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RESUMEN

El establecimiento del sexo en mamiferos ocurre al momento de la fertilizaciéon, sin embargo, se requiere
de la determinacién y diferenciacion sexual de la gbénada para que se establezca el fenotipo sexual del
individuo. A partir del descubrimiento del gen Sry como el factor determinante del testiculo se ha avanzado
en conocer los mecanismos que conducen al desarrollo testicular y al establecimiento del fenotipo masculino.
Y aunque el fenotipo femenino se adquiere aun en ausencia de la gdnada, se requiere de la diferenciacion
y maduracién ovdrica para la adquisicién de los caracteres sexuales secundarios. Este trabajo tiene como
objetivo describir los mecanismos involucrados en la determinacién sexual de la génada e integrarlos con
los aspectos histolégicos que contribuyen con la diferenciacién sexual gonadal. Una vez establecido el sexo
gonadal se abordan aspectos moleculares involucrados en la masculinizacion del individuo. Finalmente se
hace una breve revisién sobre los procesos patoldégicos resultantes de la alteraciéon del establecimiento del
sexo en humanos.

Palabras Clave: determinacion sexual, diferenciacion sexual, génada, ovario, testiculo.

A consideration of the establishment of sex in mammals

ABSTRACT

Establishment of sexin mammals occurs at the moment of fertilization, however, the determination and sexual
differentiation of the gonad is required in order to establish the sexual phenotype of the individual. Since the
discovery of the Sry gene as the testis-determining factor, progress has been made in understanding the
mechanisms that lead to testicular development and establishment of the male phenotype. Although the
female phenotype is acquired even in the absence of the gonad, differentiation and ovarian maturation are
required for the establishment of secondary sexual characteristics. This work aims to describe the mechanisms
involved in sexual determination of the gonad and integrate them with the histological aspects that contribute
to gonadal sex differentiation. Once the gonadal sex is established, molecular aspects involved in the
masculinization of the individual are addressed. Finally, a brief review of the pathological processes resulting
from the alteration of the establishment of sex in humans is undertaken.

Key Words: sex determination, sex differentiation, gonad, ovary, testicle.
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INTRODUCCION

AS TRES ETAPAS DEL ESTABLECIMIENTO DEL SEXO
EN MAMIFEROS

El establecimiento del sexo durante el desarrollo de

los mamiferos consiste de tres etapas secuenciales.
La primera es el sexo genético o cromosémico que ocurre

como consecuencia de la fertilizacion, el ovocito contribuye
con un cromosoma sexual X, mientras que el espermatozoide
aporta alguno de los dos cromosomas sexuales, X o Y. Asi los
embriones pueden ser XX o XY y desarrollaran un fenotipo
femenino o masculino, respectivamente.

Lasegundaetapa corresponde a la determinacion sexual gonadal
en la cual ocurren procesos moleculares que encaminan a la
diferenciacion de un ovario o un testiculo. La presencia del gen
Sry en el cromosoma sexual Y induce el aumento de expresion
del gen Sox9 encargado de iniciar una cascada de expresion
génica, que dirige a la diferenciacion testicular. La ausencia
del gen Sry en las mujeres desencadena la via de expresion
que lleva a la formacién del ovario. Es asi como la presencia o
ausencia del cromosoma Y durante el establecimiento del sexo
cromosomico condiciona al desarrollo testicular u ovarico en
la vida fetal.

Latercera etapa corresponde ala diferenciacion sexual somatica;
se refiere a la diferenciacion del tracto y los genitales externos.
Los fetos que desarrollan testiculos, producen dos hormonas
que masculinizan el tracto y los genitales externos. Mientras
que en los fetos que forman ovarios, la ausencia de hormonas
testiculares permite la diferenciacion femenina del tracto
reproductor y los genitales externos'.

Aunque el establecimiento del sexo se inicia en una etapa
temprana del desarrollo, los procesos que gobiernan el
dimorfismo sexual contintian atn después del nacimiento
con el establecimiento del eje hipotdlamo-hipofisis-gonada
que controla los caracteres sexuales secundarios y directa
o indirectamente, el comportamiento sexual y la capacidad
reproductiva en los humanos'. Los caracteres secundarios
se establecen en la pubertad, entre los mas llamativos en el
sexo masculino se encuentran, el aumento de vello facial,
el incremento de masa muscular, ensanchamiento de torax y
hombros, tono de voz grave. Mientras que en el sexo femenino
es evidente laaparicion de lamenarca, latelarcay la disposicion
de grasa corporal en caderas y muslos.

