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t;LOS/\1{10 ll 1·: /\ 11 ¡;¡ E V l /\ T ll H ,\ S 

ILX.- ICtiCSÍ3 Recesiv~ Ligada al CromOSt)ffid X. 

se.-

SE.-

Sulfato de Colesterol. 

Sulfatasa de Esteroides. 

DHEAS. ··Sul ta to cte U~..ln .l ci1~oe p Ídl td1 u:::. Le i.-uuo.. 

DHE!1. - Dehidroepi.anclros te ron a. 

E 1 s.- sulfato de Estrona. 

PE.- Fosfaticliletanolamin~. 

PS.- Fosfaticlilserina. 

PI.- Fos~atidilinositol. 

FC.- Fosf3tidilccli~a. 

SM.- Esfingcmielina. 

LDL.- Lipoproteina de Baja Densidad. 

TLC.- Cromatografía en Placa Fina 

c~1·omatography1. 

SDS.- Sulfato-Dodecil-Sódico. 
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RESUMEN 

Reportes pr<?vios han estudiado en diversas regiones 

corporales las modificaciones en la composición de lípidos 

en la ictiosis recesiva ligada al X {ILX) paralelas a la 

ilcumulacion de sulfato de colesterol {SC} producto de la 

deficiencia de la actividad de la sulfatasa de esteroides 

(SE). En el presente trAbajc se analiza la composición 

relativa de los distintos fosfolípidos en la membrana del 

eritrocito. encuentró un aumento en lil 

concentración de se. Como en otras poblaciones celulares, 

también en esta célula se encuentra modificada la composición 

de lípidos. La fosfatidiletanolamina (PE) muestra un 

incremento (p < 0.05) Y lA fosf iltidilcolina (PC) una 

disminución {p < 0.05), los demás fosfolípidos tienen una 

composición simi.J.ar a la del grupo control. Por otro lado, 

los ácidos grasos de cadena larga C20, C22 y C24, no se 

encontraron pr""''?!-:tcs ,;¡; la J..LX, ni Jos insaturados Cl8: 2, 

Cl8:.3 y C:!2~6. Contrariamente, C16:2 mostró una' mayor 

composición porcentual en los pacientes (p < 0.05). Dichos 

cambios podrían ser secundarios al aumento del indlcando 

una interacción muy estrecha entre los componentes lipídicos 

de la membrana del eritrocito. Por otra part.~'?., la 

identificación del se por TLC en el extracto de l i¡:,idos, 

podría ofrecer una posibilidad para el diagnóstico de estos 

pacientes. 
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S U M M J\ H Y 

Biochernical studies of patients with x-linked 

ichthyosis (ILX) ha\'e shown inr:rea::;od amounts of 

cholesterol sulfate are presenc in erythtrocyte rnernbrane due 

to steroid sulfatase deficiency. In addition, previously 

reports liav" fou:1d ;:¡bn0u11ctl cornposition of l:.pids in several 

cell populations in ILX. In tlle present study, we analy::ed 

pho:::;ph0llpids and free fatty acids ccrnposition in erythrocyte 

rnembrane. Phosphatidylethanolarnine was higher in ILX than in 

normal controls (p < O. 05), while phosphatidylcholine was 

lower (p < 0.05). on the other hand, long-chain fatty acids 

C20, C 7 '.> and C24 as well as unsaturated C18:2, Cl8:3 and 

C22: 6 were not detectable in ILX. conversely, C16:2 was 

increased (p < o. 05). In conclusion; the increase in 

cholesterol sulfate in erytJirocyte rnernbrane is associated 

~ith ~~diil~acion of pJ1ospholipids a11d free fatty acids 

composition; wllether t!1'2se changes have a physiological 

significanc;;. is under d.i.scussion Furthermore, identification 

of cholesterol sulfat2 in i-1, .. e:-:t:·;:¡:t .:,[ blooct lipids by th:.:i 

layer chrornatography provide..; 2:1 alternative rnethod far the 

diagnosis of this form of :.chthyosis. 
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/\ N T E C I•: D l' N T !~ S 

Las ictiosis son un grupo de dermatosis caracterizadas 

por engrosamiento del estrato córneo que se manifiesta 

clínicamente por una descamación Annrmal. Actu3lmente, pttetlen 

distinguirse 4 tipos principales y otras condiciones 

ictiosiformes aún no bien definidas genéticamentelll. La 

ictiosls recesiva ligada al cromosoma X (ILXJ es una entidad 

que afecta a 1 de cada 6, ooo hombres 11 1. En 1965, Kerr y 

cols., estudiando sus manifestaciones clínicas y árbol 

genealógico, pudieron considerarla como una enfermedad 

distinta a las demás ictio:sis ( 2). Los hallazgos presentes en 

este padecimiento incluyen la aparición de sintomatologia en 

los primeroti afias de vida, escamas generalizadas, oscuras, en 

pabellones 

anterior de 

en espalda. 

auriculares, cuello, 

abdomen, plantas de 

En algunos casos 

::o nas 

los pies 

se asocia 

de flexión, cara 

y ocasionalmente 

hipogonadismo13l, 

criptorquidia, anosmia ( 4 ), retardo mental y epilepsia, 

def j_niendo lo que se conoce como síndrome de Rud ( S). 

Histológicamente se ha reportado hipertrofia y cambios no 

espec í f t-:-0s ~·· l;:; zona ;¡rctnul ar de la epidermis l 1 l . En 

algunos pacientes se han observado opacidades corneales( 6 J. 

En 1978, Shapiro y 

cultivo de fibroblastos de 

deficiencia en la actividad 

cols.17,8), encontraron en el 

piel de pacientes con ILX, una 

de la sulfatasa esteroidea (SE). 

Esta deficiencia enzimática se encontró previamente en la 

- 4 -



placenta de las madres que presentaban niveles bajos de 

estriol Y retardo en 12 labor del parto, sin relacionarlo 

directamente con la enfermedad ( 9 ). En forma independiente se 

descubrió la deficiencia de esta enzima en pacientes con ILX 

Y su asociación con las madres que presentaban dicha 

alteración a nivel placent:ario{lO). 

corto 

El gen que codifica para la SE se ubica 

del cromosoma A en la i:t::ylún de bctndeo 

en el brazo 

Xp22.3(ll), 

Estudios moleculares han revelado que del 80% al 90% de los 

pacientes con ILX presentan deficiencia enzimática como 

consecuencia de deleciones completas en las secuencias 

codificantes, mientras que en el resto no se han demostrado 

alteraciones importantes en este genl12,13). 

La SE es una de las 3 arilsulfatasas de los tejidos 

humanos (A, B y e). Las formas A y B son lisosomales y sus 

substratos naturales son los sulfátidos de cerebrósidos y el 

sulfato de 

(E.C.3.1.6.2) 

tiene como 

dermatán, respectivamente. La arilsulfatasa e 

se encuentra unida a la membrana microsomal y 

substratos a los sulfatos de 3-beta-

hidroxiesteroides. De aquí, que también se conozca como 

Cabe considerar que bajo evidencias químicas y 

genéticas, todo parece indicar que la arilsulf atasa e 

comprende dos isoenzimas, caracterizadas por su movilidad 

electroforética diferente ( s y f), codificadas por genes 

distintos, en cuyo caso únicamente la forma "s" (de slow) 

correspondería a la SE propiamente dicha(l5,16). 
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Los substratos de la SE son el sulfato óe colesterol 

( 5C), el sulfato de es trona y el sulfato de 

dehidroepiandrosterona (DHEAS), siendo este último el de 

mayor afinidad. Esta enzima ha s:.do encontrada en todos les 

teJ idos examinados i. e. , placen ta humana, tiroides, corazón, 

higado, músculo esquelético, adrenales, dec idua y membranas 

fetales, testículo, ovario, cor ion y células cancerosas de 

mama, vagina, ovario, endornetrio y en la hipertrofia 

7.5 siendo sn Km (pM) de 8.7 para el E1 s y de 4.3 para el 

DHEAs(22l. su acción, como su nombre lo indica, consiste en 

desulfatar hidrolizando los substratos para que éstos puedan 

entrar a sus vías metabólicas(2 3 ). 

