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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

RESUMEN

Durante la embriogénesis, el mecanismo de diferenciacion sexual depende de un
grupo de genes determinantes de la masculinizacion y feminizacién localizados en
cromosomas autosomicos y cromosomas sexuales. Los androgenos testosterona
(T) y dihidrotestosterona (DHT) inducen la diferenciacion sexual del fenotipo
masculino durante el desarrollo. En varones 46,XY las mutaciones en la
esteroidogénesis generan Desordenes del Desarrollo Sexual (DSD) caracterizado
por ambigledad de genitales externos, criptorquidia, micropene, hipospadias
penoescrotales o azoospermia a genitales externos completamente femeninos; no
obstante esto muchas malformaciones congénitas heredables siguen sin
explicarse y sugieren que no todos los factores génicos han sido identificados, al
respecto hemos concluido que la etiologia de este defecto congénito puede ser
una condicién multifactorial, en donde varios genes pueden estar implicados. Ante
este contexto la pregunta que surge es ;Qué genes podrian estar involucrados
como causa de DSD? EIl objetivo de esta revision bibliografica es identificar
informacion cientifica relacionada a la diferenciacion sexual y asociarla a
desordenes genéticos y de la esteroidogénesis. Si bien el numero de genes aqui
presentados es limitado, los datos permiten concluir que las mutaciones
inactivantes en genes involucrados en la diferenciacién sexual son una causa
frecuente de DSD, esto no descarta la posibilidad que otros genes estén

involucrados en la patogénesis de este defecto congénito.

1
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

1. INTRODUCCION

1.1 Diferenciacion sexual

En mamiferos, el programa biolégico de diferenciacion sexual puede ser
dividido en dos etapas sucesivas: (i) determinacion del sexo y (ii) diferenciacion
del sexo. El proceso de determinacién del sexo (cromosomico) se inicia en el
momento de la fertilizacién, cuando el pronucleo del espermatozoide que posee un
cromosoma “X” o un cromosoma “Y” fertiliza el pronucleo del ovocito que solo
porta un cromosoma “X”, dando como resultado un macho XY o una hembra XX

(Almifiana et al., 2014).

Se ha argumentado que los cromosomas sexuales XX y XY de mamiferos
se originaron a partir de un par de autosomas hace aproximadamente 300
millones de afios (Delbridge y Graves, 1999; Lahn et al., 2001). En mamiferos
placentarios y marsupiales el mecanismo de determinacién del sexo es similar, lo
que implica que surgié antes de su divergencia hace 148 millones de afos. Sin
embargo, una diferencia muy notable entre prototerios y metaterios son sus
cromosomas sexuales: en monotremas machos se presentan multiples
cromosomas sexuales complejos que forman una cadena durante la meiosis,
mientras que en marsupiales se tiene tipicamente un sistema cromosémico XX

para hembras y XY para machos (Deakin 2015).

El cromosoma X de humanos abarca aproximadamente 160 Mb y se han
determinado multiples genes que experimentan inactivacion para equilibrar la

expresion de genes ligados al cromosoma X entre varones y hembras. La

1
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

inactivacién del cromosoma X en cada célula femenina se produce durante la fase
de blastocisto tardio entre los dias 7 y 18 del desarrollo embrionario (Grumbach y

Conte, 1998).

De acuerdo a la hipétesis de Lyon formulada en 1961, el cromosoma X de
mamiferos es unico en el genoma debido a su alto grado de conservacion y a la
inactivacion de uno de sus dos cromosomas X presentes en hembras. En 1959
Ohno demostré que la inactivacion de uno de los cromosomas X resulta en la
formacion de una particula heterocromatica adyacente a la membrana nuclear
denominada corpusculo de Barr (Fig. 1). Murray Barr en 1949 demostré que este
corpusculo no esta presente en machos XY y unicamente se encuentra en ceélulas

femeninas (Harper 2011).

Fig. 1. Corpusculo de Barr de humano tefiido con azul de toluidina. 100X. Imagen tomada
en el departamento de Biologia de la Reproduccion, laboratorio de Bioquimica Hormonal. Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

1
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

Los procesos de inactivacién del cromosoma X se llevan a cabo en un locus
multifuncional denominado XIC, que esta localizado en Xq13 y que contiene los
elementos necesarios para el recuento del numero de cromosomas X, para la
eleccion del X que sera silenciado y para el propio mecanismo de silenciamiento
acompafnado por multiples cambios epigenéticos. Este locus incluye el gen XIST,
un gen de 32 kb que transcribe un RNA no codificante de 19 kb. EI RNA es
procesado y poliadenilado pero no se traduce. La expresion de XIST es necesaria
para iniciar el silenciamiento del cromosoma X, pero no para los mecanismos de
conteo, eleccion o posterior mantenimiento del mecanismo de silenciado

cromosomico.

En el locus XIC se localiza el mecanismo de conteo y de eleccion
cromosomica, que dependen del locus XCE. Adicional al incremento de expresion
de XIST se requiere de factores génicos ubicados a varias kb del mismo locus
XIC. Uno de ellos es el gen denominado RNF12, situado a 500 kb en direccion &’
del gen XIST, que codifica para una proteina con actividad de ubiquitina-ligasa y
que activa la expresion de XIST. Otro factor génico implicado en la activacion de
XIST es el gen JPX, que transcribe un RNA no codante y que aun se desconoce a

detalle su mecanismo de accion (Avner y Heard, 2001; Payer 2016).

Uno de los factores génicos indispensables para mantener la expresion del
gen XIST en uno de los dos cromosomas X es el gen anti sentido denominado
TSIX y cuyo transcrito se empalma parcialmente con el RNA codificado por XIST.
TSIX mantiene un patron de expresion muy semejante a XIST. En etapas

tempranas se expresan ambos alelos, pero al inicio de la inactivacion se expresa
I ————————————————
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

unicamente el alelo del cromosoma X que permanecera activo. Esto ha sugerido
que la expresion de TSIX desempefia un papel importante en la expresion
transitoria de XIST y en la eleccion del cromosoma que finalmente sera inactivado.
La regulacién de la expresion del gen TSIX es controlada por el factor CTCF, el
cual se une a una region de metilacion diferencial, llamada DXPas34, solo cuando

la regidn se encuentra desmetilada (Avner y Heard, 2001; Pinter 2016).

Después de seleccionar el cromosoma inactivo y de procesar el inicio del
silenciamiento, los cambios siguientes son el mantenimiento del mecanismo de
silenciado cromosomico. El mecanismo de mantenimiento del silenciado consiste
en recubrir todo el cromosoma X con el RNA codificado por XIST y desencadenar
los cambios caracteristicos de un cromosoma X inactivo: metilacion de las islas
CpG, desacetilacion de histonas, replicacion tardia en la fase S, presencia de una
histona especial (macroH2A) en lugar de H2A. Recientemente, se ha observado

que la lisina 27 de la histona H3 esta metilada en el cromosoma X inactivo.

En el cromosoma X que permanecera activo el RNA codificado por XIST no
llega a estabilizarse y el propio gen XIST se silencia y detiene su expresion.
Embriolégicamente en un cariotipo XY solo existe la expresion baja y transitoria
del gen XIST de origen materno y que nunca se inactiva porque el mecanismo de
conteo detecta la presencia de un solo cromosoma X (Avner y Heard, 2001;
Moindrot y Brockdorff, 2016). Los estudios de genética molecular han mostrado
que la inactivacion sesgada del cromosoma X en mujeres (OMIM 300087) es
causada por mutaciones en el gen XIST. El diagndstico clinico en este grupo de

mujeres se ha asociado a distrofia muscular y a posibles abortos espontaneos.
I ————————————————
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

La inactivacion del cromosoma X no es completa y no afecta a todos los
genes del cromosoma X. Se ha reportado que un 65% de los genes presentes en
el cromosoma X se inactivan; un 20% de los genes se inactivan solo parcialmente
y un 15% evitan totalmente el mecanismo de inactivacion. Para estos genes
existen dos copias funcionales en cariotipos XX pero sélo existe una copia en
cariotipos XY. Para evitar diferencias de dosis génica algunos de estos genes que
escapan a la inactivacion presentan un gen homologo funcional en el cromosoma
Y. Este mecanismo de compensacion hace que ambos sexos tengan la misma
dosis geénica funcional (Avner y Heard, 2001; Balaton y Brown; 2016). La
inactivaciéon del cromosoma X ciertamente estd presente en marsupiales y
monotremas, pero el fenotipo y los mecanismos difieren cualitativamente de

mamiferos placentarios.

El cromosoma Y es todo lo contrario al cromosoma X, es muy pequeio y
genéticamente esta carente de genes (tiene aproximadamente 40). En su mayoria
estos genes estan asociados a la determinacion testicular y espermatogénesis
(Graves 1996; Avner y Heard, 2001). El gen SRY localizado en el cromosoma Y es
un factor transcripcional necesario para el establecimiento de la determinacion
testicular y se ha establecido que evolucioné a partir del gen SOX9, un gen
autosémico en monotremas (Swain y Lovell-Badge 1999; Deakin 2015) y en aves,
en este ultimo grupo la determinacion del sexo es homogamética (ZZ) para

machos y heterogamética (ZW) para hembras (Zarkower 2001).

El cromosoma Y de humanos esta constituido estructuralmente por tres

regiones: una regidbn masculina especifica del Y (MSY), una regién
I ————————————————
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

pseudoautosomica (PAR1 Y PAR2) y una regién de heterocromatina sobre Yq.
Las regiones PARs contienen 20 genes que codifican para proteinas (16 genes en
la region PAR1 y 4 genes en la region PAR2) y que a su vez también estan
presentes en el cromosoma X. La regién MSY contiene 23 genes que codifican
para proteinas y numerosos pseudogenes. Mientras que los genes en la region
PARs estan presentes en ambos cromosomas sexuales y son sometidos a
recombinaciéon meiotica de manera similar con genes autosomicos (Helena vy
Morris, 2007). Los genes en la region MSY son excluidos de la recombinacién

meidtica con una pareja de cromosomas homaélogos.

