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ABREVIATURAS 

FDT : Factor Determinante Testicular 

SRY : Gen determinante del sexo del cromosoma Y 

HV 46,XX : Hermafrodita Verdadero 46,XX 

Fz : Receptor frizzled 

Dsh : Proteína Dishevelled 

GSK-3/3 : Cinasa de la glucógeno sintetasa 

TCF : Factor de transcripción especifico de finfocitos T 

Pb : pares de bases 

DSS :Gen de la reversión sexual sensible a dosis 

HIM . Hormona inhibidora de bs MüllelÍanos 

T : Testosterona 

DHT : Dihidrotestosterona 

EDT A : Etilen diamino tetra acetato disódico 

ddH20 : Agua bidestilada 

SOS : Sulfato dodecílico sódico 



RESUMEN 

La diferenciación sexual en el humano es un proceso aún no totalmente dHucidado 

que involuaa una cascada de eventos, iniciada por la presencia y acción del factor 

detenninante testicular (FOl). Sin embargo, existen algunas alteraciones de la 

diferenciación sexual en las cuales se ha observado desanuDo testicular en ausencia del 

gen detenninante del sexo del cromosoma Y (SRY), como en hennafroditas verdaderos 

46,XX (HV 46,XX) y en varones XX. Con base en lo anterior, se ha propuesto la 

existencia de genes localizados en autosomas o igados al cromosoma X que iltervienen 

en el desarrolo ganadal. Estudios llevados a cabo en ratones XX muestran que la 

deleción homocigota de Wnt-4 conduce a una masculinización caracterizada por 

presentar un fenotipo gonada! masculino; ausencia de derivados Müllelianos y 

diferenciación de los conductos Wolftianos, con lo que concluyen que e! gen Wnt-4 es 

esencial para e! desarrollo del sistema reproductivo femenino. Otros estudios en ratones 

han demostrado que WNT -4 puede reprimir la migradón de células endoteliales y 

estreoidogénicas en la gónada XX en desarrollo, evitando tanto la formadón de una 

vasculatura específica del macho como la producción ectópica de esteroides. 

En este trabajo se levó a cabo e! estudio molecular en sangre periférica de! gen 

INNT-4 en 12 pacientes HV 46,XX y 7 pacientes con síndrome de varon XX. Sin 

embargo, no se encontraron mutaciones en el marco de lectura de los cinco exones 

que constituyen al gen INNT -4 en ninguno de los pacientes analizados. Estos 

hallazgos indican que la alteración molecular pudiese ser secundaria a la presencia de 

mutaciones en la región promotora o las regiones intrónicas del gen, o bién que la 

alteración molecular se encuentre confinada en el tejido gonad.al. Otra explicación 



plausible es que estas entidades patológicas 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 diferenciación sexual. 



INTRODUCCiÓN 

DIFERENCIACiÓN SEXUAL NORMAL 

La diferenciación sexual constituye uno de los fenómenos biológicos de mayor 

trascendencia y complejidad, el cual permite la perpetuación de las especies con 

reproducción sexual. El dimorfismo sexual es resultado de una serie de eventos que se 

presentan en las etapas más tempranas de la vida, requiriéndose un alto grado de 

predsión en sus mecanismos de regulación. Este se presenta en tres etapas sucesivas: 

aomos6mica, ganadal y fenotípica (1). La diferenciación aomos6mica se inida con la 

fertilización, al momento en que un espermatozoide que posee un cromosoma X o un 

aomosoma Y fertiliza a un óvulo que aporta un cromosoma X. De esta forma, se 

establece el dimorfismo sexual que caracteriza a los mamíferos, en los cuales la hembra 

presenta un complemento cromos6mico sexual XX y el macho XV; los eventos 

posteriores en la diferenciación sexual, dependerán de la presenda de factores 

determinantes de masculinizadón (1). La presencia del aomosoma Yes necesaria para 

la diferenciación testicular de la gónada primitiva, i1dependientemente del número de 

aomosomas X presentes en el genoma (2,3). En la Figura 1 se puede observar la 

cascada de la diferenciación sexual (4). 

En el humano, el dimorfismo sexual ganadal se inicia en la sexta semana de la 

vida intrauterina (5,6). Desde el punto de vista embriológico, la gónada primitiva se 

forma por dos tipos de células: las células somáticas de origen mesodérmico y las 

células germinales primordiales (7). La gónada primitiva se transformará en testículo si 

está presente y actúa el factor determinante testicular (FOT) localizado en el cromosoma 

Y; de no existir éste, la gónada primitiva se diferendará hacia ovario (8,~). 
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A lo largo del tiempo se ha tratado de caracterizar al FDT por lo que se han 

postulado diversas secuencias y genes que supuestamente correspondían al FDT (10-

13), no fue hasta 1990, en que Sinclair y cols. (8) identificaron al gen que induce la 

diferenciación de la gónada primitiva hacia testículo, denominándosele gen determinante 

del sexo del aomosoma Y (SRY). Diversas evidencias en la literatura apoyan que el gen 

SRY es el FDT (8,9,14-21). Sin embargo; existen algunas alteraciones de la 

diferenciación sexual en las cuales se ha observado desarroHo testicular en ausencia del 

SRY, como en los hermafroditas 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 ganadal constituyéndose como 

componentes de una cascada génica responsable de /os programas de morfogénesis y 

diferenciación ganadal (4,22-34) (Figura 1). 

Vainio y coIs. (33), demostraron en ratones que el gen Wnt4 es esencial para el 

desarrolo del sistema reproductivo femenino y suprine el desarrollo del masculino. En 

ratones macho la deIeción de este gen no altera la diferenciación de los conductos 

Wo/fIianos ni de /os testículos; por el contrario en las ratones hembra, la deleción 

homocigota conduce a una rnasculinización caracterizada por fenotipo ganadal 

masculino, ausencia de derivados Müllerianos y diferenciación de los conductos 

Wo/Ifianos. Con base en estas observaciones /os autores sugieren que el gen Wnt4 es 

esencial para la diferenciación sexual femenina. Recientemente en un trabajo realizado 

por Jeays-Ward y co/s. (35) en ratones XX nulos para Wnt4, observan la presencia de 

vasos sanguíneos celómicos en el ovario los cuales son específicos de la gónada del 

madlo, así eIos demuestran y concluyen que Wnt4 es capaz de reprimir la migración de 

células endotelia/es desde el mesonefros a la gónada XX evitando la formación de 
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vasculabJra especifica del macho. Asimismo, este gen también evita la migradón de 

células esteroidogénicas a la gónada XX en desarrollo, impidiendo así la producción 

ectópica de esteroides por lo que se inhibe el desarrollo del fenotipo masculino. 