Como consecuencia de la deficiencia de la SE, la 

patogénesis de la ILX se asocia n la acumulación de se en 

suero, membrana de los eritrocitos y estratos córneo y 

granuloso ( 24 ). En condicion(!S ncrmo.le!?., e:·:íste una relación 

entre el colesterol y el se. Esta relación en sangre y 

epitelio intestinal es de 500:1, y en los estratos córneos de 

1:1( 24) ,respectivamente. 

10:1(24,25) " , 

Mientr3s en la epidermis de sujetos 

sanos les 11iveles de se son má=: i:ajos en las capas basal y 

espinosa y más al tos en la ·Jranul•Jsa, en la ILX los niveles 

sólo son discretamente más altos en la epidermis baja, 

elevándose progresivamente en el estrato córneo(26). La 

actividad de lJ. SE en l.:l. piel 0s má:{ima en los estrato~ 
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córneo y granuloso y prácticamente nula en las capas 

inferiores de la epidermis ( 26 l, lo que explicaría el por qué 

de L:i acumulación del se sólo en las capas superiori:s de la 

pii:l en los pacientes con ILX. 

Los lipidos constituyen del 6 al 10% del estrato 

córneo, ocupando preferentemente los espacios intercelulares. 

Se ha propuesto que la regulación de la relación 

colesterol/se en el r0m¡:ilejo cctrato córneo-membrana puede 

ser crítico en el proceso normal de descamación(26). Además, 

~iv~~sc~ astudiu~ 11an puesto de manifiesto una serie de 

cambios graduales en la composición de lípidos en los 

distintos estratos de la epidermis. La epidermis pierde 

fosfolípidos y geni:ra esteroles libres durante su 

diferenciación(:?.?). El estrato granuloso contiene una gran 

cantidad de esfingolípidos con ácidos grasos de cadena larga 

y saturada, así como ceramidas y glucolipidos. La relación 

glucolípido/ceramida disminuye en el estrato córneo, 

~P~~~~r2cic~d~ los ylLtcolip1aos en su región más externa( 28 }. 

Existe evidencia que sugiere que los lípidos son importqntes 

para la estructura y funció11 normales de esta capa!2 9 ). 

Además de saber de su papel importante "'11 la función de 

permeabilidad epidérmica, se ha sugerido que pueden ser 

esenciales en el proceso norma! de descamación(2 4 l. 

El se se encuentra distribuido ampliamente en los 

tejidos de los mamíferos. Se ha reportado su presencia en 

hígado, timo, pulmón, corazón, rifión, cerebro, adrenales, 
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ojo, testículo, próstata, útero, ovario, y en fluidos 

biológicos 

heces ( 30 l. 

como semen, 

inicio, 

saliva, plasma, c:-ina., bilis y 

En un se le atribuyó: como transportador 

de colesterol entre varios tejidos, como intermediario en el 

metabolismo del colesterol y como un componente importante de 

la membrana celular(30). Actualmente, se le ha asignado ser 

precursor de los sulfatos 3-beta-hidroxiesteroides en el 

tejido adrenal(31), participando en las modificaciones de lct 

membrana del espermatozoide :¡ue ocurren antes y durante el 

proceso de fertilización( J.), como estabilizador de la 

membrana y por su presencia en heces y bilis como producto 

de excreción ( 33 l . Estudios más recientes in vi tro indican 

diversas participaciones del se en distintas vías 

metallúlica:;. En querati11ocito6 y fibroblastos se ha observo: lo 

que inhibe la formación de los esteroles y la actividad je 

la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril eoenzima A reductasa 

(enzima clave en 

colesterol) 134 , 35 l. 

la incorporación 

d1ac1lgl1ceroles, 

la regulación 

En queratinocitos, 

de acetato a 

triac1lgl1ceroles 

inhibe la esterific3ción de ~steroles. 

de la síntesis de 

in vitro, incrementa 

los ácidos grasos, 

Y fos fol ípidos ( 3'5 l e 

otro de los efectos importantes descritos para el se 

es su participación en la estabilización de la membrana. 

Estudios en el eritrocito indican que la forma bicóncava de 

esta célula se conserva en soluciones salinas hipotónicas 

cuando se adicionan cantidades fisiológicas de se a las 

soluciones ( 3 6 ). Así mismo, se ha reportado que disminuye la 
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fragilidad osmótica de los eritrocitos expuestos a soluciones 

salinas hipotónicas, al parecer con cierto grado de 

especificidad, ya que tanto el sulfato como la porción del 

esterol son esenciales para esta actividad{3 6 ). 

Además de la acumulación de se en la epidermis de los 

pacientes con ILX, se ha reportado otra serie de 

modificaciones en ld composición de lipidos ( 2 4 ) . Aún cuando 

la concentración total de lipidos en piel no difiere 

significativamente de los sanos, su composición relativa se 

ve afectada. Existe una disminución marcada en la composición 

de lípidos neutros totales y de esteroles libres, aunque la 

composición de esteroles totales es similar a la de los 

sujetos normales. De esta mane re., pudiera considerarse que 

también este tipo de lípidos desempefta un papel importante en 

la descamación en la ILX. 

Los cambios reportados en la Mo l.;......,..¡ ñ..-. ....... ... -- --.t-_ ................... ... 
la ILX, no se limitan a 1::. piel. Las lipoproteínas de baja 

densidad {LDL), las cuales transportan al se, presentan una 

movilidad electroforética aumentada, comparándolas con las 

LDL de controles sanos o de otro tipo de ictiosis ( 37 l. El 

contenido de los ésteres de colesterol en laio; T.nTJ cHsmtnuye 

en la ILX, mientras 

triglicéridos/colesterol 

aumentan ( 38 l . 

y 

que las relaciones entre 

apoproteína E/colesterol 

otra de las poblaciones celulares afectadas en la ILX 

es el eritrocito. Los estudios al respecto indican que 
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también presenta un incremento en la cantidad de se. Cerca de 

la mitad de la masa de la membrana del eritrocito humano 

está constituida por lipidosl39). Los fosfolipidos y el 

colesterol no esterificado corresponden a más del 95'1, del 

total de lipidos en la membrana. También se encuentran 

presentes peqt1eñas cantidades de glucolipidos, glicéridos y 

ácidos grasos libresl40). Los fosfolipidos se dividen en 

subclcttit=!:i y su concc:1t::-3ci6n aproximada en el eritrocito es 

la siguiente: fosfatidilcolina (PC) 30%; 

fosfatidiletanolamina (PE) fus[atidil~cri~a (?S) 14~ 

(generalmente dependie11do el tipo de procedimiento de 

separación, la PS incluye cantidades pequeñas, consideradas 

dentro del porcentaje de composición, de fosfatidilinositol 

(PI) ) ; esfingcmielina (SM) 25%. Normalmente, cada 

fosfolípido presenta dos ácidos grasos esterificados en las 

posiciones 1 y 2 de su esqueleto de glicerol, uno de cadena 

saturada y el otro de cadena insaturada. Esta condición 

confiere una i:;aracteristica mt1y .i.111iiui·tar"tc ,:¡ le:: f05fí\l ípidos 

como reguladores de la fluidez de la membrana. La longitud y 

saturación del ácido gr3.so determina su estado físico' y por 

ta!lt0 '311 Pstado de fluidez. La longitud de la cadena 

determina e 1 ve 1 umen de la fase hidrofóbica, y los dobles 

enlaces introducen giros, modificando la estructura espacial. 

