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1. INTRODUCCIÓN 

 

La infertilidad se define como la incapacidad para concebir después de un año de 

relaciones sexuales regulares sin protección. La infertilidad afecta entre 60 millones y 

168 millones de personas en todo el mundo; generalmente uno de cada diez parejas son 

infértiles (Vayena  et al. 2002). Se estima que un promedio del 15% de las parejas en 

todo el mundo no tienen hijos a causa de la infertilidad representando un problema de 

salud pública, (Matzuk y Lamb 2002). Una de las causas femeninas de infertilidad, es la  

falla ovárica prematura (FOP)  afecta a alrededor del 1% de las mujeres menores de 40 

años de edad (Coulam et al. 1986, Conway et al. 2000). La FOP se define clínicamente 

como la presentación de seis meses de amenorrea asociada con concentraciones 

plasmáticas elevadas de FSH (> 40 UI/l). Varias etiologías se han relacionado con la 

patogénesis de la FOP como agentes infecciosos, enfermedades autoinmunes y lesiones 

iatrogénicas. Sin embargo, la mayoría de los casos de la FOP se consideran como 

idiopáticos, indicando la participación de factores genéticos. Estudios de ligamiento 

genético, estudios de asociación de genoma completo, y modelos animales han 

planteado una cantidad significativa de genes candidatos para la FOP, que conllevan a 

una mejor comprensión de la función reproductiva femenina. Dentro de estos genes se 

propone como gen candidato a FOXO4, el cual se expresa en células de la granulosa en 

ratones y humanos, su función se ha asociado a procesos de longevidad y 

envejecimiento. Su papel en la vía molecular  PI3K/Akt/Cdkn1b, sugiere un papel 

importante durante la fisiología ovárica ( Pisarska  et al. 2009, Rajareddy et al. 

2007 , Richards et al.2002).  
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 DETERMINACIÓN SEXUAL-GENERALIDADES 

 

La determinación del sexo de un individuo se ha estudiado desde la antigüedad.  Una de 

las primeras teorías sobre la determinación sexual fue la propuesta por Aristóteles, 

quien planteó que las mujeres serían hombres en los cuales el desarrollo de sus 

estructuras (sobre todo los genitales) se detuvo muy temprano. La mujer seria "un 

hombre mutilado", en quien el desarrollo se habría detenido, porque el frío del vientre 

de la madre habría predominado sobre el calor del semen paterno. Postuló que el sexo 

era determinado por el calor de la pasión del progenitor masculino durante el coito. En 

Grecia (siglo V A.C) la medicina postulaba que los niños se formaban del lado derecho 

del útero y las niñas del lado izquierdo. En la edad media se creía que para la 

concepción de un varón, la madre debía tomar antes de tener relaciones, una bebida 

hecha con vino y sangre de león (Álvarez et al. 2002). En 1889, Gedder y Thomson, 

propusieron que la determinación sexual esta ligada a aspectos netamente ambientales 

factores como la  constitución física, la edad, la nutrición y el medio ambiente de los 

padres. La acumulación de energía y de nutrientes induciría a tener descendencia 

femenina, mientras que los factores que favorecían la utilización de la energía y de 

nutrientes influían para tener descendencia masculina. A partir del descubrimiento de 

los cromosomas sexuales, se postuló que existía un componente nuclear específico  

responsable directo del fenómeno del desarrollo sexual y de la determinación sexual. 

(Brigdes 1916 y Gilbert.2000).  
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La determinación sexual se fundamenta en la orientación de gónadas primitivas hacia la 

formación de testículos u ovarios. En los humanos y otros mamíferos la presencia del 

cromosoma Y determina si las gónadas primitivas se desarrollarán en un hombre o en 

una mujer. En los hombres 46,XY, la expresión del gen SRY en el cromosoma Y 

determina que  la gónada indiferenciada se convierta en un testículo a partir de la 

expresión de una serie de genes pro-testiculares. En las mujeres 46,XX, la ausencia del 

gen SRY  ocasiona que la gónada indiferenciada se convierta en un ovario a partir de la 

expresión de un conjunto de genes pro-ováricos que permiten la activación de una serie 

de estructuras que finalmente se desarrollaran en un ovocito.  

 

2.1.1 DIFERENCIACIÓN SEXUAL-GENERALIDADES 

 

El desarrollo de los órganos genitales internos y externos en sentido masculino o 

femenino depende de la presencia de las hormonas testiculares (Goodfellow y Lovell-

Badge 1993). Con la presencia del testículo fetal se secretan dos hormonas importantes, 

la hormona anti-Mülleriana (AMH) y la testosterona. La primera, participa en la 

involución del conducto de Müller mientras que la testosterona estimula la formación 

del pene, del escroto y de otras partes de la anatomía masculina. En las mujeres los 

ovarios producen estrógeno que permite el desarrollo del conducto de Müller y estimula 

la formación del útero, los oviductos y del extremo superior de la vagina (Gilbert et al. 

2000) (Figura 1). 

 

 

 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682001000100012#Goodfellow93
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682001000100012#Goodfellow93
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Figura 1. Diferenciación sexual. Modificado de Gilbert.2000. 

 

2.1.1.1 DETERMINACIÓN DEL SEXO GENÉTICO 

 

El primer avance en la comprensión de la determinación molecular del sexo fue el 

descubrimiento en 1916 por Brigdes, quien describió los cromosomas sexuales de la 

mosca de la fruta (Drosophila melanogaster). La mayoría de los cromosomas estaban 

presentes en igual número en hembras y en machos, había uno o dos cromosomas 

adicionales de manera desigual en los dos sexos. En la Drosophila, el sexo se determina 

por el cromosoma X y por la relación cuantitativa entre el cromosoma X y los 

autosomas (Cline y Meyer, 1996).  Las moscas hembra son XX, XXY, y XXYY 

mientras que los machos son XY y XO.  

En 1959, se identificó la presencia del cromosoma Y como el principal factor de la 

determinación sexual masculina. En el hombre el cromosoma Y porta un gen que 

codifica para un factor determinante del testículo que establece el desarrollo testicular. 

El cromosoma Y tiene una pequeña región pseudoautosómica  en donde se generan 

procesos de recombinación entre los cromosomas X e Y durante la meiosis.  Se puede 
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producir en regiones adyacentes no-homólogas a la región pseudoautosómica, 

generando el intercambio de ADN específico del cromosoma Y dentro del cromosoma 

X. Entre la región pseudoautosómica y el centrómero, se describió inicialmente una 

región portadora  del Factor de Determinación Testicular (TDF) que contiene el gen Sex 

Determining Region, Y (SRY). Este gen codifica para la proteína SRY central en el 

inicio del desarrollo de los testículos a partir de una gónada bipotencial indiferenciada 

(Sinclair et al. 1991, Gubbay et al.1990).  

 

2.2 LOS GENES DETERMINANTES DEL TESTÍCULO 

 

2.2.1 SRY 

 

El gen SRY es el principal iniciador de la cascada que determina el desarrollo del 

testículo a partir de una gónada bipotencial. Este gen se ubica en el brazo corto del 

cromosoma Y (Yp11.3) y está compuesto por 825 pares de bases (bp).  Codifica para 

una proteína de 204 aminoácidos.  La proteína SRY es un miembro de una gran familia 

de factores de transcripción caracterizados por un dominio de unión al ADN conocido 

como High Mobility Group (HMG). El dominio HMG de la proteína SRY, reconoce la 

secuencia nucleotídica AACAATG en los promotores de genes blanco en humanos, 

mientras que en ratones Sry reconoce la secuencia CATTGTT (Harley et al. 1994). La 

comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína SRY  en el dominio HMG 

humano con la de otras especies de mamíferos revela una identidad del 70%. En 

contraste, no hay conservación de la secuencia  de SRY fuera del dominio HMG. En el 
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ratón Sry contiene una región rica en glutamina ausente en otras especies de mamíferos 

y en algunas subespecies del ratón  (Harley et al. 2003). 

Las mutaciones en el gen SRY se asocian con reversión sexual. Los pacientes femeninos 

con cariotipo XY con mutaciones en SRY muestran disgenesia gonadal completa 

coherente con un rol clave de SRY en la formación de los testículos (Hawkins et 

al.1992). Aunque las mutaciones de codón de parada se encuentran dispersas en el gen 

SRY, mutaciones que cambian aminoácidos altamente conservados en la evolución en 

un lugar funcional de la proteína, tienden a agruparse en la región central del gen que 

codifica para el dominio HMG.  

En ratones transgénicos, fragmentos de 14 kb de ADN genómico conteniendo la 

secuencia del Sry, fueron suficientes para dirigir la diferenciación testicular generando 

la reversión sexual en ratones XX, desarrollando testículos, glándulas accesorias del 

aparato reproductor masculino y pene (Koopman et al.1991). Este experimento junto 

con otros estudios murinos demostró de manera concluyente que el gen Sry 

correspondía al factor determinante de testículo (FDT). 

En el modelo murino los transcritos de Sry se detectan a los 10.5 días post-coito (dpc) 

observándose el pico de mayor expresión a los 11.5 dpc. La expresión decrece a los 

12.5 dpc (Hacker et al. 1995). En los humanos SRY se detecta a los 41 días en los 

embriones XY, observándose un pico de expresión a los 44 días cuando los cordones 

testiculares ya están formados (Hanley et al.2000). 

 

SRY puede tener más de un modo de acción en el desarrollo testicular desencadenando 

la vía de expresión de diversos genes, induciendo la diferenciación de las células de 

Sertoli, contribuyendo la migración de las células del mesonefros hacia las crestas 
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genitales y mediante estimulación de la proliferación de las células en las crestas 

genitales (Burgoyne et al.1988, Buehr et al. 1993, Martineau et al.1997, Merchant-

Larios et al.1993 y Schmahl et al. 2000).  

 

2.2.2 SOX9 

 

El gen SOX9  participa en la determinación sexual. Este gen se ubica en  el brazo largo 

del cromosoma 17 (17q23), está compuesto por 3935 bp y codifica para una proteína de 

509 aminoácidos. La proteína SOX9 es miembro de una familia de factores de 

transcripción caracterizados por un dominio de unión al ADN conocido como High 

Mobility Group (HMG). Comparte un  70% de aminoácidos con la  secuencia de HMG 

de SRY. La proteína SOX9, a diferencia de SRY está muy conservada a través de la 

evolución de los vertebrados (Gilbert.2000). 

 

La proteína Sox9 posee dos dominios de activación transcripcional. El primero, es rico 

en residuos prolina-glutamina-serina (dominio PQS) y es indispensable para la actividad 

transcripcional, mientras que el segundo es rico en residuos prolina-glutamina-alanina 

(dominio PQA) y es necesario para mantener la actividad de transcripción. Mutaciones 

en este dominio disminuyen la capacidad de transactivación de Sox9 (Harley et al. 

2003) (figura 2). 

 

Varios genes son regulados después de la expresión de SOX9 y por lo tanto, se 

consideran blancos potenciales de éste. La proteína SOX9 se expresa durante la 

condrogénesis actuando en la diferenciación de los condrocitos y junto al factor 
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esteroidogénico (SF1)  regula la transcripción de la hormona anti-Mülleriana (AMH). 

De manera específica, se conoce que Sox9 es capaz de unirse al promotor y activar la 

transcripción de la AMH in vitro e in vivo. (De Santa Barbara et al. 1998). Mutaciones 

cerca del dominio de unión de Sox9 en la región promotora de AMH en ratones XY  

genera el desarrollo de trastorno ovotesticular del desarrollo sexual (Arango et al.1999). 

SOX9 juega un papel importante en la diferenciación y en la función de las células de 

Sertoli. SOX9 activa a FGF9, y participa en el inicio  del desarrollo de los cordones 

testiculares y de mitosis de las células de Sertoli (Kim  et al. 2006). 

 

Las mutaciones  en SOX9 se han localizado en todo el marco abierto de lectura (ORF),  

a diferencia de las mutaciones en SRY que generalmente se producen en el dominio de 

HMG. Las mutaciones de SOX9 en humanos han sido asociadas a la displasia 

campomélica. El 75% de pacientes con esta patología y cariotipo XY presentan 

reversión sexual, lo que sugiere que SOX9 es necesaria para regular la determinación 

testicular (Foster et al. 1994). 

 

SOX9 regulado por  SRY y SF1, inicia la diferenciación de células pre-sertoli a células 

de sertoli (Ieuan A.2001). 

 

Sox9 tiene un elemento regulador de 3.2 kb, responsable de la expresión específica de 

en el testículo. Esta región se denomina TES (testis-specificenhancer of Sox9) y se 

encuentra ubicada  a 13 Kb upstream del sitio de inicio de la transcripción (Sekido et al. 

2008). Dentro de TES se encuentra una región de 1.4 kb altamente conservada entre el 

ratón, el perro y la especie humana denominada TESCO. Sry y Sf1 actúan de manera 
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sinérgica sobre TESCO para regular positivamente la expresión de Sox9. (Sekido y 

Lovell-Badge. 2008). 

 

Figura 2. Dominios conservados de las proteínas SOX9 de ratón y humano. 

Modificada de Harley et al. 2003. 

 

2.2.3 SF1 

 

El gen SF1 (factor esteroidogénico), se ubica en  el brazo largo del cromosoma 9 

(9q33),  está compuesto por 3104 bp y codifica para una proteína de 461 aminoácidos. 

SF1 se identificó por primera vez como un activador de genes implicados en la 

biosíntesis de esteroides (Ikeda et al. 1993). SF1 tiene un dominio de unión al ADN 

compuesto por dos dedos de zinc que son altamente conservados entre los mamíferos. 

