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RESUMEN

[atroduccién, La ictiosis ligada al X (ILX} es una dermatesis caracterizada clinicamente por
escamas oscuras, adherentes v regulares en piel. Inicia al nacimiento o en el primer aiio de vida y
tiene una frecuencia de 1:2,000-6,000 varones, Algunos pacientes presentan criptorquidia y algunas
portadoras retardo en la labor de parto ¥ en ocastones ambos presentan opacidades corneales. La
IL.X es debida a la deficiencia de Ia enzima sulfatasa de esteroides (SE), enzima microsomal que
hidroliza los sulfatos de 3-beta-hidroxiesteroides. La deficiencia de la SE se ha ascciado al
incremento de sulfato de colesterol en el estrato comea, lo que parece ser [a causa del retardo en el
proceso normal de descamacion de la piel. La actividad de la SE puede ser determinada en
leucocitos v otras lineas celulares para establecer el diagnostico de pacientes y portadoras de ILX.
El gen de la SE (gen STS) se localiza en Xp22.3. La mayoria de los pacientes con [LX (35-90%)
presentan pérdida toral del gen STS, mientras solo 3 deleciones intragénicas v 8 mutaciones
puntuales han sido reportadas. Andlisis bioquimicos muestran que la mavoria de los casos aislados
corresponden a casos heredados y no a mutaciones de nove. Del mismo modo, se informo dc un
caso en el cual la madre era portadora cuando inicialmente se habia considerado al paciente como
una mutacion de novo. Objetivo. Analizar mediante hibridacion i situ una muestra de casos
aislados de ILX, para conocer cuantos corresponden a mutaciones nuevas. Material y Métodos.
Los pacientes se clasificaron mediante el ensayo de la SE realizado en leucocitos con el sulfato de
7-{*-H]-dehidroepiandrosterona como substrato ¥ mediante PCR amplificando los extremos 57-3°
del gen STS. Las portadoras de 1LX fueren analizadas eon el ensayo de fa SE y mediante FISH en
linfocitos utilizando la sonda especifica del gen STS, ademas de una sonda centromérica del X
como control interno. Resultados y Discusién.- Nueve de las 12 madres tuvieron una actividad dc
la SE compatible con el estado de portadora v mostraron una copia del gen STS mediante FISH,
indicando que presentaban el defecto génico inicial. Sin embargo, una de las madres con actividad
enzimatica normal, reveld por FISH una sola copia del gen STS, lo que indicaba que se trataba
también de una portadora de ILX. Estos resultados corroboran que la mayoria de los casos
esporadicos de 1LX no corresponden 2 mutaciones de novo y que ¢l anilisis mediante FISH debe
realizarse en las madres de los casos esporadicos cuando presenten una actividad normal de la SE

para descartar el estado de portadora de ILX.




ABSTRACT

Introduction. X-linked ichthyosis (XLI) is a disease characterized by dark, adhesive, and regular
scales of skin. It is present at birth or early after birth with a frequency of 1:2,000-6,000 males,
Cryptorchidism in patients, delayed labor in carriers and comeal opacities in both ones are features
frequently associated. XL is due to the steroid sulfatase (STS) deficiency, this enzyme hydrolyzes
3-beta-hydroxysteroid sulfates. The STS enzyme deficiency is associated with the increase of
cholesterel sulfate in the stratum comeum and it seems to be the cause of the delay in the normal
process of skin desquamation. The activity of STS enzyme can be determined i leukocytes and
other cell lines to establish thc correct diagnosis and to discard possible carriers of XLI. The STS
gene locus is located on Xp22 3. Previous reports indicate a complete deletion of STS gene in 83-
90% of XLI patients, white a few point mutations or intragenic deletions have been informed. In a
previous report, biochemical analysis showed that most sporadic cases corresponded to inherited
cases instead of de novo mutations. Similarly, in another report it was demonstrated the XLI carrier
state in the mother of a patient initially classified as a de nove mutation. Objective. To corroborate
by fluorescence #n situ hybridization (FISH) if most sporadic cases with XLI corresponded or not
to de nove mutations. Material and Methods. To classify XLI patients, STS assay was performed
in leukocytes using 7-[’H)-dehydroepiandrosterone sulfate as a substrate and 5°-3° ends of the STS
gene were amplified through polymerase chain reaction (PCR). XLI carriers were also identified
through STS assay. FISH analysis in carriers was done in lymphocytes using the STS gene probe
and one internal control of the X-centromeric region. Results and Discussion. Nine out of 12
mothers presented an STS activity compatible with XLI-carrier state. These mothers also had only
one copy of the STS gene indicating that they initially presented the STS gene defect. Nevertheless,
another mother had normal STS activity but she harbored one copy of the STS gene in the FISH
analysis. This Tesult showed that she also corresponded to an XLI carrier. This data corroborated
that most sporadic cases of XLI do not represent de novo mutations and that FISH must be included
in the analysis of mothers of sporadic cases when they present normal STS activity to correctly

discard the XLI carrier state.




ANTECEDENTES

Las ictiosis son un grupo de genodermatosis que se caractenizan por presentar
hiperproliferacion yfo retencion del estrato comeo, lo que condiciona descamacion
anormal de la piel. El término ictiosis ha sido empleado por mas de 2000 aios y proviene
de la raiz griega “ichthys” que significa pez. Los hindies y chinos se referian a la
enfermedad como una afeccion con piel de serpiente o escamas de pescado y Alibert
consideraba que era causada par vivir en 4reas cercanas a corrientes de agua, mar o por
ingerir pescado en estado de putrefaccion. En 1884 Fox informd el caso del “nifio

cocodrilo™ atribuyendo su causa al ataque de un cocodrilo sufrido por la madre durante ta
gestacion (1-4 ).

La primera descripcion de ictiosts documentada en la literatura médica se encuentra en la
obra “On cutaneuos diseases” por Robert William en 1908, Actualmente, con base en
criterios clinicos, bioquimicos, moleculares y forma de herencia son § las variedades de
ictiosis que se encuentran bien definidas, éstas son: ictiosis vulgar (1V), ictiosis recesiva
ligada al cromosema X (ILX), ictiosis lamelar, eritrodermia ictiosiforme congénita e

ictiosis bular (5-7).