Por lo tanto, es de suma importancia la temperatura de 

de fusión determinado por estas transición o punto 

características(41), ya que de esta manera la célula regula 

el estado de fluidez de su membrana. 
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PROBLEMA y JUSTIFICACION 

El conocimiento actual de las alteraciones en la ILX, 

así como 8studios i11 vitre, han permitido conocer algunas de 

las funciones del se como posible regulador en el metabolismo 

de n.lgunos lípidos, en el proceso de descamación que ocurre 

normalmente en la piel y su efecto en el eritrocito como 

estabilizador de su membrana126,30- 33 1. En la ILX se ha 

observado que no únicamente el se se encuontra aumentado en 

distintas regiones, sino que además la composición relativa 

de lípidos se modifica en forma conjunta. Como parte de estos 

cambios, se sabe de la disminución en la piel de los 

de los esteroles totalesl26) y lipidos neutros y de algunos 

en las LDL del aumento de los triacilgliceroles y disminución 

de los ésteres de colesterol ( 3S l . Por otro lado, el 

eritrocito ha aido un modelo de estudio para el conocimiento 

en la composición de lípidos, principalmente fosfolípidos y 

ácidos grasos, en diferentes padecimientos en los ct\ales se 

han reportado una serie de al te raciones sin ser la causa 

primaria de afectación, tal es el caso del la diabetes 

mellitus insulino dependiente, fibrosis cística, Kwashiorkor, 

Marasmo, Adrenoleukodistrofia, síndrome de Reyes y enfermedad 

de Kawasaki ( 42-47 l. En relación a ésto, consideramos 

importante identificar, ante las modificaciones descritas 

previamente en la ILX, si la composición de fosfolípidos y 

ácidos grasos se encuentra alterada en los hematíes de estos 
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pacientes. Cabe mencionar también, que los eritrocitos se 

seleccionaron para el presente trabaJo porque, además de 

present;:11· acúmulo de se, se pu·;.d.?n obt:eneL· fácilmente con un 

procedimiento no invasivo, no pueden sintetizar fosfolípidos 

de novo, alterar la longitud de la cadena ni el gr."'lrlo de 

insaturación de sus ácidos grasosl4 7 ,48). Por lo tanto, 

consideramos que la utilización del eritrocito como modelo 

de ~studi0 :--.e= ¡:er¡¡¡itirá <ll.stingu1r s;,, existen o no cambios 

en la composición de los lipidos mencionados, que reflejen lo 

tiucedicto en otras regiones. 

Con base en lo anterior, nuestro planteamiento se 

resume Rn dos hechos a comprobar: 

1.- ¿ E:~!~ta un~ modificación en la composición 

relativa de los fosfolípidos del 

ILX ?. 

eritrocito en pacientes con 

2.- ¿ E:dste una modificación en la composición 

relativa de los ácidos yrasos del eritrocito en pacientes con 

ILX ?. 
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OBJETIVOS 

1.- conocer si existen modificaciones en la 

composición relativa de los fosfolípidos del eritrocito en 

pacientes con ILX. 

2.- modificaciones en la 

composición relativa de los ácidos grasos del erit:rocito en 

pacientes con !LX. 

HIPOTESIS 

1. - La composición relativa de los fosfol.íyidos del 

eritrocito s~ encuentra modificada en pacientes con ILX. 

2. - La ~omposición r-elativa de los ácidos grasos del 

eritrocito se encuentra modific3da en pacientes con ILX. 
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NUL,'\S: 

1.- La composición 

eritrocito es similar en 

grupo control. 

relati''ª de 

los pacientes 

fosfolípidos del 

con ILX y en el 

2 .- La composición reldt:iva de los ácidos grasos del 

eritrocito es similar ea los pacietnes con ILX y en el 

grupo control. 
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M/\TER!:\L y METnuus 

SELECCION DE LA MUESTRA 

Lo3 pacientes correspo:1den ~l servicio de Genética y/o 

Dermatología del Hospital Gene=al de México ssa. 

Grupo Problema.- Pi:lcientes con ILX. 

G1-upo Control. - sujetos sanos. 

Criterios de Inclusión 

Grupo Problema.- Pacientes sin actividad enzimátic<1 en 

leucocitos mononucleares de la SE. 

contrr:il. -

(asintomáticos y sin escama<0) 

se:-:o masculino. 

criterios ae Exc1us1on 

·:::linicarne!!te sanos 

,~on actividad de la SE y de 

Para ambos grupos que no ace9ten participar en el 

~studio y/o qt1e estén re~1bi0ndc cualquier tr~t~miento, o lo 

hayan recibido en un lapso mencr a un mes previo a la toma de 

la muest1~a. 

Tamafia de la muestra 

Considerando un nivel alf~ de 0.05 y un nivel beta de 

cuando menos el 4 0%, el o. 1, esperando una 

tamafio de la muestra 

diferencia 

seria d~ 3 pacientes como mínimo. 



REACTIVOS UTILIZADOS 

Productos Biológicos: 

1) Sangre de pacientes con ILX y de sujetos sanos para 

la obtención de: 

a) Mononucleares y 

b) Eritrocitos 

Reactivos: 

1) Sulfato de dehidroepiandrosterona- 3 H (DHEAS- 3 H) 

(New England Nuclear). 

2) Estándares de lipidos: fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, 

esfingomielina, sulfato de colesterol, sulfato de 

dehidroepiandrosterona y ácidos grasos metilados (Sigma). 

3) Solventes orgánicos !metanol, Acido acécico, 

cloroformo, 

solventes 

isopropanol, 

fueron de 

he:.:ano 

gr ad<) 

previamente a su utilización. 

y benceno). Todos los 

analítico y redestilados 

1) cromacofolio de silica gel G-60 para Cromatografia 

en Placa Fina (TLC,Thin Layer Chromatography), base plástico. 

2) cromatógrafo de gases Packard 433. 

3) Densitómetro CDS 220 Beckman. 

4) Contador de Centelleo de liquidas Packard 325. 
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r R o e r' D [ M 1 " N T o s 

TOMA DE LA MUESTRA 

Las 

primero, 

poblaciones celulares 

a los leucocitos 

a utili=ar corresponden: 

( mono1~uc le ares) para la 

determinación en::imática de la SE con el fin de clasificar 

al grupo problema, y segundo, a los eritrocitos como célula 

de estudin para la composición de fosfolipidos y ácidos 

grasos. 

1.- Toma de sangre.- Se realizó con el paciente en 

ayunas para todos los estudios. Se tomaron 10 ml de sangre de 

las venas del pliegue del bra::o con jeringa de plástico, 

estéril, con 10 ur de heparina por ml de sangre, 

aproximadamente. De esta toma se e;,traen ambas poblaciones 

celulares (leucocitos y eritrocitos). 

2.- separación de leucocitos (mononuclearesJf 49-52 J.

Se diluye la sangre obtenidA c~;¡1 •tn volumen igual de colución 

fisiológica y se adiciona Ficoll-Hypaque (densidad 1.077) en 

una relación 5.: 2 (el rango de d:'..lución puede oscilar entre 

5:1 y 5:3). Es importante que la aplicación del Ficoll

Hypaque quede en la parte inferior de la muestra respetándose 

la interfase, misma que debe ser conservada para asegurarse 

de la separación de mononuclea1--es del resto de la sangre. 

