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RESUMEN

Una etapa critica del desarrollo sexual fenotipico en los
mamiferos es el establecimiento de conductos reproductivos
internos sexualmente dimérficos a partir de 1los conductos
Mullerianos y Wolffianos. En 1las hembras, 1los conductos
Mullerianos se transformaran en utero, trompas de Falopio y
tercio superior de 1la vagina. La agenesia de Mullerianos,
tambien conocida como sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-
Hauser (SMRKH) o aplasia vaginal, es la segunda causa mas coman
de amenorrea primaria y se presenta en 1 de cada 4000-5000
mujeres. La enfermedad estd caracterizada por la ausencia
congénita de utero, trompas de Falopio y tercio interno de la
vagina en un individuo 46,XX con feminizacidén externa normal.
La mayoria de los casos de SMRKH son de herencia esporadica
aunque existen varios agregados familiares e individuos con
translocaciones cromosémicas que sugieren una etiologia
monogénica. Sin embargo, a la fecha no ha podido identificarse
la etiologia de ningun caso de la enfermedad. Una probabilidad
no estudiada es la presencia de mutaciones activantes de 1la
hormona inhibidora de Mullerianos (HIM) o de su receptor tipo
IT (AMHR-II) que podrian ocasionar el encendido de la via de
regresién Mulleriana durante la vida intrauterina en suejtos
femeninos, traduciéndose en aplasia de Mullerianos. Ademas,
existen resultados contradictorios acerca de la asociacién

entre el polimorfismo N314D de 1la enzima galactosa fosfato



uridil transferasa 1 (GALT) y la enfermedad. En este estudio se
realizé el analisis mutacional de los genes de la HIM y del
AMHR-II, asi como la determinacién de la frecuencia del
polimorfismo N314D en 15 mujeres Mexicanas «con SMRKH,
incluyendo un caso familiar con 2 hermanas. Los resultados
fueron comparados con un grupo control de 25 mujeres sanas con
fertilidad comprobada. Se realizdé extracciédn de DNA gendmico a
partir de leucocitos de sangre periférica, amplificacién por
PCR de todos los exones y uniones exén/intrén de los genes HIM
y AMHR-II y del exén 10 del gen GALT y secuenciacién de 1los
productos de PCR. No se detectaron mutaciones deletereas en los
genes HIM o AMHR-II en ninguna de las pacientes; se
identificaron 5 polimorfismos no descritos previamente: 3 en el
exén 5 del gen de la HIM y 2 en el intrén 6 del gen del AMHR-
ITI. Sin embargo, cuando las frecuencias de cada alelo en el
grupo de enfermas fueron comparadas con las frecuencias en el
grupo de 50 alelos control, ninguna de las variantes mostroé
diferencias significativas. La variante que codifica el
polimorfismo N314D en la GALT fue observada en 1 solo alelo de
30 en el grupo de enfermas y en ninguno de los 50 alelos
control. Nuestros resultados permiten descartar la
participacién de los genes HIM y AMHR-II en la etiologia del
SMRKH en pacientes Mexicanas y excluyen una asociacién entre la

variante N314D de la enzima GALT y la aplasia de Mullerianos.



ABSTRACT

A critical step during mammalian phenotypic development is
the generation of sexually dimorphic reproductive tracts from
the Millerian and Wolffian ducts. In females, the Millerian
ducts develop into the Fallopian tubes, uterus, and upper third
of the wvagina. Millerian agenesis, also named the Mayer-
Rokitansky-Kilister-Hauser syndrome (MRKHS) or vaginal aplasia,
is the second most common cause of primary amenorrhea occurring
in 1 en every 4000-5000 females. It is characterized by the
congenital absence of the Millerian structures including the
Fallopian tubes, the uterus, and the internal portion of the
vagina in an otherwise normally feminized 46,XX subject.
Associated somatic abnormalities are frequent, mainly renal
(30%) and skeletal (12%) . Most <cases are sporadic in
inheritance, but the occurrence of some patients with
chromosomal translocations or even familial aggregates suggest
a genetic basis for the disease, although the etiology of the
disease is still unknown. It has been suggested that activating
mutations in the anti-Millerian hormone (AMH) or 1in 1its
receptor (AMHRII) are potential sources for the defect. In this
study we describe the molecular analysis of both the AMH and
BMHR genes in a group of 15 Mexican patients with Millerian
agenesis (including two sisters) and in a control group of 25
normal women. In addition we also investigated the prevalence
of a previously identified polymorphism (N314D) in the

galactose-1-phosphate uridyl transferase (GALT) enzyme.



Methods: DNA extraction from blood leukocytes; PCR
amplification of all exons and exon/intron junctions of the AMH
and AMHRII genes and PCR amplification of exon 10 of GALT gene;
direct automated sequencing of PCR products. Results: No
deleterious mutations were detected in the AMH or AMHRII genes
in any of the patients. We identified 5 previously undescribed
polymorphisms: two in intron 6 of the AMHRII gene (including
one located at position -3 of the acceptor splice site) and
three in exon 5 of the AMH gene (two of them changing the
encoded amino acid). However, when compared with 50 control
alleles, any of these variants showed a significant difference
between patients and normal subjects. The N314D GALT variant,
previously associated with the disease, was observed only in
one of 30 alleles from patients. These results indicate that
mutations at the AMH or AMHRII genes are not a common cause of

MRKHS .



ANTECEDENTES

Fases de diferenciacién sexual normal: La diferenciacién sexual
(DS) es uno de los fenémenos de mayor trascendencia biolégica ya
que permite la perpetuacién de las especies con reproduccién
sexuada. Este proceso es considerado ademas un paradigma de 1la
embriogénesis debido a que las mutaciones en los genes que
intervienen en él no son letales y s6lo conducen a alteraciones
del fenotipo sexual. Por esta razén, el desarrollo sexual
normal y patolégico constituyen modelos bioldégicos excelentes
para estudiar procesos de diferenciacién celular y
organogénesis. En los ultimos anos se han reconocido en el
humano varios genes que intervienen en el proceso de la DS y el
andlisis de sus mutaciones y anomalias fenotipicas que resultan
de éstas, ha permitido establecer un modelo de los
acontecimientos genéticos que conducen al dimorfismo sexual
(Scherer, 2002).

El proceso de DS en el humano se lleva a cabo en 3 etapas
secuenciales: 1l.- establecimiento del sexo cromosémico o sexo
genético (XX 6 XY); 2.- desarrollo de testiculo u ovario a
partir de la gdénada bipotencial o indiferenciada de acuerdo al
complemento cromosémico del individuo (sexo gonadal); 3.-
diferenciacién de los genitales internos y externos de acuerdo

al tipo de gdénada presente (sexo fenotipico).



La diferenciacién cromosémica se establece al momento de la
fertilizacidén, cuando un espermatozoide que posee un cromosoma X
o un cromosoma Y fertiliza a un o6vulo que siempre aporta un
cromosoma X. De esta forma, se logra el dimorfismo de los
cromosomas sexuales que caracteriza a los mamiferos, en los
cuales la hembra presenta un complemento cromosémico sexual 46,XX
y el macho 46,XY. El desarrollo gonadal subsecuente a partir de
la gdénada indiferenciada o bipotencial dependera exclusivamente

del complemento cromosémico (Charlesworth, 2002).

Diferenciacién Gonadal: En el humano, el dimorfismo sexual
gonadal se hace evidente durante 1la sexta semana de vida
intrauterina. La presencia del cromosoma Y es necesaria para la
diferenciacidén testicular de la gbnada primitiva,
independientemente del numero de cromosomas X existentes en el
genoma de un individuo (Ford et al., 1959; Jacobs y Strong,
1959). El evento inicial en el desarrollo gonadal en machos y
hembras es la formacién de un primordio gonadal. En vertebrados,
las godénadas aparecen como estructuras pareadas dentro del
mesodermo intermedio que esta situado a cada lado del embridén y
dentro de 1la cavidad celdémica. Dentro de esta regién pueden
reconocerse 3 regiones que conforman la cresta urogenital: (1)
el pronefros, que incluye el primordio suprarrenal; (2) el
mesonefros, que constituye la parte central de la cresta y de
la que se originard la gédnada, y (3) el metanefros, en la

regién posterior y que dard origen al rifién. La sub-regidén de



la cresta urogenital a partir de la cual se originara la gdnada

se denomina cresta genital (Figura 1) (Pinsky et al. 1999).

Figura 1l.- Micrografia electrénica
de la cresta urogenital a los 10.5
dias pc en el ratém (panel
superior) . M: mesonefros; g:
regién de la cresta genital; a los
11.5 dpc (panel inferior) la
génada (g) se distingue claramente
del resto del mesonefros (m) y del
metanefros donde se inicia 1la
formacién del rifién (k). En este
estadio no existe dimorfismo
sexual aparente entre productos
XX y XY. (Tomado de Capel B. Mech
Dev. 92:89-103, 2000).

La gdénada no diferenciada esta formada por un tejido
mesenquimal laxo cubierto por una capa de epitelio celdmico y
apoyado por el tejido mesonéfrico en desarrcllo (Figura 2)
(Byskov, 1986). En el ratdédn, 1las gobdnadas emergen en la
superficie ventro-medial del mesonefros por el engrosamiento
del epitelio celdémico de esta regién y se observa tanto en
machos como hembras entre los dias 10.5 y 11.5 dpc. Esto ocurre
parcialmente por proliferacién de las células del epitelio

celémico (Schmahl et al. 2000). Durante el desarrollo temprano
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de la gdnada, el epitelio celdbmico sirve como una fuente de
maltiples lineas celulares que se separan y trasladan desde la
superficie celdmica hacia el interior de la gbdnada en embriones
XX y XY. En este estadio, el primordio gonadal semeja un

epitelio estratificado en la superficie del mesonefros (Byskov

AG y Hoyer PE, 1994).

Figura 2. Seccidén transversal del
primordio gonadal que muestra la
relacidén entre el mesonefros (MS)
y la goénada bipotencial (G). La
flecha sefiala el epitelio que
cubre a la gbtnada denominado

epitelio celémico, regién
altamente proliferativa en los
estadios tempranos de la
gonadogénesis.

Tipos celulares de las gdnadas: La evidencia disponible indica
que las células en las goénadas XX y XY son bipotenciales vy
capaces de diferenciarse hacia la via femenina o hacia la via
masculina. Hasta el dia 11.5 pc, las gdnadas en ratones XX y XY

son idénticas y tienen la capacidad de formar ya sea testiculos

u ovarios. Sin embargo, para el dia 12.5 pc se observa la

7



formacién de cordones testiculares en las gbénadas XY mientras
que en la gdénada XX no se aprecian cambios aparentes. La gdnada
XY es mas grande en esta etapa y adquiere un patrén de
vasculatura caracteristico (Swain y Lovell-Badge, 1999).

El desarrollo gonadal en los mamiferos requiere 4 lineas
celulares diferentes: 1.- <células germinales primordiales
(CGP), precursoras de los gametos; 2.- células precursoras de
las células de soporte, las cuales dardn lugar a las células de
Sertoli en el macho y a las células foliculares (de 1la
granulosa) en la hembra; 3.- precursores de 1las células
productoras de esteroides, que originan las células de Leydig
en el macho y las de la teca en la hembra, y 4.- células del
tejido conectivo que daran lugar al tejido vascular, la tunica
y las células mioides peritubulares en el testiculo y a las
células de la tunica y del estroma en el ovario (Swain vy
Lovell-Badge, 1999). Las CGP son los precursores embrionarios
de los gametos en el adulto y se derivan de células localizads
en la parte mas proximal del epiblasto (ectodermo primario).
En el ratén las CGP son detectadas por primera vez a los 7.2
dpc como un grupo de 45 células que expresan fosfatasa alcalina
en la base del alantoides. Estas CGP migran subsecuentemente
(dia 8.5) a través del endodermo que dard origen al intestino
posterior, se distribuyen a lo largo del intestino posterior y
finalmente se dirigen hacia las crestas gonadales a través del
mesenterio dorsal (Anderson et al. 2000; Tsang et al. 2001). En

contraste, las células somaticas de la gdnada se originan tanto
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del mesonefros como del epitelio celdémico que recubre a la
gbénada en formacidédn (Byskov, 1986; Karl y Capel, 1998).

