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RESUMEN

El sindrome de vardn XX es una forma poco comin de reversion sexual que se
caracteriza por desarrollo testicular en ausencia de un cromosoma Y. La
mayoria de los cascs son esporadicos y presentan el gen determinanie de
testiculo (SRY) translocado en uno de sus cromosomas X. Adicionalmente, se
han descrito cinco familias con dos o mas afectados, cuatro de estos casos son
SRY negativos lo que indica la participacion de un gen{es) alin desconocido(s)
en autosomas 0 en el X en la etiologia de la enfermedad. En este trabajo se
realizo andlisis de ligamiento con 29 marcadores genéticos microsatélites para
identificar si existia ligamiento al cromosoma X en una familia con dos varones
XX, SRY negativos. La reconstruccion de los haplotipos mostréd evidencia de
ligamiento del padecimiento a una regidén de 211 cM en Xp21.3-p21.1. El
andlisis de maltiples puntos en este intervalo reveld un valor maximo de LOD
score de 0.6 entre los marcadores DXS1218 y DXS997, lo cual concordd con
los estudios de simulacion {LOD score= 0.64). Esta es la primera descripcidn
de una regién del crorhosoma X ligada a reversién sexual XX. Es interesante
sefialar que dentro de este segmento se localiza el locus DSS que incluye al
gen antitesticulo, DAX1. Se analizd la probable participacion de esta region y

se propuso un medelo para la etiologia de los varones XX, SRY negativos.



ABSTRACT

46 XX maleness is an uncommon form of human sex reversal characterized by
testicular development in subjects lacking a Y-chromosome. The majority of
46,XX males occur sporadically and are SRY-positive due to translocated Y-
sequences, but there are a few families in which two or more affected
individuals have been described, most of them being SRY-negative. In order to
recognize if sex reversal in a family with two SRY-negative XX males was X-
linked we performed linkage analysis, using twenty-nine X-chromosome
polymorphic martkers. Haplotype reconstruction showed evidence of linkage to
sex reversal in a 211 ¢M region at Xp21.3- Xp21.1. Multipoint analysis in this
region revealed a maximum LOD score of 0.6 from marker DX51218 to
-DXS5997 which was in agreement with simulation studies (LOD score=0.64).
This is the first report where an X-chromosome region shows linkage with XX
sex reversal. Interestingly, the DSS locus that includes the antitestis gene DAXT
is located within this interval, We discuss the possible involvement of this region

in SRY-negative XX maleness.



ANTECEDENTES TEORICOS

El sexo es uno de los rasgos fenotipicos que mas faciimente se relacicna con
la-herencia y en consecuencia ¢on el genotipo. Sin embargo, la relacién entre
el genctipo vy el sexo no es sencilla como se ¢reyd durante la mayor parte del
siglo pasado. El desatrollo sexual en los mamiferos se describe cdmo un
programa secuencial, ordenado e interrelacionads que se lleva a cabo en tres
etapas consecutivas: en el primer paso se decide el sexo genético (genotipico
o cromosdmico) del embridn cuando el ovocite es fertilizado por un
espermatozoide portador de un cromosoma X o de unY En el segundo paso
ocurre la determinacién gonadal; es decir, se decide el destino de |la génada
bipotencial hacia ovaric o testiculo, mediante la expresidn de un gen regulador
maestro del Y en los embriohes XY; asi en esta etapa se define el sexo
gonadal. En el tetcer paso ocurre la diferenciacion sexual fenotipica en fa que
se desarrollan los genitales internos y externos en respuesta a hormonas
producidas por |la génada diferenciada; esta etapa condiciona el sexo fenotipico
o somatico (Lim et al, 1998; Roberts et al, 1999; Capel, 1999; McElreavey et al,
1999). El género de un individuo es et sexo de asignacion y éste generalmente
depende de ambos procesos: determinacién y diferenciacion normales (Hiort et

al, 2000) (Fig. 1).

DETERMINACION SEXUAL

Lé determinacién sexual en fos mamiferos euterios parece ser insensible a
estimulos externos, lo que sugiere que existen genes especificos gque
establecen uno u otro sexc. En el humano la opcidn entre el desarroilo

masculino o femenino se decide mediante mecanismos genéticos y al igual que



" en otros mamiferos, las mujeres tienen dos cromosomas X (XX} y los hombres
poseen un solo X y un Y (XY). La determinacidn sexual ocurre en una etapa
muy temprana del desarrollo fetal, cuando se decide el destino de la génada
bipotencial (indiferenciada) hacia testiculo u ovario: =7° y =13% semana de
gestacién, respectivamente (Beale, 2001). En los mamiferos, la gbénada se
forma a partir del mesodermo intermedio De acuerdo a las estructuras que 1o
constituyen durante el desarrollo, este tejido se divide en tres partes que de
anterior a posterior son el pronefros, que da lugar a 1a corteza suprarrenal; el
mesonefros que origina las génadés; y el metanefros, a partir del cual se
desarrolla el rifion (Byskov et al, 1994; Parker et al, 1899b; Capel,. 1999 y
Clarkson et al, 2002). Durante esta etapa de génada indiferenciada, se forman
los sistemas de conductos genitales, empezando con los conductos masculinos
o de Wolff (progenitores del epididimo, vasos eferentes y vesiculas seminales),
seguidos por los conductos femeninos o de Miller {progenitores de oviductos,
atero y tercio superior de vagina) (Byskov et al, 1994; Parker et al, 1998b y
Capel,1998; 1999).

En los mamiferos euterios, la determinacién sexual se define como el inicio del
desarrollo del testiculo a partir de la gonada bipotencial ya que toda la
diferenciacion sexual secundaria depende y es subsecuente de este evento
inicial (Martineau et al, 1997, Scherer et al, 1999; Vilain, 2001). En la década de
los cuarenta, los experimentos de Alfred Jost fueron los primeros en definir a la
determinacion sexual de los mamiferos como un proceso dependiente de ia
presencia o ausencia de un festiculo funcional. Jost castré embriones de
conejos en una etapa temprana de su desarrollo y luego los reimplanté en el

Otero de su madre. Todas las crias resultaron femeninas al nacimiento (Jost,



1947). Subsecuentemente, varios reportes en la literatura demostraron que en
presencia de un cromosoma Y e independienternente del nuimero de
cromosomas X, el embrién de mamiferos se desarrolla como macho, mientras
gue en ausencia del Y se desanolla como hembra (Capel, 1998). Estas
observacicnes llevaron a suponer la exisiencia de un gen determinante de
testiculo localizado en el cromosoma Y. A esle gen hipotético se le denomind
TDF (Testis Determining Factor) en humanos y Tdy (Testis defermining gene
on the ¥) en ratones. El gen TDF fue localizado en Yp mediante el analisis de
pacientes con reversion sexual XX que portaban una porcidn del cromoesema Y
translocado a un cromosoma X (Palmer et al, 1989). Finalmente, esta regién se
acotd a un segmento de 35 Kb, adyacente al limite pseudoautosdmico, y en
ella se identificod al gen SRY (Sex defermining Region on Y chromosome)
(Sinclair et al, 1990). Posteriormente, se clond al homélogo murino y se le llamd
Sry (Gubbay et al, 1990).

Las evidencias que confirmaron a SRY como TDF fueron; (1) algunos
individuos con cariotipo 46,XY pero con fenotipo femenino y disgenesia
gonadal completa presentan mutaciones en el marco abierto de lectura del gen
SRY. (2) La expresion de Sry en el desarrollo normal de embriones de ratdn
ocurre en la cresta genital alrededor de los dias post coitum {dpc) 10 5-12 .5,
justo antes de su diferenciacion hacia testiculo (Koopman et al, 1920). (3)
‘Ratones con cariotipo XX desarrollaron festiculos cuando se introdujo un
fragmento de ONA de 14 kb que contenia al gen Sry como transgen, lo que
demostraba que Sry es necesario v suficiente para determinar fa formacidn del

testiculo (Koopman et al, 1991;1899; McElreavey et al, 2000).



DIFERENCIACION SEXUAL

Una vez que ha ocurrido la determinacidn sexual, la siguiente fase es la
diferenciacion sexual; es aqui donde se llevan a cabo todos los eventos
subsecuentes que finalmente produciran un fenotipo sexual masculino o
femenino (Parker et al, 1899a,b).

En esta etapa el destino de la génada ya estd decidido, los testiculos se
vuelven histologicamente diferentes de los ovarios. Estos {ltimos tienen una
apariencia solida, transparente, amorfa y exhiben poca diferenciacion
estructural hasta la gestacidn tardia {Parker et al, 1999a, Swain y Lovell, 1999;
Roberts et al, 1999; Hughes et al, 1999) En contraste, el testiculo se organiza
en dos compartimentos distintos: los cordones testiculares (precursores de
tibulos seminiferos) y region intersticial. Los cordones contienen las celulas
fetales de Sertoli y las células germinales primordiales que se originan fuera de
la cresta genital y migran a la génada indiferenciada. La regién intersticial rodea
a los cordones y contiene las células esteroidogénicas de Leydig v las mioides
peri-tubulares. Los conductos masculinos de Wolff contindan desarrollandose y
los milllerianos experimentan regresion (Byskov et al, 1994; Parker et al,
1999b; Capel, 1999 y Clarkson st al, 2002)

En ei ser humano, el testiculo fetal produce las hormonas necesarias para el
desarrollo de un fenotipo masculino completo: las células de Sertoli secretan la
hormona anti-Millleriana (AMH o MIS) que causa la regresion de los conductos
de Mlller y las células de Leydig producen testosterona que induce la
diferenciacion de los conductos de Wolff en epididimo, vasos eferentes vy

vesicula seminal. La accion de la enzima extragonadal 5-a-reductasa convierte

a la testosterona en 5-«-dihidrotestosterona que es 1a hormona responsable de



la diferenciacion de los genitales externos masculinos (pene y escroto) {Swain
y Lovell, 1999; Parker et al, 1998b; Hiort et al, 2000).

En el embrion femenino, la ausencia de hormonas testiculares origina que los
conductos de Wolff experimenten regresion y los de Miller formen los
oviductos, el dtero y el tercio superior de la vagina (Swain y Lovell, 1999,

Parker et al, 1999b; Hiort et al, 2000).

ESCENARIO MOLECULAR EN LA DETERMINACION Y DIFERENCIACION
SEXUAL

Actualmente, parece emerger un “escenario molecular” para la determinacién-
diferenciacion sexual de los mamiferos, al menos con respecto a varios
factores de transcripcion cuya participacidn ya se conoce en este proceso
(Swain y Lovell, 1998). Estos pueden clasificarse en tres grupos: el primero
incluye factores de transcripcion generales, que probablemente participen en
varias etapas dife.rentes, quizas en forma continua, desde el desarrolio
tempranc de la cresta genital hasta la diferenciacion de los tipos celulares
especificos en las génadas. En este grupo se incluyen factores tales como
SF1, WT1, LiM1. Bl segundo grupo estd representado por SRY y SOX9 que
son factores especificos del desarrollo testicular. Los miembros del tercer grupo
ejercen una accion anti-testiculo; hasta ahora el Gnico gen que se conoce de
esta clase es DAXT, pero muy probablemente WNT4 (Jordan et al, 2001;
Heikkila et af, 2001) actie en conjunto con éste. Sin embargo, el panorama es
confuso dada la cantidad de interacciones entre los genes. Los factores del
primer grupo no son realmente sexo-especificos pero pueden ser mas

importantes en un sexo que en ofro; ademas, varios de ellos funcionan como



reguladores positivos de ofros genes que tienen una funcién de interruptor
enfocada en la determinacion sexual, tales como SOX8, SRY, y DAX1. Se ha
demostrado que los niveles y tiempos de expresion de muchos de estos genes
tienen una funcién esenéial en este escenario, asi como los efectos de umbral
y de dosis génica (Swain y Lovell, 1999; Parker et al, 1999a; Roberts et al,

1999).

