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RESUMEN

El estudio de la diferenciacién sexual de los mamiferos es, sin
duda, un ejemplo relevante de proceso epigénetico producido por la
interaccién entre genoma y hormonas secretadas por los testiculos
fetales: la testosterona y la hormona anti-Miillerian.

La diferenciacion sexual se produce a nivel periférico, en las go-
nadas y, también, a nivel cerebral, hipotalamico, en dos vertientes: la
neuroendocrina y la de conducta sexual. Ambas vertientes del dimor-
fismo sexual cerebral pueden ser estudiadas en rata. La primera, por
la ovulacién, o no, que se produce en un ovario trasplantado en la
cavidad abdominal de ratas hembras o en machos, los cuales son,
ambos, castrados, previamente al nacimiento, y, la segunda, por la
postura de lordosis, que presentan las ratas hembras, debidamente
diferenciadas sexualmente, frente al macho. Se han localizado las di-
ferentes zonas cerebrales en donde existen receptores para estrégenos.

En la diferenciacién periférica o gonadal el diferenciador es el
testiculo fetal que secreta dos hormonas. La testosterona que man-
tiene y diferencia los canales Wolff en vasos deferentes, epididimo y
vesiculas seminales y la hormona anti-Miillerian (AMH) que provoca
la regresion de los canales de Miiller, todo ello, en el embrién gené-
ticamente macho. En el cual se diferencian, previamente, los testicu-
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los en la etapa fetal de desarrollo de génadas. En el embriéon hem-
bra, sin testiculos, y consecuentemente sin testosterona ni AMH, los
canales de Wolff involucionan y los de Miiller, de forma espontéanea,
se diferencian en ttero, tronpas de Falopio y parte superior de la
vagina.

El conocimiento y aclaraciéon de dichas cuestiones pudo esta-
blecerse por el descubrimiento, en fetos de conejos, hecho por el
Profesor Alfred Jost, en Paris (1947-50), de la hormona anti-Miil-
lerian (AMH).

Actualmente, la AMH se presenta con multiples funciones, aun-
que la mas fundamental sea la de regresiéon de los canales Miillerian
en los fetos genéticamente masculinos. Esta hormona es, ademas,
un marcador de patologias como las neoplasias ovaricas o la anor-
mal esteroidogénesis del ovario y su hallazgo aclara todo el hetero-
géneo grupo de patologias de intersexualidad gonadal.

Se ha clonado su gen y se han preparado sus anticuerpos. Por
pertenecer a la familia del TGFp (factor de crecimiento transforman-
te B) cuyos miembros estan implicados en procesos neoplasicos esta
siendo, actualmente, muy estudiada. Tanto sus posibles aplicaciones
en terapéutica, como sus funciones en adulto, son atn investigacio-
nes abiertas al futuro.

Palabras clave: Genes; Testiculos; Canales Wolff y Miiller; Tes-
tosterona; Hipotdlamo; Hormona anti-Miillerian (AMH).

ABSTRACT
Sexual differentiation: the Jost factor

Sexual differentiation in mammals is a good example of the
epigenetic process produced by the interaction between the genome
and hormones secreted by the fetal testes: testosterone and anti-
Miillerian hormone (AMH).

Sexual differentiation takes place in the gonads and brain
(hypothalamus) in two branches: neuroendocrine and sexual
behavior. Both branches of the cerebral sexual dimorphism can be
studied in the rat. The former by the ovulation pattern of an ovary
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transplanted in the abdominal cavity of male or female rats which
are castrated at birth. The latter can be examined by the response of
lordosis of female rats with plain sexual differentiation in front of
the male. The different brain regions containing estrogen receptors
have been localized.

Fetal testes regulate gonadal differentiation through two
hormones; testosterone an anti-Miillerian hormone. Testosterone
differentiates Wolff channels in deferent vessels, epididimus and
seminal vesicles, and AMH induces the regression of Miiller channels
in the genetically male embryo, in which testes are previously
differentiated in the last fetal stage of gonad development. In the
female, with no testosterone or AMH, the Wolff channels undergo
involution and those of Miiller spontaneously differentiate to uterus,
Fallopian trumps and upper part of vagina.

The credit for the knowledge of these matters should be given
to Prof. Alfred Jost (Paris, 1947-50), who discovered AMH in rabbit
fetuses. Currently, AMH has been endowed with many biological
functions, the most important being the involution of Miillerian
channels in genetically male fetuses. AMH is a biomarker of diseases
such as ovarian tumors and abnormal steroid synthesis in ovary and
its finding helped explain a heterogeneous number of sexual-related
pathologies.

AMH gene has been cloned and anti-AMH monoclonal antibodies
obtained. Since AMH has been associated with the transforming-
growth factor beta (TGF-B) family, whose members are involved in
cancer processes, its biological functions and potential therapeutic
applications are currently and will certainly be subject of intense
studies.

Key words: Genes; Testes; Wolff and Miiller ducts; Testosterone;
Hypothalamus; Anti-Miillerian hormone (AMH).
1. PALABRAS PREVIAS

Actualmente, estd completamente establecida la interaccién, du-

rante el desarrollo de los mamiferos, entre factores ambientales y
genoma para la proliferaciéon celular y diferenciaciéon de 6rganos
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que, finalmente, daran lugar a un organismo adulto. Es decir, esta
establecido que, durante el desarrollo tiene lugar una programacion
ambiental génica de la cual, ademas, va a depender la futura salud
y enfermedad del organismo adulto (1, 2).

En esta programacioén tienen un papel primordial los nutrientes
porque no solamente son el sustrato energético necesario en etapas de
crecimiento, sino que, como hemos expuesto en otras ocasiones en
esta Corporacion (3-5), los nutrientes modulan la secreciéon de hormo-
nas genéticamente establecidas para regular el crecimiento.

Pero hoy vamos a exponer cémo, entre estos factores ambientales
decisivos en dicha programacion, las hormonas ocupan, igualmente,
un lugar muy importante y, quiza, uno de los ejemplos mas claros
de ello sea la diferenciacién sexual de la cual vamos a hablar.

Uno de los investigadores que mas han contribuido a la compren-
si6n de la diferenciacion sexual en los mamiferos y que, ademas, es
reputado en todo el mundo cientifico como uno de los investigado-
res pioneros de la endocrinologia fetal fue Alfred Jost. El cual hasta
el final de su vida, murié en febrero 1991, y ocupando los labora-
torios de Monod, del Premio Nobel en el Colegio de Francia, estu-
vo dedicado, fundamentalmente, a la diferenciaciéon sexual, ya que
habia descubierto, ya en 1947 (6), una hormona, la hormone inhibi-
trice, tal como €l la llamd, en su primera publicacién, al factor del
cual vamos a hablar en la segunda parte de la exposicién y que
hemos denominado factor de Jost.

2. DIFERENCIACION SEXUAL

En la diferenciacién sexual de los mamiferos hay que distinguir:
a) Diferenciacion periférica o gonadal.

b) Diferenciacion cerebral: neuroendocrina y de conducta sexual.

a) Diferenciacion sexual periférica o gonadal

No se pretende hacer una exposicién exhaustiva de la diferen-
ciacién sexual, sino describir sus etapas mas relevantes para poder
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destacar, posteriormente, en la segunda parte de esta exposicion, la
importancia que tiene el descubrimiento del factor de Jost. Por otra
parte, vamos a tratar de exponer, en esta primera parte, los conoci-
mientos cientificos actuales de la diferenciaciéon sexual para aclarar
y explicar, cientificamente, las preguntas que surgen, y que han sido
planteadas en esta Corporacién en distintos Seminarios, acerca de
las bases cientificas que explican la existencia de individuos en los
cuales su sexo legal, establecido en su nacimiento, no coincide, en
ocasiones, con la identidad sexual vivida por su organismo.

Desde tiempo, se conocen las distintas etapas de la diferenciacién
sexual en lo referente a diferenciacion de génadas, que podriamos
llamar diferenciacién periférica y también se conoce el papel esen-
cial en la diferenciacién sexual masculina, de la testosterona fetal;
tanto a nivel periférico, en diferenciacién de genitales, como a nivel
central en el cerebro modulando alli secreciones neuroendocrinas y
conducta sexual (7, 8).

Los genes situados tanto en el cromosoma X como en el cromo-
soma Y e incluso en los autosomas, genes no sexuales, deben estar
en situacién funcional para que comience la diferenciacién sexual en
ambos sexos. La diferenciacion sexual que hemos llamado periférica
comprende cuatro etapas principales: a) la determinacién del sexo
genético, b) la formacién de estructuras sexuales indiferenciadas,
c¢) el desarrollo de sexo gonadico vy, finalmente, d) el desarrollo del
fenotipo sexual.

1. Establecimiento del sexo genético

Actualmente, el establecimiento del sexo genético, y todas las
etapas de la fecundacién de un ovocito, son muy conocidas por los
estudios citolégicos realizados en las fecundaciones in vitro.

El sexo genético es determinado en el momento de la fecundacién
por la unién de dos células haploides: el ovocito, que contiene, en
humano, 23 cromosomas, entre los cuales esta el cromosoma X y un
espermatozoide que podra ser, o bien 23 X 0 23 Y. En la fecundacién
de un ovocito, de forma normal, se suelen distinguir unas siete eta-
pas. A partir de la quinta se ha formado primero un prontcleo prove-
niente del ovocito y, posteriormente, otro proveniente de la cabeza del
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espermatozoide. Ambos prontcleos se fusionan luego para formar un
6vulo fecundado 46 XX 0 46 XY en una fecundacién normal.

2. Formacion de estructuras indiferenciadas en ambos sexos
y posterior desarrollo del sexo gonddico

Ambas etapas, enunciadas en este apartado, la formacién de es-
tructuras indiferenciadas y la diferenciacién de 6rganos sexuales, van
encaminadas, en los organismos femenino y masculino, a la confor-
macion de los genitales. Sin embargo, en ambos sexos, aunque tengan
diferente dotacién genética, adquirida en la fecundacién, comienzan
por aparecer las mismas estructuras absolutamente indiferenciadas
en hembra y macho. Estas estructuras indiferenciadas, que surgen, en
humano, aproximadamente, en la tercera semana de gestacién, son,
en primer lugar, células germinales primitivas localizadas en las pare-
des del saco vitelino, al nivel de unién con el alantoides. El estudio de
estas estructuras indiferenciadas, su orden de aparicién y sus funcio-
nes, corresponden a la etapa embrionaria del desarrollo. En humano,
a partir de la sexta semana de gestacién las células germinales, en
ambos sexos, migran a lo largo del alantoides, a través del mesenterio
dorsal, para llegar a las llamadas crestas genitales. Finalmente, en el
comienzo de la sexta semana de la vida embrionaria, los embriones,
sean de sexo genético femeninos o masculinos, tienen los dos un par
de canales internos los canales de Wolff y de Miiller.

Los canales de Wolff toman nacimiento partiendo del sistema
excretor tubular del rifnén.

Los canales de Miiller se desarrollan a partir del epitelio celémi-
co, cerca de las crestas genitales, y son mas exteriores que los de
Wolff (Figura 1). No entran en contacto con las génadas, sino que
se unen en su extremo distal para, finalmente, formar, en la diferen-
ciaciéon femenina, el canal utero-vaginal (7).

Ambos canales, Wolff y Miiller, son basicos para pasar a la fase
siguiente de la diferenciacién sexual, o sea, al desarrollo del sexo
gonadico, porque en esta etapa los canales de Miiller formaréan, en
las hembras, el conjunto de ttero, trompas de Falopio y parte supe-
rior de la vagina, mientras que los de Wolff se diferenciaran en vasos
deferentes, epididimo y vesiculas seminales en los machos (9).
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Ambos canales son conocidos desde hace mucho. La primera
descripcién de lo que posteriormente se ha conocido como canales
de Miiller se debe al anatomista aleméan J. Miiller (1801-58), y los de
Wolff a otro aleman, Caspar F. Wolff (1733-94) (9).