Una de las variedades de ictiosis mis importantes por su frecuencia es la ILX. Esta entidad
se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X y es causada por la deficiencia en la
actividad de la enzima sulfatasa de esteroides (SE). La ILX se ha observado en diferentes
grupos étnicos y afecta a 1 de cada 2,000-6,000 recién nacidos vivos del sexo masculino.
Inicia generalmente durante los primeros meses de vida y los datos clinicos mas
importantes son la presencia de escamas oscurtas, regulares, adherentes y de distribucién
generalizada, Sin embargo, predominan en cara anterior de abdomen, cuello y zonas de
flexion, respetando generalmente palmas de las manos y plantas de los pies. En aigunos
pacientes se han observado opacidades comeales, criptorquidia y hernia inguinal. Por otra
parte, se ha informado que las portadoras de esta enfermedad presentan aigunas veces

sangrado transvaginal y retardo en la labor de parto (8-15).




Algunos de los cambios histologicos observados en esta enfermedad incluyen; hipertrofia e
infilirado perivascular ademis de cambios inespecificos en la zona granular de la

epidermis (16).

La literatura internactonal incluyendo los informes de pacientes mexicanos, sefialan que fa
mayoria de los pacientes con ILX (90%), presentan pérdida total del gen de la SE (gen
STS) como causa de ia enfermedad. En 3 casos han presentado deleciones intragénicas que
abarcan los exones II-V, VII-X v X y en 8 pacientes se ha informado de mutaciones
puntuales. Es importante sefialar que 5% de los pacientes presentan pérdida del gen STS y
otros genes adyacentes, lo que condiciona la presencia de fenotipos mas complejos que

incluyen ademas de ILX, sindrome de Kallman, retardo mental y condrodisplasia punctata
(17-24).

GEN STS

La actividad de la enzima SE se asocia a un gen anico en humanos (gen STS) y los
hallazgos que asi lo sugieren son los siguientes: la transfeccion de plasmidos con cDNA
del gen STS confiere todas las actividades de la enzima a las células receptoras y los
pacientes con pérdida def gen STS carecen de las diferentes actividades de la enzima (25,
26).

El gen STS se extiende sobre una region de 146 kb en la region Xp22.3. muy cerca de la
region pseudoautosémica. Contiene 10 exones de tamaiio variable y dos regiones que no se
transcriben, una en el extremo $° de por o menos 206 pares de bases y otra en el extremo
3" de 668 pares de bases. Tiene ademas, una sefial de poliadenilacion (AATAAA) de 13
pares de bases antes del comienzo de la cola de poli~A. Existen datos que indican que la
region promotora del gen STS es pobre en secuencias GC y aparentemente carece de sitios
de union a factores de transcripcion conocidos. Sin embargo, se ha identificado una region

de aproximadamente 1.3 kb en el extremo 5° que contiene varios sitios de unidn potencial




para factores de transcripeion, entre éstos se encuentran 3 elementos potenciadores (URE1-
3) ¥ un elemento represor (URE4). Por otra parte, se han identificado tres transcritos
primarios en distintas lineas celulares, cada uno con pesos moleculares diferentes (2.7, 5.2
y 7.2 Kb) que parecen ser consecuencia de la adicidon de colas de poli-A de longitud
variable vy no del procesamiento alterno del producto génico primario. Sin embargo, no se

ha definido adn la funcién de cada uno de estos transcritos (27-30).

El gen STS tiene su homodlogo no funcicnal (pseudogén) en los brazos largos del
cromosoma Y (Ypl1.2). La homologia entre el gen funcional y el pseudogén es de 90%
aproximadamente y las diferencias entre ambos estin dadas por sustituciones de algunos
pares de bases, pequefias adiciones y deleciones que condicionan la incapacidad del

pseudogén para originar algin producto proteico funcional (31).

Rectentemente, se localizaron en la region Xp22.3 los genes que codifican para las
anisuifatasas D, E y F, todos ellos con una organizacién gendmica muy similar,
incluyendo al gen de la arilsulfatasa C. Por otra parte, trabajos recientes muestran que la
localizacion de estos genes es idéntica en el cromosoma X de diferentes especies de
primates, mientras que la copia homdloga, presente en el cromosoma Y, es distinta en cada
una de estas especies. Es posible que este agrupamiento génico de arilsulfatasas en Xp22.3
tenga su origen a partir de eventos de duplicacion génica, ocurridos ancestralmente en la
region pseudoautosomica. Este pareceria ser un cambio reciente en el genoma de
mamiferos (32-34).

Existen familias de secuencias repetidas en nimero bajo de copias (G1.3 y CRI-5232) que
se encuentran intercaladas y distribuidas en la region Xp22.3 y hacia ambos lados del gen
STS. La presencia de estas secuencias en esta region condiciona posiblemente un
apareamiento anormal durante la meiosis por la recombinacién homologa entre estas
unidades de repeticion, lo que podria explicar la alta frecuencia de las deleciones

interstictales en esta regién génica (34-37).




El gen STS escapa al proceso de inactivacion del cromosama X, expresindose asi en
ambos cromosomas X en las mujeres normales. Sin embargo, la expresion de este gen es
siempre menor en ¢l cromosoma X inactivo, debido posiblementemente a la presencia de
genes contiguos inactivos. De esta manera, la actividad de la enzima SE en varones y
mujeres no refleja el nimero de copias del cromosoma X presente en ambos sexos, ya que
los niveles enzimaticos no guardan la esperada relacion de 2:1, siendo la proporcion
encontrada de 1.3 —1.7:1 dependiendo de la linea celular. Unicamente en cabello se ha

reportado una relacidn de 1:1 y en leucocitos de prepuberes de 2:1 (27, 38-41).