SRY, ELL FACTOR DETERMINANTE DE TESTICULO

El gen SRY se localiza en la porcion distal de Yp11 3, proximo a la region
pseudoautosomica {Sinclair, 1990; 2001). Este gen contiene un solo exon, el
cual codifica para una proteina con un dominio de unién a DNA, altamente
conservado y compartido por las proteinas nucleares del grupc de alta
movilidad HMG (High Mobility Group) y por algunos factores de transcripcion
La unidn de la protelna SRY a su secuencia especifica (5" CCATTG TTC T 3"
resulta en un doblamiento de 90° en el DNA {(Roberts et al, 1999). Salas-Cortés
y colaboraderes han demostrado la expresion de la proteina SRY humana en
fos nhcleos de las células somaticas vy las células germinales eh la cresta
genital no solo durante el desarrollo testicular fetal (tiémpo en el que se ha
postulado qﬁe ejerce su accidn reguladora), sino que también esta presente en
el tejido gonadal adulto. Todo esio sugiere que SRY pueda tener funciones
adicionales en |a reproduccién humana (Salas-Cortés et al, 2001).
Adicionalmente, 20% de las mujeres XY tienen mutaciones en el dominio HMG
de este gen que presumiblem.ente actian alterando la funcion de factor de
transcripcion de SRY (Capel et al, 1999). Es bien sabido que el gen SRY

satisface los requerimientos genéticos y conceptuales de un factor



determinante de testiculo, pero alin no esta claro cémo inicia este proceso en
el ambito molecular, tampoco se han identificado sus genes blanco y la tnica
region de esta proteina que estd conservada en los mamiferos es la caja HMG
{Roberts et al, 1999; Sinclair, 2001, Clarkson y Harley, 2002). Adicionalmente,
parece estar ausente en monotremas y especies no mamiferas (Western et al,
2001).

La expresidon de SRY en la gdnada estd seguida de varios eventos, que
incluyen la activacion de genes masculino-especificos “corriente abajo”,
migracion y proiiferacion celulares. Adicionalmente, diversos estudios indican
gue SRY podria medificar la expresion de genes de la ruta masculina actuando
como factor de transcripcidn clasico o alterando la arquitectura def DNA o de la

cromatina (Clarkson y Harley, 2002).

SOX9

S0X9 codifica una proteina relacionada con SRY gque esta implicada en &l
proceso de Ia determinacion sexual de mamiferos. La funcidon de SOX2 en la
determinacion testicular se descubrid por su asociacion con el sindrome dseo
dismorfico de displasia campomélica (DCC), debido a que 75% de esios
pacientes presentan ademas reversion sexual XY (Foster et al, 1994; Wagner
et al, 1994; McElreavey et al, 2000). Al clonar los puntos de ruptura
cromosomicos de las translocaciones que presentaban los pacientes con DCC,
SOX9 fue identificado en el brazo largo del cromosoma 17 (17g24.3-q25.1)
(Foster et al, 1994). Este gen 6odifica para un factor de transcripcién de 509
aminoéacidos, con dominios de unién a DNA (ya que contiene una caja HMG

relacionada a SRY) y de tfransactivacion transcripcional. Sox9 es un fuerte



candidato para la activacién por Sry ya que es sobre regulado en las células de
Sertoli inmediatamente después de la expresién de Sry, aungue no hay
evidencias formales de ello debido a las dificultades para identificar regiones de
requlacion de Sox9 (Clarkson y Harey, 2002). Adicionaimente, se ha
demostrado que SOX9 es necesario para la activacion de la AMH o MIS,
hormona secretada por las células de Sertoli que causa la regresién de los
conductos de Muller. La expresién ectopica de Sox9 en ratones XX por medio
de un transgen también es capaz de inducir desarrollo testicuiar en ausencia de
SRY (Vidal et al, 2001). En estudios recientes de genes reporteros se han
descrito dos dominios de transactivacion transcripcional en la region carboxilo
terminal de esta proteina; uno rico en Pro, Glu, Ser y otro rico en prolina. Ello
hace suponer que SOX9 puede actuar como un activador clasico de fa
transcripcion; sin embargo, su funcion en |la determinacion sexual debe ser mas

extensa (Huang, 1999; Bishop, 2000; Clarkson y Harley, 2002),

PROTEINAS QUE INTERACTUAN CON SRY Y SOX9

Debide a que la mayoria de los factores de transcripcidn funcionan en grandes
complejos, actualmente varios investigadores estan buscando las proteinas
gue interactian con SRY y SOX9. Ya se han identificado algunas de ellas con
funcion en el transporte nuclear (importina, calmodulina} y a otras. como

probables cofactores de transcripcion (SiP-1, PC4 6 IFRD1, HSP70) (Fig. 1b).

OTROS GENES QUE PARTICIPAN EN EL DESARROLLO DE LA GONADA
El desarrollc de los sistemas gonadal, suprarrenal, urogenital y renal esta

estrechamente ligado. Se sabe que oiros genes (autosdmicos y ligados al X)



participan en este procesc y conducen la formacidn de la gonada

indiferenciada.

w1

El gen del tumor de Wilms, WT1, ha sido identificado como un gen supresor de
tumores que participa en la etiologia del tumor de Wilms. Las mutaciones en
WTT (localizado en 11p13) se asocian ademas con falla en la diferenciacion
sexual, nefropatia, sindrome de Denys-Drash (DD), gonadoblastoma en el
sindrome de Frasier (SF) y sindrome WAGR. E! sindrome DD es un
padecimiento autosdmico dominante que se caracteriza por nefropatia de inicio
temprano, anomalias gonadales y urogenitales y tumor de Wilms En el SF, los
pacientes no desarrollan tumor de Wilms pero presentan disgenesia gonadal,
pseudohermafroditismo masculino y glomerulopatia. El WAGR es un
padecimiento que incluye tumor de Wilms, anomalias oculares, anormalidades
genitourinarias y retraso mental (Scharnhorst et al, 2001).

La funcidn de WT1 en la diferenciacién gonadal no es especifica de sexo, ya
que ia disgenesia gonadal también ocurre en los individuos 46,XX. Esto sugiere
su impertancia en la formacion de la gonada primitiva mas que en el desarrollo
testicular. Sin embargo, las anormalidades genitales en el sindrome de DD se
Ii_mitan alos pac_ientes 46, XY (McElreavey et al, 2000; Vaiman et al, 2000: Hiort
et al, 2000),

El gen WTT codifica 24 formas proteicas diferentes que regulan la transcripeion
de una variedad de genes y probablemente participen en el procesamiento
post-transcripcional del RNA. Todas ellas contienen 4 dedos de zinc en la

region carboxilo terminal CzHz vy una regidn amino terminal rica en prolina y

11



acido glutdmico. Las isoformas +KTS y —KTS se originan por empalme
(splicing) alternati\;fo que incorporan u  omiten, respectivamente, tres
aminoécidos (aa’'s) —lisina (K), treonina (T).y serina (S)- entre los dedos de zinc
3y 4. WT1{-KTS) es un factor de franscripcion clasico, que sobre regula la
expresion de SRY, activa a BCLZ (inhibidor de apoptosis), COKN1A (inhibidor
de cinasa dependiente de ciclina), y DAXT. En contraste, la isoforma
WT1+KTS parece tener una funcién en el procesamiento del RNA.

Varies estudios han demostrado una participacion directa de la isoforma
WT1+KTS en |la determinacion sexual masculina por lo que se piensa que tiene
una funcién en la activacion de Sry o en la estabilidad del transcrito, de Sry
{Clarkson 2002; Schamhorst et al, 2001).

SF1

Es un miembro de la familia de receptores hormonales nucleares. Actia como
un factor que modula la transcripcién de ofros genes que codifican proteinas
relacionadas en la esterocidogénesis y en la determinacion sexual masculina,
tales como: MIS, DAX1, vy STAR.

En el humano, el gen SF1 se localiza en 9¢33 (Taketo et al, 1995), una region
que no ha sido asociada con anomalias de la diferenciacion sexual.
Recientemente, la secuenciacion del gen SFT en una paciente XY mostro una
mutacion que causa reversion sexual XY completa, ain en estado heterocigoto
(Achermann et al, 1999). Sin embargo, en el ratén un fenotipo tan drastico
{agenesia de gonadas y glandulas suprarrenales), solo se observa si ambas
copias del gen estan mutadas (Vaiman et al, 2000). Para activar el promotor de

MIS, 8F1 se une a una secuencia especifica y evolutivamente conservada,



CAAGGTC, que se localiza aproximadamente a —90 pb del sitic de inicio de la
transcripcion {Parker et al, 1999a).

LiM1

Otro gen involucrado en el desarrolio de la génada y de los rifiones es el
recientemente clonado LIM1, localizado en el cromosoma 1. En humanos no se
conocen mutaciones en este gen, aunque se sugiere un fenotipo de defectos
en el desarrollo de gonadas y rifiones, asociado con anormalidades cerebrales

{Swain et al, 1998; Hiort et al, 2000)

DAX1

El gen DAX? codifica un miembro de la familia de receptores hormonales
nucleares. La secuencia del gen DAXT? contiene sélo un marco abierto de
lectura que produce un transcrito de 1.9 Kb y una proteina de 470 aa's. DAX1
estd compuesto por dos exones separados entre si por un intrén de 3.4 Kb, El
exon 1 (1168 pb) codifica el extremo amino terminal y dos tercios del dominio
C-terminal. El exdn 2 (245 pb) codifica el resto del dominio carboxiio terminal y
la regidn 3' no traducida {Guo et al, 1996).

ta proteina DAX1 se puede dividir en dos porciones con caracteristicas
estructurales y funcionales diferentes: el dominio de enface a ligando {DEL) y el
dominio de unién a DNA (DUD). La mitad del extremo carboxilo terminal de
DAX1 es similar al DEL de |a familia de receptores hormonales nucleares
{(RHN). En esta familia, por homologia, también se incluyen los receptores
huérfanocs que no tienen ligando identificado o actdan en farma independiente
de ligando. Los miembros de la familia de RHN son factores de transcripcion

gue regulan una variedad de procesos celulares esenciales, en forma



dependiente de ligando (Burris et al, 1996) DAX1 carece de la estructura
candnica de DUD de las proteinas RHN y en su lugar presenta un nuevo
motivo N-terminal que consiste en tres repetidos v medio de 65-67 aa’s ricos en
alaninas y glicinas Este motivo se une a estructuras secundarias de DNA en
forma de horquilla y bloquea la esteroidogénesis en las céluias suprarrenales al
reprimir al promotor de la proteina reguladora aguda de la esteroidogenesis
(STAR). Lalli et al. (1997) investigaron el mecanismo de esta represion vy
encontraron que la region C-terminal de DAX1 posee actividad silenciadora de
la transcripcidn que puede ser transferida a un dominio heterdlogo de enlace a
DNA y que es promotor célula-especifica (Lalli et al, 1997, Goodfellow y
Camerino, 1999).