Los genes MSY evolucionaron hace unos 300 millones de afios después del
comienzo de la diferenciacion X-Y. Los genes MSY son clasificados en dos grupos
en funcién de sus patrones de expresion. Los genes del Grupo-l se expresan de
manera ubicua y los genes del Grupo-ll se expresan especificamente vy
predominantemente en testiculos. Se ha postulado que los genes del Grupo-lI MSY
funcionan como reguladores de la expresion génica y la estabilidad de las
proteinas asi como al mantenimiento de la dosis ancestral de pares de genes
homodlogos X-Y, por ejemplo, DDX3Y, EIF1AY, KDM5D, RPS4Y, TBL1Y, USP9Y,
UTY y ZFY. Las expresiones ubicuas y/o somaticas de genes MSY sugieren que
la expresion equilibrada entre sus genes y sus homologos X podrian ser cruciales

para mantener la condicidén saludable en los varones.

En humanos, 12 de 14 genes funcionales X-Y apareados (86%) escapan a
la inactivacion del X en el sexo femenino, para mantener de este modo el equilibrio

de dosificacion de X-Y de genes apareados. Por otro lado, los genes del Grupo-II,
I ————————————————

JONATHAN ENRIQUE SALAZAR MORALES PAGINA 7



DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

incluyendo HSFY, SRY, la proteina de union al RNA, el gen ligado al Y (RBMY), la
proteina-testiculo especifica y el gen codante-Y (TSPY) pueden desempefar
diversas funciones a partir de sus homodlogos X (Lahn y Page, 1997; 1999;
Skaletsky et al., 2003; Ginalski et al., 2004; y Morris, 2007; Jangravi et al., 2013;

Bellott et al., 2014).

El hallazgo de una constitucion cromosdémica sexual 47,XXY en varones
con sindrome de Klinefelter y de sélo un cromosoma X en mujeres con el
sindrome de Turner, proporcioné las bases para establecer que el cromosoma Y
contenia un Factor Determinante Testicular (TDF) y que puede inducir el
desarrollo gonadal incluso en presencia de dos o mas cromosomas X. La
presencia de un cromosoma Y estimula la diferenciacion testicular incluso en
individuos con una constitucidon cromosomica sexual 49,XXXXY; mientras que no
se produce diferenciacion testicular en los individuos 45,X0 (Goodfellow, 1993).
Ademas de esto, los analisis en cuatro pacientes varones con cariotipo XX vy
presencia testicular demostraron la translocacion de una pequefia region del
cromosoma Y sobre el cromosoma X, esto permitidé sugerir que en el humano la
region determinante del sexo se localizaba sobre el cromosoma Y (Palmer et al.,

1989; Sinclair et al., 1990).

La determinacion cromosoémica XX y XY se observa a partir de mamiferos
euterios, metaterios y prototerios, no obstante esto; el grupo de monotremas
carece del gen SRY, cuyo mecanismo de determinacion sexual esta controlado
por el gen DMRT1. El origen del gen SRY esta representado por un evento de

duplicacion del gen SOX (Foster et al., 1994).
I ————————————————
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

En 1990 el grupo de Sinclair identific6 un gen denominado SRY (region
determinante del sexo Y), ubicado en la region determinante del sexo y adyacente
al limite pseudoautosémico del cromosoma Y. En el hombre el SRY consta de 3.8
kb a lo largo del cromosoma Y (Yp11.2). El gen SRY carece de intrones y presenta
un marco de lectura abierto que codifica para un factor transcripcional de 204 aa
con una masa molecular de 24 kD (Su y Lau, 1993). Posteriormente, el homologo
Sry de ratén fue clonado y se encontré que esta regidn le confiere masculinidad
sobre un cariotipo XX e interesantemente se expresaba en el borde urogenital
justo antes de la formacion de los cordones testiculares, siendo esto la primera
diferencia entre machos y hembras durante la embriogénesis. Multiples estudios
en mamiferos han reportado la importancia del SRY como un gen “maestro” que
controla y regula el desarrollo de la génada bipotencial hacia la formacion de los

testiculos (Gubbay et al., 1990).

Las mutaciones en el gen SRY han sido identificadas en el 1% de los
individuos con DSD 46,XY y en un 15% en individuos con Disgenesia Gonadal
Completa 46,XY (OMIM 480000). Las mutaciones génicas del SRY suelen surgir
de novo en la espermatogénesis; no obstante esto, algunas son hereditarias y por
lo tanto especificas del desarrollo masculino (origen paterno). Braun et al. (1993) y
Maier et al. (2003) han reportado independientemente casos de hermafroditismo
verdadero 46,XY con mutaciones en el gen SRY. La reversion del sexo fenotipico
en estos pacientes estda asociada a ausencia testicular e infertilidad, aunque en
algunos casos reportados se ha descrito ambigiedad de genitales (Veitia et al.,

1997).

1
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

La segunda etapa denominada diferenciacion del sexo (gonadal y
fenotipica) es por definicion un dimorfismo sexual que describe las diferencias
morfolégicas entre el sexo femenino y el masculino. En la diferenciacion sexual
masculina se lleva a cabo la formacién de los genitales internos o conductos de
WoOIff (epididimo, vasos deferentes y vesiculas seminales) y externos (escroto,
pene y uretra peneana). En machos la Hormona AntiMulleriana (AMH) provoca la
regresion de los conductos de Muller; mientras que en la diferenciacion sexual
femenina los conductos de Muller se diferencian en oviducto, utero y tercio

superior de la vagina (Teixeira, 1996; Grumbach y Conte, 1998).

La diferenciacion sexual, en mamiferos masculinos es una consecuencia de
la sintesis de hormonas de origen gonadal. Por lo tanto, el desarrollo del fenotipo
masculino y el dimorfismo sexual sélo puede ocurrir cuando los testiculos fetales
segregan dos hormonas clave en un periodo critico en la gestacion temprana, un
fendmeno embrioldgico aclarado por los estudios de Jost et al (1953). La AMH vy el
andrégeno T son las dos hormonas clave producidos por el testiculo para asegurar
el desarrollo masculino. Ademas, un componente clave en este proceso es la
expresion del desarrollo de receptores transmembranales y/o nucleares afines
para estas dos hormonas en los tejidos blanco (di Clemente et al., 1994; Chavez

et al., 2001).

La AMH es una glicoproteina sintetizada en las células de Sertoli fetales
durante la 8-10 semana de gestacién del humano y pertenece a la superfamilia de
las TGF-B o factor de crecimiento transformante beta, en donde se incluye la

inhibina y la activina. La AMH induce apoptosis de las células epiteliales de los
|
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DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

conductos Mullerianos mediante unidbn a sus receptores transmembranales
denominados tipo | y tipo Il (Hughes 2001). El gen AMH ha sido mapeado en el
cromosoma 19p13.3-p13.2 y esta constituido por 5 exones que codifican para un

polipéptido de 560 aa (Cohen-Haguenauer et al., 1987).

Después de la determinacion testicular, la biosintesis y acciéon de los
androgenos es el requisito esencial para la diferenciacion sexual masculina. El
control de la esteroidogénesis testicular gonadotropica fetal, inicialmente regulada
por la gonadotropina coridénica humana (hCG) y mas tarde por la hormona
luteinizante (LH); es regulado a través del receptor LH/hCG de 7 dominios
transmembranales acoplados a proteinas G. En las gonadas del conejo, la
regulacion en la biosintesis de testosterona fetal temprana parece ser un
mecanismo independiente de gonadotropinas, mientras que estudios en ratones
con alteraciones en el gen del receptor de LH/hCG mostraron una diferenciacion
normal pero con genitales hipoplasicos. En humanos, las mutaciones inactivantes
en el receptor de LH dan lugar a diferentes fenotipos en los varones, incluyendo
reversion sexual completa, genitales ambiguos o unicamente micropene aislado
(George et al., 1978; Misrahi et al., 1998; Themmen y Huhtaniemi, 2000; George et

al., 2001).

El ovario fetal en desarrollo es esteroidogénicamente activo en rumiantes
como cabras (Pannetier et al., 2006), ovejas (Mauléon et al, 1977; Quirke et al,
2001) y ganado (Shemesh, 1980; Yang y Fortune, 2008). En general, en estas
especies, la actividad esteroidogénica es elevada antes del inicio de la meiosis

fetal femenina. El contenido de estradiol y androgenos gonadales y la secrecion de
I ————————————————
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estradiol disminuyen cuando inicia la profase | de la meiosis (Shemesh et al.,
1978; Quirke et al., 2001). Ademas, los estrégenos han mostrado ser cruciales
para la diferenciacién ovarica adecuada en diferentes especies de marsupiales
(Fadem y Tesoriero, 1986; Coveney et al, 2001); peces (Krisfalusi y Cloud, 1999;
Guiguen et al, 1999) reptiles (Pieau et al., 1999) y aves (Scheib, 1983; Elbrecht y
Smith, 1992; Wade y Arnold, 1996). Estos datos en conjunto apoyan la hipétesis
de que los estrégenos desempefian un papel importante en el control de la
diferenciacion del ovario durante la vida fetal de algunos mamiferos. Por el
contrario, el raton, uno de los modelos mas estudiados en la determinacion del
sexo y el desarrollo de las gonadas, no presenta esteroidogénesis ovarica durante
la vida fetal (Fisher et al, 1998). Los ratones con mutacién nula de los genes
Cyp19, Star (Hasegawa et al., 2000) o el receptor de estrégenos (Couse et al.,
1999; Dupont et al, 2000) no presentan fenotipos anormales en los ovarios de

neonatos.

La carencia de genes candidatos para la determinaciéon del ovario ha
propuesto la idea erronea que el desarrollo del ovario sigue una via por “default” o
“pasiva”, la cual es llevada a cabo en ausencia del gen SRY. A la fecha aun no se
ha identificado un gen candidato, equivalente al SRY o SOX9, que controle la
diferenciacion del sexo femenino y especificamente la determinacion del ovario
durante la etapa embrionaria; por lo que los mecanismos que determinan la
formacion del ovario son aun pobremente conocidos. No obstante, recientemente
la determinacion pasiva del ovario ha sido puesta en duda debido a la obtencion

de datos que demuestran la expresion de genes que podrian estar determinando
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la diferenciaciéon del ovario. Algunos reportes han demostrado que los genes
DAX1, WNT4, FOXL2 y RSPO1 podrian estar implicados en la determinacion del

ovario durante esta etapa embrionaria.

El programa de diferenciacién sexual cerebral es regulado por la accion de
hormonas esteroideas de origen gonadal y presentan la habilidad de establecer
los nucleos cerebrales sexualmente dimoérficos en etapas tempranas del desarrollo
embrionario (Neil et al, 1981). Este modelo de diferenciacion sexual controlado por
esteroides no es valido para marsupiales, en esta infraclase de mamiferos terios,
el desarrollo inicial del escroto, marsupio y glandula mamaria no es controlado por

hormonas de origen gonadal (O et al., 1988).