Finalmente, una gran parte de la literatura internacional sefiala que la mayor proporcion de
casos de ILX corresponde a mutaciones nuevas, sin embargo, estudios bioquimicos
recientes en poblacidn mexicana muestran que la mayoria de los casos aislados de ILX
(por analisis familiar) corresponden realmente a defectos heredados por la madre, ya que
ésta muestra actividad de la enzima SE compatible con estado de portadora (menos de 25

pmol/mg proteina./hora) (18, 23,).

ENZIMA SULFATASA DE ESTEROIDES

La SE o arilsuifatasa C es una de las 6 arilsulfatasas presentes en los tejidos humanos (A,
B, C, D, E y F) (tabla 1); se encuentra unida a la membrana microsomal y cataliza la
separacion hidrolitica del grupo sulfato de los 3-beta-hidroxiesteroides sulfatados (ie.
sulfatos de colesterol, estrona, testosterona, pregnenolona y dehidroepiandrosterona).
Aparentemente, los esteroides en su forma sulfatada son biologicamente inactivos y tienen
una vida media mas larga en comparacion al esteroide libre correspondiente. Esto podria
sugerir que los esteroides sulfatados son reservorio de precursores para la produccion
potencial de hormonas bioldgicamente activas. Es conveniente mencionar que la accion de
la SE es importante para la desulfatacion de varios precursores de hormonas esteroideas,
sobre todo de la dehidroepiandrosterona, proceso vital para el transporte de hormonas

esteroideas a los compartimentos maternos, placentarios y fetales (42-47).




La SE se localiza en el reticulo endopldsmico rugoso, cistena de Golgi, reticulo trans-
Golgi, membrana plasmatica y via endocitica. Tiene una distribucion ubicua y se ha
detectado en vagina, endometrio, ovario, hipertrofia prostitica benigna y células
cancerosas de mama. Su pH optimo oscila entre 6.5-7.5, su Km es de 0.8uM para el sulfato
de estrona, de 1.7uM para el sulfato de dehidroepiandrosteona y de 0.6uM para el sulfato
de testosterona (47-49).

La SE comprende dos isoformas clasificadas por su movilidad electroforética en “s” o
lenta (slow-migrating) y “f” o rapida (fast-migrating), sin embargo, Gnicamente la forma
“s” corresponde a la SE. Estas isoformas estan codificadas por genes diferentes,
localizados en los brazos cortos del cromosomas X y no son resultado del procesamiento
alterno del producto génico primario. La expresion de estas variantes electroforéticas es
tejido especifica. La forma “s” es muy abundante en placenta, corazdbn, misculo
esquelético, tiroides y glandula suprarrenal y la forma “f ™ se encuentra presente en higado,
pancreas, riiion y tiene solamente el 2-7% de la actividad de la SE. Es importante sefialar
que ambas isoformas muestran diferente especificidad a substrato, labilidad al calor,

estructura proteica, pH optimo y propiedades antigénicas (50).

La SE esta compuesta por 583 aminoacidos, los primeros 22 corresponden al péptido lider
el cual es escindido postranscripcionalmente para dar origen a la enzima madura, Este
proceso dura aproximadamente dos dias, siendo la vida media de la SE 4 dias. La enzima
activa estd formada por miltiples subunidades idénticas, cada una con un peso molecular
de 63 kDa, siendo el agregado activo mas pequeiio un dimero de 126 kDa. La SE tiene las
caracteristicas de una glicoproteina integrada a membrana y presenta cuatro sitios
potenciales de N-glicosilacion, sin embargo, solo dos son utilizados. Es estable a las
alteraciones de pH, calor y exposicidn a urea y muestra las caracteristicas de una proteina
integrada a membrana. El modelo propuesto para la topologia de la enzima incluye la
presencia de tres dominios. Los extremos amino y carboxilo terminal se localizan en la
porcion fuminal de la membrana, ambos contienen una cadena de oligosacaridos y se
comunican por medio de un dominio hidrofobico que comprende dos secuencias que se

extienden en direcciones opuestas de [a membrana (42, 45, 47, 51).




Recientemente, se ha sugerido que la SE juega un papel importante en la embriogénesis del
raton, particularmente en los procesos relacionados con el desarrollo embrionario de
algunas estructuras del SNC. Estudios mediante hibridacion in sifv han mostrado que
existe semejanza entre los niveles y sitios de expresidn de los mensajeros de las enzimas
SE y P450cl7, lo que sugiere que ambas enzimas co-participan en procesos funcionales
similares. Alguncs de los sitios con gran expresion de ambas enzimas son cerebro medio,
talamo y corteza cerebral, sobre todo al final del Gltimo trimestre gestacional. Estudios
post-mortem en dos pacientes adultos no relacionados, de 44 y 63 afios de edad
respectivamente detectaron abundantes cantidades en la actividad de lz SE en nicleo
central y talamo, Se ha propuesto que la conversion talamica de DHEAS a DHEA es uno

de los mecanismos que participan en el control de los procesos del crecimiento axonal y de

las fibras del tilamo durante la organizacion de la citoarquitectura de la neocorteza y se
considera que la actividad de la SE es uno de los procesos que regulan la neurosecreciéon
talamica. Al parecer el DHEAS participa en los procesos de memoria en ratas y seres
humanos y diversas modificaciones quimicas en la actividad de la SE in vivo se han

asociado con cambios en la memoria de ratas adultas (52-56),

Los resultados de investigaciones de la actividad de la SE con relacién al desarrollo
esquelético muestran la presencia de grandes cantidades de RNAm de SE en tejido
cartilaginoso durante el proceso de embriogénesis, esto coincide con la aparicion de los
centros de osificacion. Es posible que la enzima participe también en los procesos de
remodelacién osea. Finalmente, se ha sugerido que la reduccién postmenopausica en la
actividad de las enzimas retacionadas con la produccion ésea de estrogenos (v. gr. SE)

guarda relacion con los procesos fisiopatologicos relacionados con la osteoporosis (57).