Estudios de expresion y de hibridacion in sity han demostrado que el mRNA de
Dax? murinc se localiza en cuatro 6rganos en desarrollo: gléndulas
suprarrenales, génadas, hipotdlamo e hipdfisis. For otro lado, DAX1 se
expresa en las glandulas suprarrenales y testiculos de adulto (Goodfellow y
Camerino, 1299). Aungue aln no se conoce ligando de DAXT y se sabe poco
acerca de su funcion y de los genes que regula, esios datos sugieren una
posible funcion de DAX? en el eje hipotalamo/hipdfisis/esteroidogénico (Zanaria
et al, 1995).

Diversas deleciones y mutaciones de DAXT7 son responsabies de la forma
figada al X de hipoplasia suprarrenal congénita (AHC). AHC es una enfermedad
hereditaria del desarrollo de la glandula suprarmrenal que se caracteriza por
ausencia de zona permanente de la corteza suprarrenal v por desorganizacion
estructural de las glandulas Generalmente se ve asociada con hipogonadismo

hipogonadotrépico {HH) durante la pubertad de los pacientes Diferentes
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estudios moleculares han demaosirado que mutaciones en la region codificante
de DAX1 son responsables de ambas enfermedades (AHC y HH) (Muscatelli et
al, 1994; Guo et al, 1996; Schwarlz et al, 1995; Zhang et al, 1998), Hasta 1999
todos los pacientes descritos habian sido hombres y las mujeres portadoras no
habian presentade sintomas clinicos; sin embargo, Merke et al. (1999)
repartaron una familia que muestra un amplic espectro de fenotipos asociados
con la misma mutacion de DAX? y con manifestaciones en mujeres
heterocigotas.

Adicionalmente, se han reportado casos de reversion sexual XY en individuos
con duplicaciones en el brazo corto del cromosoma X El estudio de estos
pacientes {Baumstark et al, 1996) demostrd que a reversion sexual resulta de
la presencia de dos copias activas del focus DSS (de sus siglas en inglés
Dosage Sensifive Sex reversal). La dosis doble de DSS interfiere con la
formacién del testiculo, mientras que la pérdida de DSS es compatible con un
fenotipo masculino normal 1o que sugirid una probable funcion de este locus en
el desarrollo de ovario y/o como eslabdn de enlace en la formacion de testiculo
y ovario. DSS se localizd en una region de 160 Kb en Xp21, traslapando el
focus de AHC. La blsgueda de secuencias que se expresaran en esta region
identifico al gen DAXT {DSS-AHC critical region on the X, gene 1) (Bardoni et
al. 1994, Zanaria et al. 1994},

Posteriormente, Swain et al. (1998) desarrollaron un ratdn transgénico 46,XY
que portaba copias exira de dax?, mostrando Unicamente retrasc en el
desarrolle testicular pero sin reversidn sexual. Estos autores encontraron que la
reversion ocurria al probar el transgen contra alelos débiles de Sry. Estos

resultados indican que dax? funciona como un gen anti-testiculo ya que actaa
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en forma antagonista a Sry y postulan a DAXT como DSS (Swain et al, 1998).
Sin embargo, las evidencias clinicas y experimentales sugieren que la funcidn
de DAX1 en la determinacidn sexual es mas compleja. Ese mismo afio, Yu vy
colaboradores desarrollaron un ratdn knockout para dax? con una delecion
dirigida en el ex6n dos del gen que no resuitd en el fenctipo esperado de
reversion sexual XY (Yu et al, 1998). Esto puede deberse a que DAXT actla
como un complejo multip%oteico sensible a dosis cuyo momento de expresidn
es fundamentalmente importante, y a que este gen funcione en forma diferente
en ratén y humano (Goodfellow y Camerino, 1999; Pask et al, 2001).

Dax1 se expresa en el ratdbn en periodos consistentes con una funcidn
especifica en la determinacién sexual. Estad activo a los 11.5 dpc en las
gbnadas de ambos sexos, al igual que sry, pero se apaga en el testiculo a los
12.5 dpe, mientras que su funcién persiste en el ovario (Swain et al, 1996).
Ademas, aunque se habia postulado a este gen como determinante de ovario,
su pérdida en ratones hembras no afectd el desarrolio de ovario ni sl fertilidad,
pero si caustd degeneracién progresiva del epitelio germinal de testiculo. Los
datos sugieren que dax? es esencial para el manienimiento de la
espermatogénesis. DAXT parece actuar como un interruptor entre la ruta
masculina y femenina y formaria parte de una cascada genética de regulacién
de inhibiciones sucesivas que conducen a la formacién de testiculo. Esto es,

activaria la ruta femenina, pero inhibiria la ruta masculina (Yu et al, 1998),
WNT4

Este gen, localizado en 1p35, codifica para una molécula de sefializacion

implicada en la determinacién sexual. En ratones, las deleciones de este gen
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resultan en masculinizacidn de individuos XX (Vainio et al, 1999; Heikkila et al,
2001), mientras que en humanos su sobreexpresidn o duplicacién ocasiona
reversion sexual XY. Al parecer, WNT4 y DAXT funcionan en conjunio para
controlar &l desarrollo femenino v prevenir la formacion de testiculo (Jordan et

al, 2001).

DMRT1 ¥ DMRT2

Estos dos genes candidato se han identificado en 9p24, una regién relacionada
con reversion sexual en humanos. Ambos tienen un patron de expresion
selectivo de testiculo y son homdlogos del gen doublesex de Drosophila que
participa en la cascada de determinacion sexual (Vaiman et al, 2000; Western

et al, 2001),

ALGUNAS INTERACCIONES DE LOS GENES DE LA DETERMINACION
SEXUAL

Se ha demostrado que se requiere al gen SOX9 para que se inicie la
producciénh de MIS mientras que SF1 interacciona fisicamente con el promotor
de SOX9 para regular positivamente a MIS (De Santa Barbara et al, 1998). En
el ratén, se ha probado que la isoforma WT1-KTS junto con SF1 tienen una
funcion clave en la formacion de ia gonada bipotencial. Ratones XY carentes
de esta isoforma, desarrollan ovarios (Clarkson et al 2002). Ademas, se ha
demestrado que la isoforma WT1-KTS junto con SF1 actdan de manera
sinergista para regular en forma positiva la expresion de MIS (Parker et al,
1999). El gen DAX1? tiene una funcion en la gametogénesis y en el desarrolio

endocrino, pero su funcidn en la determinacion sexual es poco clara. La
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duplicacion de este gen resulta en reversidn sexual XY, lo que sugiere que
tiene una accion anti-testiculo (Swain et al, 1998). Experimentos in vitro han
demostrado que DAXT puede reprimir la accién sinergista de WT1-SF1 en el
promotor de MIS, lo que resulta en una regulacién negativa de esta hormona.
En ratdn se demostro que Wnt4 regula en forma positiva la expresion de Dax1?
Este altimo gen contiene una secuencia de repetidos en Ia. region amino
terminal que interactlia con Sff y reprime su transcripcion. En una génada
femenina, esto resultaria en la supresion de genes “rio abajo” de SF1, tales

como MIS u otros genes esteroidogénicos (Vainio et al, 19989; Sinclair, 2001).

REVERSION SEXUAL

Cada evento que ocurre en el proceso del desarrollo sexual depende del paso
precedente y en condiciones normales hay concordancia entre el sexo
cromosomico, gonadal y fenotipico. Sin embargo, existen casos en donde se
presenta discordancia entre el sexo cromosémico y gonadal-fenotipico
(varones XX y mujeres XY), y casos donde se observa una diferenciacion
gonadal ambigua, con desarrolfio ovérico y testicular en un solo individuo
{hermafroditas verdaderos). Estos estados se denominan reversion sexual y en
algunos de ellos (reversidon sexual XY) se ha demostrado que son causados
por mutaciones en genes importantes para la determinacion sexual (Vaiman et
al, 2000; Vilain, 2001).

El andlisis de estos individuos ha permitido identificar diversos genes,

autosémicos o ligados al cromosoma X, implicados en la determinacion sexual.
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REVERSION SEXUAL XX

Se refiere a la diferenciacion testicular en ausencia aparente del cromosoma Y,
lo que origina individuos con fenotipo masculino y carictipo 46, XX (de la
Chapelle, 1981) Existen dos tipos de reversion sexual XX: hermafroditas
verdaderos XX y varones XX (VXX).

El sindrome de varon XX se presenta con una frecuencia de 1 en 20'000-
25000 recién nacidos vivos varones {de la Chapelie, 1981). Esta anomalia
constifuye una entidad clinicamente parecida al sindrome de Klinefelter XXY
por tener testiculos pequefics e infertilidad. Sin embargo, los VXX son de
estatura rmas baja, la ginecomastia es mas comdn y algunos casos exhiben
anormalidades genitales (de la Chapelle, 1981; Ferguson-Smith et al, 1990;
Boucekkine et al, 1892; Reddy et al, 1997; Sarafoglou y Ostrer, 2000) Las
manifestaciones clinicas mas comunes de los pacientes con el sindrome de
yaron XX son:. hipogonadismo, ginecomastia, testiculos pequefios vy
azoospérmicos con  tdbulos seminiferos hialinos y niveles hormonales
alterados durante ia pubertad Aunque la mayoria de estos individuos tienen
genitales externos masculinos normales, el 10% de ellos muestra varios grados
de ambigliedad genital, (incluyendo criptorquidismo, hipospadias y seno
urogenital siempre con esterilidad debido al desarrolio testicular reducido) por
lo que pueden ser diagnosticados al nacimiento o durants la infancia {Fechner
et al, 1993; Margarit et al, 1998). Clinicamente, estos pacientes se clasifican en
dos categarias: VXX con genitales normales (con o sin ginecomastia) y VXX
con ambigiiedad genital {(Boucekkine et al, 1992; 1994),

Mediante estudios moleculares se ha determinado que existen dos grupos de

varones XX: los que presentan material de! cromosoma Y, incluyendo a SRY'y



que representan el 90% de los casos y el 10% restante que corresponde a
aquellos individuos negativos para SRY {Ferguson-Smith, 1890; Pereira ef al,
1891} La mayoria de los pacientes masculinos 46,XX SRY{+)s presentan
genitales normales, a diferencia de los varones XX con ambigiiedad genital que
casi siempre son negativos para SRY (Ferguson-Smith et al, 1980; Numabe et
al, 1992; Fechner et al, 1993, McElreavey et al, 1993). Sin embargo, se puede
identificar una amplia variedad de fenotipos en los VXX; asi se han descrito
casos SRY (-)'s sin ambigliedad genital (Vergnaud et al, 1986, Kuhnle et al,
1993; McElreavey et al, 1993; Vilain et al, 1994; Boucekkine et al, 19%94; Ramos
et al, 1996; Zenteno et al, 1997; Kolon et al, 1998) e individuos masculinos con
ambigiedad genital y positivos para SRY {Palmer et al, 198%; Boucekkine et al,
1992; McElreavey et al, 1993). Para estos Ultimos casos, Kusz et al. (1999)
sugirieron que la distribucién del patron de inactivaciéon del X que porta una
region de Yp trans!dcada conteniendo SRY y 1a seleccién de esta linea celular
podria ser et mecanismo principal que explicara la ambigliedad genital (Kusz et
al, 1999). En conjunto, estos datos sugieren gue las condiciones que originan
individuos masculinos 46,XX en ausencia de SRY son genéticamente
heterogéneas (Fechner et al, 1993).

