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RESUMEN

Junto con el origen de los primeros vertebrados terrestres surgié una novedad evolutiva que les
permitiria a los primeros tetrapodos desplazarse fuera del agua; esta novedad fue la aparicién de
extremidades.

La formacion de estas estructuras se lleva a cabo de acuerdo a un plan maestro que se va
revelando de manera secuencial. En el humano, este proceso inicia cuando un grupo de células
mesodérmicas en un lugar especifico del flanco del embrion es activado alrededor de la cuarta
semana de gestacion, con esto se inician una serie de sefializaciones moleculares e interacciones
entre proteinas que inducen, de manera secuencial, la formacion de la extremidad. El crecimiento
y desarrollo de esta estructura se lleva a cabo con base en tres ejes lineales de simetria espacial
denominados Proximo-distal, dorso-ventral y antero-posterior. Para el crecimiento de la
extremidad a lo largo del eje proximo-distal es necesaria la existencia de una estructura epitelial
formada por multiples capas de ectodermo llamada Cresta Apical Ectodérmica (AER). La AER
se encarga de promover y controlar el estado de proliferacion e indiferenciacion de las células
que formaran los miembros.

El gen p63 juega un papel importante durante el establecimiento, diferenciacion y mantenimiento
de la AER. Este gen se localiza en el cromosoma 3q27-29 y pertenece, junto con p73, a la familia
del gen supresor de tumores p53. P63 codifica mas de 6 proteinas diferentes que son el resultado
de dos sitios de inicio de la transcripcion y de diferentes tipos de splicing.

Otras de las funciones que se le atribuyen a p63 son el mantenimiento del estado de proliferacion
de las células basales en la epidermis y una adecuada sefializacién ectodermo-mesénquima
necesaria para la formacién de estructuras derivadas del ectodermo, como foliculos pilosos,

dientes, ufas, glandulas sudoriparas y glandulas mamarias.



Recientemente se han relacionado mutaciones en este gen con diversos sindromes autosémicos
dominantes que presentan malformaciones en extremidades asociados a defectos en estructuras
derivadas del ectodermo. Algunos de estos sindromes son: la Ectrodactilia-Displasia
Ectodérmica-Labio/paladar Hendido (EEC, por su nombre en inglés Ectrodactyly-Ectodermal
dysplasia-Cleft lip/palate), el Limb-Mammary Syndrome (LMS), el sindrome Acro-Dermato-
Ungual-Lacrimal-Tooth (ADULT), la ectrodactilia con displasia ectodérmica (EE); ademas del
sindrome de displasia ectodérmica con labio hendido y anquiloblefaron (fusion congénita de los

parpados) llamado AEC.

En este estudio se realizé un analisis genético de la region codificante del gen p63 en 14 sujetos
mexicanos, 5 con ectrodactilia sindromatica y 9 con ectrodactilia aislada.

En cuatro de los 5 individuos con ectrodactilia sindromética se identificaron mutaciones
heterocigotas puntuales, previamente reportadas en estudios hechos con otras poblaciones. Uno
de estos sujetos con mutacién en p63, ademas de presentar caracteristicas tipicas del sindrome
EEC presento6 anquiloblefaron, caracteristica del sindrome AEC.

Este sobrelapamiento de caracteres fenotipicos contradice la recientemente propuesta correlacion
genotipo-fenotipo, que establece un patrén y tipo de mutaciones generalmente distinto para cada
enfermedad.

Se detecté una mutacion de novo en un caso de ectrodactilia aislada, la primera descrita dentro
del dominio TA de la proteina (R97C). En 8 de los 9 casos con ectrodactilia aislada no se detecté
ninguna mutaciéon dentro del gen estudiado, lo cual confirma que mayoria de los casos con

ectrodactilia aislada no se asocia a mutaciones en p63.



1. INTRODUCCION

Con la aparicion de los primeros vertebrados terrestres durante el periodo Devonico superior hace
aproximadamente 360 millones de afios, se origind un nuevo grupo de seres vivos llamado
Tetrapoda (actualmente anfibios, reptiles, aves y mamiferos). Este grupo desarrollé dos
caracteres que resultarian vitales para permitir la subsiguiente evolucion de la vida terrestre:
pulmones y apéndices pareados.