En ratones XX y XY, las CGP se forman a los 7.5 dpc en la
base del alantoides desde donde migran a través del mesenterio
intestinal y colonizan la cresta genital en el dia 9.5 pc.
Independientemente del complemento cromosémico (XX o XY), las
CGP entran simultaneamente a meiosis en el dia 13.5 pc en el
ratén. En el ovario, las CGP se detienen en la primera profase
de la meiosis I hasta que ocurran los ciclos ovulatorios
(McLaren, 2000). Varios estudios han demostrado que las CGP son
requeridas para la formacidén de 1los foliculos ya que en su
ausencia no se establecen (Huang et al. 1993; Bedell et al.
1995). En contraste, la diferenciacién de las células de Sertoli
y la formacidén de los cordones testiculares no son dependientes
de las CGP. En ausencia de CGP los cordones testiculares se
forman normalmente, lo que indica que las senales necesarias
para la formacién de estos elementos provienen de estirpes
gonadales somaticas.

La expresién del gen determinate de testiculo Sry en el
primordio gonadal origina que los precursores de las células
somaticas de soporte se diferencien en células de Sertoli. En
ausencia de Sry, los precursores somaticos siguen la via
ovarica y se transforman en células foliculares (Hacker, 1995).

La diferenciacién de las células de Sertoli en la gbnada
origina que las CGP sean cercadas dentro del testiculo y que se

impida el inicio de la meiosis antes del dia 13.5 pc (McLaren y
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Southee, 1997). Las células de Sertoli son el primer tipo
celular en diferenciarse en la gdénada masculina y son
consideradas un centro organizador del testiculo al dirigir a
las otras estirpes celulares hacia sus respectivos 1linajes.
Experimentos con ratones quiméricos XX/XY revelaron que el
Gnico tipo celular con un importante sesgo para la presencia de
cromosoma Y era la célula de Sertoli (Palmer y Burgoyne, 1991).
En las godnadas quimeras (XX/XY) que se transformaron en
testiculos, 90% de las células de Sertoli eran XY mientras que
solo 10% eran XX. Todos los demas tipos celulares somaticos
mostraron una distribucién 50/50 XX:XY. A partir de estos
resultados se concluyé que las células de Sertoli que
expresaban Sry eran capaces de iniciar la diferenciacidén de los
otros tipos celulares dentro del testiculo. Estos experimentos
tambien revelaron que Sry no es indispensable para 1la
diferenciacién de las células de Sertoli ya que 10% de las
células eran XX. Por lo tanto, es probable que las células
somadticas que expresan Sry sean capaces de reclutar al linaje
de células de Sertoli a otras células somaticas que no expresan
Sry (Capel, 2000). Las células de Sertoli y probablemente los
precursores de las células foliculares derivan del epitelio
celébmico antes del dia 11.5 pc. Estudios de expresién de Sry
han demostrado que las <células pre-Sertoli encienden 1la
expresién de Sry y de otros genes requeridos para la

diferenciacién de las células de Sertoli después de que estas

14



se delaminan del epitelio celdmico y entran a la gdbénada (Capel
et al. 1999).

Una funcidén central de las células de Sertoli es el sostén
de las células germinales durante el desarrollo y
posteriormente durante la espermatogénesis. Esta actividad se
lleva a cabo mediante la formacién de contactos célula-célula y
proporcionando los factores necesarios para el crecimiento y la
diferenciacién (Tillman y Capel, 2002). Un factor implicado en
estas interacciones célula-célula es Desert hedgehog (Dhh), un
miembro de la familia hedgehog de moléculas de senalizacién.
Los estudios de expresién han demostrado que la proteina Dhh
estd presente en las gdénadas masculinas en el dia 11.5 pc pero
no se observa en las gdénadas femeninas. En etapas mas tardias
de desarrollo testicular, esta proteina estd asociada con las
células de Sertoli y modula la morfologia tubular (Bitgood et
al. 1996; Clark et al. 2000).

Las células de Leydig de las gdbénadas XY se requieren para
la produccién de testosterona, hormona necesaria para iniciar
el desarrollo del tracto reproductivo masculino e inducir el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias. Los
datos disponibles indican que estas células se originan a
partir del mesonefros antes del dia 11.5 pc (Merchant-Larios y
Moreno-Mendoza, 1998). La contraparte de las células de Leydig
en el ovario son las células de la teca y aunque el origen de
los precursores de éstas no se identifica tempranamente en el

ovario, se estima que es similar al de las células de Leydig.
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El otro tipo celular conocido en la gdénada XY incluye las
células mioides peritubulares y las células endoteliales. Las
células mioides son un linaje de misculo liso que colabora con
las células de Sertoli para establecer la estructura de los
tibulos en el testiculo (Skinner et al. 1985). En el adulto,
estas células generan una accién peristdltica para bombear el
esperma a través de los tubulos. Las células mioides no tienen
andlogas en los ovarios. Por su parte, las células endoteliales
estdn presentes en génadas XX y XY, sin embargo para el dia
12.5 pc 1la vasculatura de la gbénada XY sufre cambios
estructurales importantes entre los que destaca la formacién de

un gran vaso en la superficie celdémica (Martineau, 1998).

Genes requeridos para la formacién de la goénada primitiva:
Evidencias disponibles a partir de modelos murinos vy de
fenotipos asociados a mutaciones especificas en sujetos con
falla en la organogénesis testicular han permitido reconocer
que el desarrollo normal de la génada bipotencial en mamiferos
requiere la participacién de al menos cinco genes. En ratones
con delecidén homocigota del gen tumor supresor Wtl, el epitelio
celémico no experimenta engrosamiento, la gdénada involuciona
tempranamente en el dia 14.5 dpc y el desarrollo del rinén se
detiene (Kriedberg et al., 1993). En ratones knockout para
Emx2, un homélogo en mamiferos de un gen homedtico en
Drosophila, se observa falta de expansién del epitelio celdmico

en la superficie de la cresta genital y la gdénada no se forma
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(Miyamoto et al. 1997). Del mismo modo, ratones con delecidn
homocigota de Sf1, que codifica para un factor de transcripcién
expresado tempranamente en el epitelio celémico de la cresta
genital (Ikeda et al. 1994) demuestran regresién por apoptosis
del primordio gonadal en el dia 12.5 pc y ademds se detiene el
desarrollo suprarrenal (Luo et al., 1994). Finalmente, la
ausencia de goénadas en ratones sin copias funcionales de Liml
(Shawlot Y Behringer, 1995) y Lhx9 (Birk et al. 2000) indica
que los factores de transcripcién codificados por estos genes

son también indispensables para los estadios inciales de

desarrollo gonadal.

Diferenciacién testicular y gen SRY: En los mamiferos, el
desarrollo testicular a partir de la gdénada bipotencial esta
dirigido por 1la expresién del factor de determinacién
testicular localizado en el brazo corto del cromosoma Y,

denominado SRY (Sex determining Region on the Y-chromosome)

(Sinclair et al. 1990; Goodfellow y lovell-Badge, 1993). SRY es
un gen de un solo exdén, codifica un factor de transcripcién de
204 aminoacidos con capacidad de unirse al DNA que ocasiona
cambios conformacionales en secuencias especificas a través de
un dominio conservado de 80 residuos denominado caja HMG (por
High Mobility Group). La proteina SRY activa la expresidén de
diversos factores moleculares ain no identificados en una
cascada génica que culmina con la diferenciacidén testicular

(Capel et al. 1999). A excepcidén de la caja HMG, la secuencia

K7



de SRY varia notablemente entre los mamiferos (Whitfield et al.
1993) Yy se ha observado que este gen ha evolucionado
rapidamente en mamiferos por divergencia de secuencia y por
cambios estructurales como insercidén intrénica, amplificacidn
génica y delecidén génica (0’'Neill et al. 1999). No se ha
encontrado un homélogo a SRY fuera de los mamiferos pero el
hecho de que ciertos roedores no tienen Sry (Koopman, 1999) ha
permitido establecer que SRY fue involucrado en la
determinacién sexual solo durante los Ultimos 130 millones de
afios (Koopman et al. 1999).

En el ratén, la expresién de Sry en el primordio gonadal es
breve y ocurre entre los dias 10.5 a 12 pc. Sry induce la
diferenciacidén de las células de Sertoli a partir de uno de los
linajes somaticos de 1la gdénada bipotencial (Hacker et al.
1995). En humanos, la goénada expresa SRY coincidentemente con
la formacidén de los cordones sexuales y persiste hasta la
semana 18 como una proteina localizada dentro del nucleo de las
células de Sertoli (Hanley et al. 2000). Como se ha mencionado
previamente, wuna vez que las células de Sertoli se han
especificado, inducen 1la diferenciacién de 1los demas tipos
celulares dentro del testiculo (McLaren, 2000).

En los casos en que SRY no se expresa (como sucede
normalmente en los productos 46,XX), la gbénada indiferenciada
se transformarda en ovario. Por esta razén y por el hecho de que
ain no se han logrado identificar genes promotores de ovario,

la diferenciacién de la goénada femenina es considerada un
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proceso pasivo secundario a la ausencia de SRY (Koopman, 2001).
Después de la expresién de SRY la gdénada aumenta su tamafo y
las células se reorganizan en estructuras semejantes a cordones
(Koopman, 1995). Por el contrario, en ausencia de SRY se
observan pocos cambios en la organizacién estructural de la
gbénada.

A pesar de que SRY es considerado el “switch” para el
inicio de la diferenciacién testicular en mamiferos, en los
ultimos afnos se han identificado diversos genes que son
indispensables para el desarrollo testicular y que actéan rio
arriba de SRY en una intrincada red molecular que comienza a
ser dilucidada. La integridad y expresién espacio-temporal
apropiada de genes como SO0X9, DAX1, DMRT1 y WNT4 es necesaria
para la formacién normal del testiculo (revisado en: Chan vy

Rennert, 2002 y en Lovell-Badge et al. 2002).

Diferenciacién sexual fenotipica: La formacién del fenotipo
masculino o femenino estd determinada por 1la accién de las
hormonas sintetizadas por el testiculo fetal o por la ausencia de
sintesis ovAdrica de estas hormonas (Nef y Parada, 2000). El
mecanismo responsable del dimorfismo fenotipico en los mamiferos
fue descrito originalmente por Alfred Jost (1947; 1953), quien
demostré que cuando la gdnada primitiva se diferencia a
testiculo, 1la produccién hormonal de este o6rgano induce el
desarrollo del fenotipo masculino. En cambio, si la

diferenciacién gonadal se establece hacia ovario, el fenotipo
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serd femenino, aparentemente de manera pasiva. La ausencia
temprana de goénadas fetales también induce un fenotipo femenino,
lo cual apoya el concepto de inactividad endécrina del ovario
fetal (Grumbach y Conte, 1992). Durante el periodo bipotencial
del desarrollo sexual (antes de la semana 8 de vida
intrauterina), los fetos XX y XY presentan dos pares de
conductos genitales internos asociados con el mesonefros y con
la gbénada primitiva: los conductos Mullerianos o
paramesonéfricos, que tienen el potencial para diferenciarse en
los o6rganos genitales internos de la mujer y los conductos de
Wolff o mesonéfricos que originardn el tracto genital interno

del vardn (Byskov y Hoyer, 1994) (Figura 3).
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Figura 3.- Relacidén anatémica entre la génada en desarrollo
(rosa) y los conductos Wolffianos o mesonéfricos (verde) y
Mullerianos o paramesonéfricos (amarillo) en el embrién
humanoc a las 7 semanas de desarrollo. El mesonefros se
observa de color azul en la regidén posterior y el rifién se
localiza por arriba del polo superior de la génada (panel de
la izquierda).