Se han descrito {res mecanismos para explicar la eticlogia de los varones XX:
a) Translocacion de secuencias del factor determinante de testiculo del
cromosoma Y al X, b) Un mosaico no detectado con una linea celﬁlar que porta
al cromosoma Y (Miro et al, 1978) y c) Mutaciones, atin no descritas, en el
cromosoma X 0 en autosomaé que permitan determinacion testicular en

ausencia de SRY (de la Chapelle et al, 1977).
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{a) Mediante estudics citogenéticos y moleculares se ha demostrade gue los
VXX SRY(+)'s se originan de un intercambio ilegitimo X-Y en la meiosis
paterna. Durante la meiosis masculina normal, ocurre un entrecruzamiento
obligatorio entre los cromosomas X y Y en una regidn homologa localizada en
el extremo de sus brazos cortos (PAR1), asegurando la segregacion apropiada
de estos gonosomas. Aunque el apareamiento entre el X-Y se extiende por
fuera de PARI1, la region sexc-especifica normalmente no recombina. Sin
embargo, ocasionalmente ocurre una recombinacién ectépica dentro de la
region sexo-especifica del Y, incluyendo al gen SRY que se localiza a 35Kb de
PAR1..De este modo se transfiere la porcidn terminal de Yp como un sole
bloque al brazo corto del cromosoma X paterno (Fig. 2} (Weil et al, 1994). E!
patrén de secuencias de! Y presentes en VXX muestra gran diversidad en el
tamarfio del segmento translocado, que siempre incluye a SRY)} (Kusz et al,
1999),

{b) de acuerdo con la teoria del mosaicismo, existe una linea celular con un
cromosoma Y en una baja proporcion ya sea en areas circunscritas, en una
etapa temprana del desarrolio y haber sido eliminado © fimitado a génadas (de
la Chapelle et al, 1977; Abbas et al, 1990). Esto ya ha sido confirmado con los
trabajos de Miro et al, 1978.

(c) la induccidn de tejide testicular en ausencia de SRY, puede ser resultado de
una mutacion en un gen autosémico o ligado al X relacionado con la
determinacién sexual. Existen varias hipdtesis acerca de un gen autosémico
determinante de testiculo (TDFA) que regula en forma negativa el desarrollo

sexual masculino (McElreavey et al, 1993; Kolon et al, 1998), pero hasta la
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fécha el Onico gen autosdomico relacionado con reversion sexual XX en
humanos y murinos es SOX9/Sox2 (Huang et al, 1999; Vidal et al, 2001}

Desde que se documentd el primer caso clasico de VXX (de la Chapelle, 1977)
se han reportado numerosos cases, la mayoria de ellos de tipo esporédico
{Margarit et al, 1998; Kolon et al, 19928). En la literatura se han informado cinco
casos con dos 0 mas individuos afectados en la misma familia (Nicolis et al,
1972; de la Chapelle et al, 1977; Minowada et al, 1979; Abbas et al, 1990;
Zenteno et al, 1997) Adicionalmente, se han descrito algunas familias donde
coexisten varones XX con hermafroditas verdaderos (HV), lo que sugiere gue
ambas entidades podrian tener un origen genético comun (Kasdan et al, 1973;
Skordis et al, 1987; Palmer et al, 1989; Pereira et al, 1991: Kuhnle et al, 1993;
McElreavey et al, 1993; Ramos et al, 1996; Jarrah et al, 2000), Es importante
sefialar que en estas familias, la mayoria de los pacientes presentan
ambigiiedad genital y el estudic molecular no detectd SRY, excepio para el
caso reportado por Palmer et al. (1989).

La ausencia de SRY en 10% de los VXX vy en la mayoria de los HVXX
demuestra que este gen no es el tnico necesario para la determinacién de
testiculo. £s muy probable que exista un mecanismo “rio bajo” en la ruta de
este gen que active el interruptor de la diferenciacién de las células de Sertoli.
. La svaluacion de los arboles genealdgicos de las familias donde coexisten HV
y VXX sugiere que el factor(es) genético responsable pusde ser transmitido a
los varones a través de padres 46, XY que aparentemente son normales
(Skordis et al, 1987; Ramos et al, 1993) o de madres 46, XX normales (Kuhnie
et al, 1993). Esto indica la probable participacion de un factor autosdmico

determinante de testiculo (TDFA); sin embargo, no se puede excluir un factor
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ligado al X como ha sido sugerido previamente (Kasdan et al, 1973; de la
Chapelle et al, 1987; Abbas et al, 1990; Pereira et ai, 1991; McElreavey et al,
1993; Zenteno et al, 1997; Slaney et al, 1998, Sarafoglou y Ostrer, 2000). Por
otro lado, aungue el pafrén de herencia en los casos familiares de reversion
sexual XX no es claro, se han sugerido mutaciones recesivas (autosémicas o
ligadas al X) como responsables de la determinacion tfesticular en estos
individuos (de la Chapelie et al, 1987; McElreavey et al, 1993). También, se ha
documentado reversién sexual XX en animales domésticos vy ésta se ha
atribuido a un modo de herencia recesivo monofactorial (McElreavey et al,
1993).

En familias donde algunos individuos afectados son VXX y otros son HVXX,
varios autores han hipotetizado que ademas del defecto genético deben existir
otros factores tales como sensibilidad individual a TDF y/o condiciones que
modifiquen el ambiente e influencien la diferenciacion gonadal resultando en
diferentes fenctipos (Skordis et al, 1987). Otra posibilidad seria un modelo
autosdmico o ligado al X con efecto umbral; aquéflos casos que exceden el
umbral resultarian varones 46,XX mieniras que cuando no lo exceden el
fenotipo seria HY 46,XX (Sarafoglou y Ostrer, 2000). Este medelo de herencia
también considera expresividad variable y penetrancia incompleta. En el caso
de suponer una mutacidn en un gen ligado al X como responsable de
diferenciacion testicular en estos desordenes, los diversos fenolipos se
explicarian por un patron diferente de inactivacion del X: inactivacion al azar en

HVXX e inactivacion no al azar en VXX (Kuhnle et al, 1993).
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PROPUESTAS PARA EXPLICAR DIFERENCIACION TESTICULAR EN
ALUSENCIA DE SRY

Aunque SRY es suficiente para la determinacion testicular, éste no es
necesario bajo todas las circunstancias. Como he mencicnado anteriormente,
se han descrito varones 46,XX con tejido testicular pero sin evidencia de SRY
(Berkovitz 1992; Vilain et al, 1994). Para explicar estas observaciones se ha
postulado que SRY reprime un inhibidor del desarrollo masculino. McElreavey
et al (1993) postularon {a presencia de un focus autosémico Z, que apaga los
genes determinantes de la ruta masculina. En los varones normales, SRY
regula en forma negativa este locus, lo que permite que se activen los genes
determinantes de la ruta masculina (GRM) y se desarrolle testiculo (figura 3a).
En las mujeres normales Z esta activo (ya que no existe SRY) vy apaga los
genes GRM, ocasionando el desarrollo femenino (figura 3b). Este modelo
podria explicar la etiologia de los varones XX SRY negativos y de las mujeres
46,XY que portan una copia normal de SRY (Vilain et al, 1994). Una mutacion
recesiva en Z en VXX, impediria que se apaguen los GRM ({figura 3c). En las
mujeres XY una mutacion en Z podria hacero insensible a SRY e inhihir los
GRM, a pesar de la presencia de un producto funcional de SRY (figura 3d)
{(McEireavey et al, 1993). Tres afios mas tarde, Jiménez y colaboradores (1996)
postularon que el locus DSS ligado al X podria actuar como un regulador
negativo de la ruta masculina, Este modelo propone que la copia activa de DSS
inhibe la determinacién masculina en las mujeres XX, mieniras que en los
varones XY la copia funcional de DSS es inactivada por SRY De tal forma, que
si SRY esta presente como en los varones normales, DAXT estarfa inhibido, la

ruta femenina estaria apagada y permitiria el desarrollo testicular. Si SRY esta
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ausente, como en las mujeres normaies, DAXT continuaria activando la ruta

femenina e inhibiendo la masculina (Jiménez et al, 19986).

PARTICULARIDADES DEL CROMOSOMA X

De los casi 30'000 genes que constifuyen el genoma humano, el hombre y la
mujer difieren solamente en los dos cromosomas sexuales, X y Y, y al parecer,
de estos uUnicamente una docena de genes participa en los procesos de
determinacion y diferenciacicn sexual. Mas aln, se sabe que el cromosoma Y
posee aproximadamente 30 genes, muchos de los cuales estan involucrados
en funciones de tipo constitutivas o en la regulacion de la produccion de
espermatozoides. El cromosoma X es mucho mas grande (5% de la longitud
totai de un juego de cromosomas) y tiene miles de genes (3000-4000) con una
amplia gama de funciones (Graves, 2000).

Pero, jqué tan dominante es el cromosoma Y? Dado que sblo uno de los
cromosomas X estad activo, los fenotipos de individuos con cariotipos XO y XXY
dicen poco acerca de un balance potencial. Se ha sugerido la existencia de
genes activos del X que hacen el balance del factor determinante de testiculo
{Graves, 2000; Burgoyne et al, 2001). Aunque ain no se han descrito genes de
esta clase, s& conoce al menos un gen en Xp, DAX1, causante de reversién
sexual XY al estar duplicado {Zanaria et al, 1994).

Existen varios estudios donde se sugiere que en humanos los genes no estan
distribuidos al azar en el genoma y hay un aparente exceso de genes
relacionados con el sexo {GRS) y con la reproduccion en el cromosoma X; de
hecho, se ha descrite que la probabilidad de encontrar un GRS en el X es tres

veces mayor que en cualquier autosoma {Hurst y Randerson, 1999; Saifi et al,
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1999). En algunos roedores se ha comprobade la funcion del cromosoma X en
la determinacion sexual primaria y de acuerdo con la ley de Ohno debe existir
al menos un gen en el X que pueda bloguear la funcidon de SRY en los
mamiferos euterios (Watchel, 1998; Hurst y Randerson, 1989}

En ia evo!ucién. los cromosomas X y Y se diferenciaron a partir de un par
antiguo de autosomas homdlogos con la degradacidn progresiva del Y. Se ha
comprobado también, que muchos de los genes del Y tienen homologos en Xp,
dentro de regiones que se han adherido a los cromosomas sexuales a través
del tiempo. De tal forma que, la mayor parte del Y evolucioné de genes ahora
representados en el X (que derivaron de esta adhesion reciente). Por gjempilo,
SRYtiene su homaologo en el X, SOX3 (Xq27-28). Este ultimo par de genes se
considera de los mas vigjos en la PAR X-Y (Lahn y Page, 1999; Graves, 2000).
Ademas, mutaciones en el gen ATRX causan reversion sexual XY sin embargo
es evidente que el homodlogo ATRY se ha perdido en mamiferos euterios
{Graves et al, 1998; Graves, 2000). Hasta hace muy poco se consideraba al
cromosoma X como sexuaimente neutral o como el especialista en
caracteristicas femeninas; pero hallazgos actuales indican que €l cromosoma X
tiene una especialidad en la produccion de espermatozoides muy parecida a la
del Y (Graves, 2000, Beale, 2001). Ef panorama del Y frente al X ya no parece
tan dominante, la ley de Ohno se cumple y aparece el primer gen de reversién
sexual en el X y es muy probable que exista otro gen{es) ligados al X con una
funcidén mas directa en la determinacion sexual. La incognita que queda por
contestar es si el activador de SRY también se encontrarda en el X (Watchel,

1998).
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MICROSATELITES

El genoma humano contiene una cantidad considerable de DNA repetitiva que
incluye tanto a DNA que no codifica, como a genes de multiples copias y
fragmentos génicos. Las secuencias de DNA repetitivo transcripcionalmente
inactivas muestran dos tipos de organizacion: las dispersas y las repetidas en
fandem (ordenadas unas tras otras). Estas GHtimas ocurren en diferentes
localizaciones cromosémicas y dependiendo del tamafio promedio de las
unidades repetidas, esta familia de DNA altamente repetitive y no codificante
puede agruparse en cuairo subclases: megasatélite o macrosatélite, satélite,
minisatélite y microsatélite. Se ha postulado que en muchos casos estas
secuencias se mantienen Gnicamente por su habilidad para replicar dentro del
genoma; a lo que se le conoce como Ia hipétesis del "DNA egoista” (Weber y
Mai, 1988; Charlesworth et al, 1293; Bruford et al, 1993; Pérez-Lezaun et al,
1967; Bennet, 2000).

