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Resumen

El sindrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser (MRKH, ORPHA:3109) es un trastorno
que se presenta en 1 de cada 4500 mujeres, caracterizado por la ausencia congeénita de Utero,
cérvix y el tercio superior de la vagina, con un cariotipo usualmente sin alteracion (46, XX)
y demas rasgos sexuales secundarios normales. La etiologia del sindrome se desconoce, sin
embargo, la existencia de casos familiares supone un componente genético, y los hallazgos
a la fecha sugieren un mecanismo complejo que podria incluir un componente poligénico,
interacciones génicas y/o epistasis. Se investigd el caso de una paciente con MRKH tipico,
realizando un analisis mutacional para identificar a escala gendmica variacion en el nimero
de copias (CNV) y variantes de nucledtido unico (SNV) potencialmente patogénicas,
mediante microarreglos cromosémicos y secuenciacion de exoma completo. Mediante
priorizacion basada en frecuencias poblacionales, predictores bioinformaticos sobre impacto
estructural y funcional, conservacion filogenética y otras bases de datos, se identifico una
variante sin descripcion previa, afectando al gen WNT9B; por lo que se realizé un analisis
adicional sobre su impacto en la estructura y funcién de la proteina, mediante modelado por
homologia. Los resultados corroboraron que la mutacion podria generar un impacto funcional
negativo, sin embargo, la calidad del modelo in-silico obtenido es limitada. Los genes
afectados por variantes genéticas se priorizaron en categorias de impacto; aquellos en la
categoria de alto-moderado impacto, por si solos no sugieren un mecanismo que explique el
desarrollo del sindrome. Por esta razon, se realiz6 un analisis basado en redes de Interaccion
Proteina-Proteina (PPI), integrando el conjunto de genes afectados en la paciente, asi como
genes interactores adicionales a partir de la base de datos STRING. Los resultados mostraron
la formacion de modulos funcionales relacionados con el procesamiento de RNAs, y con
procesos de organizacion durante el desarrollo. Ademas, se generd una red PPI a partir de
genes candidatos de MRKH descritos en literatura, y se integraron los genes de la paciente,
encontrando asociacion a procesos de formacion de estructuras reproductivas. En conclusion,
las alteraciones génicas y las interacciones observadas en la paciente pueden intervenir en
procesos cruciales durante el desarrollo embrionario, tales como la alteracion en la via de
Notch y en la formacion del ducto Mulleriano, y podrian estar implicadas en el desarrollo del

MRKH. Estos resultados muestran una nueva visién de las interacciones complejas que se



dan en el sindrome MRKH, sin embargo, es necesario validar que estos mismos procesos se

observen en mas pacientes con dicha enfermedad.

Abreviaturas

ACMG: American College of Medical genetics

AMP: Asociacion de Patologia Molecular

CGH: Hibridacion gendmica comparativa

CNV: Variacion del namero de copias

dbSNP: Base de datos de Polimorfismos de nucleétido unico
ESGE: Sociedad Europea de Endoscopia Ginecoldgica
ESHRE: Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccién Humana
FDR: False Discovery Rate

LOF: Pérdida de funcion

M-CAP: Puntuacion mendeliana de patogenicidad clinicamente aplicable
MD: Conducto de Miller

MLPA: Amplificacion de sondas tras ligacion multiple
MRKH: Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser

NGS: Secuenciacion de nueva generacion

pHI: indice predictivo de haploinsuficiencia

pLI: indice predictivo de tolerancia a la pérdida de funcion
PPI: Interaccion proteina-proteina

QMQE: Estimacion de la calidad del modelo global

QUAL.: Calidad del genotipo asignado

SHh: Sonic Hedgehog

SNV: Variantes de nucleétido unico

TFR: Tracto reproductor femenino

WD: Conducto de Wolf

WES: Secuenciacion de exoma completo



Introduccidn

Desarrollo del aparato reproductor femenino

En las primeras semanas de gestacion ocurren los procesos de determinacion del sexo y la
diferenciacion sexual, los cuales son procesos diferentes; la determinacion del sexo consiste
en el desarrollo de la gonada sexual (ovarios o testiculos) a partir de una génada bipotencial
y en funcion del complemento cromosdmico establecido durante la fertilizacion; mientras
que la diferenciacion sexual se refiere al desarrollo embrionario de los 6rganos que
constituyen el aparato reproductor, incluyendo los genitales externos e internos (Arboleda
et al., 2015), asi como la diferenciacion somatica y cerebral subsecuente. Cerca de la semana
5-6 de gestacion los embriones 46, XXy 46,XY no presentan diferencias ya que ambos portan
una estructura denominada cresta urogenital, la cual esta conformada de células con el
potencial de diferenciarse tanto al sexo masculino como el femenino (Wilhelm et al., 2007).
Sin importar el sexo al que el embridn se diferenciara en un futuro durante la etapa de
diferenciacion sexual los embriones poseen el conducto mesonéfrico y el paramesonéfrico,
Ilamados asi ya que estos se extienden a lo largo de los rifiones embrionarios 0 mesonefros
(Arboleda et al., 2015; Roly et al., 2018); éstos se conocen también como conducto de Wolf
(WD) y conducto de Miller (MD), respectivamente, ya que en 1830 el fisidlogo Johannes
Peter Miiller describié los conductos paramesonéfricos, indicando ademas que al
desarrollarse daban origen a las trompas de Falopio, Gtero y la parte superior de la vagina.
(Roly et al., 2018).

Dependiendo de las sefiales recibidas, el primordio gonadal dara origen a un testiculo o un
ovario dentro de las semanas 8-11 de gestacion dependiendo de la presencia del cromosoma
Y (Arboleda et al., 2015). Una vez que el sexo gonadal se ha completado, se producen las
hormonas necesarias para la siguiente etapa: al formarse un testiculo, éste produce
androgenos y Hormona Anti-mdilleriana, lo cual induce la regresion de los MD; por el
contrario, la ausencia de estas hormonas conduce a la regresion de los WD, y la
diferenciacion del tracto reproductor femenino (TRF) (Roly et al., 2018).El desarrollo del

TFR consiste en una serie de procesos complejos y ordenados que ocurren durante el



desarrollo embrionario y que involucran la diferenciacion, migracién y fusion de los

conductos mullerianos (Cunha et al., 2018).

A la fecha, la mayor parte del conocimiento que se tiene sobre el desarrollo del TRF se ha
obtenido mediante el estudio de modelos animales, principalmente ratén (Mus musculus), en
el cual se ha descrito principalmente a nivel citoldgico y tisular, mientras que los procesos
moleculares subyacentes se conocen en menor medida. La diferenciacion gonadal ocurre
entre los dias embrionarios E10y E11, y durante el final de esta etapa comienza el desarrollo
de los conductos pronéfricos, que daran lugar a los WD y MD (Wilhelm et al., 2007).

Los WD son los primeros en formarse y extenderse a lo largo del mesonefros en direccion
caudal. Para el correcto desarrollo del MD se requiere el WD como guia de elongacion; esto
se ha demostrado en estudios donde se utilizaron ratones en los que se inactivd Lhx1
especificamente en células del WD, lo que propicié una degeneracion del mismo y en
consecuencia la ausencia del desarrollo del conducto mulleriano (Huang et al., 2014);
confirmando que la pérdida de este gen da como resultado un desarrollo incompleto en el
conducto de Mdller (Orvis & Behringer, 2007).

El proceso de formacion de los MD se puede dividir en tres fases (Fig. 1): el inicio o
especificacion, la invaginacion y la extension (Atsuta & Takahashi, 2016; Roly et al., 2018).
Durante la fase de inicio las células de la placa lateral del mesodermo se especifican en el
epitelio celémico del polo craneal del mesonefro; estas células se encuentran marcadas por
un engrosamiento y ademas expresan el gen Liml (Atsuta & Takahashi, 2016).
Posteriormente, estas células inician la expresion del gen Wnt4, lo que induce la fase de
invaginacién (Orvis & Behringer, 2007), convirtiéndose en células mesoepiteliares, se
invaginan y proliferan en direccion caudal entre el mesénquima del epitelio celomico y el
conducto de WD (Fig. 1B); al entrar en contacto con el WD, las células proliferan generando
el epitelio Mulleriano, que se elonga en direccion craneocaudal. El conducto de Wolff no
solo funciona fisicamente como una guia, sino también se ha demostrado que también exhibe
una sefial necesaria para la fase de migracion caudal o elongacién; esta sefial es Wnt9b, la
cual es expresada por el epitelio del WD. Cuando el conducto Mulleriano se fusiona con el

seno urogenital, concluye la fase de elongacion (Roly et al., 2018). Para el dia embrionario



~ E13.5 ambos conductos, de Wolff y Miller, han terminado su elongacion y comienza su
diferenciacion o regresion, misma que es competentemente visible al E15.5 (Roly et al.,
2018).
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Fig. 1. Esquema de las fases del desarrollo del conducto de Miller. Se muestran las estructuras y los genes

involucrados. Creado con BioRender.com

En humanos, posterior a la fase de elongacion y cerca de la octava semana de gestacion,
inicia la diferenciacién de la estructural de los MD, donde se unen para formar el canal
uterovaginal, el cual més adelante formara el Utero y el tercio superior de la vagina (Horii
et al., 2018). Al fusionarse los MD el tejido de sus paredes genera un septo en la linea media,
el cual comienza a ser reabsorbido en la semana 9 de gestacion en la zona caudal y prosigue
en direccion craneal, proceso que al terminar conforma la cavidad uterina (Fig. 2A) (Cunha
et al., 2018). La zona méas caudal donde los MD ya fusionados entran en contacto con el seno
urogenital permanece solida y se fusiona posteriormente con el creciente epitelio del bulbo
sinovaginal (Fig. 2B), el cual en la semana 20 se canaliza para formar el resto de la vagina
(Cunha et al., 2018; Horii et al., 2018).
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Fig. 2 Regiones anatdmicas del utero durante el desarrollo. Tomado y modificado de (Sadler & Langman, 2012). A.
Estructura a las 9 semana, presencia de septo uterino. B. Estructura al final del tercer mes, se observa el tejido de los
bulbos sinovaginales. C. Estructura de recién nacida, la cupula vaginal y la porcion superior de la vagina se forman por
vacuolizacion del tejido paramesonéfrico, y la porcién inferior de la vagina se forma por vacuolizacién de los bulbos
sinovaginales.

La familia de genes HOX es importante para el desarrollo de muchas estructuras anatémicas;
para la diferenciacion y desarrollo adecuado de los MD se requiere un subgrupo de genes
Ilamado Hoxa (Hoxa9, Hoxal0, Hoxall y Hoxal3). Los genes Hoxa se expresan de forma
segmentada y promueven la diferenciacién segmentada del MD expresandose en trompas de

Falopio, utero, cuello uterino y vagina de forma especifica (Roly et al., 2018).

Como se mencion0 previamente, el gen WNT9B participa en la elongacion de los MD. En
ratones mutantes Wnt9b™" se expresa un fenotipo similar a MRKH, donde las génadas parecen
normales y hay ausencia de Utero y parte superior de la vagina. Ademas, Wnt9b se encarga
de regular rio arriba la expresion de Wnt4, Fgf8 y Pax8 (Carroll et al., 2005). Los genes Wnt4,
Wnt5a y Wnt7a también estan involucrados con la diferenciacion de los MD durante el
desarrollo. Se ha demostrado que en ratones Wnt7a™" se presentan malformaciones en el
tracto reproductivo femenino como oviductos cortos y cuernos uterinos hipoplasicos, ademas

que son infeértiles, y presentan un desarrollo postnatal alterado (Dunlap et al., 2011).



Malformaciones uterinas

En cualquiera de los procesos que ocurren durante el desarrollo del TRF, pueden acontecer
diversas alteraciones que dan lugar a malformaciones congénitas del aparato reproductor.
Se reconocen tres grandes grupos de alteraciones: defectos de formacion, de fusion o de
absorcion del septo (Fig. 3) (Jacquinet et al., 2016). Estos defectos pueden dar origen a
malformaciones que van desde dimorfismo uterino, hasta displasia e incluso aplasia o
agenesia (ausencia de la estructura). Sin embargo, cada uno de estos tipos de malformaciones
ligadas a la cavidad uterina, puede afectar en menor o mayor grado la capacidad reproductiva
de las mujeres que las padecen (Grimbizis et al., 2001).

El diagndstico de las malformaciones congeénitas uterinas es frecuentemente complicado,
debido a que algunas de éstas son consideradas variaciones anatdmicas normales o
asintomaticas y, por lo tanto, son subdiagnosticadas. Sin embargo, se ha determinado que
cerca del 5.5% de la poblacion femenina las presenta (Chan et al., 2011). Debido a la falta de
consenso en la clasificacion de estas malformaciones, la Sociedad Europea de Embriologia
y Reproduccion Humana (ESHRE) y la Sociedad Europea de Endoscopia Ginecoldgica
(ESGE), generaron una clasificacion de las malformaciones del TFR segln su componente
anatomico y su origen embrionario. La clasificacion incluye las distintas malformaciones con
las siguientes claves: U para las malformaciones del utero, C para las de cérvix y V para las
de vagina; éstas se acompafian de un nimero para indicar su gravedad: 0 indicando un 6rgano
normal, y se incrementa el nimero dependiendo de la gravedad de la malformacion. En el
caso del cérvix el maximo de gravedad tiene una clave C4, la cual indica aplasia o displasia,
hasta V4 en caso de la vagina donde se indica aplasia y en el caso de Gtero hasta U6, que
indica malformaciones no clasificadas, pasando por U5 que indica aplasia o displasia
(Grimbizis et al., 2013).
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Fig. 3. Tipos de malformaciones de Gtero. Tomado de (Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, 2014)

Algunas de estas malformaciones fueron descritas inicialmente por el anatomista y fisiélogo
Karl Mayer, posterior a la revision de autopsias, denominé una condicion llamada “utero
bipartito” que consistia en un tipo de malformacion del utero y la vagina obstruida, ademas,
también determind otros defectos asociados con el sistema renal y cardiaco (Patnaik et al.,
2015). Posteriormente, el patélogo Carl Rokitansky estudio a través de autopsias la agenesia
mdlleriana debido a defectos en el desarrollo, lo cual podia causar formas incompletas y
ausencias completas de érganos, como el Utero y la vagina (Patnaik et al., 2015). Fue hasta
1910 que Kster, un ginecologo aleman, describio el caso en una paciente viva, y lo relaciond
con deformidades esqueléticas presentes. Por ultimo, el ginecélogo Hauser compild la
informacion anterior y completd la descripcion del sindrome de agenesia milleriana,
afiadiendo la diferencia del cariotipo normal (46,XX) a diferencia del sindrome de
feminizacion testicular donde se observa un cariotipo 46,XY (Patnaik et al., 2015). Este
desarrollo histérico muestra la descripcidn de una entidad clinica conocida como el sindrome

Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser.