LA ILX Y LA SULFATASA DE ESTEROIDES

France y Liggins en 1969 aportan la primera evidencia de alteraciones en la actividad de la

enzima SE, al demostrar que la disminucion en la sintesis de estrogenos en las mujeres




portadoras de la deficiencia placentaria se debia a la disminucién en la actividad de esta
enzima. En estas mujeres se encontraron ademds de los niveles bajos de estriol, retardo en
la tabor del parto. Posteriormente, el seguimiento de estas portadoras demostrd la presencia
de TLX en sus productos. No fue sino hasta 1978 cuando Shapiro y cols. encontraron
deficiencia en la actividad de la SE en cultivos de fibroblastos de piel de pacientes con
ILX, la cual se habia encontrado previamente en tejido placentario de mujeres portadoras

de la deficiencia de esta enzima (58-62).

La deficiencia de SE en la [LX condiciona la acumulacién de suifato de colesterol en
suero, membrana de los eritrocitos y estratos comeo y granuloso de la piel. En condiciones
normales, la relacion colesterol:sulfato de colesterol en el estrato comeo es de 10:1; sin
embargo, en los pacientes con [LX esta relacidn alcanza proporciones de 1:1. La actividad
de la SE es mayor en los estratos comeo y granuloso, en contraste, los estratos inferiores
presentan una actividad de la enzima muy baja. Esto explicaria la acumulacion del SC en
las capas superficiales de la piel de pacientes con [LX. Por otra parte, se ha sugerido que la
regulacion de la relacion colesterol:sulfato de colesterol en el complejo estrato comeo-
membrana puede ser critico en el proceso de descamacion normal de la piel (63). Los
lipidos constituyen 6-10% del estrato comeo y ocupan preferentemente los espacios
intercelulares. Diversos estudios han demostrado cambios graduales en la composicién de
los lipidos en los diferentes estratos epidérmicos. Los cambios reportados en la
composicion de lipidos en los pacientes con ILX, no se limitan a piel. Las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), las cuales transportan al sulfate de colesterol, muestran un aumento
en su movilidad electroforética al compararlas con las LDL de pacientes con otros tipos de
ictiosis o bien controles sanos. De esta manera, 1a electroforesis de lipoproteinas permite
realizar también el diagnéstico de ILX . El contenido de ésteres de colesterol en las LDL
disminuye en la ILX, mientras que las relaciones entre triacilgliceroles/colesterol y

apoproteina B/colesterol se incrementan (64-66).

Por otro lado, la determinacion de la actividad de la enzima SE en tejidos como uiias, piel,
cabello, fibroblastos y leucocitos permite establecer el diagnéstico de ILX asi como el

estado de portadora de la enfermedad, ya que los valores de la enzima en estas mujeres




|

estan por debajo de los controles masculinos y femeninos sanos. Esta determinacion resulta

de gran utilidad, ya que permite proporcionar un correcto asesoramiento genético (67-72).

Tabla 1, Caracteristicas de las arilsulfatasas A, B, CD,Ey F.

Arilsulfatasas | Ubicacién del{Substratos Enfermedad
gen relacionada
A 22q13 Sulfato de dermatan Leucodistrofia
metacromatica
B 5q13 Sulfatos de dermatan y!Mucopalisacaridosis
condroitin tipo IV
C Xp223 Sulfatos de Ictiosis recesiva ligada
3-3-OH-esteroides al X
D Xp22.3 * *
E Xp223 * Condrodisplasia
punctata
F Xp22.3 . *

* se desconce




JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta la fecha, en nuestro servicio, las pruebas bioquimicas han establecido el diagnéstico
de [LX en mas de 100 pacientes y la condicidn de portadora en mas de 120 mujeres. De
esta manera, la identificacion de casos de presentacidon esporidica y familiar se ha
realizado bioquimicamente. Sin embargo, consideramos que la hibridacién in site permite
identificar de manera mas precisa si los casos de presentacion esporadica corresponden

realmente a mutaciones nuevas o bien a casos heredados.

Con base en los antecedentes presentados el planteamiento de nuestra pregunta de

investigacion es el siguiente:

Cual es la proporcién de casos familiares y mutaciones nuevas de ILX en una muestra de
pacientes mexicanos que representan casos aislados de la enfermedad al analizarlos

mediante hibridacién in situ,

OBJETIVO

Conocer la proporcion de casos familiares y mutaciones nuevas en una muestra de casos

aislados de [LX mediante hibridacion i situ.

HIPOTESIS

La mayoria de los casos de ILX de presentacion aparentemente esporadica, no

corresponden a mutaciones nuevas.




MATERIAL Y METODOS
1. Seleccion de los Sujetos de Estudio.

Criterios de inclusion

a).-Pacientes masculinos de cualquier edad con diagnostico de [LX ¥ que representan casos
aislados de la enfermedad.

b).- Que acepten participar en el estudio.

Criterios de eliminacién

a).- Se climinaran aquellos casos en quienes no sea posible realizar de manera total los

procedimientos requeridos en este estudio.

Variables de estudio

Variable Independiente. Pacientes con diagnéstico bioquimico y molecular compatible con

ILX y que representen casos aislados de la enfermedad.

Variable Dependiente. Casos de ILX de presentacion realmente esporadica o familiar,

identificados mediante analisis materno empleando la hibridacion in situ.

Definicion operativa de [as variables de estudio

Variable Independiente

Pacientes con diagnostico de ILX, establecido con parametros bioguimicos y moleculares.

Parametro biogquimico
1}).- Ausencia de actividad de la enzima SE en leucocitos: Esta se evalud mediante la

hidrolisis del sulfato de dehidroepiandrosterona a dehidroepiandrosterona en leucocitos,
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utilizando *H-DHEAS como substrato y determinandola en cuentas por minuto (cpm)

mediante espectrofotometro de centelleo de liquidos.
Parametro molecular
1).- Pérdida total del gen STS: Para este fin se amplificaron mediante Reaccion en Cadena

de [a Polimerasa (PCR), los extremos 3°y 5° del gen STS.

Variable dependiente

Casos esporadicos (mutaciones nuevas); En las preparaciones cromosomicas de las madres

de los pacientes con ILX se observaran 2 copias del gen STS.