ESTABLECIMIENTO DE LA CRESTA GONADAL Y LA GONADA
INDIFERENCIADA

Después de la fertilizacion, contintian los procesos de
segmentacion, gastrulacion y organogénesis. En el caso de
los humanos, hacia la quinta semana de gestacion se inicia la
formacion de la cresta gonadal. En embriones de mamifero, el
proceso se debe a la proliferacion del epitelio celdmico en la
region ventral del mesonefros (rifion primitivo). La pequeia

cresta gonadal esta formada por los cordones sexuales primarios
derivados del epitelio celémico y el estroma constituido por
la invasion de vasos sanguineos y células mesenquimatosas
procedentes de la region mesonéfrica adyacente (Figura 1).
Al aumentar de tamario, la segregacion entre el tejido epitelial
formado por los cordones sexuales y el tejido estromatico es
mas evidente y alcanza la etapa de gonada morfologicamente
indiferenciada o bipotencial, términos que se refieren a la
imposibilidad de distinguir el sexo gonadal histologicamente y
aque dicho primordio embrionario contiene elementos celulares
concapacidad de diferenciarse en células ovaricasy testiculares.
Ademas de las células somaticas de los cordones sexuales y el
tejido estromatico, la cresta genital es colonizada por las células
germinales primordiales provenientes del epiblasto (Figura
2A), proceso que ocurre entre la quinta y novena semana de
gestacion en el humano? .
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Figura 1. Corte transversal de un complejo urogenital de
conejo, formado por la cresta gonadal y el mesonefros.
La cresta gonadal (6valo punteado) la integran el epitelio
celémico, los cordones sexuales primarios y el estroma. Este
Ultimo, es un tejido laxamente organizado que incluye vasos
sanguineos y se continia hacia el mesonefros adyacente.

LA REGULACION DE LA EXPRESION DE SRY ES NECESARIA
PARA EL DESARROLLO TESTICULAR

En los embriones humanos, transcurren varias semanas en la
embriogénesis antes de observar diferencias histologicas y
funcionales en las gonadas. Durante este periodo se establece
una cascada de expresion molecular que dirigira el desarrollo
ovarico o testicular, a este proceso se le llama determinacion
sexual gonadal.

Afinales de la década de los afios cincuenta, se comprobd que la
presencia del cromosoma Y era decisivo para la determinacion
del sexo masculino y con ello apareci6 la propuesta de la
existencia de un factor determinante de testiculo (FDT).
El cromosoma Y posee una region especifica y una region
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Figura 2. Desarrollo morfoldgico de las génadas de conejo. A) Corte transversal de una cresta gonadal morfolégicamente
indiferenciada. B) Diferenciacion morfolégica del ovario, se observa la region medular y la corteza ovdrica engrosada, en el
recuadro amarillo se muestra la amplificacion del corte mostrado en el panel C) las flechas sefialan ovocitos que han iniciado
la meiosis. D) Diferenciaciéon morfolégica del testiculo fetal, en la regién medular se observa la segregacion de los cordones
seminiferos, en el recuadro amarillo se muestra la amplificacién de los cordones seminiferos junto con la rete testis (E).
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pseudoautosémica (PAR 1, por sus siglas en inglés) en laregion
terminal del brazo corto, que comparte con el cromosoma X. Esta
region es requerida para el apareamiento durante la meiosis®.

La region PAR1 fue clonada y sirvio para realizar el tamizaje
de secuencias para identificar al FDT. En un inicio se encontrd
al gene ZFY, el cual codifica para un factor de transcripcion
de la familia dedos de zinc. Su locus y funcién proteica lo
propusieron como un primer candidato FDT. Sin embargo, se
identificaron genes homologos en marsupiales y su patron de
expresion espacio-temporal no correspondié con su esperada
funciéon como determinante testicular’. Siendo asi que en
1990, el gen Sry fue propuesto como candidato para el FDT al
identificarse una mutacion conreversion sexual en una mujer con
contenido cromosomico 46, XY*, Un afo después, Koopman
y colaboradores demostraron que el gen Sry es el FDT’. El gen
Sry seubica en el brazo corto del cromosomaY, justo debajo del
limite de laregion pseudoautosomica. La demostracion consistio
en la generacion de ratones transgénicos XX con una insercion
de 14 kilobases del brazo corto del cromosoma Y, que contenia
al gen Sry y secuencias reguladoras. Los ratones transgénicos
XX desarrollaron testiculos, tracto masculino y pene. Desde
entonces laexpresion del gen Sryhasido ampliamente estudiada
en varias especies, colocandolo como el gen maestro de la
determinacion sexual en mamiferos.

El gen Sry (Sex Determining Region of the Y Chromosome)
codifica para un factor de trascripcion del mismo nombre
que se caracteriza por unirse a secuencias de ADN blanco y
modificar la expresion génica. La expresion del gen Sry en las
células precursoras de Sertoli de los cordones seminiferos en

la gonada humana inicia entre los dias 41 y 44 post-ovulacion®.
Pocas horas después, las mismas células expresan al gen Sox9
(Sex determining region Y-box9)° A diferencia del gen Sry, es
un gen autosémico ubicado en el cromosoma 17 en humanos
y su expresion es requerida en otros eventos del desarrollo
embrionario por ejemplo en la condrogénesis. En la Figura
3A-B se muestran fotografias de hibridacion in sifu donde se
detectaron los transcritos de Sox9 en muestras de conejo. Su
expresion se observa tanto en las costillas como en las crestas
genitales, evidencidndose su expresion pleiotropica.