las proteínas Wnt pertenecen a la gran familia de ligandos ricos en dsteínas, 

secretados en forma glicosilada que controlan el desarrollo de diversos organismos, que 

van desde los nemátodos hasta los mamíferos. Estas proteínas actúan a nivel celular 

local al regular la proliferación, morfología, motilidad y el destino celular (36-38). Las 

proteínas Wnt se unen a los receptores FrizzIed, denominados de esa forma debido al 

gen de la polaridad del tejido frizz1ed (fz) de la Drosophila. Estos receptores, están 

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 mamíferos 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 

actúan \as proteínas Wnt 1) por una activación transaipcional que se presenta como 

resultado de la mediación de las proteínas G que modulan la concentración interna del 

calcio (39) y 2) la activación se realiza a través de la interacción entre la J3-catenina y TCF 

(factor de transcripción específico de linfodtos-T) (37) (Figura 2). 

La proteína Wnt-4 es un miembro de la familia de proteínas Wnt que se encuentra 

involuaada en la determinación del sexo. Esta proteína actúa en forma local vía unión al 

receptor FrizzIed e interviene en la cascada de señales intracelulares que conducen a la 

activación transctipcional de genes huéspedes (37). 

4 



Figura 2.-Mecanismos de transcripci6n de las pro1eínas Wnl La unión del ligando Wrrt a 
su recep10r Fr1zzled puede tener dos meccnsmos de acción: a la izquierda ésta unión 
activa a la proteína Oisheve/led (Dsh) la cual a su vez inhibe la actividad de la cinasa 
GSK-3J3 (ci1asa de la glucógeno sintetasa). Debido a que GSK-3J3 promueve la 
inestabiidad de J3 -catenina, la senal Wrrt incrementa los niveles de J3 ~tenina, la cual se 
trasIoca al núcleo formando un complejo con el factor de transaipci6n específico de 
Iilfocitos T (TCF); este complejo puede activar la transcripción de genes blanco. A la 
derecha la ruta puede ser regulada mediante un mecanismo que invoIuaa a proteínas G 
modulando la concentraá6n de calcio (ca 2+), (Modificado de la referencia 37). 

El gen WNT -4 en el humano se Iocaiza en el aomosoma 1, especfficamente en la 

banda p35 y está formado por 5 exones; el exón 1 está constituido por 88 pares de bases 

(pb), el exón 2 por 233 pb, el exón 3 por 132 pb, el exón 4 por 143 pb Y el exón 5 por 469 

pb. Este gen codifica para una proteina de secreción de 351 amiloácidos con un peso 

molecular de 25 kDa (Figura 3). La proteína WNT -4 del humano y del ratón presentan una 

homoIogía en su secuencia del 99.7% (34). 
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Figura 3.- Localización cromosómica (A), estructura intrón-exón (B) y proteína WNT-4 (C), 
(Modificado de la referencia 41). 

La gónada del ratón se diferenda a partir del dfa 11 poscoito, por lo que Wnt-4 se 

expresa en ese momento en el mesénquina de la gónada indiferenciada de ambos sexos 

y en el mesonefros, pero es1a expresión se encuentra ausente en los túbulos 

mesonéfiicos Y en los conductos Wo/ffianos. Al iniciarse la diferenciación sexo especifica 

de la gónada (alrededor del dfa 11.5 poscoito), la expresión de ~t-4 se encuentra 

regulada en forma negativa en la gónada masculina, pero se mantiene en el ovario en 

desarrolo. Esto indica que Wnt-4 pudiese regular en forma negativa el camino de la 

diferenciadón masculina y sugiere que desempena un rol inpOrtante en el desarrolo del 

ovario (33) (Figura 1). 
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En un estudio llevado a cabo por Jordan y coIs. (34), en un sujeto con reversión 

sexual XY (caracterizado por ambigüedad genital, presencia de derivados Müllerianos y 

Wo/ffianos y desarroUo de estrías gonadales) con una duplicación por citogenética de 

1p31-1p35, demostraron que el gen WNT-4 se encontraba duplicado. Did1a duplicación 

alteraba la expresión de WNT -4, el cual se expresaba en fibrobIastos del sujeto con 

reversión sexual XY y no se expresaba en los fibroblastos de controles masculinos. Dicha 

observación demuestra que existe una pérdida en la regulación de la expresión de WNT-

4 en al menos un tipo de tejido Y posiblemente dicha perdida de la regulación de la 

expresión de WNT -4 se presentó también en la gónada en desarrollo, alterándose el 

~ ganadal. Asimismo, los investigadores postulan que Wnt-4 regula en forma 

positiva la expresión de Dax1 (otro gen que interviene en la cascada de la diferenciación 

sexual) (24,42,43) y con base en ello, probablemente la sobreexpresión de WNT-4 en 

sujetos con disgenesia gonadal XY resulte de una regulación positiva de DAX1 en el 

tejido gonadal. Por otro lado, la regulación positiva de WNT -4 semeja al ~ 

observado en los sujetos con reversión sexual XY que presentan dupicación del gen DSS 

(gen de la reversión sexual sensible a dosis) (34). 

En ausencia del gen determinante del1esticulo, el primordio gonadal posee una 

tendencia inherente a desarrolarse como ovario siempre Y cuando existan células 

gernlnales, continuándose con la proiferación del epiteio ceIómico Y el desarrolo de las 

células germilales que se transforman en ovogonias. En el caso de que no existan 

células germinales se formarán estrías fibrosas ilcapaces de producir hormonas sexuales 

femeninas durante la pubertad (44-46). 

La formación de bs fenotipos masculino o femeni10 está determinada por la acción 

de las hormonas sintetiZadas por cada gónada especifica. El mecanismo que induce este 
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dimorfismo en los mamíferos fue descrito orignalmente por Jost (47,48) quien demostró, 

que al diferenciarse la gónada primitiva a testlculo su producción hoononal induce el 

desanoUo del fenotipo masculino; en cambio, si la diferenciación gonadal se da hacia 

ovario, el fenotipo, aparentemente de manera pasiva, será femenino (Figura 1). La 

ausencia temprana de gónadas fetales también induce un fenotipo femenino, lo cual 

apoya el concepto de inactividad endócrina del ovario fetal (46). Los genitales externos se 

desanolan a partir de un primordio común (tubérculo genital, pliegues genitales y 

engrosamientos Iabioesaotales) (49). 

