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RESUMEN

La diferenciacion sexual en el humano es un proceso atin no totalmente dilucidado
que involucra una cascada de eventos, iniciada por la presencia y accién del factor
determinante testicular (FDT). Sin embargo, existen algunas alteraciones de Ia
diferenciacién sexual en las cuales se ha observado desarrollo testicular en ausencia del
gen determinante del sexo del cromosoma Y (SRY), como en hemmafroditas verdaderos
46 XX (HV 46XX) y en varones XX. Con base en lo anterior, se ha propuesto la
existencia de genes localizados en autosomas o ligados al cromosoma X que intervienen
en el desarmolio gonadal. Estudios lievados a cabo en ratones XX muestran que la
delecion homocigota de Wnt-4 conduce a una masculinizacién caracterizada por
presentar un fenotipo gonadal masculino, ausencia de derivados Mullerianos y
diferenciacién de los conductos Wolffianos, con lo que condluyen que el gen Wnt-4 es
esencial para el desarrolio del sistema reproductivo femenino. Ofros estudios en ratones
han demostrado que WNT-4 puede reprimir la migracion de células endoteliales y
estreoidogénicas en la génada XX en desamolio, evitando tanto la formacién de una
vasculatura especifica del macho como la produccién ectdpica de esteroides.

En este trabajo se llevé a cabo el estudio molecular en sangre periférica del gen
WNT+4 en 12 pacientes HV 46 XX y 7 pacientes con sindrome de vardn XX. Sin
embargo, no se encontraron mutaciones en el marco de lectura de los cinco exones
que constituyen al gen WNT-4 en ninguno de los pacientes analizados. Estos
hallazgos indican que la alteraciéon molecular pudiese ser secundaria a la presencia de
mutaciones en la regién promotora o las regiones intrénicas del gen, o bién que la

alteraciéon molecular se encuentre confinada en el tejido gonadal. Otra explicacion



plausible es que estas entidades patoldégicas sean secundarias a la presencia de
mutaciones en otros genes localizados en autosomas o ligados al cromosoma X que

intervienen en la cascada de la diferenciacion sexual.



INTRODUCCION

DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

La diferenciacion sexual constituye uno de los fenémenos biolégicos de mayor
trascendencia y complejidad, el cual permite la perpetuacion de las especies con
reproduccion sexual. El dimorfismo sexual es resultado de una serie de eventos que se
presentan en las etapas mas tempranas de la vida, requiriéndose un alto grado de
precision en sus mecanismos de regulacion. Este se presenta en fres etapas sucesivas:
cromosomica, gonadal y fenotipica (1). La diferenciacion cromosomica se inicia con R
fettiizadén,a!momemoenquemespmnatozoidemeposeeuncmmoéomXom
cromosoma Y fertiliza a un évulo que aporta un cromosoma X. De esta forma, se
establece el dimorfismo sexual que caracteriza a los mamiferos, en los cuales la hembra
presenta un complemento cromosomico sexual XX y el macho XY; los eventos
posteriores en la diferenciacion sexual, dependeran de la presencia de factores
determinantes de masculinizacién (1). La presencia del cromosoma Y es necesaria para
la diferenciacién testicular de la génada primitiva, independientemente del nimero de
cromosomas X presentes en el genoma (23). En la Figura 1 se puede observar la
cascada de la diferenciacion sexual (4).

En el humano, el dimorfismo sexual gonadal se inicia en la sexta semana de la
vida intrauterina (5,6). Desde el punto de vista embriolégico, la gdnada primitiva se
forma por dos tipos de células: las células somaticas de origen mesodérmico y las
células germinales primordiales (7). La génada primitiva se transformara en testiculo si
esta presente y actiia el factor determinante testicular (FDT) localizado en el cromosoma

Y; de no existir éste, la génada primitiva se diferenciara hacia ovario (8,9).
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Figura 1.- Cascada de la diferenciacién sexual masculina y femenina. T (testosterona),

DHT (dihidrotetosterona), HIM (hormona inhibidora de los Mllerianos), (Modificado de
la referencia 4).



A lo largo del tiempo se ha fratado de caracterizar al FDT por lo que se han
postulado diversas secuencias y genes que supuestamente comespondian al FDT (10-
13), no fue hasta 1990, en que Sinclair y cols. (8) identificaron al gen que induce la
diferenciacién de la génada primitiva hacia testiculo, denominandosele gen determinante
del sexo del cromosoma Y (SRY). Diversas evidencias en la literatura apoyan que el gen
SRY es el FDT (89,14-21). Sin embargo; existen algunas alteraciones de Ila
diferenciacion sexual en las cuales se ha observado desarrollo testicular en ausencia del
SRY, como en los hemmafroditas verdaderos 46, XX y en varones XX. Con base en lo
anterior, se ha propuesto la existencia de genes localizados en autosomas o ligados al
cromosoma X que intervienen en el desarrollo gonadal constituyéndose como
componentes de una cascada génica responsable de los programas de morfogénesis y
diferenciacion gonadal (4,22-34) (Figura 1).

Vainio y cols. (33), demostraron en ratones que el gen Wnt<4 es esencial para el
desarmolio del sistema reproductivo femenino y suprime el desamollo del masculino. En
ratones macho la delecion de este gen no altera la diferenciacién de los conductos
Wolffianos ni de los testiculos; por el contrario en las ratones hembra, la delecion
homocigota conduce a una masculinizacion caracterizada por fenotipo gonadal
masculino, ausencia de derivados Mullerianos y diferenciacion de los conductos
Wolffianos. Con base en estas observaciones los autores sugieren que el gen Wnt-4 es
esencial para la diferenciacion sexual femenina. Recientemente en un trabajo realizado
por Jeays-Ward y cols. (35) en ratones XX nulos para Wnt4, observan la presencia de
vasos sanguineos celémicos en el ovario los cuales son especificos de la gonada del
macho, asi ellos demuestran y concluyen que Wnt-4 es capaz de reprimir la migracion de

células endoteliales desde el mesonefros a la gonada XX evitando la formacion de
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vasculatura especifica del macho. Asimismo, este gen también evita la migracion de
células esteroidogénicas a la gonada XX en desarrollo, impidiendo asi la produccién
ectbpica de esteroides por lo que se inhibe el desarrollo del fenotipo masculino.