El DNA satélite estd constituido por secuencias repetidas en tandem vy
altamente repetitivas, las secuencias minisatelite y microsatélite son
secuencias repetidas en tAndem, moderadamente repetitivas. En la
eucromatina def genoma humano, existen al menes 30 000 foci microsatélites
(Dib et al, 1996). A estos marcadores también se les conoce como repetidos.
cortos en tandem o STRs (shorf tandem repeats). La unidad de repeticion en
un microsatélite puede ir desde dos a siete nucledtidos en longitud (tipo
dinucledtido y heptanuclettido, respectivamente) y en general, el nimero de
nucleétidos por unidad de repeticion es el mismo para la mayoria de los
repetidos dentro de un focus particular Se estima que del total de loci

microsatélites hay alrededor de 100°000 secuencias del tipo (CA)n distribuidas
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a lo largo de todo el genoma, o sea que en promedio habra una secuencia
polimorfica (CA)n cada 30 Kb de ADN; y ademas hay una cantidad similar de
secuencias (GT)n (Dib et al, 1996).

Lo; alelos de diferentes longitudes son posibles ya que el nimero de unidades
de repeticion de un focus microsatélite es variable. Debido a su abundancia y
ubicuidad, los microsatélites se han utilizado como marcadores genéticos
potenciales para establecer un ligamiento entre diferentes grupos de
organismos y para identificar varios foci de rasgos cuantitativos. Si se conocen
las frecuencias del alelo, las regiones microsatélite son muy Ufiles en la
identificacion y parentesco de individuos. Particularmente, en el Iigamien'to
genético, son muy Utiles desde la aparicion de mapas genéticos, para la
localizacion de nuevos genes involucrados en una amplia gama de
padecimientos (Weissenbach, 1993; Jarne et al, 1998; Bennet, 2000).
ANALISIS DE LIGAMIENTO

Et ligamiento refleja ia tendencia de los segmentos de una molécula de DNA a
permanecer asociados después de la recombinacion meidtica El estudio actual
de ligamiento de genes humanos se ha desarrollado mucho, gracias al uso de
marcadores moleculares de ADN (no génicos). La gran utilidad de los
marcadores moleculares para el estudio de ligamiento de genes, reside en dos
caracteristicas de éstos: a) son sumamente polimorficos;, b} son muy
abundantes dentro del genoma humano (Weissenbach, 1993; Whittemore,
1996; Solari, 1996; Strachan y Read, 1999).

Los estudios de ligamiento se efectGan en centros especializados, tales como
Centre d’Etude du Polymorphismes Humaines (CEPH), de Paris, Francia en

donde se encuentran disponibles cultives de tejidos de todas ias perscnas
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infegrantes de un nimero de familias especialmente elegidas por poseer al
menos tres generaciones sucesivas para su estudio, con un nimero sustancial
de hijos. Estos ejemplares de ADN han sido ampliamente estudiados, tanto en
susrloci génicos como en sus marcadores moleculares. Por ofra parte esta
informacién estéd disponible en bases de datos scbre el genoma humano
(Weissenbach, 1993; Solari, 1996; Kohli, 2001).

Dado gque las familias tienen usualmente un nimero escaso de hijos para poder
definir ¢l ligamiento de rasgos, se ided un metodo estadistico que permite
sumar los datos de varias o muchas familias, referidos a un migmo par de
genes o marcadores. Este método de “lods” (dél inglés logarithm of odds) es
una medida de ia probabilidad de que dos alelos estan efectivamente ligados y
no asociados por azar; se designa por la letra Z, y es el logaritmo del cociente
entre la probabilidad de ligamiente y la probabilidad de asociacidn
independiente (por azar), para una tasa dada de recombinacion entre esos dos
alelos (TR): Z=log [pr (lig) pr (ind)l. Los valores de Z pueden variar
generalmente entre -3 y +3, vy soh considerados:

Z=3 Ligamiento establecido

Z=2 Ligamiento muy probable
Zentre1y( Ligamiento posible

Zentre 0y -1 Posible asociacion al azar
Z=-2 Asociacion al azar establecida

Los lods de los mismos pares de alelos en familias separadas, se pueden
sumar, hasta Hegar a un valor que permita definir la prueba de ligamiento o su

falta (Solari, 1996, Strachan y Read, 1989; Kohli, 2001}
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto que la masculinizacion completa o parcial en varones XX,
carentes de SRY, se deba a defectos en otro(s) gen(es) autosomicos o ligados
al X. Ademas, en los casos familiares el analisis de los arboles genealogicos de
estos individuos conduce a la hipdtesis de que portan mutaciones recesivas
responsables de la determinacidn testicular. Sin embargo, no existen estudios

de ligamiento que ayuden a detectar estos genes.

OBJETIVO

+ Establecer o descartar ligamiento entre un caso familiar de reversion sexual

46,XX vy el cromosoma X, mediante la utilizacion de marcadores microsatélites,
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Se estudid una familia no consanguinea, con dos varones XX negativos para
SRY, reportado por Zenteno et al. (1997). Ademas de los individuos afectados
{I1-3 vy II-6), se incluyeron a sus padres (I-1 y 1-2), un hermane (II-7) y una
hermana (l1-2) sanos (Fig. 3).

El motivo de consulta del proposito (11-3) fue ginecomastia que inicid desde los

trece afios.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

Previo consentimiento informado, se obtuvieron 3 mi de sangre periférica, se
mezclaron con anticoagulante EDTA y se homogeneizaron por inversion. Se
elimind el paquete de los glébulos rojos por centrifugacion selectiva a 3000rpm
durante 6 min y se rompieron las células con amortiguador de lisis TTS (Tris 10
mM pH 7.6-8.0, triton al 1% y sacarosa 300mM). Se iavd el precipitado varias
veces hasta que el boton quedd blanco. Enseguida se adicioné cloruro de sodio
{NaCl) de menor a mayor concentracién (5mM a saturado) para eliminar
proteinas, se agitd. Se adiciond y se mezcld dodecil sulfato de sodio (SDS)
como detergente mas agresivo para romper la membrana nuclear. Esta
reaccién se centrifugd a 10000rpm/30min/4°C. Se recuperd la malla del DNA
se precipitd con etancl absolufo. En este paso, la muestra se dejo reposar un
minimo de 2h & -20°C y luego se lavé con etanal al 70%. Se evapord el etanol
en un desecador al vacio, sin temperatura. Finalmente, se resuspendid la

muestra de DNA en un volumen adecuado de amortiguador TE {Tris 10 mM,
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EDTA 1 mM, pH 80) y se almacené a -20°C hasta su uso {Buffone vy
Bartington, 1985; Kempter y Grosshadem, 1992)

CUANTIFICACION DE DNA GENOMICO

Se realizd mediante dos técnicas: minige! de agarosa y fluorometria La primera
de ellas consiste en analizar un gel de agarosa muy delgado al 0.8% (p/v),
disuelto en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, y EDTA 0.001 M) y tefido
con bromuro de etidio (0.0005%). En él, se aplicd una alicucta de 1 ul de las
muestras problema {de concentracién desconocida) junto con una curva de un
DNA estandar de 100 ng/pL en concentraciones crecientes (de 50 en 50ng),
desde 50 hasta 500 ng/uL. Las muestras se separaron por electroforesis. El gel
se analizé en una {ampara de luz ulfravioleta (UV) y mediante la comparacion
de la intensidad de las bandas con el patrén se calculd la concentracion de las
muestras (Sambrook et al, 1989).

La cuantificacion del DNA mediante fluorometria esta basada en la teoria de la
fluorescencia. Los atomos o moleculas que fluorescen tienen espectros de
excitacion y emision bien definidos, lo que permite un andlisis cualitativo y
cuantitativo del material, En este case, se empled un fluorometro DyNA Quant
modelo 200 (HOEFER) que tiene una longitud de onda fijla de 365 nm de
excitacion y 460 nm de emision. Estas caracteristicas de espectro estan
disefiadas para la cuantificacion de cantidades pequeiias de DNA en presencia
de proteina, RNA y nucledtidos, contaminantes comunes, que interfieren con la
determinacion convencional por absorbencia en la regién de UV, Para ello, se
preparé un estandar de DNA de concentracion conocida (100 ng/ul) en
amartiguador TEN (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 7.4 y NaCl 0.1 M) y se

le agregd colorante fluorescente Hoechst 33258 (1mg/mL). El equipo se calibro
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introduciendo una celda con el estandar de DNA Se tomaron 2 pul de cada
muestra de concentracion desconocida y se mezclaron con 2 pl del colorante
en TEN. Se realizaron dos lecturas por cada muestra y se promediaron para el
calculo de la concentracion de DNA en cada una de ellas.

Si por ambos métodos de cuantificacion de DNA las lecturas eran parecidas,
entonces se promediaban las lecturas, en caso contraric se repetia |a
determinacion. Una vez cuantificada cada muestra, se realizaron las diluciones
correspondientes para obtener soluciones de DNA de cada muestra en una
concentracidn final de 20 ng/uL.

AMPLIFICACION DE REGIONES MICROSATELITE

Inicialmente, se utilizaron dieciocho marcadores micresatélites del cromosoma
X (Fig. 4) contenidos en el panel 28 del AB|I PRISM LINKAGE MAPPING SET
VER 2.0 PE (Applied Biosystems). E! panel consiste en pares de
oligonucledtidos para PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) que
amplifican foci microsatélites tipo (CA/GT)n y que abarcan tode el cromosoma
X {desde Xp22.3 hasta Xq28). En cada par el oligonuclestido sentido (5°-3") va
marcado con un fluorocremo (BFAM, HEX o NED)} y el antisentido presenta una
cola de poli-adeninas en su regién 5 para evitar la adicion inespecifica de
nucledtidos en la amplificacién por PCR. Los marcadores estan separados
entre si por una distancia promedic de 10 ¢cM (Panel 28 AB! Prism Linkage
Mapping Sef User's Manual PE, 1297) Adicionaimente, se requirieron once
marcadores que amplifican especificamente regicnes microsatélite ubicadas en
la regidbn Xp21.3-p21.1 (Fig 4). Las caracteristicas de estos pares de

oligonucledtidos son como las del panel descrito ya que se solicitd su sintesis
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al mismo proveedor. Las secuencias y caracteristicas de los veintinueve
marcadores estan contenidas en los anexos 1, 2 y en la figura 2 de resultados.