El sindrome Mayer-Rokitansky-K(ster-Hauser

El sindrome Mayer-Rokitansky-Kdster-Hauser (MRKH; OMIM%?277000) esta considerado

como una de las malformaciones congénitas mas severas, con clasificacion U5C4V4 por la



ESHRE/ESGE. Es la forma méas comun de agenesia vaginal y se caracteriza por la ausencia
congénita de Gtero, cérvix y el tercio superior de la vagina; en estas mujeres, la funcién
ovarica y el desarrollo de caracteres sexuales secundarios son normales, y usualmente el
cariotipo es normal (46,XX) (Susanne Ledig & Wieacker, 2018) (Fig. 4).

El sindrome MRKH puede ser clasificado en dos tipos: el tipo | o tipico, el cual presenta las
afectaciones urogenitales caracteristicas, mostrando la aplasia completa del Utero en
presencia de dos cuernos rudimentarios simétricos unidos por un pliegue peritoneal, y no se
relaciona con signos de hiperandrogenismo; el tipo Il, forma atipica, asociada o incompleta,
se caracteriza por aplasia o hipoplasia uterina, y sobre todo presenta ademas otras
malformaciones, tales como malformaciones en trompas de Falopio, anomalias ovaricas,
malformaciones renales (agenesia unilateral de rifién, ectopia de uno o ambos rifiones,
rifiones fusionados), esqueléticas (principalmente en cervicales) y en los casos menos

frecuentes malformaciones cardiacas, digitales y/o algun grado de discapacidad auditiva.
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Fig. 4. Esquema del aparato reproductor femenino normal y con MRKH. Creado con BioRender.com



Existen subtipos de este sindrome, por ejemplo, la asociacion MURCS (aplasia del conducto
Mulleriano, displasia renal, anomalias de los somitas cervicales) presente en el 16% de las
pacientes con MRKH tipo Il y se puede considerar como un subtipo especifico de este
(Fontana et al., 2017), de tal manera que, desde el punto de vista clinico, algunos autores lo

consideran como una entidad particular, probablemente con etiologia relacionada.

La prevalencia de este sindrome es aproximadamente de 1 en 4500 mujeres; algunos reportes
indican una mayor prevalencia del tipo | con un 56.5% (M. Herlin et al., 2016), mientras
otros presentan mayor prevalencia en el tipo Il con un 56% (Striibbe etal., 1994). Sin
embargo, la mayoria de los estudios son realizados en cohortes europeas, por lo que la
prevalencia en otras poblaciones es desconocida.

Desarrollo y etiologia del sindrome MRKH

Se considera que el desarrollo del sindrome MRKH ocurre durante la embriogénesis, y puede
atribuirse a una afeccién inicial que ocurre en el mesodermo intermedio, donde se genera una
alteracion del blastema de los somitas cervicotoracicos y de los conductos pronéfricos; éstos,
posteriormente, inducen la diferenciacion de los conductos mesonéfricos y
paramesonéfricos, que daran lugar a los conductos de Wolff y Miller, respectivamente
(Duncan et al., 1979). La etiologia del sindrome MRKH es desconocida; la mayoria de los
casos son esporadicos, sin embargo, existen reportes de casos familiares, 1o que supone un
componente genético. También se han observado discordancias entre gemelos monocigotos,
por lo que se clasifica el sindrome MRKH como una enfermedad compuesta, donde pueden
interaccionar factores epigenéticos, ambientales y genéticos. La mayoria de los linajes
analizados sugiere una herencia autosomica dominante con penetrancia incompleta (M.
Herlin et al., 2014).

Diagnostico y manejo

Debido a que las pacientes presentan genitales externos normales con caracteres sexuales

secundarios desarrollados y una funcion endocrina normal, el sindrome MRKH se



diagnostica generalmente hasta la adolescencia; el signo por el cual las pacientes acuden a
revision es el de amenorrea primaria. El sindrome MRKH constituye asi la segunda causa
mas comUn de amenorrea primaria (16% de las pacientes), precedido solamente por la
disgenesia gonadal (Herlin et al., 2020). Debido a la similitud de las caracteristicas del
sindrome MRKH con algunos otros sindromes como el Sindrome de Insensibilidad a
Androgenos o Atresia vaginal aislada, se debe realizar un diagnéstico diferencial por un
ginecdlogo pediatra por medio de examen pélvico, una examinacion radiolégica basada
principalmente en técnicas no invasivas que permitan obtener imagenes que revelen la
ausencia de estructuras (ecografia transabdominal o resonancia magnética), analisis
bioquimicos de niveles hormonales, e incluso un andlisis cromosémico (Herlin et al., 2020;
Morcel et al., 2007).

Una vez diagnosticadas las pacientes pueden presentar diversas efectos psicolégicos como:
depresion, baja en la autoestima, dudas de identidad femenina y ansiedad (Song et al., 2020).
Ademas, dichos efectos psicolégicos pueden aumentar una vez que se asimilan las
consecuencias del sindrome MRKH, ya que si contindan sin intervencién médica estas
mujeres tendran dificultades para tener relaciones sexuales por via vaginal, no menstruaran
y con ello no podrén intentar un embrazo, lo cual genera un gran impacto en la mente de una
mujer adolescente, no solo en la esfera psicolégica sino en general disminuyendo su calidad
de vida (Bean etal., 2009). Es por lo que se ha planteado y recomendado un abordaje
multidisciplinario, para el manejo y tratamiento de estas pacientes.

El manejo que se da a las pacientes con MRHK incluye tratamientos quirargicos y no
quirdrgicos. Entre los no quirargicos se incluyen el método de Frank y el de Ingran, los cuales
consisten en ir adecuando la vagina con dilatadores, los cuales van aumentando de calibre de
forma progresiva; las ventajas que presentan este tipo de métodos es que no es necesaria la
hospitalizacién, tienen una buena relacién costo/eficiencia, presentan complicaciones
minimas vy, si no es efectivo, todavia se puede acceder a los métodos quirdrgicos. Sin
embargo, también presentan algunas desventajas, como el tiempo que hay que invertir en ello
(de 20 minutos a 2 horas diarias por cerca de 6 meses), 0 que no permiten recuperar la
fertilidad (Londra etal., 2015). Por otra parte, los métodos quirdrgicos incluyen las
vaginoplastias, las cuales pueden ser con autoinjertos, es decir, se toma una parte de un tejido

autologo y se injerta en la zona a reconstruir; estos pueden ser de tejido de diseccion de recto



y Vejiga, intestino, peritoneo y de los labios mayores (Herlin etal., 2020). Dichas
vaginoplastias también se pueden realizar con ingenieria de tejidos, es decir, se construye
una neovagina a partir del material obtenido de una biopsia autologa vulvar, utilizando
biomateriales como soporte para el cultivo (Raya-Rivera etal., 2014). Otra posibilidad
quirdrgica que continua en proceso de investigacion es el trasplante de utero, el cual
permitiria a las pacientes resolver el problema de infertilidad, sin embargo, debido a las
complicaciones operatorias y postoperatorias todavia no se incluye este método como el
manejo principal del sindrome (Georgopapadakos et al., 2019). Ya que el trasplante de Utero
aln no es una opcion accesible para todas las mujeres, muchas optan por la reproduccion
asistida o la adopcion como medida para poder ejercer la maternidad (Bean et al., 2009).
Cabe sefialar que, considerando un probable componente genético en el sindrome MRKH, la
reproduccion asistida puede representar un riesgo para la descendencia de estas pacientes.
Sin embargo, aln con estas opciones, hay un gran impacto en la calidad de vida de estas
mujeres, sobre todo en paises donde socioculturalmente la maternidad es considerada como
un aspecto “necesario”, por lo cual ademés de los tratamientos directos para tratar las
malformaciones también se debe incluir el apoyo psicosexual y grupos de apoyo para mujeres

con este sindrome (Bean et al., 2009).

Genes candidatos en humanos

Tras al menos dos décadas de estudios moleculares, se han identificado mutaciones en
algunos genes, sin embargo, éstas se han observado con muy baja prevalencia, por lo que el
sindrome se mantiene sin una etiologia clara. Debido a la escasez de estudios de arboles
genealdgicos completos, ha preponderado el enfoque del estudio de genes candidatos, los
cuales se han propuesto por su participacion en vias de sefializacion compartidas por ciertos
organos afectados durante el desarrollo embrionario, 0 por genes que son conocidos por
producir efectos semejantes a los asociados con el MRKH en modelos animales (Fontana
etal., 2017). También se encuentran aquellos que regulan el desarrollo, entre ellas las
familias de WNT y HOX. La familia de WNT es un grupo de genes que juega un papel
importante durante el desarrollo del sistema urogenital de los mamiferos. Dentro de la familia

de WNT, se propuso al gen WNT4, debido a su funcion como efector de determinacion del



sexo y porque constituye la sefial para la invaginacion de las células epiteliares celomicas.
Sin embargo, las mutaciones en WNT4 se han identificado en casos de aplasia uterina
asociada con hiperandrogenismo; aun asi, algunos autores han considerado la mutacion de
WNT4 como un elemento de diagnostico genético del sindrome MRKH. (Backhouse et al.,
2019; Layman, 2014). Las mutaciones que se consideran como diagnosticas son p.E226G
(Biason-Lauber et al., 2004), p.A233T (Philibert et al., 2011), sin embargo, con el paso del
tiempo se han descrito mas mutaciones de este gen ligadas a MRKH. Ademas de WNT4, se
han determinado solamente otros dos genes como diagnosticos del MRKH, el gen HNF1B y
el gen LHX1, ambos localizados en el cromosoma 17912, y con mutaciones encontradas en
casos de MRKH, principalmente en forma de delecion (Layman, 2014); particularmente, las
mutaciones de HNF1B se han identificado en pacientes con anomalias mullerianas, quistes
renales y diabetes juvenil. Por lo que hasta el momento, el candidato mas sélido para los
casos de aplasia mulleriana aislada es LHX1, sin embargo la frecuencia en la que se observan
mutaciones en este gen es baja (<6% para delecion, y ain menor para mutaciones puntuales)
(Layman, 2014).

Antecedentes

Del afio 2010 a la fecha ha aumentado la disponibilidad de tecnologias de alto rendimiento
tales como la secuenciacién masiva en paralelo o secuenciacion de nueva generacion (NGS,
por sus siglas en inglés) y los microarreglos gendmicos. La disminucion en el costo de estas
metodologias también ha permitido extender su aplicacion para buscar las variantes genéticas
implicadas en sindromes poligénicos y enfermedades complejas. En el caso de MRKH, y
malformaciones mullerianas en general, esto permite un abordaje desde una perspectiva mas

integral, permitiendo una mayor tasa de identificacion de variantes y/o genes candidatos.

Dado que la mayoria de las mujeres afectadas presentan un cariotipo 46,XX aparentemente
normal, entre las hipdtesis propuestas para explicar la etiologia del sindrome MRKH se han
considerado las variaciones del nimero de copias (CNV) submicroscépicas, ubicadas en

diferentes y multiples regiones cromosomicas, tales como 4q34-qter, 8p23.1, 10p14 (Morcel



etal., 2011), 7931.2, 15026.3 (McGowan et al., 2015), entre otras. Aunque los estudios de
hibridacién gendmica comparativa (CGH) han proporcionado mucha informacion acerca de
estas microdeleciones o microduplicaciones, sélo se han podido observar en cerca de 35%
de las pacientes con el sindrome MRKH (McGowan et al., 2015), por lo que no se consideran
determinantes de la enfermedad, y tampoco se han logrado integrar en un mecanismo

etiologico que explique por completo esta condicion.

Sin embargo, las microdeleciones o microduplicaciones mas frecuentes ocurren en las
regiones 1921.1, 17912 y 22q11.21 (Cheroki etal., 2008; Susanne Ledig etal., 2011;
McGowan et al., 2015). Ademas, estos ultimos loci abarcan genes previamente identificados
en los estudios en modelos murinos, y relacionados con fenotipos similares a los del MRKH.
Por ejemplo, se ha mencionado que el locus 17g12 contiene el gen LHX1 (antes nombrado
como su homologo murino LIM-1), el cual se ha encontrado como parte de una delecion en
pacientes con sindrome MRKH (Ledig etal., 2012) y como se habia mencionado
anteriormente es necesario para la elongacion del MD (Huang et al., 2014). Dentro del locus
17912 también se codifica el gen HNF1B, el cual es un factor de transcripcion que las
mutaciones en este gen dan lugar quistes de rifidn, malformaciones del rifién y del sistema

genitourinario (Ferré & lgarashi, 2019).

Durante la Gltima década, se han acumulado estudios que abordan al menos dos distintos
mecanismos que pudieran respaldar la identificacion de genes candidatos (ya sea por pérdida
0 ganancia de funcién): uno orientado a dosis génicay otro a SNVs. Por ejemplo, un miembro
de la familia HOX, el gen SHOX, se encarga de controlar aspectos del desarrollo y del
crecimiento; la mutacion de éste se ve implicada en distintas enfermedades de defectos en el
desarrollo, que van desde efectos graves como el sindrome de Turner, hasta efectos leves
como estatura baja idiopatica (Binder, 2011). En un estudio Gervasini y colaboradores (2010)
por medio de Amplificacion de sondas tras ligacion multiple (MLPA) encontraron el gen
SHOX duplicado de forma parcial en cerca del 16% de la cohorte de MRKH (n=30), dicha
duplicacion aparecié tanto en casos familiares como esporadicos de pacientes con MRKH
tipo I; en el caso familiar se observd que la duplicacion provenia del padre y que estaba

ausente en 2 hermanas sanas. Por otra parte, se ha observado que los ratones knockout para



los genes Hox presentan anomalias del aparato urogenital, sin embargo, no se han
identificado mutaciones claramente patogénicas en estos genes en pacientes con MRKH
(Fontana et al., 2017), salvo variantes de significado incierto afectando los genes HOXA10y
HOXA11 en al menos 10 individuos con malformaciones uterinas esporadicas, asi como
mutaciones patogenicas en HOXA13 asociadas al sindrome Mano-Pie-Genital, el cual tiene

sobrelapamiento fenotipico con MRKH (Jacquinet et al., 2016).

