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RESUMEN 
 

Recientemente, diversos factores implicados en la formación y crecimiento 

temprano del folículo ovárico han sido caracterizados; sin embargo, hasta este 

momento el conocimiento que se tiene acerca de los genes involucrados en el 

proceso de la foliculogénesis y sus mecanismos de acción e interacción con 

otros factores es limitado. Con el fin de identificar secuencias de ADN con 

expresión diferencial durante el ensamble y crecimiento folicular en el ovario 

murino, empleamos la técnica de microarreglos para comparar la expresión 

génica en ovarios colectados a las 48 y 96 horas posnatales (momento del 

ensamble y crecimiento folicular, respectivamente), con respecto de la 

expresión génica en ovarios colectados durante las primeras 16 horas después 

del nacimiento. 

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa de 

computación J-Express, el cual conformó 49 grupos de genes de acuerdo a su 

perfil de expresión durante las 48 y 96 horas. Se llevó a cabo el análisis 

molecular de la secuencia con mayor incremento de un grupo que incluyó 24 

genes con un aumento consistente en su expresión.  

Este gen, denominado Fbxw15, genera un transcrito de 1.5 kilobases (kb), 

cuya región codificante abarca 1,401 pares de bases (pb). El ARN mensajero 

(ARNm) correspondiente, presenta una expresión bifásica en el ovario murino 

feto-neonatal, específicamente en el ovocito. Esta expresión se observó a 

niveles elevados durante el décimo octavo día gestacional, momento en el que 

ocurre la muerte celular programada de un alto porcentaje de las células 

germinales, reduciéndose  drásticamente al día siguiente, hasta aumentar de 
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nuevo a partir del segundo día posnatal, cuando en el ovario murino ocurre el 

ensamble y crecimiento folicular, independiente del estímulo gonadotrópico.  

La proteína que traduce este gen, tiene un peso de 52.3 kilo Daltons (kDa), 

se localiza en el citoplasma del ovocito y se asocia con el retículo 

endoplásmico (RE). El análisis mediante la herramienta de búsqueda de 

alineamientos locales básicos (BLAST), así como el empleo del programa Pfam 

para el reconocimiento de regiones homólogas a dominios proteícos conocidos, 

mostraron que dicha proteína presenta en su extremo amino-terminal un 

dominio de caja F. Las proteínas con caja F, participan en la proteólisis 

mediante ubiquitinación. 

Lo anterior, aunado a su perfil de expresión, sugiere que Fbxw15 participa 

en la regulación de una o varias proteínas involucradas en procesos 

específicos de los ovocitos. 
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ABSTRACT 

In recent years, several factors required for follicular assembly and/or early 

growth of newly formed primordial follicles have been characterized, but 

additional factors likely remain to be identified. We have used cDNA arrays to 

compare gene expression in the neonatal mouse ovary at 48 hours (when 

primordial follicles are being assembled) and at 96 hours (when early follicular 

growth is taking place) after birth to that of ovaries collected at 16 hours 

postpartum (when follicles have not yet been formed). Segregating genes 

according to their pattern of expression revealed the presence of one cluster of 

24 genes for which expression consistently increased at 48 and 96 hours. The 

top increaser in this cluster encodes a 1.5-kb messenger RNA containing an 

open reading frame of 1401 base pair that encodes a protein of 466 amino 

acids. The predicted 52.3-kDa protein is a member of the F-box-only (FBXO) 

protein family, termed FBXW15. It has a cytoplasmic localization that includes 

the endoplasmic reticulum. Expression of Fbxw15 messenger RNA is oocyte-

specific; this RNA is first detected on gestational day 18, decreasing thereafter 

to minimal levels on the day of birth. The prevalence of Fbxw15 messenger 

RNA increases again at 48 and 96 hours after birth, coinciding with the time of 

follicular assembly and the initiation of early follicular growth, respectively. The 

specific expression of Fbxw15 in oocytes and its developmental pattern of 

expression suggest a role for this gene in the regulation of oocyte physiology. 
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INTRODUCCIÓN 

En mamíferos, el desarrollo gonadal inicia con la formación de las 

crestas gonadales debido a la proliferación del epitelio celómico, la 

condensación del mesénquima en ambos lados de la línea media entre el 

mesonefros y el mesenterio dorsal y la migración hacia el primordio gonadal a 

través del mesenterio dorsal, de las células germinales primordiales (CGPs), 

localizadas en el endodermo posterior del saco vitelino (1, 2).  

En ausencia del gen determinante del testículo, el primordio gonadal se 

desarrolla como ovario en el cual, las CGPs se diferencian en ovogonias, que 

en conjunción con las células epiteliales (células de la pregranulosa), formarán 

los denominados cordones ovígeros, delimitados por una delgada membrana 

basal rodeada en la parte externa por células del mesénquima (3). De esta 

forma, el ovario se organiza estructuralmente en dos compartimentos: el tejido 

intersticial y los cordones ovígeros. En estos últimos y por la acción del ácido 

retinoico sobre la expresión del gen Stra8 (Stimulated by Retinoic Acid gene 8) 

(4), las ovogonias entran en la primera fase de división meiótica, 

diferenciándose en ovocitos primarios para luego detenerse en la etapa de 

diploteno hasta la pubertad, momento en el cual la hormona folículo 

estimulante continúa con la meiosis (5, 6). 

La foliculogénesis ó histogénesis folicular, constituye la organización de 

los ovocitos y las células somáticas en unidades estructurales donde un ovocito 

en la fase de diploteno de la meiosis, se encuentra rodeado de una capa de 

células de la granulosa, delimitadas por la membrana basal (7).  

Estudios realizados con microscopía de luz definen el desarrollo folicular 

en tres etapas: en la primera etapa, los ovocitos se localizan dentro de los 
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cordones ovígeros, conformando un sincicio debido a puentes citoplasmáticos 

entre ellos. En la segunda etapa, la comunicación intercelular desaparece y los 

ovocitos aún dentro de los cordones ovígeros, son separados entre sí por 

proyecciones citoplasmáticas de las células epiteliales (células de la 

pregranulosa) que los circundan. La tercera etapa comprende la 

individualización folicular a partir de la fragmentación de los cordones ovígeros 

(proceso que involucra la reestructuración de la membrana basal) y la inclusión 

de células del estroma, lo que separa entre sí a los folículos primordiales (8, 9) 

(Figura 1).  

La individualización folicular, que en el ovario murino ocurre durante los 

primeros días de vida posnatal y el crecimiento temprano de los folículos, son 

eventos independientes del estímulo gonadotrópico (10). Ambos procesos 

requieren de una coordinación molecular precisa, orquestada por una serie de 

interacciones genéticas entre las células somáticas y las germinales (11, 12) 

(Figura 2).  

Diversos estudios han propuesto el papel fundamental que tienen los 

ovocitos en la histogénesis folicular. De esta forma, se ha demostrado que los 

cordones ovígeros desprovistos de células germinales no se fragmentan en 

folículos individuales (13, 14); lo anterior sugiere que los ovocitos están 

involucrados en los eventos morfogenéticos que dan lugar a la formación de los 

folículos, al estimular tanto la fragmentación de los cordones ovígeros, como la 

proliferación y diferenciación de las células epiteliales circundantes (15, 16). 

Experimentos llevados a cabo con ratones nulos para diversos factores de 

crecimiento o de transcripción, sugieren la participación de estos tanto en la  
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proliferación de los ovocitos como en la formación de los folículos y su posterior 

desarrollo (17, 18).  

Entre las proteínas que participan en la proliferación de las células 

germinales primordiales que se diferenciaran posteriormente en ovocitos, se 

encuentran el complejo Kit-ligando, el cual mantiene la viabilidad de dichas 

células mientras migran hacia la cresta urogenital (19). Estudios en ratones que 

generaron una deficiencia espontánea tanto para la expresión del receptor 

tirosina-cinasa Kit como para su ligando, demostraron que la proliferación de 

las CGPs durante el proceso de migración hacia el primordio gonadal, depende 

de la interacción de las proteínas que conforman este complejo (12). En la 

etapa embrionaria, las CGPs expresan el receptor KIT a partir de los 7.5 días 

poscoito (dpc) y hasta los 13.5 dpc, mientras que el ligando para Kit (KL) se 

expresa en las células somáticas durante el transcurso de la ruta migratoria 

(20, 21).  

El factor de transcripción OCT-4, perteneciente a la familia de factores POU, 

involucrado en el mantenimiento de la pluripotencialidad es un factor crítico en 

la biología de las células germinales primordiales (22), el cual se expresa 

exclusivamente en estas a partir de los 8.5 dpc y hasta que las CGPS entran 

en la primera fase de la meiosis, momento en el que el nivel de expresión de 

Oct-4 decrece, hasta el nacimiento donde la expresión aumenta nuevamente 

(23-25). 

El factor de transcripción con dedos de zinc SAll4, es esencial en el 

mantenimiento de la pluripotencialidad y regula la expresión de Oct-4 (26, 27). 

Y el factor WNT-4, que mantiene la viabilidad de los ovocitos, una vez que han 

colonizado la gónada (28). De igual forma, se ha demostrado la participación 
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de diversos factores de transcripción y de crecimiento en la formación y 

desarrollo de los folículos (29). 

Además de su participación en la proliferación de las CGPs, el complejo 

KIT/KL, juega un papel importante en el crecimiento de los ovocitos, en el 

ensamble folicular, en la proliferación de las células de la granulosa, en el 

reclutamiento de las células de la teca y en el mantenimiento del arresto 

meiótico (30). Las proteínas KL y KIT son codificadas por los loci Steel (SI) y 

dominant white spotting (W), respectivamente (31). Estudios llevados a cabo 

por Besmer y cols. (1993) (32), demostraron que los ratones mutantes para 

ambos alelos, presentaban deficiencias en pigmentación, hematogénesis y en 

la formación de folículos primordiales. 

Otro factor importante en el ensamble folicular lo constituye el factor en la 

línea germinal alfa (FIGLA). Este factor ovocito-específico, regula la expresión 

de genes pertenecientes a la familia NALP, involucrados en eventos de 

proliferación celular (33). Asimismo, FIGLA se une a dominios de cajas E, 

localizados en la región promotora de los genes Zp1 y Zp3, que codifican para 

dos de las proteínas que forman la zona pelucida (34). Los ratones nulos para 

este factor de transcripción, no desarrollan folículos primordiales y presentan 

ovocitos atrésicos, debido a que la fragmentación de los cordones ovígeros 

previa a la formación de los folículos no sucede (35, 36).  

