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PALABRAS CLAVE Resumen Las hipospadias resultan de un arresto en el desarrollo normal de la uretra, creando
Hipospadias; un meato ectopico proximal en la cara ventral del pene. Estudios moleculares y un mejor cono-
Gen; cimiento de la embriogénesis del tubérculo genital demuestran una compleja interaccion de
MAMLD1 genes, hormonas y el ambiente con el desarrollo de hipospadias. Es posible que esta entidad sea

la expresion fenotipica comun de varias enfermedades diferentes. Recientemente se describio
un nuevo gen candidato en el desarrollo de hipospadias llamado MAMLD1, involucrado en la
produccion normal de testosterona durante la embriogénesis.
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MAMLD1 Abstract Hypospadias is the result of an abnormal development of the urethra causing an

ectopic and more proximal placement of the meatus in the ventral side of the penis. Recent
molecular studies, and a better understanding of the normal development of the genital
tubercle, have demonstrated a complex interaction between genes, hormones and the environ-
ment with the development of hypospadias. It is possible that hypospadias is the phenotypic
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expression of different diseases. Recently a new candidate gene for hypospadias has been dis-
covered, called MAMLD1, which is involved in the normal production of testosterone during

foetal development.

© 2014 Sociedad Colombiana de Urologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reser-

ved.

Introduccion

Las hipospadias son una enfermedad caracterizada por la
presencia del orificio uretral en una region ectopica a lo
largo de la cara ventral del pene. En su mayoria son casos
esporadicos y aislados. Se ha descrito recientemente que la
incidencia viene en aumento. La causa especifica se desco-
noce, pero se propone un efecto ambiental al respecto. En
Colombia hemos descrito en nuestro grupo que la inciden-
cia de hipospadias aisladas se encuentra entre 1,4y 1,7 por
cada 1.000 nacidos vivos'?2.

Recientemente grandes esfuerzos se han dedicado al
estudio molecular de la embriologia del tubérculo genital
(TG) y los diferentes genes implicados en su desarrollo. El
64% de los casos de hipospadias proximales no tienen un
diagnostico molecular. Es claro el papel que ejerce la tes-
tosterona en este proceso, pero mutaciones en genes como
el receptor de andrégenos (RA) y el gen que codifica para la
5-a-reductasa han sido descritos en una minoria de los casos
de hipospadias. Por esto es posible que haya mas de un gen
asociado en el desarrollo de hipospadias. Recientemente se
describio un nuevo gen candidato asociado con el desarrollo
de hipospadias, llamado MAMLD1.

A continuacion realizamos una revision sistematica de la
literatura sobre este nuevo gen descrito y su efecto en los
procesos fisiologicos y fisiopatologicos del desarrollo del TG.

Embriologia

El desarrollo de los genitales externos es un proceso
complejo en el que participa una cascada de eventos mole-
culares que interactian entre si, incluyendo procesos de
expresion genética, actividad enzimatica, diferenciacion
celular y vias de sefalizacion hormonal®#. Se ha identifi-
cado que el desarrollo genital se divide en 2 fases: una
temprana, independiente del estimulo hormonal, y otra pos-
terior, dependiente del influjo hormonal®. En la fase inicial
de la hormono-independiente, que ocurre entre la semana 5
a la semana 8 de gestacion, el crecimiento del TG depende
de las familias de genes Shh, HOX, FGF, BMP. y Wnt/beta
catenina. En la fase tardia hormono-dependiente, que va
de la semana 8 a la 20, los androgenos resultan muy impor-
tantes y participan aca los genes RA, 5aR tipo 2. 17aHSDH
tipo 3, FKBP52, MAMLD1, ATF3, Dhh, HOX.

Los primeros estudios y descripciones de la embriologia
uretral fueron descritos por Glenister en 1954, donde se
menciond por primera vez el concepto de placa uretral®’.

Es importante tener presente que la mayoria de procesos
ocurren de forma simultanea y con interaccién entre cada
proceso. Por ejemplo, durante la semana 5 de gestacion

se inicia la formacion de la membrana cloacal y los pasos
iniciales en la formacién gonadal®.

