lo cual evidencia el efecto pleiotrópico del gen. Aproximadamente 

el 80% de las mutaciones identificadas en FOXL2 son intragénicas y están 

relacionadas con BPES tipo I. Se han identificado mutaciones tipo missense, 

nonsense, frameshift, deleciones inframe y duplicaciones. Las mutaciones que 

generan expansiones en el tracto de alaninas están preferencialmente asociadas 

con BPES tipo II (Persani et al., 2010).  

Se evidenció también que el gen regulador esteroidogénico agudo (STAR), cuyo 

producto proteico es un marcador de la diferenciación de las células de la 

granulosa (CG), es el blanco directo de FOXL2, el cual reprime la expresión de 

STAR. Mutaciones en FOXL2 que producen una proteína truncada sin la cola poli-

A, afectan su actividad represora, lo cual conduce a BPES y a disfunción ovárica, 

debido a la aceleración de la diferenciación de las CG y a una depleción del pool 

de folículos primordiales (Pisarska et al., 2004). A pesar de la asociación de 

FOXL2 con BPES, también se ha sugerido como gen candidato para IOP no 

sindrómico. Se han identificado varias mutaciones en casos de IOP sin BPES 

(Baere et al., 2001; Gersak et al., 2004; Harris et al., 2002; Laissue et al., 2009; 

Pisarska et al., 2004). En un estudio se analizaron 70 mujeres originarias de 

Nueva Zelanda y Eslovenia en busca de mutaciones en el gen FOXL2. Se 
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identificó la variante c.661_690del (p.Ala221_Ala230del) que remueve 10 de las 

14 alaninas encontradas en el tracto poli-A y la variante c.772T>A (p.Tyr258Asn) 

en dos pacientes con IOP idiopática. Ninguna de las dos variantes se identificó en 

200 cromosoma control (Gersak, Harris et al., 2004; Harris et al., 2002). En otro 

estudio se identificó la variante heterocigota c.560G>A (p.Gly187Asp) en un caso 

con IOP sin BPES. A pesar de que la localización subcelular de FOXL2 mutado 

fue normal, un ensayo de luciferasa evidenció la disminución de su capacidad de 

transactivación en comparación con la de FOXL2 normal, lo que validó 

funcionalmente su causalidad (Laissue et al., 2009, 2015).  

 

3.2.3.4.2 IOP no sindrómica: genes etiológicos 

 

Mediante estudios de ligamiento, de caso control y la identificación de genes 

relacionados funcionalmente con la fisiología del ovario, ha sido posible identificar 

varios genes relacionados con casos aislados de IOP. Sin embargo, solo unas 

pocas mutaciones en genes relevantes como FOXO4, MSH5, FSHB, LHB, FSHR, 

LHCGR, NR5A1, NOBOX, FOXL2, FIGLA, BMP15, MSH4, NANOS3 y STAG3, 

entre otros, han sido identificadas y validadas formalmente como causales de IOP 

no sindrómica (Di Pasquale et al., 2004; Doherty et al., 2002; Laissue, 2015, 2017; 

Laissue et al., 2008). Esto puede ser secundario a la complejidad de los 

mecanismos moleculares involucrados en la reproducción (Laissue, 2015). Los 

genes descritos a continuación pueden clasificarse en tres grupos: genes que 

codifican para los receptores de gonadotropinas, genes que codifican para 

factores de transcripción (FT) y otro tipo de genes (Laissue et al., 2015). 

 
 

Receptores de gonadotropinas 

 

FSHR y LHCGR  

El receptor de la hormona folículo estimulante (FSHR) y el receptor de la hormona 

luteinizante y de la coriogonadotropina (LHCGR) pertenecen a la familia de 
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receptores unidos a la proteína G (Ascoli et al., 2002; Vassart et al., 2004). Junto 

con sus respectivos ligandos, la FSH y la LH, son esenciales para las etapas del 

desarrollo y el crecimiento folicular dependiente de gonadotropinas (Chapman et 

al., 2015). La FSH y la LH son secretadas por la glándula hipófisis en respuesta al 

estímulo de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que es secretada 

desde el hipotálamo (Chapman et al., 2015; Mohiyiddeen et al., 2012). La función 

de la FSH unida a su receptor, el cual está localizado en las células de la 

granulosa de los folículos antrales, involucra la producción de estrógenos y el 

reclutamiento, el crecimiento y la maduración folicular (Chapman et al., 2015; Dias 

et al., 2002). Por su parte, la unión de la LH a su receptor involucra la maduración 

oocitaria, la promoción de la ovulación y la esteroidogénesis (Ascoli et al., 2002; 

Dias et al., 2002). 

 

El gen FSHR tiene la particularidad de ser el primer gen en el que se identificaron 

mutaciones relacionadas con la etiología de IOP. Un estudio previo en el que se 

efectuó un análisis de ligamiento en 6 familias con IOP, permitió identificar una 

región relacionada con la enfermedad denominado locus de disgenesia ovárica 

hipergonadotrópica (ODG1), en el cromosoma 2p21. En esta región se 

encontraron los genes FSHR y LHCGR (Aittomaki et al., 1995). En el gen FSHR 

se identificó la mutación homocigota c.566C>T (p.Ala189Val) en aproximadamente 

el 30% de pacientes de población finlandesa. Ensayos funcionales evidenciaron 

que esta mutación reducía la capacidad del receptor de unirse a su ligando y la 

transducción de la señal (Aittomaki et al., 1995). Desde entonces algunas 

mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas, han sido identificadas en 

mujeres afectadas por IOP (Allen et al., 2003; Beau et al., 1998; Doherty et al., 

2002; Kuechler et al., 2010; Laissue, 2015; Meduri et al., 2003; Touraine et al., 

1999). 

  

La primera mutación causal homocigota identificada en el gen LHCGR fue 

c.1660T>C (p.Arg554*), en una familia con miembros afectados de ambos 
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géneros, por amenorrea o hipoplasia en las células de Leydig (Latronico et al., 

1996). Otras mutaciones han sido identificadas en mujeres con oligomenorrea e 

infertilidad, las cuales han sido validadas funcionalmente. En algunas familias con 

mujeres afectadas se han identificado conjuntamente individuos 46,XY que cursan 

disfunción del desarrollo sexual, específicamente en las células de Leydig 

(Bruysters et al., 2008; Laissue, 2015; Latronico et al., 1996; Qiao et al., 2009; 

Toledo et al., 1996). En dos modelos knockout murinos de Lgchr se reprodujeron 

fenotipos compatibles con infertilidad en humanos (Laissue, 2015). 

  

Factores de transcripción (FT) 

 

NR5A1 

El gen NR5A1, también conocido como factor esteroidogénico 1 (SF1), codifica 

para el receptor nuclear del miembro 1 del grupo A de la subfamilia 5, un factor de 

transcripción (FT) regulador de varios genes involucrados en la diferenciación 

gonadal y en la modulación de la esteroidogénesis en el eje hipotálamico-

hipofisiario-esteroidogénico (Laissue, 2015; Lalli et al., 2013; Lourenço et al., 

2009). NR5A1 se expresa en la hipófisis, en el hipotálamo, en el ovario (células de 

la granulosa y la teca, cuerpo lúteo), en la corteza adrenal y en las células de 

Sertoli y de Leydig de los testículos, entre otros (Laissue, 2015; Lourenço et al., 

2009; Schimmer & White, 2010). 