Otro estudio mostrd por secuenciacion completa de exoma que las variaciones del gen
GREBLL son parte de la etiologia del MRKH. Sin embargo, se desconoce el mecanismo en
el que éste se relaciona con el desarrollo del sistema genitourinario y también concluyeron
que estas variantes no son por completo la causa de este sindrome y que se requiere de otros
factores ambientales o genéticos para generar la enfermedad (Jacquinet et al., 2020). Gran
cantidad de los genes candidatos se han obtenido a partir de la secuenciacion completa del
exoma en pacientes con MRKH o por su relacion en modelos de desarrollo animales, esta
lista incluye: Amh, Amhr2, Ctnnb1, Dachl, Dach2, Emx2, Hoxall, Hoxal3, Lamcl, Pbx1,
Rara, Rarb, Rarc, Wtl, DOCK4 HNRNPCL1, ITIH5, LRP10, MMRP14, OR2T2, OR4M2,
PAX8, PDE11A, RBM8A, TBX6, y ZNF816 (Backhouse et al., 2019). De manera general, los
hallazgos de SNV no han permitido integrar a la fecha un circuito genético que permita
comprender la naturaleza de los procesos de desarrollo que conducen a las malformaciones
uterinas, en parte por el conocimiento parcial que se tiene del desarrollo normal del TRF, y
también porgue los hallazgos genéticos han sido heterogéneos y con muy baja recurrencia
general entre las distintas pacientes estudiadas.

Debido a lo anterior, también se han realizado otro tipo de abordajes para entender la
etiologia del MRKH, orientados en aspectos genéticos funcionales. En uno de tales estudios,
se compararon microarreglos de genoma completo de tejido vaginal cultivado in vitro de
pacientes con MRKH; se encontro un patron diferente de expresion en multiples genes en
comparacion de mujeres clinicamente sanas, en total se encontraron genes regulados a la alza
y 133 a la baja, sin embargo, los genes MUC1, HOXB2, HOXB5, HOXCS8, JAG1 y DLL1 se
determinaron como genes candidatos por su expresion diferencial y su papel en el desarrollo

embrionario humano (Nodale et al., 2014).



Debido a que los genes candidatos, como una entidad individual, no han proporcionado un
esclarecimiento de la etiologia del sindrome MRKH, otros estudios proponen observar las
interacciones bioldgicas que se perturban por las distintas mutaciones observadas en las
pacientes con este sindrome, con la idea de integrar un modelo etioldgico. En este sentido, el
enfoque de biologia de sistemas y el estudio de redes genéticas permite conjuntar las
interacciones fisicas y funcionales entre las proteinas que participan en un proceso biolégico,
de manera tal que se puedan integrar relaciones mecanisticas y causales entre agentes
aparentemente heterogéneos, y poder vislumbrar eventualmente su relacion con el desarrollo
del TRF y el MRKH. Recientemente, el estudio realizado por Pontecorvi y colaboradores
(2021) mostrd un anélisis de redes, utilizando las proteinas cuyos genes se encontraron
alterados en las pacientes con MRKH. Este anélisis destacd algunas conexiones bioldgicas y
permitio determinar nuevas interacciones genéticas que probablemente pueden estar
involucradas en el desarrollo de esta condicion. Mientras que dicho trabajo se limit6 al uso
de las CNV y andlisis de redes, el presente trabajo pretende abordar un panorama mas amplio
con el uso de las CNV, mutaciones puntuales e integracion de redes de PPI.

Justificacion

Las pacientes con el sindrome de MRKH se ven afectadas por la falta de las estructuras
anatémicas, la dificultad para llevar una vida sexual normal y la incapacidad de procrear, lo
cual conlleva a otras afecciones que recaen en la esfera psicolégica y emocional. El
mecanismo etioldgico que subyace al sindrome MRKH se desconoce, y la identificacion de
distintos genes candidatos no ha permitido explicar la mayoria de los casos.

El presente trabajo tiene la intencion de realizar un analisis integrativo y detallado de las
variantes genéticas identificadas en una paciente con sindrome MRKH tipico, orientado a
comprender los genes e interacciones que pueden ocurrir entre sus productos, con el fin de
identificar vias bioldgicas o redes regulatorias que pudieran relacionarse con los mecanismos
patogénicos del MRKH. EI conocimiento genético de las causas de este sindrome puede
ayudar a las pacientes a recibir un diagndstico oportuno, a medicos tratantes a elegir las
mejores terapias y probablemente en un futuro contribuir a disminuir la recurrencia del

padecimiento.



Objetivo
Identificar a escala gendémica las variantes genéticas potencialmente patogénicas de una
paciente con sindrome de MRKH tipico, y realizar un andlisis integrativo de los hallazgos,

utilizando redes bioldgicas de PPl y categorias ontoldgicas establecidas.

Obijetivos especificos

e A partir de datos de microarreglos genémicos y de secuenciacion de exoma completo,
identificar y priorizar variantes y genes con potencial patogénico para MRKH.

e Analizar el efecto de las variantes puntuales con mayor impacto en la estructura y
funcién proteinica.

e Determinar la relacion fisica o funcional entre los productos de los genes candidatos
establecidos, y las variantes potencialmente patogénicas identificadas en la paciente,
mediante el andlisis de redes de PPI.

e Examinar en modulos o categorias bioldgicas la posible relacion funcional de los
genes candidatos establecidos y las variantes posiblemente patogénicas identificadas

en la paciente

Hipotesis

Dado que la evidencia existente apunta a que el sindrome MRKH es una condicién con base
genética producida por un mecanismo poligénico, y que las variantes genéticas en los genes
implicados pueden producir perturbaciones en sus funciones e interacciones, por lo tanto, un
abordaje exploratorio e integrativo, basado en técnicas genémicas y analisis de redes PPI,
permitira reconstruir e identificar vias bioldgicas que puedan estar relacionadas con el

desarrollo de este sindrome.

Meétodos

Tipo y disefio del estudio



El presente trabajo corresponde a un estudio observacional descriptivo, exploratorio y

transversal, centrado en un caso clinico seleccionado.

Poblacion y muestras
Este estudio se enfoca en el andlisis de datos gendmicos de un caso clinico seleccionado. El

caso clinico corresponde a una muestra de estudio conformada por una serie de mujeres
adultos diagnosticadas con MRKH, las cuales fueron incluidas durante el periodo 2014-2017
como parte de un proyecto de investigacion previo. A partir de esta poblacion de estudio se

constituyo6 un banco de &cidos nucleicos a partir de sangre periférica para su analisis genético.

Aspectos éticos y de bioseguridad
El presente trabajo se enfoco en el analisis computacional de datos gendémicos, por lo que

constituye una investigacion sin riesgos de bioseguridad. Los datos gendmicos fueron
obtenidos a partir de metodologias experimentales realizadas previamente, utilizando
muestras del banco de &acidos nucleicos conformado durante el desarrollo del proyecto
titulado “Identificacion de genes implicados en la morfogénesis uterina”, con niimeros de
registro vigentes DI1/11/310A/5/35 (Hospital General de México), y HIM/2017/065SSA1400
(Hospital Infantil de México), asi como DGAPA-UNAM IN219912 (concluido, Facultad de
Medicina, UNAM). La colecta de muestras para el banco de DNA se realizd mediante
consentimiento informado, utilizando los formatos aprobados por las comisiones de Etica e

Investigacion de las Instituciones participantes.

Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion
Para la generacion del banco de acidos nucleicos se consideré como criterio de inclusion de

caso, a pacientes adultos diagnosticadas con sindrome MRKH de tipo | y con muestras de
DNA disponibles, tanto de la paciente como parentales; se excluyeron las muestras de DNA
de pacientes con otro tipo de malformaciones y/o diagndstico (displasias u otras asociaciones
clinicas), y se eliminaron aquellos casos cuya muestra de DNA no presento integridad y
concentracion adecuada para los procedimientos experimentales, y/o que no se acompariara

de muestras de DNA parental disponibles.

Estrategia general de estudio



Se tomd el DNA de una paciente con MRKH seleccionada del banco de &cidos nucleicos, a
dichos datos gendmicos se les realizaron dos metodologias exploratorias de alto rendimiento:
microarreglo gendmico (para lo cual también se obtuvo el DNA de la madre) y secuenciacion
de exoma completo (WES, por sus siglas en inglés). A partir de los datos generados, se inicio
el analisis computacional planteado en el presente trabajo: se realizé un preprocesamiento
(andlisis estadistico y control de calidad), anotacion bioldgica de las variantes identificadas,
y posteriormente se realizd el andlisis de priorizacion de variantes genéticas. Una vez
obtenidos los conjuntos de datos (datasets) priorizados, se procedié de forma paralela a un
analisis individual sobre el impacto estructural de las variantes puntuales con mayor potencial
patogénico, asi como a un andlisis integrativo usando los distintos datasets, basado en redes
de interacciones proteina-proteina y categorias ontoldgicas, con el fin de reconstruir e
identificar vias biologicas cuya perturbacion pudiera incidir en el desarrollo del sindrome
MRKH.

Metodologias de alto rendimiento

Se realizaron microarreglos gendmicos con el fin de identificar CNV, es decir, duplicaciones
y deleciones submicroscépicas. EI modelo de microarreglo utilizado fue Cytoscan HD
(Affymetrix Inc.), que contiene 2.7 millones de sondas con cobertura gendmica, y una
distancia promedio de 1100 pb entre sondas. A partir de 250ng de gDNA de la paciente y de
la madre, se efectud el procedimiento de acuerdo con el protocolo provisto por el fabricante,
utilizando la plataforma Affymetrix 3000 7G (Thermo-Fisher Scientific) de la Unidad de
Genética del Hospital General de Mexico. Los datos crudos (archivo. CEL) fueron
preprocesados en Chromosome Analysis Suite v4.2 bajo parametros de alta resolucion:
segmento minimo detectable: 100 kb y 50 sondas contiguas; 5000 sondas para mosaicismo,
y 5000 pb para regiones de alta homocigosidad. Se utiliz6 un set de referencia provisto en el
programa, constituido por 380 controles (individuos clinicamente sanos) y el mapeo se
realizé segun el ensamble [GRCh37] del genoma humano, usando las anotaciones NetAffx
Build 20200828 (hg19).

La secuenciacion de exoma completo se realizo con la finalidad de determinar la presencia
de variantes puntuales (SNV o SNP), asi como variantes genicas (indels). La metodologia

fue realizada a partir de una muestra de 50 ng de gDNA de la paciente seleccionada, la cual



fue enviada a un servicio de secuenciacion en paralelo (Macrogen, Korea del Sur). Se utilizé
la plataforma NovaSeq 6000 (lllumina Inc.), y el kit de enriquecimiento SureSelect v6
(Agilent). Los datos crudos (archivo .FASTQq) fueron pre-procesados y alineados usando el
ensamble [GRCh37] del genoma humano; las variantes identificadas (archivo .VCF) fueron
extensivamente anotadas a través de un servicio externo, y desplegadas para su posterior

andlisis usando la herramienta Bplatform (Bitgenia, Argentina).

Analisis computacional de datos de microarreglos

El analisis se realiz6 en Chromosome Analysis Suite v4.2. Se anotaron y priorizaron las
microdeleciones y microduplicaciones halladas en el genoma de la paciente, de acuerdo con
la frecuencia poblacional (Database of Genomic Variants (MacDonald etal., 2014)) y
caracteristicas de su contenido génico, tales como prediccion de sensibilidad a dosis (base de
datos Decipher), perfil de expresion (base de datos GTEX; (Lonsdale et al., 2013), asi como
anotaciones clinicas (base de datos OMIM). Se priorizaron las deleciones y duplicaciones de
baja frecuencia poblacional (<1%), cuyo contenido génico resultara relevante, segin los

criterios mencionados.

Analisis computacional de datos de WES

Las anotaciones generadas para las variantes genéticas identificadas, incluyeron los
siguientes datos: profundidad, GQ y QUAL (calidad del genotipo asignado), posicion
(gendmica, en transcrito y en proteina); cambio de nucledtido; tipo e impacto del cambio
esperado en la codificacién de la proteina; interpretacion del impacto clinico de la variante
segun la American College of Medical genetics (ACMG) y la Asociacién de Patologia
Molecular (AMP) (Richards etal., 2015), frecuencia poblacional en bases de datos
gendémicos (gnoMAD, TGP), registro en la base de datos dbSNP, anotaciones clinicas
(ClinVar), conservacion filogenética del residuo, asi como valores obtenidos en distintos
predictores de impacto funcional, incluyendo Polyphen-2, CADD, M-Cap, Mutation Taster,
SIFT, entre otros. Utilizando esta informacién, se realiz6 un anélisis bioinformético orientado
a priorizar las variantes en categorias de patogenicidad, mediante un algoritmo de filtrado de

datos (Fig. 5). De manera paralela se realizaron dos abordajes de andlisis: uno centrado en



genes asociados con fenotipos urogenitales (Tablas 1y 2), y otro a manera de analisis abierto,

incluyendo todas las variantes genéticas halladas en todos los genes estructurales.

Mtaster (A, D)

Impacto

Frecuencia <0.01 Moderado

Genes tabla1
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M-CAP

Predictores
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Fig. 5. Algoritmo de priorizacion de variantes genéticas identificadas mediante WES. Het.Compuesto: Modelo de

enfermedad autosémico recesivo hetero compuesto.

Para el primer abordaje se integraron dos listas de genes relacionados con MRKH, a partir
de literatura y bases de datos: una de ellas de genes directamente asociados con MRKH
(Anexo, Tabla 1A) y otra de genes asociados con patologias y sindromes que presentan
sobrelapamiento fenotipico con las caracteristicas clinicas de MRKH (Anexo, Tabla 1B).
Para la integracion de las listas de genes candidatos se incluyeron los genes propuestos en las
revisiones de Backhouse y colaboradores (2019), Herlin (2020) y Fontana (2017).