Las estructuras primordiales del tracto genital que dan origen a los genitales 

internos, induyen dos sistemas de conductos que se encuentran presentes en todos los 

embriones: los conductos WoIffianos y los conductos MüIIerianos (49) (Figura 1). 

El desarrollo del fenotipo masculino está detenninado por el efecto de tres 

hormonas fetales sobre los prinordios genitales. La prinera de ellas, secretada por las 

células de SertoIi del testículo, es la hormona inhibidora de los MOIIerianos (HIM) que se 

encarga de inducir la involución de los conductos MOIerianos, proceso que se observa en 

la séptima semana de la gestación y concluye en la décima con la desaparición de estas 

estructuras. Inmediatamente después de nidada la síntesis de la HIM las células 

intersticiales del testlculo fetal se citodiferencian en cékJlas de Leydig. Estas servirén 

como sustrato anatómico para la síntesis y secreción de testosterona (T), que es la 

segunda hormona fetal. El efecto virilizante de la T se ejerce sobre los conductos 

WoIffianos que se diferencian a epidídino, conducto deferente, vesículas seminales y 

conducto eyaculador. La síntesis de T apartir de colesterol requiere de la presencia de 

diversos sistemas enzjmáticos diferentes, que poseen regulación génica autosómica 

independiente (46). 
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La T es el precursor de la tercera hormona fetal virilizante, la dihidrotesklSterona 

(DHT). Esta, se forma en la célula blanco por la acción de la 5a-reductasa extragonadal y 

es la mediadora intracelular de la gran mayoría de las acciones de los andrógenos. Dicha 

hormona, es la única responsable del desarrollo de los genitales externos masculinos y de 

la próstata 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 Müllerianos y la regresión de los 

conductos WoIffianos (46) (Figura 1). 

ALTERACIONES DE LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL 

Las alteraciones en cualquier estadio de la diferenciación sexual, durante la 

embriogénesis, conducen a la presencia de malformaciones en el desarrolo sexual. Estas 

pueden ser clasificadas de acuerdo con la etapa de desarrollo en la que se presenten; 

ésto es, en errores aomos6micos, errores del sexo gonadal o errores en el sexo 

fenotIpico. (46,53-55). El hennafroditismo verdadero y el slndrome de varón XX se 

encuentran clasificadas dentro de las alteraciones en la traducción del sexo cromos6mico 

al sexo gonadal. En es1as alteraciones no se ha podido dilucidar con precisión, en un gran 

porcentaje de ellas, las causas que las determilan (46,56-58). 

HERMAFRODITISMO VERDADERO 

El hermafroditismo verdadero (HV) es una de las variantes más raras de los 

estados inlersexuales en el humano (59-62). Los individuos afectados poseen tanto tejido 

ovárico como testicular, ya sea en gónadas separadas o formando un ovotestes. El tejido 
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ovárico debe contener foIícutos rnentras que en el tejido testicular debe haber presencia 

de lúbulos seminíferos (59-62). 

La gónada que con mayor frecuencia se observa en esta entidad patológica es el 

ovotestes, siendo su localización variable (intrapélvica, inguinal o labioescrotal). La 

función endocrina y gametogénica está conservada en el ovario y en la porción ovárica 

del ovotestes; en cambio el tejido testicular, ya sea aislado o como parte del ovotestes, es 

habitualmente anormal en términos tanto de producción honnonal como de 

gametogénesis (59-64). La ambigüedad tanto de los genitales internos y externos 

dependerá de la producción hormonal de las gónadas existentes. En la mayorla de los 

casos los individuos presentan un fenotipo genial tendiente hacia la masculinización y 

debido al tamaño del falo al nacimiento, el sexo de asignación generalmente es mascufino 

(59,60,63). La presencia de ginecomastia es común durante la pubertad Y alrededor del 

50% de los HV presentan menstruación (46). En dos tercios de los casos de HV se 

observa un cariotipo 46,xx. siguiéndole en fIl!cuencia el 46,XXI46xY, el 46xY Y otros 

mosaicos aomosómicos (31,46,60,63). 

El HV es una condición genéticamente heterogénea; se han postulado tres 

mecanismos posibles en el desarrollo de tejido testicular en el HV 46,XX: 1) un 

mosaicismo oculto con una linea celular con aomosoma Y, 2) translocaci6n de material 

del aomosoma Y (incluyendo al gen SRY) al cromosoma X o a los autosómas y 3) 

mutaciones en genes autosómicos o ligados al cromosoma X que permiten el desarrollo 

de tejido testicular en ausencia del gen SRY (46,65). Sin embargo, la gran mayorla de HV 

46,XX (75%) son SRY negativos (31 ,66,67), por lo que el desarrollo del tejido testicular 

podrla deberse a rrutaci6n (es) en algún (os) gen (es) que actúa (n) "corriente arriba" o 

"corriente abajo" en la cascada de la diferenciación sexual (46,68). 
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SíNDROME DE VARON XX 

El síndrome de varón XX se caracteriza por la presencia de testículos bilaterales 

en individuos con cariotipo 46,XX (69,70). Esta es una entidad patológica poco 

frecuente (46) y la mayoría de los casos son esporádicos, aunque se han reportado en 

la literatura familias con varios miembros afectados (46,71,72). 

En el 85% de los varones XX, los genitales externos se encuentran virilizados y 

la mayoría de los sujetos afectados consultan en la adolescencia o en la vida adulta por 

presentar microgenitatia, ginecomastia con o sin infertilidad. En el 15% restante, los 

genitales externos son ambiguos, por lo que pueden ser diagnosticados al nacimiento o 

en la infancia (46,73). Los genitales internos son mascutinos. El estudio histológico de 

los testículos demuestra disminución en número y tamar'lo de los túbulos seminíferos, 

hiperplasia de células de Leydig y ausencia de espermatogénesis (46). El perfil 

honnonal es normal durante la infancia, a partir de la cual se presenta un deterioro en 

la función ganadal progresiva lo cual conduce a un hipogonadismo hipergonadotr6pico 

(74). 