 

Las primeras mutaciones causales de IOP no sindrómica fueron de tipo missense 

y frameshift, identificadas por Lourenço et al. (2009) en mujeres con amenorrea 

primaria o secundaria. A partir de este estudio, en varios otros se han descrito 

mutaciones en NR5A1 en mujeres con IOP (Camats et al., 2012; Janse et al., 

2012; Jiao et al., 2013; Laissue, 2015; Besma Lakhal et al., 2012; Lourenço et al., 

2009). En individuos pertenecientes a cuatro familias que padecían anomalías del 

desarrollo sexual e IOP, se identificaron mediante secuenciación directa dos 

deleciones heterocigotas (c.390delG y c.666delC), una mutación missense 
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heterocigota (c.3G>A) y otra homocigota (c.877G>A). Varias mutaciones han sido 

descritas en mujeres con IOP y han estado ausentes en un número significativo de 

controles, siendo relacionadas con la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, 

solo algunas mutaciones heterocigotas como c.13T>G (p.Tyr5Asp), c.704C>T 

(p.Pro235Leu), c.763C>T (p.Arg255Cys) y c.768delC (p.Asp257fs),  han sido 

formalmente validadas a través de ensayos funcionales que expliquen la etiología 

de IOP, ya que dada su localización en la región N-terminal de la proteína y en el 

dominio de unión al ligando, se ha evidenciado una disminución de la 

transactivación en los promotores de los genes que son regulados por NR5A1 

(Camats et al., 2012; Jiao et al., 2013; Laissue, 2015). 

 

NOBOX 

El gen Newborn ovary homeobox (NOBOX) codifica para un regulador 

transcripcional específico del oocito, que pertenece a la familia homeobox. Su 

función es importante en las etapas iniciales de la foliculogénesis (Chapman et al., 

2015; Rajkovic, 2004). Los modelos murinos knockout han sido una herramienta 

útil para proponer genes que puedan ser regulados por Nobox. Se ha propuesto 

que la deficiencia de Nobox altera la expresión de genes específicos del oocito 

involucrados en la foliculogénesis temprana del ratón, ya que se han observado 

perfiles de expresión diferenciales respecto a los animales wild type (WT), en 

genes relevantes para la reproducción femenina tales como Gdf9, Bmp15, Pou5f1, 

Zar1, c-Mos, Oog1, Pad6, entre otros (Laissue, 2015; Rajkovic, 2004).   

 

Se ha observado que la deficiente expresión de Nobox en ratones KO causa una 

acelerada pérdida de oocitos después del nacimiento, de manera similar a la IOP 

no sindrómica en humanos (Persani et al., 2010; Rajkovic, 2004). Lechowska et al. 

(2011) demostraron que la infertilidad de los ratones KO podía deberse a una falla 

de la señalización entre células de la línea germinal y somática durante la 

embriogénesis (Lechowska et al., 2011). La mutación c.1064G>A (p.Arg355His) 

en NOBOX fue la primera identificada y validada como causante de IOP en 
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humanos (Qin et al., 2007). En dos estudios se identificaron varias mutaciones en 

pacientes caucásicas con IOP, las cuales no estaban presentes en los controles 

poblacionales. Posteriores análisis funcionales validaron las mutaciones revelando 

una significativa disminución de la actividad de unión al ADN de NOBOX (Bouilly 

et al., 2011; Qin et al., 2007). 

 

FIGLA 

Este gen codifica para un factor de transcripción tipo básico hélice-loop-hélice 

(bHLH), cuya función es importante en la formación de los folículos primordiales y 

en la regulación de la expresión de genes de la zona pelúcida (Chapman et al., 

2015; Laissue, 2015; Qin, Jiao et al., 2015).  Se ha demostrado que Figla es 

específico del oocito y regula funciones críticas durante la foliculogénesis 

temprana en el ratón (Liang et al., 1997; Soyal et al., 2000). En un estudio 

desarrollado por Zhao et al. (2008) se analizó una cohorte de 100 mujeres chinas 

con IOP e identificaron tres variantes: la mutación missense p.Ala4Glu en dos 

mujeres, la deleción p.Gly6fs en otra paciente, esta última causante del 

corrimiento del marco de lectura con la generación de un codón de parada 

prematuro y de una proteína truncada. Esta mutación se asoció a 

haploinsuficiencia. También se identificó la deleción p.Asn140del en otra mujer. 

Análisis funcionales a través del ensayo de doble híbrido demostraron que la 

mutación p.Asn140del afectaba la unión con el factor de transcripción 3 (TCF3), 

causando IOP, probablemente debido a un efecto dominante negativo o a la 

disminución de la biodisponibilidad de heterodímeros (Qin et al., 2015; Zhao et al., 

2008). 

 

Otros genes causales de IOP no sindrómica 

 

BMP15 

Este gen también conocido como GDF9B, codifica para la proteína morfogénica 

ósea 15, la cual es miembro de la superfamilia de factores de crecimiento 

transformante-β (TGF-β). En los mamíferos, BMP15 se expresa exclusivamente 
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en los oocitos y su función está involucrada en el desarrollo folicular como un 

regulador de la proliferación de las células de la granulosa (CG) (Shimasaki et al., 

2004; Tiotiu et al., 2010). Como otros miembros de la familia TGF- β, BMP15 es 

sintetizada como un precursor inactivo (pre-proteína), el cual está compuesto por 

tres dominios: un péptido señal localizado en la región N- terminal, un prodominio 

o propéptido y un péptido maduro en la región C-terminal (Chang et al., 2002).  

La proteína precursora pasa por procesos post-traduccionales que incluyen su 

dimerización y un clivaje proteolítico, los cuales están regulados principalmente 

por el prodominio (Shi et al., 2011). Luego de la remoción del péptido señal y el 

clivaje del péptido maduro, BMP15 maduro (proproteína) es secretado 

extracelularmente para unirse a los receptores de tipo serina/treonina quinasa de 

clase I y II localizados en las CG, tales como ALK6 (tipo I) y BMPR2 (tipo II) 

(Patiño et al., 2017). La unión del ligando BMP15 con su receptor conduce a la 

activación de la vía de señalización SMAD, en la cual factores de transcripción se 

translocan al núcleo y regulan la expresión de varios genes diana (Chang et al., 

2002; Laissue, 2015; Rossetti et al., 2009; Shi & Massagué, 2003). 

BMP15 puede formar homodímeros (BMP15:BMP15) o heterodímeros 

(BMP15:GDF9) con su homólogo el factor 9 de diferenciación de crecimiento 

(GDF9). Se ha demostrado que el heterodímero es funcionalmente activo en 

ratones y en humanos, interactuando con el receptor 2 de las proteínas 

morfogénicas del hueso (BMPR2), con los receptores ALK4/5/7 (serina/treonina 

quinasa tipo I) y con el co-receptor ALK6 (Patiño et al., 2017). Ensayos funcionales 

evidenciaron la mayor bioactividad del heterodímero BMP15:GDF9 respecto al 

homodímero BMP15:BMP15 (Laissue, 2015; Peng et al., 2013).  