Las proteinas Wnt pertenecen a la gran familia de ligandos ricos en cisteinas,
secretados en forma glicosilada que controlan el desarrollo de diversos organismos, que
van desde los nematodos hasta los mamiferos. Estas proteinas actian a nivel celular
local al regular la proliferacion, morfologia, motilidad y el destino celular (36-38). Las
proteinas Wnt se unen a los receptores Frizzled, denominados de esa forma debido al
gen de la polaridad del tejido fizzled (fz) de la Drosophila. Estos receptores, estan
formados por un dominio extracelular al cual se une Wnt siete dominios
transmembranales y un dominio intracelular, por lo que forman parte de la superfamilia de
receptores con 7 dominios transmembranales (37,39). En los mamiferos existen alrededor
de 16 ligandos Wnt y 8 receptores Frizzied que regulan las diferentes respuestas
celulares (40). En los vertebrados se han identificado dos mecanismos por los cuales
actian las proteinas Wnt 1) por una activacién transcripcional que se presenta como
resultado de la mediacion de las proteinas G que modulan la concentracion intema del
calcio (39) y 2) la activacion se realiza a través de la interaccion entre la B-catenina y TCF
(factor de transcripcion especifico de linfocitos-T) (37) (Figura 2).

La proteina Wnt-4 es un miembro de la familia de proteinas Wnt que se encuentra
involucrada en la determinacion del sexo. Esta proteina actia en forma local via unién al
receptor Frizzled e interviene en la cascada de sefiales intracelulares que conducen a la

activacion transcripcional de genes huéspedes (37).
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Figura 2.-Mecanismos de transcripcion de las proteinas Wnt. La unién del ligando Wnt a
su receptor Frizzied puede tener dos mecanismos de accidn: a la izquierda ésta unién
activa a la proteina Dishevelled (Dsh) la cual a su vez inhibe la actividad de la cinasa
GSK-3p (cinasa de la glucogeno sintetasa). Debido a que GSK-3p promueve la
inestabilidad de p -catenina, la sefial Wnt incrementa los niveles de p -catenina, la cual se
trasioca al nicleo foomando un complejo con el factor de franscripcion especifico de
linfocitos T (TCF); este complejo puede activar la franscripcion de genes blanco. A la
derecha la ruta puede ser regulada mediante un mecanismo que involucra a proteinas G
modulando la concentracion de calcio (Ca 2*), (Modificado de la referencia 37).

El gen WNT-4 en el humano se localiza en el cromosoma 1, especificamente en la
banda p35 y esta formado por 5 exones; el exon 1 esta constituido por 88 pares de bases
(pb), el exdn 2 por 233 pb, el ex6n 3 por 132 pb, el exdn 4 por 143 pb y el ex6n 5 por 469
pb. Este gen codifica para una proteina de secrecion de 351 aminoacidos con un peso
molecular de 25 kDa (Figura 3). La proteina WNT-4 del humano y del ratén presentan una

homologia en su secuencia del 99.7% (34).
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Figura 3.- Localizacion cromosomica (A), estructura intrén-exén (B) y proteina WNT-4 (C),
(Modificado de la referencia 41).

La génada del ratén se diferencia a partir del dia 11 poscoito, por lo que Whi-4 se
expresa en ese momento en el mesénquima de la gbnada indiferenciada de ambos sexos
y en el mesonefros, pero esta expresion se encuentra ausente en los tubulos
mesonéfricos y en los conductos Wolffianos. Al iniciarse la diferenciacion sexo especifica
de la génada (alrededor del dia 11.5 poscoito), la expresion de Wni4 se encuentra
reguiada en forma negativa en la génada masculina, pero se mantiene en el ovario en
desanmollo. Esto indica que Wni<4 pudiese regular en forma negativa el camino de la
diferenciacion masculina y sugiere que desempefia un rol importante en el desarrolio del

ovario (33) (Figura 1).



En un estudio llevado a cabo por Jordan y cols. (34), en un sujeto con reversion
sexual XY (caracterizado por ambigiiedad genital, presencia de derivados Mdllerianos y
Wolffianos y desarrolio de estrias gonadales) con una duplicacion por citogenética de
1p31-1p35, demostraron que el gen WINT4 se encontraba duplicado. Dicha duplicacion
alteraba la expresion de WNT4, el cual se expresaba en fibroblastos del sujeto con
reversion sexual XY y no se expresaba en los fibroblastos de controles masculinos. Dicha
observacion demuestra que existe una pérdida en la regulacion de la expresion de WNT-
4 en al menos un tipo de tejdo y posiblemente dicha perdida de la regulacién de la
expresion de WNT-4 se presentd también en la génada en desamollo, alterédndose el
fenotipo gonadal. Asimismo, los investigadores postulan que Wnt<4 requia en forma
positiva la expresion de Dax1 (otro gen que interviene en la cascada de la diferenciacion
sexual) (24,.4243) y con base en elio, probablemente la sobreexpresion de WNT-4 en
sujetos con disgenesia gonadal XY resulte de una regulacién positiva de DAXT en el
tejido gonadal. Por ofro lado, la regulacion positva de WNT-4 semeja al fenotipo
observado en los sujetos con reversion sexual XY que presentan duplicacién del gen DSS
(gen de la reversién sexual sensible a dosis) (34).

En ausencia del gen determinante del testiculo, el primordio gonadal posee una
tendencia inherente a desamrollarse como ovario siempre y cuando existan células
gemminales, continuandose con la proliferacién del epitelio celémico y el desarrolio de las
células germinales que se transforman en ovogonias. En el caso de que no existan
células gemminales se formaran estrias fibrosas incapaces de producir hormonas sexuales
femeninas durante la pubertad (44-46).

La formacién de los fenotipos masculino o femenino esta determinada por la accion
de las hormonas sintetizadas por cada gonada especifica. El mecanismo que induce este
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dimorfismo en los mamiferos fue descrito originalmente por Jost (47,48) quien demostrd,
que al diferenciarse la génada primitiva a festiculo su produccién homonal induce el
desamollo del fenotipo masculino; en cambio, si la diferenciacion gonadal se da hacia
ovario, el fenotipo, aparentemente de manera pasiva, serd femenino (Figura 1). La
ausencia temprana de génadas fetales también induce un fenotipo femenino, lo cual
apoya el concepto de inactividad enddcrina del ovario fetal (46). Los genitales extemnos se
desamrollan a partir de un primordio comun (tubérculo genital, pliegues genitales y
engrosamientos labioescrotales) (49).

Las estructuras primordiales del fracto genital que dan origen a los genitales
intemos, incluyen dos sistemas de conductos que se encuentran presentes en todos los
embriones: los conductos Wolffianos y los conductos Mallerianos (49) (Figura 1).