Los parametros de cada criterio de priorizacion fueron como se describe a continuacion:
a. Profundidad minima de lectura >30 y calidad del genotipo QUAL>300.

b. Frecuencia poblacional de las variantes, utilizando tres bases de datos: gnomAD
Exome, gnomAD Genome y 1000G. Se filtraron variantes de alta frecuencia
poblacional, quedando aquellas consideradas de baja frecuencia (<0.01).

c. Priorizacion por consecuencia de la variante en la codificacion de la proteina, donde se

consideraron como impacto alto:



e Ganancia de coddn de paro o sin sentido (nonsense): Variante de secuencia por la
gue se cambia al menos una base de un codén, lo que da como resultado un codon
de paro prematuro, lo que lleva a una proteina truncada.

e Cambio del marco de lectura (frameshift): Variante de insercion o delecion que
provoca el corrimiento del marco de lectura, porque el nimero de nucle6tidos
insertados o eliminados no es multiplo de tres.

e Variante en el sitio aceptor de maduracion (splicing): Una variante de que cambia
la region de 2 bases en el extremo 3 ' de un intrén o base aceptora.

e Variante en el sitio donador de splicing: Una variante que cambia la region de 2
bases en el extremo 5' principal de un intron.

e Variante de interaccion estructural: Una variante que impacta en las interacciones

internas de la estructura polipeptidica resultante.

De impacto moderado se consideraron:

Variantes con sentido equivocado (missense): Variante que da como resultado una
secuencia de nucleétidos diferente, la cual puede cambiar el aminoacido resultante

sin alterar el marco de lectura.

d. Variantes no registradas en la base de datos de Polimorfismos de nucle6tido Unico

(dbSNP).

e. Valoracion de impacto en la estructura y funcion proteinica mediante predictores y
metapredictores computacionales.

e Mutation Taster: Meta-predictor que permite evaluar el potencial causante de
enfermedad de variantes de secuencia, integrando un valor predictivo con base a la
conservacion evolutiva, cambios en sitios de “splicing”, pérdidas de funcion de
proteinas y cambios que pueden afectar la abundancia del mARN (Dong et al.,
2015); clasifica las variantes como polimorfismos, patogénicas o patogénicas-
automaticas, y asigna un valor de probabilidad a clasificacion efectuada.

e Puntuacién mendeliana de patogenicidad clinicamente aplicable (M-CAP): Es un
meta-predictor de variantes (sustituciones) que remodela un algoritmo de

clasificacion basado en valores de predictores simples como SIFT, Polyphen-2 y



CADD, integrando un valor predictivo entre 0 y 1; se utilizé un umbral de >0.025
para separar las variantes patogénicas (Jagadeesh et al., 2016), considerando que
aquellas con menor valor se clasifican como benignas con una confianza de 95%.

e SIFT: Se basa en la homologia de la secuencia para predecir si una variante de
aminodacido alterara la funcion de la proteina, y con ello su fenotipo (Ng & Henikoff,
2003) Se utilizo el criterio de >0.95 para determinar un efecto deletéreo.

e CADD v1.4: Prediccion funcional de un SNP. Esta herramienta compara los efectos
de alelos fijos o casi fijos de 14.7 millones de variantes de alta frecuencia en
humanos contra variantes simuladas, con lo cual genera un indice de nocividad, es
decir, la correlacion entre la funcionalidad y la patogenicidad que tiene dicha
variante (Kircher et al., 2014). Se consideraron las variantes con un score >11como

posiblemente Deletérea, y >14 como deletérea.

f. Evaluacion de la conservacion filogenética de la base.

e GERP++: Score de conservacion que cuantifica los déficits de sustitucion en
alineamientos maltiples de genes ortélogos de 35 mamiferos (Dong et al., 2015). El
umbral de >4.4 se tomd como conservacién de la base/posicion, siendo el indice
méaximo de conservacion de 6.17.

e PhyloP: indice de conservacion de DNA basado en alineamientos de 146
vertebrados, con valores de -14 para los menos conservados hasta +6 los mas
conservados. El valor >1.6 se utiliz6 como umbral para determinar base/posicion
conservada.

e PhastCons: indice que representa la probabilidad de seleccion negativa de un
nucleétido, de acuerdo con alineamientos locales y de regiones vecinas (Basu et al.,

2013); genera valores en el rango de 0 a 1, donde 1 indica una alta conservacion.

Ademas de las anotaciones previamente descritas, se realizaron tres anotaciones adicionales
a las variantes previamente priorizadas, incluyendo el indice predictivo de haploinsuficiencia
(pHI) y el indice predictivo de tolerancia a la pérdida de funcion (pLlI), asi como el perfil de
expresion cualitativo. Los pHI'y pLI fueron tomados de base de datos Decipher (Firth et al.,

2009), la cual tiene una orientacion clinica. Por un lado, el pLI indica la probabilidad de que



un gen sea intolerante a las mutaciones que producen pérdida de funcion (LOF); mientras
que el pHI indica la probabilidad de que un gen sea haploinsuficiente (Firth et al., 2009), es
decir, que requiere de las dos copias gendmicas para producir el fenotipo silvestre. El perfil
de expresion se determind de forma cualitativa utilizando la base de datos GTEx (Lonsdale
etal., 2013), considerando como un patron positivo cuando la expresion del gen ocurre
preponderantemente en tejidos relacionados con MKRH (Utero, vagina, endometrio,
miometrio, trompas de Falopio, etc.); patron compatible cuando la expresion génica incluye
dichos tejidos y otros relacionados con MRKH tipo Il, y patron negativo cuando no hay

expresion genica en los mismos o ésta es residual (<5 transcritos por millon).

Analisis proteico estructural

Una vez priorizadas las variantes segun los criterios previamente descritos, para aquellas con
mayor rango se realizé un modelaje por homologia tanto de la proteina silvestre como la
version mutante, utilizando el servidor Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018), con la
finalidad de evaluar o corroborar las posibles perturbaciones en el plegamiento o funcién de

la proteina afectada.

Analisis de redes de interaccidn proteina-proteina (PPI)

Con el fin de realizar un andlisis integrativo de las variantes genéticas identificadas, asi como
explorar un posible mecanismo poligénico para esta condicion, se reconstruyeron redes de
interaccién funcional o fisica entre proteinas, utilizando la base de datos STRING
(Szklarczyk et al., 2019). Los parametros considerados para la reconstruccion de redes de
interacciones fueron: a) Fuentes de datos: experimentos, bases de datos, co-expresion y co-
ocurrencia. b) Confianza: Media (0.5). ¢) Niumero maximo de interactores: 10, en primer
grado o primera capa. Se generaron varios modelos de redes: una exploratoria construida con
los genes identificados en la paciente (a partir de las variantes potencialmente patogénicas,
priorizadas segun el algoritmo descrito previamente, Anexo 2). Posteriormente, se genero

otra red que incluye los genes previamente identificados en literatura como candidatos y/o



asociados a MRKH (Anexo, Tabla 1A). Finalmente, se integré una red utilizando los datos
de las dos redes previas; para cada caso, se analizaron los resultados obtenidos, incluyendo
el numero total de modulos obtenidos, nimero de nodos que constituyen cada médulo, asi
como numero de nodos sin integrar; posteriormente se realizé6 mineria de datos mediante el

incremento de interactores, reevaluando los resultados obtenidos.

Analisis enriquecimiento funcional de redes PPI

Utilizando las herramientas provistas en STRING, se realizaron analisis de enriquecimiento
funcional en cada una de las redes PPI construidas, basandose en categorias de procesos
bioldgicos de Gene Ontology (Carbon et al., 2021).

Resultados

Analisis de CNV

Los datos de microarreglos permitieron la identificacion de las siguientes
microduplicaciones: 17921.31, 14qg32.33, 22q11.22 y 22q13.32q13.33, y dos
microdeleciones en Xq24 y Xq23 (Tabla 1).
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Fig. 6. Cariotipo molecular de la paciente en estudio. Los puntos azules indican ganancia de material genético, en rojo se
muestran las pérdidas.
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NUmero Tipo Cro | Cyto | Tama | Numer Genes Clasific | Nomenclatura | Anotaciones
de mos | band fio ode acion microarreglo del segmento
copias oma (kbp) genes clinica

3.00 Ganancia | 17 g21.31 | 572 8 KANSL1, KANSL1- Benigna | arr[GRCh37] Origen materno

AS1, ARL17B, 17921.31(442128 SCNVP
LRRC37A, ARL17A, 24_44784639)x3 (Frec.12.8%)
NSFP1, LRRC37A2,
NSF
1.00 Pérdida X q24 119 13 CT47B1, CT47A1, Probable | arrf[GRCh37] SCNVP CN id
CT47A10, CT47A11, Benigna Xq24(120002999 gssvL137268
CT47A12, CT47A2, _120122287)x1 (Frec.1.8%)
CT47A3, CT47A4,
CTA4TA5, CT47A8,
CT47A9, CT47AS,
CT4TA7
3.00 Ganancia | 14 g32.33 | 284 6 MIR4507, MIR4538, Significa | arrf[GRCh37] Origen materno
MIR4537, MIR4539, do 14932.33(106246 SCNVP CNid
FAM30A, ADAM6 incierto 289_106530460)x | gssvG12033
3 (Frec.0.09%)
3.00 Ganancia | 22 ql1.22 | 134 3 MIR650, MIR5571, Significa | arr[GRCh37] Origen materno.
IGLL5 do 22q11.22(231244 | SCNVP
incierto 98 _23258369)x3 (Frec.0.02%,
3.64%)

3.00 Ganancia | 22 gq13.32 | 608 2 C220rf34, MIR3667 arr[GRCh37] SCNVP CNid
- Significa | 22913.32913.33(4 | nsv4286863
q13.33 do 9396259_5000399 | (Frec.

incierto 9)x3 <0.00001%)
1.00 Pérdida X q23 418 1 LOC100126447 Significa | arr[GRCh37] SCNVP CNid
do Xg23(115905893 | nsv4039570 ///
incierto _116323691)x1 (Frec.
<0.00001%)
SCNVP CNid
CNid
nsv4051944
(Frec.
<0.00001%)

Tabla 1. Tabla de segmentos con duplicaciones o deleciones encontrados en la paciente. Resaltado en negrita
se muestran los genes codificantes de proteinas, los no resaltados pueden ser genes de RNA o pseudogenes.
SCNVP: Sobrelapamiento con CNV poblacionales.

A partir de estos datos, se realizo la priorizacion de CNV mediante el andlisis de origen
parental, asi como del contenido génico. Los resultados indicaron la presencia de 2 deleciones
y 4 duplicaciones, tres de las cuales también las presentaba la madre, y dos de ellas presentan
una frecuencia poblacional alta. Las CNV de significancia incierta contienen genes que
mayormente participan en el procesamiento de distintos tipos de RNA, no se encuentran
directamente relacionados a padecimientos ni con la expresion especifica en regiones
anatomicas relacionadas con el MRKH (Lonsdale et al., 2013). Aunque estos datos no

muestran una relacion directa, se incluyeron los genes de los CNV de significancia incierta




y que no fueran de origen materno a la red de IPP, para no descartar su posible participacion
en la generacién de este sindrome, por lo que se incluyeron 6 genes a la red (MIR650,
MIR5571, IGLL5, C220rf34, MIR3667, LOC100126447).

Analisis de WES

Como parte de la secuenciacion de exoma completo se obtuvieron los estadisticos de los
datos crudos, lo cual indica que se leyeron un total de 6,851,127,002 pares de bases, a partir
de un total de 45,371,702 lecturas. Se determin6 un contenido GC de 51.55% y un contenido
AT de 48.45%. El indicador de calidad Q20 se alcanzé en el 98.12% de las lecturas, mientras
el indicador Q30 se alcanzd en el 94.72% de ellas, por lo que se determind que los datos
tenian la calidad necesaria para su analisis. El indicador Q indica una relacién logaritmica de
la probabilidad de que la asignacion de una base sea incorrecta, por lo que el indicador Q10
indica que 1 en 10 lecturas es probablemente incorrecta, Q20 1 en 100, Q30 1 en 1000 (Ewing
& Green, 1998);

El alineamiento y Ilamado de variantes arrojo los resultados mostrados en la tabla 1, donde
se muestra que, de 124,049 variantes el 99.697% estaban ya reportadas anteriormente (Fig.
7). La profundidad de lectura en promedio fue de 47 lecturas, lo que reafirmo la calidad de
los datos (Fig. 7).



IMPACTO POTENCIAL

Kit SureSelect

All Exon
V6 B
Referencia GRCh37
#Variantes 124049
#Variantes 123673
conocidas L
dbSNP ratio 1
Het/Hom ratio 1.57
TI/TV ratio 2.33
Missense/Silent -
Profundidad 47 P
prom. variantes T —.
#Genes 21900
H#SNP 110247
#INS 6316
#DEL 7165

Fig. 7 Tabla de estadisticos y gréaficos de resultados

Priorizacion de variantes

Partiendo de 124,049 variantes identificadas en la paciente, se aplico el algoritmo de
priorizacion, obteniendo los resultados mostrados en la figura 8. Se identificaron un total de
101 variantes de impacto moderado a grave (Anexo 2, Lista de Genes). De estas 101
variantes, 17 mostraban mayor impacto estructural en las proteinas, por lo que se analizaron
de forma mas profunda. De estas 17 variantes (Tabla 2), se encontré que 8 se expresan de
forma diferencial en los tejidos relacionados con el MRKH (utero, vagina, endometrio,
miometrio, trompas de Falopio, etc). Ademas, tres de ellos son sensibles a dosis
(considerados como haploinsuficientes) y a mutaciones de pérdida de funcion (ESR1, SALL1,
JAG1), uno de ellos intolerante a la pérdida de funcion (PDGFC) y dos mas se consideran
solo haploinsuficientes (DYNC2H1, RPGRIP1L).