SOX9 EL GEN BLANCO DE SRY: EL CONTROL MOLECULAR
DE LA DETERMINACION SEXUAL

El mejor modelo experimental para elucidar los mecanismos
involucrados en la determinacion y diferenciacion sexual ha
sido el raton. Sabemos que Sry como factor de transcripcion
tiene como blanco a Sox9. El factor de transcripcion Sry junto
con el factor esteroidogénicol (SF1) se unen directamente a
un enhancer (potenciador), testiculo-especifico denominado
TESCO (Testis-Specific Core) de Sox9 y con ello contribuyen
a incrementar los niveles de este gen'’. A su vez, Sox9 es capaz
de unirse a su propio enhancer manteniendo asi su propia
expresion. Sox9 también mantiene un proceso de regulacion
positiva con el factor de crecimiento fibroblastico 9 (FGF9)
y la enzima prostaglandina sintasa D2 (PGD2)''. Con ellos,
los niveles de Sox9 se mantienen en el testiculo diferenciado,
ya que el periodo de maxima expresion de Sry durante la vida
fetal es muy corto.

Las primeras evidencias de la funcion de Sry y Sox9 sobre
la determinacioén sexual fueron descubiertas en humano,

Proteina de SOX9 en los
cordones seminiferos

Proteina de AMH en los
cordones seminiferos

50 pm

Figura 3. Expresion de Sox9 y hormona antimilleriana A y B) Preparacién de hibridacién in situ de muestras completas de
conejo, se observa la expresion localizada de ARNm de Sox9 (morado), en A se sefiala la expresiéon de Sox9 en las costillas
(lechas) y en las crestas gonadales (asteriscos). B) Se observa una intensa expresiéon de Sox9 en las génadas XY (flechas) C)
Inmunofluorescencia para detectar la expresion de la proteina SOX9 (verde) en los cordones seminiferos de un testiculo fetal
de conejo. D) Se muestra la inmunofluorescencia para identificar la expresién de la hormona antimilleriana en los cordones
seminiferos de un testiculo de conejo fetal.
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donde mutaciones heterocigotas de Sox9 llevan a una
haploinsuficiencia'>. En consecuencia, se induce el sindrome
de displasia campomélica que en muchos casos incluye la
reversion sexual en pacientes XY. A su vez, otros estudios
demostraron que la sobreexpresion de Sox9 en individuos XX
lleva a la reversion sexual donde individuos XX desarrollan
un testiculo y la consecuente masculinizacion fenotipica.
Como la expresion de Sox 9 regula directamente la expresion
de la hormona antimiilleriana. En la Figura 3C se muestran
inmunotinciones para Sox9 en un testiculo de conejo, mientras
que en un corte alternado de la misma muestra (Figura 3D) se
muestralainmunolocalizacion de lahormonaantimiilleriana. En
el caso de pacientes con haploinsuficiencia de Sox9 desarrollan
un tracto genital femenino.

Enlosafos 90 el producto del gen Dax/ (Dosage-sensitive sex
reversal, adrenal hipoplasia critical region on the Chromosome,
gene 1), también conocido como NROBI se postulé como un
factor “anti-testiculo”, basado en el hallazgo de pacientes XY
conunaduplicacion Xp21 conreversion sexual y su expresion
dimorfica entre ovarios y testiculos'*'¢. Sin embargo, el raton
knockout presentd degeneracion de los cordones seminiferos
con la pérdida completa de las células germinales, por lo
que los ratones son azoospérmicos'’. De manera similar, se
han identificado pacientes con azoospermia secretora que
presentan alguna mutacion en Dax]'*?°. Recientemente,
Ludbrook y colaboradores (2012), reportaron una estrategia
experimental para determinar como la doble dosis de Dax/
lleva a la reversion sexual en ratones. El exceso de proteina
DAXI1 reduce la activacion del enhancer de Sox9 al inhibir
la interaccion de Sfl con Wtl. Antagonizando asi el proceso
esteroidogénico y la produccion de hormona antimiilleriana?.
El modelo animal dio una respuesta a la interrogante de como
ladoble dosis de Dax! lleva a lareversion sexual en humanos.
No obstante, queda por elucidarse el tipo de interacciones
proteina-proteina que se llevan a cabo durante el proceso de
determinacion sexual gonadal.

Si bien, el objetivo de este articulo es abordar el proceso de
determinacion sexual del testiculo a partir de la expresion de los
genes maestros Sry 'y Sox9, las redes de expresion involucradas
en el establecimiento de un ovario o un testiculo incluyen
muchos otros genes. Unarevision actualizada al respecto, puede
ser consultada en: Svingen y Koppman (2013)*, asi como en
Windley y Wilhelm (2015)%.