ESTRUCTURAS INDIFERENCIADAS

Conductos

Mullerian Mesonephros

Conductos
Wolffian

Sexualidad Indiferenciada

+SRY \
Ovario

rt}“tCUIHE C. Miiller
TegtosterGna + AMH l

C. Wolff
Etapa ¥
gunadal Epididimos Vagina Superiar
Vasos deferentes ]
Vasiculas seminales Trompas de Faloplo

Figura 1. Conjunto urogenital agonadal de estructuras indiferenciadas
sexualmente que desarrollan tanto los embriones genéticamente masculinos como
los genéticamente femeninos. Figura modificada de cita (9).

3. Desarrollo del sexo gonddico

Una etapa muy importante de la diferenciacion sexual es la trans-
formacién de la génada indiferenciada en testiculos en los embrio-
nes machos. Para dicha transformacion es absolutamente necesaria
la presencia del cromosoma Y. Esta transformacion se produce, sin
embargo, también, en presencia de mas de un cromosoma X como
en el sindrome de Klinefelter (cariotipo 47 XXY) o también se pro-
duce en la presencia de mas de un cromosoma Y, como en el sindro-
me 47 XYY. Por consiguiente, anomalias en el cromosoma Y pueden
ser fundamentales para la formacién anémala de los testiculos, dan-
do fenotipos feminoides con alteraciones gonadicas. Se piensa que el
gen del cromosoma Y, responsable de la diferenciacién testicular
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esta situado en el brazo corto de dicho cromosoma. La proteina
especifica se llamé6 primero «determinante especifico del cromoso-
ma Y»/Td-Y) y actualmente al gen sobre la regién del cromosoma Y
que determina el sexo llamado SRY (sex determining region). En el
cromosoma Y existe también un gen que expresa un factor de his-
tocompatibilidad (H-Y) por el cual un macho admite injertos de piel
femeninos, cosa que no ocurre en las hembras ante los injertos mas-
culinos. Pero, finalmente, se cree que las proteinas Td-Y y H-Y se ex-
presan por genes distintos en el cromosoma Y. Hay que hacer notar
que en el hombre, por estudio de alteraciones gonadales, se cono-
ce que en el desarrollo testicular de la diferenciacién masculina hay
un gen sobre el cromosoma X cuya existencia es necesaria para un
desarrollo adecuado de los testiculos. En este desarrollo cooperan,
sin duda, también, expresién de genes autosomales.

A la séptima semana de la gestacion, los cordones sexuales del
testiculo pierden su relacion con la superficie celémica, y la parte
epitelial de los cordones se desarrolla formando el complejo celular
de los tubos seminiferos y las células de Sertoli adyacentes, mientras
el tejido mesenquimatoso situado entre los tubos seminiferos dara
lugar a las células de Leydig, responsables de la producciéon de es-
teroides, fundamentalmente testosterona (7, 9).

4. Diferenciacion del sexo fenotipico

La préoxima etapa de diferenciacion sexual, la fenotipica, esta di-
rigida a la formacién de los canales sexuales internos y la diferen-
ciacion de los 6rganos de los genitales externos. Y ambas cosas, en la
diferenciacién sexual masculina, necesitan de la presencia de la tes-
tosterona producida en los testiculos fetales por las células de Leydig.
Sin dicha testosterona no se produce, en los embriones masculinos, la
transformacién de los canales de Wolff, en epididimo, vasos deferen-
tes y vesiculas seminales. Los canales de Wolff, en los embriones
machos, involucionan o se desarrollan mal, o parcialmente, depen-
diendo de la cantidad de testosterona secretada por su testiculo fetal.
Por la misma causa, en la diferenciacién femenina, cuyos embriones
no secretan testosterona porque no tienen testiculos (10) el canal de
Wolff involuciona.
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Pero, ademas, en los embriones femeninos, los canales de Miiller,
de forma espontanea, en la ausencia de testosterona, se diferencian
en utero, tubos de Falopio y parte superior de la vagina mientras, en
los embriones masculinos, con testiculos y testosterona, involuciona
el canal de Miiller. Y es ese dimorfismo de diferenciacién sexual que
se produce entre los embriones femenino y masculino, a pesar de
que parten ambos de estructuras similares en el estadio de génadas
indiferenciadas, lo que queremos destacar.

Durante afios no se tuvo claro cual era la secrecién, ni el proceso,
por el cual el canal de Miiller involuciona en los embriones mascu-
linos, ya que la presencia de testosterona, que es necesaria para la
transformacion y evolucién del canal de Wolff, no parecia, de forma
clara, ser el motor por el cual en estos embriones involuciona el
canal de Miiller. Y es, precisamente, en este punto cuando los expe-
rimentos del Profesor Jost, en Paris, vinieron a aclararlo, con el
descubrimiento de una hormona, el factor de Jost del que vamos a
hablar en la segunda parte de esta exposicién.

Es decir, el descubrimiento de Jost vino a aclarar el proceso y las
secreciones testiculares que rigen la diferenciacion sexual masculina
en la etapa fenotipica y, como veremos, como consecuencia, el por-
qué y el modo de cémo se podian producir las patologias, descritas
por la clinica, de anomalias morfolégicas en genitales masculinos.
Pero, ademas, sus descubrimientos abrieron el campo a investigacio-
nes todavia en curso.

b) Diferenciacion sexual cerebral: neuroendocrina
y de conducta

Desde muy antiguo se sabe que animales castrados alteran sus
manifestaciones sexuales en dos niveles: el de secreciones neuroendo-
crinas y el de conducta, los cuales requieren, ambos, un control cere-
bral. Como relata Bruce S. McEwen en 1976 (11), ya en 1849, Arnold
A. Berthold de la Universidad de Goéttingen encontré que gallos cas-
trados dejaban de tener conducta de machos en la pelea, o frente a una
hembra, y que si trasplantaban testiculos en su cavidad abdominal, la
conducta de macho reaparecia. Como no habia hecho ninguna co-
nexioén nerviosa, dedujo que, por via sanguinea, sustancias que secre-
taba el testiculo viajaban por la sangre y llegaban al cerebro.
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En 1936, Pfeiffer publicé un trabajo en el cual se exponia que si
a una rata hembra recién nacida se le trasplantaba un testiculo o
se le ponian inyecciones de andrégenos los primeros dias de vida, se
producia més tarde una permanente anovulacién (12). Sin embargo,
aunque el verdadero desarrollo de estos trabajos se produjo a finales
de los afios sesenta, comenzé su interés a partir del setenta (13).

Hoy, sabemos que la testosterona, desdoblada en las propias
neuronas en dihidrotestosterona y estradiol (Figura 2) por accién
enzimatica, es la que directamente influencia la diferenciacién sexual
del cerebro. En las neuronas existen receptores nucleares del estra-
diol, de igual estructura que en los de tejidos periféricos, y es el es-
tradiol, proveniente de la testosterona, el que uniéndose a sus recep-
tores neuronales incide sobre los circuitos nerviosos configurando-
los en el cerebro inmaduro y de forma irreversible en la edad adulta.
En el cerebro adulto el papel de las hormonas sexuales se limita a
influenciar la eficacia funcional de los circuitos neuronales que di-
chas hormonas crearon durante el desarrollo (14, 15).

ACCIONES DELATESTOSTERONA

TESTOSTEROMA
MC (DIFEREMCIACION: CONDUCTA
¥ nourosndocrina)

B AMND

Figura 2. Acciones de la testoterona secretada por el testiculo fetal y de sus
metabolitos estradiol, dehidrotestosterona y B-androstanos, en distintas lugares
durante la diferenciacion sexual fetal en los embriones genéticamente masculinos.
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La configuracién de los circuitos neuronales, por las hormonas
sexuales en etapas inmaduras, concretamente por el estradiol, pro-
veniente de la testosterona, en los embriones machos en desarrollo,
tiene consecuencias en dos vertientes regidas por el cerebro. Una
neuroendocrina, en este caso, producida por la hormona hipotalami-
ca del axis gonadal LRH que rige y estimula las secreciones gonada-
les en la hipéfisis, y otra, igualmente regida por el cerebro, la de la
conducta sexual. Las secreciones de la hipéfisis en el axis gonadal,
concretamente la LH (hormona luteotropa) se secreta, en los mami-
feros, de forma distinta en machos que en hembras. La secrecién de
la hormona luteinizante hipofisaria LH en las hembras es ciclica, y
por ello se produce la ovulacién mensual y el aumento en los ovarios
de la secrecién de estradiol, mientras en los machos la LH se secreta
de forma ténica para estimular en los testiculos la secrecion de tes-
tosterona. La otra secreciéon hipofisaria gonadal, la FSH, hormona
estimulante del foliculo, produce la maduracién del foliculo ovarico
en las hembras y estimula la espermatogénesis en los machos.

En la rata hembra ambas vertientes, la neuroendocrina y la de
conducta sexual, pueden ser observadas y valoradas por un obser-
vador externo. La neuroendocrina por la capacidad de estimular la
ovulacién de un ovario trasplantado, en dicha rata hembra previamen-
te ovariectomizada, puede ser una prueba observable de tener un hi-
potalamo feminizado, por tanto, capaz de estimular en la pituitaria la
secrecion ciclica de LH. Y la conducta sexual de hembra se manifies-
ta, frente al macho, por una postura especial llamada de lordosis.

Un trabajo muy esclarecedor de todo ello fue el realizado por
Gorski en 1965 (16). En él mide el indice de feminizacién del
hipotalamo por la capacidad de ovulacién que se manifiesta en
ovarios trasplantados en la cavidad abdominal tanto en ratas hembras
como en machos. Este investigador castraba, previamente, los ani-
males machos el primer dia de su vida e inyectaba testosterona o
estradiol a las hembras recién nacidas. Asi comprobé que las hembras
que recibian testosterona o estradiol los tres primeros dias de vida,
tuvieran o no sus ovarios intactos, no eran capaces de producir ovula-
cién en el ovario trasplantado como sucede con un macho normal,
porque esas hembras, como los machos normales, habian masculi-
nizado su hipotalamo por la llegada al cerebro de la testosterona o
estradiol.
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Por el contrario, el ovario trasplantado ovulaba en machos cas-
trados el primer dia de vida como ocurre con una hembra normal,
porque ese macho al no recibir testosterona en el momento de su
desarrollo cerebral, tenia un hipotalamo feminizado como una hem-
bra y, por tanto, era capaz de producir en su hipdfisis la secrecién
ciclica de LH. De estas experiencias parece deducirse, como se ha
comprobado posteriormente, que los hipotdlamos nacen potencial-
mente femeninos y es la llegada de la testosterona, en etapas de
inmadurez, la que los masculiniza (Figura 3).

Hemos dicho que en periodo adulto, en todas las especies, las
hormonas sexuales solamente refuerzan los circuitos neuronales
establecidos en etapas inmaduras y de forma transitoria. Por ello, en
cuanto a conducta, un macho castrado el primer dia de vida, se
comporta, en periodo adulto, como una hembra normal, es decir,
refuerza levemente su conducta masculina, por razén y accién de la
testosterona que recibe, y, grandemente, la conducta de hembra por
accién del estradiol, mostrando postura de lordosis frente a otro
macho. Y, de igual forma, una hembra que recibe testosterona los
primeros dias de vida, se comporta como un macho normal, o sea
refuerza su conducta de macho en periodo adulto cuando recibe
testosterona, y, sin embargo, levemente la conducta de hembra cuan-
do, en etapa adulta, recibe estradiol y no muestra la postura de
lordosis frente al macho. Lo cual, concuerda totalmente con las
conclusiones y efectos obtenidos, en vertiente neuroendocrina, ob-
servado en las experiencias de ovarios trasplantados expuestas ante-
riormente (Figura 3). En el trabajo de Gorski, en 1965, se planteaba
la cuestién de porqué las inyecciones de estradiol, hormona femeni-
na, masculinizan a las hembras igual que las de testosterona y, por
otra parte, la cuestion de que si el estradiol masculiniza, cémo se
protegen los fetos hembra de sus estrégenos o los de su madre.