Al igual que en los HV 46,xx se han propuesto los mismos mecanismos para 

explicar la diferenciación testicular en sujetos con cariotipo 46,xx (46). Los estudios que 

involuaan a genes marcadores ligados al aomosoma X. así como ligados al cromosoma 

y (75), las observaciones citogenéticas (76) y los análisis genéticos moleculares (9,77), 

han demostrado la presencia del gen SRY en el 80% de los varones XX, datos que 

apoyan la hipótesis de un intercambio desigual entre los cromosomas Y -x durante la 

meiosis paterna. 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 ~ en un mismo árbol 
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genealógico coexisten HV 46,XX y varones xx. SRY negativos (46,65,78,80,81). Estos 

datos fortalecen la posibilidad de que ambas entidades patológicas, constituyen parte del 

espectro de la misma alteración 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 

mutación (es) en algún (os) gen (es) que actúa (n) "corriente arriba" o "corriente abajo· en 

la cascada de la diferenciación sexual, que pudiese (n) dar kJgar a dicha entidad 

patológica (46). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La diferenciación sexual en el humano es un proceso aún no totalmente 

dilucidado que involucra una cascada de eventos, los cuales inician en la cresta genital 

indiferenciada en donde genes autosómicos o ligados al sexo dirigen el desarrollo 

ovárico o testicular. Esta diferenciación es iniciada por la presencia y acción del factor 

determinante testicular (FOT), y a pesar de que diversas evidencias en la literatura 

apoyan que el gen SRY es el FOT (8,9,14-21), existen algunas alteraciones de la 

diferenciaci6n sexual en las cuaJes se ha observado desarrolo testicular en ausencia del 

SRY, como en hermafroditas verdaderos 46,XX y en varones XX. Por lo que se ha 

propuesto la existencia de otros genes autos6micos o ligados al cromosoma X que 

intervienen en el desarrollo gonadaI constituyéndose como componentes de una cascada 

génica responsable de los programas de moñogénesis y diferenciación gonadal (22-34). 

Se ha postulado que el gen WNT -4 posiblemente regula en fonna negativa el 

camino de la diferenciaci6n sexual rnasculi1a, por \o que la ausencia de este gen conduce 

a la masculinizaci6n de los ratones XX (33-35,82). 

Sin embargo hasta el momento actual, no se ha podido dilucidar con precisión 

las causas que determinan a la rnayooa de los individuos oon diagnóstico de HV 46,XX y 

de síndrome de varón XX; así 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 WNT -4 en estas entidades patológicas. 

13 



OBJETIVO 

Estudiar la secuencia de los cinco exones que conforman al gen WNT -4, a partir 

del AON genómico extraído de sangre periférica de pacientes con diagnóstico 

comprobado de hermafroditismo verdadero 46,XX o con diagnóstico de síndrome de 

var6nXX. 

HIPÓTESIS 

En los pacientes con diagnóstico comprobado de hermafroditismo verdadero 

46)(X o con diagnóstico de síndrome de varón xx. existe(n) alguna(s) mutaci6n(es) en la 

secuencia de alguno(s) de los 5 exones que constituyen al gen WNT-4. 
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SWETOS 

los pacientes que se incluyeron en este estudio (12 con diagnóstico 

comprobado de hennafroditismo verdadero 46,XX y 7 con síndrome de varón XX) 

fueron de origen étnico mestizo mexicano y pertenecían a familias diferentes. las 

caracterlsticas clínicas individuales de cada uno de los pacientes se observan descritas 

en las tablas 1 y 2. En todos los pacientes con slndrome de varón XX al igual que en 6 

de los sujetos HV, 46,XX, el sexo de asignación fue masculino, mientras que en los 

otros 6 pacientes con HV 46,XX el sexo de asignación fue femenino. El rango de edad 

de los pacientes HV 46,XX fue de 1/12 a 27 anos; en los pacientes con síndrome de 

varón XX las edades variaron desde 6/12 a 35 anos. En 5 pacientes HV 46,XX se 

documentó la presencia de ovario con ovotestes contra lateral, otros 5 pacientes 

presentaron testículo con ovotestes contralateral, 1 paciente presentó ovotestes 

bilateral y otro paciente presentó ovario y testículo contralateral. Todos los pacientes 

HV 46,XX presentaron diferentes grados de ambigOedad tanto de genitales externos 

como internos. En todos los pacientes con síndrome de varón XX, se documentó la 

presencia de testículos bilaterales, en 2 pacientes prepuberales se observó 

ambigüedad de los genitales externos y en los 4 pacientes restantes se documentó la 

presencia de genitales externos mascutinos bien diferenciados (en el paciente numero 

7 no se pudo recopilar el cuadro clínico). 
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PACIENTE 

1 

2 

3 

4 

5 

TABLA 1.- CARACTERlsTICAS CLlNICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNÓSTICO DE 
HERMAFRODITISMO VERDADERO 46.XX 

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GÓNADA GÓNADA 
(AÑOS) ASIGNACiÓN EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA 

AL NACIMIENTO 

Falo de 2.8 cm, 
Hipospadia Útero, 

2 Masculino perineoescrotal, Trompas de Falopio Ovotestes Testículo 
escroto bifido bilaterales 

Falo de 3.0 cm, Útero, trompas de 
27 Femenino Hipospadia Falopio y Ovario Ovotestes 

perineoescrotal derivados Wolffianos 
bilaterales 

1 Masculino Hipospadia Uretra peneana Ovotestes Ovotestes 
perineoescrotal Útero 

Labios escrotalizados Útero, trompas de 
5 Femenino Falopio bilaterales, Ovario Ovotestes 

epidídimo izquierdo 

Falo de 1.8 cm, Ausencia de 
1/12 Masculino Hipospadia Müllerianas Ovotestes Testículo 

peneana 

I 

I 

I 

Continua .... . 
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PACIENTE 

6 

7 

8 

9 

10 

TABLA 1.- CARACTERIsTICAS CLINICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNÓSTICO DE 
HERMAFRODITISMO VERDADERO 46,XX 

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GÓNADA GÓNADA 
(A~OS) ASIGNACiÓN EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA 

AL NACIMIENTO 

Falode3 cm, 
6 Masculino Hipospadia coronal, Epididimo derecho Testículo Ovotestes 

escroto bifido 

1/12 Femenino Hlpospadia útero, trompas de Ovotestes Ovario 
Peneana Falopio bilaterales 

1/12 Femenino Hipospadia Útero, trompas de Ovotastes Ovario 
peneana Falopio bilaterales 

1/12 Femenino Falo de 1.8 cm NO Testículo Ovario 

6 Masculino NO útero Testículo Ovotestes 

I 

NO= No documentado 

Continua ..... 
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PACIENTE 

11 

12 

TABLA 1.- CARACTERlsTlCAS CLINICAS DE 12 PACIENTES CON DIAGNÓSTICO DE 
HERMAFRODITISMO VERDADERO 46,XX 

EDAD SEXO DE GENITALES GENITALES GÓNADA GÓNADA 
(AIQOS) ASIGNACIÓN EXTERNOS INTERNOS DERECHA IZQUIERDA 

AL NACIMIENTO 

Falo de 4.5 cm, Uretra, 
1 Masculino Hipospadia perineal US=Útero Ovotestes Testículo 