Lo mismo ocurre en los ratones knockout para el factor de transcripción con 

caja homeótica, NOBOX (Newborn Ovary Homeobox- enconding gene). La 

deleción de dicho factor, afecta la supervivencia de los ovocitos y por 

consiguiente, la formación de los folículos primordiales (37). Estudios 

realizados por Pangas y cols. (2006) (38), sugieren que la actividad 
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transcripcional de Nobox es regulada en forma indirecta por el factor con 

estructura de hélice-asa-hélice SOHLH1; lo anterior fue postulado al identificar 

una reducción en los niveles de Nobox en los ovarios de ratones nulos para 

Sohlh1. Este último, se expresa a partir de los 15 dpc en los ovocitos que se 

encuentran en la profase de la primera meiosis y hasta la etapa de folículo 

primario. Los ratones deficientes de Sohlh1 son infértiles, con ovarios atrésicos 

que presentan únicamente folículos primordiales. Asimismo, SOHLH1 ejerce 

una acción directa sobre la actividad transcripcional de Lhx8, un gen que 

codifica para una proteína con homeodominio LIM, presente en las CGPs a 

partir de los 13.5 dpc y hasta las etapas preantrales del desarrollo folicular. Los 

ratones nulos para Lhx8, desarrollan el mismo fenotipo que los Sohlh1 

deficientes. Más aún, los niveles de expresión de Lhx8 se encuentran 

reducidos drásticamente en los ratones knockout para Sohlh1. Lo anterior 

indica que Sohlh1 regula directamente la expresión de Lhx8 cuya acción ocurre 

cascada arriba de Figla y Nobox.  

A su vez, el factor NOBOX regula la actividad transcripcional de otros genes 

como: Oct-4, Sall4, el factor de crecimiento y diferenciación 9 (Gdf9) y la 

proteína morfogenética de hueso 15 (Bmp15). Todos ellos presentan en su 

región promotora, secuencias de unión a NOBOX (39). Los dos últimos 

codifican proteínas que pertenecen a la superfamilia TGF-β (Transforming 

Growth Factor β), la cual comprende aproximadamente a 35 miembros 

estructuralmente conservados. Dentro de esta familia, se incluyen factores 

identificados durante diferentes estadios de la foliculogénesis en los ovocitos 

y/o en las células somáticas, cuyo mecanismo de señalización ocurre a través 

de proteínas Smad principalmente (40, 41).  
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El factor de crecimiento y diferenciación 9, se expresa exclusivamente en 

los ovocitos y participa en la transición de la fase primaria a la secundaria del 

desarrollo folicular. Este factor de crecimiento  promueve en forma parácrina el 

crecimiento y la diferenciación de las células de la granulosa circundantes (42). 

De igual forma, actúa en forma autócrina en la regulación del crecimiento y 

maduración del ovocito. Los ratones hembra que carecen del gen Gdf9, 

presentan únicamente folículos primarios (43). Más aún, los estudios 

histológicos mostraron desorganización en las células de la teca y una baja 

proliferación de las células de la granulosa (43, 44). Los mecanismos por medio 

de los cuales GDF9 participa en la organización de la teca no son claros, 

habiéndose sugerido que este factor de crecimiento regula otras moléculas que 

conforman una matriz extracelular a la que se adhieren las células de la teca, 

las cuales posteriormente ejercen disgregación de las células de la granulosa 

(45, 46). 

Las proteínas morfogenéticas de hueso, también miembros de la superfamilia 

TGF-β, son factores de crecimiento identificados inicialmente en el tejido óseo, 

involucrados en el proceso de proliferación y diferenciación celular de diversos 

órganos, incluido el ovario (47). Entre ellas está la proteína morfogenética de 

hueso 15 (BMP15) que al igual que GDF9, se localiza solo en los ovocitos. 

BMP15 ejerce una acción sinérgica con GDF9 en la interacción entre los 

ovocitos y las células del cumulus de los folículos preantrales (48). Los ratones 

nulos para BMP15 son subfértiles con un índice de ovulación y fertilización 

disminuido y una histología ovárica relativamente normal (49). Estudios 

realizados por Otzuka y cols. (2002) (50) sugieren que BMP15 promueve la 
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expresión de las dos isoformas correspondientes a KL en las células de la 

granulosa de los folículos preantrales.  

De igual forma, las proteínas BMP7 y BMP4 participan en el desarrollo 

folicular. Ambas están presentes en las células mesenquimales e interactúan 

con las células foliculares para mantener la supervivencia de los ovocitos y el 

desarrollo del folículo primordial hacia etapas subsecuentes (51, 52). 

Existen otros factores de la superfamilia TGF-β, involucrados en el 

desarrollo folicular. Entre ellos: el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2), 

el cual se expresa selectivamente en los ovocitos y actúa sobre las células de 

la granulosa, de la teca y sobre las células del estroma, para promover la 

proliferación y la diferenciación folicular (53). El factor inhibidor de leucemia 

(LIF), el cual está presente en el fluido folicular y sus niveles de expresión 

incrementan conforme el folículo se desarrolla. Este factor promueve la 

transición del folículo primordial al primario, estimula el crecimiento del ovocito, 

así como el reclutamiento y proliferación de las células de la teca (54). La 

hormona anti-Mulleriana y su receptor, ejercen un efecto contrario al inhibir la 

diferenciación de los folículos primordiales. Lo anterior se demostró en los 

ratones nulos para el gen Amh, los cuales mostraron un incremento en el 

número de folículos preantrales y antrales (55). Las neurotrofinas también 

participan en el proceso de foliculogénesis (56), al interactuar con receptores 

transmembranales, conocidos como TrkA, TrkB y TrkC, cuyo mecanismo de 

señalización involucra a proteínas tirosina-cinasas (57). Además de estos 

receptores, existe otro denominado p75 NGFR, el cual se expresa de forma 

abundante en el tejido nervioso (58). p75 NGFR también denominado receptor 

de baja afinidad, difiere con respecto a los receptores TrK, en cuanto a su 
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dominio intracelular, ya que éste en lugar de estar acoplado a una proteína 

cinasa, presenta en la porción carboxilo terminal una secuencia consenso de 

acoplamiento a proteínas G (57). Se ha demostrado que este receptor forma 

dímeros con los receptores TrK, lo que conlleva a la amplificación de la 

respuesta generada por la unión ligando-receptor (59).  

Estudios en los que se observó que los receptores TrK expresados 

ectópicamente tienen la capacidad de mediar la respuesta proliferativa 

dependiente de neurotrofinas en fibroblastos, confirmaron la participación de 

estas últimas en eventos de proliferación y diferenciación celular de tejidos no 

neuronales (60-63). La presencia de neurotrofinas y sus receptores ocurre en 

etapas previas a la folículogénesis, durante ésta y en la etapa puberal (64). Los 

resultados de hibridación in situ en ratones silvestres, demostraron que la 

expresión en el ovario tanto del factor de crecimiento neuronal (NGF), como de 

su receptor (TrKA), se presenta en la etapa prenatal previa al ensamble 

folicular, lo cual sugiere que ambas proteínas están involucradas en procesos 

de proliferación celular (65). Se ha postulado que dichas proteínas intervienen 

en la proliferación de células epiteliales y del mesénquima dentro del ovario 

murino (66). 

Por otro lado, el análisis histológico en ovarios de ratones nulos para el 

factor de crecimiento neuronal (NGF), demostró una disminución significativa 

en el número de células del mesénquima ovárico, así como un número 

reducido de folículos primarios. Cabe mencionar que en dichos estudios se 

observó una ligera disminución en cuanto al número de folículos primordiales, 

lo cual sugiere que la ausencia de NGF, no impide la formación del folículo, 

sino que promueve el desarrollo subsecuente del mismo (67).  
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De igual forma, estudios por hibridación in situ en ratones silvestres 

mostraron que la neurotrofina 4/5 se expresa en los ovocitos durante los dos 

primeros días postnatales. El receptor específico para la NT-4/5 (TrkB), se 

expresa predominantemente en las células de la granulosa. El fenotipo ovárico 

en los ratones nulos para la neurotrofina 4/5, no presentó alteraciones (64). 

Se ha sugerido que NGF y NT-4/BDNF, así como sus receptores 

correspondientes, participan de forma complementaria en el desarrollo folicular 

temprano, postulándose que el complejo NGF/TrKA, promueve la proliferación 

de las células del mesénquima durante el ensamble del folículo primordial, 

mientras que el segundo complejo (NT-4/BDNF/TrKB), interviene en el 

crecimiento de los folículos primordiales para dar lugar a folículos primarios y 

secundarios (66). 

Por otra parte, se ha demostrado que durante el desarrollo ovárico 

ocurre la muerte celular programada de aproximadamente el 70% de las 

células germinales (68), este evento mantiene una estrecha relación con los  

procesos que inducen la supervivencia folicular. Los mecanismos celulares que 

mantienen un equilibrio entre las señales proliferativas y las apoptóticas, aún 

no se han podido dilucidar completamente (67). El equilibrio entre la 

proliferación y la degradación celular es fundamental para evitar la eliminación 

excesiva de células germinales que conllevaría al desarrollo de disgenesias 

ováricas, o bien al desarrollo de falla ovárica prematura (36).  

Diversos estudios sugieren la participación de proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (IAP) en la supervivencia de las células germinales primordiales (69) 

y en la proliferación de las células de la granulosa (70). El aumento en la 

expresión de estas proteínas, conlleva a la fosforilación de la proteína cinasa B 
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(PKB). La activación de la PKB, suprime la muerte celular al fosforilar a BAD, 

una proteína pro-apoptótica perteneciente a la familia Bcl-2 (71). 

Se ha demostrado, que las IAPs inhiben de manera directa a las 

caspasas 3, 7 y 9. La inactivación de caspasa 9 a su vez, inhibe la seňal 

apoptótica de Bax/citocromo C (72). Por el contrario, tanto el Factor 

transformante del crecimiento-beta 1 (TGF-β1) como el TGF-β2, así como el 

ligando Fas, inducen la muerte de ovocitos al modular la expresión de genes 

mitocondriales pertenecientes a la familia Bcl-2 (73, 74). Mas aún, ratones 

homocigotos para una deleción del gen bcl-2, presentaron una reducción 

importante de folículos primordiales (75). De igual forma, estudios en los que se 

utilizaron ratones que presentaban una expresión alterada del gen anti-

apoptótico Blc-x y del pro-apoptótico Bax, demostraron que se requiere de una 

concentración específica de la proteína codificada por Bcl-x y de una expresión 

nula de Bax, para suprimir la apoptosis folicular (76). 
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JUSTIFICACIÓN 

No obstante lo anteriormente descrito, el conocimiento existente acerca de 

los factores que participan en el ensamble y en el crecimiento temprano de los 

folículos primordiales es limitado, ya que en muchos casos, la función 

específica de los factores involucrados en la foliculogénesis y/o en el desarrollo 

folicular, así como la interacción entre dichos factores, no han sido dilucidados 

completamente. Más aún, es probable que diversos genes aún no identificados, 

estén involucrados en la comunicación entre las células somáticas y las células 

germinales para dar lugar a la formación de los folículos ováricos y a su 

posterior crecimiento. Por tal motivo, nos propusimos llevar a cabo un análisis 

mediante microarreglos de ADN, el cual se utilizó como punto de partida para 

identificar nuevos genes con expresión durante la foliculogénesis y las etapas 

tempranas del crecimiento folicular en el ovario murino. 

 

OBJETIVO  

Identificar a partir de un ensayo de microarreglos de ADN y caracterizar 

molecularmente, genes que presenten una expresión diferencial en las 

etapas en las que ocurre el ensamble y el crecimiento folicular 

independiente del estímulo gonadotrópico en el ovario murino. 