En modelos animales se evidenció inicialmente la relación de BMP15 con la 

patogénesis de la IOP. En la oveja se identificaron mutaciones heterocigotas y 

homocigotas en Bmp15, observando hiperfertilidad e infertilidad, respectivamente 

(Galloway et al., 2000; Qin et al., 2015). Modelos murinos knockout para Bmp15-/-  

demostraron un fenotipo subfértil debido a un defecto en la ovulación, en tanto que 
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el modelo Gdf9-/- resultó en infertilidad completa (Laissue, 2015; Tiotiu et al., 2010; 

Yan et al., 2001). En humanos, la primera mutación en BMP15 relacionada con 

IOP fue identificada por Di Pasquale et al (2004) en dos hermanas que 

presentaban amenorrea primaria. Se trata de la mutación missense heterocigota 

c.704A>G (p. Tyr235Cys) que causa un efecto dominante negativo. Ensayos 

funcionales evidenciaron que BMP15 mutante está asociado con una disminución 

en la proliferación de las CG (Di Pasquale et al., 2004). Varias mutaciones han 

sido identificadas y validadas funcionalmente (Laissue, 2015, 2017; Laissue et al., 

2006; Patiño et al., 2017). 

 

NANOS3  

El gen Nanos C2HC-type zinc finger 3 (NANOS3) es miembro de la familia de 

genes NANOS, los cuales son conservados durante la evolución. Se expresan en 

las gónadas masculinas y femeninas, y son importantes para el desarrollo y el 

mantenimiento de las células germinales primordiales (CPG) (Qin et al., 2015; 

Tsuda, 2003). Existen tres homólogos: NANOS1, NANOS2 y NANOS3. En el 

ratón, la deleción de Nanos1 no afectó el desarrollo germinal, pero el knockout de 

Nanos2 causó infertilidad masculina. El modelo KO Nanos3-/- causó infertilidad en 

ambos géneros, debido al reducido tamaño de las gónadas como consecuencia de 

la disminución de las CGP (Suzuki & Saga, 2008; Tsuda, 2003). 

 

En un estudio caso control que involucró 100 pacientes chinas con IOP, se 

identificó una mutación heterocigota nueva en NANOS3 (c.457C>T; p.Arg153Trp). 

Ensayos funcionales comprobaron que esta mutación produce una proteína 

funcionalmente inestable (Wu et al., 2013). En otro estudio que incluyó 85 mujeres 

brasileras con IOP, se describió la mutación homocigota c.358C>A (p.Glu120Lys). 

Estudios in vitro e in silico demostraron que esta mutación afectaba la capacidad 

de NANOS3 de prevenir la apoptosis, lo cual sugiere su implicación con la IOP 

debido al incremento de la apoptosis de las CGP durante la migración celular 

embrionaria (Qin et al., 2015; Santos et al., 2014).    
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STAG3 

El gen stromal antigen 3 (STAG3) codifica para la subunidad de una cohesina, una 

proteína esencial para el correcto apareamiento y la segregación de los 

cromosomas durante la meiosis (Caburet et al., 2014). Mediante la secuenciación 

del exoma se identificó la deleción homocigota c.968delC (p.Phe187fs) en una 

familia con alta consanguinidad. La región cromosómica implicada había sido 

previamente mapeada en el cromosoma 7 (Caburet et al., 2012). La mutación 

frameshift generó una proteína truncada que afectaba el dominio STAG, ya que se 

perdió el dominio de interacción tipo armadillo (ARM) (Caburet et al., 2014). 

Ensayos funcionales en el ratón permitieron evidenciar su efecto patogénico y su 

relación con la IOP. El modelo KO Stag3-/- permitió observar disgenesia gonadal 

severa en los ratones hembra, incluida la falta de oocitos y folículos. Además, en 

los oocitos fetales se observaron defectos en la cohesión de los centrómeros de 

las cromátides hermanas y en el arresto meiótico durante la etapa leptotene de la 

profase I (Caburet et al., 2014). 

 

3.3 BMPR2 

3.3.1 Genómica y proteómica 

Los receptores de las proteínas morfogénicas óseas (BMPRs) son receptores 

transmembranales serina/treonina quinasa que pertenecen a la superfamilia de 

receptores de factores de crecimiento transformante beta (TGF-β) y consisten en 

proteínas de tipo I y II (Foletta et al., 2003). El gen BMPR2 es miembro de la 

superfamilia TGF-β y codifica para el receptor tipo II (BMPR2) que reconoce 

específicamente las proteínas morfogénicas óseas (BMPs) (Liu et al., 1995; Patiño 

et al., 2017b). BMPR2 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 2 

(2q33-q34) (MIM*600799), está conformado por 13 exones codificantes y tiene 

una longitud de 11461pb.  
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La proteína codificada por BMPR2 tiene un peso molecular de 70kDa a 80kDa, 

una longitud de 1038 aminoácidos y está compuesta por cuatro dominios 

funcionales: un dominio extracelular de unión a ligandos, un dominio 

transmembranal, un dominio quinasa altamente conservado y una cola 

intracitoplasmática en la región C-terminal con 530 residuos, única por su extensa 

longitud (Liu et al., 1995; Miyazono et al., 2010; Wang et al., 2014) (Figura 1). 

 

Figura 1. Dominios funcionales de BMPR2 (modificado de (Jiang et al., 2011)) 

 

Mediante estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ, se demostró la 

expresión de Bmpr2 en folículos primordiales, específicamente en las células de la 

granulosa de roedores (Cameron et al., 1994; Drummond et al., 2002; Erickson & 

Shimasaki, 2003) y la oveja (Souza et al., 2002; Wilson et al., 2001). Hay 

evidencia de que el desarrollo de folículos dominantes en mamíferos está 

acompañado de la expresión tejido-específica de ligandos BMPs, de receptores 

asociados al sistema BMP y de proteínas de unión (Shimasaki et al., 2004). 

Ensayos de Northern Blot realizados mediante la hibridación de sondas de BMPR2 

con transcritos de diferentes tejidos humanos fetales y adultos, permitieron 

evidenciar la amplia expresión del ARNm de BMPR2 en diferentes tejidos y 

órganos. Entre ellos se encuentran el cerebro, la placenta, la medula ósea, el 

corazón, el hígado, el riñón, el pulmón (células del músculo liso y endoteliales), la 

próstata, los testículos, el músculo esquelético y los ovarios, entre otros 

(Rosenzweig et al., 1995). En un contexto ovárico BMPR2 se expresa 

principalmente en las células de la granulosa (Shimasaki et al., 2004). 
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3.3.2 Funciones de BMPR2 y la vía de señalización BMP/SMAD 

Las funciones biológicas de BMPR2 así como de los ligandos BMPs, están 

asociados con el desarrollo embrionario, la diferenciación y la proliferación celular, 

en procesos como la remodelación de los vasos sanguíneos, el desarrollo de la 

placenta materna, el desarrollo del cerebro, la regulación positiva de la 

mineralización del hueso, la regulación positiva de la migración y la proliferación 

endotelial, la apoptosis, la homeostasis, la regulación de la presión arterial del 

pulmón y el desarrollo del oocito (Massague, 2012; Miyazono et al., 2010; 

Miyazono et al., 2005; Shimasaki et al., 2004). 