Falo de 3.2 cm, US=Útero 
1/12 Femenino Hipospadia peneana, Uretra de carac. Ovario Ovotestes 

labios escrotalizados Masculinas 

US= Ultrasonido 
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TABLA 2.- CARACTER(SnCAS CLlNICAS DE 7 PACIENTES CON DlAGN6STICO DE S(NDROME DE 
VAR6NXX 

PACIENTE EDAD SEXO DE GENITALES GÓNADA GÓNADA 
(AÑOS) ASIGNACIÓN . EXTERNOS DERECHA IZQUIERDA 

Pene de 3.2cm, Testículo Testículo 
1 9/12 Masculíno Hipospadía penoescrotal 2.8cc 2.8cc 

2 35 Masculíno Pene de 9cm Testículo Testículo 
3.3cc 2.7cc 

3 16 Masculíno Pene de 7cm Testículo Testículo 
4.1cc 3.2cc 

Pene de 1.5cm, 
I 4 6/12 Masculino Hipospadía penoescrotal Testículo Testículo 

1.1cc 1.1cc 

5 25 Masculíno Pene de 6.5cm Testículo Testículo 
1.2cc 1.5cc 

6 28 Masculíno Pene de 9.5cm Testículo Testículo 
2.1cc 6.3cc 

7 2 Masculíno ND Testículo Testículo 
1.4 cc 1.7 ce 

----- -

NO: No documentado 
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MÉTODOS 

extracción de AON de sangre periférica 

Se extrajó una muestra de 5 mi de sangre periférica con el fin de obtener el ADN 

genómico siguiéndose la metodología estándar (83). La sangre se depositó en tubos de 5 

mi que contenían 200 J.il de etilen diamino tetra acetato disódiro (EOT A) O.5M, pH 8, 

corno anticoagulante. Las muestras fueron colocadas en hielo agregándose 12.5 mi de 

sacarosa-tritón 2X (Sacarosa O.64M, TIizma-base O.02M, MgCb 0.01M y Tntón 100X al 

2%) y 7.5 mi de agua bidestilada (dd~). Los leucocitos se separaron por centrifugación 

(2180 g/15 minutos) y se decantó el sobrenadante hasta que se obtuvo un botón nuclear. 

Para lisar los leucocitos se añadieron 1.5 mi de amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2, 

(Tnzma-base 10 mM, NaCl 400 mM y N82EOTA 2 mM), 108 J.il de sulfato dodecílico 

sódico (SOS) al 2()0..{, y 50 J.tI PlOteinasa K Se dejó incubar por 14 horas a 37°C, 

adicionándose después de dicho lapso 200 JJI de NaCI saturado y centrifugándose a 

2180 g/15 minutos. El sobtenadante fue transferido a tubos de 15 mi y el ADN se 

precipitó con dos volúmenes de etanol absoluto y se agitó por inversión. Posteriormente, 

el AON se lavó en etanol frio al 70%, se secó a temperatura ambiente, fue resuspendido 

en 200 JJI de ddH2Ü y almacenado a -2()0 e para su análisis posterior. 

En todos los sujetos, se determinó la concentración de AON por 

espectrofotometria, y se leyó a longitudes de onda de 260 y 280 nm. Por medio de la 

lectura en la longitud de onda a 260 nm se determlló la concentración de ADN, mientras 

que la relación 260f280 nos indicó la pureza del mismo. La concentración 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 dilución que se utiizó: 

concentración de AON (1J9I~) = (0.0. de 260nm) (dilución) (50 ~ de AON) 

en donde 50 ~ de AON = 1 0 .0 . (260 nm) 

Para conocer la calidad de la muestra se levó a cabo una eIectroforesis en gel de 

agarosa al 1.2%. 

Síntesis de OIigonucleótidos 

Se diseñaron los oIigonucIeótido específicos en base a la secuencia de cada uno 

de los 5 exones del gen W'NT-4 (GeneBank, accesos AF335591 y AL031281 Y OMIM: 

MIM 603490) fueron adquiidos de una casa comercial (Invitrogen, Lite Technologies) Y 

cada uno de ellos fue llevado a una concentración de 100~. Asinismo, se realizó una 

eIectroforesis en gel de agarosa al 2% con el fin de detenninar que no existiesen 

o/igonucleótidos adicionales. 

Los oIigonucIeótidos sintetizados para el desarrollo del estudio fueron los 

siguientes: para el exón 1 los pares de o/igonucleótidos WNT1b1VVNT1y, para el exón 2 

los pares WNT2aJWNT2b, para el exón 3 los pares WNT3aM'NT3b, para el exón 4 los 

pares WNT4cNVNT4d y para el exón 5105 pares WNT5aJWNT5b. 

Secuencia de los oIigonucIeótidos en dirección 5' ---+ 3': 

WNT1b 5' CTCGGCCCCGGCCAGACTT AC 3' 

WNT1y 5' CACCA TGAGTCCCCGCTCGT 3' 
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WNT2a 

WNT2b 

WNT3a 

WNT3b 

WNT4c 

WNT4d 

WNT5a 

WNT5b 

5' ATCCAGAGAGAAGTCGGCAGCC 3' 

5' CCCGTTGCTCACGACCGTCTC 3' 

5'ATGATTTCTGCCTGTCTTGCTCCC3' 

5' ACATCCACAAACGACTGTGAGAAG 3' 

5' TAGGTGCAGGAGGTGGTCAGAG 3' 

5' TTTTCTGAGTGGCCGTGTGGGT 3' 

5' GTACCGCGTAATTCCTAAGAGGAG 3' 

5'GTGCTGGTGAGAGCCTGCACAAAT3' 

Reacción en Cadena de la PoUmerasa (PCR) 

En todos los casos se preparó una reacción estándar de 50 JJl, siguiéndose la 

téalica deSClita por Sambrook y coIs. (83) que contenía: 0.3 I.IQ de AON gen6mico, 

oIigonudeótidos (5' y 3') a una concentración final de 0.4 J,lM, desoxinibonudeótidos 

trifosfatados a una concentración final de 80 J.LM, amortiguador 10X (Tris-HCI10 mM, pH 

8.3, KCI 50 mM y MgCb) a una concentración final de 1X, Taq. poIimerasa 2 U (Apptied 