La diferenciacidén masculina extragonadal resulta de la accién
de 2 hormomas secretadas por el testiculo fetal: la hormona
inhibidora de estructuras Mullerianas (HIM) vy la testosterona
(Nef y Parada, 2000). A partir de la 8% semana, la HIM producida
por las células de Sertoli inducird 1la involucién de los
conductos Mullerianos, precursores de las trompas de Falopio,

del utero y del tercio superior de la vagina. Por su parte, las
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células de Leydig producen el andrégeno testosterona que
promovera la maduracidén del epididimo, los conductos deferentes y
las vesiculas seminales a partir de los conductos Wolffianos. La
conversion local de testosterona a dihidrotestosterona por la
enzima 5Sa-reductasa dirige la formacién de los genitales externos
(pene y escroto) asi como de la préstata (Hughes, 2001). En la
mujer, la ausencia de HIM permitird que los conductos Mullerianos
se diferencien en trompas, uUtero y tercio superior de vagina, la
ausencia de testosterona ocasionara la atrofia de los conductos
Wolffianos y 1la falta de dihidrotestosterona mantendrad 1la
feminizacién de 1los genitales externos. De este modo, se
considera que SRY, la HIM y la testosterona imponen un patrén
de diferenciacidén masculina a un programa que es inherentemente

femenino (Quigley, 2001) (Figura 4).
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Desarrollo de los conductos genitales internos: A diferencia de
la gbénada, la diferenciacién de los conductos reproductivos
internos masculinos (Wolffianos) y femeninos (Mullerianos) se
inicia muy tempranamente después de su formacién y la decisién
del desarrollo de estructuras reproductivas funcionales
femeninas o masculinas depende totalmente del sexo gonadal
(Byskov y Hoyer, 1994). Ambos conductos se originan de una
invaginacién del epitelio celdmico lateral a cada mesonefros.
Los conductos Mullerianos y Wolffianos no se originan
simultaneamente. E1l conducto Wolffiano es el conducto
excretorio del mesonefros y puede ser reconocido incluso antes
de la formacién de las gobébnadas. Por el contrario, el conducto
Mulleriano (paramesonéfrico) se desarrolla en direccidédn craneo-
caudal en una etapa mas tardia qué coincide con la formacidén de
las gdénadas. Se ha sugerido que el conducto Wolffiano funciona
como guia para el desarrollo temprano del conducto Mulleriano
(Dohr, 1984). Otros estudios indican sin embargo que el
conducto Wolffiano libera células epiteliales que contribuyen a
la formacidén del conducto Mulleriano (Grunwald, 1941). En
estadios tempranos de desarrollo, ambos conductos son
simplemente tubulos rectos recubiertos de un epitelio simple de
células «cilindricas pero a medida que se desarrollan los
conductos este epitelio se vuelve mas elevado. La
diferenciacidén subsecuente de los conductos depende de

interacciones mesenquimatosas-epiteliales, en las que el
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mesénquima es probablemente el mediador o blanco de la accién
morfogénica de hormonas y otras sustancias (Cunha, 1981).

En la mujer la parte craneal de los conductos Mullerianos
se transforma en las trompas de Falopio, la parte media en el
utero y la parte caudal contribuye al tercio superior de 1la
vagina. En algunas especies de roedores los conductos
Mullerianos permanecen separados en el periodo postnatal como
uUteros pareados mientras que en otras se fusionan para formar
un tipo simple de utero (0'Rahilly, 1973). El1 oviducto se
diferencia tempranamente en tres segmentos: el ampula, el
infundibulo y el istmo. La unién entre el Gtero y el oviducto
se reconoce tempranamente por el aumento abrupto del didmetro
uterino mientras que la demarcacién entre el uUtero y la vagina
sera evidente mas tardiamente (Patten, 1953). En el feto
humano, el uUtero empieza a diferenciarse a las 9 % semanas en
una porcién superior (el cuerpo) y una parte inferior (el
cervix) . Inicialmente ambas estructuras son de la misma
longitud pero el cervix alcanza gradualmente dos tercios de 1la
longitud total del utero.

El desarrollo y crecimiento temprano del conducto
Mulleriano se consideran autédnomos ya que aparentemente no se
requiere estimulacién hormonal para 1la diferenciacién del
tracto genital femenino. Esto ha sido demostrado en
experimentos en los que ni la decapitacién ni la castracidén de
fetos de conejo femeninos impide el crecimiento de 1los

conductos Mullerianos y sus derivados (Jost, 1953). Esto indica
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que las gonadotropinas y la presencia del ovario son
dispensables para la diferenciacién del tracto genital
femenino. También se ha observado desarrollo normal del tracto
genital de ratas hembra cultivado en un medio libre de
esteroides (Picon, 1969).

Durante el desarrollo femenino normal, los conductos
Wolffianos degeneran invariablemente debido a 1la ausencia de
andrégenos; esta degeneracién inicia poco después de la
diferenciacién gonadal y finaliza generalmente al inicio del
tercer trimestre (Josso, 1981). Sin embargo, antes de que la
degeneracién se complete la parte caudal del conducto Wolffiano
da origen a la yema uretérica y también contribuira a 1la
formacién de la vejiga y de la uretra. En el vardn, la parte
craneal de 1los conductos Wolffianos se transformard en el
epididimo, la parte central se convertird en los conductos
deferentes Yy la porcidén caudal formara los conductos
eyaculadores y la vesicula seminal. Algunos de 1los tubulos

mesonéfricos craneales, que estan conectados con el rete

testis, son conservados como ductulos eferentes del epididimo.
Durante 1la diferenciacién del epididimo, los conductos
Wolffianos crecen en longitud, se vuelven notoriamente
contorneados y desarrollan un epitelio columnar que en el
humano inicia actividad secretora en el tercer trimestre de
desarrollo (Zondek, 1965). El conducto epididimario se rodea de
células mesenquimatosas dispuestas concéntricamente, las cuales

se diferencian en una capa delgada de células musculares lisas.
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Las vesiculas seminales primitivas se originan por una
distensién de la parte caudal del conducto Wolffiano y estén
cubiertas por un epitelio columnar alto no-secretorio, asociado
a una membrana basal bien definida. Durante su diferenciacién,
la luz de la vesicula seminal adquiere gradualmente su forma
contorneada caracteristica (Byskov y Hoyer, 1994).

El crecimiento y la diferenciacién de 1los conductos
Wolffianos estan controlados por la testosterona, aunque
existen evidencias de que la dihidrotestosterona puede ser
también importante para el desarrollo del epididimo (Tsuji et
al. 1991). El mecanismo por el cual la testosterona induce la
diferenciacién de los conductos Wolffianos masculinos no se ha
identificado completamente. Proteinas como la prostaglandina E2
son capaces de inducir el desarrollo Wolffiano en ausencia de
testosterona, mientras que inhibidores de fosfolipasa A2
(cortisona y dexametasona) e inhibidores de la ciclooxigenasa
(aspirina e indometacina) bloquean su diferenciacién; tales
efectos son reversibles cuando se suplementa prostaglandina E
(Gupta, 1992). Estos experimentos indican que la diferenciacién
de los conductos Wolffianos dependiente de testosterona
requiere la sintesis de prostaglandinas dentro del tracto
reproductivo. Por otra parte, existe evidencia de que el factor
de crecimiento fibrobldstico basico es necesario para el
crecimiento y diferenciacién del aparato genital interno

masculino (Alarid et al. 1991).

27



Regresién de los conductos Mullerianos: En 1965 Hamilton y Teng
describieron la regresién de los conductos Mullerianos como un
proceso clasico de apoptosis en 1la remodelacién de tejido
durante la organogénesis (Hayashi et al. 1982). Este proceso es
tambien observado durante la reabsorcién de los espacios
interdigitales en 1la formacién de los dedos y en la
morfogénesis por ramificacién de las glandulas salivales y el
pulmén.

Los analisis con microscopia electrénica y con marcadores
para proteinas especificas de membrana han demostrado que la
ruptura de la membrana basal es uno de los signos morfoldgicos
mas tempranos de la regresién de los mullerianos (Hayashi et
al. 1982; Trelstad et al. 1982). La fragmentaciédn se acomparfia
de pérdida de tincién de fibronectina y desprendimiento de las
células epiteliales, que migran hacia fuera del compartimiento
epitelial para contribuir a un doblez mesenquimal alrededor de
la membrana basal rota (Dyche, 1979). Algunas de las células
que experimentan transformacién epitelial-mesenquimal migran
profundamente dentro del mesénquima (Allard et al. 2000) y se
situan progresivamente en el mesonefros, el cual también es
reabsorbido poco después (Hutson et al. 1984).

Desde las primeras investigaciones del proceso se reconocid
que debe existir dialoge entre las capas mesenquimatosa vy
epitelial de 1los conductos mullerianos para que ocurra la
regresién (Hutson et al. 1984; Tsuji et al. 1992). Esta

aseveracién fue reforzada por la observacidédn de la expresidén de
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los receptores de HIM en el mesenquima que rodea al conducto.
Los analisis mas recientes han confirmado que la HIM puede
inducir apoptosis en las células epiteliales del conducto
Mulleriano via un mecanismo pardcrino de seflales derivadas del
mesénquima que expresa el receptor de HIM tipo II (Roberts et
al. 1999) y que la apoptosis es progresiva desde la regidn
cefdlica o craneal hacia la regién caudal e implica
sefializacién de beta-catenina (Allard, et al. 2000). La porcidn
craneal del conducto Mulleriano, que se convertird en trompa de

Falopio, es la mas sensible a la HIM (Hutson et al. 1983).

Los conductos paramesonéfricos o de Miller se desarrollan en
los fetos masculinos y femeninos, a ambos lados de 1la linea
media, a partir de la 5%. semana. Crecen caudalmente dando
origen a los esbozos de las trompas de Falopio y se unen en la
linea media para formar el esbozo del conducto uUtero-vaginal.
En el feto masculino, la regresién de los conductos de Miiller
ocurre en sentido céfalo-caudal entre la 92. y la 11®. semanas
y se completa aproximadamente en la 12®%. semana (Taguchi et al.
1984). La accién de la HIM que genera el proceso de regresién
debe ocurrir durante la 8?. semana, periodo critico durante el
cual los conductos de Miller son sensibles a 1la hormona
(Taguchi et al. 1984). La exposicién de los conductos de Miiller
a la HIM después del periodo critico no impide el desarrollo
del utero, las trompas y el tercio superior de la vagina; del
mismo modo, aunque cese la produccién de la HIM después de la

8%. semana la regresién de los conductos de Miller se
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completarad (Josso et al. 1977). Estas observaciones dan cuenta
de la extrema importancia que tiene la ontogenia de expresidn

de la HIM y su receptor durante la vida fetal.

Descubrimiento de 1la HIM: El anatomista y fisidélogo aleméan
Johannes Muller (1801-1858) realizé la primera descripcién de
las estructuras que luego serian conocidas como conductos de
Miiller. Los conductos Wolffianos, llamados asi por el
anatomista aleman Caspar F. Wolf (1733-1794), son la
contraparte masculina de los conductos de Muller. En 1916, se
reporté por primera vez el fendmeno de freemartinismo, el
producto de gemelos bovinos heterosexuales con una misma
placenta (Lillie, 1916). Este fendémeno, reconocido también como
un ejemplo de quimerismo inmunolégico, es de gran importancia
para la comprensién de la biologia reproductiva ya que la
hembra del par de gemelos presentaba regresién de los conductos
Mullerianos y masculinizacién de genitales externos,
presumiblemente debido a factores solubles producidos por las
génadas masculinas del gemelo macho. Ahora se sabe que esos
factores son la HIM y la testosterona.

Alfred Jost (1947) realizé experimentos embrionarios in
vivo que demostraron la existencia de lo que el llamé “hormona
inhibitricia” o “inhibidor mulleriano”. Usando fragmentos de
testiculo embrionario implantados en embriones femeninos de
conejo antes de la etapa de diferenciacién sexual, encontrd,

como en el ternero freemartin, que los animales presentaban
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virilizacién externa y mostraban estimulacién de los conductos
wolffianos y regresién de los conductos Mullerianos. Cuando
reemplazé los implantes testiculares con botones que contenian
testosterona, los embriones femeninos se masculinizaron, pero
no mostraron regresién de los conductos Mullerianos. Estos
experimentos 1le 1llevaron a proponer la existencia de otro
producto testicular (Jost, 1953) ademas de la tesosterona; Este
factor se conoce ahora como HIM. Tales observaciones Ile
permitieron explicar las diferencias fenotipicas en pacientes
con anomalias intersexuales debidas a hiperplasia suprarrenal
congénita en los que el exceso de testosterona de origen
suprarrenal masculinizaba los genitales externos en sujetos
femeninos pero no afectaban el desarrollo de 1los conductos
Mullerianos; también en los sindromes de insensibilidad
androgénica sugirié que los testiculos producen HIM funcional

que originaba la regresién normal de los derivados Mullerianos.