A nivel molecular la función de BMPR2 se ha asociado a la vía de señalización 

BMP/SMAD. Por lo tanto, la perturbación de la señalización BMP puede causar 

enfermedades esqueléticas, enfermedades vasculares y cáncer, entre otras 

(Nicholas W. Morrell et al., 2015). La relación de este receptor tipo II con sus 

ligandos es de exclusividad para las moléculas BMPs, incluidas BMP2, BMP4, 

BMP6, BMP7, BMP15, GDF5 y GDF9 (Shimasaki et al.,  2004). La unión del 

ligando BMP con BMPR2 causa su heterodimerización con el receptor tipo I 

(BMPR1A (ALK3) o BMPR1B (ALK6)), al cual fosforila en el dominio rico en 

glicina-serina (GS) causando su activación, para que este a su vez inicie una 

cascada de transducción de señales que involucran la fosforilación de una familia 

de proteínas de señalización conocidas como SMADS (Massagué et al., 2005; 

Miyazono et al.,  2000).  

El receptor tipo I transfosforila y activa, a través de su función quinasa 

serina/treonina, las proteínas R-SMAD, las cuales son proteínas SMAD cuya 

actividad depende específicamente de la fosforilación por parte de los receptores 

tipo I (Fessel et al., 2011; Massagué & Chen, 2000; Miyazono et al., 2000; 

Shimasaki et al., 2004). Las R-SMADS incluyen a SMAD 1, 2, 3, 5 y 8, que cuando 

se activan interactúan con SMAD4, también denominada Co-SMAD (Fessel et al., 

2011; Miyazono et al., 2010). El complejo SMAD formado se transloca luego al 
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núcleo para interactuar con factores de transcripción específicos que regulan la 

transcripción de genes diana (Fessel et al., 2011; Shimasaki et al., 2004). 

La transducción de señales en la vía BMP/SMAD se efectúa fundamentalmente a 

través de la fosforilación que confiere el dominio quinasa serina/treonina de los 

receptores BMPR tipo I y II, y poco se sabe sobre la función de la cola larga 

intracitoplasmática característica de BMPRII (Foletta et al., 2003; Nishihara et al., 

2002). Sin embargo, se piensa que puede participar en la señalización 

independiente de SMAD (no canónica) (Figura 2), y se ha demostrado su 

interacción con diferentes proteínas como Tctex-1, XIAP (regulador negativo de la 

apoptosis), p38 MAPK, c-Src, RACK-1 y LIMK1 (involucrada en la regulación de la 

dinámica de la actina del citoesqueleto) (Figura 3) (Fessel et al., 2011; Foletta et 

al., 2003; Hassel et al., 2004; Machado et al., 2003; Rudarakanchana et al., 2002).  

 

Figura 2. Vía de señalización TGF-β/BMP canónica y no canónica para BMPRII 

(modificado de (Fessel et al., 2011)) 
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Figura 3. Procesos celulares/moleculares asociados a los dominios funcionales de 

BMPRII (modificado de (Hassel et al., 2004)) 

 

 

3.3.3 Mutaciones en BMPR2 

La principal función de BMPR2 es inhibir la proliferación de las células del músculo 

liso vascular. Por lo tanto, las mutaciones identificadas en este gen se han 

relacionado principalmente con hipertensión pulmonar arterial primaria (HPA), un 

desorden de herencia autosómica dominante y con penetrancia incompleta (20% a 

30%) (Miyazono et al., 2010). Esta enfermedad se caracteriza por la proliferación 

de las células endoteliales y del músculo liso de las arterias pulmonares, lo que 

causa la oclusión de los vasos pulmonares y el incremento de la presión 

sanguínea (Foletta et al., 2003; Morrell et al., 2001). Más de 400 mutaciones 

relacionadas con HPA se han identificado en BMPR2. Se han detectado en el 70% 
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de casos familiares y entre el 10% y el 40% de los pacientes con HPA idiopática 

(Deng et al., 2000; Lane et al., 2000).  

Aproximadamente el 30% de las mutaciones son de tipo missense y ocurren en 

sitios conservados, lo cual puede perturbar la unión receptor-ligando o afectar los 

dominios funcionales del receptor. La mayoría de las mutaciones que han sido 

identificadas son de tipo frameshift y nonsense (Cogan et al., 2006). En este tipo 

de mutaciones se predice la aparición de un codón de parada prematuro que 

puede activar el sistema de degradación del ARNm mediado por mutaciones 

terminadoras (NMD: Nonsense mediated decay) (Khajavi et al., 2006).  

La mayoría de las mutaciones identificadas se localizan en el dominio extracelular 

de la unión al ligando (codificado por los exones 2 y 3) y en el dominio quinasa 

(codificado por los exones 6-9, 11) (Machado et al., 2015). Las sustituciones del 

aminoácido cisteína comprenden la mayoría de las mutaciones missense 

localizadas en el dominio extracelular, en 9 de los 10 residuos conservados que lo 

componen, los cuales son esenciales para la integridad de su estructura terciaria 

(Greenwald et al., 1999; Machado et al., 2015). La mayoría de las mutaciones en 

el dominio quinasa de BMPR2 han sido validadas mediante ensayos funcionales 

de luciferasa en la vía BMP/SMAD, evidenciando la abolición de su función 

catalítica (Machado et al., 2015). Por el contrario, la importancia de las mutaciones 

identificadas en la cola intracitoplasmática no es clara aún, ya que se demostró 

experimentalmente que la transducción de señales downstream en la vía SMAD 

permanece inalterada (Girerd et al., 2015). Sin embargo, estas mutaciones 

parecen afectar la vía no canónica SMAD que incluye la señalización a través de 

los factores asociados al citoesqueleto LIMK1 y TCTEX1 (Foletta et al., 2003; 

Machado et al., 2003). 

Mutaciones en BMPR2 están principalmente asociadas a HPA. Sin embargo, las 

funciones de este receptor involucran también un contexto ovárico. Por su 

expresión en las células de la granulosa, tanto de humano como de ratón, y su 

relación con los ligandos BMP15 y GDF9, los cuales son factores claves en la 
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fisiología del ovario, fue posible hipotetizar una relación entre BMPR2 y la IOP 

(Fonseca et al., 2015; Moore et al., 2003; Peng et al., 2013; Pulkki et al., 2012). 

Como previamente se describió, en los oocitos los heterodímeros entre estos dos 

ligandos son más bioactivos que los homodímeros y se demostró que el 

heterodímero BMP15:GDF9 interactúa con el complejo de receptores BMPR2-

ALK4/5/7-ALK6 en la vía SMAD (Peng et al., 2013). Puesto que mutaciones en 

BMP15 han sido relacionadas con la etiología de la IOP, fue posible proponer que 

mutaciones en BMPR2 podrían ocasionar la enfermedad (Fonseca et al., 2015; 

Laissue, 2015; Laissue et al., 2006; Laissue et al., 2008; Rossetti et al., 2009).  