Casos familiares: En las preparaciones cromosdmicas de las madres de los pacientes con
ILX se visualizara solamente 1 copia del gen STS

2, Diseiio del estudio

Prospectivo, descriptivo, transversal y analitico.

3. Calculo del tamanio de muestra

Tomando en cuenta un valor o de 0.5, B de 2.0 y esperando una diferencia de al menos
70% en la distribucidn de la unica variable de interés (casos de ILX esporadicos y
familiares), en una sola poblacion (pacientes con [LX) el nimero de sujetos requeridos en

el estudio es de 7 sujetas.




4, Procedimientos

Se captaron pacientes masculinos de cualquier edad con datos clinicos sugestivos de
ictiosis (presencia de escamas oscuras, adherentes y de distribucion generalizada) y sin
antecedentes familiares de la misma enfermedad en cuando menos tres generaciones. En
todos los casos se informo a los pacientes y/o a sus padres de las caracteristicas del estudio,
se les invitd a participar de manera voluntaria y con carta de consentimiento informado. El
protocolo fue aprobado por el comité de ética de este hospital. Se determiné 1a actividad
enzimatica de la SE en los pacientes y se amplificé mediante PCR los extremos 57y 3 del
gen STS. Al no encontrarse actividad enzimética ni amplificacion de los extremos del gen
se establecio el diagnostico de ILX. Una vez confirmado el diagnéstico de ILX en los
pacientes se determino la actividad enzimatica a cada una de las madres de los pacientes y
se realizo ademas hibridacion in sitw con la sonda especifica del gen STS en preparaciones
cromosdmicas previamente obtenidas de estas posibles portadoras. Finalmente, se

analizaron los resultados.

1.- Determinacion de la actividad de la enzima SE en leucocitos (73, 74).

a).- Toma de muestra sanguinea.- Se realizd a los sujetos de estudio con previe ayuno de
por lo menos 8 horas, Se tomaron 10 ml de sangre venosa periférica de una de las venas
antecubitales con jeringa de plastico estéril, empleando EDTA como anticoagulante.

b).- Obtencién de leucocitos.- Para este fin, la muestra sanguinez obtenida (10 ml) se
centrifugd a 1400 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se separé el suero sanguineo
con los leucocitos y se afiadieron 3-7 ml de NH, Cl, se dejo reposar 3-5 minutos y
posteriormente se centrifugd a 6000 r.p.m. durante 5 minutos con el fin de obtener y lavar
el boton de leucocitos. Este proceso se repitid por 3 ocasiones.

c).- Ensayo de la actividad enzimatica.- Para su realizacién se utilizd la poblacion de
leucocitos obtenida de ta manera previamente descrita. La muestra fue resuspendida en
Iml de amortiguadror-tris 0.014M (pH 7.0), las células se fragmentaron empleando un
politron T-100 con vastago del niumero 10, a la velocidad maxima en dos ciclos, de 20 y 10
segundos, respectivamente. Al incubar la reaccion se ulilizo como substrato al DHEAS-H

{10 pl, 33 nmot ), para obtener como producto final a la DHEA-H. La reaccion fue en 200
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pla 37°C, pH 7 por I hora. Con el proposito de detener la reaccién y extraer el producto
final (DHEA-H) se agregd | ml de benceno frio (Merck, grado analitico), agitindose
vigorosamente en vortex durante 2 minutos y centrifugandose 5 minutos a 2500 r.p.m,
Posteriormente, de la fase superior (sobrenadante de benceno), fueron extraidos 600 pl, a
los cuales se les afiadieron 5 ml de liquido de centelleo para posteriormente ser leidos por
espectrofotometria de centelleo de liquidos. Cada uno de los ensayos se realizd por
duplicado, contra controtes masculinos y femeninos sanos, incluyéndose ademas un

blanco. En los casos de pacientes con ILX no se detectd actividad enzimatica.

2.- Amplificacién mediante PCR de los extremos 3y 5'del gen STS a los pacientes con
ausencia de actividad de la enzima SE (75).

Para este fin se realizd extraccion de DINA de la siguiente manera: Se emplearon 3 mi de
sangre periférica de cada uno de los pacientes y se le agregd amortiguador de lisis de
eritrocitos (triton 1%, Tris 10mM y sacarosa 22 mM), se disolvid y centrifugd hasta
obtener un boton de leucocitos libre de eritrocitos. Después, €l boton de leucocitos se
resuspendid en 570 ml de NaCl 5 nM, se agregd SDS al 10% agitandose durante 10
minutos, se agregd NaCl saturado agitindose por 10 minutos y se centrifugd a 12,000 rpm
a 4° durante 15 minutos. Finalmente, el DNA obtenido en el sobrenadante se precipito en

etanol frio, se lavé y se disolvid en agua.

Posteriormente, los extremos 3’y S'del gen STS se amplificaron bajo las siguientes
condiciones: kit para amplificacién por PCR de Perkin Elmer, San Francisco, CA, se

comeron 30 ciclos cada uno con las siguientes caracteristicas:

1.- Tiempo de extension 1 minuto a 94°C

2 - Tiempo de alineacion 30 sega 60°C

3 .- Tiempo de extensién final 2 minutos 72°C

La secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacion de los exones fue la siguiente:
Exon |

F-5'GGC CTA GAA GAA GGT TGA AGG TCC

R-5"AAG AGG TTG GAT GAG ATG GGC ATA




Exon 10
F-5" GAA ATC CTC AAA GTC ATGCAGGAAG
R-5"CCTCCAGTT GAGTAGCTG TTGAGCT

3.- Identificacion de portadoras de ILX (69).

Una vez establecido el diagndstico bioquimico y molecular de ILX en los pacientes se
practic el ensayo enzimatico a las madres de los pacientes con el método anteriormente
descrito con el fin de identificar bioquimicamente a las posibles portadoras de esta

enfermedad, (en eltas la actividad de la SE no excedi6 los 0.21 pmol/mg/proteina/hora).

4.- Realizacion de estudio citogenético en cultivo de linfocitos de sangre periférica a las
madres de tos pacientes con ILX (76).