La hormona inhibidora de Mullerianos (HIM): La hormona, de
naturaleza glucoproteica, recibe otros nombres alternativos en
la literatura internacional como Anti-Miillerian Hormone (AMH) vy
Miillerian Inhibiting Substance (MIS). La HIM fue purificada
inicialmente de testiculos bovinos fetales y neonatales (Josso,
1972), a partir de donde se describieron sus caracteristicas
bioquimicas (Picard y Josso, 1984). Desde entonces, la HIM de
diferentes especies -incluida la humana- ha sido caracterizada

(Josso, 1993). La HIM humana es un dimero glucoproteico de 140
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kD, formado por dos mondémeros de 70 kD unidos por puentes
disulfuro, perteneciente -junto con las inhibinas, activinas y
las proteinas morfogenéticas de hueso (BMP, por sus siglas en

inglés), entre otras- a la familia de factores de crecimiento
del factor de crecimiento transformante (TGF-B,por sus siglas

en inglés) (Cate et al. 1986). La traduccién del RNA mensajero
de la HIM produce un propéptido de 560 aminodcidos del que es
removida una secuencia lider de 24 aminodcidos (MacLaughlin et
al. 1992). La hormona de 140 kD sufre cambios post
traduccionales y es cortada a nivel del oérgano blanco, dando
origen a un fragmento C-terminal activo de 25 kD (MacLaughlin
et al. 1992) y a un fragmento N-terminal de 110 kD (Nachtigall
et al. 1996). Este ultimo, de escasa actividad intrinseca, es
necesario para mejorar la actividad del fragmento C-terminal
(Wilson et al. 1993), que es el motivo con actividad biolégica
y tiene 20 a 40% de homologia a nivel de aminodcidos con
miembros de la superfamilia del TGF-f (Cate et al. 1986).
Ademés de inhibir el desarrollo de los conductos Mullerianos,
la HIM ha sido implicada en procesos como antiproliferacién
(Donahoe et al., 1981), retardo de 1la meiosis en oocitos
(Takahasi et al. 1986), descenso testicular (Yamanaka et al.

1991) y maduracién pulmonar fetal (Catlin et al. 1990).
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El gen de la HIM: El1 gen de la HIM humana fue clonado
simultaneamente en 1986 por 1los grupos de Richard Cate vy
Patricia Donahoe en Boston (Cate et al. 1986) y de Nathalie
Josso en Paris (Picard et al. 1986). Este gen se localiza en el
brazo corto del cromosoma 19, banda pl3.3 (Cohen-Haguenauer et
al. 1987), es relativamente pequenio, de 2,7 kb divididos en 5
exones y con un alto porcentaje de guaninas (G) y citosinas
(C). E1l ex6n 5, que codifica el extremo N-terminal, contiene
una proporcién de bases GC de hasta 80% (Cate et al. 1986; Lane
y Donahoe, 1998). Se ha identificado un sitio principal de
inicio de transcripcidén a -10 pares de bases del coddén de
inicio y 3 sitios menores a -24, -34 y -44 (Guerrier et al.
1990) .

E1l promotor del gen de la HIM no tiene una caja TATA
caracteristica; en cambio, presenta una regidén a la cual se une
TFII-I, un factor que reemplaza al clasico TFII-A en la
iniciacién de la transcripcién mediada por la RNA polimerasa II
(Morikawa et al. 2000). También se han hallado diversos
elementos de respuesta a factores de transcripcién en la
porcién proximal flanqueadora 5’; por ejemplo, existen 2 sitios
de unién para SF-1 (steroidogenic factor-1) (Watanabe et al.
2000), 3 sitios GATA (Nicaud et al. observaciones no
publicadas) y un sitio de unién para SOX9 y SRY (Arango et al.
1999). Otra particularidad del gen de la HIM es la presencia,
762 pb antes del sitio de inicio de la transcripcién, del gen

SAP62, que codifica para una proteina implicada en el proceso
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de “splicing” (Dresser et al. 1995). El significado funcional
de la presencia de SAP62, activo constitutivamente en todas las
células del organismo, a tan corta distancia del gen de la HIM,

permanece aun desconocido.

Regulacién de la produccion de HIM en la vida fetal: La HIM
debe ser producida sdélo por la gdénada fetal masculina en un
periodo critico para que su accidén durante la diferenciacidn
sexual sea adecuada. Ello supone un estricto control temporal y
espacial de su expresidén. El primer factor propuesto como
regulador de la expresién de HIM fue el gen determinante
testicular SRY, puesto gque se expresa especificamente en el
mismo tipo celular que la HIM, no se expresa en el sexo
femenino (Miunsterberg et al. 1991) y ademas porqué existe en el
promotor de la HIM una secuencia capaz de responder a SRY (Haaqg
et al. 1993; Haag et al. 1994). Sin embargo, transcurren
demasiadas horas entre el pico de expresién de SRY y el inicio
de la transcripcién de la HIM (Morais da Silva et al. 1991), lo
que permite descartar a SRY como un regulador directo del gen
de la HIM.

Resumiendo una serie de trabajos realizados durante los
Ultimos afios utilizadndo manipulaciones genéticas en ratones, ha
sido posible demostrar la participacién de moléculas como SOX9,
GATA-4, DAX-1 y WT-1 en la requlacién de la transcripcién de la
HIM. En el promotor proximal de la HIM existen sitios de unién

para SOX9 (el mismo al que se une SRY), GATA-4 y SF-1 (Watanabe
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et al. 2000). Experimentos de transfeccién en células en
cultivo han demostrado que SF-1 (Shen et al. 1994) y SOX9 (De
Santa Barbara et al. 1998) son activadores transcripcionales
directos del gen de la HIM, mientras que WT-1 y DAX-1 modulan
la expresién del gen al interactuar con SF-1 (Nachtigal et al.
1998; Tremblay et al. 200la). El1 factor GATA-4 podria actuar
tanto directamente sobre el promotor de la HIM (Tremblay et al.
2001b) como indirectamente mediante una interaccidén proteina-
proteina con SF-1 (Tremblay et al. 1999). Modelos de ratones
transgénicos han permitido demostrar in vivo varios de los
mecanismos de regulacidén propuestos (Giuili et al. 1997; Arango
et al. 1999); SOX9 parece ser el principal responsable de la
iniciacién de la produccién de HIM en el feto, mientras que SF-
1 intensifica los niveles de expresidén mas tardiamente (Arango
et al. 1999). Sin embargo, este tipo de regulacién no parece
ser universal: en aves y reptiles, la expresiéon de SO0X9 sélo
aparece después de la de la HIM (Oreal et al. 1998; Western et
al. 1999). Por otro lado, dada la existencia de mas de un
elemento de respuesta a SF-1 y GATA-4, la mutacidén de uno de
ellos resultaria solo en una inhibicién parcial de 1la
produccién de HIM por la célula de Sertoli (Watanabe et al.

2000) .
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Receptor tipo II de HIM (AMHR-II): Los miembros de la familia

del TGF-B actuian por intermedio de dos tipos de receptores. E1

receptor que une al ligando se denomina receptor tipo II vy
presenta un solo dominio de transmembrana con actividad de
serina treonina quinasa. Este receptor no es capaz, por si
mismo, de transducir la senal al interior de la célula; para
ello, necesita reclutar otra serina treonina quinasa de
transmembrana, el receptor tipo I, al que fosforila. Este, a su
vez, fosforila proteinas citoplédsmicas de 1la familia Smad,
responsables de llevar la informacién hacia el nuacleo
(Massague, 1998).

El primer receptor de la HIM identificado fue el tipo II, asi
llamado por su homologia con el receptor tipo II de TGF-B (di
Clemente et al. 1994; Baarends et al. 1994). El1 gen humano del
receptor tipo II de la HIM (denominado AMHR-II) esta compuesto
por aproximadamente 8 kb dispuestos en 11 exones y esta
localizado en el brazo largo del cromosoma 12, banda 12gl3
(Imbeaud et al. 1995; Visser et al. 1995). Los exones 2 y 3
codifican la porcién del dominio extracelular del receptor a la
cual se une la HIM, mientras que el exén 4 codifica el dominio
transmembranal (Imbeaud et al. 1995). El dominio intracelular
presenta capacidad de autofosforilarse a nivel de residuos de
serina y treonina, como asi también de fosforilar al receptor
tipo I.

E1l receptor AMHR-II se expresa en las células

mesenquimaticas que rodean al epitelio de los conductos de
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Miller de fetos masculinos y femeninos (Roberts et al. 1999),
siguiendo un patrdén témporo-espacial definido. Al principio
estd presente en mayor cantidad en el extremo cefdlico de los
conductos de Miller y luego su expresién se va desplazando
caudalmente (Allard et al. 2000). Esto probablemente explica
porqué la regresién de los conductos de Miller ocurre

progresivamente en sentido céfalo-caudal (Figura 5).

Figura 5.- Analisis por hibridizacién in situ que
demuestra la co-expresién de 1la proteina de uno de los
candidatos a receptor tipo de la HIM (panel de la izquierda) y
de la proteina del receptor tipo II (derecha). La expresidén de
ambas proteinas se circunscribe al mesénquima que rodea a los
conductos Mullerianos (M) durante la etapa de regresidén; W,
conductos Wolffianos (Tomado de: Teixeira et al. Endocr Rev
22:657-674,2001) .

AMHR-II también se expresa en cilertos tipos celulares de las
génadas. En el testiculo AMHR-II estd presente en las células

de Sertoli fetales; su expresidén durante la vida posnatal

37



parece variar segln las especies: en el conejo desaparece
después de la pubertad, pero persiste en la rata adoptando un
patrén caracteristico que depende del estadio del ciclo del
epitelio seminifero en el testiculo adulto (Baarends et al.
1995). Las células de Leydig y sus precursores mesenquimaticos
también expresan el receptor II de HIM en su superficie (Racine
et al. 1998; Lee et al. 1999). En el ovario, varios grupos han
demostrado que AMHR-II se expresa en las células de 1la
granulosa (Baarends et al. 1995; Dutertre et al. 2001). Ademés
existe evidencia que sugiere que AMHR-II esté& también presente
en el epitelio superficial del ovario (Ha et al. 2000), en el
utero adulto (Wang et al. 1994) y en la glandula mamaria (Segev
et al. 2000), 1lo que es de gran interés diagnéstico vy
terapéutico en los carcinomas ovarico, cervico-uterino vy
mamario.

Poco se conoce sobre los factores que regulan la expresidén de
AMHR-II. El1 uUnico factor cuya funcién como transactivador de
AMHR-II ha sido fehacientemente comprobada es SF-1 (de Santa
Barbara et al. 1998; Teixeira et al. 1999). Sin embargo,
también se han identificado en el promotor del gen sitios de
unién para factores de transcripcién sintetizados por las
céulas de soporte gonadales tales como SOX9, GATA y Spl (Josso
y di Clemente, 2003). Finalmente, es interesante la observacién
de que los ratones "knockout" para el gen Wnt-7a pierden

completamente la expresiétn de AMHR-II (Parr et al. 1998). Sin
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embargo, hasta el momento no se conoce el mecanismo por el cual

Wnt-7a podria regular al receptor tipo II de HIM.

Receptor tipo I de la HIM: Los receptores tipo I de la familia
del TGF-B, también conocidos como ALK (Activin receptor-like

kinase), son proteinas con un dominio transmembranal, que son
activados cuando el receptor tipo II respectivo lo fosforila en
su dominio GS -rico en glicina y serina- intracelular (Massagué
et al. 1998). Algunos de estos receptores tipo I no son
especificos y pueden formar heterodimeros con diferentes
receptores tipo II de la familia del TGF-B. Trabajos recientes
parecen indican que existen por los menos dos receptores tipo I
no especificos involucrados en la transduccidén de la sefial de
la HIM. El receptor ALK6, también conocido como BMPR-IB
(receptor tipo IB de Bone Morphogenetic Protein), forma un
heterodimero con AMHR-II. Tal como ocurre cuando es activado
por el receptor tipo II de BMP, cuando es fosforilado por AMHR-
II, ALK6 activa la proteina Smadl; ésta se une con Smadd y el
dimero es translocado al nucleo donde actia como factor
transcripcional 1luego de fijarse a elementos de respuesta
especificos en el promotor de 1los genes blanco (Figura 6)
(Gouédard et al. 2000). Por otra parte, otro receptor tipo I
llamado ALK2 o ActR-IA (receptor tipo IA de Activina) también
es activado por AMHR-II y transduce su sefial via Smadl (Visser
et al. 2001). Tanto ALK2 como ALK6 muestran una expresidn

ubicua en el organismo, lo cual indica que la especificidad de
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la accién de la HIM estd dada por la existencia del receptor
tipo II, AMHR-II (Visser et al. 2001). Finalmente, basandose en
estudios en modelos murinos otro grupo publicd recientemente
que el receptor ALK3, también conocido como BMPR1B, es el
receptor tipo I requerido para la induccidén de la regresidén de

Mullerianos mediada por HIM (Jamin et al. 2002).
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Figura 6.- Via de sefializacidén propuesta para la HIM. La unién
de la hormona a su receptor de membrana tipo 2 (AMHR-II)
dispara la formacion de un complejo entre AMHR-II y uno o
varios receptores tipo I candidatos (ALK2, ALK3 o ALK6). El
receptor tipo I activado fosforila moléculas Smad 1, 5 u 8 que
se unen a Smad 4 y entran al nucleo para activar genes blanco.