Patron

Variante Variante de Ll HI
Pos. Genémica proteina Efecto expresio (Degi her) (Def:)i her)
(Cr:Posicion) y mRNA n P P
(GTEX)
Var. de
G>C p.Lys200Asn . .
WNT9B 17:44952732 ¢.600G>C se_ntldo Negativo 0.54 34.84
equivocado
Var. de
A>G p.Val223Ala . .
EANCE ' 9.97912223 | c.668T>C sentido si (1) 0 43.39
equivocado
Var. de
C>A p.Pro146Gin . . * %
ESRL 6:152129484 | C.437C>A sentido si () 1 0.06
equivocado
. Var. de
G>A p.Arg1057His . . -
DYNCZHL © 11.103024105 | c3170G>A |  Sentdo si (D 0 0.57
equivocado
Var. de
G>A p.Ala346Val . . * *
SALLL 1651175096 | c.1037C>T sentido si(in 1 5.62
equivocado
Var. de
C>G p.Alal183Gly : _ .
RPGRIPIL 153653005 | 3548C>G sentido si (1) ) 9.18
equivocado
Var. de
C->G p.Thr463Ser . . .
PDGFC 4:55139727 ©.1388C5G se_ntldo si (1) 0.99 27.48
equivocado
Var. de
C>T p.Thr835Met . .
TTC7A 247300917 ©.2504C>T se_ntldo Negativo 0 45.91
equivocado
Var. de
G>C p.Leu368Val . .
MAP3K9 14:71216698 c1102C>G se_ntldo Negativo 0.07 37.92
equivocado
Variante de
JAG1 G>A €.588C>T interaccion si (1) 1* 1.06*
estructural
C>T p.GIn294* Var.sin | Negativo
PROZ 13:113826030 €.880C>T sentido 0 89.66
G>A p.Arg1395* Var.sin | Negativo
USP54 10:75264736 | c.4183C>T | sentido 0 25.01
C>A p.Glu171* Var.sin | Negativo
RCVRN 17:9801504 c511G>T sentido 0 27.95
G>A p.Arg76* Var.sin | Negativo
GPR113 2:26540944 €.226C>T sentido 0 i
C>T p.Arg405* Var. sin .
TUFTL 1:151554166 €.1213C>T sentido si (1) 0 48.72
C>T p.Arg281* Var.sin | Negativo
RITAL 12:113629581 c.841C>T sentido 0 )
C>T Var.donador | Negativo
MYH1 17:10417137 C.741+1G>A splicing 0 151

Tabla 2. Anotacién adicional de mutaciones identificadas como de més alto impacto. Patrén de expresion: 1.
Indica patrdn positivo, cuando la expresion del gen ocurre preponderantemente en tejidos relacionados con MKRH (Utero,



vagina, endometrio, miometrio, trompas de Falopio, etc.); Il Indica patrén compatible, cuando la expresion génica incluye
dichos tejidos y otros relacionados con MRKH tipo I; Negativo: cuando no hay expresion génica en los tejidos relacionada
al MRKH o ésta es residual. El color muestra la clasificacion del gen: amarillo: gen intolerante a la pérdida de funcion,
azul: gen haploinsuficiente, verde: gene intolereante a pérdida de funcién y haploinsuficiente. pLl: indice predictivo de
tolerancia a la pérdida de, pHI:indice predictivo de haploinsuficiencia. Los genes subrayados se encuentran descritos como
candidatos (Anexo, Tabla 1) *Niveles considerados positivos.
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Fig. 8. Filtrado de variantes. El numero al final indica el nimero de variantes obtenidas
después de cada filtro



Analisis del impacto estructural en proteina

A partir del analisis de WES, se identificd la variante ¢.317T>C (rs4968281 en la base de
datos dbSNP) que produce alteraciones en la proteina WNT9B, especificamente en la
posicion 106, generando un cambio de aminoacido Metionina p.(Met106Thr). Ademas, se
identifico otra variante ¢.600G>C p.(Lys200Asn) la cual no tiene registro en la base de datos
dbSNP; ésta es una transversion de G>C, generando un cambio de aminoacido de Lisina a
Asparagina en la posicion 200 (Fig. 9). Con el fin de mapear esta mutacion en la estructura
tridimensional de la proteina WNT9B y evaluar su impacto funcional, se realiz6 modelado
por homologia mediante la herramienta online Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018); para
esto se utilizo el modelo cristalografico reportado para la proteina Wnt3, con la cual WNT9B
comparte 34% de similitud en secuencia. Se report6 una Estimacion de la calidad del modelo
global (QMQE) de 0.59 y una calidad por residuo de 0.63 = 0.05, esto para ambos modelos
(silvestre y mutante). De ambos se gener6d un archivo .PDB, el cual permitié explorar la
estructura tridimensional de las proteinas y analizar el efecto que se podria tener debido a la

zona donde se encuentran las variantes (Figura 9).
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Fig. 9. Modelado por homologia de proteina WNT9B. Se utiliz6 la herramienta Swiss-Model
y el modelo cristalografico de la proteina homéloga Wnt3. a. Vista general de proteina
silvestre. b. Vista general de proteina WNT9BK200N de paciente MRKH.



Redes de interaccién proteina-proteina.

Para la generacion de la red de PPI se utilizo la base de datos de STRING 11.0; http://strin
g-db.org/) (Szklarczyk et al., 2019). Esta herramienta muestra asociaciones directas (fisicas)
e indirectas (funcionales) entre proteinas, lo que permite relacionar diversos conjuntos de
datos basados en el contexto gendmico, coexpresion, experimentos de alto rendimiento y
conocimientos previos. Se introdujeron como datos de entrada 98 genes identificados en la

paciente con variantes potencialmente patogénicas (Anexo. Tabla 2, Lista de genes), 6 genes
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Fig. 10. Red de interacciones proteicas de la paciente, se muestran las interacciones proteina-proteina codificadas por los
genes con mutaciones identificadas como moderadas-graves en la paciente (Anexo, tabla 2). *Solo se muestra la red mayor,
los nodos que no forman parte de la red se encuentran ocultos. Las zonas sombreadas muestran los clUsteres funcionales
generados identifiados por M-CAP. El tamafio de los nodos indica el pardmetro de Grado, donde en este caso indica un
valor de 10.



con mayor potencial patogénico pertenecientes a las CNV, y se afiadieron 10 interactores con

el fin de ampliar la red y
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Fig. 11 Red de interacciones proteicas, se muestran las interacciones proteina-proteina codificadas por los genes
candidatos de MRKH (lista en Anexo, tabla 1A). *Solo se muestra la red mayor, los nodos que no forman parte de la red
se encuentran ocultos. Las zonas sombreadas muestran los clisteres funcionales generados por M-CAP. El tamafio de los
nodos indica el parametro de Grado, donde en este caso indica un valor de 60.

enriquecer su conectividad. La red generada en STRING fue posteriormente analizada en el
programa Cytoscape (Paul Shannon et al., 2003) con la ayuda de los plugins stringApp,
CentiScaPe 2.2 y M-CAP. Con CentiScaPe se obtuvieron los parametros de grado,
centralidad, intermediacion y estrés. Esto gener6 una red con 114 nodos, de los cuales 57 de
éstos se encontraban conectados. Se generaron un total de 2 grupos: uno de 2 nodos, y uno
de 55 nodos (Fig. 10).

De manera paralela, se construyé una red PPI a partir de la lista de genes candidatos de
MRKH, la cual esta conformada por 153 elementos (Anexo 1, Tabla 1A), los cuales se



incluyeron junto con 10 interactores adicionales para enriquecer la red y poder observar de
mejor manera las interacciones entre ellas. Por esta razén se obtuvo una red que incluye un
total de 163 nodos, de los cuales 150 se encuentran interconectados. La red generada se
conforma por 3 grupos que se encuentran distribuidos de la siguiente manera: un grupo de 2

nodos, uno de 4 y un grupo mayor de 143 nodos (Fig. 11).

Al unir los datos de ambas redes se obtuvo una red que muestra en conjunto los genes con
mutaciones de la paciente mas los genes candidatos de MRKH (Fig. 12), constituida por 256
nodos, de los cuales 207 se encontraron interconectados. En esta red se conformaron 6

grupos, cuatro de ellos de 2 nodos cada uno, uno de 4 nodos y el mayor de 195 nodos.
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Fig. 12 Red de interacciones proteicas, se muestran las interacciones proteina-proteina codificadas por los genes
candidatos de MRKH (lista en Anexo, tabla 1A). *Solo se muestra la red mayor, los nodos que no forman parte de la red
se encuentran ocultos. Las zonas sombreadas muestran los clisteresclusteres funcionales generados por M-CAP. El tamafio
de los nodos indica el parametro de Grado, donde en este caso indica un valor de 60.



Analisis de enriquecimiento funcional de redes PPI

El enriquecimiento funcional con Gene Ontology de la red de la paciente arrojé en primer
lugar una mayor representacion de genes relacionados con el desarrollo glandular con un
False Discovery Rate (FDR) de 0.00046 (Tabla 3). El enriquecimiento funcional de los genes
candidatos mostré una mayor representacion de procesos del desarrollo implicados en la
reproduccion (FDR= 1.71E-39), es decir, procesos del desarrollo que estan relacionados a la
capacidad del organismo para generar descendencia (Tabla 4). Por ultimo, el conjunto de
genes candidatos mas los de la paciente, mostro resultados muy semejantes a la de los genes
candidatos, sin embargo, se identific en cuarto lugar el proceso de morfogénesis del tubo,
asi como un aumento en el nimero de genes implicados en ambas redes, pues se
complementa con el numero de genes con los proporcionados por la paciente y con ello
aumenta la fuerza de la relacion. Pasando de 58 a 63 en “Proceso del desarrollo implicados
en la reproduccién”, 59 a 72 en “Morfogénesis de 6rganos animales” y de 50 a 54 en

“Desarrollo de la estructura reproductiva” (Tabla 5).

false 1
Genes -
Proceso celular Fuerza | discovery Proteinas dentro de la red
presentes rate

RPL19, FOXN1, HES1, SALL1, RPSI16,
Desarrollo glandular | 13de 395 | 0.75 0.00046 |PDGFRA, OXTR, PLAG1, TGFBR2, GLI2,
ESR1, DDR1, DAG1

CTSZ, TSC2, FOXN1, HES1, SALL1,

Morfogénesis del 13de414 | 0.73 | 0.00046 JAG1, WNT9B, JAG2, TGFBR2, GLI2,

epitelio ESR1, DDR1, DAG1

CRYBAI1, SPARC, HES1, SALL1, JAGI,
Desarrollo de érganos PDGFRA, WNT9B, USH2A, JAG?2,
sensoriales 15 de 515 0.7 0.00046 TGFBR2, BFSP1, DSCAM, GLI2, DDR1,

VIM

TSC2, SPARC, HES1, SALL1, JAGI,
14 de 485 | 0.69 0.00046 |PDGFRA, TENM4, AXIN2, OXTR,
TGFBR2, POU4F1, DYNC2H1, GLI2, TTN

Desarrollo del
corazon

CTSZ, TSC2, FOXN1, HES1, SALLI,
JAG1, PDGFRA, TENM4, WNT9B,
AXIN2, USH2A, JAG2, KRT7, HYALS,
PTPRS, TGFBR2, FLG, TUFT1, PHGDH,
POU4F1, BFSP1, GLI2, ESR1, DDR1,
DAGL, VIM, TTN

Desarrollo de tejidos | 27 de 1626 | 0.45 0.00046

Tabla 3. Enriquecimiento funcional de Gene Ontology obtenido a partir de la red resultante de la paciente. *Solo se
muestran los 5 primeros resultados, ordenados por el menor FDR.



Proceso celular

Proceso del
desarrollo
implicados en la
reproduccion

Genes

presentes

58 de 622

Fuerza

1.05

false

discovery
rate

1.71E-39

Proteinas dentro de la red

CFTR, HOXA11, LHB, AMH, KITLG, HES1,

BMP4, RARA, PDGFRA, AMHR2, TYRO3, LRP2,
WNT5A, TP63, LEF1, GNRH1, HOXA10,
WNT7A, FANCC, WNT9B, WNT4, BAX,
MERTK, CSF2, AXL, BCL2L1, MMP14, CYP7B1,
PGR, CSF1, WT1, CTNNB1, DLG1, LHX9,
SPO11, LHX3, PTEN, DACH2, SGPL1, NR5A1,
BAK1, AR, GATA3, LHFPL2, BCL2L11,
CYP19A1, FSHR, RARG, ESR1, PBX1, FGFR2,
RXRA, VDR, AKT1, GREB1L, LHX1, HNF1B,
DACH1

Desarrollo de la
estructura
reproductiva

50 de 405

1.17

6.09E-39

HOXA1l1, LHB, AMH, KITLG, HES1, BMP4,
RARA, PDGFRA, AMHR2, TYRO3, LRP2,
WNT5A, TP63, LEF1, HOXA10, WNT7A,
WNTSB, WNT4, BAX, MERTK, CSF2, AXL,
BCL2L1, MMP14, CYP7B1, PGR, WT],
CTNNB1, DLG1, LHX9, SPO11, LHX3, PTEN,
SGPL1, NR5A1, BAK1, AR, GATA3, BCL2L11,
CYP19A1, FSHR, RARG, ESR1, FGFR2, RXRA,
VDR, AKT1, GREBIL, LHX1, HNF1B

Diferenciacién
sexual

41 de 252

1.29

9.07E-36

HOXA11, LHB, AMH, KITLG, RARA, PDGFRA,
AMHR2, TYRO3, LRP2, WNT5A, TP63,
HOXA10, WNT7A, WNT9B, WNT4, BAX,
MERTK, AXL, BCL2L1, MMP14, PGR, WT]1,
CTNNB1, LHX9, SPO11, DACH2, SGPL1,
NR5A1, BAK1, AR, GATA3, LHFPL2, BCL2L11,
CYP19A1, FSHR, ESR1, PBX1, GREB1L, LHX1,
HNF1B, DACH1