En un estudio realizado por Fonseca et al. (2015) se secuenciaron las regiones 

codificantes completas de 70 genes candidatos mediante NGS en 12 mujeres con 

IOP no sindrómica.  Se identificaron mutaciones en tres genes potencialmente 

relacionados con la etiología de IOP, siendo uno de ellos BMPR2. En este gen se 

detectó la mutación heterocigota c.2960C>T (p.Ser987Phe), la cual se encuentra 

localizada en la cola larga intracitoplasmática (C-terminal), involucrada en la 

modulación y la dinámica del citoesqueleto, y en el tráfico intracelular. Se 

consideró como una variante potencialmente patogénica, ya que no se identificó 

en la población control, su frecuencia alélica mínima es menor del 1% (MAF<0,01) 

(dbSNP: rs150642992) y el análisis bioinformático demostró que el aminoácido 

serina se encuentra conservado en la evolución (Dora Janeth Fonseca et al., 

2015). Por lo tanto, en las células de la granulosa, la mutación descrita en esta 

región podría afectar la señalización SMAD al interferir con la transducción de 

señales downstream de BMP15, lo cual podría contribuir a la etiología de IOP. 

Además, es posible que exista una deslocalización subcelular secundaria a un 

plegamiento anormal de la proteína (Fonseca et al., 2015; Patiño et al., 2017b).  

En la misma mujer afectada con la mutación BMPR2: c.2960C>T, se identificó la 

mutación heterocigota c.296A>G (p.Asn99Ser) en el gen LHCGR. Miembros de la 

familia de la paciente son portadores sanos de una de las dos mutaciones, en 

tanto ella es la única afectada con ambas mutaciones (Figura 4) (Dora Janeth 
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Fonseca et al., 2015). Por lo tanto, considerando que la IOP es una patología 

compleja, las mutaciones LHCGR: c.296A>G y BMPR2: c.2960C>T podrían 

contribuir a su etiología con el efecto aditivo de cada una de ellas o mediante 

interacción epistática, marcando la naturaleza poligénica de la IOP (Bouilly et al., 

2016; Laissue, 2015, 2017; Patiño et al., 2017b). 

 

Figura 4. Pedigrí de la mujer afectada por IOP, portadora de las mutaciones 

BMPR2: c.2960C>T (parte derecha en negrilla) y LHCGR: c.296A>G (parte 

izquierda en negrilla) (Tomado de (Dora Janeth Fonseca et al., 2015)). 

 

 

Por último, es importante señalar que numerosas publicaciones del grupo 

fundamentan y complementan los abordajes teóricos y experimentales citados en 

el marco teórico presentado (Caburet et al., 2012; Carlosama et al., 2017; Castro 

et al., 2013; Diggle et al., 2012; Ducat et al., 2016; Fonseca et al., 2013; Fonseca 

et al., 2015; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2012; Fonseca et al., 2012; 

Fonseca et al., 2014; Forero et al., 2016; L’Hôte et al., 2010; Laissue et al., 2009; 
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Laissue, 2015, 2017; Laissue et al., 2016; Laissue et al., 2017; Laissue et al., 

2009; Laissue et al., 2009; Lakhal et al., 2008; Lakhal et al., 2009, 2010; Mateus et 

al., 2017; Mitropoulos et al., 2015; Niño et al., 2013; Ojeda et al., 2011; Ortega-

Recalde et al., 2015; Ortega-Recalde et al., 2015; Ortega-Recalde et al., 2016; 

Ortega-Recalde et al., 2013; Ortega-Recalde et al., 2013; Patiño et al., 2017; 

Patiño; et al., 2017b; Patiño et al., 2014, 2017; Prada & Laissue, 2014; Quintero-

Ronderos et al., 2017; Vatin et al., 2012; Vatin et al., 2013). 
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4. Preguntas de investigación 

 

• En un contexto ovárico, ¿cuáles son las proteínas que interactúan con 

BMPR2?  

• La mutación p.Ser987Phe en BMPR2 puede afectar la localización 

subcelular de BMPR2, contribuyendo a la etiología de la IOP? 
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5. Objetivos 

 

5.1 Objetivos generales 

• Determinar si la mutación p.Ser987Phe puede relacionarse con el fenotipo 

IOP. 

• Identificar las proteínas de interacción (partners) de BMPR2 en un contexto 

ovárico. 

 

5.2 Objetivos específicos 

• Determinar si la mutación p.Ser987Phe afecta la localización subcelular de 

BMPR2. 

• Efectuar un tamizaje de proteínas de interacción potencial con BMPR2. 
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6. Materiales y métodos 

6.1 Estudio de la localización subcelular de BMPR2 

La posible evaluación del efecto deletéreo de la mutación p.Ser987Phe en BMPR2 

a nivel de su localización subcelular, se realizó mediante el marcaje de BMPR2 

con la proteína verde fluorescente (GFP) y la tinción ER-Tracker Red (tinción del 

retículo endoplasmático). 

6.1.1 Plásmidos 

La construcción plasmídica pEGFP-N1-BMPR2, que contiene la región codificante 

completa de BMPR2 wild type (WT), fue proporcionada por el profesor Nicholas 

Morrel (Cambridge, UK) (Rudarakanchana et al., 2002). Este plásmido 

denominado BMPR2-WT-GFP para el presente ensayo, permite la expresión de la 

proteína fusión GFP con BMPR2, en su región N-terminal. La mutación 

p.Ser987Phe localizada en la región C-terminal de BMPR2  fue insertada con el kit 

GeneArt® (Thermo Fisher) mediante el sistema de mutagénesis dirigida, 

obteniendo la construcción denominada BMPR2-Ser987Phe-GFP.  

6.1.2 Cultivo celular y transfecciones 

Las células CHO (Chinese hámster ovary) fueron cultivadas a 37ºC con 5% de 

CO2 en el medio DMEM-F12 (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina/estreptomicina. El cultivo 

celular se tripsinizó y se sembraron 50.000 células/pozo sobre laminillas estériles 

depositadas en cajas de cultivo de 24 pozos. Las células se dejaron a 37ºC 

durante 24 horas previamente a la transfección.   

Después de alcanzar una confluencia celular por pozo de aproximadamente el 

70%, se transfectaron 300ng de los constructos WT (BMPR2-WT-GFP) y mutante 

(BMPR2-Ser987Phe-GFP) usando FuGENE®6 Transfection reagent (Promega). 

Los cálculos para la transfección se realizaron manteniendo una proporción de 1:3 

entre la cantidad de ADN (μg) y el volumen del reactivo FuGENE (μl). Se empleó 
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el medio OptiMEM (Thermo Fischer Scientific) el cual está libre de SFB, ya que 

este reactivo inhibe la transfección. Para cada condición se realizaron 6 réplicas 

(transfecciones: n=6) en 3 ensayos independientes (Tabla 1). 

Tabla1. Cálculos de transfección para 6 réplicas (n=6) 

Condición Cantidad de 

ADN (ng) 

Volumen 

de ADN (μl) 

Volumen de 

FuGENE (μl) 

Volumen de 

OptiMEM (μl) 

BMPR2-WT-GFP 300 21 6, 3 60,2 

BMPR2-Ser987Phe-GFP 300 21 6, 3 60,2 

 

En los cálculos se tuvo en cuenta una réplica más para evitar volúmenes 

incompletos por errores de pipeteo. Con los volúmenes definidos se realizó la 

mezcla de OptiMEM (60,2μl) y de FuGENE (6,3μl) y se incubó durante 15 minutos 

a temperatura ambiente. En seguida, se agregó la alícuota de ADN (21μl) 

incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Durante el tiempo de 

incubación se retiró el medio DMEM-F12 en el cual estaban las células y a cada 

pozo se agregaron 600μl de OptiMEM precalentado. Cumplido el tiempo de 

incubación, se agregó de manera uniforme una alícuota de 25 μl de la mezcla de 

transfección a cada pozo. Como control negativo se emplearon células no 

transfectadas (NT) en tres pozos (n=3). La caja de cultivo se dejó incubando a 

37ºC durante 48 horas.  