El desamolio del fenotipo masculino esta determinado por el efecto de fres
hommonas fetales sobre los primordios genitales. La primera de ellas, secretada por las
células de Sertoli del testiculo, es la hormona inhibidora de los Mallerianos (HIM) que se
encarga de inducir la involucion de los conductos Mllerianos, proceso que se observa en
la séptima semana de la gestacion y concluye en la décima con la desaparicion de estas
estructuras. Inmediatamente después de iniciada la sintesis de la HIM las células
intersticiales del testiculo fetal se citodiferencian en células de Leydig. Estas serviran
como susfrato anatdmico para la sintesis y secrecion de testosterona (T), que es la
segunda hommona fetal El efecto virllizante de la T se ejerce sobre los conductos
Wolffianos que se diferencian a epididimo, conducto deferente, vesiculas seminales y
conducto eyaculador. La sintesis de T apartir de colesterol requiere de la presencia de
diversos sistemas enziméticos diferentes, que poseen regulacion génica autosémica
independiente (46).



La T es el precursor de la tercera hormona fetal virilizante, la dihidrotestosterona
(DHT). Esta, se forma en la célula blanco por la accidn de la 5a-reductasa extragonadal y
es la mediadora infracelular de la gran mayoria de las acciones de los androgenos. Dicha
hormona, es la Gnica responsable del desarrolio de los genitales externos masculinos y de
la prostata durante la embriogénesis (50-52) (Figura 1).

Durante la embriogénesis, el ovario no secreta HIM ni T. La ausencia de estas dos
hormonas ocasiona la persistencia de los conductos Miillerianos y la regresion de los

conductos Wolffianos (46) (Figura 1).

ALTERACIONES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones en cualquier estadio de la diferenciacién sexual, durante la
embriogénesis, conducen a la presencia de malformaciones en el desarrollo sexual. Estas
pueden ser clasificadas de acuerdo con la etapa de desamolio en la que se presenten;
ésto es, en emores cromosémicos, emores del sexo gonadal o emores en el sexo
fenotipico. (46,53-565). El hermafrodiismo verdadero y el sindrome de var6n XX se
encuentran clasificadas dentro de las alteraciones en la fraduccién del sexo cromosémico
al sexo gonadal. En estas alteraciones no se ha podido dilucidar con precisién, en un gran
porcentaje de ellas, las causas que las determinan (46,56-58).

HERMAFRODITISMO VERDADERO

El hermafrodiismo verdadero (HV) es una de las variantes méas raras de los
estados intersexuales en el humano (59-62). Los individuos afectados poseen tanto tejido
ovarico como testicular, ya sea en gonadas separadas o formando un ovotestes. El tejido



ovarico debe contener foliculos mientras que en el tejido testicular debe haber presencia
de tiibulos seminiferos (59-62).

La génada que con mayor frecuencia se observa en esta entidad patolégica es el
ovotestes, siendo su localizacion variable (infrapélvica, inguinal o labioescrotal). La
funcién endocrina y gametogénica esta conservada en el ovario y en la porcion ovarica
del ovotestes; en cambio el tejido testicular, ya sea aislado o como parte del ovotestes, es
habitualmente anommal en témminos tanto de produccion hormonal como de
gametogénesis (59-64). La ambigledad tanto de los genitales intemos y extemos
dependera de la produccion homonal de las gonadas existentes. En la mayoria de los
casos los individuos presentan un fenotipo genital tendiente hacia la masculinizacion y
debido al tamario del falo al nacimiento, el sexo de asignacién generalmente es masculino
(59,60,63). La presencia de ginecomastia es comin durante la pubertad y alrededor del
50% de los HV presentan menstruacién (46). En dos tercios de los casos de HV se
observa un cariotipo 46,XX, siguiéndole en frecuencia el 46,XX/46 XY, el 46 XY y otros
mosaicos cromosomicos (31,46,60,63).

El HV es una condicién genéticamente heterogénea; se han postulado tres
mecanismos posibles en el desamolio de tejido testicular en el HV 46XX: 1) un
mosaicismo oculto con una linea celular con cromosoma Y, 2) translocacién de material
del cromosoma Y (incluyendo al gen SRY) al cromosoma X o a los autosémas y 3)
mutaciones en genes autosémicos o ligados al cromosoma X que permiten el desarrolio
de tejido testicular en ausencia del gen SRY (46,65). Sin embargo, la gran mayoria de HV
46 XX (75%) son SRY negativos (31,66,67), por lo que el desarrolio del tejido testicular
podria deberse a mutacion (es) en algin (os) gen (es) que actia (n) “comiente amiba® o
“commiente abajo” en la cascada de la diferenciacion sexual (46 ,68).

10



SINDROME DE VARON XX

El sindrome de varén XX se caracteriza por la presencia de testiculos bilaterales
en individuos con cariotipo 46 XX (69,70). Esta es una entidad patoldgica poco
frecuente (46) y la mayoria de los casos son esporadicos, aunque se han reportado en
la literatura familias con varios miembros afectados (46,71,72).

En el 85% de los varones XX, los genitales extemos se encuentran virilizados y
la mayoria de los sujetos afectados consultan en la adolescencia o en la vida adulta por
presentar microgenitalia, ginecomastia con o sin infertiidad. En el 15% restante, los
genitales extemnos son ambiguos, por lo que pueden ser diagnosticados al nacimiento o
en la infancia (46,73). Los genitales intemos son masculinos. El estudio histolégico de
los testiculos demuestra disminucion en ndmero y tamario de los tibulos seminiferos,
hiperplasia de células de Leydig y ausencia de espermatogénesis (46). El perfil
hormonal es normal durante la infancia, a partir de la cual se presenta un deterioro en
la funcién gonadal progresiva lo cual conduce a un hipogonadismo hipergonadotrépico
(74).

Al igual que en los HV 46 XX se han propuesto los mismos mecanismos para
explicar la diferenciacion testicular en sujetos con cariotipo 46,XX (46). Los estudios que
involucran a genes marcadores ligados al cromosoma X, asi como ligados al cromosoma
Y (75), las observaciones citogenéticas (76) y los andlisis genéticos moleculares (9,77),
han demostrado la presencia del gen SRY en el 80% de los varones XX, datos que
apoyan la hipdtesis de un intercambio desigual entre los cromosomas Y-X durante la
meiosis patema. Sin embargo, alrededor del 20% de los varones XX son SRY negativos
(46,71,78,79) e incluso se han reportado diversos casos en los cuales en un mismo érbol
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genealégico coexisten HV 46, XX y varones XX, SRY negativos (46,65,7880,81). Estos
datos fortalecen la posibilidad de que ambas entidades patol6gicas, constituyen parte del
espectro de la misma alteracion pudiéndose expresar en fenotipos diferentes,
dependiendo del genoma predisponente (31,46,80).