Estudios de expresión en ratones mostraron que Sf1 está presente durante el desarrollo 

del embrión en las regiones asociadas con la función endocrina, en las gónadas, las 

glándulas suprarrenales, la hipófisis y el hipotálamo (Hatano et al. 1994).Los ratones 

Knockout (KO) para el gen Sf1, muestran  desarrollo gonadal por un corto tiempo 

(Schmahl J et al.2000). 
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Mutaciones heterocigotas en el gen SF1 se han asociado con reversión sexual e 

insuficiencia suprarrenal, lo que sugiere que SF1 regula la regresión de los conductos de 

Müller (Achermann JC et al. 1999). Mutaciones en MISRE1 (dominio de unión de 

SF1en la región promotora del gen AMH) causan una disminución parcial en los 

niveles de AMH y regresión parcial de los conductos de Müller, lo que indica que SF1 

es indispensable en su regulación (Arango et al.1999). 

 

2.2.4 FGF9 

 

El gen FGF9 (Factor de crecimiento de fibroblastos 9), se localiza en  el brazo largo del 

cromosoma 13 (13q11-q12) y está compuesto de 4220 bp que codifican para una 

proteína de 208 aminoácidos. Fgf9 está implicado en la proliferación y determinación 

de las células de Sertoli. Se expresa en el embrión de ratón durante el desarrollo gonadal 

(Colvin JS et al.2009). Se puede detectar a partir de 11.5 dpc en ambos sexos y 

posteriormente se detecta en la formación de los cordones testiculares en ratones XY 

mientras que no se expresa en la gónada de ratones XX. Los ratones XY Fgf9
-/- 

muestran reversión sexual con alteración de la diferenciación de las células pre-Sertoli, 

lo que sugiere que Fgf9 tiene un papel importante en la formación testicular  durante la 

embriogénesis (Schmahl et al.2003, Schmahl et al.2004). SOX9 establece un ciclo de 

regulación positiva con FGF9 y PGD2, lo cual permite la expresión de éstos genes 

durante el desarrollo del testículo (Wilhelm et al. 2007 y Kim et al. 2006). 

 

 

 



11 
 

2.2.5 DAX1 

 

El gen DAX1, se ubica en el brazo corto del cromosoma X (Xp21.3) y codifica para la 

proteína DAX1 que pertenece a la familia de receptores nucleares de hormonas. En el 

extremo N-terminal de la proteína se encuentra la secuencia de aminoácidos LXXLL 

que media la interacción proteína-proteína, (Suzuki et al. 2003, Zanaria et al. 1994, 

Zhang et al. 2000),  mientras que en el extremo C- terminal, se ha descrito un dominio 

de transrepresión (Ito et al. 1997, Zazopoulos et al. 1997). El modelo principal de 

acción molecular de DAX1 es la interacción con otros receptores nucleares como SF1 

(Lalli etal.1997, Nachtigal et al.1998, Suzuki et l.2003), el receptor de estrógeno ERα y 

ERβ, (Zhang et al. 2000), el receptor de andrógenos  y el receptor de progesterona 

(Agoulnik et al.2003, Holteretal.2002).  

Dax1 se expresa en la glándula suprarrenal en desarrollo, en las gónadas, el hipotálamo 

y la hopófisis (Hanleyet al.2000, Ikeda et al. 1996, Ikeda et al. 2001). Durante el 

desarrollo testicular, Dax1 se expresa en las células somáticas antes de la expresión de 

Sry, con una fuerte expresión en las células de Sertoli a los 12.5 dpc. Dax1 continúa 

expresándose en el ovario en desarrollo hasta por lo menos los 14.5 dpc (Ikeda et al. 

2001). En un principio se postuló a Dax1 como factor determinante del ovario, basado 

en el fenotipo de reversión sexual en individuos XY con doble copia de Dax1 (Bardoni 

et al.1994).La función de Dax1 en el desarrollo testicular temprano y en la regulación 

de la Amh es claro.Dax1 es necesario para el desarrollo testicular, inhibiendo la 

interacción sinérgica de Sf1 con Wt1, por lo que funciona como un antagonista de la 

producción de Amh (Yu et al. 1998, Niakan y McCabe 2005). 
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2.3 LOS GENES DETERMINANTES DE OVARIO 

 

2.3.1 WNT4 

 

El gen WNT4 es uno de los principales iniciadores de la cascada de interacciones de 

genes que determinan el desarrollo del ovario a partir de una gónada bipotencial. Este 

gen se ubica en el brazo corto del cromosoma 1(1p36.12) y está compuesto por 3845 bp 

que codifican para una proteína de 351 aminoácidos.  Wnt4 se expresa en la gónada 

embrionaria en ratones de ambos sexos en las primeras etapas del desarrollo, y después 

de la acción de Sry en la gónada XY su expresión se convierte en específica del ovario 

(Vainio et al. 1999 ). Los ratones XX Wnt4
-/-

 presentan reversión sexual. En humanos, 

las mutaciones de WNT4 generan un inicio tardío de la determinación sexual lo que se 

asocia a una reversión parcial similar al fenotipo observado en el ratón.  

 

Wnt4 tiene diferentes funciones durante la diferenciación sexual. Se requiere para la 

morfogénesis del conducto de Müller y para la inhibición de la formación de la 

vascularización específica, señala la supresión de la producción de las células de 

Leydig, activa y regula la expresión de Dax1 en la vía WNT/β-catenina (Mizusaki et 

al.2003).  

 

 WNT4 se expresa en las células de la granulosa  y en los cuerpos lúteos (Hsieh et al. 

2002). El factor WNT4 es un importante regulador del desarrollo folicular, coordinando 

diversas funciones de las células de la granulosa durante las etapas finales de la 

maduración del folículo y la ovulación. WNT4 actúa en la  regulación de la expresión 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160604006232#bib24
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de genes involucrados en una serie de procesos foliculares cruciales, incluyendo la 

esteroidogénesis, la biosíntesis de prostaglandinas y la angiogénesis (Boyer et al. 2010). 

 

2.3.2 RSPO1 

 

RSPO1 se ubica en el brazo corto del cromosoma 1(1p34.3) y está compuesto por 2985 

pb que codifican para una proteína de 263 aminoácidos.  La estructura de la proteína 

RSPO1 está compuesta por un péptido señal ubicado en el extremo N-terminal, dos 

dominios furina, un dominio trombospondina 1 y una región de aminoácidos cargados 

positivamente ubicados en la región C-terminal que, a su vez, contiene una región de 

señalización de localización nuclear (Figura 3). Los dominios furina están involucrados 

en diversas vías moleculares como reguladores del desarrollo del ovario a través de la 

modulación de la vía WNT4/β-CATENINA (Kazanskaya et al. 2004).Los ratones XX 

Rspo1 
-/- 

muestran una formación de tejido testicular en el ovario (ovotestis) y 

androgenización parcial de los animales hembra, con una disminución de la 

señalización de β-catenina y reducción de la expresión de Wnt4. El fenotipo de los 

ratones  XXRspo1
 -/-

 y  XX Wnt4
-/-

 es muy similar, lo que sugiere que estos genes actúan 

en la misma vía molecular. Con el fin de probar esta hipótesis se estudió el nivel de 

expresión de Wnt4 en ratones XX Rspo1
-/-

 , observándose un bajo nivel de expresión de 

Wnt4 (Chassot et al. 2008). En humanos, mutaciones en RSPO1 generan un fenotipo de 

mujeres con genitales masculinos, con hipospadias, hipogenitalismo grave o 

ambigüedad de los genitales externos (Tomaselli et al. 2008). Estos hallazgos junto con 

los modelos murinos en Rspo1 indican que este gen actúa como un activador de la vía 

molecular en el desarrollo ovárico. 



14 
 

 

Figura 3. Estructura de la proteína RSPO1. 

 

2.3.3 CTNNB1 (β-catenina) 

 

El gen CTNNB1 (β-catenina) se ubica en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21) y está 

compuesto por 3729 bp que codifican para una proteína de 781aminoácidos. Ctnnb1 es 

un efector de la vía de Wnt4.Actúa como mediador intracelular de Rspo1 que estimula la 

expresión de Wnt4 en el ovario fetal, interviniendo en el mantenimiento de la 

supervivencia de las células germinales femeninas (Yao et al 2004). Los ratones XX 

Ctnnb1 
-/ 

presentan una disminución de la expresión génica de los reguladores 

esenciales del desarrollo ovárico (Fst, Wnt4 y Foxl2) y una disminución de las células 

somáticas en los ovarios (Manuylov et al.2008).  

 

2.3.4 FOXL2 

 

El gen FOXL2 se ubica en el brazo largo del cromosoma 3 (3q23) y está compuesto por 

2917 bp que codifica para una proteína de 376 aminoácidos.  Este gen codifica para un 

factor de transcripción de la familia forkhead. FOXL2 es esencial en la diferenciación y 

el mantenimiento ovárico. Se expresa inicialmente en el ovario en el momento de la 

determinación del sexo (Crisponi et al. 2001). Este perfil de expresión se observa a 
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través de diferentes especies, lo que sugiere un papel conservado de FOXL2 en el 

desarrollo ovárico en vertebrados (Wang et al. 2004). La expresión de Foxl2 en ratones 

XX se inicia a los 12.5 dpc en las células de la pre-granulosa (Schmidt et al. 2004). 

Mutaciones en FOXL2 en humanos causan el síndrome de Blefarofimosis, Ptosis, 

Epicantus-Inversus (BPES), que se caracteriza por anormalidades en los párpados y está 

asociado a falla ovárica prematura (FOP) pero no con reversión sexual (Crisponi et al. 

2001). En cabras, las mutaciones en FOXL2 conducen al síndrome de intersexualidad 

PIS (Polled Intersex Syndrome), que se caracteriza  por reversión sexual. En ratones la 

invalidación homocigota Foxl2
-/-

 afecta la diferenciación de células de la granulosa, los 

folículos son ausentes, un crecimiento anormal de los ovocitos y las hembras son 

estériles (Uda et al. 2004, Schmidt et al. 2004). Mediante estudios murinos la supresión 

de los genes Wnt4 y Foxl2 generó reversión sexual en los ratones XX permitiendo la 

expresión de Sox9 y de Amh.  

2.4 DETERMINACIÓN DEL SEXO HORMONAL 

 

La diferenciación sexual primaria, implica la formación de un ovario de un testículo a 

partir de una gónada bipotencial. Posterior a esta etapa, es posible observar un estadio 

de diferenciación sexual secundario, caracterizado por el desarrollo de genitales tanto 

internos como externos, dependiente de  una sutil y regulada expresión hormonal 

orquestada por las gónadas femeninas (ovarios) o por las gónadas masculinas 

(testículos). En este segundo estadio fetal, es necesario resaltar dos momentos: el 

primero referente a la regulación hormonal derivada de la organogénesis en la etapa 

embrionaria y el segundo a la regulación hormonal en la etapa de la pubertad. Se ha 

demostrado que para el desarrollo de un fenotipo femenino, es necesaria la secreción de 

estrógenos, los cuales permiten el adecuado desarrollo de los conductos de Müller y de 

Wolf. En el desarrollo del fenotipo masculino es indispensable la secreción de dos 

hormonas testiculares, la hormona antimülleriana (AMH) producida por las células de 

Sertoli y la testosterona, secretada por las células de Leydig cuya función genera que el 
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conducto de Wolf se diferencie en el epidídimo, los conductos deferentes y las vesículas 

seminales (Gilbert et al. 2000).  

 

2.4.1 ESTRÓGENO 

 

En los mamíferos, el estrógeno es necesario para la fertilidad de los machos y de las 

hembras. En las hembras esta molécula es secretada inicialmente a partir del ovario fetal 

induciendo la diferenciación del conducto de Müller, de los oviductos y del cuello 

uterino. En los machos, el estrógeno regula la absorción de agua que se efectúa en los 

conductos deferentes concentrando el semen. Los estrógenos median su acción 

principalmente a través de los receptores de estrógeno (ER). Se han determinado en la 

especie humana de dos isoformas ERs, la isoforma alfa (Erα) y la isoforma beta (Erβ) 

que están codificadas por los genes ESR1 y ESR2, respectivamente. 

En modelos murinos knockout (KO) para los ERs se evidenció infertilidad tanto en 

hembras como en machos. Adicionalmente, este modelo permitió determinar en las 

hembras que la insensibilidad de estrógenos generaba diferentes fenotipos de acuerdo al 

receptor no-expresado. En las hembras KO para el ERα
-/-

 se observó una inadecuada 

maduración del aparato reproductor femenino. Por otro lado, las hembras KO  para el 

Erβ
-/-

 presentaron muerte de las células germinales y de la células de la granulosa, con 

diferenciación parcial de las células de Sertoli. En el caso de los machos, se observó 

infertilidad ante la ausencia de las dos isoformas ERα
-/-

 ó ERβ
-/-

, lo que permitió señalar 

su función  en el tracto reproductor masculino (Carreau et al. 2012 y Couse y 

Korach 1999). 