Hoy parece que dichas preguntas estan contestadas, ya que lo
que masculiniza el hipotalamo es el estradiol que proviene del des-
doblamiento de la testosterona en estradiol y dihidrotestosterona
(Figura 2) y ademas, se conoce la existencia de una o-fetoproteina
que parece fijar en los fetos hembra el estradiol (14).
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INVESTIGACIONES DE GORSKI (1965)

RECIEN NACIDD -
RECIEM NACIDD HERBRA

PATR OM FEMEMING

Figura 3. Experimentos de Gorski castrando ratas macho el primer dia post-
natal o dando testosterona los 3-5 dias de vida postnatal a ratas hembra. Y
consiguiendo, a nivel cerebral, en etapa adulta, una feminizacién en el primer caso
del macho o masculinizacién de la hembra tanto en vertiente neuroendocrina como
en conducta sexual. Cita bibliografica (16).

1. Localizacion de estrégenos en dreas cerebrales y diferenciacion
sexual del hipotdlamo: importancia del drea predptica

Los estudios sobre localizacién de estrégenos o sus receptores en
areas cerebrales tuvieron su maxima eclosién, también, a partir de
los anos setenta (17). Las dificultades que se encontraron fueron la
heterogeneidad del tejido cerebral y la dificultad de localizacién de
receptores de hormonas, pero, afortunadamente, los receptores cito-
plasmaticos, que se traslocan al nticleo de las hormonas esteroides, se
encuentran muy concentrados en regiones especificas y ello facilité la
labor. Se combinaron informaciones recogidas en diferentes vertien-
tes de investigacién, por ello, la bisqueda de células sensibles a las
hormonas esteroides se mezcl6 con informacién recogida implantan-
do las hormonas en distintas regiones especificas del cerebro y, tam-
bién, recogiendo informacién eléctrica de la actividad de dichas cé-
lulas nerviosas, antes y después, de la administracién de drogas que
alteran dicha actividad eléctrica. Con todo ello se formaron cuadros
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de circuitos de células nerviosas envueltos en el control de la conduc-
ta sexual estudiada en determinados modelos animales.

Se hicieron tres tipos de experimentos: 1) inyecciones de testos-
terona o estradiol marcados con tritio a animales castrados; 2) tras-
plantes de testiculos u ovarios al mismo tipo de animales, y 3) im-
plante directo de dichas hormonas gonadales marcadas con tritio en
ciertas zonas cerebrales (14).

Fue la técnica de autorradiografia la que permitié hacer visibles,
bajo el microscopio, las neuronas sensibles a las hormonas esteroides.
Ratas, a las que previamente se quitaron los ovarios, se inyectaron,
intravenosamente, con estradiol marcado con tritio y, se sacrifica-
ron dos horas después. Posteriormente, se seccionaron sus cerebros
y se congelaron. Los distintos cortes cerebrales se pusieron en contac-
to con una emulsién fotografica, y se almacenaron por espacio de
3-12 meses. La radiactividad del tritio va impresionando la placa foto-
grafica y revela, con bastante precision, donde ha quedado localizado
el estradiol marcado con tritio (17). El estrégeno radiactivo se concen-
tra, especificamente, en la rata, en células del area preéptica, en el
hipotalamo y en la amigdala. Estas son areas del primitivo cerebro
«archipallium», el cual se sabe que juega un papel importante en los
procesos sexuales de conducta. En estas tres regiones se ha estable-
cido que pueden existir, en cada nucleo aislado celular, de tres mil a
cinco mil moléculas de estradiol, mientras en la hipéfisis se cuantifi-
can alrededor de doce mil moléculas; cantidad similar a la capacidad
del receptor encontrada en las células del titero. También existen dife-
rencias individuales en la capacidad de unién de los receptores en
dichas tres zonas cerebrales. Estos estudios, sobre la capacidad de
ciertas zonas en el cerebro, para fijar el estradiol, y, por tanto, la loca-
lizacién de los receptores especificos, se han ampliado, siempre con
técnicas de autorradiografia, a peces, anfibios o pajaros, encontran-
dose implicadas, en todos ellos, la mismas zonas cerebrales. Finalmen-
te, se ha hallado que la distribucién de receptores estrogénicos en el
cerebro del mono, en dichas zonas, es similar a las encontradas en
el cerebro de la rata, lo que parece hacer extensiva la localizacion de
estréogenos al cerebro humano (16).

Fueron Naftalin y sus colaboradores (18) los que encontraron, en
el cerebro de rata recién nacida, la dotacién enzimatica para desdo-
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blar la testosterona en estradiol y dihidrotestosterona. Zigmond (19)
encontré grandes cantidades de tritio, proveniente del estradiol en
los nucleos de células aisladas del cerebro de ratas hembras a las
cuales previamente se les habia dado estradiol marcado con tritio. Y
Lieberburg encontré en el area preéptica de rata recién nacida, a la
que, previamente, habia inyectado testosterona marcada con tritio,
estradiol tritiado (18). Es, pues, el estradiol que proviene de la tes-
tosterona el que masculiniza el hipotalamo y lo hace en doble ver-
tiente, neuroendocrina y en cuanto a conducta sexual.

2. Modulacion de neuronas cerebrales por las hormonas gonadales
y conclusiones

Resumiendo, podemos decir que el hipotdlamo nace potencial-
mente femenino, en ambos sexos, y es la llegada de la testostero-
na proveniente de los testiculos fetales, secretada por sus células
de Leydig, en los embriones genéticamente machos, lo que lo mas-
culinizan. Todo ello en épocas de inmadurez del Sistema Nervioso
Central, permaneciendo de forma irreversible en etapa adulta dicha
masculinizacién.

Consecuentemente a ello, en los embriones de la rata, genética-
mente hembras, pero que reciben dosis de testosterona o de estradiol
los primeros dias de su vida, la diferenciacién sexual se produce por
modificacién neuroendocrina, la cual masculiniza el hipotalamo. En-
tonces se conforma el hipotdlamo, en la secreciéon de su hormona
LRH, para la desapariciéon de la secrecién ciclica de LH (hormona
luteotrépica) en pituitaria y, por tanto, en dichas hembras, existira
luego una anovulacién permanente en etapa adulta (Figura 3). Pero,
ademas, en la vertiente de la conducta sexual, en estas ratas hembras
adultas, desaparece la postura de lordosis frente al macho.

Hoy conocemos que las células alrededor del niicleo ventrome-
dial del hipotdlamo facilitan en la rata hembra la postura de lordosis
y, también, que lesiones en estas células conducen a la pérdida de
dicha postura. Asi, pues, las células del hipotidlamo integran en el
organismo las respuestas de conducta sexual con los aspectos neu-
roendocrinos, lo cual se establece en la diferenciacién sexual perina-
tal (14, 16), pero perdura en periodo adulto.
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En los animales adultos, uno de los mas importantes efectos de las
hormonas gonadales es reforzar la conducta sexual, de forma transi-
toria. Se ha visto que en las ratas hembras que habian sido castradas
el aumento de la receptividad frente al macho, y por tanto la adop-
cién de la postura de lordosis, después de una inyeccion de estradiol,
se produce al cabo de veinte horas. Este retraso es independiente de
la dosis de estradiol inyectada y es similar al tiempo que transcurre
entre el ciclo del estro y el incremento de la secrecién de estradiol por
los ovarios. Este lapso de tiempo entre la inyeccion y los resultados
en la conducta, en la rata hembra adulta, ha permitido estudiar los
acontecimientos intracelulares. Se ha mostrado que en las doce pri-
meras horas, después de la inyecciéon de la hormona, los receptores
en el nacleo celular de las zonas del cerebro, hipotdlamo, area preép-
tica y amigdala, son ocupados por la hormona. Como los efectos so-
bre la conducta tardan veinte horas, todo parece indicar que la inyec-
cién de estradiol inicia cambios metabdlicos dentro de las neuronas
diana que son responsables de la posterior conducta de los animales.
Esto hizo pensar que sintesis de RNA y de proteinas debia producirse
en el proceso, de modo similar a como se sabe que actiian las hormo-
nas esteroides en otros érganos diana periféricos, como el ttero o el
oviducto de gallina. Es decir, incidiendo, una vez unidos a sus recep-
tores e introducidos en el ntcleo celular, en el ADN (4cido desoxirri-
bonucléico), y modificando posteriormente la sintesis del ARN (acido
ribonucléico) con el consiguiente cambio en la sintesis de proteinas
que luego serdan responsables de la respuesta a la hormona. Para ello
se hicieron experiencias infundiendo en el area predptica actinomici-
na D, que es un inhibidor de la sintesis de ARN, o cicloheximida, in-
hibidor de la sintesis proteica, y se observé que, en ambos casos, se
bloqueaba la accién del estradiol sobre la conducta sexual, impidien-
do que las ratas adoptaran la postura de lordosis frente al macho a
pesar de haber recibido estradiol (20). Se puede concluir que la accién
de los estrégenos sobre la conducta reproductora o sexual desencade-
na una secuencia de acontecimientos que comienzan con la entrada
de estrégenos en el cerebro y su acumulacién en receptores especifi-
cos en determinadas areas ya conocidas. Todo ello modula la activi-
dad de la célula nerviosa y su respuesta.
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2.1. Investigaciones actuales sobre dimorfismo sexual cerebral.
Reflexiones

Los estudios de dimorfismo sexual a nivel cerebral comenzaron a
finales de los afios setenta, fundamentalmente, por Gorski y colabo-
radores (21), los cuales encontraron que nucleos del area preéptica
del hipotalamo que llamaron SDN-POA (sexually dimorphic nucleus of
the preoptic area) examinados con técnicas de tincion, presentaban un
volumen mayor en machos que en hembras. Y, posteriormente, mos-
traron que el mayor volumen era debido a que tenian mayor namero
de células (22).

Sin embargo, la era moderna de estudios sobre la diferenciaciéon
sexual en el cerebro se inaguré en 1971 cuando Raisman y Field
identificaron la primera clara diferencia sexual en la conectividad
neuronal utilizando el microscopio electrénico (23). Aunque ante-
riormente se crefa que modos esterotipicos de conducta sexual eran
dependientes de la organizacién de conexiones neuronales, los en-
cuentros de dichos autores, acerca de que los modelos sexualmente
diversos de sinapsis podian ser revertidos por tratamiento con tes-
tosterona, fueron la primera evidencia de que el papel de las hormo-
nas esteroides sobre la conducta podia tener una base estructural. Y
esta hipotesis se confirmé, mas tarde, por Gorski y colegas (21, 22),
cuando mostraron que las acciones de las hormonas sexuales no se
limitan, en periodos de desarrollo, a sutiles alteraciones en la orga-
nizacion sindptica, sino a dimorfismo en el tamafio de las células en
el area predptica media.