Al igual que en los hermafroditas verdaderos, se ha propuesto la existencia de
mutacion (es) en algin (os) gen (es) que actia (n) “comiente amiba” o “cofriente abajo” en
la cascada de la diferenciacion sexual, que pudiese (n) dar lugar a dicha entidad
patoldgica (46).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diferenciacion sexual en el humano es un proceso alin no totaimente
dilucidado que involucra una cascada de eventos, los cuales inician en la cresta genital
indiferenciada en donde genes autosémicos o ligados al sexo dirigen el desarrollo
ovarico o testicular. Esta diferenciacién es iniciada por la presencia y accidn del factor
determinante testicular (FDT), y a pesar de que diversas evidencias en la literatura
apoyan que el gen SRY es el FDT (89,14-21), existen algunas alteraciones de la
diferenciacion sexual en las cuales se ha observado desamollo testicular en ausencia del
SRY, como en hermafroditas verdaderos 46XX y en varones XX. Por lo que se ha
propuesto la existencia de otros genes autosdmicos o ligados al cromosoma X que
intervienen en el desamolio gonadal constituyéndose como componentes de una cascada
geénica responsable de los programas de morfogénesis y diferenciacion gonadal (22-34).

Se ha postulado que el gen WNT-4 posiblemente regula en forma negativa el
camino de la diferenciacién sexual masculina, por o que la ausencia de este gen conduce
a la masculinizacién de los ratones XX (33-35,82).

Sin embargo hasta el momento actual, no se ha podido dilucidar con precision
las causas que determinan a la mayoria de los individuos con diagnéstico de HV 46 XX y
de sindrome de vardén XX; asi como, tampoco se ha analizado la secuencia del gen
WNT-4 en estos padecimientos, por lo que es importante ampliar los conocimientos

sobre el papel que juega el gen WINT-4 en estas entidades patoldgicas.



OBJETIVO

Estudiar la secuencia de los cinco exones que conforman al gen WNT-4, a partir
del ADN genémico extraido de sangre periférica de pacientes con diagnéstico
comprobado de hemmafroditismo verdadero 46,XX o con diagndstico de sindrome de

varén XX

HIPOTESIS

En los pacientes con diagnéstico comprobado de hemmafroditismo verdadero
46 XX o con diagndstico de sindrome de vandn XX, existe(n) alguna(s) mutacion(es) en la
secuencia de alguno(s) de los 5 exones que constituyen al gen WNTH4.



SUJETOS

Los pacientes que se incluyeron en este estudio (12 con diagnostico
comprobado de hermafroditismo verdadero 46,XX y 7 con sindrome de var6n XX)
fueron de origen étnico mestizo mexicano y pertenecian a familias diferentes. Las
caracteristicas clinicas individuales de cada uno de los pacientes se observan descritas
en las tablas 1 y 2. En todos los pacientes con sindrome de varon XX al igual que en 6
de los sujetos HV, 46 XX, el sexo de asignacion fue masculino, mientras que en los
otros 6 pacientes con HV 46, XX el sexo de asignacion fue femenino. El rango de edad
de los pacientes HV 46 XX fue de 1/12 a 27 afios; en los pacientes con sindrome de
varén XX las edades variaron desde 6/12 a 35 afios. En 5 pacientes HV 46,XX se
documenté la presencia de ovario con ovotestes contralateral, otros 5 pacientes
presentaron testiculo con ovotestes contralateral, 1 paciente presenté ovotestes
bilateral y otro paciente presenté ovario y testiculo contralateral. Todos los pacientes
HV 46, XX presentaron diferentes grados de ambigliedad tanto de genitales extemos
como intemos. En todos los pacientes con sindrome de varén XX, se documenté la
presencia de testiculos bilaterales, en 2 pacientes prepuberales se observé
ambigiiedad de los genitales extemos y en los 4 pacientes restantes se documento la
presencia de genitales extemos masculinos bien diferenciados (en el paciente nimero

7 no se pudo recopilar el cuadro clinico).
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE

HERMAFRODITISMO VERDADERO 46,XX

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GONADA GONADA
PACIENTE | (ANOS) ASIGNACION EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA
AL NACIMIENTO
Falo de 2.8 cm, .
Hipospadia Utero,
1 2 Masculino perinecescrotal, Trompas de Falopio Ovotestes Testiculo
escroto bifido bilaterales
Falo de 3.0 cm, Utero, trompas de
2 27 Femenino Hipospadia Falopio y Ovario Ovotestes
perinecescrotal derivados Wolffianos
bilaterales
3 1 Masculino Hipospadia Uretra peneana Ovotestes Ovotestes
perineoescrotal Utero
Labios escrotalizados | Utero, trompas de
4 5 Femenino Falopio bilaterales, Ovario Ovotestes
epididimo izquierdo
Falo de 1.8 cm, Ausencia de
5 112 Masculino Hipospadia Mllerianas Ovotestes Testiculo
peneana
Continua.....
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE

HERMAFRODITISMO VERDADERO 46,XX

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GONADA GONADA
PACIENTE | (ANOS) ASIGNACION EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA
AL NACIMIENTO
Falo de 3 cm,
6 6 Masculino Hipospadia coronal, | Epididimo derecho Testiculo Ovotestes
escroto bifido
7 112 Femenino Hipospadia Utero, trompas de Ovotestes Ovario
Peneana Falopio bilaterales
8 1712 Femenino Hipospadia Utero, trompas de Ovotestes Ovario
peneana Falopio bilaterales
9 112 Femenino Falo de 1.8 cm ND Testiculo Ovario
10 6 Masculino ND Utero Testiculo Ovotestes
ND= No documentado
Continua.....
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE

HERMAFRODITISMO VERDADERO 46,XX

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GONADA GONADA
PACIENTE | (ANOS) ASIGNACION EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA
AL NACIMIENTO
Falo de 4.5 cm, Uretra,

11 1 Masculino Hipospadia perineal US=Utero Ovotestes Testiculo
Falo de 3.2 cm, us=Utero

12 112 Femenino Hipospadia peneana, Uretra de carac. Ovario Ovotestes
labios escrotalizados Masculinas

US= Ultrasonido




TABLA 2.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE 7 PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE SINDROME DE

VARON XX
PACIENTE| EDAD SEXO DE GENITALES GONADA GONADA
(ANOS) ASIGNACION EXTERNOS DERECHA IZQUIERDA

Pene de 3.2cm, Testiculo Testiculo
1 9/12 Masculino Hipospadia penoescrotal 2.8cc 2.8cc