Vias de sefializacidén accesorias implican la unién de PB-catenina
a LEF-1 (linfoid enhancer protein-1) (Tomado de: Josso y di
Clemente. Trends Endoc Metab. 14:91-97,2003)
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Ontogenia de la produccién de HIM: En el sexo masculino, la HIM
es producida exclusivamente por las células de Sertoli del tubo
seminifero (Tran et al. 1977), como ha podido comprobarse en
individuos anérquidos o con disgenesia gonadal (Lee et al.
1997; Rey et al. 1999). Las células de Sertoli comienzan a
expresar el gen de la HIM apenas se inicia la diferenciacién
testicular fetal, a fines de la 7%. semana (a partir de 1la
fecha de ultima menstruacién, lo cual equivale aproximadamente
a 5 semanas de desarrollo embrionario), produciendo altas
cantidades de HIM durante casi toda 1la vida fetal. En las
tltimas semanas, los niveles de HIM disminuyen y se mantienen
relativamente bajos hasta 1-2 semanas después del nacimiento
(Lee et al. 1996; Schwindt et al., 1997 ); a partir de entonces,
la secrecidédn testicular de HIM vuelve a niveles elevados,
manteniéndose asi hasta el inicio del desarrollo puberal (Lee
et al. 1996). Durante la pubertad, la produccién testicular de
HIM disminuye progresivamente (Rey et al. 1993). En el adulto,
la expresién de HIM es indetectable mediante inmunohistoquimica
(Rajpert-De Meyts et al. 1999) y sdélo pueden identificarse
niveles bajos en suero o en plasma seminal, usando ensayos
inmunoenzimé&ticos de alta sensibilidad (Fallat et al. 1996;
Fénichel et al. 1999) (Figura 7).

La HIM es también producida en el sexo femenino; sin
embargo, existen claras diferencias entre los sexos: el ovario

produce muy bajas cantidades de HIM, sdélo a partir de la 36°.
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semana de vida intrauterina (Rajpert-De-Meyts et al. 1999) vy
hasta el inicio de la menopausia (Rey et al. 1996). En el
ovario, la HIM es sintetizada por las células de la granulosa
de foliculos primarios, secundarios y antrales; los foliculos
primordiales y atrésicos y el cuerpo luteo no producen la

hormona (Whitman et al. 1991; Rey et al. 2000).
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Figura 7.- Niveles de T (linea delgada) y de HIM (linea gruesa) en diferentes etapas de la
vida en el varéon (tomado de: Teixeira et al. Endocr Rev 22:657-674,2001) .
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OTRAS ACCIONES DE LA HIM.
En las génadas: La coincidencia de expresién de la HIM y de su
receptor en las células de Sertoli del testiculo sugirié 1la
posibilidad de que @existiesen mecanismos autocrinos de
regulacién. La HIM es capaz de inhibir la aromatizacidén de
testosterona a estradiol en células de Sertoli en cultivo
(Rouiller-fabre, 1998) pero la importancia fisioldégica de esta
actividad no ha sido aun esclarecida. En cambio, el efecto de
la HIM sobre las células de Leydig del intersticio testicular
ha sido investigado en profundidad. En ratones transgénicos con
una sobreexpresién de HIM se observa hipoplasia de células de
Leydig e hipoandrogenismo (Behringer et al. 1990; Lyet et al.
1995), mientras que ratones “knockout” para la HIM o para el
AMHR-II presentan hiperplasia de células de Leydig (Behringer
et al. 1994; Mishina et al. 1996). Estudios histolégicos
cuantitativos y moleculares demostraron que la HIM se fija
sobre su receptor en los precursores de las células de Leydig,
bloqueando su diferenciacién y 1la expresién de enzimas
esteroidogénicas (Teixeira et al. 1999; Trbovich et al. 2001).
Si bien los niveles de HIM producidos en el sexo femenino
son bajos (Rey et al. 1996), 1las células de 1la granulosa
secretan HIM y expresan el receptor AMHR-II, 1lo cual hizo
pensar en un rol de la HIM en la regulacidén local de la gbnada
femenina. En fetos bovinos freemartins (productos de prefez

gemelar con un feto masculino y otro femenino), los niveles
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elevados de HIM provenientes del feto masculino inhiben 1la
aromatasa en el feto femenino, pudiendo llegar hasta provocar
una deplecidén de las células germinales y una “masculinizacién”
del ovario (Vigier et al. 1988). Estas observaciones fueron
confirmadas experimentalmente usando modelos "in wvitro" (di
Clemente et al. 1992) o ratones hembra que sobreexpresan HIM
(Behringer et al. 1990). Un modelo Gtil son los ratones hembra
con knockouts de los genes de HIM o del AMHR-II. Los primeros
estudios demostraron que tales hembras son fértiles vy
sugirieron que la HIM no es imprescindible para el
funcionamiento normal del ovario (Behringer et al. 1994;
Mishina et al. 1996). Sin embargo, estudios detallados han
demostrado que en estos animales el reclutamiento folicular
esta acelerado, 1llevando a una deplecidn precoz de foliculos
primordiales (Durlinger et al. 1999).

En el descenso testicular: Algunos autores han propuesto que
la HIM juega un papel en el descenso testicular basados en
observaciones realizadas en pacientes con mutaciones en el gen
de la HIM quienes presentan testiculos no descendidos. Estos
datos implicarian a la HIM como un factor estimulador del
gubernaculum testicular (Hutson et al. 1994; Hutson et al.
1997). Sin embargo, otros grupos sostienen que la criptorquidia
observada en estos pacientes se debe a mecanismos anatémicos ya
que la estrecha relacidén entre los testiculos y los conductos
Millerianos persistentes impide el descenso testicular normal

(Hutson et al. 1997).
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En la evaluacién de pacientes con desérdenes de 1la
diferenciacién sexual: Al menos dos grupos han encontrado que
la medicién de MIS sérica es muy 0til en el diagnéstico
diferencial de pacientes con estados intersexuales y es también
un marcador altamente confiable de la presencia o ausencia de
tejido testicular cuando se evaluan desdrdenes como
insensibilidad androgénica, defectos en la esteroidogénesis o
anorquia, particularmente en sujetos prepuberales en quienes
los niveles normalmente fluctuantes y bajos de T no pueden ser
detectados a menos que se realice estimulacidén con hCG (Lee et

al. 1997; Rey, 2003)
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Anomalias de la diferenciacidén sexual por defectos en la HIM o

en su receptor

El sindrome de persistencia de los conductos de Miiller (SPCM):
Las fallas en 1la via de accién de 1la HIM durante 1la
diferenciacién sexual del feto XY originan un tipo muy poco
frecuente de pseudohermafroditismo masculino llamado sindrome
de persistencia de los conductos de Miiller (SPCM) o "vardén con
utero". Se han descrito aproximadamente 150 casos de la
enfermedad, algunos de tipo familiar (Armendares et al. 1973;
Beheshti et al. 1994; Sloan y Walsh, 1973; Naguib et al. 1989;
Guerrier et al. 1989; Imbeaud et al. 1994). Los pacientes con
esta enfermedad de herencia autosdémica recesiva presentan
genitales externos masculinos normales, aunque consultan
generalmente por criptorquidia bilateral y/o hernia inguinal.
Durante la correccién quirGrgica de estas anomalias se
encuentra inesperadamente la presencia de uUtero y trompas de
Falopio. Los testiculos pueden hallarse en posicidén ovarica,
firmemente unidos a los genitales internos femeninos
persistentes. En otros casos, una de las gdénadas ingresa al
canal inguinal arrastrando a la trompa homolateral, al utero y
a la trompa y la gdnada contralaterales. Esta presentacidén se
conoce como "hernia uterina inguinal" o "ectopia testicular
transversa" (Josso et al. 1993; Thompson et al. 1994; Belville

et al. 1999)
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Los estudios genéticos en estos pacientes han identificado
dos posibles causas: por un lado, mutaciones del gen de la HIM
resultan en una falta completa de produccién de la hormona
(Guerrier et al. 1989) que se manifiesta por una
inmunohistoquimica negativa (Rey et al. 1996) y valores
indetectables de HIM en suero. Este cuadro se denomina SPCM HIM
(=) (Josso et al. 1997; Belville et al. 1999) y las mutaciones
que lo originan pueden presentarse en cualquiera de 1los 5
exones del gen de la HIM y explican alrededor de 45% de los
casos de PMDS descriptos (Imbeaud et al., 1994; Knebelmann et
al. 1991; Carré-Eusebe, 1991; Belville et al., 1999). Por otro
lado, el cuadro puede resultar de una mutacidén en el receptor
AMHR-II que provoca insensibilidad a la hormona en los &érganos
blanco (Imbeaud et al. 1995). Estos pacientes, que representan
cerca de 40 % de los casos de SPCM, tienen valores séricos
normales o elevados de HIM, por lo que se los conoce como SPCM
HIM(+). Se han detectado mutaciones en casi todos los exones
del gen AMHR-II, pero una delecién de 27 pb en el exén 10 esta
presente en aproximadamente la mitad de los pacientes con SPCM
HIM(+) (Imbeaud et al. 1995; Imbeaud et al. 1996; Belville et
al. 1999). Todas las mutaciones descritas en la HIM o en el
AMHR-II son de tipo 1inactivante, se transmiten de modo
autosdémico recesivo y se manifiestan fenotipicamente en el
homocigoto o en el doble heterocigoto (heterocigoto compuesto).
En contraste, aproximadamente 15% de los casos de SPCM no

presentan mutaciones en el gen de la HIM ni en el gen de su
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receptor tipo II (Belville et al. 1999). Mutaciones en regiones
reguladoras de estos genes, en un receptor tipo I o en otras
proteinas de la via de su transduccidén, o bien en la enzima
responsable del corte de 1la HIM son posibilidades que
explicarian estos casos.

Los modelos murinos knockout para los genes de la HIM o de
su receptor tipo II han demostrado, como era de esperarse,
persistencia de los conductos de Miller en los fetos masculinos
(Behringer et al. 1990; Behringer et al. 1994). Asimismo,
observaciones mas detalladas permitieron observar una
hiperplasia de células de Leydig (Behringer et al. 1994). No
existen hasta el momento series de pacientes PSPCM con
seguimiento suficiente para determinar si presentan un riesgo
aumentado de desarrollo de hiperplasia o tumores de células de

Leydig.
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Arg9osXx Ant2277-2292
Ant363-356 His506Gin
Arg123Trp Cys525Tyr
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Val12Gly Ant1074-1087 Val477Ala
Lys70Pro Tyr167Cys Glu38zx
Gly101Val

Figura 8.- Diagrama de los 5 exones que constituyen el gen de la HIM indicando la
localizacion de las mutaciones descritas en pacientes con sindrome de persistencia de
conductos Mullerianos.
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Figura 9.- Diagrama de los 11 exones que constituyen el gen del AMHR-II indicando la
localizacion de las mutaciones descritas en pacientes con sindrome de persistencia de
conductos Mullerianos. La delecién de 27 nucleétidos en el exén 10 representa casi 50% de
todas las mutaciones descritas en este gen.
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Anomalias del desarrollo de Mullerianos en el sexo femenino

Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser: Un fenotipo “en
espejo” con respecto a la persistencia de conductos Mullerianos
en el varén es la agenesia de utero, trompas y porcidén superior
de vagina en la mujer, entidad conocida como sindrome de Mayer-
Rokistansky-Kuster-Hauser o aplasia de Mullerianos (Carson,
1983; Altchek, 1991; Aittomaki et al. 2001). En ciertos casos
el grado de regresidén de las estructuras Mullerianas es
variable y pueden observarse remanentes del uUtero o de las
trompas (Ludwig, 1998) (figura 10). La enfermedad es
diagnosticada generalmente en la adolescencia cuando las
pacientes acuden a consulta por amenorrea primaria. La funcién
ovarica estd conservada, por lo que el desarrollo sexual
secundario es normal. En la mayoria de las afectadas se
encuentra un saco vaginal de 1-2 cm (Sarto y Simpson, 1978;
Ludwig, 1998). El desarrollo del vello axilar y pubico es
normal, lo que permite realizar el diagnéstico diferencial con
el sindrome de insensibilidad completa a la accién de los
andrégenos. En un tercio de los casos de la enfermedad pueden
presentarse anomalias renales asociadas, tales como agenesia
renal, rifion ectépico y malrotacién renal (Carson, 1983;
Pavanello, 1988), mientras que en 12% de las afectadas se

identifican alteraciones esqueléticas, particularmente a nivel
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vertebral y «costal (Griffin et al., 1976). Los niveles

plasmaticos de estradiol y gonadotropinas son normales.