La constitucidn génica de los cromosomas sexuales es determinante para la
diferenciacion sexual masculina o femenina de la gbnada primitiva. La expresion
de un gen localizado en el cromosoma Y ha sido reportada como indispensable
para la diferenciacion testicular; no obstante esto, otros genes tanto autosémicos
como localizados en el cromosoma X son también necesarios para la
diferenciacion del testiculo fetal. Se ha descrito que la diferenciacion sexual en
mamiferos es controlada por una cascada de diferentes genes reguladores

localizados en los cromosomas sexuales y autosomas (Grumbach, 1998).

1
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1.2 Genes reguladores

Durante el desarrollo fetal temprano, ambos sexos cromosémicos XX o XY
poseen primordios gonadales indiferenciados con tendencia a la feminizacién o a
la masculinizacion dependiendo de la constitucion génica. Hacia la 5% semana de
vida fetal, cuando la cavidad celédmica estd completamente formada, el
mesodermo intermedio forma un pliegue longitudinal dirigido hacia el interior de la
cavidad, denominado borde urogenital. Las células procedentes de esta region se
diferencian para formar el primordio gonadal (mesonefros), el riidén (metanefros) y
la glandula suprarrenal (pronefros), siendo ya aparente a finales de la 5% semana

(Capel 2000; Ono y Harley 2013; Eggers et al., 2014).

Aun cuando el esquema molecular de la determinacién sexual en
mamiferos no ha sido dilucidado totalmente se sabe que SRY y SOX9 son genes
reguladores para el inicio de la determinacién de la génada masculina alrededor
de la 6% semana de gestacion cuando el borde urogenital indiferenciado se
desarrolla en una gonada bipotencial, mientras que los genes DAX71 (Bardoni et
al., 1994), WT1 (Kriedberg, 1993), LIM1 (Kobayashi et al., 2004), SF1 (Morohashi
1999), GATA4 y FOG2 (Tevosian et al., 2002) son considerados como los genes
principales responsables para controlar la morfogénesis y la diferenciaciéon

testicular (Hanley et al., 2000).

En la 6 semana del desarrollo embrionario, el factor transcripcional SOX9
(SRY-BOX 9) controla la formacién de testiculos a partir de la génada bipotencial.

El gen que codifica la proteina SOX9 es esencial para el desarrollo sexual y la

1
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condrogénesis. Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 17 en g24.1-
g25.1 (Tommerup et al., 1993). El gen SOX9 codifica para un polipéptido de 509
aa con una masa molecular de 56 kDa y contiene un dominio HMG homaologo al
gen SRY (104-182). El dominio presenta 71 % de similitud entre ambos genes. El
extremo C-terminal de la proteina tiene una regién rica en prolinas y glutaminas
similar a los dominios de activacion presentes en algunos factores de
transcripcion. La proteina SOX9 se localiza en el citoplasma de células somaticas

de la gonada indiferenciada de ambos sexos.

En el momento de la determinacion testicular, la diferenciacion de células
de Sertoli y por tanto de la expresion de la AMH, la proteina SOX9 se localiza en
el nucleo de las células de Sertoli del testiculo, mientras que en las mujeres este
gen se encuentra apagado. El gen SOX9, expresado conjuntamente con el gen
SRY, regula multiples genes involucrados en la diferenciacién testicular (Cox et al.,
2011). En el curso del desarrollo testicular, SOX9 reprime la expresion del gen
WNT4 quien a su vez actua sobre el gen DAX1 durante el desarrollo ovarico.
Durante la condrogénesis del raton, el gen Sox9 es expresado conjuntamente con
la colagenasa tipo Il (Col2a1), la principal proteina de la matriz del cartilago (Bell
et al., 1997) y se ha sugerido que la expresién de COL2A1 durante la formacion

del hueso es directamente regulada por la proteina Sox9.

Los ensayos realizados por Murakami et al. (2000) han sugerido que la
sefalizacion mediante FGF y MAPK desempefia un papel importante en la
regulacion de la expresion de SOX9 durante la diferenciacién de condrocitos. Al

respecto, el gen SOX9 ha sido asociado a una patologia 6sea denominada
I ————————————————
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displasia campomélica (OMIM 608160), un desorden génico autosémico
dominante caracterizado por el acortamiento y arqueamiento de los huesos
tubulares largos, especialmente las extremidades inferiores, asi como también por
presentar escapula hipoplasica, hombros subdesarrollados, ausencia del par 12 de
las costillas, curvatura anormal de la columna vertebral, discapacidad auditiva y
genitales ambiguos. Ademas, el SOX9 ha sido asociado en pacientes con
reversion sexual 46,XY (Foster et al., 1994). Asimismo, se ha reportado que la
duplicacion de SOX9 en un individuo 46,XX ocasiona reversidon sexual en

ausencia de SRY.

El desarrollo adecuado del eje hipotalamo-hipodfisis-gébnada ha sido
asociado al receptor huérfano denominado NRB0O1 o DAX1 (Dosis sensible a la
reversion sexual). El DAX1 ha sido descrito como un gen anti-testicular y un gen
responsable para la adecuada formacion de la glandula suprarrenal en el adulto.
El polipéptido es codificado por el gen NROB1, consta de 2 exones separados por
un intrén de 3.4 kb y ha sido mapeado sobre el cromosoma Xp21.2. DAX1 es un
receptor nuclear huérfano de 470 aa con un dominio de unién al DNA en el
extremo NH; terminal. El dominio estd compuesto por dedos de zinc altamente
conservados entre la superfamilia de receptores nucleares. El extremo carboxilo
terminal muestra un dominio de union al ligando, caracteristica tipica de un

receptor a hormonas esteroideas.

En la etapa de formacion del borde urogenital se ha reportado que DAX1
antagoniza la accion del gen SRY (Swain et al., 1998); sin embargo Meeks et al.,

(2003) demostraron que los genes NROB7 y SRY son necesarios para la
I ————————————————
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formacion testicular normal. Estas evidencias han puesto en conflicto la posible
participacion del gen DAX1 en el desarrollo del ovario. Los ensayos moleculares
han establecido que el DAX1 es un represor transcripcional de la expresion del
gen STAR y de esta manera inhibe significativamente la formacion de esteroides
(Zazopoulos et al., 1997). Otros genes como el NR5A1 (SF1), NR3C4 (receptor de
androgenos) y NR3C3 (receptor de progesterona) son antagonizados por DAX1.
Muscatelli et al. (1994) demostraron que las mutaciones en el gen DAX1 dan lugar
a hipoplasia suprarrenal congénita ligada al cromosoma X asociada con

hipogonadismo hipogonadotrépico (OMIM 300473).

A la fecha, los ensayos moleculares sobre el desarrollo sexual de los
mamiferos no han atribuido un gen activo a eventos regulatorios especificos para
la determinacién de ovario y el desarrollo genital interno. Sin embargo, ahora
parece que el desarrollo femenino en el raton, al menos, esta regulada por
miembros de la familia Wnt de moléculas de sefalizacion del desarrollo. Wnt-4 se
expresa en el mesonefros en desarrollo y por lo tanto participa en el desarrollo de
las gonadas. Este es regulado en el testiculo (tal vez por Sry), pero permanece
activo en el ovario; aunque también se ha detectado su expresiéon en los
conductos de Miller y esta ausente en los conductos de Wolff. La interrupcion de
Whnt-4 da como resultado hembras masculinizadas en los ovarios, que producen
androgenos a partir de células de Leydig, hay formacion de conductos de Wolff y

ausencia de conductos de Miiller (Niakan y McCabe, 2005).

El factor esteroidogénico 1 (SF1) o NR5A1 es un receptor nuclear que se

identific6 como un regulador de la diferenciacion del primordio gonadal y la
I ————————————————
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esteroidogénesis en ratones intactos (Luo et al., 1994). En humanos el gen NR5A1
se localiza en el cromosoma 9q33.3 y presenta una talla de 22 kb dividido por 7
exones Yy 6 intrones, de los cuales los exones del 2-7 codifican, mientras que el
primer exon es no codificante. La region exonica codifica para una proteina de 461
aa y contiene dominios de unién al DNA altamente conservados, denominados
dedos de zinc (Taketo et al., 1995; Oba et al., 1996; Wong et al., 1996). En
ratones y humanos se ha detectado su expresion en la cresta urogenital y continua

en las glandulas suprarrenales, las gonadas, el hipotalamo y la hipdfisis.

Durante el desarrollo embrionario, NR5A1, conjuntamente con factores de
transcripcion como SRY, DAX1, SOX9, GATA4 y WT1 controlan la determinacion
de las gonadas y la diferenciacion sexual (Nachtigal et al., 1998; Tremblay y Viger,
2003; Sekido y Lovell-Badge 2008). En células de Leydig, NR5A1 activa la
expresion de varias enzimas implicadas en la esteroidogénesis, como 3B-HSD,
CYP11A1 y StAR. En células de Sertoli de humano, NR5A1 activa la expresion del
gen AMH, que induce la regresion de las estructuras de Muller (Shen et al., 1994).
En células de la teca, de la granulosa y cuerpo luteo el SF1 regula la expresion de
genes esteroidogénicos como CYP11A1, StAR, 3B-HSD y CYP17 (Morohashi
1999). Las mutaciones reportadas en el gen NR5A7 han sido asociadas a
alteraciones en la funcién de la glandula suprarrenal, falla ovarica prematura

(OMIM 612964) y reversion del sexo DSD 46,XY (OMIM 612965).

Durante la embriogénesis de mamiferos el gen WT71 (Wilm’s Tumors 1) ha
sido considerado un factor critico para la diferenciacion del borde urogenital,

determinacion del sexo gonadal y tejido renal (Kreidberg et al 1993). En el
________________________________________________________________________________________________________________________|
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humano, el gen WT1 esta localizado en la regiéon cromosomica 11p13. EI cDNA
que codifica para WT1 fue clonado en 1990 a partir de nifios con tumores renales
o tumor de Willms’, un sindrome que afecta a 1 de 10,000 nacimientos. El gen
consta de 10 exones que codifican para un factor de transcripcion con dominios de
union al DNA mediante cuatro dedos de zinc. Debido a la presencia del dominio de
trans-activacion y trans-represion el gen WT1 puede actuar como un activador o
un represor dependiendo del tipo celular en donde sea expresado (Rose et al.,

1990; Gessler et al., 1992; Hohenstein P y Hastie ND, 2006).