2 35 Masculino Pene de 9cm Testiculo Testiculo
3.3cc 2.7cc

3 16 Masculino Pene de 7cm Testiculo Testiculo
4.1cc 3.2cc

Pene de 1.5cm,

4 6/12 Masculino Hipospadia penoescrotal Testiculo Testiculo
1.1cc 1.1cc

5 25 Masculino Pene de 6.5cm Testiculo Testiculo
1.2cc 1.5¢cc

6 28 Masculino Pene de 9.5cm Testiculo Testiculo
2.1cc 6.3cc

7 2 Masculino ND Testiculo Testiculo
14cc 1.7 cc

ND= No documentado
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METODOS

Extraccién de ADN de sangre periférica

Se extrajé una muestra de 5 ml de sangre periférica con el fin de obtener el ADN
gendmico siguiéndose la metodologia estandar (83). La sangre se depositd en tubos de 5§
ml que contenian 200 pl de etilen diamino tetra acetato disddico (EDTA) 0.5M, pH 8,
como anticoagulante. Las muestras fueron colocadas en hielo agregandose 12.5 ml de
sacarosa-triton 2X (Sacarosa 0.64M, Trizma-base 0.02M, MgChk 0.01M y Triton 100X al
2%) y 7.5 ml de agua bidestilada (ddH.0). Los leucocitos se separaron por centrifugacion
(2180 g/15 minutos) y se decantd el sobrenadante hasta que se obtuvo un botén nuclear.
Para lisar los leucocitos se afiadieron 1.5 ml de amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2,
(Trizma-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA 2 mM), 108 ul de sulfato dodecilico
sédico (SDS) al 20% y 50 pl Proteinasa K. Se dejo incubar por 14 horas a 37°C,
adiciondndose después de dicho lapso 200 pl de NaCl saturado y centrifugandose a
2180 g/15 minutos. El sobrenadante fue transferido a tubos de 15 ml y el ADN se
precipité con dos volimenes de etanol absoluto y se agitd por inversion. Posteriormente,
el ADN se lavé en etanol frio al 70%, se secd a temperatura ambiente, fue resuspendido
en 200 pl de ddH;0 y almacenado a -20° C para su andlisis posterior.

En todos los sujetos, se detemind la concentracion de ADN por
espectrofotometria, y se leyd a longitudes de onda de 260 y 280 nm. Por medio de la
lectura en la longitud de onda a 260 nm se determiné la concentracion de ADN, mientras

que la relacion 260/280 nos indicd la pureza del mismo. La concentracion total de ADN
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se obtuvo al multiplicar la cantidad obtenida a la longitud de onda de 260 por una
constante preestablecida, de acuerdo con la dilucién que se utilizo:

concentracion de ADN (ug/ul) = (D.O. de 260nm) (dilucién) (50 pg de ADN)
en donde 50 pg de ADN = 1 D.O. (260 nm)
Para conocer la calidad de la muestra se lev0 a cabo una electroforesis en gel de

agarosa al 1.2%.

Sintesis de Oligonucledtidos

Se disefiaron los oligonuciedtidos especificos en base a la secuencia de cada uno
de los 5 exones del gen WINT-4 (GeneBank, accesos AF335591 y AL031281y OMIM:
MIM 603490) fueron adquiridos de una casa comercial (Invitrogen, Life Technologies) y
cada uno de ellos fue llevado a una concentracion de 100 uM. Asimismo, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 2% con el fin de deteminar que no existiesen
oligonuciedtidos adicionales.

Los oligonuciedtidos sintetizados para el desamollo del estudio fueron los
siguientes: para el exon 1 los pares de oligonuciedtidos WNT1b/MNT1y, para el exén 2
los pares WNT2a/WNT2b, para el exdn 3 los pares WNT3a/MWNT3b, para el ex6n 4 los

pares WNT4c/WNT4d y para el exon 5 los pares WNTS5a/WNT5b.
Secuencia de los oligonucledtidos en direccion 5° — % 3

WNT1b 5 CTCGGCCCCGGCCAGACTTAC 3°
WNT1y 5§ CACCATGAGTCCCCGCTCGT 3
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WNT2a 5 ATCCAGAGAGAAGTCGGCAGCC 3
WNT2b 5 CCCGTTGCTCACGACCGTCTC 3°

WNT3a 5 ATGATTTCTGCCTGTCTTGCTCCC 3’
WNT3b 5" ACATCCACAAACGACTGTGAGAAG 3

WNT4c 5 TAGGTGCAGGAGGTGGTCAGAG &
WNT4d 5 TTTTCTGAGTGGCCGTGTGGGT 3'

WNT5a 5 GTACCGCGTAATTCCTAAGAGGAG 3°
WNTS5b 5" GTGCTGGTGAGAGCCTGCACAAAT 3’

Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En todos los casos se prepard una reaccion estandar de 50 yl, siguiéndose la
técnica descrita por Sambrook y cols. (83) que contenia: 0.3 pg de ADN genémico,
oligonuciedtidos (5’ y 3') a una concentracién final de 0.4 puM, desoximibonuciedtidos
trifosfatados a una concentracion final de 80 uM, amortiguador 10X (Tris-HCI 10 mM, pH
8.3, KCI 50 mM y MgCkL) a una concentracién final de 1X, Taq. polimerasa 2 U (Applied
Biosystems, Foster City, CA) y ddH;0 para un volumen final de 50 pl, para las reacciones
de la PCR de los exones 1y 3 se utilizé dimetil sulféxido al 3%. Todas las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,

Foster City, CA). Las condiciones adecuadas para la amplificacién de cada unos de los



exones fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C/5 min, 30 ciclos de 94
°C/1 min, temperatura de alineamiento (TA) /1 min y 72 °C/1 min y un ciclo de extension a
72 °C/5 min. En la TA para el exén 1 se utilizd el método de Touch-down, en el cual
después de la temperatura de desnaturalizacién, los dos primeros ciclos fueron a 68 °C/1
min, ésta temperatura disminuyé gradualmente en dos grados centigrados en cada par
de ciclos subsecuentes, hasta una temperatura de 50 °C, ésta (iltima con 20 ciclos y
finalizar con el ciclo de extension (83). Para los exones 2, 3y 5 la TA fue de 66 °C y para

el exon 4 de 64 °C.

El andlisis de los productos de la PCR se llevo a cabo en un gel de agarosa al 1%
para los exones 2 al 5 y del 2% para el exon 1, tifféndose con bromuro de etidio al
0.0002%. Una escalera de 100 pb fue ufiizada como marcador de peso molecular;
asimismo, se incluyeron un control positivo (individuo sano) y un control negativo (la
reaccion de la PCR sin ADN), el gel se visualiz6 en un transiiluminador de luz ultravioleta
y se fotografié utilizando una pelicula Polaroid 667, finalmente la imagen se escaneo y se
modificd solo en cuanto al brifio.