Esto puede obtenerse de dos maneras: la primera aplicando al 

- 17 -



inicio el Ficoll-Hypaque y desli::ando suavemente la sangre 

diluida, y s~gundo aplicad0 e¡ ?icoll-Hypaque con una pipeta 

pasteur, que descanse sobre el fondo de la muestra, para que 

de esta manera el Ficoll desplace hacia arriba la muestra de 

sangre. Se centrifuga la muest:.-a du:.-~nte 30 min a 1500 rpm, 

r= 12. 5 cm. Los mononucleares forman un anillo separando el 

suero del Ficoll, quedando en la parte inferior el paquete de 

eritrocitos junto con los polimorfonucleares. La banda de 

mononucleares 

con solución 

se aspira con cuidado. se lava 

fisiológica y se procede a 

en una ocasión 

lisar a los 

eritrocitos obtenidos por contaminación con solución de 

cloruro de amonio al 0.85% durante 10 min (aproximadamente 3 

ml para el paquete obtenido). Se lava nuevamente el paquete 

en 3 ocasiones con solución fisiológica. 

3. - Separa e ión de Eri. trocitos ( 5 2 • 53 ). - Al paquete de 

eritrocitos obtenidos por la separación anterior (fase 

S0.dimentaria), se procede a diluir con un volumen igual de 

solución fisiológica y se le agrega de:-:trán 500 al 6~ó en 

solución salina en relación 5: :2, se incuba a 37°c durante 30 

minui::os desecl1andose poste1·iormente el sobrenadante. El 

paquete así obtenido de eritrocitos ::;e lava en 3 ocasiones 

con solución fisiológica y se aplica corriente de nitrógeno 

(esto último como efecto protector de la posible peroxidación 

de lípidos) . 
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4.- B•""ªYº de la ilctividacl En:::imátic.:i(53) .- Para la 

estandarización, se utilizó la población de mononucleares 

obtenida de la manera descrita anteriormente. La muestra fue 

resuspendida en 1 ml de amortiguador-tris o. 014 M frío a 

diferentes valores de pH, como se muestra en los resultados. 

En algunos ensayos se utilizó SDS 10 mg/dl como detergente. 

Las células fueron rotas utilizando un Polytrón T-100 con 

vástago del número 10, a la velocidd~ máxima en dos cicles, 

uno de 20 segundos y otro de 10. Con el objeto de determinar 

las condiciones óptimas del ensayo, del homogenado resultante 

se tomaron alícuotas para los ensayos contra tiempo, pH, 

concentraciones de proteína y substrato, presencia de 

detergente y efecto del ayuno (ver resultados) . se utilizó 

corno substrato al DHEAS- 3H , obteniéndose como producto a la 

dehidroepiandrosterona-3H (DHEA- 3H). La reacción se realizó a 

en un volumen total de 150 pl de amortiguador-tris. 

con el propósito de detener la reacción y extraer al producto 

( DHEA- 3H) se aplicó l ml de benceno frío, agi tanaose 

vigorosamente en vortex durante 2 minutos y centrifugándose 5 

minutos a 2500 rpm. De la fase superior (sobrenadante de 

ben-::eD.c) fueron extrAf~ns 600 ul a los cuales se les aplicó 

5 ml de líquido de centelleo pv.ra ser leidos posteriormente 

por espectrornetría de centelleo de líquidos. Para asegurarse 

de la extracción exclusiva de DHEA- 3H se utilizó TLC. Los 

ensayos fueron realizados por duplicado y contra un blanco. 
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5.- Exr:racción de L.ip.i.dos del Eritl·ocito(5 4 ) .- Para la . 
extracción se utili::ó isopropanol. De la muestra de 

erit¡·ocitos obtenida se tomaron alícuotas de 200 µl y se 

adicionó un volumen igual de NaCl 0.9%. con el fin de lisar a 

las células, éstas se congelaron durante 10 minutos a -47°c 

e inrnediat6111~r1te despt1es fueron calentadas a 37°c por 5 

rninu tos. se adicionaron 5 ml de isopropanol y se agitaren 

fuertemente por 3 minutos. se agregó sulfato de sodio anhidro 

para extraer el agua excedente y se agitó nuevamente durante 

3 minutos / C"entrifucándosP.. .;; 2, 500 :-p¡¡¡ p01- 5 rninut:os. El 

sobrenadante obtenido se evaporó a sequedad bajo corriente de 

nitrógeno y las muestras se guardaron a -20°c hasta su 

utilización. 

G. - Determinación de Prote.inas (Bradford) ( 55 l. Para 

referencia del ensayo enzimático, se determinaron proteínas 

por el método de Bradford. Brevemente, se tornaron alícuotas 

del homogenado de leucocit:ni:: (ñe 50 a lCC;.¡l~, a.IvJ.duüose con 

amortiguador tris a 100 µl, se adicionan 5 rnl del reactivo de 

B1·adford ( 100 rng de A::ul de Coomassie brillante G-250 en 50 

ml de etanol al 95•;-, a l"l cual se c.gregan 100 rnl de ácido 

fosfórico al 85';; w/v, esta solución es llevada a un volumen 

final de l 1 con agua destilada) y se lee 2 minutos después a 

595 nrn. Para la curva de regresión se utilizan alícuotas de 

25, 50, 75 y 100 ;il de albúmina sérica bovina lrng/lrnl y se 

aforan a 100 µl con el amortiguador utilizado. se adicionan 

los 5 ml del reactivo de Bradford y se lee de igual forma. 
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7. - De:erminacióll de Fosfolípidos por TLC (56-60) 

Para la identit1cac1ón de los distintos tipos de fosfolipidos 

se utili::ó TLC. Los cromatofolios de 20 x 20 cm, (Merck, 

silica gel G-60, fase ncrmal con base de plástico), fueron 

cortados para ob~ener placas de 10 x 10 cni. Cada cromatofolio 

fue desarrollado previamente con metanol (Merck) y calentado 

100 °c durante 10 minutos para su activación y eliminación 

posible de contaminantes. Se probaron diversos sistemas de 

sol'.rentes par:= e!'!contrar la separación más adecuada d*? los 

fosfolipido10, que nos permitiera visualizar al se, sin 

afectar la visualización de éstos. Se utilizó 

cloroformo/metanol/ácido acético/agua en proporciones 

25:15:3.6:2 (v/v/v/v). En cada cromatofolio se aplicaron 

estándares y las muestras problemas a 1 cm del origen y 1 cm 

de cada 1 ado con una distancia de 8 mm entre cada muestra. 

Previamente al desarrollo del cromatoqrama, la cámara de 

cromatografia icon medidas de 19 x 19 x 9 cm) se mantuvo con 

des0sa~~~os 7c~ 20 mi:1utos y se estabilizó con el sistema de 

solventes sele•ccionado otros 30 minutos a 4ºC. Finalmente, 

fue sellada ccn silicón. La cromatografia se desarrolló hasta 

8. 5 cm del •)1·192:1, s2 secó con aire durante 5 minutos y 

despuéz s..; cc,.:.entó 2 minutos a 100 °c, para asegurarse de la 

evaporación de los solventes. Para revelar el cromatograma se 

utilizó acetato de cobre al 3~ en ácido fosfórico al 8% 

acuoso, calentando posteriormente durante 8 minutos a 100 °c, 

hasta la ~isualización de los fosfolipidos. La lectura de los 
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fue llevada a cabo con un 

densitórnet1·0 Beckrnan CDS 2:C.0 en el modo transrnitanciéi a 550 

nrn. Todos los ensayos fueron hechos por duplicado. 

8.- De ter.minac i ón de ácidos grasos( 54, 61, 62). Se 

realizó mediante crornatograf ía gas-líquida, en un 

crornatógrafo de gases Packard modelo 433 con un detector de 

ionización por f 1 arna y una columna de 

polifenilcianopropilmetilsiloxano fOV-225) de 10 m x C.53 mm. 