Después de estandarizar la PCR, la mezcla de reaccion fue la siguiente:

COMPONENTE DE LA REACCION VOLUMEN {uL)

Mezcla del par de oligonuciedtidos (5 uM de cada uno} | 1.0
DNA {40ng) 2.0
Amortiguador 10X (Gene Amp PCR Buffer i} 1.0
Mezcla de ANTPs (2.5 mM) 1.0
DNA polimerasa Ampli Taq Gold™ (5U/ul) 0.08
MgClz (25 mM) 1.0
Agua estéril c.b.p. 3.92
Mezcla total 10

Las condiciones de amplificacién se estandarizaron para los veintinueve
marcadores en una sola reaccién y fueron las siguientes:

Desnaturalizacién previa a 95° C durante 12 min

94°C-158
552C-15s Diez ciclos
72°C-30s
89°C-158
552C-15s | Veintidds ciclos
72°C-30s

Extension final a 722C durante 10 min.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALIZADOR GENETICO

1+ PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR POR COLUMNAS DE
FILTRACION EN GEL

Se hace pasar & producto de PCR a través de una columna de sefarosa de
poro medio o fino (sephadex G-50) y por centrifugacion selectiva {3000 rpm/ 6

min) se recupera el producto limpio {(Sambrook, 1989).
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2 « MEZCLAS DE LOS PRODUCTOS DEPENDIENDO DEL FLUDROCROMO
QUE PORTEN

Se hace en las siguientes proporciones 1FAM:2HEX:3NED Esta mezcla se
diluye 1:1000 en agua estéril y se toma 1l por cada 12 ul de ROX 350:
formamida como estandar de tamafios (en una proporcion 1:24).

Se desnaturalizan {as mezclas de reaccion a 95°C/5 min e inmediatamente se
ponen en hielo hasta el momento de ser aplicadas en el analizador genético.
Posteriormente, se siguen Ias instrucciones sugeridas por el proveedor {Gene
Scan Users Manuatl PE, 1999).

SEPARACION DE LAS MUESTRAS POR ELECTROFORESIS EN CAFILAR
Y ANALISIS MEDIANTE EL PROGRAMA GENESCAN

Los productos de PCR con flucrescencia 6FAM, HEX o NED se separan por
electroforesis en capilar en el analizador genético AB! PRISM 310 PE, donde
son analizades mediante el programa Genescan. El analizador genético utiliza
un sistema de deteccién multicolor para distinguir alelos que se traslapan,
ademas determina el tamafio preciso de los productos de PCR a través de un
estandar interno de tamarfios, que se distingue de las muestras por estar
marcado con un fluorocromo diferente, ROX-350 (Fig. 5b). Cada colorante
fluorescente emite un espectro continuo de luz después de la excitacion de un
rayo laser. Durante una corrida de electroforesis, el sistema ABI PRISM 310
graba la intensidad de fluorescencia como una funcién de tiempo y longitud de
onda. Una matriz de corréccic‘)n de multi-componentes se aplica a los datos de
intensidad de flucrescencia y va resueltas son codificadas en forma de color y

desplegadas como picos en un electroferograma. El programa cuenta con
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diferentes patrones para interpretar estos resultados como homocigoto o
heterocigoto. En el eje de las abscisas de cada electroferograma se localiza e}
tamafio de los alelos en pares de bases {pb) y en el eie de las ordenadas esta
una escala arbitratia de emision de fluorescencia (Fig. 5a y 5b)} {Gene Scan
User's Manual PE, 1999).

DETERMINACION DE FRECUENCIAS ALELICAS (GENETICA DE
POBLACION EN MEXICANOS)

Se determinaron las frecuencias alélicas en poblacidon Mexicana de veintidds
de los marcadores del cromosoma X empleados (DXS1061, DXS8039,
DXS9385, DX3992, DXS81218, AFMA082XB9, DXS1235, DXS1036, DXS1067,
DX8997, DX38014, DXS991, DXS986, DXS990, DXS1106, DXS8055,
DXS1001, DXS1047, DXS1227, DX38043, DXS8081 y DXS1073). La muestra
consistic en un total de 20 individuos originarios de diferentes estades de la
Republica Mexicana: 15 estudiantes del laboratorio de Genética del Instituto
Nacional de Pediatria-Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM y 5
estudiantes de Ia Eswéla Médico Militar, obteniendo un total de 30
cramosomas independientes (10 mujeres y 10 hombres),

Las frecuencias alélicas de los marcadores restantes se calcularon en un
maximo de 130 cromosomas y se encuentran en la tesis de Oscar Vazquez
Mena (CICATA-IPN 2000}

En cada corrida de electroforesis, ademas de las muestras de los pacientes y
controles mexicanos, se adiciond una muestra de DNA control del individuo
1347-02 del CEPH {http:/www . ceph fr} Cada muestra se realizd por duplicado
¥ s'e le caleuld promedio vy desviacion estandar del tamafio de alelo crudo. Los

valores de los alelos se ordenan de menor a mayor tamafio (en pb)} v se tes



asigna un ndmero de alelo al compararlo con los del DNA control reportados en
la base de datos del CEPH. Los alelos reales se ordenaron de menor a mayor

tamanio y se les asignd un nimero, de acuerdo a su frecuencia (tabla 1).

ANALISIS DE LIGAMIENTO

Para los estudios de simulacion, asi como para los andlisis de ligamiento de
dos puntos y de miultiples puntos se emplearon los programas: LINKAGE 5 1
{Schork et al, 1993) y la version sexo-ligada de GENEHUNTER PLUS (Kong vy
Cox, ﬁ997), asumiendo un rasgo recesivo ligado al X, con una frecuencia
alélica de la enfermedad de 0.00632 y penetrancia completa. Para hombres y
mujeres se consideraron valores iguales de fraccion de recombinacion (8). Los
andlisis de simulacion se llevaron a cabo usando las frecuencias alélicas del
marcador DXS1214 que se determinaron en 130 cromosomas independientes
de individuos sanos, no relacionados de la poblacion Mexicana-mestiza
(Vazquez Mena Oscar, CICATA 2000). El orden de los marcadores y las
distancias intra-marcadores se obtuvieron del mapa del cromosoma X de la
base de datos electrénica de Marshfield. La reconstruccion de los haplotipos
se realizo de acuerdo a los principios de Thompson, con el minimo ndmero de

eventos de recombinacion en cada individuo {Thompson, 1987).

|



RESULTADOS

Genotipificacion

L.a busqueda inicial de una regién en el X asociada a reversion sexuat XX se
llevo a cabo con los 18 marcadores del panel 28, PE Biosystems (Fig. 3). Al
analizar los haplotipos (tabla2), se encontrd lo siguiente: Cinco de estos
marcadores fueron no informativos debido a homocigosidad en la madre (1-2),
mientras que los restantes, excepto DX81214, no mostraron ninguna relacién
con la reversién sexual XX, En el locus DXS1214, el alelo materno fue el
mismo en amhos hermanos XX afectados (287 pb) (Fig. 3, tabla 1) y diferente
al heradado por la hermana XX sana {291 pb). Para confirmar si esta region
cromosomica realmente estaba asociada con la enfermedad, se analizaron
once marcadores adicionales, todos localizados alrededor de DX81214
(sefialados en negritas y cursivas en Fig. 3). Cinco de estos microsatélites se
comporiaron de igual manera gque DXS1214: DX31218, DXS1235, DXS1036 y
DXS1067 (telomericos a DXs1214), y DXS997 (cenfromérico a DXS51214).
Todos estos marcadores comprenden en una region de 211 ¢M (drea
encuadrada en Fig. 3). Los individuos afectados fueron homocigotos para seis
de los siete repetidos (CA)n contenidos en este segmento (lo que representa el
85.7%), mientras gue AFMa087xb9 no resultd informativo. Se observa que este
porcentaje de homocigosidad es mucho mas alto dentro de la regién de interés
que fuera de ella: 13.6% y 18.2% para 1I-3 y |I-6, respectivamente (p<0.05 en
prueba de Fisher). Ademas, ia reconstruccion de haplotipos mostrd que ambos
pacientes, sus progenitores, su hermano y hermana sanos comparten los
mismos alelos enfre los marcadores DXS1218 y DXS997 (Fig. 3). Los

pacientes fueron homocigotos para este segmento cromosdmico, mientras que
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tos varones XY (I-1 y II-7) fueron hemicigotos y las mujeres XX {I-2 y 1I-2)
resultaron heterocigotas. Es interesante notar que la heterocigosidad en la
hermana se debid a un evento de recombinacion. La basqueda de un gen
candidato dentro de este intervalo reveldé que DSS fue el unico locus
relacionado con determinacion sexual

Un ejemplo de segregacion de marcadores en la familia problema y una
interpretacion del electroferograma (EFG) de GeneScan se observan en las

figuras 5a y 5b

Anélisis de ligamiento .

i.os andlisis de ligamiento de dos y de miltiples puntos generaron un valor
positivo de LOD score para los marcadores localizados en el intervalo
identificado de 2.11 ¢M en la regién Xp21.3-p21.1. En el analisis de ligamiento
de dos puntos se obtuvo un valor maximo de LOD score de 0.578 para todos
los marcadores localizados dentro del intervalo 31.49 g 33 60 ¢M (incluyendo:
DXS81218, DXS1235, DXS1036, DXS1067, DXS81214 y DXS997) (Fig. 4). Cabe
mencionar que aunque el marcador AFMa(82xb8 esta incluido en este
intervalo, no fue informattvo debido a homocigosidad en la madre. Al usar el
programa GENEHUNTER PLUS en su version ligada al X, se obtuvo un valor
de Z=0.6 entre los marcadores DXS1218 y DXS997 (Fig. 6) Estos resulfados
concuerdan con los estudios de simulacién en los que se esperaba un valor de

Z2=0.64 a 8 =0.0, con DXS51218.

40




DISCUSION

La presencia del gen SRY conduce la determinacion testicular y €l desarrolio
del fenotipo masculino en la mayoria de los varones XX (Fechner et al, 1993).
Se ha propuesto que rmutaciones en otro(s) gen{es) autosdmicos o ligados al X
sean las responsables para la eticlogia de los VXX SRY(-}'s (Ferguson-Smith
et al, 1880; McElreavey et al, 1993). Sin embargo, hasta la fecha no se ha
iocalizado ningtin Jocus candidato en reversion sexual XX en casos familiares.
Huang y colaboradores describieron un caso esporadice de VXX SRY(-) con
duplicacion de SOX8 como responsable de la determinacién testicular (Huang
et al, 1999). Ademas, al momento de escribir este trabajo se documenté en la
literatura que Sox9 induce desarrolio testicular en ratones transgénicos XX lo
que indica que al menos en algunos casos, S0x9, puede sustituir la funcién del
gen de determinacién sexual, Sry (Vidal et al, 2001}

Los datos obtenidos en el presente trabajo, demuestran por primera vez
ligamiento de una regién especifica del cromosoma X a reversion sexual XX
Esta regi6n se localiza en Xp21.3-Xp21.1 y abarca 2.11_cM. El andlisis de
ligamiento reveld un valor de LOD score maximo de Z=0.6 desde el marcador
DXS1218 hasta e marcador DXS997 (Figura 6). Esto Gitimo concuerda con el
valor maximo esperado por los estudios de simulacion (Z=0.64). Cabe
mencionar que aunque con familias pequefias no se puede alcanzar un alto
poder de Z (Ostrer H, 2001), estos datos indican que |2 probabilidad de que la
region esté ligada a la enfermedad es de 5:1.