DE LA DETERMINACION A LA DIFERENCIACION SEXUAL DEL
TESTICULO

Sibien, hemos mencionado que Sryy Sox9 son los genes maestros
para la determinacion sexual de la gonada indiferenciada,
ahora revisaremos los cambios morfoldgicos que controlan la
diferenciacion estructural del testiculo.

Hacia finales de la sexta semana de gestacion en humanos, la

expresion de Sry y Sox9 en las células precursoras de Sertoli
promueve los siguientes eventos:

1. Formacion de los cordones seminiferos: Los cordones
sexuales primarios incrementan su tamafio, se separan del
epitelio celémico por una densa capa de tejido conectivo
llamada tinica albuginea y se transforman en cordones
seminiferos, precursores de los tubulos seminiferos. La
porcion de cordones seminiferos que se mantiene unida a
los tubulos mesonéfricos se transforman en la rete testis
(Figura 2D-E). Mientras que los tubulos mesonéfricos
forman los conductos eferentes Los cordones seminiferos
son evidentes en todo el testiculo humano después de las
seis semanas de gestacion®.

2. Diferenciacion de las células de Sertoli: La formacion de
los tibulos seminiferos es precedida por la diferenciacion
ultraestructural de las células de Sertoli caracterizadas
por tener un citoplasma abundante, reticulo endoplasmico
rugoso, zonas de contacto con repliegues e interdigitaciones
de las membranas y una capa de microfilamentos por debajo
de la superficie aplanada de las células®.

3. Formaciondelalaminabasal delos cordones testiculares: Las
células de Sertoli se agregan junto con las células germinales
formando los cordones seminiferos envueltos poruna lamina
basal secretada por las células de Sertoli. Una vez creada
esta lamina, las células germinales primordiales no podran
ingresar ni ser parte del cordon testicular.

4. Incremento de la vasculatura: La expresion de Sry y Sox9
promueve la invasion de abundantes vasos sanguineos
provenientes de la region mesonéfrica adyacente, hacia la
gonada. Grandes vasos sanguineos se desplazan por debajo
del epitelio celomico y transcurren a lo largo del testiculo
en la region opuesta al mesonefros. De hecho, la formacion
de los vasos sanguineos es uno de los eventos tempranos
que marca la diferenciacion morfoldgica del testiculo que
permite distinguir al testiculo fetal a simple vista. Ademas,
el proceso de angiogénesis que implica la migracion y
proliferacion de células endoteliales del mesonefros haciala
gonada, es un requisito para la segregacion de los cordones
seminiferos, yaque, sise inhibe laangiogénesis, los cordones
testiculares no se forman®*?7,

5. Induccion de la diferenciacion de las células de Leydig: Las
células de Sertoli inducen la diferenciacion del principal
tipo celular en el estroma, es decir, las células de Leydig
que son las productoras de androgenos.

6. Sintesis de hormona antimiilleriana: Las células de Sertoli
comienzan a expresar a la hormona antimiilleriana, clave
para inducir la regresiéon de los conductos miillerianos
(precursores del tracto genital femenino: trompas de
Falopio, titero y parte superior de la vagina) presentes aun
en el embrion en desarrollo. La regresion de los conductos
de Miiller es el primer signo de diferenciacion del tracto
genital masculino y ocurre en embriones de 55 a 60 dias
de gestacion®.
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LA DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE LEYDIG

Las células de Leydig fetales se observan en el intersticio,
hacia la octava semana de gestacion, y se mantienen hasta
el nacimiento®®. Durante la vida fetal, la produccién de
andrdégenos, especificamente de testosterona, es necesaria tanto
para la diferenciacion de los conductos de Wolff en conductos
deferentes y vesiculas seminales como para la transformacion
del mesonefros en epididimo y la masculinizacién de los
genitales externos. Las células de Leydig también producen el
factor parecido a relaxina 3 (Insl3), requerido para el descenso
transabdominal del testiculo®.

El origen de las células de Leydig es controversial. Algunos
autores proponen que se originan del epitelio celomico™®,
mientras otros autores sugieren que se desarrollan a partir de
cé¢lulas mesenquimatosas que se encuentran entre la uniéon
de la cresta gonadal con el mesonefros y que paulatinamente
invaden la cresta en desarrollo’’. Recientes estudios sobre
las células de Leydig apoyan que tanto el epitelio celomico
como las células que migran desde el mesonefros contribuyen
con células precursoras de Leydig*!*2. Recientemente Zhang
y colaboradores (2015), reprogramaron células de Sertoli
derivadas de ratones transgénicos (Knockout de WT1) capaces
de transdiferenciarse en células de Leydig®. Sin embargo,
aun no se sabe si dicho experimento puede ser reproducido en
células de Sertoli humanas.