Todas estas investigaciones han llevado a establecer una cuestién
basica y rectora de la diferenciacion sexual y es que el cerebro nace
bipotencial, cualquiera que sea la dotacién genética del embrién, pero
se desarrolla de forma diferente en machos y en hembras durante el
periodo perinatal bajo la influencia de hormonas esteroides sexuales.
En la rata macho, la secrecién de andrégenos desde los testiculos
fetales diferenciados presenta dos elevaciones en plasma de testoste-
rona, la primera ocurre en el dia dieciocho de gestacién, y la segun-
da aproximadamente dos horas después del nacimiento (24). Hoy se
puede afirmar que es el ambiente de hormonas sexuales, la testoste-
rona o mejor sus metabolitos dihidrotestosterona y estradiol, durante
el periodo perinatal, lo que causa en el cerebro un cambio en su es-
tructura y funcién sexual. El ambiente perinatal esteroideo determi-
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na, interactuando con el cerebro en desarrollo, conducta reproducto-
ra masculina o femenina a la vez que determina que la hipéfisis no
tenga en machos y si en hembras un aumento ciclico, preovulatorio,
de gonadotropinas. Es decir, no secrecién ciclica en machos y si en
hembras de LH. Secrecién de LH pituitaria que, en el axis gonadal,
esta estimulada por la hormona hipotalamica LRH (luteotropin-relea-
sing hormone) secretada en el ntcleo arcuato (25).

Actualmente se estan estudiando en los mamiferos, un gran nime-
ro de dimorfismo morfolégicos y neuroquimicos cerebrales en diver-
sas especies (26, 27).

En modelos animales se ha mostrado que el estradiol modula el
funcionamiento de casi todos los sistemas de neurotrasmisores como
el serotoninérgico, dopaminérgico, adrenérgico y colinérgico (28-30).
Ademas de actividad limbica diferencial y tiene una gran influen-
cia sobre el funcionamiento del axis hipotdlamo-hipéfisis-adrenal
(HPA) (hypothalamus-pituitary-adrenal) (30, 31).

También se ha mostrado la existencia de dos receptores para el
estradiol el alfa y el beta (ERo y ERB) ambos estan abundantemente
expresados en el sistema limbico y en areas cerebrales como amig-
dala, hipotadlamo, stria terminalis, drea predptica y cortex prefron-
tal y su distribucién puede variar entre estas regiones, lo que puede
explicar los diferentes efectos del estrégeno en el cerebro (32, 33).

Las principales diferencias sexuales estructurales entre los cere-
bros masculinos y femeninos se han encontrado, los ultimos afios,
en el nicleo hipotalamico medio preéptico (MPN) y en el ntcleo
periventricular anteroventral (AVPV) del hipotdlamo, los cuales es-
tan conectados con las rutas sensoriales limbico-hipotalamicas que
modulan la conducta reproductora y, algunas de ellas, entre sistema
limbico e hipotalamo, permiten que, en la conducta sexual, interven-
gan impresiones olfativas, cuyas conexiones al hipotdlamo estan mas
desarrolladas en los organismos masculinos (34). En el ntucleo hipo-
taldmico medio preéptico (MPN) el nimero de células es mas gran-
de en los machos, contrariamente a lo que ocurre en el nicleo AVPV.
Nucleo, este ultimo, muy secretor y cuyo namero de células parece
ser mas grande en los organismos femeninos. Gorski y colaborado-
res han estudiado el mecanismo por el cual la testosterona, en eta-
pas inmaduras, provoca estas diferencias en el numero de células de
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determinados nucleos hipotalamicos, llegando a la conclusiéon que
actuia inhibiendo la apoptosis o muerte celular programada (35).

El hipotalamo juega un papel critico en coordinar la expresién de
la conducta reproductiva integrando respuestas fisiol6gicas y sugeren-
cias ambientales. La relacion fisiolégica y anatémica con la glandula
hipéfisis es un medio efectivo para coordinar procesos homeostaticos
a través de la regulacién neuroendocrina de secreciones hormonales.
Pero el hipotalamo también tiene conexiones fuertes con la regién lim-
bica, hipocampo y amigdala, por ello puede coordinar respuestas neu-
roendocrinas con sugestiones sensoriales que regulan las motivacio-
nes de la conducta sexual.

Actualmente la region mas estudiada ha sido el area predptica,
y se comienzan a conocer las pautas que siguen estas coordinacio-
nes hipotalamicas, pero indudablemente estamos atn al comienzo
de conocer todos estos dimorfismos sexuales cerebrales, que en el
futuro redundaran, sin duda, en una mejor comprensién de dimor-
fismos psicolégicos y diferencias de conducta en ambos sexos.

Hasta épocas muy recientes no se ha tenido conciencia, ni ha
interesado a los investigadores basicos, en investigaciones precli-
nicas, estudiar el dimorfismo sexual cerebral, pero actualmente por
el estudio de dicho dimorfismo ante situaciones de estrés, parece
claro que ello sera muy necesario en el futuro para tratar depresio-
nes, ya que muchas veces se aplican terapéuticas estudiadas y estan-
darizadas para cerebros masculinos v/a, organismos femeninos, los
cuales responden al estrés por mecanismos diferentes (30).

Esta estructuracién neuronal que se realiza en el cerebro, a través
de las hormonas esteroides durante el periodo fetal y de forma irre-
versible para el adulto, es la que permite al hipotdlamo poder integrar
informacién del ambiente externo con sugerencias internas que refle-
jen el estado fisiologico de los organismos. Y ello es imprescindible
para elaborar respuestas adaptativas neuroendocrinas y de conducta
para la supervivencia de los organismos. Pero dicha coordinacién ce-
rebral hipotalamica es absolutamente imprescindible para los pro-
cesos reproductivos. Para la propagaciéon de la especie la conducta
sexual debera producirse en situacion fisiol6gica adecuada en los or-
ganismos de ambos sexos. En situaciéon neuroendocrina propicia en
ambos sexos. Debera producirse la conducta sexual paralelamente a
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las secreciones neuroendocrinas de la hormona hipotalamica gonadal
LRH (luteotropin-releasing hormone), que es la que estimula en hip6-
fisis la secrecién ciclica en hembras y ténica en machos de la luteo-
tropina o LH, que rige la existencia de la menstruacién y aumenta
estrégenos en ovario para que, finalmente, se produzca la ovulacién
en las hembras, y en los machos se estimule la secrecién de testoste-
rona en las células Leydig del testiculo y la espermatogénesis.

Por ultimo, estas investigaciones acerca de la importancia de la
interaccion, en periodos de inmadurez, entre la testosterona de los tes-
ticulos fetales y el cerebro, configurando la conducta sexual y secre-
ciones neuroendocrinas, cualquiera que sea la dotacién sexual genéti-
ca de los embriones, son la base cientifica que explica las anomalias
estructurales que pueden producirse cuando dichos procesos diferen-
ciadores se producen mal en etapas fetales. Ello, finalmente, lleva a
los organismos a que el sexo legal, establecido al nacimiento, no sea
la identidad sexual que siente un organismo en su etapa adulta, por-
que sus estructuras cerebrales hipotalamicas no se configuraron ade-
cuadamente a la dotacién genética sexual que heredaron (Figura 4).

SEED GEMETICD

PRINCIPALES ETAPAS DE LA DIFERENCIACI ON
SEXUAL NORMAL

Figura 4. El no cumplimiento de la diferenciacién normal de canales inter-
nos o de diferenciaciéon cerebral sexual, imposible de detectar por observacion
al nacimiento, es lo que explica la no coincidencia, en ocasiones, entre el sexo legal
establecido al nacer y la identidad sexual sentida por el individuo en periodo
adulto. Figura modificada de cita bibliografica (7).
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3. EL FACTOR DE JOST

Cuando hablamos de la etapa de diferenciacién del sexo fenotipi-
co, en la cual se produce la diferenciacién de los canales internos y de
los 6rganos genitales externos, ya anunciamos que las investigaciones
del Profesor Jost en Paris, a partir de los anos 1947-50 (6, 36) habian
venido a aclarar muchas cuestiones en dicha etapa. Deciamos que los
embriones masculinos, para la diferenciacién del canal de Wolff en
epididimo, vasos deferentes y vesiculas seminales, necesitan la presen-
cia de la testosterona proveniente de los testiculos fetales, secretada
por sus células de Leydig. Por ello, en los embriones hembra, aunque
en su etapa de «génada indiferenciada» existe como en los embriones
masculinos el canal de Miiller y el canal de Wolff, el canal de Wolff
involuciona por carecer de la presencia de testosterona. Sin embargo,
el canal de Miiller en embriones femeninos, de forma esponténea, da
lugar al ttero, tubos de Falopio y parte superior de la vagina. En la
ausencia de testosterona, sin embargo, dicho canal involuciona en los
embriones masculinos. Siempre se pensé, en el pasado, que la involu-
cién del canal de Miiller no parecia ser, solamente, una consecuencia
de la presencia de testosterona, pero se desconocia la causa rectora
de la involucion del canal de Miiller en la diferenciacién fenotipica de
los embriones masculinos.

3.1. Experimentos de Jost: su importancia

Las experiencias fundamentales del Profesor Jost sobre dicho
tema se pueden resumir en tres grupos y se realizaron en feto de
conejo:

1. Comprobé que la castracién de fetos masculinos o femeni-
nos, en etapas tempranas de la gestacién, tiene como conse-
cuencia la desaparicién de los canales de Wolff en ambos
sexos, sin embargo, igualmente en ambos, los canales de
Miiller persisten.

2. Implanté un cristal de testosterona unilateralmente en un
feto masculino, previamente castrado, y observé que el canal
de Wolff del mismo lado se desarrolla pero, ademas, persis-
tian los canales de Miiller de ambos lados.
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3. Trasplanté un testiculo, en fetos masculinos, previamente cas-
trados, en la cavidad abdominal de un lado, y ello produjo
el desarrollo del canal de Wolff y la regresién del canal de
Miiller del mismo lado del injerto. En el lado opuesto, no
injertado con testiculo, encontraba una persistencia del canal
de Miiller mientras podia o no desarrollarse el canal de Wolff
de dicho lado no injertado.

Las conclusiones que se desprenden de sus trabajos muestran
que el testiculo produce un andrégeno, la testosterona, en los fetos
masculinos, la cual es imprescindible para el desarrollo de los cana-
les de Wolff y un factor que llamé «hormone inhibitrice» [Miillerian
inhibiting factor para los anglosajones (MIF)], que parece ser la cau-
sante de la regresion de los canales de Miiller en los fetos masculi-
nos. También deduce de sus trabajos que los ovarios, existan o no,
no parecen ejercer ningun estimulo, ni regresién, en periodo fetal, ni
sobre los canales de Wolff ni de Miiller.

Ademas, estos trabajos muestran que son la testosterona y la MIF
los que actaan, respectivamente, sobre el desarrollo de sendos cana-
les Wolff y Miiller con una acciéon local.

En sus publicaciones inglesas (36), Jost llamé a la hormona descu-
bierta «Miillerian inhibitor», pero actualmente es conocida, ademas
de cémo MIF, inhibiting-substance (MIS) o con un término mas am-
plio anti-miillerian hormone (AMH), como ya se ha mencionado.

Las investigaciones del Profesor Jost han constituido realmente
la base de la compresion del desarrollo del fenotipo masculino. En
escritos de 1988 el mismo Jost, sin duda uno de los padres de la
endocrinologia fetal, nos dice, en transcripcién hecha por sus disci-
pulos N. Josso, B. Vigier (37):

«Desde un punto de vista biolégico era un desafio que los andrége-
nos producian una muy parcial masculinizacion del feto. Ellos, los an-
drégenos, no duplicaban la condicion “freematin” encontrada en el ga-
nado. Era especialmente intrigante que uno no obtiene la desaparicion
de los canales Miillerian (femeninos) en animales tratados con andrége-
nos. Yo decidi abordar esta cuestion de un modo no ortodoxo e investi-
gar la actividad endocrina —si habia alguna— de las gonadas del feto,
utilizando cirugia sobre el feto intratitero. Esto no habia sido hecho pre-
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viamente, y el primer éxito no fue obtenido hasta duros meses de tra-
bajo, ario y medio después. Costé tan largo tiempo no solamente porque
en aquel momento era dificil encontrar suficientes conejos para inves-
tigar, sino también, porque yo tenia poca experiencia en cirugia refina-
da. Fue encontrado que cualquiera que fuera el sexo genético de los fe-
tos, el tracto genital se convierte en femenino en la ausencia de génadas.
El testiculo fetal es el diferenciador sexual: impone masculinidad contra
un programa inherente del cuerpo. Los testiculos producen un factor el
cual inhibe los conductos miillerian femeninos y los andrégenos que
masculinizan el tracto genital. El esquema, el cual explicaba las anor-
malidades sexuales humanas, fue primero publicado en 1950 (Jost,
1950) (36) y mds tarde enriquecido por importantes descubrimientos
hechos por otros, pero las bases del concepto expuesto permanecen».