 

HIPÓTESIS 

Los genes seleccionados por su perfil de expresión diferencial en el 

microarreglo, están presentes durante los primeras 48 y 96 horas 

posnatales en el ovario murino, momento en que ocurren el ensamble y el 

crecimiento folicular, independiente del estímulo gonadotrópico.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Material 

Se utilizaron 30 ratones pertenecientes a la cepa C57BL/6J, adquiridos del 

Laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME, EUA) y 5 ratones CD1, procedentes del 

Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. Los animales se mantuvieron bajo condiciones 

controladas de temperatura (23-25ºC) y luz (12 hrs de luz/12 hrs de oscuridad). 

A todos ellos se les dio acceso add libitum al alimento Purina Lab chow (Purina 

Co., St Luis MO, EUA) y se manipularon conforme a los lineamientos 

específicos para la reproducción, cuidado y uso de animales de laboratorio 

tanto de los Institutos Nacionales de Salud (Nacional Institutes of Health, 

Bethesda, MD, EUA), como los estipulados en la Norma Oficial Mexicana 062-

200-1999, publicada el 22 de agosto de 2001 en el Diario Oficial de la 

Federación. Asimismo, el protocolo experimental para la obtención del tejido 

ovárico, fue aprobado por los comités de Bioética, respectivos.  

Los ovarios de crías de la cepa C57BL/6J se colectaron a las 16, 48 y 96 

horas posnatales y se procesaron en forma adecuada para experimentos 

histológicos, de análisis en microarreglo, PCR semicuantitativo y northern blot. 

Asimismo, se colectaron ovarios de crías con 6 y 12 días posnatales, para 

experimentos de hibridación in situ. De igual forma, ovarios de fetos 

procedentes de la cepa CD1, se colectaron a los 13, 15, 18 y 19 días poscoito 

para experimentos de RT-PCR, así como a los 4 días posnatales para 

experimentos de hibridación in toto. 
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Métodos  

Extracción de ARN  

El ARN total de los ovarios de ratones de ambas cepas, se aisló utilizando 

la técnica de fenol ácido (77), con algunas modificaciones (78). Un promedio de 

6 a 10 ovarios de cada grupo de edad, fueron colectados en un tubo cónico y 

congelados en hielo seco. Posteriormente, a cada grupo de ovarios, se le 

agregó 1 ml de una solución compuesta por fenol-tiocianato de guanidina (TRI 

Reagent, Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, EUA) y 10 µl de β-

mercaptoetanol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). El tejido se 

homogenizó utilizando un homogenizador eléctrico (PowerGen 70, Fisher 

Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) y se incubó en hielo durante 5 minutos.  

Para realizar la separación de fases, a cada homogenizado se le agregaron 

100 µl de bromo-cloro-propano. Esta mezcla se agitó vigorosamente, se dejó 

reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugó a 12,000 

revoluciones por minuto (rpm), durante 10 minutos. La fase acuosa se transfirió 

a otro tubo, y se agregó un volumen igual de etanol al 70%. Para la purificación 

del ARN, se utilizó un estuche específico (RNeasy Mini Kit, Qiagen Inc., 

Valencia, CA, EUA). El ARN se eluyó en 30 µl de agua previamente tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC).  

La concentración y pureza del ARN se determinó por espectrofotometría, 

mediante lecturas a 260 y 280 nm, para lo cual de cada muestra de ARN, se 

tomaron 2 µl que se diluyeron en 98 µl de agua con DEPC (relación 1:50). 

Asimismo, se corroboró la integridad del ARN total, por medio de electroforesis 

en un gel de formaldehído y agarosa al 1%. 
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Microarreglos de ADN  

Con el fin de identificar ARN mensajeros con un perfil de expresión 

diferencial durante la formación y crecimiento folicular, empleamos un 

microarreglo de ADN que contenía 8,400 sondas (generadas a partir de una 

librería compuesta por 15,000 genes de ratón), las cuales fueron impresas por 

duplicado en portaobjetos de vidrio.  

La síntesis del ADN complementario (ADNc) al ARN de ovarios colectados 

a las 16, 48 y 96 horas posnatales se llevó a cabo con el estuche comercial 

Micromax TSA labeling and detection kit (NEN Life Science Products, Inc., 

Boston, MA, EUA), siguiendo las instrucciones (79). Para ello, 5 µg del ARN 

total se desnaturalizaron a 65˚C durante 10 minutos, después se realizó el 

alineamiento de los oligohexámeros(dT)12-18 (0.1mM) a una temperatura de 

25˚C, durante 5 minutos. Posteriormente, a cada mezcla de reacción se 

agregó: deoxinucleótidos de uracilo marcados con conjugados de fluoresceína 

(para la síntesis del ADNc de ovarios colectados a las 16 horas posnatales) o 

con biotina (para la síntesis del ADNc de ovarios colectados a las 48 y 96 horas 

posnatales), a una concentración final de 10 mM, ditiotreitol (0.1M), una enzima 

inhibidora de ARNasas (40 U/µl) y 1 µl de la enzima transcriptasa reversa 

(Superscript II 200 U/µl) (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). 

Las reacciones se incubaron a 42˚C durante una hora.  

El ADNc sintetizado se purificó utilizando una columna con filtro (Microcon 

YM-100) (Milipore, Bedford, MA. EUA). Una alícuota de cada ADNc marcado 

con biotina, se combinó en un mismo tubo con una fracción del ADNc marcado 

con fluoresceina. 

 19



Los microarreglos se prehibridaron durante 30 minutos con conjugados de 

anti-fluoresceina/fosfatasa-alcalina y anti-streptavidina/fosfatasa-alcalina 

(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, EUA) en 600 µl de un 

amortiguador de bloqueo el cual contenía: Tris-HCl, 0.1 M (pH7.5), NaCl 0.15 M 

y suero de cabra al 10%. Luego se realizó la hibridación de los ADNc 

combinados contra los portaobjetos a una temperatura de 65°C por 16 horas. 

Al finalizar el proceso de hibridación, los portaobjetos se lavaron tres veces con 

un amortiguador de citrato y cloruro de sodio 20X y se agregó tiramida marcada 

con cianina en la posición tres (Cy3) y en la posición 5 (Cy5). La detección de 

la seňal se logra mediante la precipitación de ambos colorantes. Esta reacción 

es catalizada por la fosfatasa alcalina conjugada a la antifluoresceina y a la 

antistreptavidina, las cuales reconocen los conjugados de fluoresceina/biotina 

unidos a los ADNc. Dicha reacción enzimática indica de forma indirecta, la 

cantidad de ADNc presente en el portaobjetos.  

Finalmente, los microarreglos se escanearon (ScanArray 4000XLs) (Perkin 

Elmer, Boston, MA. EUA) y las imágenes adquiridas se almacenaron en 

formato TIFF para su análisis. Las intensidades obtenidas se normalizaron, 

centralizaron y estandarizaron, utilizando el programa Genesight (ImaGene 

Biodiscovery, Marina del Rey, CA, EUA). Los genes con una expresión 

diferencial a las 48 y 96 horas 1.8 veces mayor con respecto a su expresión 

durante las primeras 16 horas posteriores al nacimiento, fueron procesados con 

el programa Omniviz (Maynard, MA, EUA). Por ultimo, los genes con patrón de 

expresión temporal similar, se agruparon utilizando el algoritmo de promedios K 

del programa de computación J-Express 2.0 (De Nova, Vancouver, BC, 

Canada). 
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Los datos obtenidos a partir del microarreglo, se depositaron en el servidor 

Gene Expresión Ómnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) de la página 

electrónica del National Center for Biotechnology and Information (NCBI). El 

número para tener acceso a esta información es el GSE8528. 

 

RT-PCR 

Las reacciones de transcripción reversa se llevaron a cabo empleando el 

estuche comercial Superscript-First-Strand kit (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA), conforme a las instrucciones descritas en el protocolo. 

Brevemente: 200 ng de ARN total (aislado de ovarios colectados en las etapas 

arriba mencionadas), se alinearon a 65ºC durante 5 min con 0.5 µg de 

oligonucleótido poli-dT (0.5 µg/ µl) y 1 µl de una mezcla de dNTP´s (10 mM). 

Posteriormente, la reacción se incubó durante 1 h a 42 ºC con: amortiguador de 

reacción 10X, MgCl2 (25 mM), 1 µl de una enzima inhibidora de ARNasas (40 

U/µl), 2 µL de DTT (0,1M) y 50 unidades de la enzima transcriptasa reversa 

(Superscript II 50 U/µl) (Invitrogen, Life Technologies), en un volumen total de 

20 µl. La reacción se terminó al incubarla a 70ºC durante 15 minutos, seguido 

de 30 minutos a 37ºC con dos unidades la enzima RNasa-H (2 U/µl). 

Los experimentos de PCR semicuantitativo se realizaron utilizando el 

estuche QuantumRNA 18s Internal Standard Kit (Ambion, Austin, TX, EUA). 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 µl que 

contenía: 2.5 µl del amortiguador de reacción a una concentración final de 1X, 

dNTP´s (0.1 mM) y 0.15 µl de Taq polimerasa (5 U/µl) (HotStar Taq, Qiagen, 

Inc., Valencia, CA, EUA), o bien 22 µl de PCR Supermix (Invitrogen Life 

Technologies), más 2.5 µl de la mezcla ARN ribosomal 18s/competidores en 
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una razón 3:7 y 1.0 µl  del producto de la transcripción reversa, alineado a 10 

pmol de uno de 3 pares de oligonucleótidos específicos para la secuencia 

AK087669 (Tabla 1), cuyo nivel de expresión en el microarreglo mostró un 

incremento durante las 48 y 96 horas posnatales.  

El protocolo de amplificación consistió de 5 minutos a 94ºC (para activar a 

la polimerasa), seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 1 min, 

alineamiento a 58ºC por 1 min, extensión de 1 min a 72ºC y 10 min a esta 

última temperatura. 

Finalmente, se realizó la electroforesis de los productos de la PCR en un gel 

de agarosa al 2 %, teñido con bromuro de etidio, se tomó una fotografía del gel, 

se escaneó y la imagen obtenida se analizó por densitometría utilizando el 

programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

 

Northern blot 

Esta técnica se utilizó para analizar la expresión del ARNm correspondiente 

a la secuencia AK087669. Para ello, se aisló el ARN total de diferentes tejidos 

colectados de ratones pertenecientes a la cepa C57BL/6J con dos días de 

edad. Posteriormente, el ARN poliadenilado se obtuvo con un estuche 

comercial (Micropoly A pure, Ambion, Austin, TX, EUA), siguiendo las 

instrucciones descritas por la compañía. Se realizó la electroforesis de 750 ng 

del ARN poliadenilado en un gel de formaldehído y agarosa al 1%, en 

amortiguador MOPS 1X (Acido N-morfolinopropanosulfonico) y se transfirió por 

capilaridad a una membrana Hybond XL (Amersham Biosciences, Piscataway, 

NJ, EUA) previamente humedecida en solución de sales y citratos (10X SSC). 