Morfogénesis de
Organos animales

59 de 865

0.91

7.71E-34

HOXA11, HOXC8, HES1, HOXB5, HOXB7,
HOXA7, BMP4, RARA, JAG1, KRAS, PDGFRA,
PRKX, PAX8, LRP2, AKT3, WNTSA, TP63, LEF1,
EIF4A3, WNT7A, FANCC, WNT9B, WNT4, BAX,
MMP14, CYP7B1, PGR, CSF1, WT1, HOXB2,
RARB, CTNNB1, DLG1, ZEB1, DLL1, LHX9,
VANGL2, PAX2, LHX3, PTEN, SGPL1, BAK1, AR,
ITGAS, BMP2, GATA3, WHSC1, BCL2L11,
GPC3, FGFRL1, RARG, ESR1, PBX1, FGFR2,
RXRA, VDR, GREB1L, LHX1, HNF1B

Desarrollo del
sistema urogenital

41 de 299

1.22

3.08E-33

HOXA11, AMH, HES1, BMP4, RARA, JAGL,
PDGFRA, PRKX, PAX8, WNTSA, TP63, WNT9B,
WNT4, BAX, CYP7B1, WT1, RARB, OVOL1,
CTNNB1, DLG1, DLL1, VANGL2, PAX2, PTEN,
SGPL1, AR, ITGAS, BMP2, GATA3, BCL2L11,




GPC3, CYP19A1, RARG, ESR1, PBX1, FGFR2,
RXRA, EMX2, GREB1L, LHX1, HNF1B

Tabla 4. Enriquecimiento funcional de Gene Ontology obtenido a partir de la red de genes candidatos. *Solo se muestran
los 5 primeros resultados, ordenados por el menor FDR

Proceso celular

Genes

false
discovery

Proteinas dentro de la red

Proceso de
desarrollo
implicado en la
reproduccion

presentes

63 de 622

0.89

rate

1.97E-32

CFTR, HOXA11, LHB, AMH, KITLG, HES1,

BMP4, SALL1, RARA, PDGFRA, AMHR?2,
TYRO3, LRP2, WNT5A, TP63, LEF1, GNRH1,
HOXA10, WNT7A, FANCC, WNT9B, WNT4,
BAX, MERTK, CSF2, AXL, BCL2L1, PDILT,
MMP14, CYP7B1, PGR, PLAG1, CSF1, WT1,
HYAL3, CTNNB1, DLG1, LHX9, SPO11, LHX3,
PTEN, DACH2, SGPL1, NR5A1, BAK1, AR,
GATA3, LHFPL2, BCL2L11, CYP19A1, FSHR,
RARG, GLI2, ESR1, PBX1, FGFR2, RXRA, VDR,
AKT1, GREB1L, LHX1, HNF1B, DACH1

Morfogénesis de
Organos animales

72 de 865

0.8

1.97E-32

HOXA11, HOXCS, CTSZ, FOXN1, HES1, HOXBS,
HOXB7, HOXA7, BMP4, SALL1, RARA, JAG1,
KRAS, PDGFRA, PRKX, PAXS8, LRP2, AKTS3,
WNTS5A, TP63, LEF1, WNT7A, FANCC, WNT9B,
WNT4, BAX, AXIN2, MMP14, CYP7B1, TCAP,
PGR, PLAG1, CSF1, JAG2, WT1, HOXB2, RARB,
CTNNB1, DLG1, TGFBR2, ZEB1, DLL1, LHXS,
VANGL2, TUFT1, PAX2, LHX3, PTEN, SGPL1,
BAK1, AR, POUAF1, ITGA8, BMP2, GATAS3,
WHSC1, BCL2L11, GPC3, FGFRL1, DSCAM,
RARG, GLI2, ESR1, PBX1, FGFR2, RXRA, DDR1,
DAG1, VDR, GREBI1L, LHX1, HNF1B

Desarrollo de la
estructura
reproductiva

54 de 405

1.01

1.97E-32

HOXA11, LHB, AMH, KITLG, HES1, BMP4,
SALL1, RARA, PDGFRA, AMHR2, TYRO3, LRP2,
WNT5A, TP63, LEF1, HOXA10, WNT7A,
WNT9B, WNT4, BAX, MERTK, CSF2, AXL,
BCL2L1, MMP14, CYP7B1, PGR, PLAG1, WT1,
HYAL3, CTNNB1, DLG1, LHX9, SPO11, LHX3,
PTEN, SGPL1, NR5A1, BAK1, AR, GATA3,
BCL2L11, CYP19A1, FSHR, RARG, GLI2, ESR1,
FGFR2, RXRA, VDR, AKT1, GREB1L, LHX1,
HNF1B

Morfogénesis del
tubo

60 de 615

0.87

2.84E-30

HOXA11, SALL4, CTSZ, TSC2, FOXN1, HES1,
HOXA7, EFNB2, BMP4, SALL1, RARA, JAGI,
KRAS, PDGFRA, PRKX, PAX8, LRP2, PIK3CA,
WNT5A, TP63, LEF1, EPHAL, WNT7A, WNT9B,
WNT4, BAX, MMP14, TCAP, PGR, CSF1, WT1,




DACT1, CTNNB1, DLG1, TGFBR2, ZEB1, DLL1,
VANGL2, PAX2, PTEN, SGPL1, BAK1, AR,
BMP2, GATA3, TRIM71, BCL2L11, GPC3,
RARG, GLI2, ESR1, PBX1, FGFR2, DDR1, DAG1,
VDR, ZEB2, GREB1L, LHX1, HNF1B
HOXA11, HOXCS, SALL4, CTSZ, TIMP1, TSC2,
LHB, AMH, CRYBA1, RPL19, FOXN1, KITLG,
SPARC, HES1, HOXBS, HOXB7, HOXA7, BMP4,
SALL1, RPS16, RARA, JAG1, KRAS, FST,
PDGFRA, AMHR2, CDK4, PRKX, PAX8, TYRO3,
LRP2, AKT3, PIK3CA, WNTS5A, TP63, LEF1,
RB1, TENM4, HOXA10, WNT7A, FANCC,
WNT9B, WNT4, BAX, MERTK, CSF2, AXL,
BCL2L1, AXIN2, USH2A, MMP14, CYP7B1,
TCAP, OXTR, PGR, PLAG1, CSF1, JAG2, KRT7,
0.5 | 3.57E-30 | WT1, HOXB2, RARB, CMTM7, HYAL3, OVOL1,
LMX1A, CTNNB1, DLG1, IGF2R, PTPRS,
TGFBR2, LRP10, SDF4, ZEB1, DLL1, LHX9,
VANGL2, FLG, TUFT1, PHGDH, PAX2, SPO11,
LHX3, PTEN, SGPL1, NR5A1, BAK1, PTPN3, AR,
SLC38A10, POU4F1, BFSP1, ITGAS, BMP2,
GATA3, WHSC1, AKT2, BCL2L11, GPC3,
TTC7A, CYP19A1, DYNC2H1, FGFRL1, DSCAM,
FSHR, RARG, GLI2, ESR1, PBX1, FGFR2, RXRA,
DDR1, DAG1, VDR, EMX2, AKT1, ZEB2,
GREB1L, LHX1, HNF1B

Tabla 5. Enriquecimiento funcional de Gene Ontology obtenido a partir de la red conjunta de genes de la paciente mas
genes candidatos. *Solo se muestran los 5 primeros resultados, ordenados por el menor FDR.

Desarrollo de 120 de
Organos animales 2926

Discusion

Los analisis genéticos y la presencia de casos familiares de MRKH apuntan a que este
sindrome es causado por un mecanismo poligénico, sin embargo, ain no se logra dilucidar
una etiologia genética clara. Dentro de los mecanismos propuestos se han identificado
alteraciones en las CNV, algunas de estas alteraciones se encuentran reportadas mas
frecuentemente en pacientes como las asociadas con la enfermedad, tales como las
duplicaciones en 1g21.1 (M. J. Chen et al., 2015; Cheroki et al., 2008; Susanne Ledig et al.,
2011; McGowan et al., 2015) y Xpter-p22.32 (Morcel et al., 2012), o deleciones en 4934-
gter, 8p23.1, 10p14, 16p11.2, 17912, 22911.21 y Xq21.31 (Cheroki et al., 2008; Gatti et al.,
2018; Morcel etal., 2011; Nik-Zainal etal., 2011). Aunque muchos de estos sitios



cromosomicos contienen genes que podrian considerarse como candidatos, no se ha
observado una causalidad directa. Sin embargo, algunos estudios han buscado SNP
concomitantes con la CNV; entre éstos, el de Sandbacka y colaboradores (2013), buscaron
SNP dentro de los genes que eran parte de las CNV méas comunes en pacientes con MRKH,
por lo que determinaron que en su cohorte (n=112) se encontraba de forma simultanea la
delecion de 16p11.2 y una variante del gen TBX6 con una frecuencia del 3.6%. Por otra parte,
Ledig y colaboradores (2011) encontraron de forma recurrente la delecion en la region 17q12
y en menor frecuencia la mutacién puntual de LHX1; por lo que sugieren que podria ser una
enfermedad de herencia oligogénica. Ya sea de forma conjunta o por separado, los estudios
de CNV no han logrado generar un modelo etioldgico, sobre todo porque las alteraciones no
se presentan en gran parte de las mujeres con MRKH y ademas hasta el momento no se ha
podido analizar la herencia directamente, ya que las mujeres con MRKH pocas veces logran
tener hijos lo cual no permite observar si las alteraciones en las madres permanecen en los

hijos, y el impacto en las generaciones subsecuentes.

Otros estudios han intentado generar una hipdtesis del desarrollo de la enfermedad con la
presencia de SNP. La mayoria de los trabajos iniciales por SNPs mantuvieron la idea de un
gen candidato con un enfoque monogénico u oligogénico. Como es el caso del estudio
presentado por Waschk y colaboradores (2016) donde se propone el gen WNT9B como gen
candidato, ademas de su asociacion con mutaciones en los genes LHX1y TBX6, por lo que
se propone un modelo de enfermedad digénico, sin embargo, estas mutaciones solo se
encontraron presenten en el 4.6% de las pacientes. Este tipo de enfoque obtuvo relaciones
causales poco frecuentes y genes candidatos que poca relacion terminaban guardando con la
enfermedad (Williams et al., 2017).

Debido a esto, otro nuevo enfoque en la bdsqueda de la etiologia del MRKH surge al
conjuntar la contribucion de CNV con las redes de PPI. El estudio desarrollado por
Pontecorvi y colaboradores (2021) muestra alteraciones en la CNV en el 25% de las
pacientes, e integran los genes que se encuentran en estas duplicaciones o deleciones en una
red de interaccion; dentro de la red de interaccion se encontrd una relacion de dichos genes

con en el desarrollo anatdmico estructural. Hasta ahora este tipo de enfoque es el que mas ha



permitido vislumbrar una posible relacion causal del sindrome MRKH, sin embargo,
consideramos que no solo es importante tomar en cuenta los cambios de dosis producidos en
las CNV, sino también integrar a este tipo de modelos las mutaciones puntuales que pudieran
estar alterando las interacciones proteina-proteina, contribuyendo de un modo sutil o poco

cuantificable; lo cual permite integrar un modelo etioldgico mas completo

Dentro de los datos de WES se obtuvo una profundidad promedio de 47 lecturas, lo cual
indica que la secuenciacion se encuentra en un buen pardmetro ya que se espera entre 40 y
50 lecturas por base para considerarlo como una lectura de calidad (Eastman & Yuan, 2015).
El indicador Q30 se alcanzo en el 94.72% de las lecturas y el Q20 en el 29.12%, es decir, el
94.72% de los datos tiene una probabilidad del 99.9% de ser correcta y el 29.12% un 99.99%.
De las 124,049 variantes encontradas en la paciente, se encontré que cerca del 1% tenia un
impacto potencial alto en la proteina y un 10% un impacto moderado. Para priorizar las
variantes en la paciente se consideraron distintas caracteristicas. Entre ellos la frecuencia de
estas variaciones en la poblacion en general, esto debido a que entre mas baja es la
distribucion en la frecuencia de un polimorfismo en un gen refleja una mayor presion de
seleccion (Desai & Plotkin, 2008). Ya que si bien los polimorfismos génicos surgen a través
de las mutaciones, cuando estos generan un impacto mayor a rasgos funcionalmente
importantes, tienden a eliminarse rapidamente por fuerzas de seleccion (Lande, 1976).
Ademas, se utilizaron puntuaciones de conservacion filogenética, pues con ello se trata de
observar si el locus se preserva tanto a nivel intraespecifico como interespecifico. Ya que se
ha observado que los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) no se presentan en todas
las regiones por igual, los sitios més conservados son los que son cruciales para codificar
regiones funcionales, por tanto soportan menos los cambios (Castle, 2011). Por ultimo, se
utilizaron predictores de dafio en la proteina, los cuales consideran diversos factores como:
la conservacion filogenética del residuo, afectacion de sitios de splicing, dafio estructural de
la proteina, y varios mas. Gracias a este algoritmo de filtrado se logré acotar de 124,049 a
101 variantes, de las cuales, mas del 99% se encuentran categorizadas por la ACMG como
de “significancia incierta” o VUS por sus siglas en inglés (Variant of Uncertain Significance).
Por dicha razén se prosiguié a hacer un analisis mas exhaustivo de las variantes de mayor

prioridad. De estas 101 variantes, 17 mostraban prediccion de mayor impacto estructural en



las proteinas que codifican (debido a las puntuaciones de los predictores) y una relacion con
el desarrollo del aparato genitourinario. La tabla 2 muestra el tipo de mutacion al que
corresponde cada una de las variantes, 9 de estas variantes generan un codén de paro en un
sitio equivocado, dando lugar a una proteina trunca y/o no funcional. Este tipo de mutaciones
pueden tener consecuencias muy graves y muchas de estas estan asociadas a enfermedades
genéticamente heredadas y a distintos tipos de cancer (Catherine L Jopling, 2014). Una
mutacién generd un cambio en un sitio donador de splicing; este tipo de cambios han tomado
importancia en los afios recientes pues aungue pueden ocurrir tanto en los intrones como en
los exones puede generar dafios en el transcrito y por ende en la proteina; ya que estas
mutaciones normalmente generan errores al reconocer los sitios de splicing, lo que puede
generar una alteracion al momento de remover los intrones, retirar parte de los exones y con
ello mover el marco de lectura, por lo que en la traduccion se generan proteinas defectuosas
(Anna & Monika, 2018). Otro parametro utilizado para analizar el impacto de estas variantes
fue evaluar la probabilidad de que estas pertenezcan a genes intolerantes a LOF, es decir, que
sean genes que no toleran las mutaciones pudiendo alterar cualquier elemento genético, lo
cual incluye las proteinas. La intolerancia a la pérdida de funcion se incluy6 debido a que
variaciones cerca del en estos genes se han visto relacionadas con enfermedades hereditarias
(MacArthur & Tyler-Smith, 2010). A su vez también se verifico la probabilidad de que estos
genes fueran haploinsuficientes, esto debido a que estos genes no toleran la mutacién por
LOF o delecion de alguno de los alelos cuando estos pertenecen a un organismo diploide,
porgue un solo alelo no es capaz de producir y fenotipo normal. Ademas, este tipo de genes

se encuentra relacionado a enfermedades de herencia dominante (Johnson et al., 2019).