 

2.4.2 TESTOSTERONA Y DIHIDROTESTOSTERONA 

 

Las dos hormonas masculinizantes primarias son la testosterona y la 

dihidrotestosterona. La testosterona promueve la formación de las estructuras 

masculinas reproductoras como son el epidídimo, las vesículas seminales y los 

conductos deferentes. La dihidrotestosterona (DHT), durante la embriogénesis, 

promueve la formación de la uretra, la próstata, el pene y el escroto. 
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2.4.3 HORMONA ANTIMÜLLERIANA  

 

La AMH, es una proteína de la familia de los factores de crecimiento (TGFβ) secretada 

por las células de Sertoli que tiene como función, entre otras, ocasionar la degeneración 

del conducto de Müller. Su expresión es detectable desde la infancia y  la adultez en 

hombres. Sin embargo, en las mujeres no es detectada sino hasta la pubertad, es 

producida por las células granulosas de los folículos preantrales (primarios y 

secundarios) y antrales pequeños. Actúa inhibiendo el reclutamiento de los folículos 

primordiales, así como también durante la fase de crecimiento folicular dependiente de 

FSH. Hembras de un modelo murino, para el gen Amh presentaron un desarrollo 

folicular tres veces mayor en contraste a las hembras WT. Este aumento en la tasa 

folicular condujo a un agotamiento prematuro del pool de folículos primordiales en este 

modelo. Estos datos son coherentes y permitieron sugerir el uso de este marcador para 

evaluar la cantidad y la calidad del pool de folículos en el ovario (Lane y Donahue 

1998, Durlinger et al. 1999 y Ebner et al.2006). 

 

 

 

2.4.4 GONADOTROPINAS 

 

Las gonadotropinas son hormonas secretadas por la hipófisis, por acción de la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH) que están implicadas en la regulación de la 

reproducción.  Son esenciales para la diferenciación sexual masculina y femenina 

(Hughes, 2001). 

 

Dentro de este grupo se encuentran tres moléculas: 

  

 Hormona luteinizante (LH): Controla la maduración de los folículos, 

la ovulación, la iniciación del cuerpo lúteo y la secreción de progesterona. En el 

varón regula la secreción de testosterona. 
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 Hormona estimulante del folículo (FSH): Su función consiste en estimular el 

crecimiento del folículo ovárico. En el varón su función es esencial para 

la espermatogénesis. 

 

 Gonadotropina coriónica humana (HCG): Su función principal en las hembras es 

la maduración del ovocito. En los varones estimula la producción de 

la testosterona.  

 

2.5 EL OVARIO 

 

El ovario es la gónada femenina productora y secretora de ovocitos y de hormonas 

sexuales. Mide aproximadamente 4 centímetros de largo y 2 centímetros de ancho en la 

especie humana. Está compuesto por dos zonas. la corteza ovárica, la cual contiene los 

ovocitos y está constituida por estroma y parénquima, y la médula ovárica constituida 

por tejido conectivo laxo compuesto por fibroblastos y una matriz extracelular que 

forman una red de fibras de colágeno tipo I con presencia de fibras elásticas y de 

algunas células musculares lisas. El ovario contiene y mantiene a los ovocitos, cuyo 

desarrollo  implica varios procesos regulados incluyendo la ovogénesis, la 

prefoliculogénesis y la  foliculogénesis (Figura 5). El ovocito y las células circundantes 

del folículo constituyen la unidad reproductiva fundamental del ovario. El ovario 

promueve la secreción de hormonas para la maduración folicular y el desarrollo de las 

características sexuales secundarias femeninas (Eynard et al.2008). 

 

Figura 4. Estructura del ovario (Modificado de Cummings, 2011). 
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2.5.1 OVOGÉNESIS 

 

La ovogénesis es el proceso de maduración de las células germinales femeninas desde 

su diferenciación en ovogonia hasta su maduración en ovocito. La mayor parte de las 

etapas del desarrollo de los gametos femeninos se fundamentan en divisiones mitóticas 

en las que se produce un gran número de células diploides (ovogonias). Al final del 

proceso se genera una cantidad limitada de divisiones meióticas (ovocito secundario) 

cuya finalidad es la unión con el gameto masculino para la formación final de un nuevo 

individuo. La ovogénesis consiste en la conversión de ovogonias en ovocitos 

primordiales, un proceso que se realiza durante la gestación. En los seres humanos 

aproximadamente 7 millones de ovocitos inmaduros se producen. La mayoría se 

someten a un proceso selectivo de apoptosis. Se estima que al momento del nacimiento 

una mujer posee aproximadamente 2 millones de ovocitos. Posteriormente en la 

pubertad, se pueden observar alrededor de 400.000 ovocitos inmaduros.  

 

Este proceso se inicia a partir de células germinales que se originan a partir del 

ectodermo embrionario y migran hacia el pliegue gonadal (futuro ovario) mediante 

movimientos ameboides utilizando moléculas de reconocimiento en la matriz 

extracelular. En promedio, existen 1.700 células germinales antes de iniciar la 

migración hacia el borde genital duplicándose el número celular durante el proceso de 

migración. Al llegar a su destino, las células germinales primordiales se diferencian en 

ovogonias. En las 11-12 semanas de gestación, los ovocitos primordiales sufren 

nuevamente repetidas divisiones mitóticas y antes del nacimiento, entran en meiosis 

transformándose en ovocitos primarios. Los ovocitos primarios permanecen en reposo 

meiótico por el resto de la vida intrauterina (Faddy et al. 1992, Faddy, 2000, Goldfien et 

al. 1998, y Stenzel et al. 1998). 

 

2.5.2 FASE PRE-FOLICULAR 

La fase pre-folicular es un breve periodo en la organogénesis ovárica antes del inicio de 

la foliculogénesis. En esta fase son evidentes los cordones sexuales que están 

constituidos por ovogonias y por células epiteliales delimitadas por una membrana 

basal.  
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2.5.3 FOLICULOGÉNESIS 

 

La foliculogénesis comprende el crecimiento del folículo y su desarrollo a través de los 

distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que surge del pool de folículos 

formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es ovulado o entra en 

atresia (regresión o muerte del folículo). Este proceso se lleva a cabo en la corteza del 

ovario. 

 

La foliculogénesis implica dos procesos principales: el reclutamiento del folículo en un 

pool de crecimiento y la proliferación seguida por la diferenciación de las células de la 

granulosa y de la teca. El reclutamiento del folículo se regula por señales paracrinas y 

autocrinas producidas en el ovario. En el humano, la foliculogénesis empieza 

aproximadamente entre la semana 11 a 12 de la gestación. El primero en formarse es el 

folículo primordial que representa la unidad funcional del ovario de los mamíferos. Los 

folículos primordiales están compuestos por un ovocito en crecimiento, que mide de 25 

μm a 35 μm de diámetro, rodeado por células epiteliales poco diferenciadas de las 

células de la pre-granulosa que ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el 

crecimiento del ovocito (Figura  5B). En la pubertad 5 a 15 folículos primordiales 

comienzan a tener un crecimiento basal lento con cada ciclo ovárico, mediante el 

control de factores de crecimiento, citocinas, esteroides y constituyentes de la matriz 

extracelular. Estos folículos son reclutados en un pool cada vez mayor y las células de 

la granulosa proliferan, rodeando el ovocito. Las células de la granulosa comienzan a 

expresar marcadores de proliferación. En esta fase inicia la expresión del gen (FSHR) 

(Picton et al.2001, Hirshfield, 1989, Wandji et al.1996 y Wandji et al. 1997). 

 

Posteriormente los folículos primordiales abandonan el pool para convertirse en 

folículos primarios que tienen un tamaño aproximado de 60 μm de diámetro (Figura 

5C). Esta transición implica modificaciones citológicas en el ovocito, en las células 

foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el ovocito aumenta de 

tamaño, la capa única de células aplanadas se convierte inicialmente en una capa de 

células cúbicas y cilindrícas, y mediante mitosis origina las células de la granulosa que 
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formarán posteriormente un epitelio estratificado. Las células de la granulosa segregan 

mucopolisacáridos entre el ovocito y las células de la granulosa circundantes, 

originando espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona 

pelúcida (ZP), la cual es una cubierta extracelular glicoproteíca que rodea a los 

ovocitos. Cuando se alcanza esta etapa de folículo primario, las células de la pre-

granulosa no ejercen ningún efecto inhibidor sobre el crecimiento del ovocito pero sí 

sobre la meiosis. A medida que los folículos aumentan de tamaño, van desplazándose 

gradualmente hacia el interior de la corteza ovárica. A través de sucesivas divisiones 

mitóticas de células de la granulosa, el folículo primario unilaminar pasa a un estadio 

preantral, multilaminado, denominado folículo secundario o folículo preantral (Figura 

5D). Estos folículos poseen una o dos arteriolas que terminan en una red vascular fuera 

de la lámina basal, y por lo tanto, el folículo entra en contacto directo con factores que 

se encuentran en la circulación. En este estadio las células de la granulosa conforman 

una población homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la FSH y las 

hormonas esteroideas. La FSH estimula la proliferación de las células de la granulosa y 

aumenta el número de FSHR expresados en su superficie. Durante la etapa final del 

crecimiento del folículo preantral, las células de la granulosa y de la teca cambian 

progresivamente y son más sensibles a la estimulación por las gonadotropinas. Las 

células de la granulosa se diferencian en dos grupos: las que revisten la pared del 

folículo y que forman un epitelio estratificado en contacto con la lámina basal, y 

aquellas que se diferencian en células del cumulus oophorus  formando varias capas de 

células cilíndricas alrededor del ovocito. Estas últimas tienen como función proteger el 

ovocito y coordinar la maduración y el desarrollo folicular. Cuando las células de la 

granulosa alcanzan un número elevado se forman cavidades en el espacio extracelular 

llenas de un fluido denominado fluido folicular. La cantidad de líquido folicular 

aumenta formando el antro,  lleno de líquido es un rasgo característico de un folículo 

maduro, y es conocido como folículo antral o terciario (Figura 5E). Se forma, entonces, 

una cavidad central, el antro folicular, rodeado de células de la granulosa murales  

localizadas en la periferia. El folículo antral está tapizado por un epitelio estratificado 

de células de la  granulosa  que presentan un engrosamiento localizado en uno de sus 

lados llamado. Células del cumulus, que mantienen una estrecha relación con el ovocito 

mediante uniones estrechas (gap). Estas uniones intercelulares posibilitan el 
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intercambio de aminoácidos, nucleótidos y lípidos precursores en el ovocito. La relación 

con estas células se vuelve más laxa debido a la aparición gradual del líquido que llena 

los espacios intercelulares. Al desprenderse el ovocito, una ó más capas de las células 

del cumulus permanecen unidas a él, formando la corona radiata, una envoltura celular 

laxa que persiste alrededor del ovocito aún después de la ovulación. La aparición de los 

LHR  en las células de la granulosa ocurre durante la transición del folículo antral hacia 

el folículo preovulatorio, debido a la estimulación de la FSH. Este paso es fundamental 

para que el folículo progrese hacia la ovulación. 

Cuando el folículo alcanza su mayor crecimiento y madurez por la influencia de la FSH 

y de la LH, se le denomina folículo de Graaf o folículo pre-ovulatorio (Figura 5F) 

(Thibault et al.1987, Reynolds et al.1992, Anderson y Albertini, 1976, y Canipari, 

1994). 

 

El proceso de atresia folicular puede ocurrir en cualquier momento de la gestación hasta 

la menopausia. Durante el período fértil de una mujer, sólo 400-500 folículos maduran y 

se ovulan, y más del 99 % se someten a atresia mediante mecanismos de apoptosis 

(Gougeon, 1996 y Hsueh et al.  1994).  

 

Figura 5. Foliculogénesis (Modificado de Edson et al.2009). 
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2.6 FALLA OVARICA PREMATURA (FOP) 

 

La FOP se define clínicamente como la detención de la menstruación antes de los 40 

años de edad con amenorrea mayor a 6 meses de evolución asociada a niveles séricos de 

FSH superiores a 40 UI/l (Coulam, 1982 y Santoro, 2003). 

 

2.6.1 EPIDEMIOLOGÍA DE LA FOP 

 

La FOP afecta aproximadamente al 1% de las mujeres menores de 40 años, y al 0.1% de 

la mujeres menores de 30 años (Coulam et al. 1986, Cramer y Xu 1996, Luborsky et 

al.2003).  

 

2.6.2 SÍNTOMAS DE LA FOP 

 

Los síntomas de FOP son variables y se presentan de manera súbita o gradual. Puede 

presentarse amenorrea primaria, en donde no se presenta menarquia, y amenorrea 

secundaria, cuando la menstruación cesa espontáneamente después de un periodo de 

menstruación normal. La FOP puede acompañarse de ausencia en el desarrollo puberal, 

mamario y del vello púbico (Rajkovic 1999, Anasti 1998, Goswami y Conway 2005). 

La FOP post-puberal representa la gran mayoría de los casos y se caracteriza por 

amenorrea secundaria asociada al arresto o depleción folicular prematuros. Otros 

síntomas incluyen palpitaciones, intolerancia al calor, sofocos, sudores nocturnos, 

irritabilidad, ansiedad, depresión, trastornos del sueño, disminución de la libido y 

sequedad vaginal (Santoro, 2003).  

 

2.6.3 DIAGNÓSTICO DE LA FOP 

 

La FOP se caracteriza por amenorrea antes de los 40 años. El diagnóstico se hace 

después de un período de amenorrea de al menos 6 meses. Para confirmar la 

anovulación y el hipergonadotropismo se debe realizar la medición sérica de  FSH y LH 

(Vegetti et al., 2000, Nippita y Baber. 2007). Los bajos niveles de inhibina B pueden 

predecir el agotamiento folicular. La medición de la hormona AMH puede ser útil para 
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determinar la reserva folicular y la medición de estradiol refleja principalmente la 

actividad de los ovarios. Las mediciones de estos niveles hormonales deben realizarse al 

menos dos veces en meses diferentes, ya que pueden fluctuar (Conway, 2000, Rebar, 

2009 y Shelling, 2010). El ultrasonido ginecológico es útil para hacer la valoración de 

los folículos antrales. En pacientes con FOP se evidencian ovarios pequeños sin 

presencia de folículos en crecimiento.  