Hasta la fecha no se ha establecido ningin modo de herencia en los casos
familiares de reversion sexual XX. La homocigosidad observada para el

haplotipo en Xp21.3-p21.1 en los individuos afectados sugiere que esta
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condicién puede estar ligada al X en forma recesiva. De acuerdo con este
patron, la madre y la hermana son heterocigotas, mientras que el padre y el
hermano son hemicigotos.

Basandose en casos familiares de reversién sexual XX con un probable patron
de herencia recesivo, McElreavey y cols. (1993) propusieron un modelo para
explicar la determinacidn sexual masculina en donde SRY antagoniza un
represor autosémico f‘ecesivo de la ruta masculina, denominado Z. De acuerdo
con este modelo, las mutaciones nulas homocigotas en Z producen una de-
represion del desarrollo masculino y pueden originar vargnes XX vyfo
hermafroditas verdaderos XX, SRY negativos. Poco después, Jiménez vy
colaboradares postularon que el jocus DSS en Xp21, que originalmente se
ehcontr¢ duplicado en algunos casos de mujeres XY y que experimenta
inactivacién, puede actuar como un regulador neg.ativo de la ruta masculina.
Este modeio sugiere que una sola copia activa de DSS inhibe la determinacion
masculina en las mujeres XX; mientras que en los varones XY la copia activa
de DSS esta inactiva (no funcional) o es anulada por la accion de SRY. De
igual forma, como fue postulado para Z, las mutaciones nulas homocigotas en
DES permitirian desarrollo testicular en un sujeto XX al eliminar la represién del
programa masculino-especifico (Jiménez et al, 1998).

Se ha sugerido la existenclia de genes activos del X que hacen el balance del
factor determinante de testiculo (Graves, 2000). Burgoyne et al (2001)
emplearon ratones XPO, X™O, y XX transgénicos para Sry y demostraron que el
desamollo testicular era mucho mas frecuente en los dltimos. Esto implica que
existe un gen{es} en el X, no compensado en dosis, que interacciona conh la

ruta determinante de testiculo. Aunque adn no se han descrito genes de esta
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clase, se conoce al menos un gen en Xp21.3, DAXT, que causa reversion
sexual XY al estar duplicado (Zanaria et al, 1994).

El intervalo Xp21-p23 también ha sido estudiado en el roedor arvicolinoe Myopus
schisticolor {wood lemming). En esta especie existen dos tipos de cromoscma
X: uno normal y una variante designada como X*. Este dltimo ha perdido la
regioh Xp21-23. Los organismos con complemento cromosémico XX son
hembras, los XY son machos y los roedores X*X presentan reversion sexual
XY, lo cual sugiere que en esta regién perdida de! X* existe un gen de
desarrollo testicular. Durante la reciente caracterizacién de esta region se
encontré una secuencia homdloga al gen Ccth murinc que codifica para una
chaperonina que se expresa principalmente en el testiculo. Aunque se
desconoce la funcién de este gen en el arvicoling, se piensa que podria ser de
gran importancia para el desarrollo masculino normal {Liu et al, 2001).

Los casos. descritos por Ogata et al. {1991) y Tar et al. (1895) aportan
evidencia adicional de Ia region Xp21 como un focus de reversion sexual. Los
primeros autores documentaron el casc de un paciente con cariotipo 46,Y, Xp+,
con caracteristicas dismérficas me.nores y sin desarrollo testicular, &
cromosoma Yp+ se derivé por translocacion de un fragmento de Xp21-Xp22 3 a
Yp11.3. Ellos concluyeron gque [a reversion sexual era consecuencia directa o
indirecta de tener dos copias activas de fa region distal de Xp y que esto
también podria indicar la presencia de un gen{es) que actuara en la ruta de la
determinacion o diferenciacion testicular. Tar et al. (1995} describieron un HV
46, XX SRY negativo con una delecidn en Xp21 1-pter. Ellos sugirieron que en

este individuc el desarrollo testicular ocurrid adin en ausencia de SRY, al
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“desenmascararse” un alelo recesivo, probablemente DSS u ofro gen
desconocido en Xp, presente en el cromosoma X intacto.

La minima duplicacién de DSS en pacienies con reversion sexual XY se
localizd en un segmento de 160 Kb en Xp21, donde se identificé al gen DAXT,
que se propuso como factor de reversidn sexual sensible a dosis (Bardoni et al,
1894). E! preducto del gen DAXT actda como un regulador deminante negativo
de la transcripcién (Lalli et al, 1997), pero poco se sabe acerca de su funcién o
de la identidad de los genes que él regula. Los experimentos en ratones
transgénicos confimaron que DAX7Y es DSS y que éste actlia como un gen
anti-testiculo al antagonizar la funcién de SRY (Swain et al, 1998). Si DAX1
funciona como un represor de la ruta masculina, entonces se espera que los
individuos XX con mutaciones homocigotas con pérdida de funcién en DAXY,
desarrollen testiculos en ausencia de SRY.

Todas estas evidencias mencionadas anteriormente, apoyan fuertemente Ia
existencia de un gen(es) en Xp21 implicado en la regulacién del desarrollo
testicular. Es inferesante notar que nuestros varones XX son homocigotos para
una region de 2.11 cM en Xp21.3-Xp21.1 que incluye a DAX7, lo que sugiere
gue un defecto en este gen u otro localizado en esta regidn podria ser el
responhsable de la reversion sexual. De acuerdo con la hipétesis de Jiménez et
al. (1986) nosotros sugerimos que los dos VXX presentan una mutacion
homocigota que permite el desarrollo testicular en ausencia de SRY. Ambos
sujetos sanos XY (I-1 y 1I-7) son hemicigotos para el defecto, pero como esta
es una mutacion “virilizante” que anula a un represor del desarrolio testicular, el

fenotipe masculino inducido por la presencia de SRY no estd afectado. La
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madre y hermana serian portadoras heterocigotas que no presentan la
patologia (Fig. 7).

En esta familia y en la descrita por Slaney et al. (1998) tal como lo habia
propuesto inicialmente de la Chapellle (1987), es muy probable que no exista
efecto fenotipico en los portadores 48,XY. Esto es, mutacidon no penetrante en
la madre y hermana (heterocigotas) de los individuos afectados, y limitada por
la presencia del cromosoma Y en los individuos 46,XY (padre y hermano); ya
gue sus efectos son inhibidos por la funcién normal de SRY en estos dos
{ltimos,

Todos estos datos apoyan a DAXT como un buen candidato para la reversion
sexual XX en algunos casos SRY negativos. En contra de esta propuesta estan
{os -experimentos con ratones knockout para Dax? que mostraron desarrollo.
testicular o de ovario normales indicandec que este gen no es esencial en 1a
gonadogénesis murina (Yu et al, 1998), aunque Swain et al. (1998) mostraron
evidencia de que Dax7 se comporta en forma diferente en ratones y humanos,
Adicionalmente, las mutaciones en este gen se han relacionado con hipoplasia
suprarrenal congénita (AHC) e hipogonadismo hipogonadotropico (HH)
{Goodfellow et al, 1999) pero nuestros pacientes no presentaron ningin dato
clinico relacionado con estas anormalidades. Existe la posibilidad de que las
mutaciones en DAXT en estos varones XX puedan afectar la expresion de un
gen{es) que estén involucrados en forma especifica con el desarrollo de las
gonadas. Otfra alternativa puede ser la presencia de ofro gen de reversion

sexual aln desconcocido, en esta region.
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CONCLUSIONES

La reconstruccién de haplotipos mostrd que los individuos afectados y sus
hermanos sanos campartieron la misma segregacion de los alelos maternos
excepto en el intervalo Xp21.3-p21.1, donde la hermana heredd un
hapfotipo materno diferente

El analisis de ligamiento demostré que la reversion sexual XX, en esta
familia, co-segrega con una region de 2.11 cM comprendida entre los
marcadores DXS1218 y DXS997

Mediante estudios de simulacién se propuso un pai’rén de herencia recesivo
ligado al X (limitado por la presencia del Y) para la enfermedad. Esto
explicaria que los individuos normales 46,XX y 46,XY estudiados en esta
familia serian portadores de la patologia

Se sugirié una mutacién homocigota y con pérdida de funcién en un gen
inhibidor de la ruta masculina, como responsable de la determinacion
testicular en los varones XX, SRY negativos de esta familia

Proponemos que este gen pro-testicular pueda ser DAXT u otro gen adn no

conocido que se localice en el intervalo Xp21.3-p21.1

PERSPECTIVAS

E! hecho de probar esta hipotesis requerira secuenciar DAXT en los VXX y en

caso de encontrar mutacién, clonar este gen para ensayos posteriores de

expresion. De esta forma DAXT se esperaria que fuera un blanco directo de

SRY.
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En el caso de hallar un gen DAXT intacto, enfonces debera procederse al
escaneo del genoma completo en estos pacientes. Los primeros autosomas a

explorar serian el 17 (que contiene a SOX9) vy el 1 (que bontiene a Wnit4).
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BASES ELECTRONICAS CONSULTADAS

= Base de datos del genoma: hitp:/www, gdb.org (pata secuencias vy

localizacién de los marcadores)

» Genemap’99 hitp://www.nehi.nlm.nih.gov \genemap99 {en la

identificacion de genes candidato)

» Instituto Max Planck-Berlin  httn://www.molgen mpa.det\~xteam (para

localizacion y distancias intra-marcadores)

= Marshfield hitp/iwww. marshfieldclinic.org\genetics (para localizacion v

distancias entre los marcadores)
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Tabla 1. Frecuencias alélicas de los microsatélites empleados en poblacion

mestizo Mexicana

DXS1060
ALELO N FR
1) 241 1 001
2) 243 3 0.02
3) 245 87 0.67
4) 247 8 0.05
5) 249 20 0.15
8) 251 1 0.01
7) 253 9 007
8) 255 1 oo
g) 257 2 0.02
TOTAL= 130 1
DXS987
ALELO N FR
1) 208 11 0.09
2)210 3 0.02
3)212 7 0.06
4y 214 19 0.11
5) 216 21 0.17
6) 218 55 0.44
7) 220 1 009
8) 222 4 0.03
TOTAL= 126 1
T DXS1061
ALELO N FR
1) 218 1 0.03
2) 220 4 0.14
3)222 10 0.35
4) 226 2 007
5) 232 1 0.03
&) 234 8 028
7) 236 2 0.07
8) 238 1 0.03
TOTAL= 29 1

DXS8051
ALELO N FR
1) 107 2 0.02
2) 109 1 0.01
3) 111 7 0.05
4)113 25 0.19
5)115 13 01
8) 117 24 0.19
73119 12 0.09
8)121 19 0.15
9) 123 17 013
10) 125 5 0.04
11} 127 4 0.03
12) 129 1 0.01
TOTAL= 130 1
DX51226
ALELO N FR
1) 279 1 oot
2) 283 2 0.02
3) 287 2 0.02
4) 289 6 0.05
5) 291 32 0.25
8) 293 20 0.15
7) 295 33 0.25
8) 297 17 0.13
9) 299 9 0.07
10) 301 3 0.04
11) 303 2 0.02
12) 309 1 0.01
TOTAL= 130 1
DX58039
ALELO N ER
1y 141 1 0033
2)145 1 0033
3) 147 & 02
4y149 1 0033
5) 150 4 0132
6) 151 1 0.033
7)152 3 01
8) 153 1 0.033
9) 154 3 0.1
10) 156 1 0.033
11) 158 8 0.27
TOTAL= 30 1
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Tabla 1. Frecuencias alélicas de los microsatélites empleados en poblacion
mestizo Mexicana