La condicién «freemartin», encontrada en el ganado, y aludida por
Jost anteriormente, fue reportada y descrita por Lillie ya en 1916 (38),
en los terneros. Un freemartin es el producto masculinizado del ge-
melo femenino en una pareja heterosexual de gemelos, los cuales com-
parten una placenta por anastomosis placental. El gemelo hembra
estda masculinizado en conducta y tiene ovarios no funcionales y por
tanto es infértil. Este fenémeno fue clasificado durante tiempo como
un ejemplo de quimerismo inmunolégico y ha sido biol6gicamente
importante para la comprensién de los procesos reproductivos. La
hembra de este par de gemelos muestra regresién de los conductos
miillerian, estd masculinizada externamente y, por supuesto, es infér-
til. Hoy sabemos que, presumiblemente, ello es debido a los factores
solubles producidos por los testiculos fetales del gemelo macho que
a través de su placenta anastomosada pasan al gemelo femenino. Y
ahora conocemos que estos factores son la MIS y la testosterona.

En sus experimentos Jost us6 fragmentos de testiculos embriona-
rios que implanté en embriones femeninos de conejo, antes del tiem-
po de diferenciacién sexual de dichos embriones femeninos, y encon-
tré, como en el ternero freemartin, que estos embriones femeninos
estaban masculinizados externamente y, por ello, mostraban estimu-
lacién en el canal de Wolff para la diferenciacién masculina y tam-
bién, a la vez, regresion en los conductos miillerian. Pero cuando él
reemplazé los testiculos por pellets de testosterona encontré que el
embrion femenino se masculinizaba, aunque no presentaba regresion
de los conductos miillerian. Fueron estos experimentos los que le in-
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citaron a proponer la existencia de la hormona antimiillerian (AMH)
o MIS secretada por los testiculos fetales como la testosterona (36).

Estas interesantes conclusiones, y haber descubierto la existencia
del MIS secretado por los testiculos fetales, le permitieron dar expli-
cacion, jamas hasta entonces lograda, a los diferentes fenotipos ané-
malos encontrados en pacientes con anormalidades intersexuales. Por
ejemplo, anormalidades en los genitales externos femeninos por tener
hiperplasias adrenales, con produccién de excesiva testosterona de
origen adrenal, lo cual, sin embargo, no afecta al desarrollo de los
conductos miillerian de forma normal, o sindromes de insensibilidad
a los andrégenos, lo que provoca, en embriones genéticamente mas-
culinos, feminizacion testicular. Aunque, a pesar de su feminizacién,
sus testiculos contintian produciendo MIS de forma normal, con lo
cual existe una buena regresiéon de los conductos miillerian en dichos
pacientes (39).

Jost realizé sus experimentos durante la II Guerra Mundial, y
por la escasez de animales de laboratorio, utilizaba conejos salva-
jes del Bois de Boulogne, esos animales eran muy fuertes, por ello
cuando se trataron de repetir los experimentos en conejos blancos
de Nueva Zelanda de laboratorio, los abortos, después de la cirugia,
eran muy frecuentes y la repeticién de sus experimentos dificil. Pero,
en 1969 (40) Regine Picon, en el laboratorio de Jost, desarrollé6 un
ensayo de cultivo de 6rganos in vitro, que permite co-cultivar los
conductos urogenitales agonadales, no diferenciados, del embrién
de rata con testiculos fetales, y se pudo comprobar la regresion del
canal de Miiller en los primeros. El ensayo de Regine Picon, falleci-
da en septiembre de 2008, fue decisivo para estas investigaciones.
En 1972 lo tnico que realmente se sabia del MIS, u hormona an-
ti-miillerian (AMH), era que se trataba de otra secreciéon de los tes-
ticulos fetales diferente a la testosterona, por ello, el ensayo in vitro
de Regine Picon fue decisivo para progresar en su conocimiento.

3.2. Lugar de secrecion de MIS, naturaleza y estructura
El MIS se secreta en las células de Sertoli de los testiculos fetales.
La primera evidencia de ello se debe a Nathalie Josso (41), discipula

de Jost, que separé los tubos seminiferos de las células intersticiales
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del testiculo fetal y las cultivé, separadamente ambas, in vitro junto
a los conductos miillerian agonadales, o no diferenciados, de rata
fetal de catorce dias de gestaciéon. Encontré que solamente los tubos
seminiferos producian la regresién de los conductos miillerian, aun
en el caso de que tuvieran éstos pocas células germinales (42). Tam-
bién N. Josso encontré que los conductos miillerian de rata fetal
agondales, o no diferenciados, respondian al MIS de cualquier espe-
cie de animal que se utilizara (37). Y por ello fue elegido el testiculo
de las vacas para la extraccién y purificaciéon del AMH o MIS debido
a su gran tamarfio. El bovino MIS o AMH es una macromolécula no
dializable. Es una glicoproteina. Fue purificada por inmunocroma-
tografia con un anticuerpo monoclonal (43). Actualmente se utilizan
técnicas de ADN recombinante para la producciéon de MIS (37). La
hormona anti-miillerian (AMH) también es secretada en las células
granulosas del ovario, y se encuentra en los ovarios y en el fluido
folicular de muchas especies (9, 10). En contraste a la pauta de se-
crecion generalizada que tiene en las células de Sertoli de los tes-
ticulos, MIS esta claramente localizada en las células granulosas de
los foliculos preantrales y antrales nunca en otras etapas foliculares,
ni en el cuerpo luteo, y en humano aunque se expresa en ovario a
las 32 semanas de gestacion, no es valorable antes del nacimiento.
En la rata aparece al tercer dia postnatal (44, 45). O sea, que en el
ovario ambas cosas, la expresién de MIS o su inmunoreactividad,
son dependientes del grado de maduracién folicular mas que de la
edad del animal (37). Pero cualquiera que sea el grado de madura-
ciéon folicular, o la edad del animal, la produccién de AMH por las
células granulosas es baja comparada con la produccion en las cé-
lulas de Sertoli inmaduras del testiculo. Sin embargo, medida la ac-
tividad anti-miillerian de ambas secreciones, a igualdad de concen-
traciéon, una vez purificada la hormona procedente de testiculos o
de ovarios, tienen la misma actividad y el lugar donde se inicia la
transcripcion es el mismo en ambos tejidos, sugiriendo igual promo-
tor en testiculos y ovario (37).

Aparte del ensayo in vitro de Picon, ya mencionado, actualmen-
te se mide su produccién por inmunocitoquimica y tambien por
un inmunoensayo enzimatico llamado ELISA (enzyme-linked im-
munoassay). Se han establecido ya los anticuerpos monoclonal y po-
liclonal de MIS y actualmente se utilizan para analisis de Western
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blot, inmunohistoquimica y para el especifico y sensitivo ELISA (9).
En humano, en los fetos masculinos, la secrecién de AMH se encuen-
tra alta en plasma en mitad de la gestacién y cerca del nacimiento,
pero en fetos femeninos nunca se encuentra. Lo cual muestra su pa-
pel masculinizador para la diferenciacion sexual en los fetos machos.

Evidentemente, la pauta cronolégica de la expresion de AMH es
muy importante para una diferenciacion sexual normal en embrio-
nes masculinos y femeninos. En los primeros debe estar presente
antes que los conductos miillerian pierdan su capacidad de respuesta
a ella y, por tanto, no puedan involucionar, y ello sucede antes de las
ocho semanas post-coito en humano, y antes de los quince dias post-
coito en rata. Por otro lado, en los embriones genéticamente hembras,
es necesario que no esté presente en periodo fetal, de otra forma los
organos reproductivos femeninos serian destruidos, por involucién
de los conductos de Miiller (46). Establecida esta pauta cronolégica,
necesaria para la diferenciacién sexual normal, en ambos sexos, se
puede deducir como la existencia de esta hormona ha venido a expli-
car muchas de las anomalias de diferenciacién sexual denunciadas por
la clinica.

El MIS maduro experimenta glicoxilacién y dimerizacién y se
secreta como un dimero de 140 kilodaltons (kDa) de tamano de dos
idénticas subunidades unidas a bisulfitos (10). Una mas profunda
proteolisis lleva la molécula a los fragmentos, 57 kDa N-terminal y
al C-terminal de 12,5 kDa, de los cuales este ultimo es el activo.

Estructuralmente, la hormona anti-miillerian es un miembro de
una gran familia multigénica de glicoproteinas envueltas en la regu-
lacion del crecimiento y diferenciacion celular (47, 48) y, por tanto,
una familia sumamente interesante en los estudios de prevencién
de las neoplasias. Por ello, en los tultimos afios, esta siendo la AMH
muy estudiada. Esta familia de glicoproteinas, ademas de la AMH,
comprende: la TGFB (factor de crecimiento transformante B) (49), la
inhibina, la activina, el Xenopus Vg-1, la Drosophila decapentaplegia
complex, el factor de la morfogénesis 6sea (BMPs) y por ultimo los
factores de crecimiento y diferenciacién (GDFs). Todos ellos tienen
una homologia C-terminal. Y, ademas, alrededor de siete residuos de
cistefina altamente conservados (47). Muchas de estas proteinas son
producidas como precursores diméricos, que, para su activacion ex-
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perimentan procesos similares post-translacionales, los cuales requie-
ren rotura y disociacién para secretar C-fragmentos terminales con
unién de disulfitos bioactivos (9).

Las AMH o MIS son muy conservadas a través de las especies ani-
males. Son sintetizadas con 553 aminoacidos precursores en la rata
y 575 en las vacas. A través de las especies, MIS tiene 11 a 12 cis-
teinas, de las cuales siete estan en el dominio C-terminal. El dominio
C-terminal tiene la homologia mas fuerte entre especies con 108 de
los 112 dltimos aminoécidos conservados entre vacas y humanos y 104
de los 112 conservados entre rata y humano.

El DNA genémico y complementario de MIS ha sido clonado en
humano, bévidos, rata y ratén (9, 10). Los genes de MIS, a través de
las especies, tienen similares estructuras intrén/exén. En bovi-
dos, humanos y ratas, los genes en las regiones que codifican tienen
65-80% de sus nucle6tidos homoélogos y de 70-75% de homologia en
la regién del promotor. El gen humano de MIS ha sido situado en el
cromosoma 19 y el de ratén en el cromosoma 10 (10).

En contraste con los otros miembros de la familia TGF, en los
cuales el polipéptido activo debe ser obtenido por rotura a partir de
grandes moléculas precursores, en la hormona anti-miillerian (AMH),
la completa molécula, en toda su longitud, es activa en el cultivo de
organos (37).

El TGFp es un regulador bipotencial del crecimiento celular el cual
inhibe el crecimiento normal de células epiteliales normales o malig-
nizadas, sin embargo, estimula la proliferacion del tejido conectivo.
Por ello sus efectos son mas ubicuos y los procesos translacionales
mas dificiles de seguir mientras en la AMH sus acciones son mas di-
rigidas a estructuras gonadales y por ello esta sirviendo su estudio
para comprender los procesos moleculares de secrecion de esta fami-
lia de glicoproteinas tan interesante para establecer estrategias tera-
péuticas de procesos neoplasicos.