Secuenciacién

Las reacciones de secuencia se lievaron a cabo mediante el uso de un estuche
comercial (Dye Terminator Cycle Sequencing), el cual se basa en el método descrito por
Sanger y cols. (84) con algunas modificaciones. Previo a la secuenciacion, las muestras
de ADN ampificadas se purificaron con un estuche de QIAGEN (QIAGEN GMBH,
Gemmany). Posteriormente, en tubos de microcentrifuga se Hlevé a cabo la mezcla de
reaccion con: amortiguador de secuencia 5X, mezcia de dNTP's, terminador fluorescente
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A, temminador fluorescente C, terminador fluorescente G, terminador fluorescente T y
AmpliTaq DNA Polimerasa, FS. A esta mezcla de reaccién se le anadié el templado,
oligonuciedtidos (5' 0 3') y ddH,O para un volumen final de 20pl. Se llevé a cabo la PCR
de cada una de las reacciones de secuenciacion, siguiendo las instrucciones del
proovedor. Al finalizar la PCR, se procedié a la purificacién de los productos mediante
columnas de Centri-Sep (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las muestras fueron
resuspendidas en amortiguador de carga formamida, se desnaturalizaron a 94 °C y se
colocaron en hielo. Posteriormente las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida
al 4.75%, utilizando un kid de Long Ranger y buffer TBE, se comieron en un secuenciador
automatico ABI Prism 377 (Perkin Elmer, New Jersey, USA) y los resultados fueron

analizados mediante el programa Sequencing Analysis (version 3.41).
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RESULTADOS

Con el fin de valorar la presencia de mutaciones en el gen WNT-4, se analizé
por la PCR el ADN gendmico extraido de sangre periférica de los sujetos incluidos en
este estudio. Por medio de este analisis no se encontraron mutaciones en ninguno de
los 5 exones que componen al gen WNT-4. En todos los casos, la amplificacion de
cada uno de los exones fue el esperado de acuerdo al tamaiio molecular.

Debido a que la regién &' flanqueadora y el intrdn1 presentan secuencias ricas
en GC, la amplificacién del exén 1 fue exitosa, después de disefiar y probar 9
oligonuciedtidos distintos y utilizar el método de Touch-down. Finalmente se logré
amplificar un fragmento de 102pb que abarcan el ex6n 1, en las figuras 4 y 5 se
observa la PCR de este exdn para los pacientes HV 46 XX y los pacientes con
sindrome de varén XX, el exon 2 amplific6 un fragmento de 481pb lo que se puede
obssrvarenlasﬁgurasﬁy7,eie¥én33nplﬂioémfmgmﬂode430pbelquese
observa en las figuras 8 y 9, el exon 4 amplificé un fragmento de 415pb, figuras 10 y
11 y el ex6n 5 amplificé un fragmento de 762pb el que se puede observar en las
figuras 12y 13.

En todos los sujetos analizados la secuenciacién automatizada de los 5 exones
que componen al gen WNT-4, concuerda con la reportada en el GenBank, accesos
AF335591 y AL031281 y OMIM: MIM 603490, tampoco se encontraron polimorfismos

no reportados (Figuras 14-18 ).

25



FIGURA 4

102 pb

TMCPCN1 2 3 4 5 6 TMCPCN 7 8 9 10 11 12

HV 46,XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)

CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

HV 46,XX= Hemafroditismo Verdadero 46,XX

Reaccion en cadena de la polimerasa del exdn 1 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con HV 46,XX asi como en el CP se observa la amplificacion del exén, el

cual coresponde a 102 pb.



FIGURA 5

102 pb

T™ CPCN 1_2 3 4 5 6 7

Sindrome de vardén XX

TM= Tamaiio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

Reaccién en cadena de la polimerasa del exén 1 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con sindrome de varén XX asi como en el CP se observa la amplificacion

del exdn, el cual comesponde a 102 pb.
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FIGURA 6

-

TMCPCN 1 _2 3 4 5 6 7 ™ CPCN 8 9 10 11 12

HV 46 XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

HV 48 XX= Hermafroditismo Verdadero 46 XX

Reaccién en cadena de la polimerasa del exén 2 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con HV 46,XX asi como en el CP se observa la amplificacion del exon, el

cual corresponde a 481 pb.



FIGURA 7

481 pb .

TMCPCN1 2 3 4 65§ 6 7

Sindrome de vardn XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo
CN= Control Negativo

Reaccién en cadena de la polimerasa del exén 2 del gen WNT-4. En todos los

pacientes con sindrome de varén XX asi como en el CP se observa la amplificacion

del exdn, el cual comesponde a 481 pb.
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FIGURA 8

430 pb

TMCPCN 1 2 3 4 5 6 7 ™ CN CP 8_9 10 11 12

HV 46,XX

TM= Tamaiio Molecular (100 pb)

CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

HV 46,XX= Hermafroditismo Verdadero 46,XX

Reaccién en cadena de la polimerasa del exén 3 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con HV 46,XX asi como en el CP se observa la amplificacién del exén, el

cual comesponde a 430 pb.
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FIGURA 9

430 pb

TMCPCN 1 _2 3 4 5 8 7

Sindrome de varén XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo
CN= Control Negativo

Reaccion en cadena de la polimerasa del ex6n 3 del gen WNT4. En todos los
pacientes con sindrome de varon XX asi como en el CP se observa la amplificacion del

exoén, el cual comesponde a 430 pb.
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FIGURA 10

415 pb >

TMCPCN 1.2 3 4 5 6 7 TMCPCN 8 9 10 11 12

HV 46, XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)

CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

HV 46,XX= Hermafroditismo Verdadero 46,XX

Reaccién en cadena de la polimerasa del ex6n 4 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con HV 46, XX asi como en el CP se observa la amplificacion del exén, el

cual comesponde a 415 pb.
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FIGURA 11

415 pb

TMCPCN 1_2 3 4 6§ 6 7

Sindrome de varon XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo
CN= Control Negativo

Reaccion en cadena de la polimerasa del ex6n 4 del gen WNT4. En todos los
pacientes con sindrome de varén XX asi como en el CP se observa la amplificacion del

exon, el cual comesponde a 415 pb.
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FIGURA 12

762 pb

™ CP CN 8 _9 10 11

12

TMCPCN 1 2 3 4 56 7

HV 46 XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

HV 46,XX= Hermafroditismo Verdadero 46 XX

Reaccién en cadena de la polimerasa del ex6n 5 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con HV 46 XX asi como en el CP se observa la amplificacién del exén, el

cual comesponde a 762 pb.
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FIGURA 13

762 pb

TMCPCN 1 2 3 4 5 6 7

Sindrome de varén XX

TM= Tamafio Molecular (100 pb)
CP= Control Positivo
CN= Control Negativo

Reaccién en cadena de la polimerasa del ex6n 5 del gen WNT-4. En todos los
pacientes con sindrome de vardén XX asl como en el CP se observa la amplificacion del

exon, el cual corresponde a 762 pb.
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FIGURA 14

GAACCTACT GTCTTAGC@T CTTCTAGC CGCAGCGAGAAAC TGGC TG
2 50

| F .

| o N n“ A m

Control

GQCGCCTACTCGT CT TAGCAGTCT TCTAG CCGCCGCGAGCAACT GGCTG
@ 50

I ol b

|

. 8

Secuenciacién automatizada parcial en direccion 5 del exén 1 del gen WNT-4, del
aminodcido 2 al 19. El paciente con hemmafroditismo verdadero 46,XX presenta la

misma secuencia que el control.