Las células de Sertoli recién diferenciadas expresan al factor
de sefializacion Desert Hedgehog (Dhh) y Fgf9 importantes
para la diferenciacion de las células de Leydig**3. Existen
tres vias de sefializacion para la diferenciacion de las células
de Leydig. En el ratoén, Dhh se une a su receptor patched 1
(Ptchl) en células mesenquimatosas del intersticio gonadal®®.
A continuacidn, las células precursoras de Leydig expresan
SF1 que es requerido para la activacion de genes implicados
en la esteroidogénesis como son Cyplla, Scc y la proteina
StAR®®.

LA IMPORTANCIA DE LAS HORMONAS DEL TESTICULO FETAL
EN LA DIFERENCIACION SEXUAL

Aproximadamente a las nueve semanas de gestacion el tracto
genital, el seno urogenital ylos genitales externos permanecen
indiferenciados®. El seno urogenital es una estructura
embrionaria derivada del endodermo que contribuye con la
formacion del tracto reproductor y la uretra en ambos sexos.
Al inicio del desarrollo el seno urogenital se encuentra unido al
recto y en conjunto forman a la cloaca. Hacia la quinta semana
de gestacion, el recto se separa del seno urogenital gracias a la
formacion de los tabiques urorectales. En el sexo masculino el
seno urogenital contribuye con la formacion de la préstatay la
uretra. El establecimiento de la diferenciacion sexual del tracto
y genitales externos masculinos depende de la produccion de
dos hormonas producidas por el testiculo fetal: la testosterona
y la hormona antimiilleriana. Mientras que la ausencia de estas

dos hormonas lleva a la feminizacion del tracto y genitales
externos, independientemente de la existencia o ausencia de los
ovarios. Es por ello que se considera que la diferenciacion del
fenotipo femenino es constitutiva, sin embargo, es un proceso
que requiere de la expresion coordinada de genes no iniciada
por hormonas gonadales.

La hormona antimiilleriana, también llamada sustancia
inhibidora de los conductos de Miiller, induce la regresion de
los conductos miillerianos, precursores del utero, las trompas
de Falopio y tercio superior de la vagina. Por otra parte, la
accion de la testosterona fetal hace que los conductos de
Wolff se transformen en conductos deferentes y vesiculas
seminales, ademas, llevan a la transformacion del mesonefros
en epididimo.

En fetos de hembras XX con ovarios e incluso en fetos machos
XY sin gonadas, al no producirse la hormona antimiilleriana,
los conductos de Miiller inician su diferenciacion formando
trompas de Falopio, utero y el componente superior de la
vagina. El seno urogenital contribuye con la diferenciacion
de los dos tercios inferiores de la vagina. Por otra parte, la
ausencia de androgenos lleva a la regresion de los conductos
de Wolff, de esta manera el tracto y los genitales externos son
feminizados. Sin embargo, al llegar a la pubertad, tanto el
tracto como los genitales externos son sensibles a las hormonas
esteroides producidas por las gonadas. Por ello, si un individuo
con agenesia gonadal desarrolla un fenotipo femenino, no sera
capaz de llegar a la madurez sexual. La Figura 4 presenta un
diagrama de flujo donde se resumen los eventos de determinacion
y diferenciacion masculina.

LA DIFERENCIACION DE LOS GENITALES EXTERNOS

Los genitales externos también atraviesan un periodo
indiferenciado, alrededor del orificio cloacal se desarrollan 3
formaciones conocidas como tubérculo genital, pliegue cloacal
y eminencias genitales.

Los genitales externos también requieren de laaccion hormonal
de los androgenos secretados por las células de Leydig. La
testosterona producida por el testiculo fetal es transformada a
dihidrotestorena (androgeno mas potente por su mayor afinidad
al receptor) por accion de la enzima 5 alfa reductasa. Asi, a
partir del tubérculo genital, la dihidrotestosterona, induce la
formacion de la cabeza del pene, los pliegues cloacales se
fusionan contribuyendo con la formacion del falo el rafe uretral.
Mientras que las tumefacciones genitales se unen y forman las
bolsas escrotales’” (Figura 5).

En el caso de los embriones del sexo femenino el tubérculo
genital da origen al clitoris, los pliegues cloacales no se
fusionan y originan a los labios menores, y las eminencias
genitales se mantienen separadas originando los labios
mayores®’ (Figura 5).
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Figura 4. Diagrama de flujo del establecimiento del sexo masculino. En el diagrama de flujo se resumen los eventos moleculares
que llevan a la masculinizacién fenotipica en mamiferos. En individuos con una dotacién cromosdémica XY la diferenciacion
de la cresta gonadal hacia el testiculo es inducida por la expresidon de los genes Sry y Sox9. La diferenciacion fenotipica
masculina depende de un mecanismo hormonal. Las células de Sertoli producen a la hormona antimilleriana encargada de
la regresion de los conductos millerianos. En tanto que las células de Leydig fetales producen testosterona encargada de
masculinizar el fracto. La diferenciacion del seno urogenital y los genitales externos requieren de la conversiéon de testosterona
endihidrotestosterona (DHT). Las células germinales primordiales comienzan un proceso de arresto mitético e inhibicién delinicio
de la meiosis que las mantiene latentes, como gonocito hasta la pubertad, cuando se reinicia el proceso de espermatogénesis.