En humanos, ensayos moleculares han mostrado que las gdénadas
masculinas expresan conjuntamente WT1 y SRY. Las observaciones en estos
resultados han sugerido que durante la determinacién sexual WT1 controla la
expresion del gen SRY y consecuentemente activa la organogénesis del tejido
testicular (Hossain y Saunders, 2001). Adicional a esto, se ha reportado que la
asociacion entre los factores WT1 y SF1 estimula la expresiéon del gen AMH,
mientras que el producto del gen DAX7 antagoniza la expresion de ambos
factores. La expresion del gen WT1 estd confinada al rifidn y las gdnadas
(Nachtigal et al., 1998). En el borde urogenital del ratén los transcritos de WT1 son
detectados tempranamente a los 9 dpc tanto en macho como en hembras.
Después de la diferenciacion sexual de la génada el mRNA de WT1 es localizado
en las células de Sertoli y en la tunica albuginea en el macho. En la hembra se
detecta en las células de la granulosa, en la capa epitelial del ovario, en el utero,

oviducto y en el endometrio (Bandiera et al., 2015).
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En humanos, las mutaciones en el gen WT1 (OMIM 607102) han sido
asociadas con sindromes tales como el sindrome WAGR (Tumor maligno del
rindn, aniridia, anomalias genitourinarias y sindrome de retraso mental, OMIM
194072), sindrome de Denys-Drash (nefropatias y anormalidades genitales, OMIM
194080) y el sindrome Frasier (DSD 46,XY y nefropatia glomerular, OMIM
136680). Las caracteristicas comunes de estos sindromes son la predisposicion a

fallas renales y malformaciones en el sistema reproductivo masculino.

A pesar del amplio conocimiento que se ha obtenido sobre el gen WT7 en la
gonada masculina poco ha sido documentado sobre el efecto que ejerce sobre la
diferenciacién gonadal femenina y a la fecha aun se desconocen sus efectos
sobre las células de la teca y de la granulosa en etapas tempranas del desarrollo
embrionario. Asimismo, los mecanismos que regulan el control génico de WT1
sobre WNT4 y RSPO1, dos genes asociados a la diferenciacién gonadal femenina

a partir de una gonada indiferenciada, permanecen aun por resolverse.

Los factores de transcripcion GATA presentan dos dedos de zinc que se
unen a secuencias consenso 5'-AGATAG-3' y estructuralmente estan asociadas
entre si por su alto porcentaje de homologia. Desempefian un papel critico en la
morfogénesis hepatica, cardiaca, pulmonar y gonadal. Aunque el papel exacto que
juega la familia de proteinas GATA en el desarrollo gonadal no ha sido bien
establecido, diversas observaciones han reportado que el gen GATA4 podria ser
el unico miembro de la familia GATA que esta presente en las células somaticas
del primordio gonadal (Tremblay y Viger, 2003). Huang et al., (1995; 1996)

aislaron, clonaron y mapearon el gen GATA4 y mostraron su localizacion
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cromosomica en 8p23.1-p22. El gen GATA4 esta constituido por 6 exones y 5
intrones que abarcan un transcrito de 4.4 kb. La regidn exonica codifica para una
proteina de 442 aa. El factor GATA4 interacciona cooperativamente con multiples
proteinas (NR5A1 y FOG2) para regular la expresion de los genes determinantes
del sexo como SRY, SOX9 y AMH; asimismo, factores clave androgénicos como
STAR, CYP19A1, INHA (que codifica la subunidad a de la inhibina) y HSD3B2

(Miyamoto et al., 2008; Nishida et al., 2008; Viger et al., 2008).

Estudios realizados en ratones muestran que este factor se expresa en las
células somaticas de la gonada en etapa indiferenciada (11.5 dpc) en ambos
sexos. En el inicio del dimorfismo sexual de la gonada, la expresion del gen
GATA4 se empieza a detectar de manera dimorfica. En génadas XY la expresion
es incrementada en las células de Sertoli y regulada negativamente en las células
intersticiales; mientras que en las gonadas XX, la expresion es regulada
negativamente en todas las células. La expresion del gen GATA4 persiste en las
células somaticas del testiculo postnatal y es reactivada en el ovario adulto con
predominio en las células de la granulosa (Tremblay y Viger, 2003). En humanos
(Lourenco et al., 2011), mutaciones (p.Gly221Arg) con pérdida de la funcion del
gen GATA4 han sido asociadas a DSD 46,XY con anormalidades del desarrollo

testicular (OMIM 600576).

Las proteinas DMRT son factores de transcripcion que contienen un
dominio DM (dominio de union al DNA semejante a un dedo de zinc). Los
dominios DM fueron identificados por primera vez en dos genes reguladores de

invertebrados denominados doublesex (dsx) y male abnormal 3 (mab-3). Mab-3 y
I ————————————————
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Dsx son factores de transcripcion distintos que regulan la diferenciacion sexual en
machos de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, respectivamente
(Shen and Hodgkin, 1988; Burtis and Baker, 1989). Los genes Dmrt han sido
ampliamente estudiados debido a que representan factores de transcripcion en las
vias que regulan la determinacion y diferenciacion sexual desde cnidarios hasta
mamiferos lo que indica que este tipo de factores de transcripcion se encuentran

altamente conservados evolutivamente (Raymond et al., 1998; Zarkower, 2013).

En humanos, el factor de transcripcion DMRT1 es una proteina codificada
por el gen DMRT1, localizado en el brazo corto del cromosoma 9 (9p24.3). El gen
DMRT1 esta formado por 5 exones y 3 regiones no codificantes altamente
conservadas. La proteina DMRT1 esta constituida por 373 aa. Estructuralmente el
dominio DM esta compuesto por dedos de zinc y se ha identificado una senal de

localizacion nuclear (NLS) entre los motivos de zinc (aa 89 y 104 KGHKR y KK).

Dentro de los genes DMRT, el gen DMRT1 parece tener el papel mas
importante en el desarrollo sexual de los vertebrados ya que su expresion es
especifica de la gonada en mamiferos, aves, tortugas, ranas y peces. La
expresion del gen Dmrt1 mantiene un perfil dimérfico durante el desarrollo de la
gonada, siendo mas alta la expresion en el testiculo que en el ovario. Se ha
demostrado que este gen regula distintos procesos en el desarrollo sexual como la
diferenciaciéon de la gbénada, la gametogénesis y la determinacion sexual. En
humanos se ha observado que deleciones de la regién cromosémica donde se

encuentra el gen Dmrt1 se relacionan con disgenesia gonadal (OMIM: 602424).
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El gen FoxI2 (Factor de transcripcion L2 con un dominio de union a DNA
denominado cabeza de horquilla) pertenece a una familia de factores de
transcripcion que comparten un dominio de union al DNA de aproximadamente
110 aa, con una estructura de hélice-vuelta-hélice (Fuhrer, 2002). La expresion de
FoxI2 es sexualmente dimoérfica, se detecta en gonadas femeninas y no en
gonadas masculinas; este patron de expresidn estd conservado entre los
diferentes grupos de vertebrados (Cocquet et al., 2002). De igual forma, su funcion
en la diferenciacion ovarica se encuentra conservada, particularmente en la
diferenciacion de las células de la granulosa. Se ha propuesto que Fox/2 puede
actuar en la regulacion del gen Cyp19, el cual codifica para la enzima aromatasa
que cataliza la transformacion de androgenos a estrogenos durante la

esteroidogénesis ovarica (Govoroun et al., 2004; Liu et al., 2007).

En mamiferos, la expresion de Fox/2 es especifica de hembras y se detecta
durante las fases tempranas del desarrollo gonadal (Cocquet et al., 2002). Este
gen se ha relacionado con el sindrome de blefarofimosis, ptosis y epicanto inverso
(BPES), el cual se caracteriza por anormalidades en los parpados y falla ovarica
prematura, lo que sugiere que este factor podria ser importante para el desarrollo
de la gonada femenina (Crisponi et al., 2001; Ottolenghi et al., 2007). Los
transcritos de Fox/2 se localizan en las células mesenquimaticas del ovario y
posteriormente en las células de la granulosa, aunque su expresion disminuye en
la etapa postnatal (Loffler et al., 2003; Schmidt et al., 2004). Las células de la
granulosa en ovarios de ratones homocigotos nulos (Fox/2-/-), no son capaces de

completar la transicion de células escamosas a cuboidales, lo que conduce a la
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ausencia de foliculos secundarios y atresia folicular. Lo anterior indica que Fox/2
es esencial en la diferenciacion de las células de la granulosa (Schmidt et al.,
2004). Por otra parte, aunque Fox/2 tiene una funcion importante en el desarrollo
ovarico en mamiferos, los ratones XX mutantes para Fox/2 no presentan defectos
durante el desarrollo temprano que puedan conducir a una reversion sexual; de
igual forma, los casos de pacientes con el sindrome BPES no muestran reversion
sexual de hembra a macho (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004), de manera que
el gen FoxI2 se podria excluir como un factor determinante del ovario (Wilhelm et

al., 2007).

En aves, los estudios indican que el gen Fox/2, al igual que en mamiferos,
se activa especificamente en las hembras. El inicio de la expresiéon de este gen
ocurre justo antes del inicio de la diferenciacion sexual gonadal y se sugiere que
actua activando el gen de la aromatasa, la cual transforma andrégenos a
estrégenos, un paso importante en el desarrollo hacia la via de diferenciacion

ovarica (Govoroun et al., 2004; Hudson et al., 2005).
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Tabla 1. Localizacion cromosdémica y genes involucrados en la diferenciacion sexual y

fenotipo asociado a DSD en humanos.

T e[ vooun

Involucrado en la determinacion y
diferenciacion gonadal. Activa la expresion
de varias enzimas implicadas en la

esteroidogénesis.

Insuficiencia suprarrenal primaria;
fenotipos mas leves han aislado 184757
disgenesia gonadal parcial.

NR5A1

En humanos se ha observado
que deleciones de la region
cromosémica donde se encuentra 602424

el gen DMRT1 (9p) se relacionan
con disgenesia gonadal.

Regula distintos procesos en el desarrollo
sexual como la diferenciacion de la génada,
la gametogénesis y la determinacion
sexual.

DMRT1

HSD17B3

Deficiencia de 5a-reductasa tipo

SRD5A2 Regulador en la conversion de T a DHT. . . .
2 asociado a hipospadias.

607306

Falla ovarica prematura.
Blefarofimosis, Ptosis, Epicanto 605597
Inverso tipo 1.