Biosystems, Foster City, CA) y dd~ para un volumen final de 50 JJl, para las reacciones 

de la PCR de los exones 1 y 3 se utiizó dimetil sulfóxido al 3%. Todas las reacciones se 

llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Appied Biosystems, 

Foster City, CA). las condiciones adecuadas para la amplificación de cada unos de los 



exones fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalización a 94 OC/5 min, 30 ciclos de 94 

OCI1 min, temperatura de alineamiento (TA) /1 min y 72 OC/1 min y un ciclo de extensión a 

72 OC/5 mino En la TA para el exón 1 se utilizó el método de Touch-down, en el cual 

después de la temperatura de desnaturalización, los dos pOmeros ciclos fueron a 68 °C/1 

min, ésta temperatura disminuyó gradualmente en dos grados centígrados en cada par 

de ciclos subsecuentes, hasta una temperatura de 50 oC, ésta última con 20 ciclos y 

finalizar con el ciclo de extensión (83). Para los exones 2,3 Y 51a TA fue de 66 oC y para 

el exón 4 de 64 oC. 

El análisis de los produdos de la PCR se levó a cabo en un gel de agarosa al 1 % 

para los exones 2 al 5 y del 2% para el exón 1, tiñéndose con bromuro de etidio al 

0.0002%. Una escalera de 100 pb fue utilizada como marcador de peso molecular; 

asinismo, se incluyeron un control positivo (individuo sano) y un control negativo (la 

reacción de la PCR sin AON), el gel se visualizó en un transiuminador de luz ultravioleta 

y se fotografió utilizando una pelírula Polaroid 667, finatmente la inagen se escaneo y se 

modificó solo en cuanto al briIo. 

Secuenclaci6n 

Las reacciones de secuencia se llevaron a cabo mediante el uso de un estuche 

comertial (Oye Terminator Cyoo Sequencing), el cual se basa en el método desaito por 

Sanger y coIs. (84) con algunas modificaciones. Previo a la secuenciación, las muestras 

de AON ampificadas se purificaron con un estuche de QIAGEN (QIAGEN GMBH, 

Germany). Posterioonente, en tubos de microcentrífuga se llevó a cabo la mezcla de 

reacción con: amortiguador de secuencia 5)(, mezcla de dNTP's, tenninador fluorescente 
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A, tenninador fluorescente C, terminador fluorescente G, tenninador fluorescente T y 

AmpliTaq ONA PoIimerasa, FS. A esta mezcla de reacción se le añadió el templado, 

oIigonudeótidos (S' o 3') y ddHi) para un volumen final de 201J1. Se levó a cabo la PCR 

de cada una de las reacciones de secuenciación, siguiendo las instrucciones del 

proovedor. Al finalizar la PCR, se procedió a la purtficaci6n de los productos mediante 

columnas de Centri-Sep (AppIied Biosystems, Foster City, CA). Las muestras fueron 

resuspendidas en amortiguador de carga formamida, se desnaturalizaron a 94 oC y se 

colocaron en hielo. Posteriormente las muestras se cargaron en un gel de poiacrilamida 

al 4.75%, utilizando un 100 de Long Ranger y buffer TBE, se conieron en un secuenciador 

automático ABI Prism 377 (Per1dn Ekner, New Jersey, USA) Y los resultados fueron 

analizados mediante el programa SeqlJef'lOOg Analysis (versión 3.41). 
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RESULTADOS 

Con el fin de valorar la presencia de mutaciones en el gen WNT -4, se analizó 

por la PCR el ADN genómico extraído de sangre periférica de los sujetos incluidos en 

este estudio. Por medio de este análisis no se encontraron mutaciones en ninguno de 

los 5 exones que componen al gen WNT -4. En todos los casos, la amplificadón de 

cada uno de los exones fue el esperado de acuerdo al tamal'lo molecular. 

Debido a que la región 5' flanqueadora y el intrón1 presentan secuencias ricas 

en GC, la amplificadón del exón 1 fue exitosa, después de disel'lar y probar 9 

oIigonucle6tidos distintos y utilizar el método de TouctHiown. Finalmente se logró 

amplificar un fragmento de 102pb que abarcan el exón 1, en las figuras 4 y 5 se 

observa la PCR de este exón para los pacientes HV 46,XX y los padentes con 

síndrome de varón xx, el exón 2 amplificó un fragmento de 481 pb lo que se puede 

observar en las figuras 6 y 7, el exón 3 amplificó un fragmento de 430pb el que se 

observa en las figuras 8 y 9, el exón 4 amplificó un fragmento de 415pb, figuras 10 y 

11 Y el exón 5 amplificó un fragmento de 762pb el que se puede observar en las 

figuras 12 y 13. 

En todos tos sujetos analizados la secuenciadón automatizada de tos 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 ). 
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l02pb _-+. 

TM= Tamar'lo Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

FIGURA 4 

HV46,XX 

HV 46,XX= Hermafroditismo Verdadero 46,XX 

Reacción en cadena de la polimerasa del exón 1 del gen WNT-4. En todos los 

pacientes con HV 46,XX así como en el CP se observa la amplificación del exón, el 

cual corresponde a 102 pb. 
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I02pb 

FIGURA 5 

TMCPCN1 234 567 

Síndrome de varón XX 

TM= Tamar'lo Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

Reacción en cadena de la pofimerasa del exón 1 del gen WNT -4. En todos los 

pacientes con síndrome de varón XX así como en el CP se observa la amplificación 

del exón, el cual corresponde a 102 pb. 
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FIGURA 6 

481 pb ---+ 

TMCPCN 1 2 3 4 5 6 7 

HV46,XX 

TM= Tamai\o Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

HV 46,XX= Hennafroditismo Verdadero 46,XX 

Reacción en cadena de la pofimerasa del exón 2 del gen WNT-4. En todos los 

pacientes con HV 46,XX así como en el CP se observa la amplificación del exón, el 

cual corresponde a 481 pb. 
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FIGURA 7 

481 pb 

Síndrome de varón XX 

TM= Tamarlo Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

Reacción en cadena de la polimerasa del axón 2 del gen WNT -4. En todos los 

pacientes con síndrome de varón XX así como en el CP se observa la amplificación 

del exón, el cual corresponde a 481 pb. 
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FIGURA 8 

430pb _-+. 