Entre los genes involucrados en el proceso de determinacion y
diferenciacion del ovario encontramos a Wnt4 y R-sponding,

LA DETERMINACION SEXUAL DEL OVARIO
Hasta el momento no se conocen con precision los mecanismos

moleculares mediante los cuales el ovario inicia su proceso de
determinacion. En un principio se postulo que la determinacion
del ovario requeria la existencia de un “organizador ovarico”
ubicado en el cromosoma X, por lo que la doble dosis de este gen
contribuiria con la determinacion ovarica®®. Otra propuesta de
determinacion ovaricaradico en inhibir la via de determinacion
testicular®. Hasta el momento no hay evidencia del factor
determinante del ovario y las investigaciones de los tltimos
veinte afios se encaminan hacia la existencia de la inhibicion
de la determinacion testicular.

factores de sefializacion requeridos en el desarrollo de los
ovarios***!, Laexpresion de estos genes podria estar funcionando
en conjunto para inhibir la diferenciacion testicular ya que
Wnt4 inhibe la expresion de Fgf9, que como se mencion6 con
anterioridad regula positivamente la expresion de Sox9.

El gen Fox/2 codifica para un factor de transcripcién que es
necesario para el mantenimiento de la diferenciacion de las
células de la granulosa en el ovario*?. La delecién de Dmirtl o
Sox9 en las células de Sertoli de ratones adultos XY lleva a la
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Figura 5. Diagrama de flujo de la determinacién y
diferenciaciéon sexval femenina. En individuos XX, la
conversion de la cresta gonadal a ovario requiere de la
expresion de genes que inhiban la expresion de Sox9.
Entre los mds notables se encuentran Foxl2, Wnt4 y Rspol.
El establecimiento del fenotipo femenino no requiere de la
produccién hormonal ovdrica, ya queincluso en ausenciade
una gdénada se desarrolla unfenotipofemenino. Sinembargo,
no se establecen los caracteres sexuales secundarios por
la ausencia de los esteroides sexuales. La regresion de los
conductos de Wolff se debe a la ausencia de testosterona,
mientras que la ausencia de la hormona antimilleriana
permite la diferenciacién de las trompas de Falopio, el Gtero
y la porcién superior de la vagina.

expresion de Fox[2 y a la transdiferenciacion de las células de
Sertoli en células de la granulosa®*. Asimismo, la delecion
de FoxI2 en ovarios de ratones hembra puberes lleva a que
foliculos antrales adquieran caracteristicas semejantes a tubulos
seminiferos y las células expresan marcadores que caracterizan
alas células de Sertoli*. Este mismo fenotipo es obtenido en las
gonadas de ratones cuya expresion de los receptores a estrogenos
ha sido eliminada*-*. Estos trabajos sugieren que Fox/2 actua

sinérgicamente con los receptores a estrogenos para inhibir la
expresion de SOXO en el testiculo adulto.

Las evidencias recientes sugieren que la determinacion
ovarica requiere de la inhibicion de la via de sefializacion del
testiculo teniendo como blanco la inhibicion de Sox9. Es muy
sorprendente que durante el desarrollo embrionario temprano
R-spondingl y Wnt4 actlian inhibiendo a Sox9, mientras que
en el ovario adulto la inhibicion depende de FoxI2 y de los
receptores a estrogenos (Figura 6).

LA DIFERENCIACION DEL OVARIO

La diferenciacion sexual del ovario es un proceso que se hace
evidente muy tarde en la vida fetal, por lo que mantiene un
estado indiferenciado por mas tiempo. La mayor parte de
los cordones sexuales primarios degeneran y solo quedan
algunos remanentes que forman la rete ovarii. En contraste
con las gonadas XY, el epitelio celomico de las XX continta
proliferando y origina un segundo grupo de cordones
denominados cordones ovigeros que forman la corteza del
ovario. Estos cordones estan formados por las somaticas
epiteliales precursoras de las células de la granulosa y lamayor
parte del volumen de los cordones ovigeros es ocupada por
las células germinales (Figura 2B-C).

Las células germinales en el ovario fetal se mantienen
proliferando hasta cerca del tercer mes de gestacion y reciben el
nombre de ovogonias. Hacia el tercer mes de gestacion, inician
la profase I de la meiosis y se diferencian como ovocitos?’.
El proceso de foliculogénesis fetal se inicia a partir de la
fragmentacion de los cordones ovigeros***.

Los foliculos mantienen su identidad epitelial al conservar
la ldmina basal de los cordones epiteliales que los separa del
tejido estromatico. El estroma ovarico esta formado por células
mesenquimaticas, fibroblastos, vasos sanguineos, células
precursoras de las tecas interna (esteroidogénica) y externa
(tejido conectivo)™.