Factor de transcripcion involucrado en el

A desarrollo del ovario y formacion folicular.

Su deficiencia provoca la forma
mas severa de hiperplasia 600617
suprarrenal congénita.

Regula la translocacion intra-mitocondrial

Sl del colesterol.
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Actividad inadecuada del gen
Inhibe la formacion de los conductos conlleva al Sindrome de
Muillerianos en el embrién masculino Persistencia de los Tubos
Mullerianos.

600957

Las mutaciones pueden producir
genitales ambiguos, ausencia de 184757
pubertad e infertilidad.

Controla el desarrollo sexual en el embrion
y en la pubertad.

Mutaciones en el AR estan
Receptor intracelular nuclear a andrégenos asociados con sindromes de 313700
insensibilidad a los andrégenos.

CYP11A1

La pérdida de funcién puede 609595

RSPO1 Regula la via de sefalizacion WNT iy
causar reversion sexual.
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1.3 Diferenciacion ovarica

En el humano la diferenciacion del ovario inicia en la novena semana de
gestacion y no es histolégicamente aparente hasta los 70 dias o casi el tercer mes
de desarrollo, no siendo completa la diferenciacién hasta el sexto mes de vida
gestacional. La diferenciacion comprende tres procesos: i) la conversién de las
células germinales en oocitos, ii) el desarrollo de las células foliculares con la
formacion de los foliculos primarios y iii) la diferenciaciéon de las células
esteroidogénicas. Las células germinales primordiales derivan del endodermo del
saco vitelino y migran al primordio gonadal; las del epitelio celomico, derivadas del
primordio gonadal, se diferencian en células de la granulosa y las células
mesenquimales del primordio gonadal dan lugar a las células del estroma ovarico

(Wilson, et al., 1981; Byskov, et al., 1985; Lawrence, et al., 1992).

El proceso de meiosis de las células germinales femeninas comienza entre
las semanas 10 y 13 de vida fetal, habiéndose completado la primera meiosis de
todas las oogonias hacia los 7-8 meses, por lo que al nacer el producto, el ovario
contiene oocitos primarios en el ultimo estadio de la profase |, denominado
diploteno. Cada oocito rodeado de células de la granulosa forma un foliculo
primario. La mayor parte de estos foliculos permanecen en este estadio hasta la
pubertad. Los oocitos sufren un proceso de atresia, de tal forma que de un
maximo de 5-7 millones a los 3 meses de vida fetal solo quedan unos 2 millones al
nacer. El proceso de atresia continua durante la infancia hasta quedar sélo unos

100.000 al llegar a la pubertad (Vainio, et al., 1999).
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Las células foliculares parecen proceder de la cresta urogenital al igual que
las de Sertoli en el testiculo. El desarrollo folicular comienza en el centro del ovario
y consiste en el engrosamiento por células foliculares de un oocito secundario y la
formacion de una lamina basal. El mantenimiento de las células foliculares fetales
parece necesitar la presencia de ovocitos, sin los cuales sufren una regresion. La
formacion de los foliculos primordiales alcanza un maximo entre las semanas 20 y
25 de gestacion, periodo durante el cual las concentraciones plasmaticas de FSH
de origen fetal hipofisario alcanzan el maximo nivel. La maduracion completa de
los foliculos ovaricos precisa la accion de las gonadotrofinas hipofisarias fetales,
de forma que el desarrollo folicular es incompleto en los fetos humanos

anencefalicos (Jordan, et al., 2001).

Se han identificado solo algunos genes asociados a la diferenciacion
ovarica, por ejemplo genes como DAX71 y WNT4 han sido involucrados ya que
alteraciones en su funcién permiten la diferenciacion de células de Leydig en la
goénada femenina y se ha sugerido una funcion represora de la diferenciacion
masculina. Existen otros genes que aun no han sido bien identificados y que
regulan parte de esta diferenciacion ovarica. Recientemente se identifico una
mutacion en el gen R-spondin1 (RSPO1), la cual provoca la reversion sexual en
individuos con genotipo XX, quienes en contraste con su féormula cromosdmica
desarrollan un fenotipo masculino. EI gen RSPO1 se expresa en la gbnada fetal en
los dos sexos al inicio del desarrollo. Sin embargo, Rspo1 incrementa su expresion
en los ovarios y la disminuye en los testiculos, en proporcion inversa al gen Sox9,

responsable de la diferenciacion testicular. En la gébnada masculina, la ausencia
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de RSPO1 no afecta el desarrollo normal del testiculo (los individuos XY con la
mutacion son fértiles). Los ovarios en cambio, no pueden desarrollarse de acuerdo
con su genotipo XX y siguen el camino hacia testiculos. Como el gen (SRY) no
existe en las mujeres, parece evidente que la carencia de RSPO1 en un momento
critico del desarrollo gonadal, desencadena el programa completo de
masculinizacion a partir de la expresion del Sox9 en la gonada bipotencial

transformandola en testiculo (Chassot, et al., 2008).

Si bien no es necesaria la presencia de dos cromosomas X para la
diferenciacion ovarica, si parece ser imprescindible para el mantenimiento de la
diferenciacion del ovario y del proceso de ovogénesis tal como lo demuestra el
proceso de involucion y atresia que se produce con el cariotipo 45,X (Swain et al.,

1999).
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1.4 Diferenciacion testicular

La organizacion de la génada primitiva en el testiculo comienza dos
semanas antes que el ovario mediante la individualizacion de los tubulos
seminiferos, derivados de los cordones epiteliales y del blastema gonadal, en cuyo
interior se diferencian y multiplican las células de Sertoli procedentes del epitelio
celdmico de la cresta urogenital, quedando las células germinales englobadas en
su interior. Las células germinales derivan de células primitivas endodérmicas, de
la capa interna del endodermo del saco vitelino; su proliferacion y diferenciacion
quedan detenidas en esta fase, en el estadio de espermatogonia primitiva.
Durante la séptima semana de gestacion, aparece la diferenciacion de las células
de Leydig y da inicio la actividad antimtilleriana de las células de Sertoli. Hacia la
octava semana el testiculo y el mesonefros tienen una posicién adyacente al rinén.
Al degenerar el mesonefros persiste una banda caudal que liga el testiculo a la
cresta urogenital y que constituira el gubernaculum (Josso, et al., 1993; Hiort y
Holterhus, 2000).

En el caso de los genitales externos se sabe que la enzima 5a-reductasa
tipo 2 presente en el seno urogenital causa la biotransformacion de la T a DHT,
provocando su virilizacion. El desarrollo del pene y el escroto comienza poco
después del desarrollo de los conductos wolffianos. El pliegue genital se alarga y
fusiona para formar el pene y la uretra, las tumefacciones se fusionan y forman un
escroto bilobular que sirve como receptaculo para los testiculos en el momento de

descender (Wilson, et al., 1981).
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En mamiferos, los testiculos se ubican a ambos lados de la linea media y
descienden poco antes del nacimiento a la bolsa escrotal. Las gonadas
masculinas maduran durante el desarrollo prepuberal y realizan una doble funcion:
produccion de espermatozoides y secrecion de hormonas esteroideas y proteicas.
Los testiculos estan conformados por dos compartimentos; el intersticial y el tubulo
seminifero. Los tubulos seminiferos estan rodeados por células alargadas
denominadas, mioides, inmediatamente después se encuentra la membrana basal
en donde se encuentran dos tipos celulares: las células germinales en distintos
estadios de maduracion y las de Sertoli (Akingbemi, 2005).

Entre este ultimo tipo celular existen uniones estrechas que forman la
barrera hematotesticular que se desarrolla durante la pubertad justo antes de que
se inicie la espermatogénesis y divide el epitelio germinal en un compartimiento
basal y otro luminal. Las células de Sertoli son de forma cilindrica, se extienden
desde la membrana basal hasta la superficie luminal del epitelio, el nucleo de esta
célula es ovalado y con un nucléolo grande. En el citoplasma se encuentran gotas
de lipido y un reticulo endoplasmatico liso bien desarrollado.

Las células mas inmaduras o espermatogonias tienen un soporte en la
membrana basal y forman el epitelio germinativo. En direccion a la luz del tubulo
se encuentran los espermatocitos primarios, secundarios y espermatidas. En este
ultimo tipo celular se presentan una serie de cambios que culminan con la
formacion del espermatozoide, el que se ubica en la luz del tubulo.

Las células de Sertoli durante el desarrollo prepuberal y en la etapa adulta
presentan un papel nutritivo debido a que mantienen el epitelio germinal, adicional

a esto llevan a cabo la funcion de fagocitosis de residuos de citoplasma después
|
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de la transformacion de espermatida a espermatozoide. Las células de Sertoli
sintetizan diferentes proteinas y hormonas como la proteina de union a
androgenos SHBG, indispensable para su traslado hasta las células blanco. Las
células mioides ademas de ser responsables de la funcién contractil del tabulo,
que ayuda al transporte de los espermatozoides no moéviles hasta la red testicular,
intervienen en la regulacién paracrina del testiculo, ya que producen un factor no
mitogénico que estimula la diferenciacion de las células de Sertoli durante el
periodo fetal. La funcién de las células de Sertoli es controlar la produccion de
espermatozoides y después conservarlos en buenas condiciones por lo que se
conocen también como células nodriza. Funcionan como barrera inmunoldgica y
también son responsables de la determinacion del sexo en el feto. Funcionan
gracias a la accién de la testosterona y de la hormona FSH.

El estroma, ubicado entre los tubulos seminiferos, contiene tejido conjuntivo
en donde se encuentran las células intersticiales de Leydig. Las células de Leydig
constituyen sélo el 5% de las células somaticas del testiculo (Setchell, 2008).
Estan bajo el control de la secrecion de LH por el eje hipotalamo-hipdfisis. Estas
células se relacionan con la funcién endocrina del testiculo a través de la

produccion de los andrégenos (Hou et al., 1990; Chen et al., 2009).
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1.5 Andrégenos

El testiculo induce la diferenciacion sexual masculina y el descenso
testicular a través de los androgenos, T y DHT. Los andrégenos son las hormonas
esteroides masculinas involucradas en el dimorfismo sexual, mantenimiento de la
fertilidad y el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios. La accién de los
androgenos esta mediada por la union del ligando al receptor de andrégenos (AR),
un receptor nuclear que se encuentra localizado en el cromosoma Xq11-12. El gen
AR o NR3C4 es miembro de una superfamilia de receptores nucleares que
presentan regiones altamente homologas, un dominio N-terminal implicado en la
transactivacion y con un numero variable de repeticiones de glutamina y glicina,
las longitudes de los cuales parecen influir en la actividad transcripcional del AR;
un dominio central de unién a DNA altamente conservado dentro de la familia y un
dominio C-terminal de union al ligando. EI AR también contiene subdominios,
denominados AF1 y AF2, que regulan la interaccion de los dominios N- y C-
terminales (Hughes, 2007).