Para este fin se emplearon 2 ml de sangre venosa periférica obtenida de una de las venas
del pliegue antecubital con una jeringa previamente heparinizada (10 UT de heparina por
cada mi de sangre). Se adiciond 1 mi de sangre a un frasco con 5 ml de medio de cultivo
RPMI 1640 (con glutamina), suplementado con 0.5 ml de suero de ternera fetal y
antibisticos (Penicilina 2,000 U/ml y estreptomicina 275 mg/ml} ademas de 0.1 ml. de
fitoghemaglutinina. La preparacion se incubé a 37°C durante 70 horas. Posteriormente se
agrego 0.5 ml de colchicina al 0.02% y se incubd nuevamente durante 1 hora. Después el
contenido de los frascos se transfirio a tubos conicos de 15 ml y se centrifugaron a 3000
rpm durante 5 minulos. Posteriormente se decantd e sobrenadante, se agregaron 5 mi de
solucion hipotdnica (KC1 0.075 M) y se incubd nuevamente a 37°C durante 30 minutos. Se
centrifugd nuevamente el contenido de los tubos a 3000 r.p.m. durante 5 minutos, se
decantd el sobrenadante y se agregaron 4-6 mi de fijador (metano! / acido acético 3:1),
gota a gota. Las preparaciones se sometieron a 2-3 lavados con el mismo fijador de la
manera ya descrita. Finalmente, se prepararon laminillas (goteando con pipeta Pasteur en
portacbjetos limpios y secando al aire libre).

5.- Hibridacion “in sitn™ con la sonda especifica del gen STS en leucocitos de sangre
periférica de las madres de los pacientes con diagnostico de ILX (77,78).

a).-Pretratamiento de las muestras




18

Las laminillas seleccionadas fueron tratadas con la siguiente solucidn, 70% de
formamida/2X SSC pH 7-8 durante 5 minutos a una temperatura de 73 °C. Posteriormente,
se deshidrataron en series de etanol (70%, 85% y 100%), durante 1 minuto.

b).- Preparacion de la sonda

Para este fin se adquirié de manera comercial la sonda del cDNA def gen STS (VYSIS). Se
mezclaron 1l de la prueba, 2 pl de agua purificada y 7 pl de buffer de hibridacion.
Desnaturalizandose la sonda a 73°C durante $ minutos.

¢).- Hibridacion

Se aplicaron 10pi de la reaccion anterior por cada 25X25 mm de irea en las preparaciones
cromosomicas. Posteriormente, se cubrié con cubreobjetos y se sello con cemento de
Rubber. Las preparaciones se incubaron a 37°C en camara himeda durante 24 h.

d).- Tratamiento post-hibridacion

Las preparaciones se sometieron a tres lavados consecutivos de 10 minutos cada uno en
solucion de 50% formamida/2X SSC a 46°C, seguido después de un lavado en solucidn de
2X SSC durante 10 minutos a 46°C. Después, se sometieron a un lavado de 5 minutos en
una solucion de 2X SSC/ 1% NP-40 a 46°C. Finalmente, se procedio a la deteccion,

€).- Deteccion de 1a sefial

A cada una de las preparaciones previamente tratadas se aplicaron 20ui de DAPI-Il. Se
cubrieron las laminillas con cubreobjetos y se analizaron las preparaciones en microscopio

de epi-fluorescencia.

NOTA: La sonda empleada en el procedimiente incluye como control una prueba
pericentromeérica del cromosoma X (Xpll.1)
La sonda del gen STS proporciona un espectro naranja y la prueba control un espectro

verde.




RESULTADOS

La muestra de sujetos de estudio incluyé 12 pacientes mexicanos con diagnéstico
bioquimico y molecular compatible con ILX. Todos, con ausencia completa de la actividad
de la enzima SE, al compararla con controles masculinos y femeninos sanos. En ninguno
de los casos se detectd amplificacion de los extremos 3 "y 5°del gen STS mediante PCR, lo
que permitio corroborar el diagnéstico de ILX. El ensayo bioquimico en 9 de las 12
madres estudiadas mostrd actividad compatible con estado de portadora (< 0.2]
pmol/mg/proteinath) (casos 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10 y 12). Cada uno de los ensayos en estas
mujeres se realizo en dos ocasiones distintas, por duplicado y contra controles masculinos
y femeninos sanos. Esto permitid clasificar inicialmente por medios bioquimicos a las
portadoras de ILX. En la tabla 2 se muestran los resultados de los ensayos biquimicos
realizados a los pacientes, sus madres asi como a los controles masculinos y femeninos
incluidos en cada procedimiento. Por otra parte, los estudios citogenéticos realizados a las
madres de los pacientes con el fin de obtener preparaciones para la hibridacion in situ no
mostro en ninguno de los casos alteraciones numéricas ni estructurales aparentes. La
hibridacion in sife presentd que el 100% de las mujeres con actividad enzimatica
compatible con estado de portadora presentaron solamente una copia del gen STS y de las
tres mujeres con actividad enzimatica normal solamente 2 mostraron dos copias del gen
STS, la otra portadora (# 7) revelé una copia de! gen. Los resultados se muestran con
detalle en la tabla 3 y la figura nimero 1 muestra algunas fotografias de nucleos en
interfase y en preparaciones cromosoémicas de la portadora de ILX con actividad

enzimatica normal y una copia del gen STS (portadora # 7).




Tabla 2. Actividad de la enzima SE en pacientes con ILX y sus madres

ACTIVIDAD DE LA ENZIMA SE

# DE PACIENTES [PORTADORA |CONTROL CONTROL |

PACIENTE | CON ILX (AMBOS MASCULING | FEMENINO
ENSAYOS)

ILX1 0.00 0.20/0.18 0.64 0.86

1ILX2 0.00 0.18/0.21 0.55 0.96

0.21/0.17

ILX5

0.00

0.21/0.20

0.76

098

0.19/0.17

ILX8 0.00 0.21/0.18 0.69 0.91
ILX9 0.00 0.18/0.21 0.73 094
ILX10 0.00 0.17/0.19 0.58 0.89
ILX12 0.00 0.18/0.21 0.75 0.92
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Los valores de la enzima se expresan en pmol/mg/proteina/h.