Luego se fijó a la membrana por exposición a rayos ultravioleta (120,000  
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Tabla 1. Oligonucleótidos complementarios a la secuencia del gen Fbxw15 
 

 
Posición del 

oligonucleótido 
Secuencia del oligonucleótido Tamaño 

del amplicon 
(pb) 

Par 

507 a 530 Sentido 5'-ATC-AAC-TAT-CAA-ACT-GTG-GGA-CTG-3',   
667 a 689 Antisentido 5'-AAT-ATG-GAG-TAA-AGG-TGT-CTG-TT-3’ 182 A 
-6 a + 17 Sentido 5’-CTG-AAG-ATG-GCG-ATC-CAT-TTA-CC-3’   

1413 a 1435 Antisentido 5’-CTT-TGA-GGA-AGA-GGA-TAC-ACA-AC-3’ 1441 B 
507 a 530 Sentido 5'-ATC-AAC-TAT-CAA-ACT-GTG-GGA-CTG-3'   
830 a 853 Antisentido 5’-AGG-ATA-ATT-TGA-GAA-CGG-TAG-ACA-3' 347 C 
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µJoules durante 35 seg), empleando un aparato para entrecruzamiento 

(Stratagene, San Diego, CA, EUA) y se prehibridó durante dos horas a 60ºC en 

un amortiguador compuesto por 7.5 ml de formamida, 2.25 ml de solución 

Denhardt (50X), 1.5 ml de EDTA 10 mM, 0.15 ml de SDS al 10%, 3.0 ml de 

SSC 20X y 1.5 ml de ADN de esperma de salmón (1 mg/ml) (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, EUA). 

La sonda de ARN se sintetizó a partir de la transcripción in vitro de 500 ng 

de un fragmento linearizado de 346 pb correspondiente al ADNc de AK087669 

(Tabla 1), subclonado en el plásmido pGEM-T Easy (Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para lo cual, el templado se incubó durante 

45 min a 37ºC con: 2 µl de amortiguador de transcripción 5X, 1 µl de DTT (1M), 

2 µl de rNTP’s, 1 µl de UTP (100 mM), 0.5 µl de una enzima inhibidora de 

ARNasas (40 U/µl), 1 µl de una enzima polimerasa T7 (Invitrogen Life 

Technologies) y 100 µCi de 32P-UTP. Una vez sintetizada la sonda, ésta se 

filtró a través de una columna de Sefadex (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, 

EUA). Posteriormente, la membrana se incubó con 33.14 µl (15 x106 cpm/ml) 

de la sonda purificada, durante 16 horas a 65ºC. Luego se lavó con 

amortiguador 0.1 X SSC y SDS al 0.1%, con agitación a 65ºC, cuatro veces, 15 

min cada vez. Finalmente, la membrana se expuso a una placa auto 

radiografica (Kodak, Rochester, NJ, EUA) a -85ºC durante una semana. Una 

vez detectada la señal y con el fin de remover todo rastro de radioactividad, la 

membrana se lavó con amortiguador de SDS al 0.1% durante 5 min a 90ºC y 

se hibridó contra una ribosonda para ciclofilina de ratón (1.5 x 106 cpm/ml), 

como control interno.  
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Clonación por PCR 

Se amplificó la región codificante correspondiente al gen AK087669 a partir 

del ADNc de ovarios de ratones hembra con dos días posnatales. La reacción 

de amplificación se llevó a cabo en un volumen de 25 µl que contenía: 1 µl del 

templado, 22 µl de PCR supermix (Invitrogen Life Technologies) y 10 pmol del 

par B de oligonucleótidos (Tabla 1), utilizándose las condiciones de PCR arriba 

descritas. Posteriormente, se llevó a cabo la electroforesis de los productos de 

la PCR en un gel de agarosa al 2% y las bandas correspondientes se 

purificaron utilizando el estuche comercial QIAEX II Gel Extraction Kit 

(QIAGEN, Inc., Valencia, CA, EUA). Los productos purificados se analizaron en 

un secuenciador automático Applied Biosystems DNA Sequencer modelo 377, 

empleando el estuche comercial Big Dye Terminator Sequencing Reaction Kit 

version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Los resultados 

obtenidos a partir de la secuenciación automática se compararon contra el 

banco de datos GenBank del NCBI por medio de BLAST. Asimismo, la 

secuencia de aminoácidos correspondiente se analizó con el programa Pfam 

(http://pfam.janelia.org/) (80) y el programa de alineamientos múltiples Clustal 

W (81). 

De igual forma, se generaron por medio de la PCR, un epítope de 

reconocimiento en la porción carboxilo terminal de la región codificante y sitios 

para las enzimas de restricción Nhe I en el extremo 5’ y Xba I en el extremo  3’. 

Para ello se mezclaron en un volumen final de 25 µl: 2.0 µl del producto de la 

transcripción reversa, 25 pmoles de los oligonucleótidos sentido y antisentido, 

cuyas secuencias son: 

5’(ACGCTGCTAGCACTGAAGATGGCGATCCATTTAC)3’ y  
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5’(CGGTCTAGATCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCAGAGCAGATGTTC

AAGGCATAT)3´, respectivamente, dNTP´s (0.1mM), 2.5 µl de amortiguador de 

reacción a una concentración final de 1X y 0.15 µl de la enzima Taq polimerasa 

(5 U/µl) (HotStar Taq, Qiagen, Inc., Valencia, CA, EUA). Se utilizaron 35 ciclos 

de amplificación y una temperatura de 60ºC en la etapa de alineamiento. El 

producto de la PCR se ligó dentro del vector pGEM-T (Promega, Madison, WI, 

EUA) al mezclar 5 µl del primero con 7 µl de amortiguador de reacción 2X, 1 µl 

del vector (50ng/µl) y 1 µl de una enzima T4 ADN ligasa (3 U/µl) (Promega). 

Esta reacción se incubó durante 17 horas a 14ºC. Por otro lado, se incubaron 

células competentes (100 µl) (SCS 110 Dam-) en hielo durante 10 minutos con 

1.7 µl de β-mercaptoetanol (25 mM) (Stratagene, La Joya, CA, EUA). 

Posteriormente, a la mezcla anterior, se agregaron 10 µl del producto de 

ligación y la solución se incubó en hielo por 30 min, después a 42ºC por 45 

segundos y de nuevo en hielo por 2 min. Se agregaron 900 µl de medio de 

cultivo SOC (Invitrogen Life Technologies) y el tubo se agitó durante una hora a 

37ºC; 200 µl de la solución anterior, se sembraron en una placa de agar 

cubierta previamente con 20 µl de ampicilina (25 mg/ml), 25 µl de isopropil-

beta-D-tiogalactopiranosida (IPTG) y 125 µl de X-galactosidasa al 2% (Sigma). 

La placa se incubó durante 24 horas a 37ºC. Las colonias se seleccionaron 

utilizando el método cromogénico (82); 10 de ellas se incluyeron en 6 ml de 

medio de cultivo LB con 20 µl de ampicilina (25 mg/ml) y se incubaron con 

agitación a 37ºC por 16 horas. El ADN plasmídico de los 10 cultivos se purificó 

utilizando una solución compuesta por NaOH 1N, amortiguador de Tris-EDTA, 

SDS al 2% y acetato de sodio 3 M (pH 5.2). La identificación del inserto se 

realizó por medio de análisis con enzimas de restricción. Para ello, se llevó a 
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cabo la digestión con las enzimas pertinentes (Nhe I y Xba I), de 1 µl de cada 

uno de los plásmidos purificados en una reacción que contenía: 2 µl de 

amortiguador 10X, 1 µl de cada enzima (10 U/µl) (Promega) y 15 µl de agua 

estéril para completar un volumen final de 20 µl. La reacción se incubó a 37ºC 

durante 2 horas. 

Posteriormente, se realizó la electroforesis de los productos de la digestión 

en un gel de agarosa al 1%. El ADN de cuatro de los 10 plásmidos se purificó 

utilizando un estuche específico (QIAGEN miniprep). La concentración y pureza 

del ADN se determinó por espectrofotometría mediante lecturas a 260 y 280 

nm, para lo cual de cada producto purificado, se tomaron 5 µl que se diluyeron 

en 195 µl de agua estéril (relación 1:40). Finalmente, la secuencia de los 

insertos se confirmó por medio de secuenciación automática. Uno de ellos se 

subclonó en el vector de expresión pcDNA 3.1/zeo (Invitrogen Life 

Technologies); para ello se mezclaron 20 µg de la construcción molecular 

pGEM-T/AK087669 se mezclaron con 5 µl de las enzimas Nhe I y Xba I (10 

U/µl), 10 µl de amortiguador de reacción a una concentración final 1X 

(Promega) y agua estéril para completar un volumen final de 100 µl. De igual 

forma, 2.0 µg del vector de expresión pcDNA 3.1/zeo + se mezclaron con 5 µl 

de cada una de las enzimas mencionadas anteriormente, 10 µl de amortiguador 

de reacción 10X y agua estéril para completar un volumen final de 100 µl. 

Ambas reacciones se incubaron a 37ºC durante 2 horas. Posteriormente, el 

vector que incluía al ADNc de AK087669, se fosforiló con 10 U de una enzima 

T4 polinucleótido-cinasa (10 U/µl), 2 µl de riboadenosina trifosfatada (10mM) y 

10 µl de amortiguador de reacción 10X (Promega). El producto fosforilado se 

incubó a 37ºC durante media hora y posteriormente, se llevó a cabo la 
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electroforesis de los 113 µl de reacción en un gel de agarosa al 1%. El 

fragmento correspondiente al ADNc se separó del gel y se purificó utilizando el 

estuche GENECLEAN turbo (Qbiogene, Inc., Carlsbad, CA, USA). La 

concentración del ADNc se determinó por medio de electroforesis en un gel de 

agarosa al 1%, al comparar la intensidad de la banda correspondiente al 

producto purificado contra una escalera de masa.  

Por otro lado, el vector de expresión pcDNA 3.1/ zeo + se desfosforiló al 

incubarlo a 37ºC durante media hora con 10 µl de una enzima fosfatasa 

alcalina (1 U/µl) y 10 µl de amortiguador de reacción 10X (Roche Molecular 

Biochemicals, Indianapolis, IN, EUA). Posteriormente, el vector se purificó con 

100 µl de fenol y 100 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Esta mezcla se 

centrifugó a 14,000 rpm por 2 min, el sobrenadante se transfirió a microtubos 

de 1.5 ml y se repitió el proceso. Con el fin de precipitar el ADN, se añadieron 

50 µl de acetato de amonio (7.5 M), 375 µl de alcohol absoluto, 0.5 µl de 

glicógeno y se almacenó a -20ºC durante 16 horas. El ADN precipitado se 

centrifugó a 14,000 rpm por 15 min a 4ºC, se lavó con 1 ml de alcohol al 70%, 

se secó en una centrífuga al vacío y se disolvió en 12 µl de agua estéril.  

La concentración y pureza del ADN se determinó por espectrofotometría 

mediante lecturas a 260 y 280 nm, para lo cual de cada producto purificado, se 

tomaron 2 µl que se diluyeron en 100 µl de agua estéril (relación 1:50). 