Como fase móvil se utilizó N a una velocidad de 12 ml/seg y 

para el det.Prt-r.r H ~, ·J 2 . !'.J.;:.:t la id1:uL.i.íicac16n de los ácidos 

grasos por cromatografía fue necesaria su metilación. Para 

esto, al extracto total de lípidos resuspendido en 1 ml de 

benceno, se 1 e adicionaron 2 ml de solución metanól ica de 

metóx1do de sodio 0.5 N (preparada con una parte de 2.3 g de 

sodio metálico en 40 ml de benceno y 60 de metanol y otra 

parte de metanol insaturado (pH de 2) con HCl gaseoso) y se 

calentó durante 20 minutos a 55 °c. Al final de la reacción, 

se a die j nnri rnn -- , .. - ~ ~ ·-
.......... .L l..4'-" ..i.VJ.J. o. 9 'l; • Para la 

extracción de ácidos grasos se adicionó 1 ml de hexano, 

agitándose vigorosamente durante 1 minuto, y se centrifugó a 

2 500 rpm x 5 minutos para facilitar la separación de las 

fases. Se recuperó la fase orgánica superior, repitiéndose el 

procedimiento 3 veces, y se evaporó a sequedad bajo corriente 

de nitrógeno. 

Para la aplicación al cromatógrafo de gases se 

resuspendió la muestra en volúmenes de 10 a 50 µl de hexano. 
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Para la identificación de lo ácidos grasos de cadena larga, 

se realizó inicialmente un ensayo isotérmico a lBOºC por 2 h 

con estándares de ácidos grasos Cl6, ClB y C20. Se procedió a 

la tansformación logarítmica y a la extrapolación de los 

ácidos grasos de cadena larga. El coeficiente de correlación 

resultante de este análisis es de l. Para el resto de 

ensayos, el cromatógrafo fue programado a 160 °c como 

temperat11rci inicial durante 1 minuto, con una elevación 

posterior de 20 ºe por minuto hasta 240 ºe y permaneciendo 3 

y el detector fueron de 240°C. Los tiempos de salida de los 

picos de integración fueron comparados contra estándares 

conocidos (Sigma). 

.... ,..,.,....,.,....,...,..l'TITrt,.-.. 
ÜVi..t"\U..J..._, .. .._.._...., 

Para el análisis estadístico se utilizó el paquete 

epistat de IBM. LOS valores fueron considerados como 

discontilr.1os. La prueba estadística utilizada fue la de 

Wil coxon para grupos independientes. Cada dato obtenido fue 

considerado como individual para ser contrastado únicamente 

con su control correspondiente. se consideró un nivel alfa de 

significancia de o.os. 



HES!JLTADOS 

ACTIVIDAD DE LA SULFATASA ESTEROIDEA 

OMJICl(l{S ll'f!MS l:tl Ui'Sl1YO Eli/11'.IT!Cll 

P~r~ deterrnin~r las condiciones óptimas del ensayo 

enzimático, se 

sanos, bajo 

concentración 

trabajó con muestras de sangre de voluntarios 

conocimiento de causa. El efecto de la 

de proteína sobre la velocidad de la reacción 

se puede observar en la gráfica 1 . Se trabajó con 5 muestras 

independientes con concentraciones distintas. Como se aprecia 

@n la ar~f ica la velocidad es proporcional a la concentración 

de proteína. Cantidades mayores de proteínas, dentro de las 

utilizadas en el ensayo, presentan una mayor actividad de 

manera proporcional. La actividad específica del substrato 

corresponde a 16,000 cpm/pmol. 
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[DHEAS) 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37ºC, n=5. 

Gráfica 1.- Efecto de la concentración de proteína de leucocitos 
sobre la velocidad de la reacción. Se observa un aumento 
proporcional en la velocidad conforme a la concentración de 
proteína. Valores expresados en media y DE. 

El efecto del pH sobre la velocidad de la reacción se 

aprecia en la gráfi¡_;a 2. ccmv an reportes anteriores_. la 

~ctivid~d -·~ ~lta ~~ muestra entre los valores de pH de 6.5 

y 7.0. En los valores de pH cercanos a 6.0 y B.O se observa 

una escasa actividad en=imática. Para la determinación 

enzimática se decidió trabaj c,r con un pH de 7. O, el cual es 

un valor cercano a las condiciones fisiológicas y permite una 

detección adecuada de la actividad de la enzima. 

- 25 -



"" E :e-
l.U 
:i: 
o 
o 
E 

.e, 
> 

• 
0.~.2 6.4 6.6 6.B 7.0 7.2 7.4 7.6 7.B B.O B.2 

pH 

[DHEAS] 33 n~. t 2h, 37ºC, n=5. 

Gráfica 2. - Efecto del pH. La actividad más alta se aprecia 
entre los valores de pH 6. 5 y 7. o. En los demás valores se 
observa •.ma actividad menor. Valores expresados en media y 
DE. 

El efecto de la concentración del substrato sobre la 

velocidad de la reacción se aprecia en la gráfica 3. Se 

aplicaron desde 14 nM hasta casi 60 nM de DHEAs- 3H, 8sp~randc 

una transformación del 5 al 10 % con la menor utilización de 

marca posible y que nos permitiera distinguir la 

transformación esperada del substrato. La actividad 

espec.::fica utili::ada c:or1·esponde a 16,000 cpm/pmol. La 
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concentración seleccionada para el estudio fue de 33 nM, que 

equivale a eo,ooo cpm por ensayo, aproximadamente. 

'· '¡ 
1.0 

~ a.. 0.9. 
/ 

en 
E ....__ 
< w 0.8 :z: 
Cl 

o 
E 0.7 .e: 
> 

0.6 

0·1o 20 30 40 50 60 
[OHEAS] nM 

pH 7.0, t 2h, 37ºC, n=5. 

Gráfica 3.- Efecto de la concentración del substrato sobre 
la ve loe id ad de la reacc lón. se observa una actividad lineal 
a diferentes concentraciones de DHEAS. La actividad 
especifica es de l6 1 nno cpm/p~ol. valu~~s expresados en media 
y DE. 

En la gráfica 4 se muestra la relación de la actividad 

con el tiempo. El tiempo máximo de incubación fue de 4 horas. 

De igual forma. se buscaba el tiempo óptimo para dtstinguir 
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una actividad para la clasificación del grupo problema en la 

porción rect¡¡ de la hipérbola. Para tal efecto, en el ensayo 

a 2 h se ve una clara transformac:ón lineal del producto. Sin 

embargo, puede llevarse a cabo utili::.:inclo un tiempo de una 

hora. En el presente trabajo se optó por el ensayo a 2 h para 

una mayor olarid.:id en la clasiticación de los pacientes. 

1.4r 

1.2 

e 1.0 c.. 
CI 
E ........ 
< 0.8 w 
13 
o 
E 0.6 
o.. 

0.4 

0.20 2 3 4 
tiempo en horos 

(DHEAS] 33 nM. pH 7,0, 

Gráfica 4. - Velocid<ld de 
Se ensayó a 4 h como 
establecidos se aprecia 
expresados en media y DE. 

la :..-ea ce .::..ón en relación al 
tiempo :ná:·:imo. En 10s 
una reaccióa lineal. 

tiempo. 
tiempos 
valores 

considerando la posibilidad d~ que al tomar la muestra 

el paciente podia no estar en ayunas, se determinó la 

activid3d en::imática en personas )l1 1yunas y a las mismas 2 h 



después de haber ing~•ido alime~tos. En la gráfica 5 se 

muestran loe resultados de tal ensayo. corno puede apreciarse, 

aún cuando se observa una disminución en la ctctividad, no 

existen modificaciones importantes en ésta producidas por tal 

condición corno para alterar la interpretación del ensayo. 

···¡ o.a 

0.7 

e o.a u. 

"' E 0.5 ........ 
~ 
:i: 0.4 e 
o ¡;;; 0.3 o.. 