Analisis orientado a genes candidatos

Dentro de las mutaciones de la paciente se encontré una en el gen DYNC2H p.Arg1057His,
ademas que se identifico este gen como sensible a la pérdida de funcion. Dicho gen codifica
para la cadena pesada de dineina, proteina que participa dentro del proceso de transporte
intraflagelar ciliar; el cual es un proceso ampliamente regulado, conservado y necesario para
la sefializacion durante los procesos de desarrollo normal (Schmidts et al., 2013). La via de
Sonic Hedgehog (SHh) es una via de sefializacion de morfégenos muy conservada y que esta

relacionada en la organogénesis de muchos metazoarios. Se ha observado que las mutaciones



que afectan la funcién del gen DYNC2H1 pueden conducir a la regulacion a la baja de la via
SHh, causando una alteracion importante durante el desarrollo, llegando a fenotipos de
ausencia total de neuronas motoras en la region cervical, sin embargo, la sefializacion de SHh
actua de forma diferente a lo largo del axis embrionario de una forma aun no comprendida
(Legué & Liem, 2020). La via de SHh normalmente se relaciona al desarrollo del sistema
neural, sin embargo, se ha visto implicado en la diferenciacion sexual, donde juega un papel
critico en el desarrollo embrionario del tracto reproductivo y el desarrollo de genitales
externos; esto por un mecanismo de comunicacion entre los epitelios y las células
mesenguimales (Franco & Yao, 2012). Ademas, se ha visto que la activacién de esta via por
SHh es indispensable para el desarrollo uterino embrionario y adulto, ya que se ha observado
que los WD son necesarios para la activacion de SHh, la cual se requiere para el desarrollo
de los oviductos, el cuerno y el cuello uterinos (Haraguchi et al., 2021). La via de SHh tiene
3 ligandos distintos, donde el més estudiado es el de SHh; al no encontrarse la presencia de
estos ligandos la via se encuentra reprimida por el receptor PTCH1 o PTCH2, y una vez
activada, se produce la activacién de los factores de transcripcion: GLI1, GLI12, GLI3 (Franco
& Yao, 2012). Entre éstos, el gen GLI2 presentd dos variantes de importancia (Anexo, Tabla
2), lo que podria afectar también los procesos normales de esta via. Gli2 actua principalmente
como activador de la transcripcion, sin embargo, también puede actuar como represor aunque
en menor medida (Pan et al., 2015). A pesar de que Gli2 no tiene un papel bien definido
durante el proceso de sexualizacion, se ha observado que es indispensable para algunos
procesos como la diferenciacion sexual de érganos sexuales masculinos externos (Miyagawa
etal,, 2011). La alteracion de la via de SHh presentaria congruencia fenotipica con el
sindrome MRKH, ya que se ha reportado que al verse alterada la via de SHh no se observan
cambios en el desarrollo ovarico, debido a que esta via se debe mantener inactiva en el ovario
fetal, sin embargo, hay indicios de que podria afectar el desarrollo de las células pre-
foliculares (Franco & Yao, 2012).

Las mutaciones de pérdida de funcion del gen JAG1 estan relacionadas con el sindrome de
Alagille ya que se presentan en cerca del 70% de los casos. Este es un sindrome caracterizado
por anormalidades en el desarrollo que afecta multiples 6rganos, incluyendo el corazén,

higado, ojos, cara, rifiones y pancreas (Zhang et al., 2018). La relacion que guarda la proteina



Jagl y los defectos en el desarrollo se debe posiblemente a que forma parte de la via de
sefializacion de Notch como uno de cinco ligandos; la via de Notch se encuentra altamente
conservada y controla procesos de diferenciacion en muchos tejidos por sefiales de contacto
célula-célula (Hunkapiller et al., 2011). La via de Notch forma parte de la regulacion del
desarrollo del cérvix, ovarios y tejido epiteliar uterino (Orzechowska et al., 2020). Aunque
se ha visto que una desregulacion en la via de Notch tiene efectos sobre el desarrollo del
tracto uterino, solo se observan defectos en el oviducto, vascularizacion del sistema
(Ferguson et al., 2016), células estromales uterinas y en el ovario (Orzechowska et al., 2020).
Lo que nos lleva a sugerir que esta via no se ve implicada al menos de forma directa en el
desarrollo del sindrome de MRKH. Sin embargo, la via de Notch tiene una comunicacién
directa con la via de WNT/b-catenina (Ferguson et al., 2016).

Entre de los genes de mayor importancia mostrados en la Tabla 1, se encuentra WNT9B, un
miembro de la familia WNT, que es esencial para el alargamiento de los MD y con ello el
desarrollo del tracto reproductor femenino (Carroll et al., 2005; Waschk et al., 2016), ademas
de ser un factor en el desarrollo de rifiones, pues las células progenitoras de los rifiones
necesitan esta la sefial de Wnt9b para su correcto desarrollo y diferenciacion (Karner et al.,
2011). En conjunto, la sefial de Wnt9b se considera que regula la transicién del mesénquima
metanéfrico a epitelio de los rifiones adultos, y regula diferentes procesos de diferenciacion
del WD, MD vy los tabulos mesonéfricos (Carroll et al., 2005). Por dichas razones Tang y
colaboradores (2014) propusieron las mutaciones del gen WNT9B como causantes de las
anomalias del conducto milleriano, entre ellas el MRKH; sin embargo, en cerca de las 550
pacientes sometidas al estudio no encontraron que estos SNPs fueran lo dafio no genera
sefiales de alerta s responsables de estas anomalias. Ya especificamente hablado del sindrome
de MRKH gracias a la secuenciacion de exoma en una cohorte de 442 mujeres de China, se
han observado en WNT9B variantes causantes de LOF, sin observar estas variantes en la
poblacion control, por lo que se ha categorizado a este gen como uno de los mas recientes
genes candidatos (N. Chen et al., 2021). Experimentalmente se ha observado que el doble
knock out presenta un fenotipo similar al del MRKH (Waschk et al., 2016). Un estudio
realizado por Ravel y colaboradores (2009), al momento de buscar mutaciones de WNT9B

en mujeres con MRKH concluye que el SNP (WNT9B ¢.317T>C) mayormente encontrado



en su cohorte no puede ser considerado como un agente causal pues esta presente en mas del
30% de la poblacion caucasica. Otro estudio concluye que hay una asociacion entre una
mutacién sindnima de WNT9B (¢.399G>T) y la presencia de MRKH y ademas la interaccion
aditiva que fomentaba un mayor riesgo de padecer MRKH cuando se encontraba una variante
de PBX1; ademas, documentan efectos de epistasis al conjuntar los efectos de los genes AMH,
PBXQ, WNT7A y WNT9B (Ma etal., 2015). Si bien la evidencia no es concluyente, la
integracién a un modelo oligogénico parece incrementar la certeza de que el gen WNT9B
participa en la etiologia del sindrome, por lo que el analisis de las redes funcionales podria

dar una mejor idea de su contribucion en el desarrollo del MRKH.

El anélisis estructural de las proteinas WNT9B silvestre y mutante mostré un QMQE de 0.59
y uno de calidad global por residuo de 0.63 £ 0.05, ambos puntajes arrojan valores entre 0 y
1, por lo que un valor de 0.59 y 0.63 es aceptable para hacer aproximaciones, sin embargo,
el modelo tiene limitaciones. En la figura 13 se observa que la proteina silvestre presenta una
metionina en el sitio 106, el cual cambia a treonina en la proteina de la paciente, esta mutacion
segun los predictores computacionales no genera dafio estructural (MutationTaster:
polimorfismo, CADD:Benigno, SIFT:Tolerable). EI cambio de metionina a treonina podria
generar la aparicion de un dipolo que la metionina es un aminoacido hidrofébico y la treonina
un aminodcido polar sin carga, pudiendo generar una interferencia estérica (Biro, 2006). Sin
embargo, se ha mostrado que las sustituciones especificas de metionina dentro de una
estructura beta-plegada por algin otro aminoéacido, genera cambios neutros o lo mas parecido
a una proteina wild-type, por lo que se espera que la mutacion p.Met106Thr no genere un
gran impacto en la proteina (Gray etal., 2017). Por otra parte la mutacion ¢.600G>C
p.(Lys200Asn) cambia la lisina que es un aminoacido polar con carga por una Asparagina
gue es un aminoacido polar sin carga (Bruce et al., 2002), lo anterior cobra importancia ya
que el modelo tridimensional muestra que este residuo forma parte de una alfa-hélice, la cual
se encuentra cargada de forma negativa en una de sus caras (superficie expuesta); la
homogeneidad de cargas de esta superficie se encontraria interrumpida en la proteina
mutante. Los predictores computacionales de impacto en la proteina mutante muestran
concordancia en relacion con un impacto dafiino (MutationTaster: A “Patogénico”, M-CAP:

Posiblemente patogénico, CADD:Deletéreo, SIFT:Damaging). Se ha observado la



intolerancia a la sustitucion de aminoacidos segun la estructura secundaria en la que
participan, y se ha observado que la sustitucion de la Lisina es la cuarta sustitucion que mas
impacto genera dentro de las alfa-hélices (Gray et al., 2017). Ademas, esta zona con carga
podria ser una zona de interaccion o por lo que la pérdida de la carga podria generar un

impacto alto en la funcion de la proteina.

Fig. 13. Acercamiento estructural de proteina WNT9B. ¢. Acercamiento que muestra la estructura de Metionina 106
(wild-type). d. Acercamiento y estructura de la mutacién por Lisina en la posicion 106. e. Acercamiento y
estructura de Lisina 200 (polar con carga) wild-type. f. Acercamiento y estructura de la mutacién por
Asparagina 200 (polar sin carga). En rojo se muestran los aminoacidos con carga negativa, en azul
aminoacidos con carga positiva.

El analisis de las PPl mostr6 que la red de la paciente tiene un valor de p de 0.023, lo cual
indica que el nimero de interacciones en la red es significativo, es decir, que al menos las
proteinas que la integran se encuentran biolégicamente conectadas. Si bien la red de la
paciente muestra menos grupos o clasteres (Fig. 10), las proteinas que los conforman o bien



el cluster completo se integran a distintos clusteres cuando se genera la red conjunta de la
paciente més genes candidatos (Fig. 13); al adicionar los genes de la paciente, la
heterogeneidad de la red aumenta 0.125; la heterogeneidad de la red esta directamente ligada
a su topologia, donde entre mas heterogénea es, mas se asemeja a una red libre de escala
(Ashtiani et al., 2018); éste es un tipo de red que tiene algunos elementos muy conectados y
otros no tan conectados, pero no son uniones aleatorias y por tanto son consideradas como
redes naturales (Scardoni & Laudanna, 2012). Los cllsteres de mayor conectividad
encontrados en la red de datos de la paciente no muestran relacion directa con el MRKH, ya
que estos intervienen en procesos como la maduracion del 5.8 rRNA y la segregacion
cromosomica nuclear. Sin embargo, estos clusteres se integran en la red de candidatos (Fig.
12) lo que podria indicar una funcién de union de la red.

La herramienta CentiScaPe nos permiti6 identificar las proteinas con mayor fuerza dentro de
la red, ocupando medidas de centralidad. Las medidas de centralidad que se tomaron en
cuenta son: grado, excentricidad, estrés e intermediacion. El grado indica el nimero de nodos
a los que se encuentra conectado directamente un nodo especifico; biolégicamente indica la
capacidad regulatoria de la proteina, en redes de sefializacion las proteinas con un grado alto
son las que juegan como “centros” de regulacion (Scardoni & Laudanna, 2012). La
excentricidad mateméaticamente indica la distancia mas corta para llegar de un nodo de la red
al nodo mas distante, en términos bioldgicos indica la facilidad con la que una proteina puede
influir funcionalmente a otra proteina de la red, es decir, que facilmente influye en la
regulacién de otras proteinas, por lo que una excentricidad alta indica una regulacion mas
compleja y precisa por muchas proteinas o que, por el contrario, muchas proteinas pueden
influir sobre ella (Scardoni & Laudanna, 2012). El estrés biolégicamente indica qué tan
importante es una proteina que funciona como “puente” para comunicar nodos, es decir, entre
mas alto el valor del estrés la proteina es mas relevante para comunicar moléculas reguladoras
(Scardoni & Laudanna, 2012). La intermediacidon indica la capacidad de una proteina para
mantener juntas otras proteinas comunicantes, es decir, indica su capacidad como proteina
organizadora y en modulos de sefializacion su capacidad de sefializacion (Scardoni &
Laudanna, 2012). Como se muestra en la figura 14, la proteina con mayor grado es el ESR1,
ademas ésta también obtiene los valores méas altos de estrés e intermediacion, por lo que

podemos apreciar que dentro de las proteinas mutadas de la paciente ésta juega un papel muy



importante como proteina comunicante, ademas, al conjuntar la redes (paciente + genes
candidatos) las medidas de centralidad aumentan, reforzando su papel como elemento
regulador de la red, sin embargo, si la mutacién altera su funcion puede no funcionar
adecuadamente como ese centro regulatorio. Ademas, un estudio realizado por Rall y
colaboradores (2011) demostr6 cambios epigenéticos en el gen del ESR1 y una
sobreexpresion de estos receptores en tejido uterino rudimentario en pacientes con MRKH.
STAG2, identificado en la red de la paciente, también parece un centro organizador, pues
obtiene el segundo lugar en la red de la paciente con los valores de centralidad ademas que
también se observa como un centro organizador de los genes candidatos, por lo que seria
importante para mantener una buena sefializacion dentro de los genes que estan relacionados
con el MRKH. STAG2 es una de las cuatro subunidades de la cohesina, un complejo que
mantiene unidas a las cromatidas hermanas durante la division celular; en ratones Stag2-/- se
presenta un retraso en el desarrollo de las somitas durante E9.5 y es letal al E10.5 (De
Koninck et al., 2020). En la base de datos Human Phenotype Ontology Project, STAG2 esta
relacionado a anormalidades del sistema genitourinario (Kohler et al., 2021), sin embargo,
no existe mayor evidencia de esta relacion.