Con el fin de realizar la subclonación del ADNc del gen AK087669 en el 

vector de expresión pcDNA 3.1/zeo+, ambos productos purificados se 

mezclaron en una reacción que contenía: la cantidad necesaria tanto del ADNc 

correspondiente al gen AK087669, como del vector de expresión para una 

relación molecular de 10 a 1, 1.5 µl de amortiguador de reacción 2X, 1.5 µl de 
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riboadenosina trifosfatada (10mM), 1.5 µl de DTT (0.1M) y 1 µl de una enzima 

T4 ADN ligasa (3U/µl) (Promega). Esta reacción se incubó durante 24 horas a 

4ºC. Las células competentes (100µl) (XL-Blue, Stratagene), se transformaron 

con 7.5 µl del producto de ligación al incubar esta mezcla en hielo por 30 min, 

después a 42ºC por 2 min y de nuevo en hielo durante 10 min. Posteriormente, 

se agregaron 300 µl de medio de cultivo; el tubo se agitó durante una hora a 

37ºC y se centrifugó a 1,000 rpm por un tiempo de 10 min. 

El sobrenadante se desechó y el botón celular se resuspendió en 200 µl de 

medio de cultivo fresco. La suspensión anterior, se sembró en una placa de 

agar cubierta previamente con 50 µl de ampicilina (25 mg/ml), 25 µl de IPTG y 

125 µl de X-galactosidasa al 2%. La placa se incubó durante 24 horas a 37ºC. 

Las colonias se seleccionaron utilizando el método cromogénico, 20 de ellas se 

incluyeron en 6 ml de medio de cultivo con 20 µl de ampicilina (25 mg/ml) y se 

incubaron con agitación a 37ºC por 16 horas. Posteriormente, se llevó a cabo la 

digestión de 1 µl de cada uno de los cultivos, con 10 U de las enzimas Nhe I y 

Apa I, 2 µl de amortiguador 10X, (Promega) y 15 µl de agua estéril para 

completar un volumen final de 20 µl. Los tubos se incubaron a 37ºC durante 2 

horas.  

La identificación del inserto se realizó por medio de electroforesis en un gel 

de agarosa al 1%. El ADN de uno de los 20 plásmidos analizados, se purificó 

utilizando un estuche específico (QIAGEN maxiprep). La concentración y 

pureza del ADN se determinó por espectrofotometría mediante lecturas a 260 y 

280 nm, para lo cual del producto purificado, se tomaron 2 µl que se diluyeron 

en 100 µl de agua estéril (relación 1:50). 
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Finalmente, la secuencia del inserto se confirmó mediante secuenciación 

automática.  

 

Western blot 

Para determinar si la región codificante del gen AK087669 traduce una 

proteína, células COS-7 se transfectaron en forma transitoria con la 

construcción molecular pcDNA 3.1/zeo/AK087669. Para ello, las células (2.5 x 

106 células por placa) se sembraron en placas de poliestireno de 10 cm 

(Falcon, Becton Dickinson, Franklin lakes, NJ, EUA) a un 80% de confluencia, 

en 10 ml de medio esencial mínimo Dulbecco (DME-F12) sin antibiótico, 

enriquecido con suero fetal bovino al 10% (Hi Clone, Logan, UT, EUA). 

Posteriormente, se transfectaron con 500 ng de la construcción pcDNA 

3.1/zeo/AK087669, o bien con el vector vacío (pcDNA 3.1 Zeo), utilizando un 

agente de transfección lipofílico (Lipofectamine 2000, Invitrogen Life 

Technologies) y se incubaron a 37ºC durante 48 horas. La mezcla de 

transfección se removió por succión y las células se desprendieron de la placa 

con la ayuda de una espátula plástica. Después, se centrifugaron y el botón 

celular se lisó con un amortiguador de baja fuerza iónica que contenía: HEPES 

10 mM, MgCl2 1.5 mM, KCl 10 mM, aprotinina 10 µl /ml, 1 mM de fluoruro de 

fenilmetilsulfonil 10X (PMSF), DTT 0.5 mM, un inhibidor de proteasas (10 mM) 

(Sigma) y agua para completar un volumen final de 10 ml. La concentración de 

proteínas se determinó mediante el método colorimétrico descrito por Bradford 

(83) (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA, EUA). Se realizó la electroforesis de 

30 µg por pozo del homogenizado proteico en un gel desnaturalizante de tris-

glicina 4-20% (Invitrogen, Life Technologies), el cual se colocó dentro de una 
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cámara vertical que contenía 700 ml de amortiguador SDS/PAGE 1X. La 

electroforesis se interrumpió 5 hrs después y las proteínas se transfirieron 

durante 4 hrs a una membrana PVDF (Immobilon-P) (Millipore, Billerica, MA, 

EUA), previamente activada con metanol y equilibrada en amortiguador de tris-

glicina y metanol al 20%. Con el fin de bloquear las uniones no específicas, la 

membrana se sumergió durante una hora y media, en leche sin grasa, disuelta 

al 5% en amortiguador TBS-T (Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 

0.05%). 

Posteriormente, la membrana se incubó durante 16 hrs a 4ºC con el 

anticuerpo monoclonal específico para el epítope de reconocimiento (M2 

Sigma), diluído 1:1,000 en 10 ml de TBS-T y leche al 5%. Luego se lavó en 

amortiguador TBS-T, 15 veces durante 15 min cada vez. Posteriormente, se 

incubó durante 1 hr a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario IgG 

anti-ratón-HRP (Invitrogen Life Technologies), el cual se utilizó a una dilución 

de 1:25,000. 

La membrana se colocó sobre una hoja de acetato y se agregaron 5 ml de 

una solución de peróxido y luminol. Para detectar la reacción 

quimioluminiscente, la membrana se expuso a una placa autoradiográfica 

durante 5 min. Finalmente y para llevar a cabo el inmunoblot del control 

positivo, se removió el anticuerpo secundario al lavar la membrana durante 2 

hrs a 55ºC en un amortiguador de Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, que contenía 2-

Mercaptoetanol (100mM) y SDS al 2%. Posteriormente, se bloqueo y se incubó 

con el anticuerpo monoclonal contra GAPDH (AbCAM, Cambridge, MA, EUA) a 

una dilución 1:40,000 y después con el anticuerpo secundario IgG anti-ratón-

HRP, a una dilución de 1:25,000 durante dos horas a temperatura ambiente. 
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Las reacciones se visualizaron empleando el reactivo ECL (Perkin Elmer, Life 

Science, Boston, MA, EUA). 

 

Análisis histológico  

Los ovarios colectados a las 16, 48 y 96 horas posnatales (tres pares de 

ovarios por edad), se fijaron durante dos horas, en una solución de Kahle 

compuesta por formaldehído, ácido acético glacial (Boehringer Mannheim 

Corp., Indianapolis, IN, EUA) y alcohol en una proporción 18:1:1, más glicerol al 

5%. Posteriormente, el tejido se lavó tres veces con un amortiguador de fosfato 

de sodio 0.5 M (pH 6.8) (Sigma) y se transfirió a una solución de etanol al 70%. 

Previo a la cobertura con parafina, el tejido se deshidrató en diferentes 

concentraciones de alcohol (70-100%). Una vez embebido en parafina, se 

realizaron cortes (6 µm), los cuales se montaron en portaobjetos. Con el fin de 

desparafinar el tejido, éste se sumergió en xileno durante dos minutos, 

posteriormente en alcohol absoluto y finalmente en agua bidestilada. Para la 

tinción del tejido, se utilizó hematoxilina férrica (Sigma). Los cortes procesados 

se analizaron mediante microscopía de luz.  

 

Hibridación in situ  

Se empleó la técnica descrita por Simmons y cols. (84), con algunas 

modificaciones (85). Las ribosondas específicas marcadas con 35S-UTP 

(hibridación en secciones de tejido), o bien con digoxigenina (DIG) (hibridación 

in toto), se sintetizaron conforme a lo descrito en párrafos anteriores, 

empleando 500 ng de ADNc, marcado con 250 µCi de 35S-UTP (Perkin Elmer 
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Life Science) y 750 ng de ADNc marcado con DIG-UTP (Roche Diagnostics, 

Indiana, IN, EUA), respectivamente.  

La hibridación con sonda radioactiva se realizó en cortes de tejido ovárico 

(14 µm de espesor), colectado a las 16, 48, 96, 144 horas y 12 días 

postnatales, fijado previamente durante 16 hrs a 4ºC, en una solución de 

formaldehído al 4% disuelto en amortiguador de borato sódico 0.1M, pH 9.5 

(Sigma) y posteriormente a 4ºC durante 16 horas en un amortiguador de 

fosfatos y sacarosa al 10%. Previo a la hibridación, los cortes se incubaron con 

una solución de proteinasa K al 0.001% en un amortiguador de Tris (1M) pH 

8.0 y EDTA (0.5M), durante 30 minutos a 37ºC, lavándose con 250 ml del 

mismo amortiguador y luego pre-equilibrandose con 25 ml de Trietanolamina 

(TEA) (0.1M) pH 8.0, disuelta en 225 ml de agua con DEPC (Sigma). Con el fin 

de bloquear cargas eléctricas positivas, el tejido se incubó con ácido acético 

anhidro (0.0025%), disuelto en amortiguador TEA. Posteriormente se lavó dos 

veces durante 2 minutos, en solución de sales y citratos (SSC) a una 

concentración 2X y se deshidrató en concentraciones crecientes de alcohol. 

Los cortes de ovario se secaron al vacío dentro de una cámara durante 24 

horas y posteriormente, a cada serie se le agregó 70 µl de amortiguador de 

hibridación, el cual contenía la sonda marcada con el isótopo radioactivo y se 

incubaron dentro de una cámara húmeda a 55ºC, durante 24 horas. La 

poshibridación consistió en una serie de lavados en concentraciones 

decrecientes del amortiguador de sales y citratos y concentraciones crecientes 

de alcohol. De nuevo, los cortes de tejido se secaron al vacío durante 30 min y 

por último, se expusieron a la emulsión NTB2 (Roche, Indianápolis, IN, EUA). 

La señal de hibridación se reveló tres semanas después. Finalmente, los cortes 
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fueron contrateñidos con hematoxilina (Sigma), deshidratados en 

concentraciones crecientes de alcohol y cubiertos con vidrio. Los portaobjetos 

con los cortes de tejidos se observaron en un microscopio con contraste de 

fases (Zeiss Axioplan, Carl Zeiss, Jenna, Alemania). 