 

2.6.4 ETIOLOGÍA  DE LA FALLA OVARÍCA PREMATURA 

 

La causa de la FOP es desconocida en la mayoría de los casos. Se ha propuesto que 

puede darse por un número inicial disminuido de folículos primordiales, por una 

acelerada atresia folicular o por una alteración en los procesos de maduración de los 

folículos (Figura 6). Estos mecanismos pueden ser activados por múltiples causas: 

iatrogénicas (quimioterapia o radioterapia), metabólicas, infecciosas, tóxicas y por 

factores ambientales, autoinmunes, y genéticos (Persani et al. 2010, Woad et al. 2006). 

 

Figura 6. Fases de la foliculogénesis. Posibles mecanismos de FOP (Modificado de 

Persani et al. 2010). 

 

 

 

 

 



25 
 

2.6.5 CAUSAS IATROGÉNICAS 

 

Las causas  iatrogénicas incluyen la cirugía pélvico-abdominal y la quimioterapia o 

radiaciones que generan como reacción secundaria FOP. La quimioterapia puede causar 

daño citotóxico en los ovarios puesto que la estructura y la función de las células de la 

granulosa y de los ovocitos se ven afectadas por  estos agentes quimioterapéuticos. El 

efecto gonadotóxico de la quimioterapia dependerá del tipo de droga, de la dosis 

administrada y de la edad de la paciente. La cirugía pélvica y la embolización de las 

arterias uterinas pueden atrofiar el ovario al afectar el suministro de sangre y causar 

inflamación en la zona así como comprometer el suministro vascular (Poirot et al.2002, 

Howell y Shalet, 1998, Amato y Roberts, 2001). 

 

2.6.6 CAUSAS AUTOINMUNES 

 

Una proporción importante de FOP está asociada con un auto-reconocimiento anormal 

por el sistema inmune principalmente contra el ovario. Las causas autoinmunes están 

presentes en el 30% de los casos de FOP. La característica principal es la presencia de 

anticuerpos anti-ovario que, al parecer, están presentes en la fase inicial de la 

destrucción folicular (Conway et al. 1996). 

 

Las causas autoinmunes pueden ser:  

 

 Origen endocrino: Autoinmunidad en la glándula tiroides en un 14% de los 

casos, hipoparatiroidismo y diabetes mellitus.  

 

 Origen no -endocrino: Candidiasis crónica, púrpura trombocitopenica 

idiopática, vitíligo, alopecia, anemia hemolítica autoinmune, anemia perniciosa, 

lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, síndrome 

de Sjögren, cirrosis biliar primaria y hepatitis activa, entre otras. 

 

Clínicamente, la FOP de origen autoinmune se divide en dos grupos: 
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1. Asociación con la enfermedad de Addison y que corresponde a entre el 2% y el 

10 % de los casos de FOP asociados con autoinmunidad suprarrenal.  

2. FOP aislada o asociada con otras enfermedades autoinmunes. 

 

El diagnóstico de FOP autoinmune se realiza por medio de una  biopsia de ovario. El 

examen histológico de las biopsias de ovario de pacientes con FOP autoinmune 

asociadas con autoinmunidad suprarrenal, muestran infiltración de células linfocíticas y 

plasma alrededor de las células productoras de esteroides de los folículos en desarrollo 

(Bakalov et al. 2002).   

 

2.6.7 CAUSAS GENÉTICAS 

 

La FOP puede darse por diferentes etiologías, sin embargo, en más del 90% de los casos 

no se conocen las causas. Una indicación de que la FOP puede tener un componente 

genético se debe a la presentación de casos familiares, en donde existen múltiples 

individuos afectados en más de una generación. Sin embargo el porcentaje de casos de 

FOP familiar es lógicamente bajo por la selección negativa de los potenciales factores 

genéticos causales (Nippita y Baber. 2007, Davis et al. 2000, Conway et al. 1996). 

El análisis de casos familiares, sugiere diferentes modos de herencia, incluyendo formas 

dominantes y recesivas. Diferentes casos indican que la FOP puede ser una enfermedad 

genética con expresividad variable. Estudios familiares previos evidencian la 

heredabilidad en la edad de aparición de la menopausia en madres e hijas. Un estudio en 

un grupo de pacientes con aparición de menopausia temprana mediante análisis 

citogenético y pedigrí, mostro un perfil de herencia dominante en lo que respecta la 

aparición de menopausia temprana. Posteriormente, un estudio realizado en hermanas y 

en gemelas sugirió que la heredabilidad en la aparición de la menopausia era del 71% al 

87% (Conway et al. 1996, Tibiletti et al. 1999, Bruin et al. 2001).   

 

En los últimos años a partir del enfoque gen-candidato, la mayoría basados en modelos 

murinos de FOP, se han podido identificar variaciones genéticas asociadas con la 
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patología, permitiendo conocer un poco más acerca de sus mecanismos etiológicos 

moleculares.  

 

2.6.8 CAUSAS SINDRÓMICAS 

 

2.6.8.1 SÍNDROME TURNER  

 

Cerca del 9% de los casos de FOP  están asociados con alteraciones en el cromosoma X. 

Estos rearreglos cromosómicos comprenden en su mayoría (85%) anomalías  numéricas 

(monosomías y trisomías) y e n menor proporción (15%) defectos estructurales 

(deleciones, isocromosomas y translocaciones) (Toniolo, 2006). Jiao et al.  (2012) 

analizaron una cohorte de cerca de 500 pacientes con FOP en quienes se evidenció una 

tasa de anormalidades cromosómicas del 12.1%. El 93.7% de los casos involucró al 

cromosoma X y el 1.6% restante a cromosomas autosómicos. En estas pacientes el 

cariotipo predominante fue 45, X que determina el síndrome de Turner. En mujeres con 

esta alteración numérica del cromosoma X la pérdida de ovocitos se produce en las 

primeras etapas de la profase meiótica, lo que resulta en una disgenesia gonadal y en 

amenorrea primaria asociada a niveles elevados de FSH. Estas características son el 

resultado de la haploinsuficiencia de genes que escapan a la inactivación del 

cromosoma X necesarios para la correcta función ovárica (Jiao et al, 2012, Reynaud et 

al. 2004, Zinn y Ross 1998). 

Las deleciones del brazo largo del cromosoma X han permitido definir dos regiones 

críticas (CR) para FOP: CRI en Xq13-Xq21 y CRII en Xq23-Xq27. Esta región está 

localizada en la región FOP1 dentro de la cual se encuentran potencialmente genes 

candidato en la etiología molecular de la enfermedad. Algunos de los genes situados en 

esos loci que están relacionados con la función ovárica son: DIAPH2, XPNPEP2, 

DACH2 y CHM (Toniolo, 2006, Laissue et al. 2008, Jiao et al.2012). La introducción de 

técnicas de citogenética molecular (e.g. FISH) ha permitido aumentar la sensibilidad de 

detección de mosaicismos 45,X/46,XX y de aberraciones cromosómicas crípticas en las 

pacientes FOP. Las anormalidades cromosómicas se han reportado con mayor 

frecuencia en los casos con amenorrea primaria (Lakhal et al.2010). 

 

http://jme.endocrinology-journals.org/content/45/5/257.full#ref-154
http://jme.endocrinology-journals.org/content/45/5/257.full#ref-154
http://jme.endocrinology-journals.org/content/45/5/257.full#ref-211
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2.6.8.2 GALACTOSEMIA  

 

La galactosemia es una enfermedad hereditaria autosómica recesiva, causada por la 

deficiencia de  la  galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT). La incidencia de la 

galactosemia es de 1:50.000 recién nacidos vivos. Este déficit, al impedir la adecuada 

oxidación de la galactosa, lleva a un aumento en los niveles de galactosa-1-fosfato de 

galactitol y al déficit de UDP-Galactosa. La alteración de esta vía metabólica genera el 

fenotipo de los pacientes caracterizado por  daños neurológicos,  hepáticos,  renales,  

esqueléticos y gonadales (Baldellou et al. 2000, Holton et al.2001). Los estudios 

moleculares de pacientes han reportado más de 200 mutaciones en el gen GALT. Dos de 

las mutaciones descritas (p.Gln188Arg y p.Lys285Asn) son la causa del 70% de los 

casos de galactosemia (Tyfield et al.1999).  

Cerca del 70% de las mujeres afectadas por galactosemia desarrollan FOP. La 

acumulación tóxica de metabolitos de galactosa causa una disminución en el  pool de 

ovocitos debido a apoptosis. La deficiencia de glicoproteínas y glicolípidos alteran la 

función de la FSH así como de su receptor, ocasionando la reducción de la estimulación 

ovárica y una mayor atresia folicular. Las pacientes presentan un número bajo de 

folículos primordiales, un aumento del número de folículos atrésicos, y ausencia 

completa de folículos pre-antrales y pre-ovulatorios (Tyfield et al.1999, Kaufman et al. 

1989, Calderón et al. 2007, Guerrero et al. 2000 y Waggoner et al. 1990). 

 

2.6.8.3 Síndrome Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus (BPES) 

 

El BPES es una enfermedad de herencia autosómica dominante.  Los pacientes 

afectados por BPES tienen un fenotipo caracterizado por blefarofimosis, ptosis, 

telecanto y epicanto inverso. Se han descrito dos presentaciones clínicas de BPES. En la 

tipo I se evidencian alteraciones en los párpados y FOP mientras que en la tipo II el 

defecto de los párpados ocurre como un signo clínico aislado (Zlotogora et al.1983).  

Las mutaciones  en el gen FOXL2 se han encontrado en los dos tipos de BPES. El gen 

FOXL2 codifica para un factor de transcripción que es miembro de la familia forkhead. 

Este gen se expresa en el desarrollo de los párpados, del ovario y de la hipófisis. Las 

mutaciones en FOXL2 afectan el mantenimiento y la diferenciación del ovario. En el 
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modelo murino Foxl2
-/-

 se evidencian alteraciones craneofaciales típicas de BPES y 

defectos en el desarrollo folicular temprano (Criponi et al.2000, Uda et al. 2004).  

FOXL2 está implicado en la transformación de las células de la granulosa de un epitelio 

escamoso a cuboidal y en procesos de activación de los ovocitos. En humanos se han 

descrito cerca de 125 mutaciones causantes de BPES tipo I y II. Se ha descrito que 

FOXL2 es también responsable de FOP no-sindrómica lo cual ha sido verificado por el 

estudio funcional de la mutación p.Gly187Asp en un caso de FOP sin BPES (Laissue et 

al. 2009). La localización subcelular de FOXL2-p.Gly187Asp en este estudio fue 

normal pero su capacidad de transactivación de genes blanco fue significativamente 

menor con respecto a la de FOXL2-WT (Uda et al.2004, Schmidt et al. 2004, Fokstuen 

et al. 2003, Harris et al. 2002 y  Laissue et al. 2009).  

 

2.6.8.4 SÍNDROME DEL X FRAGIL  

 

El síndrome de X Frágil es una enfermedad de herencia dominante ligada al X. El 

fenotipo de los hombres afectados se caracteriza por cara alargada, frente prominente, 

mentón pronunciado, orejas grandes y retraso mental. La causa de este síndrome se debe 

a la expansión del número de repeticiones de trinucleótidos CGG (> 200). En el 30% de 

las mujeres portadoras de una premutación en el  gen FMR1 (definida por la presencia 

de 50 a 199 repeticiones) desarrollan FOP. La asociación funcional entre la 

insuficiencia ovárica y el estado de premutación del gen FMR1 es la acumulación de la 

proteína FMR1 que puede tener un efecto tóxico contribuyendo con la atresia folicular 

progresiva y acelerada (Cronister et al.1991, Wittenberger et al. 2007).   

 

 

2.6.9 CAUSAS NO SINDRÓMICAS DE FOP 

 

2.6.9.1 PROTEÍNA MORFOGENÉTICA ÓSEA 15 (BMP15) 

BMP15 es un miembro de la súper-familia de factores de crecimiento transformante β 

(TGFβ). BMP15 se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp11.2) y está 

constituido por dos exones. BMP15 es sintetizada como un péptido inactivo constituido 

por un péptido de señalización (N-terminal), un pro-dominio y un péptido maduro (C-
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terminal). El primer exón codifica para los 17 aminoácidos que conforman el péptido 

señal y la primera parte de la región del pro-péptido, el segundo exón codifica el resto 

del pro-péptido y los 125 aminoácidos que conforman el dominio maduro 

biológicamente activo (Dube et al. 1998). 

Las modificaciones post-traduccionales de BMP15 incluyen la eliminación del péptido 

señal, la dimerización y finalmente el clivaje de la pro-proteína en el sitio dibásico 

conservado RXXR que separa la pro-región de la región madura bioactiva. La función 

de la pro-región en BMP15 y GDF9 (un factor parálogo a BMP15) no es conocida pero 

se ha sugerido que, como en otros miembros de la súper-familia (TGFβ), facilita el 

correcto plegamiento y la adecuada dimerización de las regiones maduras. La región 

madura de BMP15 puede formar homodímeros o heterodímeros con la región madura 

de GDF9 (Wrana et al. 1994, Lin et al.2003). 

Funcionalmente, BMP15 actúa principalmente como un factor paracrino sintetizado por 

los ovocitos para estimular la proliferación de células de la granulosa. BMP15 se 

expresa en el folículo primordial hasta las fases finales de la foliculogénesis y se 

mantiene incluso después de la ovulación. El efecto de las mutaciones en este gen y su 

efecto en la  foliculogénesis se ha evidenciado en diferentes especies de mamíferos. Se 

ha reportado que la función de BMP15 es más crítica en las especies mono-ovulatorias 

(ovejas y humanos) que en especies poli-ovulatorias (ratones). Los modelos homo y 

heterocigotos de ratones KO para Bmp15
 
presentan en términos reproductivos un 

defecto leve mostrando hipofertilidad por disminución de la tasa de ovulación. En 

contraste, en ovejas, las mutaciones generan dos fenotipos opuestos. Las mutaciones 

heterocigotas generan un incremento en la tasa de ovulación y del tamaño de las 

camadas mientras que las mutaciones homocigotas causan infertilidad secundaria a un 

bloqueo completo de la foliculogénesis (Chang et al.2002, Yan et al. 2001, Galloway et 

al.2000).  