DXS985 DX5892
ALELO N FR ALELO N FR
1} 126 5 0.23 1) 197 6 0.32
2) 128 2 0.09 2) 198 1 0.05
3) 129 3 0.14 3) 200 1 £.05
4) 130 8 0.36 4) 201 1 0.05
5) 131 2 009 5) 202 3 0.16
6) 132 2 0.09 6) 204 5 027
TOTAL= 22 7 7) 205 1 005
8) 206 1 0.05
TOTALS 18 7
DX51218 AFMa082xb9 _
ALELO N FR ALELO N FR
1) 256 1 003 Y115 7 | 025
2) 258 6 02 2)117 3 011
3) 259 1 0.03 3} 118 1 0 04
4)263 1 0.03 4) 119 15 053
5) 265 3 0.1 5} 121 2 0.07
6) 266 4 0.14 TOTAL= 29 7
7) 267 5 0.17
8) 268 8 0.27
9) 272 1 0.03
TOTAL= 30 i
DXS1235 [ DX31036
ALELO N FR ALELO N FR
1) 229 1 0.03 1} 139 2 0.08
2) 231 4 0.14 2) 142 2 0.08
3)235 2 007 3) 143 3 0.12
4)238 1 003 4) 144 5 0.19
5) 239 15 - 053 5) 146 13 0.5
6) 240 2 0.07 6) 148 1 0.00
7) 243 1 0.03 TOTAL= 26 1
8)245 1 0.03
g) 247 2 0.07
TOTAL= 29 7
DX31067 DXS1214
ALELD N FR ALELO N FR
11212 3 0.12 1} 281 1 007
2)216 1 0.04 2) 285 8 006
3)218 2 0.08 3) 287 66 0 51
4) 220 15 0.6 4) 289 12 009
5) 224 1 0.04 5) 291 26 02
6) 226 2 0.08 8) 293 8 0.06
7) 228 1 0.04 7) 265 2 0.02
TOTAL= 75 1 8) 297 7 0.05
TOTAL= 130 1




Tabla 1. Frecuencias alélicas de los microsatélites empleados en poblacion
mestizo Mexicana

DXS997 DXS1068
ALELO N FR ALELO N FR
1) 104 2 0075 1) 246 7 001
2) 105 5 019 2) 248 12 0.09
3} 108 8 031 3) 250 1 0.0t
4)107 1 0.04 4)252 32 025
5) 109 8 0.31 5) 254 7 005
6) 191 2 0.075 B) 256 3 0.02
TOTAL= 25 1 7} 258 73 0.56
8) 260 1 0.01
TOTAL= 130 1
DX53014 DX5993
ALELO N FR ALELO N FR
1) 264 2 008 1} 270 68 053
2) 265 1 0.04 2) 272 21 016
3) 266 8 0.33 3)278 10 008
4) 267 1 0.04 4) 286 0 005
5) 268 7 03 5) 288 18 014
6) 270 4 017 6) 290 1 0.01
7272 1 0.04 7) 292 1 0.01
TOTAL= 74 1 TOTAL= 129 1
DXS991 DXS936
ALELO N FR ALELO N FR
1327 2 0.134 17159 1 003
2)329 2 0.134 2) 161 5 0.16
3) 331 5 0.33 . 3)163 2 0.06
4)333 2 0.134 4)185 10 0.33
5) 335 2 0.134 5) 167 3 0.1
6) 337 2 0.134 ) 171 1 0.03
TOTAL= 15 1 71173 7 0.23
8Y175 1 0.03
9) 177 1 0.03
TOTAL= 30 1
DXS890 DX51106
ALELO N FR ALELO N R
1119 1 0.04 17123 1 0.04
212 1 0.04 2) 125 2 .08
3)125 8 0.3 3) 127 2 0.08
4y 127 6 0.23 4) 129 11 0.42
5) 129 4 0.15 5) 131 8 0.3
6) 135 6 0.23 6) 133 1 0.04
TOTAL= 76 7 6) 137 1 0.04
TOTAL= 26 1




Tabla 1. Frecuencias alélicas de los microsatélites empleados en poblacion

mestizo Mexicana

DXS1001
ALELD N FR
1y 197 B 033
2) 199 1 006
3) 201 2 011
4) 203 4 022
5) 205 4 022
6) 207 1 0.06
TOTAL= 13 1
DX51227
ALELO N FR
1) 79 1 0.03
2) 81 15 0.52
3)83 2 0.07
4) 87 1 003
5) 89 3 0.11
6) 93 6 021
7} 65 1 0.03
TOTAL= 29 i
DXS8091
ALELO N FR
1) 79 2 0.07
2) 81 4 0.13
3) 83 2 007
4)85 9 03
5) 87 11 036
6) 89 2 0.07
TOTAL= 30 7

DX58055
ALELO N FR
1) 315 9 03
2)317 14 047
3)319 6 02
4) 321 1 0.03
TOTAL= 30 i
DXS1047
ALELO N FR
1) 156 2 0.08
2) 158 2 008
3)160 12 046
4) 162 3 011
5) 164 4 015
6) 168 2 008
7} 170 1 0.04
TOTAL= 26 1
DXS8043
ALELO N FR
1} 148 3 0.1
2)156 10 0.36
3)160 6 0.21
4)162 6 0.21
5) 164 1 0.037
6) 166 1 0.037
7)168 1 0.037
TOTAL= 28 1
DXS1073 _
ALELO N FR
1)307 6 03
2) 309 8 03
3)311 5 025
4)315 1 0.05
5) 321 1 005
6) 325 1 0.05
TOTAL= 20 1
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ANEXO 1. Secuencias de los oligonucledtidos empleados.

Locus
DX810860

DXS8051

DXso87

DX51226

DXS1081

DX38039

DX8985

DXs59p2

DXS1218

AFNMa082xbo

DX81235

BX81036

DX81067

DXS51214

DX5997

DXS1068

Secuencia del oligonucledtido
5 AAAATTAAAACATCTACTAGGCAGAS'
5 TACTGCGAACGGTGAGAG 3'

5 ACCAGAAATGAGCGATTATTG 3'
5" TTTTTGAACTAAGAACCTGGAG &'

5' GTTGAGATAATGAGGCCAGT 3
5" ACNTTAAAAGCCTGGTTCTICTAAA Y

5' CTAAACCCATCTGNCCTC 3
5 TTTCCAGCAACTACCTTTCAT 3'

5§ ATTTGTAAACCCTTCTGATTG 3
5 ACGATAGACCATTATGATGTGT 3

8" AAACTAACAAACCTCTAGCCAG 3'
5 TTACATGTCCATCTGAACAG 37

5 TTTCCAAACTTCACTAAAAC 3'
5 AAAATGTTGTTIGTACTGGTC ¥

5 AAGAATGGGACTCCATTTCA S
8 GCTTATCCACTGGGACAGAA 3

5 AAGACTAAGATTGTTTCAGTTTGTT 3
5 GTGCTTTTGTAATTTTAACCCA S

9 TCTTCAGTTATACCTTICTGGC ¥
5 GAACTCTTGACTTGCAGTTT 3

5 AAGGTTCCTCCAGTAACAGATTTIGG 3
5 TATGCTACATAGTATGTCCTCAGAC 37

5 TGCAGTTTATTATGTITCCACG ¥
5 GCCATTGATAAGTGCCAGAT 3'

5 TATGTCCTCAGACTATTCAGATGCC 3
8" CCTCCAGTAACAGATTTGGGTG 3

5 TAGAACCCAAATGACAACCA F
5' AAGATAGCAGGCAACAATAAGA 3'

5 TGGCTTTATTITAAGAGGAC F
5 GTTTTCAGTTTCCTGGGT 3

5' CCTCTAAAGCATAGGGTCCA 3
5' CCCATCTGAGAACACGCTG ¥
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Dx88014

DXS093

DX5991

DX35086

DXS990

DXS1106

DX58055

DXS1001

DX31047

bXx81227

DXS8043

DXS801

DXS1073

5" GGCAAAGTTGTCAGAGGC &
5 CAAATGGCTTGTTCCAGTT 3

5' GGATCCTGTTTACAGCCTGT 3
5' CTACAGAGCAGTTCACTGGG 3

5 ACTTCAACCACAGAAGCCTC 3
5 ATCATTTGAGCCAATTCTCC 3

5' CCTAAGTGCTCATCATCCCA 3'
5" AGCTCAATCCAAGTTGCTGA 3

5' AGCTATATGACCAGTACAAACATAC 3
5 GACAGAAGGGACATCAACTC 3

5' TATGAGAACTCCCTAAACAAA 3'
5 TGATGCACCAAATACCA &

5 AGTGGGTCACTCTAGTCATCAT 3
3 TCAGGTTTCTGTGTGGACAT 3'

5 TACAAGTAACCCTCGTGACA 3
5§ GTTATGGAATCAATCCAAGTG 37

5 CCGGCTACAAGTGATGTCTA I
5 CCTAGGTAACATAGTGAGACCTTG 3

5§ AGAGGTCCGAGTCTTCCAC 3
§ ATAAGGGTTTACTCCCCCAA Y

5 AGTTCTCAGAAACATTTGGTTAGGC 3
5 AATTATTGGCAAAGAGTACAGGCAG 3

3 CACATTCAGGTTCCACAGG 3
5 CAAGATCCAGGCAAAAGTC ¥

5 GGCTGACTCCAGAGGC &
5' CCGAGTTATTACAAAGAAGCAC 3
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ANEXO 2. Caracteristicas de ios loci microsatélites utilizados

MARCADOR cM LOCALIZACION INTERVALO DE |
{fluorocromo) CITOGENETICA | TAMANO (ph)
DXS1060[NED] 15.12 Xp22.3-p22.3 243563
DXS8051[NED] 17.29 Xp22 110-140
DXS987[FAM] 2218 Xp22 210-232
DX81 226[NED] 27.59 Xp22 284-306
DXS1061]FAM] 29.63 Xp22 1-p21 3 Z18-233
DXSB039[FAM] 30 84 Xp2l1.3 145-153
DXSG85 [FAM] 30.86 Xp21 3-p21 1 133-139
DXS922(FAM] 3099 Xp21.3-p2i.1 201-212
DXS1218[FAM] 3149 Xp22.3-p21.3 261-275
AFMa082xh9[FAM] |31 50 Xp213 125-182
DXS51235[HEX]) 3250 Xp21.3-p21.2 233-251
DXS1038[FAM] 33.54 Xp21.3-p21.1 141-151
DXST067[FAM] 3356 Xp21 3-p21 A 215.230
DXS1214[HEX] 3358 Xp21.3-p21.1 287-301
DXS987[FAM] 33.60 Xp21.3p211 106117
DXS1068{HEX] 37.33 Xp21.1-p11 4 248-288
DXS8014{FAM] 37.36 Xp211-pit 4 265-283
DXSOG3[FAM] 4271 Xpi14-pil 3 271-297
TXSES1[NED| 52 50 Xp11 21 316-344
DXS986[FAM] 5737 Xq21.1 156-184
DXSO90[FAM] 6062 Xq21.3-q22 123138
DXS1106[HEX] 66 58 Xg22 118-132
DXSB055[HEX] 70 91 Xg23 314-326
DXS1001[HEX] 7579 Xqz24 194-214
DXS1047[HEX] 8207 Xgab 160-174
DXS1227[FAM] 88 33 Xq26 84-104
DX58043 [NED] 94.22 Xq27 160-184
OX%58051 THEX] g6 14 XG27 84-106
DXS1073[FAM] 102.35 Xg28 310-336