FIGURA 15

GAC GGACAAGGAGTC GT G GGAGCA GT TCCAGD @ CGGTTCC GRAACT GOTAC TGGCACTCCTCAATGAC CA
i

102 110 1720 13@ 140 150 1601

GAC GGATAAGGAGT C GAGT G GGAGCA GT TCCAGC QG TCCG&AC‘GG{ACTGCC&CTCCTCMTG({GE
¢ 116 120 130 140 150 160

Secuenciacion automatizada parcial en direccion 3’ del exén 2 del gen WNT-4, del
aminoacido 73 al 97. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la

misma secuencia que el control.
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FIGURA 16

T GACGC GGGL G1 GCAGIAG T GGGGAGC TGGAGAAGTGCGGC TG TGACAGGACAGTGCAT
190 200 210 220 230 24

?% !
| | "

||
!
|

J%MMM‘MAL

1T GACGCGGGC GTGCAGCA GT GGGGAGT T GGAGAAGT GCGGC 1GTGACAGGACAGTGCAT:
79 180 1 rgln 200 210 20

Control

i1y

Secuenciacion automatizada parcial en direccion 5' del ex6n 3 del gen WNT-4, del
aminodacido 124 al 143. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la
misma secuencia que el control.
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FIGURA 17

TGCTCTGACAACAT CGCCTACGGTGT GG CTTCT CACAGTCGTTT GTGGATGT G- GGGAGA
i
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misma secuencia que el control.
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FIGURA 18

TGCACGGGGTGTAAGGCTCCT GIGAGG TAA AGAC GTGC TOGCGAGCCGTGCCEICCT
170 1R@ 19 200 z21e 22

h{w

TGC CACGGGGT GICAGGC TCCTGTGAGGTAAAGACG! QL TGECGAGCCGTGLCECCTT
190 200 210 nzze 230 240

Secuenciacion automatizada parcial en direccion 5' del exon 5 del gen WNT-4, del
aminoacido 207 al 227. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la

misma secuencia que el control.
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DISCUSION

En este trabajo se llevd a cabo el estudio molecular de 12 pacientes con
diagnéstico comprobado de hermafroditismo verdadero 46,XX y de 7 pacientes con
diagndstico de sindrome de varén XX.

La diferenciacion sexual en el humano es un proceso alin no totalmente
dilucidado que involucra una cascada de eventos, iniciada por la presencia y accién
del factor determinante testicular (gen SRY). Sin embargo, existen algunas
alteraciones de la diferenciacion sexual en las cuales se ha observado desarrollo
testicular en ausencia del SRY, como son los HV 46 XX y el sindrome de varén XX.
Por ello se ha propuesto la existencia de genes autosdmicos o ligados al cromosoma X
que intervienen en el desarrollo gonadal de una forma dimérfica, expresandose en
diferentes tiempos y dosis, constituyéndose como componentes de una cascada
génica responsable de los programas de morfogénesis y diferenciacion de la génada
bipotencial (8,9,14-34).

Entre estos genes se encuentra el gen WNT-4. Estudios llevados a cabo por
Vainio y cols. (33) en ratones hembra, demostraron que la delecién homocigota de
Wht-4 conduce a una masculinizaciéon caracterizada por fenotipo gonadal masculino,
ausencia de derivados Mullerianos y diferenciacién de los conductos Woiffianos.
Asimismo, Jordan y cols. (34) demostraron en un paciente con reversion sexual XY,
una duplicacion del gen WNT-4, por lo que proponen que este gen juega un papel

importante en la cascada de la diferenciacion sexual.
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Recientemente, se ha propuesto que WNT-4 impide la migracién de células
endoteliales y esteroidogénicas en la gonada XX en desarmollo, impidiendo la
formacion de vasos sanguineos especificos del macho, los cuales son necesarios para
el transporte de testosterona y dar lugar al fenotipo masculino (35, 82). Asimismo, se
ha demostrado en ratones nulos para Wnt-4 expresion de células esteroidogénicas en
el ovario; por lo que la interrupcion de la sefial de Wnt-4 esta asociada con el inicio de
la biosintesis de esteroides, dando lugar a la masculinizacién de la génada XX (33,
35). Con base en lo anterior, se postula que WNT-4 es esencial para el desarollo del
sistema reproductivo femenino y suprime el desarrollo del masculino.

Las alteraciones en la diferenciacion sexual conducen a la presencia de
malformaciones en el desarrollo sexual. El hermafroditismo verdadero y el sindrome de
varén XX son padecimientos en donde se encuentra afectada la traduccién del sexo
cromosomico al sexo gonadal. En el HV 46, XX los individuos afectados poseen tanto
tejido ovarico como testicular, ya sea separados o formando una sola génada
(ovotestes), por el contrario en el sindrome de varén XX los individuos afectados
presentan solo testiculos, como se puede observar en los pacientes analizados en
este trabajo (tanto para los pacientes con HV 46 XX y con sindrome de varén XX)
tablas 1 y 2. La mayoria de los sujetos HV 46 XX y de los sujetos con sindrome de
varon XX ocurren esporadicamente, sin embargo se ha observado que estos dos
padecimientos pueden coexistir en una sola familia y pudieran ser manifestaciones de
los mismos procesos patogénicos. Aunque un porcentaje de estos padecimientos son
positivos al SRY, cuando éste gen no esta presente, el desarrollo testicular puede

depender de otros factores, los cuales pueden ser genéticos (46,53-58,60-81,85).
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Con base en estos antecedentes, se llevd a cabo el estudio molecular de los
cinco exones del gen WNT-4 en sangre periférica de 12 pacientes con diagnéstico de
HV 46,XX y de 7 pacientes con diagndstico de sindrome de varén XX; siendo el primer
estudio de la secuencia del gen WNT-4 en estos padecimientos, no evidenciandose
alteraciones moleculares en el marco de lectura del gen, y de esta forma no se pudo
comprobar la hipdtesis propuesta.