0.2 

0.1 

o.o 
AYUNO 2h DESPUES 

[DHEAS] 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37°C 

Gráfica 5. - Efecto del ayuno. se tomó la muestra en ayunas y 
a los mismos testigos 2 h después de haber ingerido 
alimentos. Aunque se aprecia una disminución no es importante 
para la selección del 0rupc proLlema, (p>0.05). Valores 
2xpre~ctdos en media DE, n=4. 

De igual forma, se determinó la actividad 

inmediatamente al tomar la muestra y 4 h después 

manteniéndola a temperatura ambiente, como puede apreciarse 
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en la gráfica 6, no e~:isten modificaciones importantes bajo 

estas ~ondicio11es. 
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[DHEASJ 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37ºC 

Gráfica 6.- Actividad enzimática de la muestra recien tomada 
y .¡ h después mantenida a temperatura ambiente. se puede 
apreciar que no existen modificaciones y que la actividad es 
prácticamente la misma, ( p>O. 05) . Valores expresados en media 
y DE, n=4. 

Asimismo, se mantuvo el homogenado de leucocitos a 

-4°c y se procesó la muestra al día siguiente observándose 

una disminución en la actividad de casi el 50'l-., sin embargo. 

dicJl<:,s cambioE no son importantes para clasificar al gn1p0 
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p1-oblema (gráfica 7) _ En todo caso, debe considerarse este 

factor si se desea clasificar a portadoras. 
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Gráfica 7. - Actividad del homogenado de leucocitos al día 
siguiente. Atmque la diferencia es casi del 50% (p<0.001), 
.:i:;;.;e e,, LctHllo pres en te 13 actividad para permitir el 
diagnóstico de los pacien~es. bajo estas circunstancias. 
valores expresados en media y DE, n=4. 

conociendo que la en;:ima se encuentra pr.;,sente en la 

membrana microsomal, se consideró si era importante la 

utili::ación o no de detergentes que facilitaran su 

separación de ésta y permitieran la activación de la enzima. 
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En la gráfica S se aprecia una actividad similar en ambas 

condiciones, lo que nos indica que bajo ambos procedimientos 

puede llevarse a cabo la determinación, sin que afecte en la 

selección del grupo problema. 

3 

-e 
n. 

"' ~ 
' < 2 w 
J: 
Cl 

o 
E 
Q. 

[DHEAS! 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37°C 

Gráfica 8.- La actividad no se modifica de manera importante 
con la presencia del detergente (~0.05). Por lo que en ambos 
cond1c1ones Vlle~~ ha=ersc el ~nsay0 Pnzimático para el 
diagnóstico de los pacientes. valores expresados en media y 
DE, n=4. 

La actividad en=imática determinada en diferentes 

grupos de edad se aprecia en la gráfica 9, los ensayos 

muestran separando a hombres y mujeres. La actividad siempre 
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es mayor en el sexo femenino, considerando la media, en todos 

los grupos de edad estudiados. En el cuadro 1 se encuentra la 

relación de la actividad en::imática entre la mujer y el 

hombre en diferentes grupos de edad. 
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:::1 
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1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 
G1'4los por edad (años) 

Cl HOMBRES Cl MUJERES 

iDHEAS] 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37°C 

Gráfica 9. - La actividad por edades presenta una variación 
según el grupo de edad. En la gráfica se observa una 
actividad mayor en los grupos de edades extremas. Prevalece 
siempre una mayor actividad en el sexo femenino en cualquier 
edad. Valores expresados en media y DE,la n se aprecia en el 
cuadr0 l. 

3?. -



n 

Grupo de edad M H Relación M/H 

1-lOa 5 6 2.01 

ll-20a 5 3 l. 35 

21-30a 4 4 1.35 

31-40a 4 4 l. 41 

41-SOa 3 J l. 70 

Cuadro 1. - R·~lación mujer/hombre de la actividad enzimática 
en los distintos grupos de edad. se observa una relación M/H 
m.:iycr Pn 1 n;:; g¡~1!'·--.~ ;-lp p,-i;;;i .,'.:l~..:t"rp:i.rn;:; ~("t"i uid-:!CT. El srr1.!pC1 1-
lOa, presenta una relación de 2:1 de la mujer con respecto al 
hombre. M=mujer, H=hombre. 

ENSAYO PARi\ LA ASIGNACION DE LOS GRUPOS 

Para la clasificación de la muestra problema, se 

seleccionaron inicialmente pacientes con diagnóstico probable 

de TT.X .-

presentaban escamas gen~ralizadas y oscuras, 

pequeño predominaban en abdomen. uno de ellos no hablaba ni 

oía. Las edades •eran je 4. 19, 2 2 y 7 O años. Para corroborar 

el diagnósticc fue ne·::esario la determinación de la actividad 

enzimá~ica. En la gráfica 10 se aprecia la actividad de la SE 

mediante los niveles de transformación del substrato DHEAS- 3 H 

a su producto DHEA- 3 H. Los pacientes con ILX no presentan 

actividad detectable de la enzima con la metodología 

empleada. En la misma gráfica se puede observar el nivel de 
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actividad de portadoras obligadas, las cuales a pesar de su 

actividad menor, no llegan a presentar ninguna 

.:>int1:1rnat.olvgíü. El 11ivel de actividad en los hombres sanus es 

más alto que el de las portadoras, los controles fueron 

pareados, por edad con el grupo problema, pero más bajo que 

el de lcts muj~res sanas (gráficas 9 y 10). 
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ILX PORTADORA SANOS SANAS 

[DHEAS] 33 nM, pH 7.0, t 2h, 37ºC 

Actividad expresada en pmol/mg ele proteina. 

Gréfica 10.- se pueden observar las distintas actividades 
presentadas en los grupos de estudio y en un grupo de 
portadoras obligadas. En el grupo problema no se aprecia 
actividad y en las portadoras se puede observar una 
disminución de ªsta comparada con el de los controles sanos, 
incluso a los del sexo masculino. Valores expresados en media 
y DE. La n de ILX y controles fue hombres 4, de mujeres sanas 
3 y ele portadoras 7. 

- 35 -



DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS 

Sobre el e:-:tracto total de lípidos de eritrocitos se 

realizó la aepa1·ación por TLC. El sistema de solventes 

seleccionado de cloroformo/metanol/ácido acético/agua 

25:15:3.6:2 (v/v/v/v), nos permite una clara distinción entre 

los grupos problema y los controles, ya que este sistema 

separa adecuadamente el se del resto de los fosfolipidos !el 

Rf para cada compuesto se puede observar en el cuadro 2). En 

el primer grupo se aprecia la banda de se cercana a la 

migración de PE, la cual está ausente en el grupo control. La 

separación menos detallada se presenta en las bandas de PI y 

PS, sin embargo, la densitometria distingue entre las 

dos. En la gráfica 11 se detallan los valores relativos 

encontrados para cada fosfolíµido. Para considerar a éstos, 

se excluyó 

considerándose 

la cuantificación reportada 

como 1 Dfl''·' P;-:riusivamente a los 

Para el sr., 

focfolípidos. 

Los valores indican un aumento en la composición relat~va de 

PE (p< 0.05) con una disminución paral2la de la PC (p< 0.05). 

considerando que ambos valores son relativos, se espera que 

ante los cambios de un compuesto, exista paralelamente otra 

modificación, como la que se observa en este caso. En el 

resto de los fosfolípidos no hubo modificaciones 

significativas. 
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" ºC' 
1: ., 
~ o 
Q. 

Lípido Rf 

PE 0.78 
se o. 72 
PS 0.68 
PI 0.64 
PC 0.45 
SM 0.24 

cuadro 2.- VGlores de Rf (Factor de 
retención) para cada uno de los lípidos. 