La accién biologica de T y DHT difiere con la de otras hormonas esteroides.
Al respecto se ha determinado que tanto T y DHT interacttan con un mismo
receptor (AR) y ejercen efectos fisioldgicos diferentes. Se sabe que la interaccion
T-AR regula la produccion de gonadotropinas, la espermatogénesis y la formacion
de los genitales internos (conductos deferentes, vesicula seminal y epididimo) a
partir del anclaje de los ductos Wolffianos. Mientras que la unién de DHT al AR
regula la virilizacion de genitales externos en escroto, pene y uretra peneana

(Wilson y cols., 1981; Wilson, 1999).
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El efecto bioldgico de los andrégenos inicia después del transporte de la T
(que se encuentra unida a la globulina transportadora de hormonas sexuales
SHBG) al 6rgano blanco o tejidos periféricos (Fig. 2). Uno de los érganos blanco
destacado en donde la T ejerce un papel importante en su desarrollo y crecimiento
es la prostata. A nivel celular la T entra por difusion pasiva y puede ser
metabolizada a DHT por la enzima 5a-reductasa tipo 2 (Vilchis y Chavez 2002).

En el citoplasma, los mondmeros inactivos del AR estan unidos a proteinas
de choque térmico (HSP) o chaperonas que mantienen inactivo al AR e impiden
que se lleve a cabo la actividad transcripcional. EI AR unido a T o DHT presenta
multiples cambios conformacionales. Las HSP se disocian del AR y las histonas se
acetilan. El AR es fosforilado y el complejo andrégeno-receptor se transloca al
nucleo, donde se dimeriza y se une a secuencias especificas del DNA conocidas
como elementos de respuesta a androgenos (ERA) para llevar a cabo la
transcripcion y posterior sintesis de las proteinas (Gioeli y cols., 2002; Shang et
al., 2002). Este complejo andrégeno-AR-ERA recluta proteinas correguladoras
para modular la tasa de transcripcién génica. A la fecha diversos coactivadores
han sido identificados como amplificadores de la actividad transcripcional inducida
por el ligando del AR.

La manera de interaccionar entre el coactivador y el AR es a través de la
secuencia LXXLL del coactivador y la secuencia FXXLF ubicada en la region NH2-
terminal del AR. Esta secuencia LXXLL se ha observado que se encuentra
altamente conservada en las proteinas coactivadoras que se unen a la

superfamilia de receptores a hormonas esteroides. Los genes activados por el AR
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son transcritos y el mRNA es procesado para su maduracion. EI mRNA es
transportado al citoplasma donde se lleva a cabo la traduccion de la secuencia de
nucleotidos por los ribosomas para la sintesis de diversas proteinas (Hughes,
2001; Heinlein y Chang, 2002). Alteraciones génicas en la sintesis de andrégenos
y/o el mecanismo de accion del AR han sido asociadas a desordenes en la
diferenciacion sexual masculina en individuos 46,XY; una anomalia congénita
caracterizada por presentar infertilidad, hipospadias, ginecomastia o fenotipo

completamente femenino (Vilchis et al., 2003; 2008; 2010; Chavez et al., 2014).
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TORRENTE CIRCULATORIO

CELULA DE LEYDIG

Jo!

CITOPLASMA

) ERA

NUCLEO

Fig. 2. La T es transportada a los tejidos periféricos a través de torrente circulatorio. A nivel
celular la T entra por difusion pasiva y puede ser 5a-reducida a DHT. En el citoplasma, el AR esta
unido a HSP que lo mantienen inactivo. EI AR unido a T o DHT presenta multiples cambios
conformacionales. El complejo andrégeno-AR es trasladado al nacleo y se une a ERA para llevar a
cabo la transcripcion y sintesis de las proteinas.
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1.6 Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides gonadales son bioreguladores quimicos que
presentan estructuras similares y que posteriormente se modifican segun el tejido
blanco. Esencialmente, existen tres tipos de esteroides sexuales gonadales:
androgenos, estrogenos o progestagenos. El precursor esencial de los esteroides
sexuales es el colesterol de 27 atomos de carbono (C27), el cual es formado
intracelularmente a partir de radicales acetato o es incorporado por las células y
utilizado en las mitocondrias. La esteroidogénesis de estos bioreguladores
sexuales se lleva a cabo primordialmente en las células de Leydig, de la teca
interna y de la granulosa. Las células de Leydig aunque sintetizan colesterol a
partir de acetil CoA, lo obtienen fundamentalmente del plasma. Otra fuente son las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales se introducen en la célula por
endocitosis mediada por receptor. Independientemente de su origen el colesterol
se almacena en forma de esteres de colesterol.

El paso limitante en la sintesis de las hormonas esteroides es la
transformacién del colesterol en pregnenolona (Fig. 3). Esta reacciéon es
controlada por la enzima que corta la cadena lateral del colesterol, denominada
citocromo P-450scc. La pregnenolona entra a la mitocondria y se traslada al
reticulo endoplasmatico liso, donde se completa la esteroidogénesis (Hanukoglu,
1992). La sintesis de T en el testiculo ocurre a través de dos rutas metabdlicas. A
partir de 17-hidroxipregnenolona, conocida como la ruta A° y otra a partir de 17-
hidroxi-progesterona o A*. La importancia bioldgica de estas dos rutas varia segun
la especie; en el testiculo humano la ruta mas importante es la A®, mientras que en

los roedores es la A*,
]
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Fig. 3. Ruta “clasica” (flechas verdes), “backdoor” (flechas moradas) y “alterna” (flechas en
azul) para la biosintesis de DHT a través de precursores Ci9 y Cy¢. 1. CYP11A1, 2. CYP17A1, 3.
3B-HSD2, 4. 5a-reductasa 2, 5. 5a-reductasa 1, 6. AKR1C2/4, 7. AKR1C3, 8. AKR1C2/4, 9.
HSD17B6. Tomada del Departamento de Biologia de la Reproduccion, lab Bioquimica Hormonal.

Primer Congreso Internacional de Biomedicina Molecular 2015, Ramos L et al.
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La ruta “clasica” para la biosintesis de andrégenos por las células de Leydig
se lleva a cabo mediante la ruta A®, donde la pregnenolona se convierte en 17a-
hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosterona, androstendiona y T, mediante la
presencia de diferentes enzimas esenciales como CYP11A1 (P450scc, enzima
que rompe la cadena lateral del colesterol), HSD3B2 (3BHSD2, 3B-
Hidroxiesteroide  deshidrogenasal/isomerasa tipo 2), CYP17A1 (17a-
hidroxilasa/17,20 liasa), HSD17B3 (17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3)

para sintetizar T y 5a-reductasa 2 para sintetizar DHT en érganos blanco.

Multiples lineas de investigacion han demostrado que la alteracion
molecular y bioquimica en alguna de estas enzimas esta asociada con
Desordenes del Desarrollo Sexual 46,XY (DSD 46,XY). La deficiencia enzimatica
de 5a-reductasa 2 es un ejemplo clasico de esta patologia clinica caracterizada
por presentar hipospadias perineo escrotales con pseudovagina, micropene y
testiculos criptorquidicos (Vilchis et al., 1997a; 1997b; 2000). Sin embargo, los
ensayos genicos realizados en genes candidatos para la ruta “clasica” no han
logrado detectar por completo alteraciones asociadas a DSD y se ha sugerido que
otros factores podrian estar vinculados a esta anomalia congénita. Una ruta
alterna o “backdoor” de biosintesis para formar DHT sin la necesidad de utilizar T
como substrato ha sido descrita recientemente en marsupiales y roedores. No
obstante esto, el potencial de esta ruta sobre la masculinizacién genital en el

humano recientemente ha comenzado a estudiarse.
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Los analisis genéticos actuales han demostrado que esta ruta podria
presentar un potencial relevante en el desarrollo sexual masculino del humano

(Fliick et al., 2011).

Ademas de estos esteroides sexuales C19, se producen otros andrégenos
como la androstendiona y la dehidroepiandrosterona, pero en menor cantidad
dependiendo de la edad. Se ha observado que las células de Leydig secretan
estradiol, pero la mayor parte de esta hormona se debe a la transformacion
periférica de la T y solo el 10% es de origen testicular. En la gobnada también se
produce pregnenolona, progesterona, 17a-hidroxiprogesterona y sulfato de

dehidroepiandrosterona pero en concentraciones muy bajas (Tian et al., 2009).
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1.7 AKR1C2y HSD17B6

El gen AKR1C2 codifica para una isoenzima que pertenece a la
superfamilia de las aldo ceto reductasas (AKR) con mas de 40 proteinas. Estas
enzimas con actividad de 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasas (HSD) catalizan la
conversion de aldehidos y cetonas a sus correspondientes alcoholes utilizando
NADH y/o NADPH como cofactores. En el humano, se han determinado cuatro
isoformas con un alto porcentaje de homologia. Las enzimas 3a-HSD tipo 1
(AKR1C4), 3a (17B)-HSD tipo 2 (AKR1C3), 3a0-HSD tipo 3 (AKR1C2) y 3a (20a)-
HSD tipo 4 (AKR1C4) comparten un 84% de identidad en su secuencia de aa. El
gen AKR1C2 conjuntamente con AKR1C1, AKR1C3 y AKR1C4 fue mapeado en el
cromosoma 10 p15-p14. La region codante del gen de 969 pb codifica para una

proteina de 323 aa (Khanna et al., 1995; Penning et al., 2000).