6.1.3 Montaje de láminas y ensayo de GFP 

Transcurrido el tiempo de incubación necesario para la síntesis proteica, se realizó 

el montaje de las células mediante la tinción del retículo endoplasmático (ER) con 

el reactivo ER-Tracker Red (Thermo Fischer Scientific). La solución de tinción se 

diluyó en la solución de sales balanceadas de Hank’s (HBSS) para tener una 

concentración de 0.5 μM. La tinción y montaje de las células se realizó de la 

siguiente forma. Se precalentó la solución de tinción (0.5 μM) a 37ºC durante 30 

minutos. Luego se removió el medio de cultivo OptiMEM y se realizó un lavado 
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con la solución de Hank’s. Se agregó a cada pozo 300 μl de la solución de tinción 

precalentada y se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Luego de retirar la solución 

de tinción y de hacer un lavado con la solución de Hank’s, se fijaron las células 

agregando a cada pozo 300 μl de paraformaldehído (PFA) al 4%. Luego de 

incubar a 37ºC durante 2 minutos, se retiró el PFA y se realizaron dos lavados con 

la solución de Hank’s 

Se transfirieron las laminillas boca bajo sobre láminas portaobjetos, sobre los 

cuales se agregó previamente una alícuota de 5 μl del líquido de montaje 

UltraCruz® Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology Inc), el cual incluye el 

marcador fluorescente DAPI para la tinción nuclear. Los montajes fueron sellados 

posteriormente con esmalte para evitar deslices durante la visualización en el 

microscopio de fluorescencia y se almacenaron a 4ºC protegidos de la luz.    

La visualización de los montajes se realizó en el microscopio de fluorescencia 

Nikon Eclipse NiE y las imágenes fueron capturadas con la cámara digital 

fotométrica (Coolnap EZ), usando el software NIS-Elements Advanced Research 

(Waltham, MA, USA). Se realizaron tres ensayos independientes contando un total 

de 670 células, 350 células en la condición WT y 320 células en la condición 

mutante. Se establecieron principalmente dos categorías fenotípicas dependiendo 

de la observación de patrones similares a agregación (ER+) o no agregación 

perinuclear (ER-) localizada en el retículo endoplasmático (ER), las cuales se 

compararon entre las condiciones WT y mutante.  

Se utilizó la prueba exacta de Fisher como método estadístico para establecer si 

había diferencias estadísticamente significativas de los conteos entre ambas 

condiciones. Otros ensayos independientes fueron realizados bajo las mismas 

condiciones y parámetros previamente descritos, con diferentes cantidades de 

ADN: 200ng, 600ng y 1 μg de plásmido WT y mutante, para evaluar la aparición 

de potenciales artefactos de agregación, debido a las cantidades variables de 

ADN transfectado. 
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6.2 Evaluación del potencial efecto dominante negativo de la mutación 

p.Ser987Phe de BMPR2 

Debido a que la mutación p.Ser987Phe se encontró en estado heterocigoto en la 

paciente con IOP analizada por NGS (Fonseca et al., 2015), se diseñó un 

experimento adicional para evaluar el potencial efecto dominante negativo. Para 

esto, se clonó la versión mutante de BMPR2 en el vector pcDNA3.1_Zeo(+), el 

cual no expresa la proteína GFP (BMPR2-S978F-3.1). Posteriormente, en las 

células CHO se realizó la co-transfección de los constructos WT (pEGFP-N1-

BMPR2) y mutante (BMPR2-S978F-3.1) en cantidades equimolares (300ng cada 

uno). El protocolo de transfección, el montaje de las láminas y su lectura se 

realizaron de manera similar a la metodología descrita en las secciones 8.1.2 y 

8.1.3. 

 

6.3 Ensayo de doble híbrido en levaduras para la identificación de proteínas 

de interacción (partners) con BMPR2. 

El sistema de doble hibrido (Y2H) es una técnica empleada para detectar 

interacciones proteína-proteína y fue aplicada por primera vez por Fields y Son en 

1989. Se basa en la recreación de un factor de transcripción (FT), el cual tiene dos 

dominios funcionales básicos: un dominio de unión al ADN (DBD) y un dominio de 

activación de la maquinaria de transcripción (AD). La unión de ambos dominios 

activa la función del FT y permite la expresión de un gen reportero en células de 

levadura genéticamente modificadas (Fields & Song, 1989). Dos genes reporteros 

son comúnmente empleados en este tipo de ensayo: His3 el cual codifica para una 

proteína involucrada en la biosíntesis de la histidina, permitiendo el crecimiento 

selectivo de colonias en un medio de cultivo carente de histidina, y LacZ que 

permite identificar las colonias positivas mediante un ensayo colorimétrico.  El 

ADN plasmídico de las colonias de levadura positivas es secuenciado y analizado 

para identificar la proteína de interacción (Fields & Song, 1989).   
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Para recrear la función del FT se producen dos proteínas fusión denominadas prey 

y bait. El bait se define como la proteína de interés unida al dominio de unión al 

ADN (DBD) del FT. El prey consiste en el dominio de activación de la transcripción 

(AD) unido a la proteína con la que se quiere evaluar la interacción. Si hay 

interacción entre ambas proteínas, el FT ejerce su función completa para la 

expresión del gen reportero. Usualmente los dominios DBD y AD son del FT Gal4 

de la levadura, aunque también se usa la proteína bacteriana LexA como DBD 

(Figura 5). 

 

Figura 5. Esquema del sistema de doble hibrido Y2H (Hybrigenics) 

 

El ensayo de Y2H puede ser usado como una técnica para evaluar la interacción 

entre dos proteínas específicas o para identificar múltiples proteínas de interacción 

sobre una proteína de interés. Este último enfoque permite usar la proteína de 
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interés como bait para hacer un tamizaje con una librería de ADNc a partir del 

tejido o línea celular de elección, para identificar los partners asociados. 

El ensayo de Y2H fue realizado en el laboratorio Hybrigenics en Paris, Francia 

(www.hybrigenics.com). El bait que contiene el dominio de unión al ADN (DBD) fue 

clonado en el plásmido pB27 (N-LexA-Bmpr2-C fusión) y en el plásmido pB66 

(Nter-Gal4-Bmpr2-Cter). La proteína fusión incluía una parte del domino C-terminal 

de Bmpr2 ratón (mBmpr2), que a nivel del ADNc corresponde a los exones 11, 12 

y 13, desde 1534pb hasta 3117pb (1583pb de longitud) y a nivel de la proteína 

contiene 527aminoácidos (del residuo 512 al 1038) (Figura 6). Es una región 

homóloga al dominio humano de BMPR2, donde se encuentra localizada la 

mutación p.Ser987Phe identificada en la paciente con FOP que fue analizada por 

NGS (Fonseca et al.  2015).  