Genitales internos femeninos normales

SAES

]

Aplasia de Mullerianos bilateral Aplasia de Mullerianos unilateral

Figura 10.- Esquema de los genitales internos femeninos y de los dos tipos generales de
aplasia de Mullerianos: bilateral (izquierda) y unilateral (derecha). (Modificado de
Ludwig KS. Arch Gynecol Obstet. 1998)

La enfermedad tiene una frecuencia estimada de 1 en 4,000 a
5,000 recién nacidas wvivas (Griffin et al., 1976; Aittomaki et
al., 2001), es responsable de 15-20% de los casos de amenorrea
primaria (Simpson et al., 1993) y se considera la segunda causa
mas comin de amenorrea primaria, solamente después de la

disgenesia gonadal (Reindollar et al. 1981). Aunque la mayoria
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de los casos de aplasia de Mullerianos son esporadicos, se han
descrito algunos casos familiares que sugieren herencia
autosémica dominante o recesiva (Carson, 1983; Jones y Mermut,
1972; Lischke et al., 1973 Shokeir, 1978). Sin embargo, hasta
el momento no se han podido detectar defectos moleculares
especificos en pacientes con la enfermedad y el analisis
minucioso de genes como WT1l (van Lingen et al. 1998a) y PAX2
(van Lingen et al. 1998b), cuya deficiencia en ratones hembras
origina ausencia de Mullerianos, no ha sido fructifero. Una
hipdétesis atractiva postulada recientemente para explicar la
etiologia de 1la agenesia de Mullerianos es la presencia de
mutaciones activadoras, ya sea en el gen de la HIM o en el gen
del receptor de la HIM, que podrian ocasionar que la hormona
sea producida durante el desarrollo de un feto 46,XX o que el
receptor funcionara como si estuviera unido a la hormona (en
ausencia de ésta) promoviendo la involucidén de los conductos
Mullerianos en un producto geneticamente femenino (Lindenman,
1997). Ademas, aunque el cariotipo en 1la mayoria de las
pacientes es 46,XX, se han descrito algunos casos con
translocaciones reciprocas que afectan al brazo largo del
cromosoma 12 (Kucheria et al., 1988), regién donde se localiza
el gen del RHIM-II. Sin embargo, la posibilidad de mutaciones
en genes de la HIM o del AMHR-II en pacientes con ausencia
congénita de Mullerianos no ha sido investigada hasta el

momento.
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Por otra parte, en un estudio reciente se encontré una
frecuencia elevada de un cambio en la secuencia del gen que
codifica 1la enzima uridil transferasa de galactosa-l-fosfato
(GALT), localizado en 9pl3, en pacientes con la enfermedad.
Este cambio, denominado “mutacidén N314D”, se observé en 6 de
13 (46%) mujeres con agenesia de Miillerianos y en 16 de 113
(14%) mujeres control sanas. Los investigadores concluyeron que
esta alteracién molecular esta asociada a algunos casos de
agenesia de Miillerianos (Cramer et al. 1996). Sin embargo, otro
grupo no identificé tal asociacidén (Bhagavath et al. 1998a) por

lo que los resultados a este respecto son contradictorios.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los d4ltimos anos se han identificado diversas
mutaciones en genes que regulan el desarrollo sexual
embrionario que causan numerosas anomalias de la diferenciacién
sexual en el humano. El fenotipo de algunas de estas anomalias
tiene su contraparte o fenotipo “en espejo” que por analogia
puede atribuirse a mutaciones en el mismo gen o genes, pero con
efecto inverso (p. ej, ganancia de funcién vs. pérdida de
funcién). La enfermedad denominada sindrome de persistencia de
los conductos mullerianos (SPCM) se caracteriza por el
desarrollo de utero, trompas de Falopio y porcidén superior de
vagina en individuos genetica y fenotipicamente varones. Se ha
demostrado que la causa de esta alteracién son mutaciones
inactivantes en el gen de la HIM o en el gen de su receptor
tipo II que impiden el proceso normal de involucién Mulleriana
durante la embriogénesis. Un fenotipo en espejo del SPCM es el
sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (mujeres con aplasia
de derivados Mullerianos), trastorno para el gque aun no se ha
demostrado defectos moleculares especificos. Recientemente se
sugirié que algunos casos de esta enfermedad podrian deberse a
mutaciones activantes en el gen de la HIM o en el gen de su
receptor tipo II que ocasionen el encendido de 1la via de
regresidén Mulleriana en productos femeninos, lo que se
manifestaria en la vida post-natal por ausencia de utero,
trompas y tercio superior de vagina (aplasia de derivados

Mullerianos).
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OBJETIVOS

Analizar los genes de la HIM y del AMHR-II en pacientes
mexicanas con con sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
(agenesia de derivados Mullerianos) para identificar 1la
presencia de mutaciones o polimorfismos génicos asociados a la

enfermedad.

Identificar la frecuencia de la mutacién N314D en el gen GALT
en mujeres mexicanas con sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-
Hauser (agenesia de derivados Mullerianos) y compararla con la

frecuencia en un grupo control.
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SUJETOS Y METODOS

Sujetos

Previo otorgamiento y firma del consentimiento informado,
se incluyeron en el estudio a 15 pacientes post-puberales con
diagnéstico de sindrome de agenesia de conductos Mullerianos
(sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser) definido por 1los
siguientes criterios: 1.- BAmenorrea primaria; 2.- Desarrollo
sexual secundario normal; 3.- Cariotipo 46,XX normal (al menos
25 metafases analizadas en cada caso); 4.- Niveles plasmaticos
normales de LH, FSH y estradiol; 5.- agenesia o hipoplasia
severa de derivados Mullerianos documentada por USG, RMN o
endoscopia.
Trece pacientes fueron casos esporadicos mientras que las 2
restantes fueron hermanas. En ninguno de los casos se
identificé consanguinidad en el arbol genealégico o el
antecedente familiar de otras anomalias del desarrollo sexual.
Todas las pacientes fueron de origen Mexicano y con por lo
menos 3 generaciones de ancestros también originarias del pais.
En 3 pacientes se demostraron anomalias renales concomitantes:
2 casos con malrotacién renal y 1 caso con agenesia renal
unilateral; Ademas, 3 pacientes presentaron escoliosis toraco-
lumbar. En ninguna paciente se reconocié el antecedente de
hipoacusia. El1 grupo control incluyé 25 mujeres mexicanas
originarias de diversos estados del pails, con historia de

fertilidad comprobada, sin antecedentes de defectos congénitos
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del tracto wurogenital y con por lo menos 3 generaciones de

ancestros originarios de nuestro pais.

Métodos: En la figura 11 se muestra un esquema general de la

metodologia que fue utilizada en el presente estudio.

57



METODOLOGIA GENERAL

Extracciéon de DNA
genémico

de agarosa (1 2%) de Ios productos
amplificados por PCR

Purificacién y cuantificacion de ios productos
de amplificacién

e T Y = ‘-_.'._.-. o - ,-_; .:' as - as
con las publlcadas en el GenBank

Figura 11.- Esquema de la metodologia utilizada para el estudio de los
genes HIM, AMRH-II y GALT. 58



EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE SANGRE PERIFERICA

Después de obtener el consentimiento informado de las
pacientes y de los sujetos controles se extrajeron por puncién
venosa 3 ml de sangre periférica en cada uno de los individuos.
Una vez obtenida la muestra se procedidé a extraer el DNA gendmico
a partir de los leucocitos wutilizando el reactivo DNAzol BD
(GIBCO). Se transfirieron 500pl de sangre total a un microtubo
eppendorf de 2 ml, se mezclé con 1lml del reactivo DNAzol BD y se
agité la preparacién durante 30 segundos. Inmediatamente se
agregaron 400 pl de alcohol isopropilico y nuevamente se agitd la
mezcla, esta vez por 1 minuto. La mezcla se dejdé incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos y después se centrifugdé a 6000
rpm por 6 minutos y se decanté el sobrenadante con cuidado; el
botén residual en el tubo fue lavado afnadiendo 500 pl de DNAzol BD
y se agité el tubo hasta disolver el botdén. Se centrifugd la
muestra a 6000 rpm, esta vez por 5 minutos, se decanté el
sobrenadante y se lavdé el botén con 1 ml de etanol al 75%,
agitando el tubo hasta disolver el botén y homogeneizar. La
muestra fue centrifugada de nuevo a 6000 rpm por 5 minutos, se
decanté el sobrenadante y se retirdé el exceso de alcohol con
pipeta. Se procedié a anadir 200 pl de hidrégido de sodio (NaOH)
8mM y se incubd el botén por 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, el DNA disuelto en el NaOH se transfirié a tubos

eppendorf limpios de 0.5 ml.
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO PARA CUANTIFICACION DE DNA
En todas las muestras obtenidas se llevd a cabo un analisis
espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. La

concentracién de DNA se calculd mediante la siguiente foérmula:

[DNA],(ng/pl)=(Asso)(dilucion™)(0.05ug/ul), en donde 0.05pg/ul de DNA=1 D.Os

La relacién 260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se
consideraron gque las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0
unidades de D.0Oys son las optimas. Para determinar la calidad de
cada una de las muestras de DNA, se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio al 0.0002%

(Sambrook, 1989).

AMPLIFICACION POR PCR DE LOS 5 EXONES DEL GEN DE LA HIM Y
DE LOS 11 EXONES DEL GEN DEL AMHR-II.

En todos los pacientes se realizé amplificacién por PCR de
los 5 exones del gen HIM y de los 11 exones del gen AMHR-II. En
todos los casos, las uniones exén/intrdén fueron también incluidas
en los productos de amplificacién. Se utilizaron 16 pares de
oligonucledétidos especificos que se adquirieron en una casa
comercial (Accesolab) y cuya secuencia se muestra a continuacién.
Cada uno de los oligonucledétidos fue llevado a una concentracidén de

100 pM.

Oligonucledtidos
Para la amplificacién de los 5 exones del gen de la HIM se

usaron los siguientes oligonucleétidos:
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1s.- 5’ CTT ARG GCA GGC AGC CCA GC -3’

1A.- 5" TCC TAG GAA CAA GAC CAC AGC CT -3’

25.- 5" TCC CCT GCA CAG TGG CCA GAG C -3

38.- 5’ TAC CTG GTG TTA GCG GTG GAC CG -3’

3A.- 5’ AGC CGG CCA GCG CGT CCG GAT CCA G -3’
4s.- 5" ACC CCT TCC TGG AGA CGC TCA CG -3’
4A/7A.- 5" CCC TGC AGC GCC TTC AGG AGC AGC A -3’
5A.-5"- GCT TGG GGT CCG AAT AAA TAT 3’

7A.- 5'— TCC GAG CCC GCG CCG CTG CCT GCG CAC -3’

Para la amplificacién de los 11 exones del gen del receptor de
la HIM se usaron los siguientes oligonucledtidos:

1Ss.- 5'- AGG TCA GGG AAG GGC AAA GA -3'

1A.- 5"- GTG GGA AGT AAT GCC CAA AG -3’

25.- 5'- TCT GCT GCT GCC ATC CTC CA -3’

2A.- 5’'-GCA GAT GGC TGT AAT TGG CAT -3’
3S.- 5’- GAT TTA CCC TCT GTT TCC ACA -3’
3A.- 5'"- GGA ATC AGG CTA TAG AGA TC -3’

45.- §'— GTA CTA ATC CAC CCC ATC CCT -3'
4A.- 5'- CAT GAC CTC CTT CCC GGA TTA -3’
55.- 5°- GAA GGG CTC CTC TGG GCA CTC -3’
5A.- 5" AGT CCT GGG ATT ACA GGT GTG -3’

6S.- 5'- GGA TCA GCC GTC TCC AGC TT -3’

6A.- 5'- CAA ACT AAG GCA GAA TCA CA -3’

7S.- 5'- GGA GGA AGA AAA TCC ATG TT -3’

7A.- 5'- GCA ATG GTC CAT GCA ATA TC -3’

B8S.- 5’- TGT CAA CAG TTG TAG CAA TA -3’
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8A.- 5’- GTG CCT ACC ATG TAG RAA GG -3’
9S.- 5’- CAA CCT GAC CTG GCC TGA GA -3’
9A.- 5'- TTC CAG CTG AGC ATG AAC CA -3’
10S.- 5'- CAC TCA AGA TCC TAG GGT CA -3'

10A.- 5'- ATC GCC ATA TTT ATG TTG GC -3’

Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Gen de la HIM y del AMHR-II

Por medio de la técnica de PCR (Sambrook, 1989) se amplificaron
los 5 exones del gen de la HIM y los 11 del gen del receptor AMHR-
II. En todos los casos se prepard una reaccidén estandar a un volumen
final de 50 pl y que contenia: 0.5-1.0 pg de DNA, amortiguador de
amplificacién 10X (Tris-HC1l/KCl/) a una concentracién final de 11X,
Mg;Cl entre 3.35 y 6.7 mM, mezcla de los 4 desoxirribonucledtidos
trifosfatados (dNTP's) a una concentracién final de 20 pM, los
oligonucledétidos a concentraciones finales de 80 pmol, 2 U de Taq
polimerasa (Perkin Elmer) y agua bidestilada estéril. Todos las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystems). El programa de temperaturas usado
incluyé un ciclo de desnaturalizacidén inicial a 95°C por 5 minutos,
30 ciclos de denaturalizacién (950C por 45 segundos), alineamiento
(60°C por 45 segundos) y extensién (72°C por 75 segundos), seguidos
de un ciclo de extensidén final a 72°C por 10 minutos.