El primer paso fundamental es la determinacion del sexo
del feto, el cual ocurre en el momento de la fecundacion.
Cuando se determina el sexo genéticamente, el siguiente
paso es la expresion del gen SRY, el cual va a estimular la
diferenciacion de las células primitivas en células de Ser-
toli ubicadas en los cordones sexuales primitivos. En caso
que no haya la expresion normal del SRY, entonces estas
células van a continuar su proceso y se van a convertir en
las células foliculares del ovario. Cuando ya las células de
Sertoli inician su actividad y expresion genética, la produc-
cion de sustancia inhibitoria miilleriana va a ser fundamental
en el desarrollo de los caracteres masculinos, haciendo que
los conductos paramesonéfricos (de Miiller) involucionen.
Esto ocurre alrededor de la semana 7 a 10. Los remanen-
tes de esta involucion van a ser los apéndices testiculares y
el utriculo prostatico.

Entre la semana 9 a 10 aparecen las células de Ley-
dig. No estan claros su origen y el estimulo molecular que
genera su diferenciacion. Sin embargo, una vez maduras,
las células de Leydig inician la produccion de testoste-
rona alrededor de la semana 8 a 12, proceso vital para
continuar con el proceso de masculinizacion de los genita-
les. Normalmente el estimulo androgénico en el desarrollo
de los genitales externos ocurre en fases tardias de la
embriogénesis’.

Inicialmente, en la porcion mas caudal del feto se forma
la membrana cloacal, compuesta solo por ectodermo y endo-
dermo, que va desde el ombligo hasta lo que en un futuro
sera el periné. En estos primeros pasos se ve una migracion
del mesodermo hacia la membrana cloacal. Estas células
mesodérmicas van a dar origen a los musculos del periné,
la sinfisis del pubis y la pared anterior de la vejiga. Cuando
se completa la migracion del mesodermo se inicia la for-
macion de los genitales, lo cual ocurre para el final de la
semana 4.

Los pliegues cloacales se forman durante la quinta
semana de gestacion; estos son iguales en ambos sexos y
se forman a los lados de la membrana cloacal. Al final de
la semana 5 se fusionan en la region anterior y medial para
formar el TG ubicado por delante del seno urogenital. Este
proceso se completa para el final de la semana 6. Este TG se
compone de una placa lateral de mesodermo y una super-
ficie de ectodermo con una placa uretral de endodermo.
Al igual que en procesos de formacion de extremidades, la
orientacion y el crecimiento de proximal a distal es muy
importante en el desarrollo del futuro pene. La porcion mas
distal es conocida como epitelio uretral distal (EUD). A este
nivel se dara la expresion principalmente de genes Shh, FGF
y BMP.



:Son las hipospadias la expresion de diferentes enfermedades? MAMLD1 157

Fase independiente de hormonas

En la fase inicial independiente de estimulo hormonal, la
orientacion del crecimiento esta dada principalmente por
la expresion del gen Fgf8, que se expresa en el EUD que
va a determinar como un centro regulador el crecimiento
longitudinal del futuro pene'®. Sin embargo, no es comple-
tamente claro el mecanismo especifico de accion del Fgf8,
ya que la inactivacion del mismo no inhibe completamente
el desarrollo del TG. Otros genes similares involucrados en
esta fase del desarrollo descritos son Fgf10 y su receptor
Fegfr2''. Dentro de las muchas funciones descritas, el Fgf8
estimula la expresion de otros genes, como Bmp4, Bmp7
Wnt7 y Msx1'2"3, La expresion de esta cascada de genes es
muy importante en las interacciones mesenquimoepitelia-
les. En esta fase inicial del desarrollo del TG, independiente
del estimulo androgénico, es muy importante la expresion
del Sonic hedgehog (Shh), descrito como uno de los genes
iniciales en el desarrollo y crecimiento del TG, al igual que
el gen Gli2. En estudios de ratones knockout para Shh se ha
descrito la agenesia peneana. Lo mismo ha sido descrito ante
la no expresion del Wnt5a'*'>. Resultados similares han sido
descritos en ratones knockout para Gli2; aunque en estos
si hubo la formacion de un falo, sin embargo no hubo la
formacion de una estructura uretral en estos animales'®.
El Shh ha demostrado su participacion en la determinacion
y orientacion del desarrollo genital. Se ha descrito que el
Shh estimula la expresién de otros genes, como Fgf8, Bmp7,
Ptch1, Fgf10, Bmp2, Bmp4, Hoxa13, Wnt5a y Msx1.