3.3. Control hormonal

El control hormonal de la MIS ha sido estudiado en modelos ani-
males y en sistemas de cultivo de tejidos. Testiculos de ratas recién

445



ANA M.* PascuAL-LEONE PascuaL

nacidas, tratados con antisuero de la hormona hipotalamica gonadal
LHRH tienen una mayor bioactividad de MIS que los testiculos trata-
dos, solamente, con vehiculo del ensayo (50), y el tratamiento de los
recién nacidos, cinco dias después del nacimiento, con hormona pi-
tuitaria FSH revertian dicha accién. Sin embargo, la hormona placen-
taria gonadotropina coriénica (hCG) no tenia efecto (51). Parece que
existe un papel en la regulacién de MIS a través del axis gonadal (51).
Y otros datos confirman la inhibicién de MIS por FSH, pareciendo
que dicha modulacién es mediada por via transcripcional (52). Por
otra parte, la testosterona y hormona placentaria hCG (gonadotropi-
na coriénica) y el LH (luteotropina pituitaria), en contraste con FSH
(hormona pituitaria folicular) regulan el MIS post-translacionalmen-
te, ya que aceleran el proceso de rotura de MIS en los fragmentos N y
C-terminales (52).

En cultivo de células de Sertoli o de testiculos tratados con FSH
se encuentra un aumento de AMP (adenosin-monofosfato) ciclico
pero, en cultivos, ni la gonadotropina coriénica (hCG) ni el FSH
tenian efecto sobre la expresién de mRNA (4cido ribonucleico mensa-
jero) de MIS. No obstante, en cultivo de células granulosas de ovario,
fue inducido mRNA de MIS, por AMP ciclico y por gonadotropina co-
riénica, pero no por FSH, insulina o progesterona (53). Estas expe-
riencias siguen en curso para poder establecer la modulacién hormo-
nal de la expresion de mRNA de MIS por dichas hormonas.

En los dltimos tiempos otra cuestiéon que ha llamado la atencién
cientifica es la inversa correlacién que existe entre los niveles plas-
maticos postnatales, en los machos, de testosterona y de MIS, en di-
ferentes etapas postnatales. Ello, intuitivamente, parece indicar una
regulacion andrégena de la expresién de MIS o bien de los equili-
brios de testosterona por MIS o ambos. Si que hay una regulacién
de la testosterona por MIS en las células de Leydig y actualmen-
te parece que los bajos niveles de testosterona o alteraciones de los
equilibrios de su expresion modifican la expresiéon de MIS. Sin em-
bargo, hay que decir que en este momento la regulacién hormonal
de MIS es un mecanismo intrincado que no esta establecido a pesar
de la mucha investigacion realizada al respecto (9). Y dicho cono-
cimiento seria util para poder restaurar la expresiéon de MIS en
ovarios en edades avanzadas, como terapéutica para la curaciéon de
canceres postmenopausicos femeninos (9).
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3.4. Receptores

El estudio de los mecanismos moleculares implicados en la trans-
duccién de senial de MIS ha ido en paralelo, aunque con un progreso
mas lento al estudio de los de la familia del TGFp (54). La transduccién
de seniales de los miembros de esta familia es un proceso complejo hoy
bastante establecido que trataremos de resumir a continuacion.

La transduccién de senales por los miembros de la familia de TGFp
de homodimeros de glicoproteinas ocurre en una secuencia de acon-
tecimientos caracteristica que se inicia con la unién del ligando a un
complejo heteromérico de serina/treonina quinasas transmembra-
nares, terminando con la fosforilacién del receptor tipo I (también
llamado activin-receptor like kinase, ALK) por el receptor tipo II. Las
rutas de transduccién de senales utilizadas por la familia de TGFp pre-
sentan dos opciones, una la que utiliza el TGFB y el grupo de tipo
activina de receptores tipo I (ALK-1, 4 y 5) y otra la utilizada por el
grupo de proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) y factores de cre-
cimiento y diferenciacién (GDF) como las ALK-2, 3 y 6. Dentro de
la familia, la especificidad viene determinada por el receptor tipo 1II,
que une al ligando cooperativamente con el receptor tipo I en el caso
de BMP/GDF, o bien recluta para el complejo al receptor tipo I apro-
piado en el caso de TGFp/activina. El receptor tipo II activado por el
ligando fosforila al receptor tipo I, lo cual, a su vez, activa asi su acti-
vidad quinasa latente para la consiguiente iniciacién de la via intrace-
lular de las proteinas Smad, que normalmente se translocan al nicleo
para activar la expresién génica (55).

Existen tres clases de proteinas Smad, las reguladas por recepto-
res R-Smads (Smads inhibidoras), y la Smad comtn (Smad 4) (55).
Las R-Smads 2 y 3 son fosforiladas por los receptores tipo I TGFf/ac-
tivin (ALK-4 y 5), mientras que las R-Smads 1, 5 y 8 son fosforiladas
por los receptores tipo I BMP/GDF (ALK 2, 3y 6). Una vez fosforila-
das las Smad se dimerizan con la Smad 4 comun para formar comple-
jos heteroméricos que se translocan al nicleo y ejercen sus respectivas
funciones por su union al elemento de respuesta a Smad (CAGAC).
Bien uniéndose en solitario con una baja especificidad o formando un
supercomplejo con cofactores que modulan la expresién génica de
forma especifica para cada ligando, como ocurre con la proteina liga-
dora del elemento de respuesta al AMP ciclico (CREB) (56).
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3.4.1. Receptor de MIS tipo 11

El ARN mensajero del receptor de MIS tipo II fue localizado por
primera vez por hibridacién in situ en el conducto de Miiller en el
momento en que estaba efectudndose su regresion. Las células de
Sertoli en el macho, y las células granulosas en la hembra rodean a
las células germinales y producen MIS, la expresién del ligando y el
receptor por la misma célula sugiere una actividad autocrina que se
da en el periodo fetal en la génada del macho y, en periodo postnatal
en la génada de ambos. En los testiculos perinatales no hay una gran
expresion, siendo elevada solamente en el periodo embrionario y
postpuberal (57). Dado que el ratéon hembra knock-out homocigo-
to del receptor tipo II del MIS presenta una fertilidad y fecundidad
normales, parece que el MIS no se requiere para la implantaciéon del
blastocisto ni para el desarrollo fetal o embrionario.

Parece que el tnico factor de transcripcién esencial para la expre-
sion del receptor tipo IT de MIS es el SF-1 (58). La regién del promo-
tor del gen que expresa el receptor tipo II contiene dos sitios de unién
del SF-1 que funcionan independientemente. Incluso se ha descrito
que la unién simultanea de ligando a ambos sitios SF-1 daria como
resultado una inhibicién de la expresién.

La eliminacién homocigética de Wnt-7, un miembro de la familia
de proteinas Wg/Wnt, que determinan el destino y polaridad celular
y la conformacién en etapas tempranas, produce la pérdida de la
expresion del receptor tipo II de MIS en el conducto Miiller (59).
Estos ratones, sin dichas proteinas, fueron estériles porque los con-
ductos de Miiller, que no han desaparecido, bloquean el paso del
esperma en machos y alteran la diferenciacién de los oviductos y el
utero en hembras.

3.4.2. Receptor tipo I del MIS

Aunque se han clonado varios receptores tipo I de la familia TGF,
la identidad del receptor tipo I del MIS esta todavia siendo objeto de
estudio. La localizacién del ARN mensajero de ALK2 en el mesénqui-
ma que rodea el conducto de Miiller embrionario en el momento de
su regresion le convierte en un potencial candidato (9). La utilizacién
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de oligonucleétidos antisentido de la secuencia que codifica el ALK2
bloqueé de forma especifica la regresion del conducto de Miiller (60).
También la localizaciéon del ARN mensajero de ALK2 con el receptor
tipo II del MIS en el mesénquima que rodea el conducto de Miller
apoya la identidad de ALK2 como receptor tipo I del MIS (60).

Existen evidencias recientes que indican que Smad 1, 5 y 8 que
transducen sefnales para varios ligandos de BMP/GDF transducen,
también, sefiales para el MIS (60). Es muy probable que las proteinas
Smad reguladas por el receptor de MIS formen parte de la ruta BMP/
GDF, pero también es posible que la eleccién de una Smad determi-
nada sea especifica de cada tejido o célula. Por todo ello, seria muy
interesante conocer la ruta de transduccién de la sefial del MIS en
cada tejido y en distintas situaciones, como desarrollo y tumorigéne-
sis, con el objeto de buscar posibles agentes potenciadores o inhibido-
res de MIS los cuales tendrian potencial terapéutico.

Como se ve por este resumen, el tnico receptor de MIS hallado
es el II, pero no cabe duda de que el estudio molecular de la trans-
duccién de sefiales de esta hormona aportara un interesante conoci-
miento a la compleja sefializacién de esta familia.

3.5. Acciones de la hormona anti-miillerian (AMH) o MIS
y su utilidad actual en clinica

La principal acciéon de AMH o MIS es, por supuesto, la regresion,
en los embriones masculinos de los conductos miillerian. En la rata
pre-células de Sertoli, en las génadas indiferenciadas, se concentran
alrededor de células germinales y forman cordones seminiferos, en
el dia 13 postcoito. Por la tarde del 13, y antes de ser detectada la
testosterona en las células de Leyding, mRNA de MIS y proteina son
detectadas en las inmaduras células de Sertoli (6, 9). Por el dia 15
postcoito en la rata, la actividad hialuronidasa aumenta y los cons-
tituyentes de la matriz extracelular, tales como fibronectina, empie-
zan a desaparecer alrededor del mesenquima. Es asi como comienza
la disolucién de los conductos Miillerian (61) (Figura 5).
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ACCIONES DE AMH

1) Regresion del canal Millerian en los embriones macho

Z) Inhibicién de la actividad “aromatasa” en ovarios y
testiculos

3) Accion sobre células germinales de ovario y testiculo
(células granulosas de ovario y de Sertoli en testiculo)

4) Accidn sobre la maduracion del pulmoén y descenso de
los testiculos

ACCIONES ACTUALMENTE EN ESTUDIO

1) Acciones sobre la célula cancerosa

2) Acciones de AMH en periodo adulto

Figura 5.

Sobre el dia 17 postcoito los conductos miillerian han desapa-
recido y solamente permanecen células mesenquimatosas. Esta cro-
nologia en el tiempo de apariciéon de esta hormona existe, antes
o después, segiin que sean especies mas precoces en desarrollo o
menos, pero en todas las especies existe un momento de aparicién
del MIS, que es precisamente el comienzo de la diferenciacion sexual
en los machos. Por eso se dice que dicha hormona actia como un
marcador biolégico de la diferenciacién sexual, del mismo modo
que tiene un periodo de accién, pasado el cual, no habria regresién
de conductos miillerian porque serian insensibles a ella. De aqui una
de las causas de las anomalias morfolégicas posibles en los embrio-
nes masculinos (10).

3.5.1. Accidn sobre actividad «aromatasa», maduracon de células
germinales y morfogénesis

De todo lo expuesto se deduce que la AMH esta producida exclu-
sivamente por células somaticas gonadales en ambos sexos, sin em-
bargo, existen grandes diferencias de secrecién en ellos. Las células
inmaduras de Sertoli sintetizan grandes cantidades de AMH que se
acumula en el reticulo endopldasmico rugoso, en los embriones mas-
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culinos vy, sin embargo, las células granulosas del ovario sintetizan la
hormona de forma medible solamente después del nacimiento en el
organismo femenino y siempre en pequenas cantidades. No obstante
se ha observado expresién de MIS en ovarios humanos de 32 semanas
de gestacién y en rata a los tres dias postnatal (9).