La diferenciacion de tejido testicular en sujetos con HV 46 XX y en sujetos con
sindrome de vardn XX pudiera explicarse por la presencia de un mosaicismo oculto
con una linea celular con cromosoma Y, o bien debido a la traslocaciéon de material del
cromosoma (incluyendo al gen SRY) a otros cromosomas (45,63,75-77). En el caso de
los pacientes que se incluyeron en este estudio (tanto con diagndstico de HV 46,XX
como con diagnéstico de sindrome de vardn XX) nuestro grupo de investigacion realizé
la busqueda de secuencias derivadas del cromosoma Y (gen SRY, ZFY, una region
repetitiva alfoide especifica del cromosoma Y, asi como la regién de heterocromatina del
brazo largo del cromosoma Y), con el fin de descartar un mosaicismo oculto que
contenga al cromosoma Y (o secuencias derivadas del mismo). Solamente en un
paciente con HV 46,XX y en 5 pacientes con sindrome de varén XX se demostrd la
presencia del gen SRY, lo que pudiera explicar el desamolio testicular en estos pacientes.

Ofra explicacién plausible para el desarmolio testicular en los sujetos incluidos en
este estudio, es que pudiera ser que la alteracion molecular del gen WNT-4 se
encontrara confinada en el tejido gonadal. Como es el caso de un sujeto HV 46, XY, en el
cual se encontrd una mutacién postcigética en el gen SRY (86); es decir el gen SRY
presenta una secuencia silvestre en sangre, pero mutada en génadas. Asimismo,

nuestro grupo de investigacion, encontré en otro sujeto con reversion sexual XY, una

43



mutacion postcigética en el SRY. Por lo que en el presente trabajo no se descarta la
posibilidad de que la secuencia del gen WINT-4 pudiera presentar una mutacion en el
tejido gonadal.

El hecho de que no se haya demostrado la presencia de mutaciones en los 12
pacientes HV 46,XX y en los 7 pacientes con sindrome de varén XX, en ninguno de los
cinco exones que constituyen al gen WNT-4, no descarta la posibilidad de que existan
alteraciones moleculares en otras regiones del gen WINT-4, como es en la region
promotora o en las regiones intrénicas del mismo; como se ha reportado tanto en
individuos con alteraciones en la diferenciacion sexual (87,88-90) como en otras
entidades patolégicas (91-93). Entre estos individuos se encuentran algunos pacientes
con reversion sexual XY, en donde se ha reportado la presencia de mutaciones en la
region promotora del gen SRY, dando lugar a una alteracion en la expresion del mismo
(94).

Asimismo, la presencia de mutaciones en las regiones intrénicas puede crear
nuevas secuencias consenso del sitio de corte y empalme, dando lugar a diferentes
formas de proteinas con funcién(es) alterada(s), que se traduce en una alteracion
fenotipica. Con base en lo anterior, no se puede descartar que los pacientes incluidos
en este estudio, pudiesen presentar alguna alteracién molecular en los intrénes de
WNTH4.

Las células responden a una sefial determinada por la combinacién de
proteinas y factores reguladores de la transcripcién. El conjunto de factores que
participan en este proceso y su adecuada actividad determinan la expresion de otros
genes como respuesta a un evento de sefializacién especifico. Asi en este trabajo no

se descarta la posibilidad de que pudiera haber alguna alteracién en algtin paso de la



regulaciéon transcripcional del gen WNT-4 que pudiera bloquear su sefial. En la
cascada de serializacion de WNT-4 se conoce con certeza y en otros casos solo se
presume la participaciéon de diversas moléculas, algunas de estas son la B-catenina, el
TCF, proteina G, Ca®* , GSK-3B, Dsh, las cuales son necesarias para transmitir la
sefal de WNT-4. (37-40,95,96). Zom y cols. (38), demostraron que algunas proteinas
pertenecientes a la familia SOX pueden unirse a -catenina impidiendo su unién con el
TCF, interfiriendo asi con la sefial WNT-4. Por otro lado la unién del gen WNT-4 a su
receptor involucra otro paso importante para la transmisién de su sefial, un estudio
realizado por Gazit y cols. (96) en un homoélogo del receptor Frizzied humano,
encuentran que la delecién en la regién carboxilo terminal de este receptor impide la
transmision de la sefial de algunas proteinas Wnt dependientes de TCF, concluyendo
que el dominio carboxilo terminal del receptor frizzled es indispensable para una
eficiente transduccién de la sefial de estas proteinas Whnt.

Asimismo, hay que considerar que para la amplificacion del exén 1 del gen
analizado en este estudio, el oligonucieotido en direccion 5 —» 3’ que se utilizé
abarcé las primeras 16 bases del exdn, por lo que no podemos descartar la presencia
de alguna mutacién en estas bases lo que pudiera dar lugar a las entidades
patolégicas analizadas.

En la diferenciacion sexual participan diversos genes, los cuales juegan un
papel importante en este proceso, asi, ademas del gen SRY y WNT-4 ofros genes
autosémicos o ligados al cromosoma X pudieran estar involucrados en la etiologia de
los HV 46 XX y del sindrome de varén XX. El gen WNT-4 es regulado por genes “rio
armriba” en el camino de la determinacion sexual y a su vez este gen también ejerce su

funcién interactuando con ofros genes “rio abajo” en el mismo camino. Algunos de
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estos genes son el gen supresor del tumor de Willms (WT1), el factor esteroidogénico
1 (SF1), SOX9 y DAX1 (4,34,41,97-99).

Entre los genes que actian “comiente arriba” de WNT-4 en la cascada de la
diferenciaciéon sexual se encuentran el gen WT1y SF1 (4,41,97). Se ha demostrado
que la mutacion en alguno de estos genes da lugar a reversion sexual (22,100-102).
Asimismo, se han reportado casos en la literatura, en los cuales la sobreexpresion de
algunos genes como son SOX9 y DAX1 dan lugar a reversién sexual XX y XY

respectivamente (34,42,43,98,103).
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CONCLUSIONES

No se demostraron mutaciones en sangre periférica a lo largo del marco de
lectura de los cinco exones que constituyen al gen WNT-4, en los pacientes con
diagnédstico comprobado de hermafroditismo verdadero 46 XX y en pacientes

con diagnéstico de sindrome de varén XX, analizados en este trabajo.

El no haber demostrado mutaciones en sangre periférica en el marco de lectura
de los exones del gen WNT-4, pudiera indicar que la alteracién molecular del

gen se encuentre confinada en el tejido gonadal.

Asimismo, la alteracién molecular de WNT-4 pudiera encontrarse en la regidn
promotora o regiones intrdnicas del gen o en algun factor que intervenga en la
cascada de sefializacion del mismo, o bién encontrarse en las primeras 16

bases del exén 1.
Finalmente, la patologia de HV 46,XX y la de sindrome de varén XX pudieran

ser secundarias a alteraciones en otro(s) gene(s) que interviene(n) en la

cascada de la diferenciacién sexual,
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