La primera mutación descrita en humanos en BMP15 (p.Tyr235Lys) fue reportada en 

dos hermanas italianas que heredaron la mutación de su padre sano (Di Pasquale et al. 

2004). En este estudio el análisis funcional del efecto de la mutación demostró una 

disminución de la proliferación de las células de la granulosa causada por un efecto 
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dominante negativo. Posteriormente con el objetivo de analizar la implicación de 

BMP15 en la patogénesis humana se ha secuenciado el marco abierto de lectura de este 

gen en más de 1200 pacientes en varias poblaciones a nivel mundial  (Di Pasquale et al. 

2006, Chang et al.2002, Yan et al. 2001, Galloway et al.2000, Laissue et 

al.2006, Rossetti et al. 2009, Tiotiu et al. 2010 y Wang et al. 2010). 

 

2.6.9.2 FACTOR DE CRECIMIENTO DE DIFERENCIACIÓN 9 (GDF9) 

El gen GDF9 se ubica en el cromosoma 5 (5q23.2), se compone de dos exones. Al igual 

que BMP15 actúa como factor paracrino del ovocito. GDF9 se expresa en el ovocito y 

regula el desarrollo de los folículos primordiales. Los péptidos maduros pueden formar 

homo o heterodímeros con otros miembros de la familia (TGFβ), en especial con 

BMP15. En modelos murinos se ha evidenciado que la función de Gdf9 en la 

folículogénesis es más relevante en especies poli-ovulatorias. En modelos murinos KO 

para Gdf9 
-/- 

se observó que todas las hembras son infértiles. Mutaciones espontáneas de 

este gen en ovejas Cambridge y Belclare produjeron efectos similares en el ovario a los 

observados en animales portadores de mutaciones en BMP15. En ovejas con mutaciones 

homocigotas no se produjo ovulación y fueron infértiles mientras que las portadoras de 

mutaciones heterocigotas mostraron una tasa de ovulación promedio aumentada 

(Dong et al. 1996, Yan et al. 2001, Hanrahan et al. 2004). Estos hallazgos en modelos 

animales permitieron sugerir que GDF9 puede ser un gen candidato implicado en  la 

FOP en humanos. El primer análisis molecular de secuenciación del ORF del gen GDF9 

fue hecho en 15 pacientes japonesas en quienes no se hallaron mutaciones. 

Posteriormente se han descrito los resultados de un mayor número de pacientes (629 

afectadas) en quienes se han encontrado mutaciones con una prevalencia de 1.4% . 

Todas las pacientes han sido portadoras de mutaciones heterocigotas que afectaron 

exclusivamente la proregión. Sin embargo a la fecha no hay estudios funcionales 

concluyentes de las mutaciones detectadas en el gen lo que no permite relacionarlo 

formalmente con la etiopatología de la enfermedad (Takebayashi et al. 2000, Dixit et al. 

2005. Kovanci et al. 2007, Laissue et al. 2006, Zhao et al. 2007).  

 

http://jme.endocrinology-journals.org/content/45/5/257.full#ref-51
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2.6.9.3 INHIBINAS 

Las inhibinas son pequeñas glicoproteínas, que inhiben la síntesis y las secreción de 

FSH hipofisaria. Se han considerado como genes candidatos de la etiología de la FOP 

pero no se han validado pero sus variantes no se han validado funcionalmente. Los 

genes INHA, INHBA y INHBB codifican las subunidades  inhibina α, inhibina ßA e 

inhibina Βb respectivamente. La subunidad α se une a la subunidad ßA o βB para 

inhibir  la secreción de FSH hipofisaria. Las inhibinas  pueden aumentar el número de 

folículos ováricos  e inhibir la meiosis de los ovocitos. Mutaciones en el gen 

INHA afectan la interacción con las subunidad ßA y βB, generando la disminución de 

las inhibinas, aumentando las activinas lo que aumenta la concentración de FSH, 

generando FOP. Esto se ha evidenciado especialmente en ratones KO  Ihha
-/-  

 que 

presentaron niveles elevados de FSH, infertilidad y tumores a una edad temprana 

(Hsuesh et al. 1987 y Matzuk et al. 1992).  

2.6.9.4 FACTOR ESTEROIDOGÉNICO 1 (NR5A1) 

 

El gen NR5A1, se ubica en el cromosoma 9 (9q33), también denominado factor 

esteroidogénico 1 (SF1), codifica para un receptor nuclear expresado en la gónada 

bipotencial desde el inicio del desarrollo embrionario. Regula la transcripción de  genes 

implicados en el desarrollo sexual, la reproducción y del eje hipotálamo-hipófisis-

ovario. Las mutaciones que se han descrito en NR5A1 pueden ocasionar un fenotipo de 

trastorno del desarrollo sexual (DSD) con o sin insuficiencia suprarrenal e  infertilidad. 

Las mujeres con mutaciones en NR5A1 presentan anomalías en los ovarios y disgenesia 

gonadal con amenorrea primaria o secundaria ( Luo et al. 1994, Lin et al. 2007, 

Lourenco et al.2009). 

 

2.6.9.5 NOBOX (Newborn ovary homeobox gene)  

 

El gen NOBOX humano, localizado en el cromosoma 7 (7q35), pertenece a un grupo de 

genes homeobox tejido-específicos. Es un regulador transcripcional específico de 

ovocitos que se requiere durante las etapas iniciales de la foliculogénesis. La expresión 

de Nobox se ha detectado en la ovogonia a los 15.5 dpc y posteriormente en los ovocitos 

http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=7983
http://jme.endocrinology-journals.org/content/45/5/257.full#ref-104
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=7983
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durante la foliculogénesis (Suzumori et al. 2002, Huntriss et al. 2006). El modelo 

murino KO Nobox
-/-

 causó en las hembras inferilidad, los ovarios perdieron los folículos 

rápidamente luego del nacimiento y se afectó la transición de folículos primordiales a 

primarios. Los machos con ablación de este gen fueron fenotípicamente normales. En 

los ratones, Nobox es esencial para la foliculogénesis y para la regulación de los genes 

específicos del ovocito (Mos, Oct4, Rfpl4, Fgf8, Zar1, Dnmt1o, Gdf9, Bmp15) 

(Suzumori et al., 2002, Rajkovic et al. 2004). 

La expresión de NOBOX en tejidos humanos adultos es similar a la del ratón con un 

predominio de en la gónada. La expresión en el ovario humano es específica de los 

ovocitos (Huntriss et al. 2006). Qin et al, analizó la región codificante de NOBOX  en 

una cohorte de 96 mujeres con FOP encontrando una nueva mutación missense 

heterocigótica (p.R355H) que no se detectó en 278 controles (Qin et al. 2007). Más 

recientemente Bouilly et al. Analizó 178 pacientes con FOP, encontrando en 12 de ellas 

5 variantes heterocigotas no-sinónimas (p.R303X, p.G91W, p.R117W, p.S342T y 

p.V350L). Los estudios funcionales evidenciaron que estas mutaciones afectaron la 

capacidad de transactivación de promotores blanco por parte de NOBOX (Bouilly et al. 

2011). Deleciones en el cromosoma 7, que  afecten la región que contiene el gen 

NOBOX, han sido asociadas con la presentación de amenorrea primaria, así como una 

gama de otras características fenotípicas. En 2008 Rossi y colaboradores describieron 

una deleción de 12 Mb (7q33-q35) en una mujer diagnosticada con autismo, retraso del 

lenguaje severo y amenorrea primaria. Lo genes más relevantes funcionalmente 

encontrados en la región delecionada eran CNTNAP2 y NOBOX, asociados con la 

susceptibilidad al autismo y a FOP respectivamente (Rossi et al. 2008). 

 

2.6.9.6 FIGLA (factor in the germline alpha) 

 

 En la especie humana FIGLA se ubica en el cromosoma 2 (2p13.3) y codifica para un 

factor de transcripción hélice-loop-hélice básico (bHLH) específico de las células 

germinales. Tiene como función principal regular la expresión de genes específicos del 

ovocito especialmente de la zona pelúcida (Anderson et al. 2004, Bayne et al.2004). En 

humanos y en ratones FIGLA es expresado en la gónada embrionaria y forma 

heterodímeros con el factor de transcripción 3 (TCF3) (Liang et al. 1997). 
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En el modelo murino KO, las hembras Figla
-/-  

presentaron infertilidad,
 
no se observó 

formación de folículos primordiales y se produjo la pérdida de ovocitos luego del 

nacimiento. El fenotipo de los ovarios de estos ratones sugirió que mutaciones en 

FIGLA podrían contribuir a la aparición de FOP en humanos. (Liang et al. 1997, Dean 

et al. 2000). Zhao et al. Describieron tres variantes en cuatro mujeres afectadas con 

FOP: p.Ala4Glu, p.Gly6fsX66 y p.140delAsn. Los ensayos funcionales demostraron 

que p.140delAsn afecta la unión de FIGLA con el dominio HLH de TCF3 afectando la 

formación de los heterodímeros activos FIGLA-TCF3 (Zhao et al. 2008). 

 

2.7 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN FORKHEAD 

 

La familia de factores de transcripción FOX (forkhead box), ha sido implicada en 

numerosos procesos biológicos. Los genes FOX son necesarios para el establecimiento 

del eje corporal, el crecimiento celular, la proliferación, la diferenciación distintos tipos 

celulares, el adecuado funcionamiento de procesos metabólicos e inmunoreguladores, 

entre otros  (Tuteja et al.2007, Katoh et al.2013). La característica estructural  

determinante de estas proteínas es una región altamente conservada, el dominio de 

unión a ADN (forkhead) compuesto por 80 a 100 aminoácidos. Esta región forma una 

estructura hélice-giro-hélice que consiste de tres α-hélices, tres hojas β plegadas y dos 

regiones en forma de alas que flanquean la tercera hoja β plegada. El dominio forkhead 

(Fkh) es altamente conservado entre diferentes especies y su nomenclatura está basada 

en una clasificación filogenética que contiene más de 10 especies (FOXA hasta FOXS).  

Varios miembros de la familia forkhead han sido relacionados con la foliculogénesis y 

con el desarrollo de las gónadas femeninas, como FOXC1, FOXO1, FOXO3A, FOXO4 

y FOXL2. Varios miembros de la familia FOX están involucrados en una variedad de 

procesos durante la embriogénesis y la homeostasis del tejido adulto por lo que 

mutaciones en algunos de ellos se asocian con una decena de enfermedades humanas, 

entre ellas diferentes tipos de cáncer.  
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2.7.1 LA SUBFAMILIA FOXO 

 

Las proteínas FOXO son un subgrupo de la familia de factores de transcripción 

forkhead. El primer miembro de la subclase fue identificado en Caenorhabditis elegans 

y nombrado Daf-16. Después de su identificación se investigaron los homólogos en 

mamíferos. DAF-16 mostró un alto grado de homología con FOXO4, FOXO1, y 

FOXO3a regulado negativamente por el receptor de la insulina (DAF-2) y PI3K. 

(Thomas, 1993, Walker et al. 1988, Brownawell et al. 2001, Brunet et al.1999). En 

humanos existen 4 miembros de la familia FOXO: FOXO1 (FKHR), FOXO3A 

(FKHRL1), FOXO4 (AFX) y FOXO6. FOXO1, FOXO3A y FOXO4 tienen una alta 

similaridad en la secuencia de aminoácidos y en su función (figura 6) (Birkenkamp et 

al.2003). Las proteínas FOXOs se expresan en una amplia variedad de tejidos y la varía 

dependiendo del estado del desarrollo y del tipo de tejido. FOXO6 se ha encontrado 

exclusivamente en el tejido cerebral de adulto (Jacobs et al. 2003). Las proteínas FOXO 

actúan principalmente como activadores transcripcionales a través de la unión con 

secuencias consenso conservadas evolutivamente. El dominio de unión al ADN de las 

proteínas FOXO reconoce la secuencia consenso 5´-TTGTTTAC-3´ en los promotores 

blanco directos. Las funciones de las proteínas FOXOs se relacionan con procesos de 

diferenciación, arresto del ciclo celular y apoptosis (Huang y Tindall, 2007, Lam et al. 

2011). Una serie de modificaciones post-traduccionales son necesarias para la 

regulación de las proteínas FOXOs que determinan principalmente la estabilidad, la 

localización subcelular y la capacidad de unión al ADN.  
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Figura 7. Alineamiento de los miembros de la familia Foxo murinos. (Modificado de 

Birkenkamp et al. 2003). Regiones conservadas (delimitadas), los sitios de fosforilación 

conocidos se indican (S y T). Sitios de estrés inducido por acetilación y fosforilación se 

indican como Ac-estrés y p-estrés respectivamente. Las posiciones de los sitios de 

fosforilación se numeran de acuerdo a las posiciones en FOXO3.  
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2.7.2 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA SUBFAMILIA FOXO 

 

Cada miembro de la familia FOXO tiene cuatro dominios: un dominio de unión al ADN 

(DBD) muy conservado, un dominio de localización nuclear (NLS), una secuencia 

nuclear de exportación (NES) y un dominio de transactivación en C-terminal (Obsil and 

Obsilova, 2008) (Figura 8). 

 

Figura 8. Estructura de las proteínas FOXO. (Modificado de Obsil y Obsilova, 2008). 