401 

30 

20 

10 

PE 

C ILX 

PS PI 
Fosfotipido 

El SANOS 

PC SM 

Gráfica 11.- Composición relativa de los fosfolípidos.*PE y 
PC muestran una diferencia significativa (p < 0.05).Valores 
expresados en porcentajes y en media y DE. 
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DETERNIN11CION Df.: ACIDOS GRASOS 

En el cuadro 3 se observan las concentraciones 

relativas de ácido grasos en 

así como la relación ácidos 

los grupos problema y control, 

graso insaturado/saturado. La 

mayoría de ellos no pri>si>ntan diferenci¡:¡s estadísticamente 

significativas. Sin embargo, en los pacien~es con ILX no se 

detectan ácidos grasos de cadena larga como C20, C22, C22:6 y 

C24, aunque la concentración es relativamente baja en el 

grupo control. Por lo que respecta a e 18:2 y e 18:3, tampoco 

existen en estos pacientes, aunque cabe considerar 

nuevamente, que la concentración r~lativa en el grupo control 

es muy baja. Por lo que respecta a Cl6: 2, su composición 

relativa es mayor en el grupo problema que en los sanos 

(p< o.os). No se encontraron modificaciones en la realación 

ácido graso saturado/insaturado comparando ambos grupos. 
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AC. GR ILX 

Cl6 18.96± 2.34 

Cl6:1 0.99± 0.41 

Cl5:2* 0.25± 0.07 

C18 31.80± 2.15 

Cl8:1 14.13± 2.34 

C'18:2** 

C18:3** 

C20** 

C20:4 19.38± 1.34 

C20:5 0.49± 0.11 

C22 

C22:4 4.78± 0.49 

C22:5 7.00± 0.55 

C24 

Relación ac.gr. 
saturado/insaturado 99.78 

SANOS 

17.30± 1.14 

1.09± 0.15 

0.10± 0.07 

29.71= 1.16 

13.22± l. 59 

0.23± o.os 

0.23± 0.17 

0.53± 0.19 

17.84± l. 40 

0.51± 0.08 

0.2J± 0.15 

3.88± 0.64 

7.20± 0.91 

u.1~± 0.08 

2.29± l. 96 

99.07. 

cuadro 3. - composición relativa de los ácidos grasos 
expresada con media y desviación estándar. Las líneas 
discontinuas indican la ausencia del ácido graso. *En Cl6: 2 
existe una diferencia significativa (p< O.OS). Valores 
expresados en porcentajes y en media y DE. **En 1 paciente se 
encontraron trazas de C18:2, Cl8:3 y c20. 
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orscusroN 

En los últimos afies, a raíz de los conocimientos sobre 

el aumento en la concentración de se en los pacientes con 

ILX, se han buscado los procesos metabólicos en los que éste 

participv., u.si como las modificaciones en la composición de 

los demás lípidos en esta enfermedad. La búsqueda inicial se 

ha dirigido sobre las regiones en las cuales las 

alteraciones, como producto del acúmulo de se, presentan 

sintomatología clínica. Aún cuando son varias lRR pnblaciones 

celulares afectadas, el enfoque principal ha sido en piel. El 

interés por esta región se explica por el intento de conocer 

los posibles mecani~mus de regulación en el proceHo de 

descamación que ocurre normalmente en la piel, así como el de 

describir más adecuadamente los cambios en la totalidad de 

los lípidos comprometidos en este órgano. A pesar de que en 

la ILX únicamente se presenta una alteración génica que 

afecta a la SE, los cambios reportados hasta Pl mnmPnr0 no se 

limitan a la acumulación del substrato de esta enzima, sino 

también a otro tipo de lípidos no relacionados aparentemente. 

En piel, además del aumento del se, existe una.disminución en 

relativa de esteroles libres y lípidos la composición 

neutros(Z4) Los autores postulan que la regulación en el 

proceso de descamación requiere de una correcta interacción 

entre los distintos tipos de lípidos, que permitan un 

adecuado mecanismo de cohesión y descamación. De igual forma, 

se han reportado cambios en la composición de las LDL ( 38 l, 
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consistente~ en un aumeu Lo en la concentración de 

triacilgliceroles y una disminución de los ésteres de 

colesterol. La conclusión del estudio menciona que no hay 

explicación todavía satisfactoria para entender este tipo de 

cambios en la composición de lípidos, sin embargo las 

modificaciones an los lipidos se han observado en distintos 

padecimientos. 

Por otra parte, los estudios in vitro que directamente 

han encontrado funciones del :::e mencionan que aumenta la 

incorporación de ácidos grasos a diaciloliceroles, 

triacilgliceroles y fosfolípidos(34) y que inhibe la 

actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 

reductasa ( 35 l, enzima clave en la regulación de la síntesis 

de colesterol endógeno. Otros refieren que estabiliza la 

membranaC36) y que es producto de excreción< 33 l. 

En el presente trabajo, describimos más cambios de los 

presentes en la ILX, además de los ya 

reportados(24,26,37,36J. Conociendo que los líPidos del 

eritrocito son en su mayoría fosfolípidos y que en esta 

célula también existe una acumulación del se se' decidió 

utilizarla como pob~ación de estudio. En los resultados 

encontramos que las modificaciones no son exclusivas al 

aumento del se, sino que también lípidos como la PE y la PC 

presentan cambios en su composición relativa, la primera 

incrementa y la segunda disminuye. El por qué de estos 

cambios podría intentar explicarse si consideramos las 

características que le confiere el aumento del se a la 
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célula. Dicha condición origina una mayor estabilidad y 

resistencia a soluciones hipotónicas de la membrana ( 36 ). No 

existe una traducción clínica como resultado de esta 

al ter ación metabólica, sin embargo, los cambios encontrados 

en el presente estudio podrían indicarnos que se trata de un 

mecanismo de compensación celular ante la presencia de las 

cantidades crecientes de se. Aunado a estas modificaciones de 

los fosfolípidos más ctlluntlctn Let.i, también se encu.,,ntran 

cambios en la composición relativa de ácidos grasos. Existe 

una menor incorporación de los ácidos grasos de cadena larga 

y una mayor incorporación de un insaturado que es e16:2. Lo 

que también podría hablarnos de un intento de compensación 

por parte del eritrocito ante el efecto producido por el se, 

aunque cabe mencionar que e13: 2 y eia: J no se encuentran 

presentes en la ILX y sí en los controles. En este apartado 

es conveniente mencionar que existe una serie de 

padecimientos en donde se han reportado modificaciones en la 

composición de los ácidos grasosl4l-'itli, sin ser 

necesariamente la causa primaria de afectación. La 

composición alterada de los dcidos grasos de la membrana se 

tr"IOl!r'~ ~n 1.1n"> rn0dific¡¡riñn c'IP ,.11 fl11ic'IPz "ºn cambios en sus 

propiedades. Dicha fluidez es afectada de manera importante 

por la presencia de 

colestero1(6J). En 

los ácidos grasos 

este estudio, 

insaturados y del 

aunque existen 

modificaciones en la composición de los ácidos grasos, la 

relación ácido graso saturado/insaturado no se altera. Por lo 

que consideramos que en los pacientes no existe tal 
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altcr;:ición. :Jin 8111i.Jctrgo, el incremento de se pr0bablernente 

pudi2ra afectar en algún grado la fluidez de la rnernbrani'\. 

Por la dificultad que esto representa, la posibilidud 

de que factores dietéticos influyan en las modificaciones 

aquí presentadas no puede excluirsel64J. con el propósito de 

controlar este factor, nosotros utilizamos controles de la 

misma familia y edad. Además, durante el proceso de 

estandarización de la técnica, analizarnos muestras de 

pacient~s sanos y desnutridos (niBos) en donde no encontrarnos 

diferencias estadísticamente significativas. De cualquier 

[urma, el tactor dietético debe tenerse en consideración. 