 

Hibridación in toto  

Se empleó la técnica descrita por Wilkison y cols. (86), con algunas 

modificaciones. Para llevar a cabo este ensayo, se extrajeron ovarios de 

ratones pertenecientes a la cepa CD1 con cuatro días de edad. El tejido 

colectado se lavó con un amortiguador de fosfatos (PBS) frío, preparado con 

agua tratada previamente con DEPC. Inmediatamente después, se fijó en una 

solución de paraformaldehído al 4%, disuelto en el mismo amortiguador 

(Sigma) y se almacenó a 4ºC durante toda la noche. Al día siguiente, los 

ovarios fijados se lavaron con PBS frío durante 5 minutos y después con PBS-

Tween 20 (PBT) (Sigma) por 5 minutos. La deshidratación se llevó a cabo con 

concentraciones crecientes (25-100%) de metanol-PBT y los ovarios se 

almacenaron a -20ºC. Posteriormente, los ovarios se rehidrataron con 

concentraciones decrecientes de metanol-PBT, finalizando con dos lavados en 

PBT durante 5 minutos cada uno. Previo a la permeabilización, los ovarios se 

colocaron durante una hora, en una solución de peróxido de hidrógeno al 6% 

en PBT, seguido de un lavado en PBT por 5 minutos. Después, el tejido se 

incubó con una solución de proteinasa K (60 µg/ml) (Promega) en PBT, durante 

10 minutos a 20ºC. Luego se fijó durante 20 minutos en una solución de 

paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 0.2% (Sigma). El exceso de fijador 

en el tejido, se removió con dos lavados en PBT durante 5 minutos. Los ovarios 
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se prehibridaron durante 3 horas a 65ºC, con un amortiguador compuesto de: 

formamida al 50%, solución SSC a una concentración 5X y pH 7.0, sulfato 

dodecil sódico (SDS) al 1%, ARN de transferencia (50 µg/ml) y heparina (10 

mg/ml) (Sigma). Posteriormente, al tejido ovárico se le agregaron 5 ml del 

amortiguador de hibridación, el cual contenía la ribsonda marcada con 

digoxigenina y se incubó dentro de una cámara seca a 68ºC, durante 24 horas. 

La poshibridación consistió en una serie de lavados e incubación con el 

anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics). 

Brevemente: el tejido se incubó durante dos horas a 67ºC con una solución 

(solución 1), precalentada a la misma temperatura, compuesta de formamida al 

50%, SSC 4X y SDS al 1%. Después se añadió una mezcla de la solución 

mencionada anteriormente y la solución 2 compuesta por NaCl 0.5M, Tris 10 

mM, pH 7.4 y Tween-20 0.1% y se incubó durante 10 min a 70ºC. 

Posteriormente tres veces en la solución 2, durante 10 minutos cada vez a 

temperatura ambiente y después durante una hora y 10 minutos a 37ºC. Luego, 

se agregó al tejido durante 40 minutos a 65ºC, la solución 3 compuesta de: 

formamida al 50% y SSC 2X.  

Previo a la incubación con el anticuerpo, el tejido se lavó tres veces, durante 

10 minutos cada vez, con TBST (Tris-HCl, 50 mM, pH7.4, NaCl 150mM, KCl 

10mM y tritón 1%) y levamisol al 2mM. Después se llevó a cabo el bloqueo de 

uniones inespecíficas al añadir al tejido, suero fetal bovino al 10%, disuelto en 

TBST y levamisol. El proceso de bloqueo, se realizó durante 3 horas a 

temperatura ambiente y agitación horizontal.  

Finalmente, el tejido se incubó con el anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa 

alcalina, a una concentración 1:2,000 a 4ºC, durante toda la noche. 
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Posteriormente, el tejido se lavó con TBST y levamisol (Solución que inhibe 

las fosfatasas endógenas), durante 10 minutos, 16 veces. Después dos veces 

durante 15 minutos cada vez, con NTMT (Tris-HCl 50 mM, pH 9.5, MgCl2 50 

mM, NaCl 20 mM, Tween-20) y levamisol 1mM. Con el fin de observar la 

reacción, se añadió al tejido el substrato de la fosfatasa alcalina, denominado 

BM-púrpura (Roche). La reacción fue monitorizada durante tres días hasta que 

se observó el precipitado color púrpura en el tejido. Finalmente, al tejido le fue 

añadido NTMT dos veces durante 15 minutos cada vez y posteriormente, PBS 

durante 1 minuto, tres veces. El tejido se almacenó con glicerol y PBS 1:1 (v/v) 

a 4ºC.  

La reacción de hibridación se observó con la ayuda de un microscopio de 

luz (Carl Zeiss, Alemania) y la precipitación de la señal a nivel celular se 

detectó en cortes del tejido embebido en parafina.  

 

Análisis estadístico 

La expresión del ARNm correspondiente al gen AK087669 se cuantificó por 

densitometría. Los resultados obtenidos a partir de la razón entre la expresión 

relativa del gen de estudio y la expresión relativa del gen constitutivo 18s, se 

analizaron empleando ANOVA de una vía y prueba de Student-Neuman-Keuls. 

Se consideró una p<0.05 como estadísticamente significativa.  
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RESULTADOS 

Desarrollo folicular en la cepa de ratones C57BL/6J 

Inicialmente y debido a que estudios realizados por Canning y cols. (2003), 

indican que el ensamble y desarrollo folicular, difiere entre cepas murinas (87), 

llevamos a cabo el análisis histológico de ovarios de ratones C57BL/6J con 16, 

48 y 96 horas de edad. Como se muestra en la Figura 3, los ovarios de esta 

cepa colectados durante las primeras 16 horas posnatales, sólo presentaron 

ovocitos en cordones ovígeros distribuidos en la región interna del ovario 

(flechas en panel A, imagen en aumento en panel D). A las 48 horas 

posnatales, se pudo distinguir ya la presencia de folículos primordiales (panel 

B, flechas largas; imagen en aumento en panel E) y a las 96 horas, se 

observaron folículos primarios conformados por células de la granulosa 

cuboides circundantes a un ovocito (flechas cortas, panel C, imagen en 

aumento en panel F).  

 

Análisis por microarreglos de ADN 

Con base en lo anterior, se aisló el ARN de ovarios de ratones C57BL/6J, 

colectados durante las primeras 16 horas después del nacimiento, cuando los 

folículos aún no se han formado, a las 48 horas (inicio del ensamble folicular) y 

a las 96 horas, cuando los folículos primarios y secundarios ya están 

presentes.  

El ARN de tres grupos de 6 a 10 ovarios cada uno, colectados en las etapas 

arriba descritas, se hibridó contra un microarreglo de ADN conformado por 

8,400 sondas impresas en duplicado; empleandose un total de 12 

microarreglos.  
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El análisis por medio del programa de computación J-Express, conformó 49 

grupos de acuerdo al patrón de expresión de los genes durante el desarrollo 

folicular (Figura 4), de los cuales, uno incluyó secuencias que presentaron una 

disminución consistente en su expresión a las 48 y 96 horas posnatales y 3 

grupos incluyeron secuencias que presentaron un aumento consistente en su 

expresión durante estas dos etapas.  

El grupo 6-5, contenía 62 genes que mostraron una disminución en su 

expresión menor o igual a 1.8 veces con respecto a su expresión durante las 

primeras horas posnatales. En este grupo se identificaron 19 secuencias 

correspondientes a genes con funciones conocidas, cuyas proteínas están 

involucradas en el metabolismo celular y el transporte iónico. Entre ellas se 

encontraron: la sintrofina 1, la centrina 4, la proteína con dedos de zinc 42, la 

proteína inhibidora de serina-proteasas 1-5, la proteína con caja F y repetidos 

de leucina 10, una GTPasa específica de células T, el receptor para el ácido 

hialurónico CD44, presente en las células del cumulus, involucrado en la 

maduración del ovocito (88) y el factor de crecimiento 2 similar a la insulina, 

cuyo perfil de expresión durante el ensamble y desarrollo folicular, ha sido 

reportado previamente (89). 

Por el contrario, el grupo 1-7, incluyó 58 genes cuya expresión se 

incremento en forma moderada (<1.8-3 veces) a las 48 horas y 1.9 a 5.7 veces, 

a las 96 horas posnatales. La mayoría de los genes presentes en este grupo, 

constituyeron ESTs (expressed sequence tags) y ADNs complementarios con 

función desconocida. Entre los genes con función conocida se encontraron dos 

secuencias que codifican para las ubiquitinas B y C, respectivamente, 

involucradas en la proteólisis (90) y varios genes con expresión selectiva en los 
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 ovocitos como el gen 4 de translocación de las células B (91) y 4 secuencias 

(Nlrp4a, Nlrp4f, Nlrp9a y Nlrp9b) que codifican miembros de la familia de 

proteínas NACH con repetidos de leucina y dominios pirínicos homólogas a 

MATER, un factor de transcripción presente en etapas tempranas del desarrollo 

embrionario (92). De igual forma, el grupo 2-7 también incluyó 58 genes con 

expresión elevada a las 48 y 96 horas posnatales; al igual que en el grupo 

anterior, la mayoría de las secuencias constituyeron ESTs y ADNs 

complementarios, con excepción de seis genes correspondientes a: la proteína 

ovocito- específica BMP15, una peptidilarginina deiminasa denominada ePAD, 

posiblemente involucrada en la reorganización del citoesqueleto de ovocitos y 

embriones en edad temprana (93), la proteína cinasa 1, la proteína 

antiapoptótica Bcl2-L-10 (94) y la 2´-5´ oligoadenilato sintetasa 1C, que se 

incluyó en este grupo y en el que se describe a continuación. 

El grupo 2-3 (Figura 5), contenía 24 secuencias cuya expresión también 

incrementó en forma consistente a las 48 y 96 horas posnatales, en 

comparación con su expresión durante las primeras horas después del 

nacimiento. De las 24 secuencias, 5 estaban repetidas dos o tres veces dentro 

del grupo, lo que indica que los resultados obtenidos en los duplicados para 

cada ensayo fueron consistentes.  

A diferencia de los grupos anteriores, la mayoría de los genes 

representados dentro del grupo 2-3 constituyeron genes con función conocida. 

Dentro de ellos se identificó Gdf9, el cual como ya se mencionó anteriormente, 

participa en la transición del folículo primario al secundario (42). Asimismo, se 

identificaron tres genes que codifican para miembros de la familia de las 

oligoadenilato sintetasas (OAS 1C, 1D y 1E), enzimas que participan en la 

 41



 

 

 42



 cascada de señalización que induce el interferon gama (95); una histona 

específica de las células germinales, la histona H1oo1 que regula la 

transcripción génica en los ovocitos y esta asociada al inicio del crecimiento de 

los mismos (96) y una fosfolipasa A2, ovario-específica, posiblemente 

involucrada en la remodelación de la membrana nuclear (97). 

De igual forma, este grupo incluía 7 genes que hasta el momento no han 

sido caracterizados; entre ellos, una secuencia con número de identificación 

BG068427, idéntica a una proteína NTPasa con repetidos de leucina, 

específica de las células germinales, perteneciente a la familia NACHT (98); 

otra secuencia (BG067959) 100% homóloga al gen Ndg1, el cual codifica para 

una proteína corriente abajo de NUR77, esta última involucrada en la activación 

de caspasas y en la inducción de apoptosis (99); otra más con número 

BG068435, la cual presentó un 93% de homología con Oog1, gen que se 

expresa específicamente en los ovocitos y en embriones en etapa de blástula 

(100). Asimismo, se identificaron otras tres secuencias, que no presentaron 

homología con genes conocidos. Finalmente, se identificó la secuencia 

BG083112, cuyo nivel de expresión representó el de mayor incremento en el 

grupo, la cual mostró 100% de homología con un ADNc (número de acceso 

AK087669), identificado en una librería procedente de un ratón hembra 

gestante.  