Los ovocitos rodeados de células epiteliales planas se conocen
con ¢l nombre de foliculos primordiales, en tanto que los
ovocitos rodeados por células ctbicas reciben el nombre de
foliculos primarios.

Mientras el nimero de células de la granulosa aumenta, se
inicia ladiferenciacion de las células esteroidogénicas de la teca
interna. Los foliculos primordiales crecen hasta la formacion
de los foliculos secundarios caracterizados por la presencia
del antro, el cual se encuentra lleno de licor folicular. El
crecimiento de los foliculos primordiales hasta la fase de foliculos
secundarios preantrales requiere de una regulacion intraovarica,
independiente del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario?”-’!. La Figura
6 presenta un diagrama de flujo donde se resumen los eventos
de determinacion y diferenciacion femenina.
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Figura 6. Esquema de diferenciacion de los genitales externos. A. Fase indiferenciada de los genitales externos, aproximadamente
alas 4 semanas de gestaciéon en humano. B. Desarrollo de los genitales externos en el vardn, al nacimiento. El tubérculo genital
crece y origina el falo, los pliegues cloacales se fusionan para dar origen a la uretra, las eminencias genitales se fusionan y
originan el escroto. C. Formacion de los genitales externos femeninos. El tubérculo genital aparenta una reduccion de tamano
y da origen al clitoris. Los pliegues cloacales crecen para originar los labios menores, mientras que las eminencias genitales

forman los labios mayores.

Al llegar a la pubertad, el crecimiento y maduracion de los
foliculos antrales tempranos dependerd en gran medida del
estimulo de la hormona foliculo estimulante secretada por
la adenohipéfisis. A partir de la reserva folicular establecida
en la vida fetal, la reserva folicular total del ovario decrece
gradual y progresivamente. La duracion de la funcién del
ovario estd en directa relacion con el niimero de foliculos
presentes en la reserva folicular la cual se considera que en
mamiferos es no renovable2. Sin embargo, en ultimas fechas
se ha reportado la existencia de células troncales germinales
en el ovario de animales en etapa reproductiva®® aunque
los resultados no son convincentes para la mayoria de los
investigadores®.

EL PAPEL DEL ACIDO RETINOICO EN LA DIFERENCIACION DE
LAS CELULAS GERMINALES

Las células germinales primordiales migran hacia la cresta
gonadal a finales de la quinta semana de gestacion 2, durante
su trayecto aumentan en numero gracias a varias divisiones
mitoticas. Durante este periodo y pocas semanas después
de llegar a la gonada son bipotenciales, es decir, que sin
importar su sexo cromosémico podrian originar ovocitos o
espermatozoides.

Si las células germinales llegan al ovario, continfian con
varias rondas proliferativas para dar origen a las ovogonias,
que iniciaran la meiosis alrededor del tercer mes de gestacion.
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Trabajos recientes en raton mostraron que el acido retinoico,
un derivado de la vitamina A producido por el mesonefros
adyacente, ingresa al ovario e induce la expresion del gen Stra8
(Stimulated by retinoic acid 8). La expresion de Stra8 es critica
para la condensacion de los cromosomas meioticos®>*.

En el testiculo fetal, las células germinales en los cordones
seminiferos detienen gradualmente su comportamiento
proliferativo y entran en un proceso de detencion mitotica (16-18
semanas de gestacion) y de inhibicion meidtica. En este periodo
las células germinales ahora reciben el nombre de gonocitos®’.
Estudios recientes en el ratobn mostraron que los gonocitos no
inician la meiosis porque las células de Sertoli producen la
enzima Cyp26bl encargada de metabolizar el acido retinoico
proveniente del mesonefros adyacente’.

Hasta el momento, se ha reportado que en los ovarios humanos
el acido retinoico es producido por el propio ovario, pero poco
se ha avanzado en esclarecer si el mecanismo que controla la
meiosis en las gonadas de raton es igual en la gébnada humana.
Por lo que alin esta por demostrarse si la accion del acido
retinoico es el unico efector capaz de iniciar el proceso meidtico
en las gonadas fetales.

DESORDENES DEL DESARROLLO SEXUAL

Los desordenes del desarrollo sexual (DSD) son una serie de
alteraciones congénitas detectables a nivel de los cromosomas
sexuales, del desarrollo gonadal, del tracto genital, asi como en
los genitales externos. Segun la declaracion del consenso sobre
la gestion de los desordenes intersexuales (Consensus Statement
on Management of Intersex Disorders) realizado en 2006, los
desordenes del desarrollo sexual se clasifican en tres grupos™:

1) Desorden del desarrollo sexual 46, XY,
2) Desorden del desarrollo sexual 46, XX;
3) Desorden del desarrollo sexual de cromosomas sexuales.