 

 
Las Proteínas FOXO1 y FOXO3A contienen aproximadamente 650 aminoácidos, y 

FOXO4 contiene alrededor de 500 aminoácidos. Análisis de secuencias de las proteínas 

FOXO muestran altos niveles de similitud. La hélice H3 es muy conservada entre los 

DBDs de la proteínas FOXO y actúa como el principal sitio de reconocimiento, 

mientras que otras regiones, como la región C-terminal, la región N-terminal y la región 

W1 son importantes para la especificidad y  la estabilidad de la unión entre en el DBD y 

el ADN (Obsil y Obsilova, 2008, Tsai et al. 2007). El NES está implicado en la 

translocación de las proteínas FOXOs desde el núcleo hasta el citoplasma.  

 

 

2.7.3 REGULACIÓN DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN  FOXO 

La función de las proteínas FOXO depende parcialmente de modificaciones post-

traduccionales incluyendo la fosforilación por AKT/PKB, la acetilación y la 

ubiquitinación. Varios sitios de modificación post-traduccional se encuentran dentro del 

dominio DBD como se discutirá más adelante. 
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2.7.3.1 LA FOSFORILACIÓN 

 

La actividad transcripcional de las proteínas FOXO está regulada principalmente por la 

fosforilación a través de una variedad de vías de señalización. Los principales 

reguladores de la fosforilación de los FOXOs son las vías de señalización PI3K/AKT e 

IKK. La fosforilación se produce en tres etapas. La primera modificación se produce 

dentro del dominio forkhead efectuando un cambio conformacional en la proteína. 

Posteriormente, el residuo N-terminal es fosforilado permitiendo la unión con el 

complejo denominado 14-3-3. Finalmente, una fosforilación adicional en el extremo N-

terminal genera que la proteína sea exportada al citoplasma inhibiendo su actividad de 

regulador transcripcional (Tran et al.2003). El principal regulador es el sistema PKB 

(serine/threonine kinase Akt) que actúa corriente abajo de la cascada de señalización 

PI3K (Figura 8). PKB permite la fosforilación sobre tres residuos conservados: Thr32, 

Ser253 y Ser315. Los residuos Thr32 y Ser253 son necesarios para la exportación 

nuclear y la unión al complejo de proteínas 14-3-3. La fosforilación del residuo Ser315 

es necesario para la exportación nuclear. Otros sistemas reguladores implicados en los 

procesos de fosforilación de FOXO son mediados por las quinasas SGK 

(glucocorticoid-regulated-kinase),DYRK1A (dual-specificity tyrosine phosphorylation-

regulated kinase) y CK1 (casein-kinase I). CK1 reconoce los residuos de serina o 

treonina de las  proteínas fosforiladas. DYRK1A fosforila la Ser325 que se encuentra 

adyacente a los dos sitios de fosforilación CK1 (Ser318 y Ser321). SGK está regulada a 

nivel transcripcional y fosforila preferentemente el extremo C-terminal (Rena et al. 

2002, Santos et al.1996, Woods et al. 1986, Brunet et al.2001). Los eventos de 

fosforilación permiten que las proteínas FOXO sean exportadas del núcleo lo que 

conduce a una inactivación de su función como transactivador o transrepresor de genes 

blanco. Además de la fosforilación, el proceso de regulación de FOXOs involucra otras 

modificaciones post-traduccionales como la acetilación y la  ubiquitinización (Tran et 

al. 2003, van der Horst et al.2006). 
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Figura 9. Fosforilación de proteínas FOXO. (Modificado de Birkenkamp and Coffer, 

2003). El mecanismo fundamental por el cual los FoxOs se translocan desde el núcleo 

hasta el citoplasma es la fosforilación de AKT. Las proteinas 14-3-3 desempeñan una 

función directa en la exportación nuclear de FOXO.  

 

 

 

 

2.7.3.2 LA ACETILACIÓN 

 

La función de las proteínas FOXOs y su translocación nuclear también está regulada por 

la acetilación de las histonas. SIRT1 es una de-acetilasa dependiente de NAD. La 

acetilación de FOXOs por SIRT1 conduce a su translocación nuclear. Por lo tanto, 

SIRT1 modula la actividad transcripcional de FOXO. La interacción de SIRT1 y FOXO 

requiere la presencia de la proteína 14-3-3. Varios sitios de acetilación se han descrito 

en las proteínas FOXO,  tres de los cuales están situados en el sitio W2 del dominio 

(DBD) (Daitoku et al. 2004, Van der Horst et al. 2004).  
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2.7.3.3  LA UBIQUITINACIÓN  

 

Otra modificación post-traduccional que regula la transcripción de los FOXOs es la 

ubiquitinación que es regulada por PI3K en los procesos de poli-ubiquitinación y es 

dependiente de AKT en la degradación del proteosoma (Matsuzaki et al. 2003, Plas y 

Thompson, 2003). 

En las células tratadas con insulina, los niveles de FOXO1 se reducen debido a mono-

ubiquitinación a través de la ubiquitina SKP. FOXO3a fosforilado en la Ser644 por IKK 

conduce su translocación al citoplasma donde se ubiquitina y es degradado. Más 

recientemente, la MDM2 (una ubiquitina ligasa E3) se demostró que una unión a 

FOXO1 y FOXO3a promoviendo su ubiquitinación y degradación (Vogt et al.2005,Hu 

et al.2004, Fu et al.2009). Los sitios de fosforilación, acetilación y ubiquitinación en 

FOXO1, FOXO3 y FOXO4 se muestran en la figura 10.  

Figura 10. Modificaciones post-traduccionales de FOXOS. (Tomado de Van der Horst 

et al.2007). La fosforilación (P: naranja), la acetilación (Ac: verde) y ubiquitinación 

(Ub: azul) sitios en factores de transcripción FOXO1, FOXO3a y FOXO4 (barras ocre). 
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2.7.3.4  LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN PI3K/AKT 

 

Los FOXOs se encuentran generalmente en una forma activa en el núcleo donde se 

unen a promotores y modulan la expresión de genes diana. Los cambios en la actividad 

transcripcional de FOXO son inducidos por su estado de fosforilación en sitios 

específicos. En particular, los FOXOs constituyen un objetivo importante downstream 

de la vía de señalización PI3K / AKT. La vía PI3K involucra varias moléculas como 

kinasas, fosfatasas y factores de transcripción que actúan en vías de señalización 

intracelular fundamentales en la regulación de la proliferación, la sobrevivencia, la 

migración y el metabolismo. (Cantley, 2002 y Stokoe, 2005). Dentro de los sustratos de 

AKT se encuentran miembros de la familia FOXO. En los mamíferos, AKT fosforila 

tres residuos conservados de serina o treonina en Foxo1, Foxo3a y Foxo4 lo que permite 

que estas moléculas sean exportadas al citoplasma, y por lo tanto  se produzca una 

reducción significativa en su actividad transcripcional (van der Horst y Burgering, 

2007). Cada uno de los sitios de fosforilación de AKT tiene una función específica en 

los FOXOs. Una vez se activa AKT fosforila a los FOXOs generando dos sitios de 

unión consenso para la proteína chaperona 14-3-3 que al unirse con los FOXOs, 

ocasiona su liberación. Sin embargo, la unión de FOXOs a la proteína 14-3-3 no es 

suficiente para su translocación al citoplasma (Obsil y Obsilova, 2008). Los FOXOs, a 

través de la región NLS, se localizan en el núcleo. Por lo tanto, la fosforilación de AKT 

en sitios específicos de esta región puede regular la translocación de los FOXOs al 

citoplasma mediante la interrupción de la función de la región NLS. Varias quinasas 

incluyendo Akt, PKC y JNK también fosforilan las proteínas 14-3-3. La fosforilación de 

la proteínas 14-3-3 por JNK es capaz de liberar a los FOXOs de la unión a estas 

proteínas (Huang y Tindall, 2007, Tran et al. 2003). La vía PI3K constituye una cascada 

molecular importante en el control del crecimiento del ovocito durante el desarrollo 

folicular temprano. En la foliculogénesis el crecimiento del ovocito durante la 

activación folicular involucra cascadas de proliferación y de supervivencia celular. 

Dentro de ellas se ha determinado que la vía Fosfatidil Inositol 3 Kinasa (PI3K) puede 

ser activada por vías de señalización mediadas por Kit-KL. Kit puede reclutar a su vez a 

PI3K desde el citoplasma hacia la membrana celular a través de la unión de la 
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subunidad p85 de PI3K y de tirosinas fosforiladas de Kit, activando a PI3K (Cantley, 

2002, Liu et al. 2007).  

 

2.7.3.5 MIEMBROS DE LA SUBFAMILIA FOXO  

 

2.7.3.5.1 FOXO3A 

 

El gen FOXO3A  humano, localizado en el cromosoma 6 (6q21), codifica para una 

proteína de 673 aminoácidos que pertenece a la familia de factores de transcripción 

forkhead (subgrupo) FOXO. FOXO3A es un sustrato de AKT y su función está 

regulada principalmente por la vía PI3K/ PTEN. Se ha demostrado que el ligando kit 

(KL) conduce a la fosforilación de Foxo3a través de Pi3k en ovocitos de ratón (Reddy 

et al. 2005). Se ha reportado que la tasa de depleción del pool de folículos primordiales 

y la duración de la fertilidad es controlada por la fosforilación y la localización de 

Foxo3a. Cuando la localización es nuclear se previene la activación folicular mientras 

que la localización citoplasmática tiene el efecto opuesto. En ovocitos que carecen de 

Pten
-/-

, Foxo3a es fosforilada constantemente por la actividad de Akt, manteniéndola en 

un estado de supresión. Además, los ratones doble mutantes Pten
-/-

 y Foxo3a
-/-

 no 

mostraron activación folicular (Reddy et al.2008). John et al. En 2008 demostraron que 

ratones KO Pten
-/-

, tenían un aumento en los niveles de Pip3 y una activación de Akt 

generando hiperfosforilación y exportación de Foxo3a desde el núcleo al citoplasma 

(John et al.2008). Las hembras KO Foxo3a
-/-

 presentaron FOP, ocasionada por la  

activación masiva de los folículos primordiales, razón por la cual la reserva de folículos 

primordiales se agotó dos semanas después del nacimiento. Además, las hembras 

presentaron una elevación de la FSH y de la LH, y signos de hipogonadismo 

hipergonadotrópico secundario a FOP (Castrillon et al.2003). Teniendo en cuenta que el 

fenotipo murino Foxo3a
-/- 

es semejante al fenotipo FOP humano este factor de 

transcripción se ha considerado como un gen candidato de la enfermedad. Se ha 

observado que en ratones Foxo3a se expresa principalmente en los núcleos de los 

ovocitos primordiales y  en los folículos primarios. La expresión constitutiva de Foxo3a 

en los ovocitos conduce a un retardo en el crecimiento, a un retardo en el desarrollo de 

los folículos primordiales y primarios, a anovulación y a luteinización de los folículos. 
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La activación de Foxo3a en estos ovocitos ocasiona una importante reducción en la 

expresión de Bmp15, indicando que es un regulador transcripcional de Bmp15 en los 

ovocitos (Liu et al.2007). 

 

Se han identificado diferentes mutaciones en el gen FOXO3a en pacientes con FOP. El 

primer estudio de mutaciones realizado en pacientes de Nueva Zelanda y Eslovenia 

reveló dos mutaciones (p.S421L y p.R506H). Un análisis posterior en 50 pacientes 

francesas reveló sólo un polimorfismo sin impacto deletéreo sobre la función de la 

proteína (p.Y593S). Hasta la fecha ninguna mutacion ha sido validada por test 

funcionales (Watkins et al. 2006,Vinci et al.2008). 

 

2.7.3.5.2 FOXO1  

 

En la especie humana FOXO1 se ubica en el cromosoma 13 (13q14.1) y codifica para 

un factor de transcripción forkhead (subgrupo) FOXO. Tiene una importante función  

en la regulación de  la gluconeogénesis, la glucogenolisis, y es fundamental en la 

adipogénesis. Se regula principalmente a través de mecanismos de fosforilación (Nakae 

et al.2003, Rena et al. 1999). A partir del cDNA de ovarios de ratón de 23 días de edad 

se demostró la expresión específica en el ovario de Foxo1 y Foxo4. De manera 

específica Foxo1 se localizó en las células de la granulosa de folículos en crecimiento y 

preovulatorios. Su expresión no es detectable en las células tecales, del cuerpo lúteo y 

en las células estromales. Foxo4 por el contrario muestro una alta expresión en las 

células tecales (Richards et al.2002). 

 

Foxo1 es selectivamente expresado en las células de la granulosa de folículos en 

crecimiento y está regulado por hormonas. La FSH regula la transcripción de Foxo1 en 

las células de la granulosa. La FSH e IGF-1 estimulan la fosforilación de Foxo1 vía 

PI3K lo que permite la distribución de Foxo1 del núcleo al citoplasma en las células de 

la granulosa (Richards et al.2002). El modelo murino  Foxo1
-/- 

indicó que los mutantes 

no son viables (Hosaka et al. 2004).Se ha propuesto que  FOXO1 sea un potencial gen 

candidato asociado con FOP no- sindrómica. Sin embrago, en un estudio realizado en 

90 pacientes afectadas con FOP, a las cuales se les secuencio la región codificante 
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completa del gen no se encontraron variantes de secuencia (Watkins et al. 2006). Se ha 

planteado la posibilidad de realizar estos análisis en otras poblaciones (Laissue et al. 

2008). 

 

2.7.3.5.3 FOXO4 

 

FOXO4  fue descrito por primera vez por Parry et al. En 1994, a partir del clonaje y la 

secuenciación de la  muestra de un paciente con leucemia linfocítica aguda que portaba 

la translocación t(X;11) (q13;q23). El gen implicado en el cromosoma X FOXO4 

(AFX1) indicó un alto grado de homología con la familia de factores de transcripción 

forkhead por lo cual fue incluido como un nuevo miembro de esta familia (Parry et 

al. 1994). 