Por otra parte, la proteina EXOSC2 presenta el tercer lugar en las medidas de centralidad y
se integra a la red de candidatos como un centro organizador. La deficiencia de Exosc2 se ha
observado que produce problemas en el desarrollo, aunque estos estan principalmente
relacionados con microcefalia y pérdida de neuronas motoras (Yatsuka et al., 2020). Este gen
es ampliamente conservado desde levaduras hasta humanos, su funcion se centra en procesar
la region 3" RNA y degradar diversos tipos de RNA (Yatsuka et al., 2020). Aunque quiza la
relevancia directa de EXOSC2 y STAG2 no es muy clara, la red de la paciente muestra que
ambas proteinas funcionan como “puente” o comunicacion entre dos clUsteres funcionales
(Fig. 10), por lo que su funciéon adecuada es muy importante, ya que aunque las redes
soportan pequefias perturbaciones aleatorias, sin embargo una variacion en ese tipo de zonas

frecuentemente conduce a una perturbacion en todo el sistema (Pavlopoulos et al., 2011).



Paciente Genes candidatos Paciente + Genes candidatos

Nombre- Intermediacién Estrés  Radialidad Nombre Grado Intermediacién Estrés  Radialidad Nombre Grado Intermediacién Estrés  Radialidad
Du 0 meswn o ousam AT Seomw ien e unow pim s semoss
EXOSC2 3 989 1860 5.534482759 PTEN 50 2553.093185 16000 7.154929577 PTEN 50 3817.463309 23900 5.573584906
Vil & @55983535 4394 SHEIOEASEE CDH1 46 1537487118 11110 7.077464789  CTNNB1 50  2335.848579 15704 5.554716981
JAG1 6 715.3333333 1290 5.896551724 ESR1 43 970.4299986 7994 7.049295775 ESR1 50 12157.99919 72784 5.649056604
CDH1 46 2088.33079 15728 5.524528302
Nombre Grado Mintermediacion! Estrés  Radialidad Nombre Grado Intermediacion Estrés  Radialidad
ESR1 10  2349.333333 4248 6.448275862 AKTL 60  3564.018237 19698 7.23943662 Nombre Grado Intermediacién Estrés — Radialidad
STAG2 5 1226 2494 6103448276 C;:Z";l 22 2157543102923413855 12222 ;1222;223 ESR1 50  12157.99919 72784 5.649056604
EX0Osc2 8 989 1860 5.534482759 : ; STAG2Z 5 5230 33486 5.075471698
it % 872.3333333 1334 5.862068966 CDH1 46  1537.487118 11110 7.077464789
AKT1 60 4760.12331 28516 5.611320755
BMP4 34  1168.363368 8344 6.992957746
JAG1 6 715.3333333 1290 5.896551724
PIK3CA 34  1067.513143 7056 6.964788732 EXOSC2 8 3981 23316 4.452830189
Nombre rado. intermediacin T Radisiicad ESR1 43 970.4299986 7994 7.049295775 PTEN 50  3817.463309 23900 5.573584906
ESR1 10  2349.333333 4248 6.448275862 o " o
STAG2 5 1226 2494 6103448276 Nombre Grado Intermediacion Estrés  Radialidad Nombre Grado Intermediacion Estrés  Radialidad

AKT1 60 3564.018237 19698 7.23943662

EXOSC2 8 989 1860 5.534482759 PTEN 56 bic3oshiss: 1e600. 7icAB9n57 ESR1 50  12157.99919 72784 5.649056604
VIM 5 872.3333333 1334 5.862068966 CDH1 46 1537.487118 11110 7.077464789 STAG2 5 5230 33486 5.075471698
JAGL 6 7153333333 1200 5896551724 crNNB1 50 174122435 10894 7.133802817 AKTL 60  4760.12331 28516 5.611320755
BMP4 34 1168.363368 8344 6.992957746 PTEN 50 3817.463309 23900 5.573584906
ESR1 43 970.4299986 7994 7.049295775 EXOSC2 8 3981 23316 4.452830189

Fig. 14. Medidas de centralidad de las redes de PP1 de la paciente, de los genes candidatos y la conjuncién de ambas redes.
Solo se muestran las proteinas que mostraron las medidas de centralidad mas altas. La parte superior indica las proteinas
de mayor grado en cada red, el compendio del centro las mas altas en centralidad y por dltimo las de mayor estrés.

El enriquecimiento funcional de la red de la paciente demostré que la mayoria de los genes
encontrados presentan una relacién con procesos del desarrollo, sin embargo, no todos estos
estan directamente relacionados con el desarrollo del sistema genitourinario (Tabla 1a). Es
importante aclarar que las bases de datos empleadas para el andlisis de enriquecimiento de
categorias bioldgicas, no necesariamente cuentan con la informacién que permita asociar un
grupo de genes a un proceso bioldgico particular, sobre todo si dicho proceso se desconoce
0 no ha sido cabalmente descrito, como es el caso del desarrollo del TRF. El desarrollo de
tejidos (FDR=0.00046) engloba por si mismo distintos procesos que podrian 0 no estar
relacionados al MRKH. La morfogénesis del epitelio (FDR=0.00046) también se encuentra
dentro de los procesos que podrian resultar afectados debido a las mutaciones encontradas en
la paciente; la transformacion (diferenciacion celular) y el desarrollo del epitelio son
imprescindibles en la transformacion del MD a distintos 6rganos con multiples caracteristicas
epiteliares (Kurita & Cunha, 2001). El enriquecimiento funcional obtenido de los genes
candidatos aumenta el numero de genes asociados a los procesos implicados en la
reproduccion y el desarrollo de la estructura reproductiva, lo que indica que, aunque es el
proceso con mayor significancia, las mutaciones de la paciente podrian interferir en estos
procesos. Estos resultados corroboran lo encontrado por Pontecorvi y colaboradores (2021),
los cuales revelan un enriquecimiento de elementos funcionales para el desarrollo de las

estructuras anatémicas relacionadas al MRKH.



La inclusién de mas pacientes podria generar redes mas robustas para asi evitar la necesidad
de incluir genes candidatos, ya que estos pueden generar un sesgo por la forma en la que
algunos de ellos se han integrado a la literatura (ya que algunos candidatos surgieron segun
la funcion durante el desarrollo), es decir, solo incluir datos de pacientes y observar
directamente las interacciones de las mutaciones en redes de PPI. Ademas, es necesaria la
corroboracion de las mutaciones de mayor impacto mediante una técnica alternativa, ya que,
aunque las lecturas de la secuenciacion tienen buenos valores de calidad, el estandar de oro
para variantes puntuales de interés clinico es la secuenciacion de tipo Sanger. Asimismo, es
necesaria la validacion de estas mutaciones de manera experimental (pues en series amplias
de pacientes no se ha logrado), con el fin de proporcionar mayor grado de evidencia sobre su

funcidn y asociaciones clinicas.

Conclusiones

A partir del analisis mutacional a escala genémica, se identificaron 103 SNV con potencial
patogénico y 4 genes que forman parte de CNVs. De estas variantes, 17 tienen la mayor
relevancia debido a su potencial patogénico, evaluado mediante diversos criterios como
frecuencia poblacional, prediccion computacional de impacto en la estructura y funcién
proteinica, entre otras. El anlisis de estas variantes apunta a la perturbacién de algunas vias
de sefializacién como SHh y Notch, sin embargo, seria necesaria la inclusion de los datos de
mas pacientes para poder observar si esto constituye un patron recurrente.

Se identificé una SNV sin previo reporte en WNT9B, la cual se considera patogénica con
base en prediccién computacional. Por lo que se realiz6 el modelado in silico de la proteina
utilizando un método por homologia; los resultados de esta evaluacion estructural son
consistentes con los predictores de impacto, aunque las estructuras tridimensionales
obtenidas presentan limitaciones de calidad intrinsecas al método de modelado.

El andlisis basado en redes PPI, permitié identificar tres genes (ESR1, STAG2 y EXOSC2)
que constituyen centros organizadores y reguladores, los cuales estan relacionados también
con problemas del desarrollo. La red de PPI de la paciente mostr6 la formacion de clisteres
funcionales, sin embargo, éstos no tenian relacion a proceso del desarrollo, sino estan

relacionados principalmente con el procesamiento de diferentes tipos de RNA.



La relacion funcional de la red de la paciente se concentrd en procesos relacionados al
desarrollo, sin embargo, la “morfogénesis del epitelio” es el tnico proceso directamente
ligado al desarrollo de las estructuras anatomicas relacionadas con el TRF, y cuya disfuncion

permite asociarlo al MRKH.
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Anexos

Anexo Tabla 1. Genes asociados a MRKH. A. Genes propuestos como candidatos etiologicos de MRKH. B.
Genes involucrados en la generacion de patologias relacionadas o con sobrelapamiento fenotipico de MRKH.

Genes relacionados con patologias
asociadas a MRKH (B)
KIF14,SMC3,HOXA12,GRIP1,NIPBL,SA
LL1,TCTN2, TMEM107,BBS9,BBS7,PIT

Genes candidatos MRKH (A)

RB1,0XTR,CSF2,AMHR2,CSF1,DACH?2,
HOXA13,CCDC28B,FGFRL1,HOXAL11,

HOXA10,HOXA9,DACH1,AKT2,SALLA4,
AKT3,DHX58,AKT1,HOXAT7,TP63,KPN
Al1,PDGFRA,FST,WNT5A,HNF1B,0VO
L1,AR,OR2T2,POR,LMX1A,TYRO3,PG
R,EPHA1,HOXB7,CFTR,ZNF277,RBM38
A,CTBP1,LHB,MYCBP2,GATA3,CPLX1
,CYP19A1,EFNB2,NHLH2,SGPL1,BCL2
L11,ZNHIT3,BMF,CGA,MORC2,WNT4,
BBS1,VDR,PBX2,CNOT10,FANCC,ESR

X2,BBS5,CEP290,CC2D2A,BBS4,TP63,
MNX1,DYNC2H1,MKKS,PAX3,PAX6,R
PGRIP1L,ESCO2,SMC1A,LZTFL1,POR,
HOXB9,BBS10,CYP26C1,BBS12,TMEM
216,SPECCI1L,WDPCP,CCNQ,FREM2,A
RL6,TWIST2,B3GLCT,UBR1,HOXB13,
HDAC8,HOXB12,HOXB11,HOXB10,TC
OF1,RAD21,TMEM67,DVL1,NPHP3,DV
L3,FLNA,WNT3,STRA6,BBS2,BBS1,BB



1,ESR2,IGF2R,PBX1,BMP4,DLG1,BMP2 IP1,TBX3,TMEM231,TTC8,FRAS1,MKS
,VANGL2,LHX3,ZNF816,LHX1,GNRH1, 1,IFT27,B9D1,B9D2,DHCR7,BMPR1B,
PLCH1,LRP10,FGFR2,LHX9,BCL2L1,C TRIM32

DKN1C, TRIM71,DOCK4,HNRNPCL1,R
ARG,SPO11,PTEN,OR4M2,LAMC1,GN

RHR, TIMP1,AMH,CCR4,LBR,SNAP29,R
SPO4,DACT1,EMX2,IFNGR1,SMKR1,W
NT9B,VPS13A,MSL3,CYP7B1,NAALAD
L2,PAX2,NR5A1,MMP14,ZEB2,RBL1,Z

EB1,NAV3,PAXS8,PIK3CA FSHR,ITGAS,
RARA,RARB,ITIH5,GALT,HM13,LEF1,
GREBIL,DERL2,PRKX,LRP2, TMEM163

,CENPB,PDE11A ,RXRA,RAB25NSD2,G
PC3,KISS1R,SHOX,BAK1,SH2B1,CMT

M7,MX1,WNT7A,LHFPL2 TBX6,MERT
K,KISS1,LETM1,KITLG,APC,AXL,WT1,
BAX,CTNNB1,KRAS,PTPN3,WHCR,M
UC1,JAG1,HOXB2,HOXCS8,DLL1,HOXB

5

Anexo 2. Lista de genes con mutaciones consideradas como de impacto moderado-grave encontradas en la
paciente.

Mutaciones moderadas-altas paciente

KANSL1, AIFM1 , PLAG1, ADCY6, ARHGEF17, AXIN2, BFSP1, C100rfo0 ,
CACNA1A , CACNB2 , CFTR , CFTR, CNGA4, CNTRL, CRYBA1 , CTSZ, DAGI,
DDR1, DNAH10 , DNAJB13 , DSCAM, DYNC2H1 , ECE2, EFCC1, EIF4E3, ESR1 ,
ESR2, EXOSC2, FANCC , FATS, FILIP1, FLG , FOXN1, FRYL, GLI2 , GPR113 ,
HGSNAT, HHATL, HLA-DRB1 , HYAL3, IGDCC4, JAG1, JAG2, KIF2B, KIF2C,
KRT7, MAP3K9, MN1, MRPL12, MUSK , MYH4, NDOR1, NUDT51, PANK1, PCNT,
PCNX, PDGFRA , PDILT, PHGDH, PKHD1L1, PLXNB3, POU4F1, PROZ , PTPRS,
RAD21 , RBM6, RCE1, RCVRN , RDH14, RHPN1, RITAl, RPL17, RPL17-C180rf32,
SALL1, SDF4, SHPK, SLC17A9, SLC38A10, SLC4A1, SLC4A1AP, SPARC, STK16,
STXBP2, TCIRG1, TENM4, TENM4, TGFBR2, TOP3B, TSC2, TTC7A, TTC7A, TTN*,
TUFT1, USH2A , USP54 , USP6, VARS2, VIM*, WNT9B, WNT9B, XKR4, YY1AP1,
ZBTB10, ZFP69B, ZNF574.
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