Al suprimir la expresion de Shh se ha visto una reduc-
cion en el desarrollo genital con detencion celular en G1
e inclusive una persistencia cloacal'’. La expresion de Shh
se ha sugerido en 2 fases principales: una inicial del des-
arrollo del TG y el cierre cloacal, y una segunda fase mas
tardia durante el cierre de la uretra'”-'®. En fases posterio-
res, cuando ya se ha visto un desarrollo distal del TG, las
expresiones de Hoxa-13 y de Bmp7 van a ser importantes
para la formacién de los futuros cuerpos cavernosos'’. El
Bmp?7, descrito en multiples 6rganos —extremidades, ojos,
rindn—, también tiene su participacion en el desarrollo del
TG y aparentemente su expresion permite el desarrollo y
la adecuada interaccion del epitelio con el mesénquima?®.
Esta interaccion esta en parte regulada por la expresion de
la familia de genes FGF y BMP. Por primera vez durante el
proceso de formacion del TG aparece la expresion de los
genes HOX (Hoxa13 y Hoxd13) que van a estar presentes en
las fases de interaccion mesenquimoepiteliales regulando la
expresion de otros genes, como Bmp7'y Fgf8. Otro gen regu-
lador del Fgf8 es el Wnt5a, cuya funcion adicional durante el
proceso de interaccion mesenquimoepitelial es la de man-
tener la homedstasis y el adecuado funcionamiento de la
uretra’’. Aunque poco frecuente, los casos descritos con
mutaciones a este nivel desarrollan hipospadias proximales
severas. Los genes HOX también van a resultar importantes
en la fase hormono-dependiente. En ratones knockout para
genes HOX, la formacion resulta anormal, con la presencia
de una cloaca persistente en los animales experimentales'®.
A nivel de las vasculogénesis del TG, se ha visto que también
regula la expresion de los genes EphAé 'y EphA7%%.

De forma simultanea con el proceso anterior, durante la
quinta semana se forman, a partir del seno urogenital, los
pliegues urogenitales que se fusionaran en la porcion medial

generando el surco urogenital. Los bordes de este surco se
llamaran pliegues uretrales, y van a estar formados al final
de la sexta semana. Luego se forman a cada lado de los
pliegues y del TG los pliegues labioescrotales. Durante este
segundo mes de gestacion es muy importante la influencia
hormonal de la testosterona producida en las células de Ley-
dig fetales que se inicia con la diferenciacion testicular en
la semana 8.

A medida que el TG va elongandose, en su porcion ven-
tral se forma el surco uretral que de la misma forma va
creciendo hacia distal. En la porcion distal se encuentra el
EUD, posteriormente llamado placa uretral, que mas ade-
lante se canalizara y se extendera hasta la punta del glande
para dar origen a la uretra distal. Se ha visto una mayor
expresion de Shh en esta placa. En la porcién mas proxi-
mal del surco uretral se inicia la formacion de unos pliegues
que van a fusionarse ventralmente en un punto especifico
llamado en inglés «midline sean»?*. La fusion en la region
ventral y medial continGia de proximal a distal tubularizando
la uretra. Todo este proceso se inicia en la semana 11y fina-
liza alrededor de las semanas 15 a 16. Previamente se creia
que la fosa navicular se formaba por una invaginacion de dis-
tal a proximal del ectodermo hasta la laguna magna o fosa
de Guerin. Actualmente se ha identificado que el urotelio
endodérmico tiene la capacidad de diferenciarse en tejido
escamoso Y, por lo tanto, toda la uretra se origina del seno
endodérmico.

El prepucio se forma por un cierre ventral de los pliegues
uretrales ectodérmicos que cubriran el endodermo (uretra).
Genes como el Fgf1y su receptor Fgfr2lllb han sido descri-
tos en la fase del desarrollo del prepucio. Recientemente se
identifico, en ratas expuestas a flutamida con hipospadias
proximales, una baja expresion en la epidermis prepucial
del gen que codifica para la proteina inducida por la prolac-
tina (PIP)*. Una falla en el cierre de los pliegues uretrales
va a dar origen a las hipospadias. La placa uretral que no se
desarrollé adecuadamente ha demostrado tener islotes de
tejido esponjoso muy bien vascularizados y sin tejido cica-
tricial. El desarrollo neurovascular es normal, incluyendo las
fibras productores de 6xido nitrico.