Actualmente se han estudiado in vitro las acciones que ejerce en el
ovario fetal la secrecion de AMH. Se ha visto que cuando es anadida
en cantidades altas la AMH, por una parte, inhibe el nimero de célu-
las germinales del ovario y, ademas, histolégicamente, van diferen-
ciandose los ovarios, apareciendo estructuras masculinizadas con
cierto parecido a células de Sertoli de los testiculos masculinos. Por
otra parte, se ha medido en los medios de cultivos de ovario, en los
que se anade, o no, AMH, la testosterona y el estradiol por radioinmu-
noensayo, asi como la actividad enzimética «aromatasa», la cual es un
miembro de la superfamilia del citocromo 450, que transforma la tes-
tosterona con 19 carbonos en estradiol con 18 carbonos (Figura 6).

CULTIVOS DE OVARIO: NIVELES DE TESTOSTERONA,
ESTRADIOL ¥ ACTIVIDAD AROMATASA

PrrialiganadiTIhe
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i (8 (m 4]
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Figura 6. En cultivo de ovarios se mide la testosterona, el estradiol y la
actividad enzimatica «<aromatasa» antes y después de afiadir AMH. Se encuen-
tra un paralelismo entre la disminucién de dicha actividad enzimatica y la dismi-
nucién de estradiol. El AMH de las células granulosas del ovario, en exceso, dis-
minuye la actividad aromatasa e impide el paso de testosterona a estradiol en el
ovario. Esa alteracion de la esteroidogénesis ovarica por aumento de AMH, viriliza
los ovarios por exceso de testosterona. Figura modificada de cita bibliografica (37).
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Y se ha visto que la testosterona aumenta en los ovarios cultivados
con AMH, y disminuye el estradiol que secretan los ovarios de forma
paralela al descenso de la actividad aromatasa. La disminucién de
actividad aromatasa en los cultivos de ovarios se ha utilizado, tam-
bién, para medir la actividad AMH (37). Por tanto, la habilidad de MIS
para cambiar la secrecién de los ovarios inmaduros, fetales, por inhi-
bicién de la aromatasa, impide la normal esteroidogenesis ovarica y
el paso de testosterona a estradiol (Figura 3), lo que explica la viriliza-
cién que se produce con la aparicién de tubos seminiferos por accién
de la MIS, ya que es debido, realmente, a la testosterona ovarica acu-
mulada. Ello explica, también, la virilizacién del «freemartin» en los
bévidos, porque ese gemelo hembra recibe a través de la placenta,
cuando tiene ovarios inmaduros, tasas altas de MIS y de testosterona
de su gemelo masculino. Mostrando todo ello que los niveles adecua-
dos de MIS son importantes, también para la normal esteroidogéne-
sis ovarica. Recientemente, se estan realizando estudios que muestran
la utilidad de las acciones en ovario de la AMH para utilizar su dosi-
ficacién como marcador en ovarios poliquisticos o de la funcién ova-
rica en otras patologias (62, 63).

Expresién del receptor II de AMH ha sido encontrado en las
células de Sertoli (9). Pero, ademas, como continta, después de la
inhibicién del canal de Miiller, produciéndose en los testiculos a lo
largo de la gestacién, Jost ya sugirié un papel de esta hormona sobre
las células de Sertoli inmaduras y en plena formacién. Experimen-
tos posteriores mostraron, efectivamente, en las células de Sertoli,
una accién de la MIS sobre el control de maduracién de las células
germinales.

También se ha encontrado una accién de MIS, de forma indepen-
diente de cAMP, sobre la meiosis de los ovocitos de rata, producien-
do una inhibicién que puede ser revertida por anticuerpo anti-MIS
y por EGF (factor de crecimiento epidérmico) (64), lo cual muestra
la especificidad de la accién. Estos encuentros sobre el control de
MIS sobre la maduraciéon de células germinales en ambos, machos
y hembras, podrian, en el futuro, ser aplicables como anticoncepti-
vo, con menor riesgo que los actuales.

De otros efectos de MIS, por exceso o defecto de la hormona,
hablaremos al exponer las investigaciones con animales transgénicos
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y en los que no expresan MIS (animales knock-outs). Pero de cual-
quier forma, estos resultados ilustran el critico papel que MIS puede
tener en la morfogénesis gonadal, lo cual puede afectar, secundaria-
mente, a la diferenciacion de los genitales externos.

3.5.2. Accion sobre la maduracion del pulmon y descenso
de los testiculos

En humano, el sindrome de fallo respiratorio del recién nacido, el
cual es secundario a inmadurez pulmonar por deficiencia de surfac-
tante, ocurre mas frecuentemente en machos que en hembras (65).
Los andrégenos inhiben la sintesis de fosfatidilcolina, el cual es un
fundamental componente del surfactante pulmonar (65). Como MIS
tiene niveles altos en el feto en la ultima parte de la maduracién del
pulmoén, en la que la testosterona desciende, se estudiaron los efectos
de MIS sobre la acumulaciéon de fosfatidilcolina. Fragmentos de pul-
mon de fetos femeninos se incuban con testiculos fetales o con ova-
rios, o bien con concentraciones de MIS. Se obtiene que tanto los frag-
mentos de testiculo fetal, o el MIS afiadido, suprimen la acumulacién
de fosfatidilcolina cuando se comparan con los pulmones incubados
con ovario o con buffer. Lo mismo se obtiene si a fetos de 19 dias se
les inyecta MIS. Se cree que el MIS actta por existir sus receptores en
el pulmoén. Y esta cuestion se sigue investigando ya que seria la causa
de la frecuencia en los neonatos masculinos de la deficiencia pulmo-
nar. Actualmente, se sugiere que serian los pulmones un facil 6rgano
para el estudio de los receptores de MIS (9, 10). Ademas, la existencia
de esos receptores han llevado al estudio de la posibilidad de utiliza-
ciéon de AMH en canceres de pulmoén (9).

Por otra parte, la primera etapa de desplazamiento de las go-
nadas hacia los rifiones ocurre muy pronto en la embriogénesis en
ambos sexos, pero, después, el movimiento transabdominal de los
testiculos, como un resultado de su crecimiento, esta bajo control de
la MIS. Si bien, posteriormente, el desplazamiento testicular ya esta
regido por andrégenos. Todo ello es muy patente en pacientes con
el llamado sindrome persistente de conductos miillerian (PMDS)
(persistent Miillerian duct syndrome), en el que se secreta normal-
mente la sustancia inhibidora de miillerian o MIS, pero estos pacien-
tes tienen resistencia a su accién por defecto del receptor de MIS o
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por mutacién del gen. En humano, este sindrome es heterogéneo,
unos pacientes tienen niveles bajos de MIS, otros normales, o bien
no, y otras veces carecen de MIS bioactivo por mutaciones en el gen
de MIS o de su receptor (10). Y todas estas anomalias conducen
a mala localizaciéon de los testiculos con alto emplazamiento. Pero
estos pacientes con testiculos abdominales, no descendidos, se ha
visto que tienen niveles anormales de MIS en plasma en diversas
etapas de su desarrollo (10).

3.5.3. MIS en el adulto

Aunque la principal actividad del MIS es provocar la regresién del
conducto miillerian en embriones machos, este factor se sigue produ-
ciendo en testiculos adultos. Los ovarios empiezan a producir bajos
niveles de MIS ya en etapas proximas al nacimiento, pero son difici-
les, realmente, de detectar antes de la pubertad y periodo adulto por-
que es, entonces, cuando estos niveles son claramente medibles. Uno
de los grandes desafios de la investigacién sobre la MIS es precisa-
mente comprender las otras funciones de ella. Y ha sido el estudio de
ratones transgénicos y knock-out de MIS lo que ha permitido sefialar
su importante papel en la esteroidogénesis y la funcién ovéarica. Ob-
servando los fenotipos de ratones manipulados para sobre-expresar o
anular MIS o su receptor II, se ha postulado un efecto paracrino del
MIS en la diferenciacién y funcionalidad de las células de Leydig. En
particular, se ha implicado a MIS en la diferenciaciéon desde células
progenitoras a células de Leydig inmaduras (66).

3.5.4. Estudios actuales sobre modelos de animales trangénicos
y knock-out del MIS

Actualmente, se han realizado ya multitud de estudios sobre ani-
males que hiperexpresan MIS, transgénicos, o que no la expresan,
knock-out, fundamentalmente en ratas y ratones. Estos estudios estan
aclarando muchas de las acciones que hemos ya descrito (Figura 7).

La sobre-expresion de MIS en ratones hembras provocé un feno-
tipo hembra con atrofia vaginal y ausencia de ttero y trompas de
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Falopio (46), confirmando in vivo que la expresién de niveles norma-
les de MIS es suficiente y necesaria para la regresion del conducto
miilleriano. Los machos que sobre-expresan MIS también presentan
anormalidades, como una escasa virilizacién externa, insuficiente
desarrollo del conducto wolffiano y falta de descenso de los testicu-
los, probablemente debido a una hipoplasia de las células de Leydig
desencadenada por una exacerbada esteroidogénesis (46).

La funcién de MIS y la especificidad de su receptor tipo II ha que-
dado inequivocamente demostrada con la obtencién de modelos
knock-outs para MIS (67), e independientemente, en modelos knock-
outs para el receptor tipo II (68), porque en ambos modelos se produ-
cen fenotipos idénticos con retenciéon de los conductos miillerianos.
Estos estudios han permitido revelar el papel de MIS y su receptor en
el desarrollo y diferenciacion de las células de Leydig. Produciendo la
falta de MIS en adultos hiperplasia de dichas células y tumores de las
células de Leydig que no son frecuentes.

ESTUDIO SOBRE ANIMALES
TRANSGENICOS Y KNOCK-OUT

- Exceso de AMH (transgenicos)

(Produce anormalidades en fenotipo en ambos sexos)

- Defecto de AMH (knock-out)

a) Ambos anulaci 6n de AMH o de su receptor
especifico Il retenci on de conductos  Millerian en
machos

b) Aclaran papel de AMH y receptor |l sobre células de
Leydig

Figura 7. El estudio de animales transgénicos que hiperexpresan AMH per-
mite in vivo observar las consecuencias en adulto del exceso de AMH. Los
animales knock-out, los que no expresan AMH o no expresan su receptor especifi-
co II, han permitido la observacién in vivo de la regresién del canal de Miiller
como accién especifica de la hormona AMH y, también, sus acciones reguladoras
sobre las células de Leydig.
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3.5.5. Posible accién sobre la célula cancerosa

En 1950 Hamilton y Teng (69) describieron el concepto de muerte
celular programada o apoptosis, y, después, fue descrita la regresion
de los conductos miillerian como un ejemplo clasico de apoptosis pro-
ducida, durante la organogénesis, en la remodelacién de tejidos. Este
proceso es el que se sigue, en el mundo animal, para eliminar las
membranas interdigitales en muchas especies, en la modelacion de
bracteas y en muchos otros 6rganos. Esta caracterizado por la forma-
cién intracelular de particulas ricas en lisosomas, las cuales preceden
a la fagocitosis por las células vecinas. Por el microscopio electréonico
se puede seguir la regresion de los conductos miillerian y, claramen-
te, visualizar el proceso de autofagocitosis. También se ha seguido el
proceso en estudios in vitro realizados en cultivo con fragmentos de
testiculos fetales.

Uno de las primeros fenémenos que se aprecia es la rotura de
las membranas basales, como primer signo de canales miillerian en
regresion. La fragmentacién va acompanada de desapariciéon de fi-
bronectina y separacion de células epiteliales que pasan hacia el me-
sénquima (9). Con la formacién de una transformacion epitelial-
mesenquimal que se incorpora en el mesonephros, el cual, finalmente
reabsorbido, también desaparece. Hay un cruzamiento entre capas
epiteliales y mesenquimaticas para que los conductos miillerian de-
saparezcan. Actualmente, esta totalmente establecido que MIS induce
apoptosis en las células epiteliales de los canales miillerian por un me-
canismo paracrino, ya que se ha encontrado el receptor II de MIS en
zonas mesenquimaticas (9). También se conoce que la parte de los
conductos miillerian que, en las hembras, se convierten en tubos de
Falopio son mas sensibles a la accién regresiva de MIS (70).