Los casos sombreados corresponden a las mujeres con actividad enzimatica normal.




Tabla 3. Resultados de ta hibridacion in sitw realizada a las madres de los pacientes

cen [LX.

Madre de N° Células Nimero de
paciente con Analizadas copias  del
ILX gen STS
MXL1 12 1

MXL2 10 1

MXL3 8 2

MX14 10 H

MXL5 3] 1

MXL6 6 1

MXL6 10 1

MXL9 10 1
MXL10 10 1
MXL11 10 2
MXL12 10 1
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La region sombreada corresponde a una portadora identificada por FISH que mostré una

actividad enzimatica normal de la SE.




22

FISH en metafase y nicleos en interfase en la portadora de ILX con actividad enzimatica
normal. Las dos sefiales en verde que hibridan en ambos cromosomas X corresponden a
sondas centroméricas del X utilizadas como control interno. La sefial naranja que

corresponde a la sonda del gen STS se observa s6lo en un cromosoma X.
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DISCUSION

Las ictiosis son un grupo de genodermatosis que se caracterizan por presentar
hiperproliferacion y/o retencion del estrato corneo de la pie! y clinicamente se distinguen
por la presencia de descamacion anormal de la misma. Las variedades de ictiosis
genéticamente bien definidas son ictiosis vulgar (IV), ictiosis recesiva ligada al X (ILX),
ictiosis lamelar, eritrodermia ictiosiforme congénita e ictiosis bular, siendo la 1V y fa [ILX
las mas importantes por su frecuencia. Esta clasiftcacion estd basada en parametros

clinicos, bioquimicos, meleculares y forma de herencia (1,6,7).

En México no existen informes de la frecuencia reat de este grupo de enfermedades. Sin
embargo, estudios en otras poblaciones sugieren que la variedad mas comun corresponde a
ta IV, la cual tiene una forma de herencia autosémica dominante y una frecuencia
aproximada de 1:250 recién nacidos vivos (9,10). No obstante, informes bioquimicos de
nuestro grupo de investigacion parecen indicar que en nuestro pais existe un predominio
importante de la [LX sobre la IV (23).

En el presente trabajo se estudiaron 12 pacientes mexicanos con diagnostico de ILX
confirmado bioquimicamente y de presentacion aparentemente esporadica. En ninguno de
los casos se documentaron antecedentes familiares de [ILX en al menos tres generaciones.
El diagnéstico de pacientes con ILX se establecio cuando la actividad de la enzima SE en
leucocitos estuvo ausente y no amplificaron los extremos 5y 3°del gen STS mediante
PCR. E! ensayo enzimatico de la SE se realizé en las madres de los pacientes con el fin de

identificar bioquimicamente a {as posibles portadoras de ILX.

Se ha considerado que los casos no familiares de ILX corresponden en su principalmente a
mutaciones de novo. Sin embargo, en nuestro estudio 1a actividad enzimatica de a SE en la
mayoria de las madres de los pacientes con [LX de presentacion aparentemente esporadica,
mostro valores compatibles con ¢l estado de portadora. Estos resultados observados en las

madres sugieren que la mayoria de los casos corresponden realmente a defectos heredados
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y no a mutaciones nuevas. Esto difiere totalmente a lo informado en la literatura mundial
(17,18).

El analisis bioquimico de las familiares de los pacientes (abuela y tias maternas) parece
indicar que el defecto génico inicial ocurrio en la madre. El anilisis de ligamiento en los
abuelos maternos del paciente podria indicarnos si la delecion del gen ocurrié en la madre
o en el padre. Aun cuando los reportes previos informan que la mayoria de las deleciones
ocurren por intercambio andmalo dentro del mismo cromosoma X, esto no descartaria el
apareamiento X-Y de la region pseudoautosdbmica como condicionante de la ruptura y
pérdida del gen STS. Ademas, debe tomarse en consideracion la presencia de familias de
secuencias repetidas en nimero bajo de copias que se encuentran intercaladas vy
distribuidas hacia ambos extremos del gen STS en esta region (Xp22.3) y que pueden
favorecer un apareamiento génico anormal, condicionando asi, deleciones intersticiales en

esta region (35-37).

En 9 de los casos (MXL 1, 2, 4, 5,6, 8, 9, 10 y 12} las mujeres presentaron una actividad <
0.21 pmol/mg proteina‘hora lo que bioquimicamente representa ¢! estado de portadora de
la enfermedad. En el resto de las mujeres (MXL 3, 7 y 11) la actividad de la enzima se
mostrd en rangos normales, es decir con valores similares a los controles sanos. Este
analisis bioquimico sugiere que, aparentemente 75% de! total de los casos estudiados son
realmente de presentacion familiar y el resto (25 %) corresponden a casos de presentacion
esporadica (mutaciones nuevas). Esto reafirma los hallazgos previos observados en nuestro
laboratorio y representan datos muy interesantes, ya que son apuestos a lo documentado en
la literatura internacional, en la cual se considera a las mutaciones nuevas como las mas
comunes en los casos aislados de ILX. Con el proposito de confirmar lo anterior se realizo
hibridacién in sitn con la sonda especifica del cDNA del gen STS en las preparaciones
cromosémicas previamente obtenidas de las 12 posibles portadoras (madres de los

pacientes).

Los resultados de ia hibridacién in sitn tevelaron que las 9 mujeres con actividad

bioquimica de la SE, compatible con estado de portadora, tuvieron solamente una copia del




gen STS(MXL 1,2, 4,5 6, 8 9 10y 12), lo que corrobord que se trataba de casos
heredados de la madre y no de presentacion esporadica como lo sugeria el analisis
genealdgico. Sin embargo, la portadora numero 7 (MXL7) tuvo una actividad de la SE
dentro de rangos normales, pero al realizar la hibridacion in sifu se observéd solamente una
copia del gen STS, indicando que también se trataba de una portadora de TLX. Estos
resultados indican la presencia de falsos negativos observados en el ensayo bioquimico
para la identificacion de portadora. Es decir, aunque la actividad de la SE se muestre en
rangos normales, puede tratarse de una portadora de ILX. De este modo, si el andlisis
bioquimico inicial de las portadoras mostro que en 75% de los casos de ILX el defecto
primario provenia de la madre {casos familiares), los resultados de la hibridacion in situ
demostraron que realmente la proporcién de casos familiares es de 83 %, mayor a lo
obtenido mediante el apalisis bioguimico inicial. Esto nos indica que algunas veces la
determinaciéon bioquimica no identifica correctamente la condicion de portadora. Sin

embargo, se confirma el hecho de que la mayoria de los casos esporadicos realmente

corresponden a casos heredados.