Fase hormono-dependiente

La masculinizacion de los genitales se inicia alrededor de
la semana 10-14 de gestacion por el estimulo hormonal
de los andrdgenos. Sin embargo, fases anteriores pueden
verse influenciadas por los androgenos antes de notar la
masculinizacion de los genitales?. Inicialmente el estimulo
hormonal va a ser por parte de la placenta. In utero, la gona-
dotropina coriénica humana (hCG), a partir de la semana 9
de gestacion con un pico entre la 11 y 18 semanas, va a ser
el principal estimulador hormonal de la masculinizacion del
TG. Posteriormente, una vez se han diferenciado y formado
las células de Leydig, estas van a iniciar la produccion de
testosterona. Dicho proceso se inicia alrededor de la 9.2
semana. Posteriormente va a ser transformada en DHT, su
forma mas potente gracias a la 5-a-reductasa. La DHT va a
ser mas importante que la testosterona en el desarrollo de
los genitales externos. El lugar donde se expresan los prime-
ros receptores androgénicos es en el mesénquima ventral
prostatico derivado del seno urogenital. Posteriormente
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se vera un aumento en la actividad y expresion de los
receptores en los demas 6rganos genitales’®. Se ha visto
que los androgenos tienen influencia en la expresion de
genes como Cyp1b1, Fkbp51, Fgf10, su receptor Fgfr2 y
MafB, que participan en el desarrollo del TG?.

Dentro de los primeros signos de virilizacion genital esta
un aumento en la distancia entre el ano y los genitales mas-
culinos. Posteriormente le sigue la elongacion del falo con
la formacion de la uretra peneana y prepucio. Este dltimo
se inicia a partir de la décima semana. Para las semanas 15
a 16, el proceso de la formacion de los genitales externos
esta completo en la mayoria de los fetos.

Gen MAMLD1

Inicialmente fue conocido como chromosome X open rea-
ding frame 6 (CXorf6) o F18%. El MAMLD1 es un gen
inicialmente descrito por Laporte en 1997 en pacientes
con genitales ambiguos durante el estudio de la miotro-
fia miotubular ligada alX?*’. Recientemente Fukami et al.
han venido trabajando en la asociacion con hipospadias,
ya que se document6 que los casos con microdeleciones
del MTM1 y que se extienden hacia el locus del MAMLD1
no solo presentan las alteraciones musculares sino también
alteraciones en el desarrollo de los genitales, especifica-
mente hipospadias?®*°. Sus siglas corresponden, en inglés,
a mastermind like domain containing protein 1.

Otras alteraciones diferentes a las hipospadias que se
han descrito con su mutacion son la presencia de micro-
pene, escroto bifido, hipoplasia escrotal y criptorquidia. La
informacion obtenida hasta el momento no asocia la muta-
cion del gen con la severidad de las hipospadias, pues se ha
descrito en diferentes grados de severidad de hipospadias.
Otros tejidos diferentes al parénquima testicular donde se
ha identificado la expresion del MAMLD1 son el musculo
esquelético, el cerebro, la placenta y el corazon, en donde
no se le conoce una funcion especifica?®. La baja expresion
a nivel placentario podria explicar la asociacion entre bajo
peso al nacer e hipospadias, ya que una disfuncion placen-
taria podria estar presente.

Se ubica en el brazo largo del cromosoma X en la banda 28
(Xg28). Se compone de 100 kb con un total de 7 exones, de
los cuales 2 son no codificantes. Presenta una zona de lec-
tura abierta (open reading frame) en 3-6. Codifica para 2
proteinas de 701 y 660 aminoacidos gracias al splicing con
y sin el exdn4. La variante que es positiva para el spli-
cing del exdn4 se expresa mas que la que es negativa’'.
Gracias a los estudios de Tsai et al. se identifico que el
exon 3 codifica el 80% de la informacion para la produc-
cién de la proteina’>*3. Hasta el momento la mayoria de
mutaciones estan presentes en el exon3. Una caracteris-
tica importante es la de codificar para un dominio rico en
prolinas, lo cual lo hace caracteristico de una proteina de
union al ADN. Estructuralmente la proteina codificada por
el MAMLD1 es muy parecida a la MAML2, con una secuencia
de aminoacidos rica en prolina, glutamina y serina llamada
dominio mastermind-like. La MAML2 se caracteriza por ejer-
cer una funcion importante en la diferenciacion celular
en muchos tejidos mediante la induccion o inhibicion de
diferentes genes gracias a la formacién intracelular de un
complejo proteico. Esto mismo no ocurre completamente

1 2 3 4 5 6 7
A BCD E FG
Figura 1 Esquema del gen MAMLD1. Los nimeros corres-

ponden a los diferentes exones que componen el gen. En
color amarillo las zonas no codificantes y en terracota las
regiones codificantes. Las letras corresponden a: A c.865C>T
(p.P286S), B c.1295T>C (p.V432A), C c.1585C>A (p.Q529K),
D ¢.1591ins(CAG)3 (p.531ins3Q), E c.1766A>G (p.N589S), F
€.2058C>T (p.D686D) y E c.2065+83>t.

con el MAMLD1, ya que no requiere del completo para ejer-
cer su funcion activadora directa sobre el ADN. Se ha visto
entonces que la funcion del MAMLD1 es la de transactivar el
promotor hairy/enhancer of split (HES3) mediante la inter-
accion adicional del STAT3 y aumentar la expresion del gen
CYP17A1, con lo cual se logra tener una produccion ade-
cuada de testosterona en las células de Leydig durante la
embriogénesis®?. Estudios in vitro han demostrado que la
disminucion de la expresion del gen a un 25 a 30% genera
niveles de testosterona que se reducen a un 50 a 60% de lo
normal pero nunca llegan a ser indetectables®*. La prueba
de estimulacion con hCG no se ve alterada ante la delecion
del MAMLD1.