TMCPCN 1 2 3 4 5 6 7 

HV46,XX 

TM= Tamai\o Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

HV 46,XX= Hermafroditismo Verdadero 46,XX 

Reacción en cadena de la polimerasa del exón 3 del gen INNT-4. En todos los 

pacientes con HV 46,XX así como en el CP se observa la amplificación del exón, el 

cual corresponde a 430 pb. 
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430pb 

FIGURA 9 

TMCPCN12 34567 

Slndrome de varón XX 

TM= Tamano Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

Reacción en cadena de la polimerasa del exón 3 del gen WNT -4. En todos los 

pacientes con síndrome de varón XX as! como en el CP se observa la amplificación del 

exón, el cual corresponde a 430 pb. 
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415pb_-+~ 

TM= Tamat\o Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

FIGURA 10 

HV46,XX 

HV 46,XX= Hennafrodltismo Verdadero 46,XX 

Reacción en cadena de la potimerasa del exón 4 del gen WNT -4. En tocios k>s 

pacientes con HV 46,XX as! como en el CP se observa la amplificación del exón, el 

cual corresponde a 415 pb. 
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FIGURA 11 

415 pb 

Slndrome de varón XX 

TM= Taman<> Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

Reacción en cadena de la poIimerasa del exón 4 del gen WNT -4. En todos Jos 

pacientes con slndrome de varón XX asl como en el CP se observa la amplificación del 

exón, el cual corresponde a 415 pb. 
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FIGURA 12 

762pb_-+. 

TM CP CN 1 2 3 4 5 6 7 

HV46,XX 

TM= Tamano Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

eN= Control Negativo 

HV 46,XX= Hennafroclitismo Verdadero 46,XX 

Reacción en cadena de la polimerasa del exón 5 del gen WNT -4. En todos los 

pacientes con HV 46,XX asr como en el CP se observa la amplificación del exón, el 

cual corresponde a 762 pb. 
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762pb 

FIGURA 13 

TM CP CN 1 2 3 4 5 6 7 

Slndrome de varón XX 

TM= Tamano Molecular (100 pb) 

CP= Control Positivo 

CN= Control Negativo 

Reacción en cadena de la poIimerasa del exón 5 del gen WNT 4. En todos tos 

pacientes con sindrome de varón XX asl como en el CP se observa la amplificación del 

exón, el cual corresponde a 762 pb. 
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tcrccrcrr 
2 

FIGURA 14 

CITCf<AGCCGCCGCGAGCMCTGGCTG 
o 

1\IJ11~'u.JI It. 

Control 

-
OCGCCT<ITCGfffiCGCCGTffiUa GCCGCCGCG/J{jCAACTGGCTG 

o 50 

Secuenciación automatizada parcial en dirección 5' del exón 1 del gen WNT -4, del 

aminoácido 2 al 19. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la 

misma secuencia que el control. 

36 



FIGURA 15 
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Secuenciación automatizada parcial en dirección 3' del ex6n 2 del gen WNT-4, del 

aminoácido 73 al 97. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la 

misma secuencia que el control. 
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FIGURA 16 

TGACGCGGOC OCAOCAGTGGGGAGCTGGA GCGGC TGTGACA G AGTGCAT 
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~ 1 

1 

Control 

GCTGGAGAA GCGOCl' CA GGACA GCAT 
200 210 770 

Paciente 

Secuenciación automatizada parcial en dirección 5' del exón 3 del gen WNT-4, del 

aminoácido 124 31143. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la 

misma secuencia que el control. 
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FIGURA 17 

Control 
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Secuenciación automatizada parcial en dirección 5' del exón 4 del gen WNT -4, del 

aminoácido 155 al 175. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la 

misma secuencia que el control. 
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FIGURA 18 

TGC CACGGGGTGTCA GGCTCCT GAGGTAAAGAC GCTGGCG CC GeC<r:CCTT 
1 70 180 190 200 210 27 

Control 

TG: CACGGGGTGTCAGGC TCCT GAGCThAAGAC G:TGG: GAGCC GCCG: CC TT 
190 200 210 n2 20 230 240 

Paciente 

Secuenciación automatizada parcial en dirección 5' del exón 5 del gen WNT -4, del 

aminoácido 207 al 227. El paciente con hermafroditismo verdadero 46,XX presenta la 

misma secuencia que el control. 
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DISCUSiÓN 

En este trabajo se llevó a cabo el estudio molecular de 12 pacientes con 

diagnóstico comprobado de hennafroditismo verdadero 46,XX y de 7 pacientes con 

diagnóstico de síndrome de varón XX. 

La diferenciación sexual en el humano es un proceso aún no totalmente 

dilucidado que involucra una cascada de eventos, iniciada por la presencia y acción 

del factor determinante testicular (gen SRY). Sin embargo, existen algunas 

alteraciones de la diferenciación sexual en las cuales se ha observado desarrollo 

testicular en ausencia del SR Y, como son los HV 46,XX y el síndrome de varón XX. 

Por ello se ha propuesto la existencia de genes autosómicos o ligados al cromosoma X 

que intervienen en el desarroHo gonadal de una forma dimórftca, expresándose en 

diferentes tiempos y dosis, constituyéndose como componentes de una cascada 

génica responsable de los programas de morfogénesis y diferenciación de la gónada 

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 deleción homocigota de 

Wnt-4 conduce a una masculinización caracterizada por fenotipo gonadal masculino, 

ausencia de derivados Müllerianos y diferenciación de los conductos Wolffianos. 

Asimismo, Jordan y cols. (34) demostraron en un paciente con reversión sexual XV, 

una duplicación del gen WNT-4, por lo que proponen que este gen juega un papel 

importante en la cascada de la diferenciación sexual. 
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Recientemente, se ha propuesto que WNT -4 impide la migración de células 

endoteliales y esteroidogénicas en la gónada XX en desarrollo, impidiendo la 

formación de vasos sanguíneos específicos 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 expresión de células esteroidogénicas en 

el ovario; por lo que la interrupción de la señal de Wnt-4 esta asociada con el inicio de 

la biosíntesis de esteroides, dando lugar a la masculinización de la gónada XX (33, 

35). Con base en lo anterior, se postula que WNT-4 es esencial para el desarrollo del 

sistema reproductivo femenino y suprime el desarrollo del masculino. 