Aunque !a determinacion de la actividad de la SE en leucocitos ha mostrado ser en general
un buen procedimiento para la deteccion de pacientes y portadoras de [LX, la especiftcidad
del ensayo bioquimico se ve limitada para establecer en un 100% la condicién de portadora
de ILX. Con base en los hallazgos anteriores, resulta conveniente la realizacion de estudios
moleculares complementarios, tal como la hibridacion in sity, con el objeto de identificar
de manera mas precisa a las portadoras de ILX y de proporcionar el asesoramiento

genético que realmente corresponde a cada uno de los casos.

Con base en todo lo anterior y considerando el uso en México y en otros lugares del ensayo
bioquimico de fa SE en leucocitos, como procedimiento para la deteccion de pacientes y
portadoras de ILX, es importante evaluarlo correctamente como procedimiento
diagnostico. En este caso se requerira el calculo del tamaiio de muestra requendo para el
estudio, asi como el planteamiento de intervalos de confianza y la comparacion del ensayo

contra un estandar ideal de comparacion (estandar de oro) con el fin de establecer
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adecuadamente la sensibilidad, especificidad y wvatores predictivos reales del

procedimiento.

A pesar de que el presente trabajo incluyd el andlisis bioquimico y molecular de 12
portadoras de ILX, nuestro grupo ha analizado biogquimicamente a mas de 100 posibles
portadoras de ILX en los iltimos 4 afios y resalta el hecho de los valores enzimaticos tan
bajos que presentan constantemente estas mujeres (96%). Es posible que estos valores sean
el resuitado de un patrén de inactivacion al azar del cromosoma X, debido a que la
actividad del gen STS es siempre menor en el cromosoma X inactivo, posiblemente por la
presencia de genes contiguos inactivos. Si tomamos en cuenta que aleatoriamente la Gnica
copia del gen STS que presentan las portadoras de ILX se encuentra en la mitad de los
casos en el cromosoma X activo y en la otra mitad en el inactivo, dnicamente tendriamos
50% de cromosomas X activos expresando el gen STS, lo que se traduciria en los valores

enzimaticos tan bajos observados en la mujeres portadoras de ILX.

Por otra parte, si 10% de las mujeres en general presentan un patron de inactivacion
preferencial del cromosoma X, atn sin dafio génico (80), es posible que en algunas
portadoras se observe un patron de inactivacion similar. Esto condicionaria que si la
inactivacion ocurre en el cromosoma X que presenta el gen STS alterado, la actividad
enzimatica alcanzaria valores normales o similares a los controles sanos. En estos casos, la
determinacion enzimatica no representaria el mejor método para la identificacidén de
portadoras. En estas pacientes resultaria indispensable realizar la hibridacion in situ para
descartar el estado de portadora, considerado que la causa mas frecuente de ILX a nivel
molecular es la pérdida total del gen incluyendo regiones adyacentes. En aquellos casos en
que la ILX no se debe a la pérdida total del gen, la técnica de FISH tampoco seria la
adecuada. Ademas, un porcentaje elevado de pacientes representan casos esporadicos, lo
que nos indica la necesidad de 1a hibridacion in situ como método alternativo en caso de
que la determinacion enzimatica no permita descartar el estado de portadora. Sin embargo,
ia limitacion de esta prueba se establece en la especificidad y no en la sensibilidad, lo que
nos permite asegurar que las portadoras diagnosticadas mediante este procedimiento

bioquimico son realmente portadoras a diferencia del 10% de las madres de hijos con ILX
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que son clasificadas incorrectamente como no portadoras de la enfermedad. Aunque lo
antertor tiene un fundamente experimentat y teérico es solamente una hipotesis, que debe

probarse en trabajos posteriores y con un mayor nimero de pacientes.

Finalmente, en la ILX como en todas las enfermedades de origen genético, el diagnostico
correcto y la identificacion de las portadoras de entidades recesivas ligadas al cromosoma

X son requisitos fundamentales para proporcionar un asesoramiento genético adecuado.
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CONCLUSIONES

1.- En el presente trabajo se identifico mediante el ensayo bioquimico que 75% (9) de las
madres de los pacientes presentaban actividad de la SE compatible con el estado de
portadora. Lo que sugeria que presentaban el defecto génico inicial, indicando que la

mayor proporcion de casos analizados corresponden a casos familiares y no a mutaciones

nuevas,

2.- El 2nalisis molecular de las posibles portadoras por FISH mostré que todas las mujeres
con actividad enzimatica compatible con el estado de portadora mostraban solamente una
copia del gen STS. Sin embargo, una de las tres mujeres con actividad enzimatica normal
se observd mediante el FISH una sola copia del gen STS, lo que indicaba que también se
trataba de una portadora de [LX. Los resultados moleculares indican que la proporcion de
casos heredados en esta muestra de pacientes es de 83% y no del 75% como lo sugeria el

estudio bioquimico inicial.

3.- A pesar de que el ensayo bioquimico ha resultado un buen método para la
identificacion de pacientes y portadoras de ILX, es necesario validarlo como
procedimiento diagnéstico, sobre todo en aquellas mujeres gue muestran actividad
enzimatica normal, ya que es posible que en algunos de estos casos se trate de portadoras
de ILX.

4.- La identificacion precisa de casos familiares y mutaciones nuevas es requisito
fundamental para proporcionar el asesoramiento genético que realmente corresponde a

cada caso.
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