El análisis por medio del programa de computación Pfam 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/), indicó que la secuencia de 

aminoácidos, correspondiente al gen AK087669, codifica una proteína con un 

dominio de caja F. Aún cuando la proteína putativa, se designó inicialmente 

como una proteína FBXW; es decir una proteína con dominio de caja F en el 
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extremo amino-terminal y repetidos de acído aspártico (D) y triptófano (W) en 

su porción carboxilo terminal (101). Un estudio realizado por Paillisson y cols. 

(2005) (102), clasificó a dicha proteína como una FBX0, nomenclatura 

específica para proteínas con dominio de caja F en el extremo amino-terminal y 

ausencia de dominios conocidos en el extremo carboxilo-terminal. El gen que 

traduce dicha proteína se localizó dentro de un grupo de genes que codifican 

para proteínas con clasificación de FBXOs. Este grupo de genes se localiza en 

el cromosoma 9F2 del genoma del ratón, todos ellos con expresión exclusiva 

en el ovario y con un alto índice de homología entre ellos. 

El dominio de caja F característico de estas proteínas se identificó 

inicialmente en la ciclina F, comprende aproximadamente 40 amino ácidos del 

extremo amino-terminal, cuya función es unir a dicha proteína con otro de los 

miembros (la proteína Skp1), del complejo E3 ubiquitina ligasa, el cual participa 

en el proceso proteolítico mediante ubiquitinación (103). El extremo carboxilo-

terminal, es el responsable de la identificación del substrato, siendo la 

composición de residuos dentro de la porción carboxilo-terminal variable. Con 

base en la estructura del extremo carboxilo-terminal, la familia de proteínas con 

caja F se divide en tres subfamilias: la primera incluye a las proteínas que 

presentan repetidos de triptófano y ácido aspártico; en la segunda, se incluyen 

las proteínas con repetidos de leucina y la tercera, comprende proteínas con 

caja F cuyo dominio en el extremo carboxilo-terminal no incluye dominios 

específicos (104).  
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Perfil de expresión del ARNm BG083112/AK087669  

El aumento en la expresión de este gen durante los primeros cuatro días 

posnatales se corroboró por medio de PCR semicuantitativo. Para ello, se 

utilizó como templado el ADNc al ARN de ovarios colectados en las tres etapas 

de estudio y el par A de oligonucleótidos descritos en la tabla 1. Como se 

muestra en la Figura 6A, la expresión relativa del ARNm correspondiente a la 

secuencia BG083112, aumentó en forma significativa (p<0.05) durante los 

primeros dos días posnatales y aún más (p<0.01) a las 96 horas. Este 

resultado nos llevó a analizar el perfil de expresión de BG083112 en las etapas 

del desarrollo ovárico embrionario. Para ello, se utilizaron oligonucleótidos (par 

B, tabla 1) que amplificaron la región codificante correspondiente al ADNc de 

AK087669. El experimento reveló que dicho ADNc, no se expresa en el ovario 

entre los 13 y 15 dpc (Figura 6B), momento en el cual algunas ovogonias 

todavía se dividen mitóticamente, pero la mayoría de estas células ya han 

iniciado la meiosis (105). En contraste, la expresión de este gen se presentó en 

forma elevada a los 18 dpc, disminuyendo drásticamente al día siguiente (19 

dpc, Fig 6B). Esta expresión se mantuvo reducida al momento del nacimiento y 

como se observó previamente, aumentó de nuevo a las 48 horas posnatales.  

Asimismo, y para determinar si AK087669 se expresa en otros tejidos, 

empleamos la técnica de RT-PCR y un par de oligonucleótidos que amplifican 

un segmento de la región codificante (par C, tabla 1). Este experimento en el 

cual se utilizaron como templado los productos de transcripción reversa de 

nueve tejidos diferentes (hígado, corazón, riñón, pulmón, corteza cerebral, 

cerebelo, hipotálamo basal medio, testículo y ovario), indicó que este gen se 

expresa exclusivamente en el ovario (Fig 6C). Sin embargo, el análisis in silico  
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del servidor Unigene del NCBI, determinó que este gen se expresa en ovario y 

en piel. Con el fin de corroborar esto último, llevamos a cabo un RT-PCR, 

empleándose como templado los productos de la transcripción reversa del ARN 

aislado de la piel y de los ovarios de un ratón con dos días de edad. No 

obstante lo reportado en el servidor Unigene, en nuestro experimento no hubo 

amplificación del ADNc de AK087669 en muestras de piel, sólo se observó la 

banda correspondiente en la muestra de ovario (Figura 6D). Lo anterior sugiere 

que al menos en el ratón neonatal, la expresión de AK087669 (referida de aquí 

en adelante como Fbxw15 de acuerdo con la nomenclatura oficial), se restringe 

al ovario específicamente.  

 

Expresión en el ovario murino del gen Fbxw15 

Para determinar el tamaño aproximado del (los) ARNm correspondiente(s) a 

Fbxw15 y corroborar su expresión en el ovario, llevamos a cabo un análisis por 

northern blot, empleando ARNm aislado de diferentes tejidos disectados de un 

ratón C57BL/6J de dos días de edad. El resultado que se muestra en la Figura 

7, indicó la presencia de un solo transcrito con un tamaño de 1.5 kb, lo que 

concuerda con el tamaño estimado in silico para dicho ARNm. Asimismo y 

conforme a lo reportado tanto en análisis previos sobre el perfil de expresión de 

diferentes ESTs (102), como en nuestros experimentos mediante la PCR, el 

transcrito que genera Fbxw15 solo se presentó en el ovario. 

 

Localización celular del ARNm del gen Fbxw15  

El estudio por hibridación in situ en el cual se utilizó una ribosonda marcada 

con el isótopo radioactivo 35S, mostró que Fbxw15 se expresa específicamente  
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en los ovocitos de los folículos en crecimiento. En el panel A de la Figura 8, se 

observa que la señal de hibridación en secciones de ovarios colectados 

durante las primeras 16 horas posnatales, fue poco perceptible. En las 

secciones correspondientes a ovarios colectados a las 48 horas posnatales, la 

señal se observó de forma tenue en varios folículos primordiales (flechas en 

Fig. 8A). Más aún, dicha señal se detectó claramente en los folículos en 

crecimiento presentes en ovarios aislados a las 96 horas y aumentó en los 

ovarios de ratones con 144 horas de vida posnatal, permaneciendo elevada en 

los ovarios colectados durante el décimo segundo día posnatal (Fig. 8B).  

El panel C de la figura muestra a un mayor aumento que la expresión del 

ARNm de Fbxw15 se presentó solo en los ovocitos (flechas en los tres cuadros 

correspondientes), ya que en ninguno de los dos experimentos de hibridación 

se detectó la señal en las células somáticas (Fig. 8A-D). De igual forma, no se 

detectó señal de hibridación en los cortes de tejido incubados con las sondas 

sentido. 

Los experimentos mediante hibridación in toto en ovarios de ratones CD1 

con 96 horas de vida, mostraron que el ARNm de Fbxw15 se expresa en forma 

abundante en folículos de la región medular del ovario (Fig. 8D). Durante esta 

etapa, la región cortical incluye folículos primordiales y primarios, mientras que 

en la región medular se presenta el primer grupo de folículos secundarios. Con 

base en lo anterior, la expresión de Fbxw15 durante esta etapa ocurre 

predominantemente en los folículos secundarios.  
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Caracterización molecular del gen Fbxw15 

Como ya se mencionó anteriormente, Fbxw15 se localiza en un locus del 

cromosoma 9, en el cual se encuentran varios genes cuyos transcritos 

codifican proteínas con cajas F. La homología de Fbxw15 con las secuencias 

de nucleótidos de estos genes fue de 86% y 99% y de 64% a 77% con las 

secuencias de aminoácidos correspondientes (Tabla 2). 

El análisis por secuenciación automática del producto amplificado por la 

técnica de RT-PCR indicó que la región codificante de Fbxw15, comprende 

1,401 pb. La comparación de la secuencia obtenida con la secuencia genómica 

NT_095756.1, donde se localiza Fbxw15, reveló que dicha región codificante 

abarca 16,452 kb del genoma y comprende 10 exones con un intervalo de 

longitud entre 37 y 210 pb (Figura 9). 

Asimismo, la búsqueda de dominios proteícos conocidos mediante el 

programa Pfam, indicó que el dominio de caja F se extiende desde el 

aminoácido 3 hasta el 46 (Figura 10A). Esta caja es similar a las que presentan 

las proteínas con cajas F y repetidos de ácido aspártico y triptófano FBXW12 y 

FBXW14 en un 84 y 89%, respectivamente. No obstante esta similitud, los 

resultados del análisis para la región carboxilo terminal, no indicaron la 

presencia de otro dominio característico en esta porción, como ocurre en las 

proteínas FBXW12 y FBXW14; razón por la cual, el gen Fbxw15 se sometió a 

registro (DQ067445) como un gen que codifica a una proteína perteneciente a 

la subfamilia FBXO (Figura 10B). Nuestra clasificación concordó con la 

propuesta por Paillisson y cols (2005) (102); sin embargo, diferimos con su 

clasificación oficial como una proteína con caja F y repetidos de ácido aspártico 

y triptófano. 
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Tabla 2. Secuencias en el locus 9F2 con homología al gen Fbxw15 

 

 

Número de acceso Descripción 

% de homología en
secuencia de 

nucleótidos con 
Fbxw15 

% de nucleotidos 
comparados 

% de homología en secuencia 
de amino ácidos con FBXW15 

AK087669/ 
NM 199036.1 Fbxw 15/Fbxo 12Ja 99% 100% 100% 

NM_0015793/ 
AK087709 Fbxw 14/Fbxo 12 93% 74% 64% 

AK054339/ 
NM_177598.3 Fbxw13/Fbxo 12ª 86% 79% 64% 

*NM_177069.2/ 
AK087710 Fbxo 12B 87% 80% 69% 

NM_177703/ 
AK087808.1 Fbxw 19/Fbxo 12C 89% 78% 67% 

NM_001008428.1/
XM_486263 Fbxw 12/Fbxo12F  90% 85% 69% 

AK054298 Fbxo 12I 99% 24% 68% 
NM_001013776.1/

XM_356191 Fbxo 12K 87% 92% 73% 
XM_884388.2/ 

AK007274 Fbxo 12L 96% 94% 77% 

a= Nomenclatura otorgada por Paillison A, Dade S, Callebaut I, y cols. Identification, characterization and metagenome 
análisis of oocyte-specific  
genes organized in clusters in the mouse genome. BMC Genomics, 2005; 6: 76-86. 
*= Evidencia experimental de la expresión del ARN mensajero. 
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Localización celular de la proteína FBXW15 

Para determinar si la región codificante del gen Fbxw15 traduce una 

proteína, se empleó la técnica de western blot, utilizando un anticuerpo 

monoclonal contra el epítope bandera presente en la construcción molecular 

pcDNA 3.1 Zeo+/AK087669 (Fbxw15). La figura 11A, muestra una banda con 

un peso molecular aproximado de 52-54 kDa en el carril donde se llevó a cabo 

la electroforesis de las proteínas aisladas de las células COS-7 transfectadas 

con el vector recombinante. El peso molecular de la banda correspondiente, 

concordó con el peso molecular estimado para la proteína codificada por este 

gen.  