Este papel de MIS, como inhibidor del crecimiento celular, des-
pertd, en seguida, la sospecha de que quiza podria, postnatalmen-
te, continuar su accién sobre tejidos que hubieran sido originados
en los conductos miillerian, y se pensé que quiza podria, postnatal-
mente, continuar su accién sobre tejidos tumorales que hubieran
sido originados en dichos conductos. Se sugirié que se podrian su-
primir asi proliferaciones neoplasicas. Es decir, el posible uso tera-
péutico de MIS como represor de tumores. Todo ello ha estimulado,
sin duda, el estudio de esta hormona.
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Realmente, hoy se piensa que el estudio de los mecanismos res-
ponsables de la regresiéon de los conductos miillerian debe facilitar, y
ser un modelo, para encontrar terapéuticas para los tumores ovaricos.
La histologia de los conductos miillerian coincide con la hallada en
los carcinomas mas corrientes de ovario, los cistadenocarcinomas, los
cuales son llamados, frecuentemente, tumores miillerian (70).

Carcinomas epiteliales ovaricos han sido estudiados, ya que ellos,
histol6gicamente, aparecen como tejidos derivados de los conductos
miillerian. Estos tumores representan, en humano, el 95% de los car-
cinomas ovéaricos y ocurren fundamentalmente en ovarios postme-
nopausicos después que la produccién de MIS en ellos cesa.

Se han realizado muchos estudios al respecto. Ya en 1979 fue
inhibido un carcinoma humano ovarico por MIS bovino parcialmen-
te purificado (71). También se encontré la inhibicién de crecimiento
de una colonia de células procedente de un carcinoma humano por
MIS bovino (72) y, también, inhibe el MIS de bévidos distintos can-
ceres ovaricos, endometriales y de otro tipo, in vitro (9, 10). De todos
estos estudios se concluy6 que el método de purificacion de la hor-
mona anti-miillerian o MIS era muy importante para su accién in-
hibidora en los carcinomas ovaricos. Se ensayaron purificaciones de
la hormona por cromatografia de inmunoafinidad que parecia tener
un 95% de pureza después de hacer una electroforesis en gel de po-
liacrilamida. Se concluyé que la purificacién por cromatografia de
inmunoafinidad, seguida de una simple elucién acida (73) parecia
ser efectiva para inhibir una variedad de tumores ginecoldgicos in
vivo e in vitro (74). En todos estos trabajos se ha visto que es til
utilizar MIS en terapéutica de tumores sometiendo, previamente, la
molécula a proteolisis, ya que, como mencionamos anteriormente, el
fragmento C-terminal de la molécula de MIS es mas activo. Pero una
limitacién de usar el fragmento C-terminal es que in vivo es mas
inestable que la molécula entera, porque la existencia del fragmento
N-terminal da estabilidad a la molécula de MIS. Por ello parece que
un sistema 6ptimo de utilizacién de MIS in vivo seria que la rotura
y activacién molecular de MIS ocurriera en el tumor mismo. Por
esta causa se estd trabajando para encontrar la enzima proteolitica
endogena en los conductos miillerian que rompa la hormona MIS en
ellos (9, 10).
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3.5.5.1. MIS como marcador patolégico

Finalmente hay que senalar la gran utilidad actual de utilizar los
niveles plasmaticos de MIS como marcadores de tumores de ovario
juveniles y postmenopausicos. Los niveles de MIS son enormemente
elevados en plasma en mujeres con tumores en las células granulo-
sas ovaricas (75) y lo mismo sucede en los hombres con tumores que
tienen su origen en las células de Sertoli (76). Actualmente, el ensayo
enzimatico ELISA debe ser usado para detectar tumores incipientes
que luego son explorados tomograficamente o por resonancia mag-
nética. En tumores ovaricos juveniles ello es mas eficaz que utilizar
los niveles de estradiol (75).

Y, evidentemente, es muy util utilizar los niveles en plasma de
MIS para evaluar y diagnosticar pacientes con desérdenes de interse-
x0 (77), producidos por insensibilidad a los andrégenos o alteraciones
en la esteroidogénesis, particularmente, en nifios o jévenes, en los
cuales los niveles de testosterona son fluctuantes y sélo pueden ser
evaluados estimulando con gonadotropina coriénica o LH (hormona
pituitaria gonadal). La valoracién de los niveles de MIS son definiti-
vos en todos los casos de pacientes con ambigiiedad genital masculi-
na. Dada su importancia hay que sefialar que en 1999 en J. Clinical
Endocrinology and Metabolim se publicd, firmado por treinta cienti-
ficos, el estudio de 107 casos de pacientes con patologia intersexual
que utilizaron el MIS como marcador (77).

Todas estas funciones de MIS como marcador de patologias o
en la terapéutica de tumores, asi como el gran interés de su estu-
dio para llegar a comprender sus posibles aplicaciones futuras, fue-
ron denunciadas, en el 2006, en un articulo del J. Clin. Endocrinol.
Metab. (78).

4. CONCLUSIONES

De toda esta exposicién hemos de destacar que el estudio de la
diferenciaciéon sexual de mamiferos es un muy relevante ejemplo de
la interaccién de genes con factores externos, hormonas, que produ-
cen toda una programacion génica que es la causante del dimorfis-
mo sexual. Esta interaccién tiene como resultado, a nivel periférico,
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la morfogénesis de géonadas masculinas y femeninas y, también, la
diferenciaciéon del hipotdlamo a nivel cerebral. En la periferia las
génadas, sin la intervencion de las secreciones de los testiculos fe-
tales, la testosterona y la hormona anti-miillerian, los embriones
genéticamente femeninos (XX) o masculinos (XY) se desarrollarian
femeninos.

En la diferenciaciéon sexual cada etapa de diferenciacién es una
consecuencia de la anterior de forma muy dependiente y gradual. La
etapa de desarrollo del sexo genético, durante la fecundacién, con la
existencia, o no, del cromosoma Y determinara la diferenciacién del
testiculo en la etapa gonadal y, posteriormente, las secreciones de
las génadas rigen la determinacion del fenotipo con todos los carac-
teres secundarios sexuales en ambos sexos.

Todo lo enunciado por el Profesor Jost en 1947 se ha cumplido
exactamente. Después de los trabajos iniciados, fundamentalmente,
por Gorski, en 1965, conocemos, ademas, que lo mismo que sucede
en el dimorfismo gonadal por influjo de las secreciones del testiculo
fetal, también la testosterona fetal logra, a nivel cerebral, la diferen-
ciacion dimorfica del hipotalamo, en hipotdlamo femenino y mascu-
lino, y como consecuencia modifica las secreciones neuroendocrinas
y la conducta sexual. Dicho dimorfismo sexual cerebral estamos
ahora atn comenzando a descubrirlo y estudiarlo. En este dimorfis-
mo sexual cerebral se instalan diferencias de conectividad sindptica
con implicacién de neurotrasmisores todavia no conocidas en toda
su complejidad y sabemos, también, que la testosterona, o mejor el
estradiol proveniente de ella, tiene acciones estructurales en deter-
minadas zonas del cerebro, lo cual da diferencias en el volumen y
numero celular de ellas, parece ser que por inhibicién de la apopto-
sis celular, con diferencias significativas en ambos sexos (35). Tam-
bién esta claro que en periodo adulto las hormonas sexuales tienen
una accion activadora de los circuitos neuronales cerebrales que ellas
mismas son capaces de establecer, de forma irreversibles, en etapas
inmaduras.

En estas épocas tempranas las modificaciones no se limitan pues,
como se pensoé en principio, a conformaciones sutiles de tipo conec-
tividad cerebral sino a profundas conformaciones estructurales que
modifican el volumen de determinadas zonas en el cerebro. Es decir,
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en periodos inmaduros la accién de las hormonas gonadales a nivel
cerebral es de organizadoras de los circuitos neuronales que se estan
conformando. Aunque, actualmente, muchos de estos procesos cere-
brales nos son todavia desconocidos (34, 79).

Hoy, en el momento en que las finas técnicas de la biologia mo-
lecular estan permitiendo la clonacién del gen de MIS y sus recep-
tores, el descubrimiento de Jost planteado con visién estrictamente
fisiol6gica, y realizado con técnicas quirtrgicas, resulta una aporta-
cién mas sugestiva que nunca, con aplicaciones terapéuticas muy
por encima de las que él podia vislumbrar. Ademas de su papel para
aclarar patologias y anomalias de intersexualidad, con ser ya éstas
enormemente Utiles y necesarias, parece que, en este momento, es-
tamos comenzando a descubrir facetas del factor de Jost que no
sabemos atn donde nos llevaran.

En el afio 1989 el Profesor Jost vino a Madrid a un Congreso
Internacional de Bioquimica Perinatal organizado por el Doctor José
Manuel Cuezva y por mi y subvencionado por la Fundacién Ramén
Areces (80), y dio una espléndida conferencia sobre su hormona. En
el coloquio le pregunté qué mas acciones se presumia que podia
tener dicha hormona, sonriendo me dijo: «probablemente acciones
sobre las secreciones de la corteza suprarrenal» ... no he encontrado,
hasta el momento, nada realizado al respecto pero, sin embargo, son
evidentes, ahora, sus acciones en la esteroidogénesis en el ovario, en
periodo postnatal y, también, sobre las células de Leydig. El tiempo
dira si, también, las tiene sobre la esteroidogénesis de las hormonas
suprarrenales.

Para terminar, y a titulo de sugerencia: ambas secreciones testi-
culares del feto, testosterona y MIS, producen y rigen el dimorfismo
sexual gonadal, que hemos llamado periférico, pero s6lo conocemos,
hasta el momento, que la testosterona diferencia el hipotalamo, y
aunque la hormona anti-miillerian actda de forma paracrina en la
regresion de los conductos de Miiller y a pesar de ello, quiza pode-
mos preguntar, ¢encontraremos en el futuro alguna accién de AMH
en el cerebro? ¢existirdn en él sus receptores que acabamos de des-
cubrir?... Dejo la pregunta en el aire.

De cualquier forma que sea, el estudio de la hormona anti-miille-
rian nos esta, sin duda, ayudando a aclarar esa intrincada familia de
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las TGFB, absolutamente importantes en los procesos neoplésicos.
Todas estas consideraciones ponen de relieve que el decubrimiento
de la hormona anti-miillerian del Profesor Jost parece poder adqui-
rir en el futuro dimensiones insospechadas.

5. AGRADECIMIENTOS

Esta revisién se dedica a la memoria del Profesor Jost por su
Magisterio. Trabajé en su laboratorio, aproximadamente, cuatro anos,
y me considero una de sus muchos discipulos. El Profesor Jost, Ca-
tedratico de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de Paris, recibi6
en 1965 el Premio Cientifico de la Ciudad de Paris. También se le otor-
g6, finalmente, la Legion de Honor. Alfred Jost nos visité y dié una
Conferencia en esta Academia: Jost, A. (1978), «Les facteurs endocri-
niens de la croissance prénatale et néonatale», Anal. Real. Acad. Farm.,
vol. XLIV, nam. 3, pags. 561-80.

Medalla conmemorativa del homenaje ofrecido en la Sorbonne por sus disci-
pulos al Profesor Jost en Paris con motivo de su jubilacién y de su eleccién para
el Colegio de Francia. En el envés, izquierda, el busto del Profesor Jost y en el
revés, derecha, la fachada del Colegio de Francia.
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