Por otro lado, creernos que toJas estas modificaciones 

observadas en el presente estudio, aunque estadísticamente 

significativas, no son lo suficientemente grandes corno para 

condicionar ttni'\ alterao::ión clínicamente importctnte en estos 

pacientes, ya que no presentan manifestaciones en esta línea. 

Ante todos los cambios reportados anteriormente, es 

posible considerar que los distintos lípidos se comportan 

.i.u L,;yrd.ndose corno una unidad. Y que los cambios parciales 

' puede condicionar modificaciones de los demás componentes, 

simplemente por el hecho de cambiar uno de ellos. con el 

presente estudio este concepto nn puede a.clara!:'ze, ::;in 

embargo, surge la alternativa de saber si realmente ésto 

puede ser factible con la posibilidad de los estudios in 

viti.-o. 

De una manera más específica, resulta difícil explicar 

el por qué precisamente la PE y la PC presentan estos 
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cambios. Ambus 8un lus fo.sfülípidvs ;¡¡u.s abund¿intcc de la 

membra!1a del eritrocito, y es posible que por esta 

característica, sean los más afer:-tados. La diferencia entre 

ambos químicamente consiste en la presencia de 3 radicales 

metilo terminales en el grupo amino de la PE. Esto .:onfiere 

un mayor tarnafio. aunque discrPto, de s~ estructura molecular. 

Produciendo quizás una interacción espacial inadecuada ante 

la presencia del aumento del se y por tanto su composición 

relativa se vea disminuida, sin embargo, ésto no puede 

aseverase con el diseño propuesto en el presente estudio. 

Cabe mencionar que existe la alternativa del diseño de 

liposomas para corroborar el efecto producido por el se en la 

composición de los fosfolípidos y ácidos grasos. 

estos 

Por otro lado, 

pacientes, que 

ante la dificultad del diagnóstico de 

ha requerido la utilización de 

compuestos marcados y todas l~s características que esto trae 

consigo, es factible realizarlo de una manera más sencilla 

utilizando la muestra de sangre para la identificación del 

se. Dentro de los procesos de estandar-ización de técnicas 

para encontrar el mejor método de separación de fosfolípidos, 

se observó que la separación por TLC con el sistema de 

solventes utilizado permite una visualización correcta del se 

de manera independiente de los demás componentes lipídicos. 

Esto constituye una buena herramienta para el diagnóstico, ya 

que la muestra de sangre se obtiene fácilmente y el 

procedimiento de separación y visualización por TLC no 
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requiere ni de los coseos, n1 presenta las dificultades de la 

utilización de compuestos marcados. 

Por otro lado, las caracteristic:as encontradas en la 

actividad enzimática corresponden a lo reportado previamente 

en la literatura( 22 l. La actividad máxima se presenta entre 

los valores de pH de 6. 5 y 7. O y el sexo feme1lino presenta 

una mayor actividad. Ante esta tendencia de una mayor 

actividad en el sexo femenino, es conveniente recordar que el 

gen que codifica para esta enzima, se encuentra ubicado en el 

cromosoma x(ll). Desde hace tiempo, se sabe que el cromosoma 

X, en mami!eros, p~e~enta un procc~o da inactivació¡¡ {qua le 

confiere una inactividad génica) resultando en una cantidad 

igual de productos génicos en la mujer (XX) y en el hombre 

(XY) ( 65 ). Existe evidencia de un centro de inactivación que 

participa en este proceso( 66 l. De manera interesante, se ha 

encontrado un gen (XIST, de X inactive specific transcripts), 

ubicado en esta región, que se encuentra activo en el 

cromosoma X inactivo y contrariamente, inactivo en el X 

a~t:!..v~ ( 67) __ ..... __ -'----- ..... ~ 
C.:> !.J.&. C\,,..IJ.CUllC,LJ 1,;C 

relacionado con el proceso de inaccivación del cromosoma X y 

quizás pronto permita el conocimiento en el mecanismo de este 

proceso. 

se ha reportado que algunos genes escapan a este 

proceso de inactivación ( 66 l, y entre ellos se encuentra el 

gen que codifica para la SE. A pesar de esto, la actividad de 

la SE en hombres y mujeres no refleja las diferencias entre 

ambos en el número de cromosomas x(68J. En reportes previos, 
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la relación es mayor a 1 pero menor de la que 

correspondería si todos los loci de la SE en el cromosoma X 

fueran expresados en la misma forma. Se ha tratado de 

explicar ésto realizando estudios en células híbridas, en 

donde se observa una menor actividad de la SE en el cromosoma 

X inactivo(GB}. Posiblemente, la influenclét de genes vecinos 

inactivos (sujetos al proceso de inacti vación) producen la 

expresión reducida del locus de la SE, como se ha observado 

en genes autosómicos cuando están próximos a la cromatina X 

inactiva( 69 l. 

En nuestro estudio, la relación de los grupos de edad 

de 11 años en adelante es muy parecida a los reportes 

previos(). Sin embargo, nuestro grupo de edad de 1-10 años, 

no reportado previamente, presenta una relación de 2:1 

mujer/hombre en la actividad de la SE, probablemente por 

factores de origen hormonal. La realización de estudios 

posteriores podrán dar explicación a este hallazgo. 

La ILX es una entidad que llega a presentar dificultad 

en el diagnóstico di ferenci.al con la ictiosis vulgar 

autosómico dominante (IV), aún cuando las bases en las dos 

enfermedades son diferentes, y en la IV no se han reportado 

cambios en la composición de lipidos sino más bien de origen 

proteico( 70 l. considerando el problema diagnóstico en estas 

dos entidades, la determinación enzimática ofrece una 

al terna ti va para el diagnóstico de estos pacientes, ya que 

éste puede realizarse sin tantas condiciones por pdrte del 

paciente. La muestra puede guardarse a temperatura ambiente 
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por varias horas o congelarse el homogenado para su 

determinación al día siguiente sin que la dPt.~ccj ón de la 

actividad enzimática en los pacientes se vea afectada. 

Asimismo, la condición de ayuno del paciente no es necesaria 

para su diagnóstico. De igual forma, cabe considerar, que 

aunque únicamente se incluye co1no parte de la estQndarización 

de la técnica, existe una variación en la actividad de los 

grupos en las distintas edades clasificadas. 

los grupos extremos son los que presentan 

De este modo, 

una actividad 

mRynr. A6n cuando no forma parte del trabajo, este hallazgo 

puede establecer una alternativa de estudio para tratar de 

encontrar si realmente existe una diferencia entre las 

distintas edades y el por qué de esta diferen~ia. 
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CONCLUSION 

la 

En el presente trabajo, 

composición de lípidos 

encontramos modificaciones en 

del eritrocito en la ILX 

consistentes en aumento de PC y disminución de PE, así como 

ausencia de los ácidos grasos C20, C22, C24. C18:2, Cl8:3 y 

C22:6. Con el presente modelo de estudio no podemos explicar 

correctamente el por qué de estos cambios. consideramos que 

se trata simplemente de una alteración de arreglo en los 

lípidos de la membrana del eritrocito a causa del aumento en 

la concentración del se, puesto que los componentes afectados 

son minoritarios 

coeficiente ácido 

afectado. Esto nos 

en su composición porcentual y ~l 

graso saturado/insaturado no se ve 

indicaría de manera indirecta que no 

exizte una alteración en la fluidez de la membrana. Todo esto 

aunado a que los pacientes no presentan alteraciones clínicas 

por estas modificaciones. Por otro lado, encontramos una 

relación mujer/hombre de la actividad de la SE del doble 

únicamente en los niños, lo que nos hace pensar que 

probablemente esté presente otro factor o factores regulando 

la actividad ce la SE o la expresión del gen, quizás de tipo 

hormonal. 
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