 

Borkhardt et al. En 1997 clonaron y caracterizaron el gen AFX1, en muestras de 

pacientes con leucemia aguda. Mediante alineamientos de secuencia, los autores 

confirmaron que FOXO4 (AFX1) era un miembro de la familia de genes forkhead  

homólogo en su secuencia de nucleótidos con FKHR (FOXO1) (Borkhardt et al.1997).   

 

FOXO4 está conformado por tres exones de 3301 pares de bases de longitud (Figura 5). 

Este gen codifica para una proteína de 505 aminoácidos, que se compone de cuatro 

dominios: un dominio forkhead DBD (figura 12) altamente conservado, una señal de 

localización nuclear (NLS), una secuencia de exportación nuclear (NES) y un dominio 

de transactivación localizada en  C-terminal (Weigelt et al. 2001).  

 

Figura 11. Estructura del gen FOXO4. 

 

 

La familia de los factores de transcripción forkhead se caracteriza por el motivo de 

unión de ADN y la subfamilia FOXO (forkhead box O) se caracteriza por la homología 

de secuencia con el dominio forkhead. El DBD de FOXO4 es altamente conservado y al 
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igual que otros miembros de la subfamilia se une a la secuencia consenso 5´-

TTGTTTAC- 3´(Pulkki et al. 2012, van der Vos y Coffer, 2011). 

 

El DBD de FOXO4, está constituido por  207 residuos, un dominio C-terminal, el cual 

tiene una función de regulación, tres hélices (H1, H2 y H3) y una hélice H4 situada 

entre H2 y H3. La hélice H3 es el elemento principal de reconocimiento del ADN, se 

acopla en el surco mayor y proporciona todos los contactos  específicos para la unión 

con el ADN. El dominio tiene tres hebras (S1, S2 y S3) y dos bucles (W1 y W2). El 

bucle W1 junto con el N-terminal  hace contactos con los grupos fosfato del ADN 

(Figura 10). Las regiones H3, W1 y N-terminal del DBD de FOXO4 tienen la mayor 

variabilidad de secuencia en relación con el resto de  dominios de los factores de 

transcripción forkhead, desempeñando posiblemente una funcion en la modulación de la 

especificidad de unión al ADN. Todas las proteínas FOXO contienen una inserción de 

cinco aminoácidos (Lys - Gly - Asp -Ser - Asn) entre las hélices H2 y H3 en 

comparación con otras proteínas FOX. Esto sugiere que esta región participa en la 

estabilización del complejo mediante  una conformación diferente dentro del surco 

mayor del ADN (Boura et al. 2007, Boura et al. 2010). 

 

Figura 12. Dominio de unión al ADN (DBD) de FOXO4. (Tomado de Boura et al. 

2010). 
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Se han descrito dos isoformas de FOXO4 denominadas AFX α (505 aa) y AFXζ 

(450aa) Los tres sitios de fosforilación que se han caracterizado en AFX α están 

conservados en AFXζ y corresponden a Thr32, Ser142 y Ser207. Las dos isoformas 

tienen capacidades de unión al ADN similares, lo que indica que las diferencias entre 

las dos secuencias de aminoácidos no altera la estructura del dominio forkhead.  

 

AFX α  es expresada en Corazón, cerebro, placenta, pulmón, hígado, músculo 

esquelético, riñón y páncreas, AFXζ se encuentra sobre-expresada en el hígado, los 

riñones y el páncreas (Yang et al. 2002).  

 

Los factores de transcripción FOXO4 son regulados por varias modificaciones pos-

traduccionales que incluyen la fosforilación, la acetilación y la ubiquitinización. 

 

En FOXO4 la fosforilación es mediada por PKB/AKT1, inhibiendo la actividad 

transcripcional y la relocalización del factor de transcripción en el citoplasma. FOXO4 

Puede ser fosforilado en múltiples sitios por NLK (Matsuzaki et al.2005). 

 

AKT fosforila a FOXO4 en tres sitios: Thr28, Ser193 y Ser258. Estas fosforilaciones 

conducen a la inhibición de la actividad de FOXO4 debido a una disminución de la 

capacidad de unión al ADN y a la relocalización del factor de transcripción en el 

citoplasma por la acción de la proteína 14-3-3 ( Kops et al.1999, Silhan et al. 2009).  

La función de las proteínas 14-3-3 en la regulación de los factores FOXO se realiza a 

través de la inhibición de su interacción con el ADN blanco y bloqueando el NLS. la 

Las proteínas 14-3-3 interactúan físicamente con las proteínas FOXO4 fosforiladas 

produciendo el bloqueo de la unión al ADN (Obsilová et al. 2008, Silhan et al.2009).  

En el citoplasma FOXO4 puede ser poli-ubiquitinizado por SKP2 lo que induce a su 

degradación proteolítica mediante el sistema ubiquitina-proteasoma (Calnan y Brunet, 

2008).  

 

El estrés oxidativo que induce altos niveles celulares de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), activan la acción de la kinasa JNK que fosforila a FOXO4 en los residuos 



47 
 

Thr447 y Thr451 generando la  translocación de este al núcleo y activando su capacidad 

de unión al ADN (Essers et al. 2004). 

 

La acetilación en FOXO4 es mediada por  la vía CREBBP/CBP, la cual es inducida por  

estrés celular, actúa inhibiendo la actividad transcripcional de FOXO4. La 

desacetilación se da por acción de SIRT1 el cual es dependiente de NAD y actúa 

estimulando la actividad transcripcional (van der Horst A et al.2004). 

 

La mono-ubiquitinización de FOXO4 es inducida por el estrés oxidativo, conduce a la 

localización nuclear de FOXO4 y su activación en la regulación de la actividad 

transcripcional. La de-ubiquinización ocurre por la acción de la enzima USP7/HAUSP 

que ejerce una regulación negativa sobre la actividad de FOXO4, translocandolo al 

citoplasma e inhibiendo su actividad transcripcional (van der Horst A et al.2006). 

 

Los factores FOXO tienen funciones esenciales en una variedad de procesos celulares 

que incluyen proliferación, apoptosis, autofagia, metabolismo, inflamación y resistencia 

a estrés (van der Vos y Coffer, 2011). 

 

La regulación del ciclo celular es una de las principales funciones de los factores 

FOXOs. Estos factores se encargan de modular la transición de la fase G1 a la fase S y 

de la G2 a M mediante la regulación de la expresión de múltiples genes que actúan 

como reguladores esenciales del ciclo celular (Ho et al. 2008).  

 

Medema et al. En el 2000 demostraron que la sobreexpresión de FOXO4 provoco la 

supresión del crecimiento en las líneas celulares A14, U20S y Jurkat. FOXO4 mutante 

tenía una alteración en los sitios de fosforilación y produjo un efecto de inducción de 

arresto celular en la fase G1 en las tres líneas celulares analizadas. Este efecto fue 

dependiente de la expresión del inhibidor del ciclo celular p27. FOXO4 activa 

transcripcionalmente a p27. FOXO4 es esencial en la regulación de la proliferación 

celular, el gen p27 es un blanco de FOXO4 y el arresto en G1 inducido por la acción de 

FOXO4 mutante es un paso que precede a la apoptosis (Medema et al.2000).  
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Pisarka et al. En 2009 identificaron la expresión de FOXO1, FOXO3 y FOXO4 en las 

células MGCs (human luteinized mural granulosa cells) lo que sugiere que estos 

factores de transcripción pueden estar involucrados en regulación de procesos de 

foliculogenésis (Pisarska et al.2009). 

 

Richards et al. En 2002 identificaron mediante RT-PCR transcritos de Foxo4 en 

muestras de RNA total de ovarios de ratones de 23 días de edad. Mediante análisis de 

hibridación in situ los autores identificaron una alta expresión que Foxo4 en las células 

tecales y las células de la granulosa del cuerpo lúteo. Los ratones KO Foxo4
-/-

 

mostraron incremento en la expresión de Sgk que llevo a una diferenciación de las 

células de la granulosa en células luteales que no se dividían. Foxo4 puede ser blanco de 

Sgk en las células luteales (Richards et al.2002).  

 

Modelos animales en FOXO4, han demostrado una asociación de este con procesos de 

envejecimiento y respuesta a estrés oxidativo.  

 

Hosaka et al. En 2004 identificaron que el fenotipo en Caenorhabditis elegans para 

daf16 
-/- 

cuyos genes homólogos en humanos incluyen FOXO1, FOXO3 y FOXO4, se 

hace más evidente en condiciones no fisiológicas. La reducción de la actividad de daf16 

acelera el envejecimiento de tejidos y acorta la vida útil y su sobreexpresión extiende la 

vida útil,  concluyendo que este gen contribuye a la activación de genes, que promueven 

la longevidad (Hosaka et al. 2004, Hsu et al. 2003). 

 

 Furuyama et al. En 2002 midieron los niveles de expresión de  Foxo3 y Foxo4, en el 

músculos de ratas, evidenciando que la expresión de estos dos genes se da en función de 

la edad, alcanzando un máximo de expresión a los  6 y 12 meses, respectivamente, con 

estos hallazgos se plantea la posibilidad de que la regulación de los niveles de FOXO 

pueden afectar la longevidad en los mamíferos (Furuyama et al.2002).  

 

Tothova y Gilliland, en 2007 reportaron que los ratones Foxo1/3/4
-/-

 presentaron un 

incremento en el número de progenitores mieloides en la sangre periférica y una 

reducción en el número de células madre hematopoyéticas (HSC) en la médula ósea. El 
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análisis de HSC en los animales deficientes para los tres genes Foxo indicó un 

incremento en los niveles de ROS y de la apoptosis. Este hallazgo demostró la 

importancia de la acción de Foxos en la respuesta a estrés oxidativo y a la supervivencia 

del sistema hematopoyético (Tothova y Gilliland, 2007).  

 

Estos modelos animales muestran una asociación de los factores FOXO con procesos de 

envejecimiento, y plantea la posibilidad de un papel crucial del gen FOXO4 en la 

regulación de procesos de detoxificación de ROS. Variaciones en la secuencia de 

FOXO4 puede alterar su actividad sobre la regulación de genes blanco esenciales para el 

ovario, conllevar a un envejecimiento prematuro del ovario y ocasionar FOP. 

 

3. HIPOTESIS 

 

1. Los factores de transcripción forkhead juegan un papel importante en procesos de 

longevidad y envejecimiento, estudios en el gen FOXO4 a partir de modelos animales, 

se ha relacionado con procesos de envejecimiento. 

¿Las variaciones en la secuencia de FOXO4 podrían estar relacionadas con un proceso 

de envejecimiento  ovárico prematuro y ser la causa de FOP? 

 

 

2. Se ha demostrado la expresión de FOXO4 en células de la granulosa en humanos y en 

ratones inmaduros.  

¿Las variaciones de secuencia en la región codificante del gen FOXO4 son una causa  

de la generación de la  FOP? 
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4. OBJETIVOS DE INVESTIGACIÓN 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Análisis del gen FOXO4 en pacientes con FOP no-sindrónica e idiopática  a partir de la 

secuenciación completa de este en muestras de ADN de pacientes de Túnez, con el fin 

de establecer si este gen está involucrado como causa común de la  FOP. 

.  

 

4.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

 Establecer si las variantes de secuencia en el gen FOXO4 son una causa común de 

FOP.  

 

 Establecer las frecuencias de las variantes de secuencia encontradas en el gen 

FOXO4 en mujeres con FOP, al igual que en el grupo control. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 

La población de pacientes para el análisis del gen FOXO4 correspondió a 116 mujeres 

de Túnez con diagnóstico de FOP idiopática. El grupo control estuvo conformado por 

143 mujeres procedentes de Túnez sin evidencia clínica de FOP.  

 

5.2 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

 

5.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN GRUPO DE CASOS (FOP):  

 

Mujeres menores de 40 años con amenorrea primaria o secundaria mayor a 6 meses, 

cariotipo normal 46, XX y niveles séricos de FSH mayores de 40 UI/ml. 

 

5.2.2 CRITERIOS DE INCLUSIÓN PARA EL GRUPO DE CONTROLES 

 

Mujeres mayores de 50 años, con menopausia luego de los 48 años, con al menos un 

hijo nacido vivo y sin antecedentes de disfunciones reproductivas.  

 

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

 

Presentar antecedentes clínicos de cirugía en la cavidad pélvica, enfermedad 

autoinmune,  tratamiento previo de cáncer (quimio o radioterapia), cariotipo anormal o 

hipotiroidismo.  

 

5.4 COMITÉ DE ÉTICA 

 

El estudio fue aprobado por el comité de ética de cada institución participante 

(Universidad del Rosario en Bogotá, Colombia y el Hospital Farhat Hached University 
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Teaching en Sousse, Túnez).  

 

5.5 EXTRACCIÓN DE ADN 

 

El ADN genómico de los pacientes y los controles se obtuvo de muestras de sangre total 

por la técnica de extracción salting out. En un tubo falcón de 15 ml, se midieron 6.0 ml 

de buffer de lisis de glóbulos rojos y sobre este se adicionaron 5 ml de sangre total. 

Luego de centrifugación, se descartó el sobrenadante y conservó el pellet. Se agregaron 

2.5 ml de una solución de lisis celular y se adicionaron 10 μl de proteinasa K 

(10mg/ml). Se incubó por cuatro 4 horas a 55ºC. Transcurrido este tiempo se añadió a 

cada tubo 800 μl de solución precipitante de proteínas para luego centrifugar. 