 

Figura 6. Fragmento del bait de la región C-ter de Bmpr2 (Hybrigenics) 

 

  

  

 

 

Las proteínas prey fusionadas al dominio de activación de la transcripción (AD), 

fueron producidas a partir de una librería de ADNc de ovario de Mus musculus en 

los plásmidos p27 y pB66. Se procesaron 318 clones y se llevaron a cabo un total 

de 70.1 millones de interacciones. Después del crecimiento de los clones positivos 

en un medio selectivo sin histidina (H-), se amplificaron por PCR los fragmentos 

correspondientes al prey y se secuenciaron en sus extremos 3’ y 5’.  Las 

interacciones fueron clasificadas según 6 categorías (A-F) que miden la confianza 

estadística de la interacción según el Puntaje Biológico Predictivo (PBS), donde la 

categoría A expresa la mayor probabilidad de la interacción (Tabla 2). La 

http://www.hybrigenics.com/
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interacción proteína-proteína en este sistema de screening Y2H, permite 

determinar la secuencia proteica mínima del prey necesaria para interactuar con el 

bait, la cual corresponde al SID (Selection Interaction Domain).    

 

Tabla 2. Categorías de interacción proteína-proteína, según el PBS global 

Categoría Interpretación 

A Muy alta confiabilidad de la interacción 

B Alta confiabilidad de la interacción 

C Buena confiabilidad de la interacción 

D Moderada confiabilidad de la interacción 

E Baja confiabilidad de la interacción 

F Artefactos técnicos experimentalmente probados 
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7. Resultados 

7.1 Localización subcelular de BMPR2 

Mediante el marcaje de BMPR2 con la proteína verde fluorescente (GFP) y la 

transfección de las células CHO con BMPR2-GFP en su versión WT (BMPR2-WT-

GFP) y mutante (BMPR2-S987F-GFP), se visualizaron señales de fluorescencia 

homogéneas en el núcleo y el citoplasma. La tinción del retículo endoplasmático 

(ER-Tracker) permitió observar patrones similares a agregación proteica en esta 

localización subcelular (ER+GFP), en ambas condiciones (Figura 7).   

 

Figura 7. Transfección de las construcciones BMPR2-Ser987Phe-GFP o BMPR2-

WT-GFP en las células CHO. (A-C) Células transfectadas con la construcción 

BMPR2-WT-GFP. (D-F) Células transfectadas con la construcción BMPR2-

Ser987Phe-GFP. (A y D) Tinción GFP. (B y E) Tinción con DAPI (azul) y ER 

(rojo). (C y F) Mezcla de fluorescencias. ER+ y ER- Hace referencia a la presencia 

y a la ausencia del patrón de agregación en el retículo endoplasmático. 
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A partir del conteo de células transfectadas con cada una de las condiciones (WT: 

n=350 y mutante: n=320) se encontró que las células transfectadas con la versión 

mutante tenían un incremento estadísticamente significativo de los patrones 

similares a agregación perinuclear (71.9%) con respecto a las células 

transfectadas con la versión WT (48.6%) (p=7.05x10−10). Resultados similares se 

encontraron al transfectar diferentes cantidades de cada construcción (200ng, 

600ng y 1000 ng).  

En el ensayo de localización subcelular realizado para evaluar el potencial efecto 

dominante negativo de la mutación p.Ser987Phe, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas para el fenotipo ER+ entre las células co-

transfectadas con las construcciones BMPR2-Ser978Phe-3.1/BMPR2- WT-GFP 

(8,1%) y BMPR2-WT-GFP (12,4%) (p=0.1005).  

 

7.2 Ensayo de doble hibrido en levaduras 

El tamizaje Y2H realizado a partir de la librería de ADNc de ovario de ratón, 

permitió identificar cuatro proteínas cuya interacción con la región C-terminal de 

Bmpr2, fue de muy alto porcentaje de probabilidad (categoría A según el Global 

PBS). Las proteínas con interacción en la categoría A fueron: Limk1 (16 clones 

positivos), Ctnnd1 (28 clones positivos), Fn1 (9 clones positivos) y Fasn (9 clones 

positivos) (Tabla 3).  

 

 

 

 

 



47 
 

ID del clon   Tipo de      Nombre del gen      Inicio-Parada (nt)       Marco de lectura                       PBS                

                  secuencia 

Tabla 3. Resultados del ensayo Y2H de las interacciones categoría A (PBS) de los 

cuatro partners (Modificado de Hybrigenics). 
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El análisis de la secuencia de los clones positivos mediante alineamientos y 

análisis bioinformático, permitió identificar la región mínima de interacción (SID: 

Selected Interaction Domain) de Limk1, Ctnnd1, Fasn y Fn1 con Bmpr2. El SID de 

Limk1 estaba comprendido entre el aminoácido 27 y el 127. El SID de Ctnnd1 se 

encuentró entre el aminoácido 415 y el 746, el de Fasn entre el residuo 866 y el 

967, y el de Fn1 comprendía los aminoácidos 835 a 886 (Figura 8). 

 

Figura 8. SID de las proteínas de interacción categoría A con Bmpr2 de ratón 

(Hybrigenics)  
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8. Discusión 

En el presente trabajo de tesis se estudió funcionalmente la mutación BMPR2- 

p.Ser987Phe, para evaluar su potencial contribución al fenotipo de la paciente 

(Fonseca et al., 2015). Se evaluó la localización subcelular de BMPR2 marcado 

con la GFP, en células de ovario de hámster chino (CHO). La observación de 

patrones similares a agregación perinuclear en un número estadísticamente 

significativo de células transfectadas con la construcción BMPR2-Mut-GFP, pudo 

deberse al mal plegamiento de la proteína causado por la mutación p.Ser987Phe 

en la región C-terminal. 

Sin embargo, también se observaron patrones similares a agregación en las 

células transfectadas con la construcción BMPR2-WT-GFP, aunque en una menor 

proporción estadísticamente significativa, respecto a las células transfectadas con 

la versión mutante. Esto pudo deberse a un fenómeno de sobreexpresión proteica, 

ya que las células CHO expresan endógenamente a BMPR2 (Patiño et al., 2017). 

Por lo tanto, al observar en los montajes una distribución homogénea del receptor 

en la membrana celular, es posible que haya ocurrido una competencia por la 

localización transmembranal, entre la proteína endógena y la proteína fusionada 

con la GFP. De esta forma, las proteínas que no lograron anclarse a la membrana 

podrían haber quedado retenidas en el RE. Este fenómeno de agregación en las 

células transfectadas con la versión WT de BMPR2, pudo deberse también a las 

diferencias del proteoma entre el ratón y el humano.  