Las 3a-HSD de mamiferos en conjunto con las 5a y 5B-reductasas reducen
3-cetoesteroides y sintetizan 5a,3a y 5B,3a-tetrahidroesteroides. Las reacciones
de reduccion son importantes para la disposicidn metabdlica en la mayoria de las
hormonas esteroides. En préstata y glandula mamaria la expresion ha sido
reportada para AKR1C2 y AKR1C3; mientras que AKR1C1 ha sido observada en
el sistema nervioso central. Al respecto, en el cerebro la actividad de 3a-HSD
convierte esteroides 5a-reducidos para formar tetrahidroesteroides, como 5a-
tetrahidroprogesterona que regulan el efecto del receptor del acido Y-amino
butirico (GABA,) y ejerce propiedades ansioliticas y anestésicas (Mellon SH

2007).
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Recientemente, el papel del gen AKR1C2 en la diferenciaciéon sexual se
observo por el hallazgo de un paciente 46,XY que presentaba genitales externos
femeninos con testiculos intraabdominales y al realizar los analisis de DNA
genomico se observo que tenia un reordenamiento cromosémico en el locus
AKR1C que resultd en ausencia enzimatica funcional de AKR1C2. Por lo tanto la
omision de toda la actividad AKR1C2 parece ser suficiente para interrumpir la
sintesis testicular de DHT y causar desordenes del desarrollo sexual 46,XY. El gen
AKR1C2 actua en la “ruta backdoor’ para la biosintesis de DHT. Esto podria
indicar la posible participacion de la ruta alterna en la sintesis de DHT y su
importancia fisiologica en la diferenciacién sexual masculina normal (Flick et al.,

2011).

La enzima 17p-HSD6 también conocida como retinol deshidrogenasa
(RoDH),  3a-hidroxiesteroide  epimerasa (HSE) o  3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa oxidativa pertenece a la familia de las hidroxiesteroide
deshidrogenasas y presenta la habilidad de catalizar la epimerizacion de los 3a-
hidroxiesteroides (Huang y Luu-The, 2000). La enzima requiere como cofactor
NAD (H) y puede utilizar como sustrato androstandiol para sintetizar DHT. La
actividad catalitica esencial es la oxidaciéon de 3a-diol a DHT, aunque también

puede convertir 3a-diol a androsterona.

La actividad biologica de esta enzima ha sido asociada al metabolismo de
androgenos y sintesis de neuroesteroides. El gen que codifica para la 173-HSD6
es denominado HSD17B6, consta de un peso molecular de 35966 Da y se

encuentra localizado en el cromosoma 12q13.3, cercano a los genes RODH4 y
I ————————————————
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RODHS. Comprende 5 exones y 4 intrones de los cuales el ex6n 1 no es
codificante. El coddn de inicio de la traduccion ATG se localiza 19 pb después del
inicio del exén 2 (Huang y Luu-The, 2001). EI cDNA que codifica para la 17[3-
HSD6 consta de 951 pb que codifican para una proteina de 317 aa.
Estructuralmente, la enzima presenta 3 sitios funcionales: un sitio de activacion, un
sitio de unién a NADP y un sitio de union al esteroide. La expresion del mRNA de
la RoDH se ha localizado primordialmente en higado, bazo, prostata, glandula
suprarrenal, cerebro, utero, glandula mamaria y placenta (Huang y Luu-The, 2000;
Penning et al., 2000). La expresion de RoDH ha sido detectada en testiculos
fetales, lo cual sugiere que probablemente esta enzima cataliza la reaccion
oxidativa de 3a-HSD necesaria para completar la sintesis “backdoor’” de DHT;
aunque esta proceso parece poco probable (Kamrath et al., 2012). A la fecha esta

enzima no ha sido asociada a DSD.
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1.8 Desordenes del desarrollo sexual

Los avances en la identificacion génica sobre las anormalidades en la
diferenciacion sexual masculina y femenina han sido reexaminados recientemente.
Los términos “intersexo”, “pseudohermafroditismo”, “hermafroditismo” y “reversién
sexual” han sido controversiales. Actualmente, se ha propuesto el término
“desorden del desarrollo sexual” o DSD como una nueva clasificacion (Tabla 2).
Los DSD son anomalias congénitas en donde el desarrollo del sexo cromosémico,

gonadal y anatdmico es atipico (Houk et al., 2006; Lee et al., 2006).

Los criterios que sugieren DSD en neonatos incluyen ambigledad genital;
esto es genitales femeninos aparentes (clitoris agrandado, fusion labial posterior,
masa inguino/labial); genitales masculinos aparentes (testiculos no palpables,
micropene, hipospadias perineal aisladas o hipospadias leves con testiculos no
descendidos); antecedentes familiares de DSD (por ejemplo, sindrome de
insensibilidad androgénica completa [CAIS]) o discordancia genital y del cariotipo.
Los DSD en personas adultas pueden incluir ambigledad genital no identificada,
hernia inguinal femenina, retraso o incompleto desarrollo de la pubertad,
virilizacién femenina, amenorrea primaria, desarrollo de los senos masculinos y

hematuria macroscopica en un varon.

La evaluacién clinica incluye a la familia, historia prenatal y exploracion
fisica con una evaluacién precisa y objetiva de los genitales y los rasgos
dimérficos. Para reducir al minimo los trastornos psicolégicos, al paciente y a la

familia se le debe informar exactamente lo que se hara y por qué. Las fotografias
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meédicas requieren sensibilidad y consentimiento por parte del paciente y de la

familia (Houk et al., 2006; Lee et al., 2006).

Las alteraciones cromosémicas del DSD han sido las mas comunmente
reportadas en la literatura. Sindrome de Turner, Sindrome de Klinefelter, quimeras
e individuos mosaicos son algunos ejemplos en donde alguno de los cromosomas

sexuales presenta una duplicacion o ausencia del cromosoma X o'Y.

Existe una gran variedad de genes que participan en la masculinizacion del
embrion XY y como consecuencia la alteracion molecular de cualquiera de estos
genes causa patologias en la diferenciacion sexual. Varios casos de DSD
reportados tempranamente en humanos 46,XY han sido atribuidos a mutaciones
en genes que participan en la via de diferenciacién testicular: por ejemplo una
mutacion que involucre la sustitucion de una base nitrogenada en el dominio de
unién al DNA de SF1, incluso en un estado heterocigoto, causa feminizacion en
individuos XY (Ozisik et al., 2002). De forma similar la ausencia de funcion de
WTH1, el cual en forma normal codifica para varios factores de transcripcion, causa
falla en el desarrollo de la gonada y el rindn en homocigotos y reversién sexual
46,XY en heterocigotos. En humanos, duplicaciones o mutaciones en el gen SOX9
causan DSD 46,XY y defectos en el esqueleto (Morais da Silva et al., 1996; Hsiao

et al., 2006).

La delecion de un pequefio segmento del cromosoma 9 da un estatus
hemicigoto para el locus DMRT1, causando falla en el desarrollo testicular y

feminizacion de una variedad de tejidos no gonadales (Ottolenghi et al., 2000;
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Zarkower, 2001). Fallas en la regulacion de DAX1 o WNT4 (debido a la
duplicacién del segmento Xp que lleve el gen DAX7 o a una mutacion en el locus
de WNT4) también causan DSD XY en humanos (Zanaria et al., 1994; Jordan et
al., 2001; Sanlaville et al., 2004). Mutaciones en el marco de lectura abierto del
gen SRY, con o sin ninguna influencia en la unién al DNA o la propiedad de
doblamiento de su dominio del grupo de alta movilidad (HMG), es considerado
para una alta proporcion de disgenesias gonadales XY (Scherer, 2002).
Mutaciones en genes involucrados en la biosintesis y accion de los andrégenos
han sido consideradas como causa de DSD 46,XY (Vilchis et al., 2003; 2008;

2010; Chavez el at., 2014).

En el grupo DSD 46,XX la hiperplasia suprarrenal congénita (CAH)
representa la forma mas comun de diagndstico clinico. Generalmente, no hay
asignacion de geénero en este grupo, excepto en casos de diagnostico tardio e
individuos 46,XX severamente masculinizados. Al nacimiento, el fenotipo genital
de las pacientes 46,XX con CAH incluye un mayor desarrollo del tubérculo genital
(GT), aumento de la longitud de la uretra y la apertura uretral por lo general se
encuentra en la zona ventral del GT; aunque en casos muy graves de
masculinizacién pueden desarrollar el aspecto de un falo normal. Estas
caracteristicas son similares a las de un paciente 46,XY hipospadico con testiculos
no palpables. En pacientes 46,XX con CAH, la cavidad vaginal se abre en la parte
posterior de la pared de la uretra a una distancia variable del cuello de la vejiga. La
altura de la confluencia uretro-vaginal no esta relacionado con el grado de

masculinizaciéon externa, al contrario de las sugerencias de la clasificacion de

1
JONATHAN ENRIQUE SALAZAR MORALES PAGINA 46



DIFERENCIACION SEXUAL: BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS DESORDENES

Prader. La fusion sagital de los pliegues genitales es variable, desde una vulva

casi femenina a una completa apariencia escrotal. En todos los casos, las

gonadas no son palpables en los pliegues genitales. La evidencia reciente sugiere

que los pacientes con CAH clasico de sexo femenino no desean ser considerados

como pacientes DSD (Mouriquand et al., 2016).

Tabla 2. Clasificacion de los Desoérdenes del Desarrollo Sexual (Hughes, 2007).

CROMOSOMAS
SEXUALES DSD

DSD 46,XY

DSD 46,XX

A: 46,X (Sindrome de
Turner y variantes)

B: 47 ,XXY (Sindrome de
Klinefelter y variantes).
C: 45,X/46,XY
disgenesia gonadal
mixta

D: 46,XX/46,XY

(Quimeras).

A: Desordenes del Desarrollo
Gonadal (Testiculo)

1. Disgenesia gonadal
completa (Sindrome Swyer)
2. Disgenesia gonadal parcial
3. Regresién gonadal

4. DSD ovotesticular.

B: Desordenes en la sintesis
0 accién de androgenos.

1. Defectos en la biosintesis
de andrégenos (SRD5A2,
HSD17B3) 2. Defectos en la
accion del RA. (CASI y PAIS)

C: Otros.

Hipospadias severas
Sindromes de persistencia de
los conductos Miillerianos
Otros sindromes.

A: Desordenes del
Desarrollo Gonadal
(Ovario).

1. DSD Ovotesticular

2. DSD testicular (SRY +,
dup SOX9)

3. Disgenesia gonadal

B: Exceso de andrégenos.
1. Fetales (deficiencia de
21- hidroxilasa y 11-
hidroxilasa)

2. Fetoplacentarios
(deficiencia de aromatasa,
POR)

3. Maternos (Luteoma,
exoégenos, etc.)

C: Otros

Atresia vaginal, MURCS
Otros sindromes
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2. JUSTIFICACION

En nuestro laboratorio, recientes ensayos moleculares en pacientes DSD
con cariotipo 46,XY han reportado la presencia de mutaciones en genes
esteroidogénicos de la ruta “clasica”. En la actualidad unicamente un grupo de
investigacion (Fluck et al., 2011) ha reportado mutaciones en la ruta alterna para la
biosintesis de DHT; estas observaciones indican una posible participacion e
importancia fisiologica en la diferenciacion sexual masculina de esta ruta. Por lo
tanto, en este trabajo se realizara una busqueda bibliografica de estos genes
implicados en la determinacién y diferenciacion sexual. Asimismo, se buscara la

presencia de multiples genes involucrados en la diferenciacion sexual.
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3. OBJETIVOS

Localizar informacién biomédica y de ciencias de la vida asociada a

diferenciacion sexual.