Finalmente, todo el sobrenadante fue vertido sobre un tubo de 15 ml que contenía 2.4 

ml de isopropanol frío. Se dejó en reposo 5 minutos. Utilizando una pipeta pasteur de 

vidrio se extrajo el ADN y fue suspendido en 300μl de TE 1X. Todas las muestras de 

ADN fueron  cuantificadas mediante espectrofotometría usando nanodrop 2000c 

(ThermoScientific). La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en 

agarosa, usando geles al 1.5%  y teñidos con bromuro de etidio. 

 

5.6 DISEÑO DE PRIMERS 

 

El diseño de primers para amplificar los tres exones del gen FOXO4 se realizó de 

acuerdo a la secuencia wild type (NM_005938.3). Se diseñaron dos pares de primers 

para cada fragmento genómico. Los primers de PCR se diseñaron fuera de la región 

codificante para poder secuenciar todo el marco abierto de lectura del gen, para la 

secuenciación se diseñó un primer interno de secuenciación para cada fragmento, los 

primers se verificaron por medio de BLASTN para asegurar que no fueran 

complementarios a otras secuencias del genoma (Tabla 3).  
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Tabla 1. Primers FOXO4. 

 

NOMBRE DEL 

PRIMER 

SECUENCIA DEL PRIMER LOCALIZACIÓN TAMAÑO 

AMPLICON 

hFOX4Ex1-1AF        

hFOX4Ex1-1AR        

5’- GAAGGGACAGCTTAGGGACTAGC-3´ 

5’- AAGCACCGAGTGTGGCATATACT-3´ 

exón1 (amplificación) 836 pb 

hFOX4Ex1-Seq1F 

hFOX4Ex1-Seq2F          

5’-GGCCCTCGATGCTTCCCCCCTGAG-3´ 

5’-GCCCTCTCGGCTCCCAGAGCCGG-3´ 

 

exón1 (secuencia)  

hFOX4Ex2-1AR        

hFOX4Ex2-Seq1F      

 

 5’-GCTCTGGCTACCACTTGTCCTAA-3´ 

 5’-CATCAGGGTCCAGCATCCTCTTAG-3   

Exón 2 

(amplificación) 

1264 pb 

hFOX4Ex2-Seq3F      

hFOX4Ex2-Seq3R      

hFOX4Ex2-1AR        

5’- CATTCTGTCCCAGGCTCCGACTC -3´ 

5’- GGGGTGTGAGCACAGGAGTCCC-3´ 

5’-GCTCTGGCTACCACTTGTCCTAA-3´ 

exón 2 

(secuencia) 

 

 

 

 

hFOX4Ex3-1AF        

hFOX4Ex3-1AR        

5’-CCTGCAAGGTAGCACAGAAAAG-3´ 

5’-CAGACCCCACCCTAGCTCTAAA-3´ 

Exón 3 

(amplificación) 

270 pb 

hFOX4Ex3-Seq1F      5’-GTATGTGTATGGAAGCGGGTTAG-3´ exón 3 

(secuencia) 

 

 

 

5.7 AMPLIFICACIÓN DEL ADN 

La región codificante completa del gen FOXO4, fue amplificada por PCR, de acuerdo a 

los primers mencionados en la tabla 3. La reacción de PCR se realizó con GoTaq Green 

Master Mix (Promega) con un volumen final de 25 μl  con una concentración de ADN 

de 100ng. Se utilizó 1mM de cada uno de los primers y agua hasta completar 25 μl. Para 

los blancos de amplificación se utilizó una reacción de PCR con GoTaq Green Master 

Mix (Promega) con un volumen final de 25 μl, con 1 μl  de agua. Se utilizó 0.8 M de 

cada primer y agua hasta completar 25μl, se realizó un blanco por cada exón. La 

reacción de amplificación se llevó a cabo en un termociclador MJ Research PTC-100 

con un programa específico para cada exón del gen FOXO4 (Tabla 4). 
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Tabla 2. Programa de PCR FOXO4. 

 Exón 1 Exón 2 Exón 3 

Paso Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura 

Desnaturalización 

inicial 

10 Minutos 95 °C 10 Minutos 95 °C 10 Minutos 95 °C 

Desnaturalización 40 Segundos 95 °C 40 Segundos 95 °C 40 Segundos 95 °C 

Anillaje 30 Segundos 64 °C 40 Segundos 57 °C 40 Segundos 63 °C 

Extensión 40 Segundos 72 °C 1.15 Minutos 72 °C  40 Segundos 72 °C 

Extensión Final 10 Minutos 72 °C 10 Minutos 72 °C 10 Minutos 72 °C 

Numero de  ciclos 35  35  35  

 

 

5.8 DETECCIÓN AMPLIFICACIÓN DEL ADN 

 

Para la detección de los productos amplificados se  realizó una electroforesis con un gel 

de agarosa al 1%, se verificaron los tamaños de los productos amplificados con un 

patrón de peso molecular de 50 pb (Invitrogen), y se evidenciaron los blancos de 

amplificación para cada exón del gen.  

 

5.9 SECUENCIACIÓN DIRECTA 

 

Los amplicones fueron purificados por medio de fosfatasa alcalina y exonucleasa I y 

secuenciados directamente en la totalidad de su longitud con primers de secuenciación 

(tabla 3). Aquellas secuencias que no cumplían con los estándares de calidad fueron 

amplificadas  y secuenciadas nuevamente. 

 

5.10 HERRAMIENTAS BIOINFORMÁTICAS 

 

Las secuencias de los pacientes y controles fueron comparadas con las secuencias wild 

type de FOXO4  (NM_005938.3) por medio del programa ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

Las variantes de secuencia halladas en casos y controles fueron filtradas en dbSNP para 

corroborar si habían sido previamente descritas.  
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Las secuencias fueron analizadas en el software 

Human  Splicing  Finder  (www.umd.be/HSF/), con el fin de predecir in silico 

potenciales alteraciones de splicing . 

 

6. RESULTADOS 

 

En la secuenciación de la región codificante de FOXO4 no se identificarón variantes de 

secuencia. Sin embargo, dado que el diseño de los primers involucraba las uniones 

intrón-exón  se identificó la variante IVS2+41T>G (rs5980742), localizada en el intrón 

2 (Figura 11).  

Figura 12. Cromatograma de la variante (IVS2 + 41T > G) en estado heterocigoto. 

 

 

La frecuencia alélica entre casos y controles no indicó una diferencia significativa 

(Tabla 5). 

Tabla 3. Análisis de secuencia del gen FOXO4: Frecuencias alélicas de la variante 

IVS2+41T>G (rs5980742). 

Variante de secuencia Frecuencias alélicas 

 

Pacientes FOP (n = 116) 

 

Controles (n = 143) 

 

G T G T 

IVS2+41T>G 0.65  

(151 alelos) 

0.35  

(81 alelos) 

0.65  

(185 alelos) 

0.35  

(101 alelos) 

 

La variante intrónica (IVS2+41T>G), ha sido reportada previamente en las  bases de 

datos públicas de SNPs (rs5980742).  
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Los análisis in silico  de esta variante no revelaron alteraciones de splicing (Figura 12). 

No se identificaron variantes de secuencia adicionales en casos y controles. 

 

Figura 13. Resultado predicción in silico IVS2+41T>G (Human Splicing Finder). 

 

Los presentes resultados se encuentran publicados en: 

 

Fonseca DJ, Garzón E, LakhalB, Braham R, Ojeda D, Elhgezal H, Saad A, Restrepo 

CM and Laissue P. Screening for mutations of the FOXO4 gene in premature ovarian 

failure patients.Reproductive Biomedicine Online. 2012. 24: 339-341(Anexo1). 
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6.1 DISCUSION  

La FOP es una patología frecuente que conduce a infertilidad. Se estima que entre el 1% 

y el 3% de las mujeres sufren de esta enfermedad (Coulam et al. 1986, Conway et al. 

2000). La alta incidencia de casos idiopáticos (60%), sugieren como causa  factores 

genéticos. En los últimos años se han descrito nuevos genes candidatos del fenotipo de 

la FOP, entre estos miembros de la familia de factores de transcripción forkhead 

subfamilia FOXO. Estos factores de transcripción promueven una variedad de 

respuestas celulares, incluyendo la detención del ciclo celular, la resistencia al estrés 

oxidativo, apoptosis, mediante la modulación de una serie de genes blanco específicos.  

Modelos animales en FOXO4, han permitido dilucidar su función durante los procesos 

de longevidad o envejecimiento, a través de la regulación de ROS. La regulación entre 

FOXO, SIRT1, y p53, están implicados en longevidad y envejecimiento, se ha 

demostrado que p53 acelera el envejecimiento, inhibiendo la actividad de los factores 

FOXO y la expresión de SIRT1. p53 inhibe la función de los factores  FOXO mediante 

la inducción de la proteína quinasa  SGK, lo que resulta en la fosforilación de FOXO y 

en la relocalización de FOXO desde el núcleo hasta el citoplasma (You et al. 

2004).  Ratones con mutaciones en el gen p53 muestran una reducción de la vida útil en 

un 19% y presentan signos de envejecimiento prematuro (Tyner et al.2002). Mutaciones 

en el gen FOXO4 podrían generar inhibición en su función y regulación con genes 

blanco ocasionando envejecimiento prematuro.  

El presente trabajo es el primer estudio de mutaciones del gen  FOXO4 en  mujeres 

afectadas por FOP. La expresión de este gen en células de la granulosa en ratones y 

humanos, así como su papel en la vía molecular PI3K / Akt / CDKN1B, sugiere un 

papel funcional durante la fisiología ovárica (Pisarska et al. 2009, Rajareddy et al. 

2007, Richards et al. 2002  y  Tran et al. 2003). 

El grupo de investigación Geniuros  reportó una variante en la secuencia de CDKN1B 

posiblemente asociada a FOP idiopática (Ojeda et al., 2011). Este contexto permitió 

plantear que las variaciones en la secuencia de FOXO4 pueden alterar su actividad sobre 

la regulación de genes blanco esenciales para el ovario, la regulación de procesos de 
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detoxificación de ROS o el envejecimeinto prematura del ovario, eventos relacionados 

al desarrollo de FOP. 

Teniendo en cuenta los blancos directos de FOXO4, su expresión en ovario y relación 

directa con procesos de envejecimiento se propone a este gen como un posible causal  

de FOP. Sin embargo, la variante intrónica encontrada en la población de estudio (IVS2 

+ 41T> G) no está relacionada con la etiología de la enfermedad, fue identificada en el 

grupo de pacientes con FOP y el grupo control. La frecuencia alélica para la variante 

IVS2 + 41T>G en la población de Túnez para el alelo G (alelo polimórfico) es del 65 % 

y para el alelo T (alelo wild type) es del 35% en casos y controles , la frecuencia alélica 

del alelo wild type es menor que la del alelo polimórfico al igual que en otras 

poblaciones africanas en donde la frecuencia del alelo G (polimórfico) es mayor entre 

un 68% a 97% con respecto a las frecuencias del alelo T (Wild type), en las poblaciones 

asiáticas y europeas la frecuencia del alelo T (Wild type) es mayor entre un 57% a 72% 

con respecto al alelo G (polimórfico). Las diferencias en las frecuencias alélicas para 

esta variante confirman que la composición étnica debe ser considerada al momento de 

evaluar la presencia de polimorfismos en una población. 

A partir del programa Human splicing Finder, el cual permite realizar la predicción de 

nuevos sitios de splicing, identificando enhancer de empalme exónico (ESE) y 

silenciadores de empalme exónico (ESE), se realizo el análisis en silico de la variante 

IVS2 + 41T>G, encontrando que no se genera ninguna alteración significativa que 

pueda afectar el splicing, por lo cual no sugiere un posible efecto patogénico. 

Se han propuesto una cantidad significativa de genes candidato para la etiología de la 

FOP. Sin embargo con las nuevas técnicas de secuenciación de siguiente generación o 

NGS (Next Generation Sequencing) han permitido la identificación de variaciones en la 

secuencia de genes responsables de patologías monogénicas, y la búsqueda de múltiples 

variaciones del genoma asociadas a patologías complejas.  
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6.2 CONCLUSIÓN 

 

Con los resultados obtenidos se concluyo que mutaciones en la región codificante 

del gen FOXO4 no son una causa común de FOP en mujeres de origen tunecino. Sin 

embargo, este estudio no descarta el hallazgo de variantes potencialmente patogénicas o 

en la región promotora en otros grupos étnicos en mujeres con FOP. 

 

6.3 PERSPECTIVAS 

 

El grupo de investigación Geniuros, está en la constante identificación de nuevas 

mutaciones y genes causales de FOP, con la ayuda de técnicas de secuenciación a gran 

escala y la validación de estas por estudios funcionales con el fin de dilucidar las vías 

moleculares implicadas en la FOP. 

 

Con respecto al gen FOXO4, es importante analizar posibles mutaciones a nivel del 

promotor en la población tunecina, y en otras poblaciones, para determinar un efecto 

deletéreo en esta región del gen que pueda estar asociada con la etiología de la FOP, así 

mismo realizar la búsqueda de mutaciones de este gen en otros grupos étnicos, y 

determinar nuevos genes blancos de FOXO4 implicados en la folículogénesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

7. Anexo 

 

 

 

 

 

Screening for mutations of the FOXO4 gene 

in premature ovarian failure patients 

 

 
Dora Janeth Fonseca a,b, Eliana Garzo´n a, Besma Lakhal c, Rim Braham d, 

Diego Ojeda a, Hatem Elghezal c, Ali Saaˆd c, Carlos Martı´n Restrepo a,b, 

Paul Laissue 

ª 2011, Reproductive Healthcare Ltd. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved 
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