Esta nueva clasificacion, sustituye a los términos pseudo-
hermafroditismo masculino, pseudohermafroditismo femenino,
hermafrodita verdadero, mientras que el término desérdenes
del desarrollo sexual nulifica el término intersexo y reversion
sexual. El consenso determind la eliminacion de dichos términos
por considerarlos confusos, despectivos y peyorativos hacia
los pacientes.

Los desordenes del desarrollo sexual suelen ser resultado de
anomalias en los cromosomas sexuales, durante la diferenciacion
sexual de la gonada, en la produccion de testosterona y hormona
antimiilleriana e incluso de los receptores de estas hormonas en
sus organos blanco. Las patologias de la diferenciacion sexual
pueden abarcar la ambigiiedad de los genitales externos, es
decir que no se encuentre definido de manera clara el tipo de
genitales externos o bien que el tipo de genitales externos no
correspondan al sexo genético y gonadal.

Los desordenes en el desarrollo de cromosomas sexuales son
debidos a alteraciones cromosdmicas pero no a una disyuncion
meidtica o mitdtica, por ejemplo, mosaicismo cromosomico
(XY/XX). Los pacientes con esta alteracion desarrollan
ovotestis, formadas portejido ovarico en la periferiade la gébnada
y tejido testicular en la region medular o bien pueden presentar
un ovario y un testiculo en posicion contralateral u ovotestis
y un ovario o testiculo contralateral. La combinacion gonadal
presente en el paciente dependera del nimero de células XX o
XY que formaron la génada durante el desarrollo. Con respecto
a la determinacion del sexo somatico el paciente desarrolla un
tracto y genitales externos ambiguos.

En los desordenes 46, XX o0 46, XY, los genitales externos no
corresponden al sexo cromosdmico. Pacientes con un Desorden
del Desarrollo Sexual 46, XX presentan un sexo Cromosomico
XXy genitales externos masculinos, el sexo gonadal corresponde
al cromosoémico, es decir, desarrollan ovarios. Este tipo de
alteraciones ocurren frecuentemente por fallas en la produccion
hormonal o defectos en los receptores de éstas. Por ejemplo, la
hiperplasia suprarrenal congénita es una patologia donde las
glandulas suprarrenales producen un exceso de andrdgenos,
si esta alteracion esta presente en un feto 46, XX provoca que
el tracto y genitales externos se masculinicen. El grado de
masculinizacion dependera de la etapa del desarrollo fetal en
la que los androgenos fueron producidos®.

El Desorden del Desarrollo Sexual 46, XY corresponde a
pacientes con una dotacion cromosémica 46XY y desarrollan
testiculos. Sin embargo, los genitales externos adquieren un
fenotipo femenino. Un ejemplo de esta patologia es el sindrome
de insensibilidad completa a androgenos. Durante el desarrollo
temprano, los pacientes XY desarrollan testiculos y estos son
capaces de producir hormona antimiillerina y testosterona. No
obstante, una mutacion que inactiva la funcion de los receptores
aandrogenos evita lamasculinizacion de los genitales externos.
Los testiculos no descienden y desarrollan una vagina en saco
ciego. En estos pacientes, la hormona antimiilleriana producida
por las células de Sertoli induce la regresion de los conductos
Miillerianos, por lo que no desarrollan tutero, ni tampoco
trompas de Falopio. El fenotipo de estos pacientes es muy
semejante al desarrollado en individuos con deficiencia de la
enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que realiza la
biotransformacion de androstenediona a testosterona. Estos
pacientes también desarrollan un fenotipo femenino en presencia
de un cariotipo 46, XY. Por lo general, los pacientes asisten a
consulta por problemas como amenorrea o infertilidad*.

CONCLUSIONES

Elestablecimiento del sexo en mamiferos requiere de tres eventos
de determinacion secuenciales: (1) sexo cromosdmico, (2) sexo
gonadal y (3) sexo fenotipico. La alteracion a cualquiera de los
tres niveles puede llevar a una alteracion del desarrollo sexual,
como las expuestas en este trabajo. El hallazgo de mutaciones,
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deleciones o translocaciones, en genes clave de la cascada
molecular que lleva al desarrollo de un ovario o testiculo, ha
permitido avanzar cada vez mas en los mecanismos que nos
llevan a establecer el sexo en la gonada. Atin hay mucho por
entender acercade ladeterminacion ovarica y el establecimiento
del fenotipo femenino, y en especial sobre el mantenimiento
de su diferenciacion ovarica, ya que alteraciones en los niveles
de expresion de genes implicados en promover la funcion de
las células somaticas o el numero de células germinales podria
llevar a alteraciones como son la falla ovarica temprana y el
sindrome de ovario poliquistico, entre otros. Es por ello que
entender los mecanismos conducentes a la determinacion y
diferenciacion sexual gonadal podrian ser importantes para
comprender patologias que no necesariamente llevan a un
proceso de reversion sexual.
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