Otra posibilidad es el efecto que podría desempeñar la GFP en la deslocalización 

subcelular. Esta proteína se encuentra fusionada a la región C-terminal de 

BMPR2. Considerando su tamaño (27kDa), es posible hipotetizar que tenga un 

efecto deletéreo, ya sea por la alteración del correcto plegamiento de la proteína o 

por el enmascaramiento de la señal de localización ubicada en C-terminal, lo que 

causaría la retención en el RE (John et al., 2015; Pousada et al., 2017; 

Rudarakanchana et al., 2002; Wang et al., 2014). 
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El resultado obtenido a partir de la co-transfección de BMPR2-WT-GFP y BMPR2-

Mut-GFP, no evidenció un efecto dominante negativo. Esto supone que la proteína 

mutante probablemente no afecta la localización de la proteína WT, a través de la 

formación de co-agregados proteicos como consecuencia del secuestro de 

BMPR2 WT, lo cual afectaría su función normal. Sin embargo, estos resultados 

negativos no desestiman los resultados descritos en el ensayo anterior, ya que es 

evidente el efecto de la mutación p.Ser987Phe en la localización subcelular de 

BMPR2 (Patiño et al., 2017) 

La dominancia negativa causada por mutaciones en BMPR2, principalmente en el 

dominio extracelular y el dominio quinasa, ha sido documentada ampliamente en 

pacientes con hipertensión pulmonar primaria (HPP), una enfermedad autosómica 

dominante con baja penetrancia (20%-30%) (Austin et al., 2009; Li et al., 2010). 

Sin embargo, el principal mecanismo molecular propuesto para explicar la 

etiología de HPP es la haploinsuficiencia, en el cual las mutaciones nonsense, que 

pueden generar proteínas truncadas, activan el sistema nonsense-mediated decay 

(NMD). De esta forma los transcritos mutados son degradados y la dosis alélica, 

que produce la proteína normal, se reduce a la mitad. Los transcritos mutantes 

que escapan al sistema NMD, traducen proteínas cuya función anormal puede 

tener un efecto deletéreo sobre la función de la proteína normal (Austin et al., 

2009; Khajavi et al., 2006; Pouliot et al., 2003). 

Las mutaciones missense son las principales causantes del efecto dominante 

negativo. Estas han sido evaluadas previamente mediante ensayos funcionales in 

vitro y han permitido observar una significativa retención proteica en el RE, junto 

con la disrupción de la cascada de señalización BMP/SMAD. Sin embargo, la 

mayoría de las mutaciones identificadas en la cola intracitoplasmática de BMPR2 

que han sido evaluadas funcionalmente, no han tenido este mismo efecto (Austin 

et al., 2009; Sobolewski et al., 2008).  
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Excepcionalmente la mutación p.Ser863Asn generó la deslocalización subcelular 

de BMPR2 mutante, con un ligero patrón de agregación en el citoplasma y en el 

núcleo de las células del endotelio microvascular pulmonar (HLMVE) (Machado et 

al., 2015; Rudarakanchana et al., 2002; Wang et al., 2014). Estos resultados 

difieren de los obtenidos en la presente tesis, probablemente debido a las 

diferencias de la maquinaria celular entre las células HLMVE y CHO (Laissue, 

2017; Patiño et al., 2017). Aun así, en ambos casos se evidencia el efecto 

deletéreo de las mutaciones en la región C-terminal de BMPR2, que comprometen 

su correcta localización y su disponibilidad en la membrana celular, y 

consecuentemente su función como receptor. De hecho, considerando que la IOP 

es una patología compleja y es de origen poligénico, la mutación p.Ser987Phe 

podría contribuir al fenotipo con un efecto aditivo, junto con la mutación 

heterocigota c.296A>G (p.Asn99Ser) en el gen LHCGR, la cual fue identificada en 

la misma paciente (Bouilly et al., 2016; Fonseca et al., 2015; Laissue, 2015, 2017; 

Patiño et al., 2017).  

Nuestros resultados permitieron establecer una relación funcional entre la 

mutación p.Ser987Phe de BMPR2 y la IOP. Sin embargo esta variante podría, 

teóricamente, contribuir a modificaciones de la interacción proteína/proteína. Se 

utilizó el ensayo de doble hibrido en levadura (Y2H) como método de screening, 

para determinar proteínas que interactuaran con Bmpr2 en su región C-terminal. El 

ensayo se realizó en un contexto ovárico, a partir de una librería de ADNc de 

ovario de Mus musculus (Hybrigenics). Se identificaron cuatro proteínas con una 

alta probabilidad de interacción (PBS: categoría A): Limk1 cuya interacción ya 

había sido previamente identificada y validada (Foletta et al., 2003), Ctnnd1, Fasn 

y Fn1. Las últimas tres proteínas son nuevos partners de interacción cuya relación 

con la fisiología del ovario y con la IOP, debe evaluarse mediante ensayos 

funcionales.  

Finalmente, puesto que las mutaciones en BMPR2 se han relacionado 

principalmente con HPP, se debe destacar que la paciente afectada con IOP no ha 
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presentado síntomas de HPP, lo cual puede ser explicado por la baja penetrancia 

de la enfermedad (Austin et al., 2009). Los mecanismos de haploinsuficiencia y 

dominancia negativa previamente descritos, así como las vías de señalización 

independientes de SMAD que pueden ser activadas por BMPR2, pueden explicar 

en parte la baja penetrancia. Esta depende también de otros factores como la 

edad, por lo que la paciente con 39 años de edad, aún puede desarrollar la 

patología (Austin et al., 2009; Pousada et al., 2017). De ser así, se podría 

establecer la mutación c.2960C>T (p.Ser987Phe) en BMPR2, como una causa 

genética sindrómica para la IOP.     
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9. Conclusiones y perspectivas 

Los resultados del ensayo de localización subcelular de BMPR2, indican que la 

mutación genera la deslocalización y la retención de la proteína en el RE, 

afectando su función normal, como receptor transmembranal, para la activación de 

la vía de señalización SMAD. Por lo tanto, se propone una relación funcional entre 

la mutación c.2960C>T y la etiología de la IOP.  

 

Los resultados del Y2H screening son preliminares y las interacciones se deben 

validar entre las proteínas humanas, mediante el sistema CheckMate en células 

eucariotas. Se recomienda evaluar mediante ensayos funcionales de Co-

inmunoprecipitación y/o Pull-down el efecto de la mutación p.Ser987Phe con cada 

interacción proteica identificada. De esta forma, se podrá hipotetizar sobre la 

alteración de las vías de señalización intracelulares de cada proteína, para 

establecer una relación con la fisiología del ovario y la IOP.  

Para evidenciar si la interacción proteica está acompañada de la co-localización 

de BMPR2 y su partner, y si la mutación afecta esta co-localización, se propone 

realizar un ensayo de inmunofluorescencia (IFI). Se recomienda emplear las 

células CHO como modelo celular para direccionar anticuerpos contra las 

proteínas expresadas endógenamente y evaluar la co-localización en un contexto 

netamente ovárico en ratón. También se propone co-transfectar las construcciones 

de la versión WT o mutante de BMPR2 con cada construcción del partner.  

 

También sería interesante diseñar un modelo murino knock-in (KI) condicional 

para Bmpr2, de tal forma que se inserte la mutación humana en la región C-

terminal conservada y observar el fenotipo en el tejido ovárico. Finalmente, se 

podría ampliar el número de casos de IOP y analizar un mayor número de genes, 

incluido BMPR2, para la detección de la mutación c.2960C>T en más pacientes y 

la identificación de nuevas variantes potenciales relacionadas con la IOP.  
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11. Anexo 1 
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