Más aún, el análisis de la secuencia peptídica 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; http://www.cbs.dtu.dk/services/Secreto 

meP) indicó que FBXW15, no es una proteína de secreción, ya que carece de 

un péptido señal. Asimismo y con el fin de identificar la localización celular de la 

misma, se llevó a cabo una inmunohistofluorescencia, para la cual se utilizaron 

los anticuerpos anti-epítope y anti-PDI, este último reconoce una proteína 

disulfuro-isomerasa (en inglés protein disulfide isomerase), específica del RE 

(106). Los resultados obtenidos mediante microscopia confocal (Figura 11B), 

mostraron que la inmunoreactividad correspondiente a FBXW15, se presenta 

en el citoplasma celular (Figura 11C) y se colocaliza con PDI (Figura 11D), lo 

que sugiere que FBXW15 está asociada con el RE.  
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DISCUSION 

Este trabajo demuestra el perfil de expresión bifásico de un gen cuyo ARNm 

fue identificado a partir de un ensayo de microarreglos de ADN, el cual se llevo 

a cabo para identificar genes con expresión diferencial durante el ensamble y 

crecimiento folicular independiente del estímulo gonadotrópico en el ovario 

murino.  

El análisis molecular de la secuencia BG083112, presente en un grupo que 

incluyó 24 genes con niveles de expresión elevados a partir del segundo día 

posnatal, demostró que dicha secuencia formaba parte de un ADNc 

(AK087669) proveniente de una librería obtenida de un ratón hembra con dos 

días de gestación. El gen correspondiente, denominado Fbxw15, se expresa en 

niveles elevados durante el décimo octavo día gestacional, disminuyendo 

drásticamente al día siguiente, hasta incrementarse de nuevo a partir de los 

primeros dos días de vida.  

Más aún, nuestros experimentos demostraron que el ARNm de Fbxw15, es 

ovocito-específico y genera un transcrito que codifica una proteína 

perteneciente la familia de proteínas con caja F. Lo anterior concuerda con lo 

reportado por Paillisson y cols. (2005) (102); sin embargo, difiere con respecto 

a lo reportado por otros grupos, en cuanto a su clasificación como una proteína 

FBXWD, ya que nuestros resultados indican que FBXW15 carece en su porción 

carboxilo-terminal de dominios de interacción con otras proteínas (101, 107).  

El perfil de expresión de Fbxw15 en el ovario posnatal, es similar al que 

presentan los 23 genes que conformaron el grupo 2-3. Cabe destacar, que 

todos los genes con función conocida dentro de este grupo, presentan una 

expresión ovocito-específica. Lo anterior enfatiza la importancia del papel que 
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tiene el ovocito en el control del desarrollo folicular temprano. Estudios 

metagenómicos en los que se analizó el perfil de expresión del ADNc tanto de 

cigotos como de embriones en etapas previas a la implantación, demostraron la 

existencia de cohortes de genes con patrones de expresión similares, lo que 

sugiere que estos genes presentan una función coordinada en etapas 

específicas del desarrollo (108). La sincronía en la regulación hacia arriba de 

varios genes específicos de las células germinales de ovarios procedentes de 

ratones neonatales, confirma lo anterior (109) y conlleva a la hipótesis de que 

algunos de los miembros identificados en el grupo 2-3, participan de forma 

complementaria en la formación de los folículos primordiales, o bien, en la 

diferenciación y crecimiento temprano de los mismos.  

La localización del gen Fbxw15, en un locus conformado por varias 

secuencias con un alto grado de homología entre ellas, constituye un aspecto 

relevante que fundamenta dicha hipótesis. Más aún, estudios por hibridación in 

situ demostraron que dos de los genes (Fbxo12B y Fbxo12D), presentes en el 

locus del cromosoma 9F2, se expresan selectivamente en los ovocitos de los 

folículos primordiales (102).  

Se ha hipotetizado que la agrupación en un locus específico de genes con 

un alto grado de homología, es consecuencia de la duplicación de un gen 

ancestral (110), por lo que es posible que la actividad transcripcional de los 

genes que conforman el grupo 2-3, ocurra gracias a los mismos elementos 

reguladores en cis. El locus 9F2 se localiza en la región subtelomérica del 

cromosoma, regiones genómicas que se caracterizan por contener secuencias 

con un alto índice evolutivo (111). Como tal, cada uno de los genes presentes 

en el locus 9F2 podría desempeñar una función específica, pero a la vez 
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complementaria y redundante dentro del ovario murino, propiciando así el 

correcto desarrollo del mismo. El hecho que la expresión de los genes con 

dominios de caja F presentes en el cromosoma 9F2, sea silenciada en la 

mayoría de los tejidos del ratón, con excepción de los ovocitos, sugiere que 

dichos genes participan de manera determinante en funciones ovocito-

específicas, que aún no se han dilucidado.  

Las proteínas con caja F participan en procesos proteolíticos mediante 

ubiquitinación. Estos se llevan a cabo gracias a un conjunto de proteínas que 

conforman el proteosoma 26s, el cual reconoce un substrato previamente unido 

al complejo ubiquitina-ligasa E3, conformado por cuatro proteínas: SKP1, Cul1, 

Rbx1/Roc1 y una proteína con caja F; esta última reconoce específicamente a 

la proteína destinada a degradación (112). A su vez, este complejo se une a 

otras dos enzimas, la primera denominada E1, la cual activa de manera ATP 

dependiente a la ubiquitina al unirse con esta última por medio de un enlace tio-

éster entre el extremo carboxilo terminal de la ubiquitina y una cisteina presente 

en el sitio activo de la enzima. Posteriormente, la ubiquitina se enlaza con la 

enzima que la conjuga (E2). Este enlace ocasiona la transferencia de la 

ubiquitina hacia el complejo E3 en donde se une al substrato por medio de un 

enlace isopeptídico entre el extremo carboxilo terminal de la ubiquitina y 

residuos de lisina presentes en la proteína que sufrirá proteólisis (113). 

Usualmente, el proceso proteolítico involucra el enlace de cincuenta ó más 

moléculas de ubiquitina con el substrato (103, 112). 

Diversos estudios han demostrado la participación del complejo SCF en la 

regulación por protéolisis tanto del ciclo celular, como de la transducción de 
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señales (114). De igual forma, se ha demostrado que diversas proteínas 

inhibidoras de la apoptosis son reguladas via ubiquitinación-26s (115).  

Los experimentos mediante inmunohistofluorescencia, indicaron que la 

proteína que traduce Fbxw15 se co-localiza con un marcador específico del 

retículo endoplásmico, lo cual resulta sorprendente, ya que la secuencia 

peptídica de FBXW15, carece del péptido señal característico de las proteínas 

membranales o de secreción. No obstante, Yoshida y cols. (2005) (116), 

demostraron la asociación entre proteínas con caja F y el retículo 

endoplásmico, en la degradación mediante ubiquitinación de proteínas 

presentes en el último, la cual ocurre cuando las proteínas a degradar, son 

retrotranslocadas del lumen del RE hacia el citosol. 

El perfil de expresión bifásico que presenta Fbxw15 en el ovario feto-

neonatal, sugiere que la proteína correspondiente participa en procesos 

diferentes, regulados en momentos específicos durante el desarrollo ovárico. El 

incremento en los niveles de expresión de Fbxw15 durante el décimo octavo 

día gestacional, coincide con el momento en que la mayoría de los ovocitos se 

encuentran en las etapas de zigoteno o paquiteno de la profase I, 

permaneciendo en esta última etapa hasta el nacimiento, cuando los ovocitos 

entran en la fase de diploteno, deteniéndose en ella hasta la ovulación (117), y 

con la degeneración masiva de células germinales mediante apoptosis (118). 

Lo anterior sugiere que a los 18 dpc, FBXW15 pudiese regular a proteínas que 

impiden que los ovocitos progresen de la fase de paquiteno hacia la fase de 

diploteno antes del nacimiento, evitando así la finalización prematura de la 

profase I; o bien pudiese estar involucrada en la regulación de proteínas que 
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intervienen en procesos apoptóticos, durante esta etapa del desarrollo ovárico 

feto-neonatal. 

El incremento prevalente en la expresión de Fbxw15 a partir del segundo 

día postnatal, contrasta con la expresión transitoria observada a los 18 dpc. Es 

posible que la presencia del ARN mensajero de Fbxw15 en forma abundante a 

partir del segundo día posnatal, contribuya a la regulación de proteínas que 

impiden la progresión de los ovocitos arrestados en dictioteno hacia las etapas 

subsecuentes de la meiosis. Suzumori y cols. (2003) (119), demostraron la 

interacción de una proteína (RFLP4) (siglas en inglés para Ret Finger Protein 

Like 4), específica de las células germinales, con una enzima E2 y con la 

ciclina B1. Este estudio sugiere que Rfpl4 actúa como una proteína E3 

ubiquitina-ligasa, que degrada mediante ubiquitinación proteínas que regulan la 

meiosis en el ciclo celular del ovocito murino. Con base en esto último, se 

podría postular que al igual que RFPL4, la proteína FBXW15 pudiese participar 

en la proteólisis mediante ubiquitinación de proteínas pertinentes al ciclo 

celular. 

Alternativamente, FBXW15 pudiese regular procesos de señalización 

requeridos en la interacción entre el ovocito y las células de la granulosa de los 

folículos secundarios presentes en la región medular del ovario. Esto último con 

base en los resultados obtenidos mediante la hibridación in toto en los que la 

señal específica para el ARN mensajero correspondiente, sólo se detecta en 

dichos folículos, lo cual coincide con los resultados obtenidos a partir del 

microarreglo en donde la expresión del gen es significativa a partir del segundo 

día posnatal, etapa en la que los estudios histológicos demostraron la 

presencia de folículos secundarios.  
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Para dilucidar lo anterior se requieren estudios que involucren el desarrollo 

de anticuerpos específicos para esta proteína, así como el empleo de ARNs de 

interferencia o microARNs que abatan la expresión del ARN mensajero, cuyo 

efecto pudiese proporcionar información sobre el papel que desempeña 

Fbxw15 en el desarrollo del ovario murino.  
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CONCLUSIONES 
 
1. La secuencia identificada a partir del microarreglo, forma parte de un 

gen, denominado Fbxw15, que hasta el momento no había sido caracterizado.  

 

2. El ARN mensajero del mismo, se expresa selectivamente en el ovario, 

específicamente en el ovocito. Dicha expresión se observa en niveles altos 

durante el décimo octavo día gestacional, cuando aproximadamente el 70% de 

las células germinales degeneran por apoptosis y a partir del segundo día 

posnatal, cuando en el ovario murino, ocurre el ensamble y crecimiento 

folicular, independiente del estímulo gonadotrópico.  

 

3. Fbxw15 genera un transcrito de 1.5 kb que traduce una proteína de 52 

kDa.  

 

4. Esta nueva proteína contiene en su porción amino-terminal un dominio 

de caja F. Este tipo de proteínas participan en eventos proteolíticos mediante 

ubiquitinación. Lo anterior, aunado al perfil de expresión bifásico del ARN 

mensajero de Fbxw15, sugiere que su proteína participa en la regulación 

mediante proteólisis, de uno o varios procesos celulares en el ovario murino. 
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