Los productos de cada reacciédn de amplificacidén se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con bromuro

de etidio al 0.0002%. En todos los casos se incluydé un marcador de
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peso molecular para comparar el tamafio de los productos

amplificados.

GEN GALT

La amplificacién por PCR de un fragmento correspondiente al
ex6n 10 del gen GALT (que incluye el codén polimérfico 314), se
realizdé utilizando el siguiente par de oligonucledtidos:

GALT-F 5’'-AGG TGC TAA CCT GGA TAA-3'

GALT-R 5"-CAC ATA CTG CAT GTG AGA-3'.

La reaccidén de PCR para amplificar este exdén incluyéd: buffer
PCR 1x, 80 pmol de cada oligonucledétido, 2.5 mM MgCl2, 1.5 mM de
cada dNTP, 2 U Taq DNA polimerasa y 500 ng de DNA en un volumen
final de 50 pl. El programa de temperaturas incluydé 30 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 45 segundos, alineamiento a 60°C por
30 segundos y extension a 72°C por 60 segundos.

Los productos de cada reaccién de amplificacién se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con bromuro
de etidio al 0.0002%. En todos los casos se incluyd un marcador de
peso molecular para comparar el tamafio de los productos

amplificados.

Purificacién de los Productos de PCR

Para llevar a cabo la purificacién de los productos de PCR se
utilizé el kit QIAEXII (Qiagene), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, se recorté la banda del gel de agarosa y se
disolvié con un Buffer (QXI) a una temperatura de 50°C y en
presencia de una resina que se une al DNA. Posteriormente, el botdn
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se lavé de 2-3 veces con una solucién de alcoholes y finalmente el
producto de PCR purificado se resuspendié en 20 pl de agua

bidestilada estéril.

CUANTIFICACION DEL DNA PURIFICADO
La cuantificacién del producto de PCR purificado (templado)

se realizé mediante comparacidén con un estandar (DNA Low Mass

Ladder, Gibco) en un gel de agarosa al 1.5%. Se mezclaron 4 pl del

producto de PCR purificado con 1 _pl de colorante y se colocdé en

cada pozo del gel para llevar a cabo la electroforesis. La
estimacidén de la concentracién de DNA en cada muestra se realizd
por comparacién de la intensidad de las bandas de los productos

purificados con el estandar mencionado.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Cada templado correspcndiente a exones individuales de los
genes HIM y BAMHR-II se sometidé a una nueva reaccién de PCR en la
que se utilizé el kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) que
contiene dideoxinucledétidos marcados por fluorescencia (ddATP,
ddTTP, ddCTPp, ddGTP), desoxirribonucledétidos trifosfatados

(dNTPs), Tris-HCl1l (Ph 9.0), MgCl; y ampliTaq polimerasa. Para este
proceso se prepard una reaccién de 20 pl que contenia ~20 ng del
DNA purificado de cada exén, 4pul del kit Big Dye Terminador, 1pl
del oligonucleétido correspondiente a una concentracién de 10puM vy
agua bidestilada para un volumen final de 20pl. Esta mezcla se

sometidé a un programa de termociclaje que incluyéd
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25 ciclos de: desnaturalizacidén a 97 °C por 30 segundos
alineamiento a 50 °C por 15 segundos
extensién a 60 °C por 4 minutos
Después de esta reaccién de PCR se 1llevd a cabo 1la
purificacién de los productos de extensidén con el fin de eliminar
el exceso de ddNTPs marcados por fluorescencia. Este procedimiento

fue realizado con columnas Centri Sep (Applied Biosystems)
hidratadas por un periodo minimo de 2 horas con 800pul de agua
destilada. Las columnas fueron centrifugadas después por 3 minutos
a 3000 rpm para eliminar el exceso de agua. A continuacidén las

columnas fueron colocadas en tubos de 500pl y sobre el centro de

la columna se anadieron los 20 pul del producto de PCR de secuencia.
Las columnas fueron colocadas en un tubo receptor y centrifugadas
por 3 minutos a 3000 rpm. Finalmente, las muestras gque se
obtuvieron en cada tubo receptor fueron desecadas en una
centrifuga de vacio. Posteriormente, cada muestra fue resuspendida
en 25pul de amortiguador de carga TSR (Template supression reagent,
Bpplied Biosystems) y se procedié a desnaturalizar las muestras a
95°C por 5 minutos en un termociclador. Finalmente, las muestras
se colocaron en un secuenciador automatizado Genetic Analyzer 310
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del equipo. Las
secuencias obtenidas de los 5 exones del gen de la HIM, de los 11
exones del gen del AMHR-II y del exén 10 del gen GALT en los
pacientes fueron comparadas con las secuencias normales publicadas
en la base de datos GeneBank (secuencias No. Al8521; U29700; vy

L46712, respectivamente)
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RESULTADOS

En todos los sujetos estudiados, el analisis

espectrofotométrico del DNA obtenido indicdé que la concentracién y
la calidad de las muestras fueron satisfactorias. En los 6 sujetos
se observdé la amplificacidén normal de los 16 exones del gen p63.
El tamafio de los productos de PCR obtenidos coincidié con 1lo
esperado al compararlos con los marcadores estandar de peso
molecular. Estos hallazgos descartaron la presencia de rearreglos
importantes en la secuencia codificante del gen, como deleciones
totales o parciales 6 inserciones (figuras 12 y 13).
La purificacién de cada uno de los productos de PCR a partir del
gel de agarosa fue adecuada en todos los casos ya dque se
obtuvieron templados con concentraciones de entre 5 y 10 ng de DNA
por pl.

Después de realizar la secuenciacién nucleotidica
automatizada de todos los exones y de las uniones exédn/intrén de
los genes de la HIM y del AMHRII se detectaron 5 cambios de bases
con respecto a las secuencias de la base de datos GenBank (figuras
14-17 y Tablas 1 y 2).

Tres de estas variantes de secuencia fueron identificadas en
el exén 5 del gen HIM: una transicién C a T en el nucleétido 1986
que originé el cambio de arginina hacia cisteina en el residuo
312; una transversién C a G en la base 2108 que cambia la prolina
del residuo 386 a alanina; y una transicién A a G en la posicién
nucleotidica 2778, que no altera el acido glutdmico en la posicidn

542 de la proteina HIM.
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En el gen del AMHRII se identificaron dos cambios en el
intrén 6: una transicién C a T en la posicién nucleotidica 2115 y
una transversién A a C en la posicién -3 con respecto al sitio
aceptor del “splicing” (corte y empalme).

Como se muestra en las tablas 3 y 4 la frecuencia de los
cambios nucleotidicos entre el grupo de pacientes y el grupo
control fue muy similar. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de estos cambios
entre ambos grupos al compararse con la prueba exacta de Fisher.
Estos resultados permitieron concluir que los cambios detectados
corresponden a polimorfismos génicos sin relacidn aparente al
estado de enfermedad o de control sano.

Por otro lado, de los 30 alelos de pacientes estudiados, en
29 (97%) se observd el codén 314 silvestre (AAC) en el exdén 10 del
gen GALT mientras que en el alelo restante se documentdé el coddn
polimérfico (GAC) (figura 18). El1 triplete polimérfico (que
codifica para la variante N314D) no fue observado en ninguno de

los 50 alelos de individuos controles.
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RESULTADOS
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Figura 12.- An&lisis por PCR de los 5 exones del gen HIM en los 15
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RESULTADOS

10 11 12 13 14 18
Exon 11
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Figura 13.- Analisis por PCR de los 11 exones del gen AMHR-II en los
15 pacientes (1-15). En todos los casos los tamafios de los
productos amplificados coincidieron con los esperados (300-550 pb)
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RESULTADOS
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codén polimérfico esta subrayado.
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RESULTADOS

CACCTITATACATA
90 100

ﬁ ﬂ f

MMN ‘ ]

Figura 16.- Secuencia parcial del intrén 6 del gen
AMHR-II que muestra el polimorfismo C-T
identificado en 1la base numero 2115. La base
polimérfica esta subrayada.

TTCCCCHSGEETCCCT GT
' ‘4ﬁa

Figura 17.- Secuencia parcial del intrén 6 del gen
AMHR-ITI que muestra el polimorfismo A--C
identificado en la base numero 5037. ILa base
polimérfica esta senalada con una flecha gruesa. La
flecha delgada indica el inicio del exdén 7.



TABLA 1

POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA HIM (A,B,C)

Cambio de bas Posicién Cambio de codén Cambio de aminoacido Residuo
A) 1876C>T Exon 5 CGC % TGC Arginina a Cisteina 312
B) 2098C>G Exon 5 CCG : GCG Prolina a Alanina 386
C) 2568A>G Exon 5 GAA ——p GAG Acido Glutamico (silente) 542
Tabla 1.- Descripcidén de los polimorfismos en el gen de 1la HIM
partir del

identificados en este estudio.

Los nucledétidos se numeran a

codén ATG inicial del gen (numero de acceso de Genbank A18521).

TABLA 2

POLIMORFISMOS DEL GEN AMHR-II (A,B)

Cambio de Base Posicidn Cambio de codén Cambio de aminoacido Residuo

A) 2115C>T INtron 6 | =r=ssmsse=l 0 socEessedw 0 ) seseesss

B) 5037A>C Intron 6 -3 del sitio aceptor de splicing

Tabla 2.- Descripcién de 1los polimorfismos en el gen del AMHR-II
Los nucledtidos se numeran a partir del

identificados en este estudio.
codén ATG inicial del gen (numero de acceso de Genbank U29700) .
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TABLA 3

FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS
EN EL GEN DE LA HIM

Alelo Cromosomas de pacientes Cromosomas de controles
A 20/30 (67%) 34/50 (68%)
W 10/30 (33%) 16/50 (32%)
B 30/30 (100%) 50/50 (100%)
W 0/30 (0%) 0/50 (0%)
C 28/30 (93%) 47/50 (94%)
W 2/30 (7%) 3/50 (6%)

Tabla 3.- Frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen de la HIM en
las pacientes con sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser y en sujetos
control. A, B y C corresponden a los polimorfismos descritos en la Tabla
1; W: alelos silvestres.

TABLA 4

FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS EN
EL GEN DEL AMRH-II

Alelo Cromosomas de %cientes Cromosomas de controles

A 28/30 (93%) 41/50 (82%)
W 2/30 (7%) 9/50 (18%)
B 14/30 (47%) 23/50 (46%)
W 16/30 (53%) 27/50 (54%)

Tabla 4.- Frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen del AMHR-II
en las pacientes con sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser y en
sujetos control. A y B corresponden a los polimorfismos descritos en la
Tabla 2; W: alelos silvestres.
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MUTACION N314D
GALT

AAC GAC
TGGAACCATT GG TGGNACCAT TGG

i 1 1 1]

Figura 18.- Secuencia nucleotidica parcial del exén 10 del gen
GALT en la que se muestra un cambio heterocigoto A--G (derecha).
Este polimorfismo, que origina cambio del codén AAC a uno GAC
(N314D) , se detectdé solamente en 1 alelo de 30 de sujetos con la
enfermedad. El nucledtido polimérfico se muestra subrayado.