Analizar los datos obtenidos sobre diferenciacion sexual, genes y los desérdenes

asociados en el humano.
Redactar la informacion a partir de los articulos cientificos seleccionados

Demostrar la importancia de los genes AKR1C2 y HSD17B6 en la

diferenciacion sexual.
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4. METODOLOGIA

Se realizd una investigacion bibliografica retrospectiva sobre Ia
diferenciacion sexual. Los criterios de inclusion fueron articulos cientificos
indexados que proporcionen informacién sobre la manera en que se diferencian
los sexos a nivel celular, bioquimico y molecular, asi como sus desordenes. La
revision bibliografica abarcdé del afo 1995 al 2016, aunque se consideraron
algunos trabajos clasicos por su relevancia en cuanto a diferenciacion sexual. La
literatura fue obtenida utilizando l|la base de datos del pubmed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Se utiliz6 como posible criterio de exclusién

el afo de publicacion para trabajos anteriores al afio 1995.
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5. DISCUSION

La determinacién del sexo es fundamental para la reproduccion y ha sido
considerado un proceso esencial para la variabilidad genética. Aunque existe una
amplia variedad de mecanismos de determinacion genética del sexo es
interesante considerar que la diferenciacidon masculino/femenino esta determinada
por un reducido numero de genes en las distintas especies. Los factores que
determinan el sexo son tan variados en las especies que han tenido que
evolucionar polifiléticamente para conseguir la presencia de dos sexos

diferenciados.

En esta revision bibliografica resalto la ausencia de recopilaciones
generales sobre la diferenciacion sexual y los diferentes factores que la controlan
en las diversas clases de vertebrados como aves, reptiles, anfibios y peces y que
podrian ser utilizados como modelos bioldgicos para explicar la regulacién génica
y abririan la posibilidad de poder describir nuevos mecanismos reguladores de la

diferenciacion sexual.

El sistema mas comun de determinacion del sexo es el de individuos
homogaméticos y heterogaméticos. En mamiferos, las hembras son
homogaméticas XX y los machos heterogaméticos XY, por el contrario, en otras
especies como las aves las hembras son heterogaméticos ZW y los machos
homogaméticos ZZ. Interesantemente en reptiles, como tortugas y cocodrilos, la
determinacion del sexo es dependiente del medio ambiente (no genética), aunque

en algunas especies como serpientes y lagartijas el mecanismo regulador es
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basado en cromosomas sexuales XX/XY o ZZ/ZW. En estas especies los
esteroides sexuales desempefan un papel importante para la determinacion del
sexo y no existen genes determinantes del sexo. En anfibios los esteroides
sexuales estan involucrados en la diferenciacion sexual y se han estudiado
algunos genes determinantes del sexo como el DM-W un homdlogo del DMRTT.
En peces existe una amplia variabilidad de estrategias de determinacion del sexo

y mucha informacion no es clara.

El papel de las hormonas esteroides juega un papel distinto tanto en el
desarrollo del macho como en el de la hembra, ya que mientras el testiculo induce
la diferenciacion sexual masculina y el descenso testicular a través de los
androgenos T y DHT, en la hembra la diferenciaciéon femenina de las estructuras
sexuales (genitales internos y externos) es independiente de las hormonas
gonadales independientemente de que existan o no ovarios. Por lo tanto, la
goénada embrionaria indiferente se transformara en un ovario a menos que sea
desviada por un gen organizador del testiculo, el SRY localizado en el cromosoma

Y, considerado el “gen maestro” de la masculinizacion.

Por otra parte, la diferenciacion sexual del sistema nervioso central si esta
regulado por la accioén de las hormonas esteroideas en ambos sexos. Genes como
DAX1 han sido asociados al adecuado desarrollo del eje hipotalamo-hipdfisis-

gonada.

En la revision bibliografica se demostré que existen una gran cantidad de

genes responsables que controlan la diferenciacién sexual en mamiferos. Para
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machos, se encontré que los genes SRY SOX9 son factores transcripcionales que
desencadenan una cascada de eventos génicos responsables de la
masculinizaciéon de la génada indiferenciada en la que participan genes como
WT1, responsable de la diferenciacion del borde urogenital y posible regulador de

SRY, LIM1, SF1, GATA4, FOG2 y AMH.

Se ha revisado que DAXT es un gen que presenta una polémica importante
al tener actividad sobre otros genes que son responsables tanto de masculinizar
como de mantener el desarrollo femenino. La revisidon de la bibliografia sobre este
gen conocido como “antitesticular”, deja en claro que es un factor transcripcional
represor del gen esteroidogénico STAR por lo que conociendo la relevancia de las
hormonas esteroides en el desarrollo de un fenotipo masculino se podria sugerir
que por el contrario se daria lugar a un fenotipo femenino. Sin embargo Meeks et
al., 2003 demostraron que el gen NROB1 y SRY son necesarios para la formacion
testicular normal. Estas evidencias han puesto en conflicto la posible participacion

del gen DAX1 en el desarrollo del ovario.

Ha sido evidente que se cuenta con informacion sobre la mayoria de los
genes participantes en la diferenciacion sexual masculina, sin embargo aun
existen bastantes huecos en la informacion en cuanto a genes involucrados en la
diferenciacion del ovario equivalentes a SRY. SOX9 se encuentra “apagado”
durante el desarrollo femenino, al mismo tiempo WNT4 actua de forma negativa
sobre DAX1. SF1 se expresa en células de la teca, de la granulosa y en cuerpo
luteo regulando genes esteroidogénicos. FOXL2 unicamente se expresa en

ovarios (Cocquet et al., 2002) y favorece la diferenciacion de las células de la
I ————————————————
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granulosa, ademas regula otros genes esteroidogénicos que catalizan la
transformacién de andrégenos a estrogenos. Por ultimo, el papel de RSPO1 no
esta bien definido aunque se conoce que su concentracion aumenta o disminuye
en proporcion a SOX9 y su ausencia produce que se de paso al programa de
masculinizacién. Es importante continuar con las investigaciones a este respecto
para poder evaluar la importancia de los genes responsables de la feminizacion en

cuanto a DSD.

Como conclusion parcial se puede mencionar que los genes no actuan de
forma independiente en el proceso de diferenciacion sexual, por el contrario, estan
relacionados entre si de manera que la expresion conjunta de determinados genes

tiene funcién agonista o antagonista segun sea el caso.

Con respecto a la diferenciacion sexual gonadal, se observo que en la via
clasica de la esteroidogénesis existen bastantes genes estudiados y que
representan un alto indice mutacional. Sin embargo, hay otros genes presentes
en la via “backdoor” poco estudiados y que si podrian presentar actividad
enzimatica anormal debido a mutaciones en genes como HSD17B6, AKR1C2 y

AKR1C3.

A la fecha se estan comenzando a publicar estudios sobre genes que hace
tiempo eran ignorados sobre diferenciacion sexual y podrian dar nuevas
respuestas ya que del total de pacientes evaluados con DSD, sdlo el 20% tienen

explicacion génica.
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Se obtuvo informacion relevante en cuanto a los estudios realizados en los
ultimos afos referente a la clasificacion de los genes involucrados en los DSD
cromosomicos, 46,XY y 46,XX y se pudo obtener mayor informacién sobre la
evaluacion clinica, asignacion de género y asesoramiento genético. Se determind
que a la fecha no existe un algoritmo clinico para una evaluacion bioquimica,
molecular y genética en pacientes con genitales ambiguos. En lo que se refiere a
los DSD, hay fenotipos que no se definen al cien por ciento como genitales
masculinos o femeninos y se presenta una ambigiedad, ademas existe la
posibilidad de que las propias gonadas no se encuentren completamente
diferenciadas y ocupen un espacio anatdmicamente inadecuado. Tal puede ser el
caso de los testiculos intraabdominales, los cuales no descienden a la bolsa
escrotal y se mantienen a la altura en la que normalmente se deberian posicionar
los ovarios. Una de las consecuencias de esta situacion pueden ser la infertilidad o

hasta la formacién de cuerpos cancerigenos.

Otra polémica en el ambito clinico ha sido la recomendacion, en casos de
identidad sexual indefinida, que las géonadas no sean extirpadas al menos hasta la
etapa de la pubertad en donde se inicia el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios. Sin embargo, se corre el riesgo de que la misma génada provoque
crecimiento celular cancerigeno al no encontrarse en su sitio natural. Lo anterior
nos lleva a considerar la importancia de realizar un consenso general sobre el
tratamiento de este tipo de padecimientos.

Multiples genes asociados directamente en la ruta “clasica” de la

esteroidogénesis estan involucradas en numerosas anormalidades en el desarrollo
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sexual embriolégico (i.e. StAR, NR5A1, CYP11A1, CYP17A1, HSD3B2, HSD17B3,
SRD5A2); sin embrago, los ensayos génicos realizados aun no han logrado
descubrir por completo las alteraciones asociadas a DSD y se presume que otros

factores podrian estar vinculados.

Al parecer, mutaciones en los genes que participan en la ruta “backdoor”
presentarian mayor relevancia en este sentido. Los estudios realizados
actualmente en marsupiales y roedores apoyarian esta hipdtesis. Genes
esteroidogénicos como AKR1C2, AKR1C3 y HSD17B6 estan asociadas a la
formacion de uno de los androgenos con mayor potencia biolégica, DHT,
catalizando reacciones que transforman metabolitos de la progesterona en

andrégenos.

En conclusion, se pudo observar la importancia de descubrir nuevos genes
y mecanismos involucrados en el desarrollo de la génada; esto con la finalidad de
obtener informacion sobre las estrategias de determinacion del sexo, lo que podria
implicar similitudes en la fisiologia de la reproduccion de las especies, al menos
durante la etapa de desarrollo de la organogénesis in utero, asimismo obtener
nuevos conceptos para clasificar los desérdenes génicos del desarrollo sexual e
implementar nuevas y mas eficientes estrategias terapéuticas en pacientes con

genitales ambiguos.
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