Es llamativo que los pacientes con mutaciones ene gen
tienen niveles normales de testosterona al momento de ser
evaluados, y quiza la justificacion para esta asociacion sea el
momento crucial de la expresion de este gen durante la orga-
nogénesis. Estudios en animales demostraron su expresion
en las células de Leydig y de Sertoli durante los perio-
dos principales en los que ocurre la organogénesis genital
(E12,5 a E14), y luego de este tiempo la expresion dismi-
nuye significativamente a niveles subfisiologicos. Durante
la embriogénesis también se ha visto que se coexpresa con
el factor esteroidogénico (SF1) previamente descrito en el
desarrollo gonadal®®. Este SF1 tiene un sitio de union ups-
tream en el intréon 2 en la region codificante que ejerce asi
la activacion del MAMLD7%.

Dentro de las variantes descritas asociadas con el
desarrollo de hipospadias en este gen estan las siguien-
tes (fig. 1): 370G-T (E124X), p.589C-T (Q197X), 1957C-T
(R653X), 1295T>C (V432A), 325deG, p.Q529K, p.D686D,
€.2065+82>t y la p.531ins3Q (CAG10>CAG13)*%%, la inser-
cion de 9 nucleotidos, lo cual genera la presencia de
3 glutaminas adicionales. Previamente un tipo similar de
inserciones fue descrito en el receptor de andrdgenos; sin
embargo, no esta claro que este fenomeno se asocie direc-
tamente con el desarrollo de hipospadias®. Esto es raro en
las malformaciones del tracto genitourinario, aunque se ha
visto en diferentes grados de hipospadias que una mutacion
en el exon 3 con un codon de parada a su inicio se asocia con
hipospadias proximales.

Una variante recientemente descrita en un caso de hipos-
padias, sin lograrla describir en otros miembros de la familia
con el mismo fenotipo, es la p.P286S. Adicionalmente la
variante p.P589S, recientemente descrita también en un
caso de hipospadias, fue identificada en una baja proporcion
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en pacientes sanos’®3¢. Por lo tanto, este haplotipo, des-
crito como S-S, tiene una alta asociacion con hipospadias,
sin poder ser conclusiva su relacion estadisticamente.

Discusién

Recientemente la gran cantidad de informacion molecular
ha permitido conocer con mayor detalle la fisiopatologia de
las hipospadias. Aln se desconocen los mecanismos exactos,
pero resulta clara la interaccion entre el genotipo y el medio
ambiente en el desarrollo de esta entidad.

Teniendo presente las 2 fases en el desarrollo del TG y los
multiples genes involucrados en este proceso, resulta posi-
ble proponer que las hipospadias son la expresion fenotipica
de diferentes enfermedades.

Aunque aln faltan mas detalles por conocer, se podria
explicar la cascada de eventos moleculares con la accion de
diferentes genes en orden cronoldgico y correlacionar esto
con la severidad de las hipospadias, de tal forma que alte-
raciones en fases mas tempranas se correlacionen con casos
mas severos. Hasta el momento se puede considerar por la
embriogénesis que los diferentes genes implicados en la fase
hormono-independiente pertenecen a un grupo diferente
al de los genes hormono-dependientes, y por ende podrian
dividirse en 2 grupos, dando origen a varias enfermedades
diferentes.

El gen MAMLD1 es un ejemplo de la correlacion fenotipo-
genotipo de la expresion en un tiempo especifico durante la
embriogénesis y la importancia de la cantidad de expresion
expresada en cantidad de produccion de testosterona como
mecanismo del desarrollo anormal de la uretra. Quiza esta
dependencia cuantitativa de expresion explique la razon por
la cual individuos con la mutacion presenten diferentes gra-
dos de hipospadias.

La utilidad de estudios a futuro nos permitira conocer con
mas detalle este grupo de enfermedades expresadas como
hipospadias.

Nivel de evidencia

Nivel de evidencia lll.
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