DISCUSION

Una fase critica de la diferenciacidén sexual en los humanos
es el establecimiento y diferenciacién del tracto genital interno.
Durante el desarrollo embrionario en mujeres, los conductos
Mullerianos o paramesonéfricos se diferencian en utero, las
trompas de Falopio y el tercio superior de la vagina. Sin embargo,
en ciertas ocasiones, individuos genética y fenotipicamente
femeninos no desarrollan estas estructuras originandose el
sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (SMRKH) o aplasia de
Mullerianos (Ludwig, 1998). Este sindrome es considerado en
frecuencia la segunda causa de amenorrea primaria (después de la
disgenesia gonadal) y aunque la mayoria de los casos ocurren de
manera esporadica, la observacién de varias afectadas en una misma
familia y de pacientes con rearreglos cromosémicos ha sugerido una
posible etiologia genética (Lindenman et al. 1997). Motivado por
fenotipos de defectos en el desarrollo de Mullerianos en ratones
mutantes, en los Ultimos afios se ha realizado el andlisis de genes
candidatos como WT1 y PAX2 sin resultados positivos en humanos con
aplasia de derivados Mullerianos (van Lingen et al. 1998a; 1998b).
Recientemente se sugiridé que algunos casos de esta enfermedad
podrian deberse a mutaciones activantes en el gen de la HIM o en
el gen de su receptor tipoc II que ocasionarian el encendido de la
via de regresion Mulleriana en productos femeninos y

manifestdndose post natalmente por ausencia de Gtero, trompas vy
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tercio superior de vagina (aplasia de derivados Mullerianos)
(Lindenman et al. 1997).

Esta posibilidad fue investigada en el presente trabajo en un
grupo de 15 pacientes Mexicanas con SMRKH, 13 de ocurrencia
esporadica y 2 hermanas. El diagnéstico de SMRKH fue comprobadoc en
todas la pacientes por estudios de imagen y en algunos casos por
endoscopia. Los hallazgos concomitantes a la enfermedad descritos
en la literatura, tambien fueron observados en nuestras pacientes
al detectarse en 3 casos alteraciones renales y 3 pacientes con
anomalias vertebrales. La hipoacusia, que es un hallazgo reportado
con frecuencia en mujeres con aplasia de Mullerianos, no fue
documentada en ninguno de nuestros casos.

La amplificacién normal por PCR de los 5 exones del gen del
AMHR-ITI y de los 5 exones del gen de HIM en las 15 pacientes
descartdé la posibilidad de rearreglos intragénicos como deleciones
o inserciones importantes.La secuenciacién nucleotidica de 1la
totalidad de los exones y de las uniones exén/intrén en ambos
genes permitidé demostrar la presencia de 5 variantes de secuencia
tanto en el grupo de enfermas como en el grupo control. Tres de
estas variantes se observaron en el exén 5 del gen de HIM mientras
que las dos restantes se localizaron en el intrén 6 del gen AMHR-
II. Sin embargo el analisis de 1las frecuencias observadas para
cada polimorfismo descarté asociacién de alguno(s) de ellos con el
estado de enfermedad. Ninguno de estos polimorfismos habia sido
descrito en estudios previos de los genes HIM y AMHR-II y sus
frecuencias indican que son polimorfismos comunes en poblacién

mexicana; incluso, la frecuencia de algunos de ellos es mayor que
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la frecuencia del alelo silvesstre. Estos resultados permiten
afirmar que el exén 5 del gen HIM es polimérfico en poblacidn
mexicana aunque estas variantes parecerian no tener efecto en la
funcién de la hormona ya que el grupo control presenté frecuencias
similares.

Un aspecto interesante de este estudio fue la identificacidn
del polimorfismo 5037 A—C en la posicién -3 del sitio aceptor de
corte y empalme del intrén 6 en el gen AMHR-II. A pesar de que el
dinucleétido invariable AG estid respetado, se han descrito algunos
casos en que la substitucidén de la base -3 del sitio aceptor
ocasiona una alteracién del proceso de splicing e inestabilidad
del RNAm (Teng et al. 2001). Sin embargo, nuevamente, la
observacidén de que este polimorfismo se presentdé con frecuencias
similares en ambos grupos de estudio descarta la posibilidad de
que tenga algun efecto en el RNAm © en la proteina madura del
receptor de HIM.

Poco después del inicio de esta investigacién se publicé un
estudio de en el que se analizd un grupo de 22 pacientes con SMRKH
para identificar posibles defectos moleculares en los genes HIM o
AMHR-II. La metodologia utilizada se basdé en el uso de RMFPs
(Restriction Melting Fragment Polymorphisms) en electroforésis en
gel de gradiente desnaturalizante. Esta técnica se fundamenta en
el corte por enzimas de restriccién del DNA de interés y la
observacidén de su patré4n de migraciédn en geles de poliacrilamida
en los que diferencias en la secuencia entre los fragmentos de los
pacientes y de individuos control se detectarian como patrones

distintos de migracién. Después de realizar el analisis, estos
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investigadores no identificaron mutaciones en la regioén
codificante de ninguno de los dos genes (Resendes et al. 2001).
Estos resultados, sumados a los que se obtuvieron en nuestro
estudio, permiten afirmar que defectos moleculares en el gen de
HIM o en el de AMHR-II no son una causa comin de SMRKH. Es
interesante que en el estudio mencionado no se detectaran los
cambios polimérficos descritos en nuestra investigacién. Sera
necesaria la descripcidén de otras poblaciones para determinar si
tales variantes son exclusivas de poblacidén mexicana.

Aunque podria postularse que mutaciones activantes en
regiones regulatorias o intrénicas del gen de la HIM o del AMHR-
II, que no fueron analizadas en este estudio, pueden ocasionar el
SMRKH, algunos datos experimentales no apoyan esta hipdétesis. En
primer lugar, los ratones transgénicos que sobreexpresan HIM
carecen de todos los derivados Mullerianos, incluyendo trompas de
Falopio (Behringer et al. 1990) mientras que hasta 85% de
pacientes «con SMRKH presentan trompas de Falopio normales
(Stelling et al. 1997; Ludwig 1998); en segundo lugar, la
expresién crénica de HIM en hembras ocasiona detencién de 1la
meiosis y pérdida acelerada de oocitos (Behringer et al. 1990),
mientras que las pacientes con aplasia de Mullerianos presentan
una funcién ovulatoria normal.

Por otra parte, la variante N314D del gen GALT habia mostrado
asociacién positiva con la ocurrencia de SMRKH en un estudio
previo ya que se identificé en 6 de 13 (46%) mujeres con agenesia
de Miillerianos y en 16 de 113 (14%) mujeres control sanas. En este

estudio la variante fue identificada por analisis con enzimas de
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restriccién y secuenciacién de DNA y los investigadores
concluyeron gque la variante N314D de GALT se asocia a algunos
casos de agenesia de Millerianos (Cramer et al. 1996). (Cramer et
al. 1996) pero falta de asociacidn en otros (Bhagavath et al.
1998a), por lo que su participacién en la etiologia de la
enfermedad aun es sujeto de debate. En nuestra investigacidén se
encontrd un solo alelo N314D de 30 alelos de pacientes; de los 50
alelos de sujetos controles ninguno correpondidé a tal variante. De
esta manera, podemos afirmar que la variante N314D es
practicamente inexistente en sujetos mexicanos con aplasia de
Mullerianos, lo que descarta su asociacidén, al menos en esta
muestra, con la enfermedad. La variante N314D se reconocdé hace
algunos afios como causante, en el estado homocigoto, de un tipo de
galactosemia conocida como variante Duarte (Kelley et al. 1983).
En las crias hembra de ratones con niveles elevados de galactosa
durante la gestacién se han observado defectos en el desarrollo de
las estructuras Mullerianas. Sin embargo, el hecho de que 1las
mujeres con galactosemia no presenten una frecuencia mayor de
alteraciones del tracto genital interno, hace dificil apoyar una
responsabilidad de la galactosa o de las variantes moleculares que
intervienen en su metabolismo en el SMRKH.

Aunque los datos disponibles indican que la HIM o el AMHR-II
no estan asociados al SMRKH es coherente especular acerca de
defectos en otros componentes de la via de accién de HIM como
alguno de sus receptores tipo I o en proteinas efectoras
intracelulares. También es probable que los defectos en la

formacién y/o diferenciacidén de las estructuras derivadas de los
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conductos Mullerianos estén relacionados con distintos morfégenos
que actuan antes que la HIM durante la embriogénesis. El uso de
ratones transgénicos ha permitido demostrar que deficiencias en
factores morfogenéticos embrionarios como Emx2 (Miyamoto et al.
1997) y Pax-2 (Torres et al. 1995) provocan malformaciones de los
conductos de Muller en embriones de ambos sexos.

Por otra parte, en afios recientes se ha hecho evidente 1la
participacién de los genes Wnt en el desarrollo normal del tracto
genital interno femenino (Kitajewski et al. 2000). Los genes Wnt
codifican una familia de factores de crecimiento secretados ricos
en cisteina que median la comunicacién célula-célula en diversos
procesos de desarrollo tales como proliferacién, morfologia,
motilidad y muerte celular a través de mecanismos de sefializacidn
conservados evolutivamente. Experimentos con modelos murinos han
indicado que al menos Wnt4, Wnt-5a, and Wnt-7a son expresados en
patrones mesequimatosos-epiteliales especificos en el utero y la
vagina (Miller et al. 1998; Heikkila et al. 2001). Los ratones
deficientes para estos genes exhiben un espectro amplio de
anomalias Mullerianas que incluyen aplasia, hipoplasia Yy
alteraciones de la citoarquitectura (Heikkila et al. 2001). Al
igual que Pax-2 y Emx2, Wnt-4 es esencial en la morfogénesis
inicial de los conductos de Miller: ratones hembra knockout para
Wnt-4 carecen de uUtero y trompas (Vainio et al. 1999). En la
regién de los conductos genitales internos en desarrollo, la
expresién de Wntd4d estéd ausente del epitelio y mesénquima del
conducto Wolffiano, pero es abundante en las células

mesenquimatosas del conducto Mulleriano (Vainio et al. 1999).
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Wnt-7a también interviene en el desarrollo de los conductos de
Miller, pero mas tardiamente en el desarrollo y su ausencia
provoca malformaciones uterinas menores (Parr y MacMahon, 1998).
Otros genes que han sido identificados recientemente como
indispensables en la formacién del tracto genital interno femenino
en el ratén son HoxAl3 (Warot et al. 1997) y Liml (Kobayashi et
al. en prensa), que codifican factores de transcripcidén con un
homeodominio y Ltap, que codifica una proteina transmembranal con
homologia a moléculas de segmentacién corporal de Drosophila
(Kibar et al. 2001). Mutaciones en algunos de estos genes podrian
explicar ciertos casos de aplasia de derivados Mullerianos en el
humano por lo que es conveniente continuar la caracterizacidn
molecular de este grupo de pacientes analizando algunos de los
genes mencionados.

Sin embargo, el escenario mas probable es que en la mayoria
de los casos la aplasia de Mullerianos sea una entidad que puede
ser originada por fallas a diversos niveles durante la formacién vy
diferenciacién de los conductos Mullerianos o bien que se trate de
un padecimiento multifactorial en el que la combinacién especifica
de ciertos factores genéticos y ambientales ocasione el defecto
anatémico. Como ha sido descrito para anomalias en otras
estructuras del cuerpo, el compromiso del flujo sanguineo durante
la organogénesis podria también ser responsable de algunos casos
de la enfermedad. Sin embargo, los casos de recurrencia familiar
(atn cuando no se han identificado patrones mendelianos de
transmisién hereditaria) sugieren fuertemente la participacién de

factores genéticos, en estas familias.
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En suma, nuestros resultados permiten descartar una
participacién de los genes HIM y AMHR-II en la etiologia del SMRKH
en pacientes Mexicanas, contribuyen a 1la caracterizacién de
variantes genéticas de estos dos genes y establecen las bases para
futuros estudios funcionales que permitan identificar si ciertas
anomalias en la via de transduccién de la HIM estén relacionadas

con algunos casos de aplasia de Mullerianos en el humano.
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