Las alteraciones en la diferenciación sexual conducen a la presencia de 

malformaciones en el desarrollo sexual. El hermafroditismo verdadero y el síndrome de 

varón XX son padecimientos en donde se encuentra afectada la traducción del sexo 

cromosómico al sexo gonadal. En el HV 46,XX los individuos afectados poseen tanto 

tejido ovárico como testicular, ya sea separados o formando una sola gónada 

(ovotestes), por el contrario en el síndrome de varón XX los individuos afectados 

presentan solo testículos, como se puede observar en los pacientes analizados en 

este trabajo (tanto para los pacientes con HV 46,XX y con síndrome de varón XX) 

tablas 1 y 2. La mayoría de los sujetos HV 46,XX y de los sujetos con síndrome de 

varón XX ocurren esporádicamente, 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 SR Y, 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 llevó a cabo el estudio molecular de los 

cinco exones del gen WNT-4 en sangre periférica de 12 pacientes con diagnóstico de 

HV 46,XX y de 7 pacientes con diagnóstico de síndrome de varón XX; siendo el primer 

estudio de la secuencia del gen WNT -4 en estos padecimientos, no evidenciándose 

alteraciones moleculares en el marco de lectura del gen, y de esta forma no se pudo 

comprobar la hipótesis propuesta. 

La diferenciación de tejido testicular en sujetos con HV 46,XX y en sujetos con 

síndrome de varón XX pudiera explicarse por la presencia de un mosaicismo oculto 

con una línea celular con cromosoma Y, o bien debido a la traslocación de material del 

cromosoma (induyendo al gen SRY) a otros cromosomas (45,63,75-77). En el caso de 

los pacientes que se incluyeron en este estudio (tanto con diagnóstico de HV 46,XX 

como con diagnóstico de síndrome de varón XX) nuestro grupo de investigación realizó 

la búsqueda de secuencias derivadas del cromosoma Y (gen SRY, ZFY, una región 

repetitiva alfoide específica del aomosoma Y, así como la región 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 síndrome de varón XX se demostró la 

presencia del gen SRY, lo que pudiera explicar el desarroUo testicular en estos pacientes. 

Otra explicación plausible para el desarrollo testicular en los sujetos incluidos en 

este estudio, es que pudiera ser que la alteración molecular del gen WNT-4 se 

encontrara confinada en el tejido ganada!. Como es el caso de un sujeto HV 46,XY, en el 

cual se encontró una mutación postcigótica en el gen SRY (86); es decir el gen SRY 

presenta una secuencia silvestre en sangre, pero mutada en gónadas. Asimismo, 

nuestro grupo de investigación, encontró en otro sujeto con reversión sexual XY, una 
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mutación postcigótica en el SRY. Por lo que en el presente trabajo no se descarta la 

posibilidad de que la secuencia del gen WNT-4 pudiera presentar una mutación 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 síndrome de varón 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 WNT -4, corno es en la región 

promotora o en las regiones ¡ntrónicas del mismo; como se ha reportado tanto en 

individuos con alteraciones en la diferenciación sexual (87,88-90) como en otras 

entidades patológicas (91-93). Entre estos individuos se encuentran algunos pacientes 

con reversión sexual XY, en donde se ha reportado la presencia de mutaciones en la 

región promotora del gen SRY, dando lugar a una alteración en la expresión del mismo 

(94). 

Asimismo, la presencia de mutaciones en las regiones ¡ntrónicas puede crear 

nuevas secuencias consenso del sitio de corte y empalme, dando lugar a diferentes 

formas de proteínas con función(es) alterada(s), que se traduce en una alteración 

fenotípica. Con base en lo anterior, no se puede descartar que los pacientes induidos 

en este estudio, pudiesen presentar alguna alteración molecular en los intrones de 

WNT-4. 

Las células responden a una señal determinada por la combinación de 

proteínas y factores reguladores de la transclipción. El conjunto de factores que 

participan en este proceso y su adecuada actividad determinan la expresión de otros 

genes como respuesta a un evento de señalización específico. Así en este trabajo no 

se descarta la posibilidad de que pudiera haber alguna alteración en algún paso de la 



regulación transcripcional del gen WNT-4 que pudiera bloquear su señal. En la 

cascada de señalización de WNT -4 se conoce con certeza y en otros casos solo se 

presume la participación de diversas moléculas, algunas de estas son la p-catenina, el 

TCF, proteína G, Ca2
+ , GSK-3p, DSh, las cuales son necesarias para transmitir la 

señal de WNT-4 . (37-40,95,96). Zom y cols. (38), demostraron que algunas proteínas 

pertenecientes a la familia SOX pueden unirse a p-catenina impidiendo su unión con el 

TCF, interfiriendo así con la señal WNT -4. Por otro lado la unión del gen WNT-4 a su 

receptor involucra otro paso importante para la transmisión de su señal, un estudio 

realizado por Gazit y cols. (96) en un homólogo del receptor Frizzled humano, 

encuentran que la deledón en la región carboxilo tenninal de este receptor impide la 

transmisión de la señal de algunas proteínas Wnt dependientes de TCF, concluyendo 

que el dominio carboxilo teoninal del receptor frizzJed es indispensable para una 

eficiente transducción de la señal de estas proteínas Wnt. 

Asimismo, hay que considerar que para la amplificación del exón 1 del gen 

analizado en este estudio, el oIigonucleotido en dirección 5' -+ 3' que se utilizó 

abarcó las primeras 16 bases del exón, por lo que no podemos descartar la presencia 

de alguna mutación en estas bases lo que pudiera dar lugar a las entidades 

patológicas analizadas. 

En la diferenciación sexual participan diversos genes, los cuales juegan un 

papel importante en este proceso, así, además del gen SRY y WNT-4 otros genes 

autosómicos o ~gados al cromosoma X pudieran estar involucrados en la etiología de 

los HV 46,XX y del síndrome de varón XX. El gen WNT -4 es regulado por genes "río 

arriba" en el camino de la detenninación sexual y a su vez este gen también ejerce su 

función interactuando con otros genes "río 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 actúan "comente amba" de WNT-4 en la cascada de la 

diferenciación sexual se encuentran el gen WT1 y SF1 (4,41 ,97). Se ha demostrado 

que la mutación en alguno de estos genes da lugar a reversión sexual (22,100-102). 

Asimismo, se han reportado casos en la literatura, en los cuales la sobreexpresión de 

algunos genes como son SOX9 y DAX1 dan lugar a reversión sexual XX y Xi 

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 

diagnóstico comprobado de hermafroditismo verdadero 46,XX y en pacientes 

con diagnóstico de síndrome de varón 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 alteración molecular del 

gen se encuentre confmacla en el tejido gonadal. 

.:. Asimismo, la alteración molecular de WNT -4 pudiera encontrarse en la región 

promotora o regiones intrónicas del gen o en algún factor que intervenga en la 

cascada de set\alización del mismo, o bién encontrarse en las primeras 16 

bases del exón 1. 

<. Finalmente, la patología de HV 46,XX: y la de srndrome de varon xx: pudieran 

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

cascada de la diferenciación sexual. 
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