El Devonico fue una época de temperaturas suaves, con periodos alternos de inundaciones y
sequias. Fue en esta época cuando aparecieron los apéndices que permitieron el desplazamiento
de los primeros tetrapodos de un charco a otro, separindose este nuevo grupo del de los peces.
Aunque pareciera a simple vista que las aletas de los peces son muy distintas de las extremidades
articuladas de los tetrapodos, anilisis cladisticos demuestran que el grupo hermano de los
tetrapodos es un grupo de peces de aletas lobuladas (sarcopterigios) que vivieron en el Devoénico
tardio (Ahlberg y Milner, 1994; Ahlberg, 1995). Si se hace un examen detenido de los elementos
6seos de las aletas pares de estos peces, se pueden observar caracteristicas que semejan a las
extremidades equivalentes de los anfibios. En consecuencia, los andlisis filogenéticos y
morfolégicos sostienen la hipotesis de que los apéndices de los tetrapodos descienden de las
aletas de los peces con aletas lobuladas.

Algunos de los primeros anfibios conocidos del Devonico son: Ichthyostega, Acanthostega y
Tulerpeton. Acanthostega tenia patas bien formadas. con dedos completos tanto en las
extremidades traseras como en las delanteras, aunque estos miembros ain no le permitian

levantar su cuerpo de la superficie para caminar realmente, pues estaban débilmente constituidos.



Si bien hasta hace poco tiempo se creia que los primeros tetrdpodos tuvieron cinco dedos en sus
manos y pies (esquema pentadactilo basico de casi todos los tetrdpodos actuales), los fosiles del
Devonico demostraron que realmente tuvieron entre 6 y 8 digitos y no fue si no hasta mas tarde
que el modelo pentadactilo se estabilizé en los distintos linajes de tetrapodos (Hinchlife, 2002).

El proceso de evolucién fue modificando estos apéndices y se produjo una gran variacién en su
forma y tamafio, lo que les permitiria ser utilizados para distintas funciones desde cavar hasta
correr o volar. Sin embargo, a pesar de estas adaptaciones funcionales, la organizacion
fundamental de las extremidades se encuentra muy bien conservada desde los anfibios hasta los
mamiferos. Esto se puede evidenciar debido a que el nimero y la disposicion de los elementos
esqueléticos que se tiene en la extremidad es similar en todos los grupos de tetrapodos: se posee
en la region proximal pegada al cuerpo un solo elemento esquelético (estilopodo), en la region
intermedia se tienen dos elementos (zeugopodo), mientras que la region distal contiene un

nimero variable de elementos esqueléticos que formaran no mas de 5 digitos (autépodo) (FIG.1).

Esto revela la existencia de algiin mecanismo basico en el desarrollo de la extremidad, con
algunas variaciones, que dan como resultado una diversidad morfolégica y funcional en los

apéndices de vertebrados.



FIGURA 1. Elementos esqueléticos en las extremidades de diversos grupos de tetrdpodos con alas, aletas o brazos.
(Tomado de Capdevilae Izpisia, 2001)

La mayor parte del conocimiento generado acerca de los mecanismos que gobiernan el desarrollo
de las extremidades en vertebrados se basa en estudios realizados en anfibios y pollos. Tales
estudios han demostrado que las regiones tisulares importantes, de las que emanan moléculas
clave para el desarrollo, se encuentran conservadas a través de diversas especies como la mosca,
el ratén y el humano.

De igual manera, existen similitudes en los lugares de expresion y funcion de los genes que
controlan la organizacién del ala de una mosca o de un pollo. Existen procesos genéticos que
funcionaron bien y por eso se han conservado durante la evolucion. Estos mecanismos genéticos
y del desarrollo compartidos pueden ser los responsables de la homologia estructural en las
extremidades de anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Capdevila e Izpista, 2001; Hinchlife,

2002).
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Del mismo modo, los cambios en la expresion espacial y temporal de genes que controlan el
desarrollo de las extremidades como el Factor de crecimiento de fibroblastos (Fgf), sonic
hedgehog (Shh), el homologo de Wingless en la mosca Drosophila (Wnt) y genes de la familia
Hox, podrian ser los responsables de los cambios adaptativos en estas estructuras (Freeman y
Herron, 2001).

Un estudio realizado por Paolo Sordino y colaboradores en el afio de 1995 (Sordino et al.,1995)
demostré que la expresion genética en los apéndices de tetrapodos y peces es muy parecida en
etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, conforme el desarrollo continta, se van suscitando
diferencias importantes en la expresion de los genes que forman las extremidades en los dos
grupos. Por ejemplo: existe una expresion tardia de los genes Hox y Shh en los apéndices del
raton, mientras que esto no ocurre en las aletas del pez zebra, en donde mas bien, el ectodermo se
comienza a plegar y el desarrollo se detiene después de haber formado el zeugopodo (tibia y
fibula). La expresion tardia de Hox y Shh parece ser, entonces, una novedad evolutiva que pudo
haber provocado la aparicion de las primeras manos o pies (Freeman y Herron, 2001). De esta
manera es posible proponer un modelo de evolucion de las extremidades por medio de la
comparacion de los patrones de expresion y funcion de genes homdlogos en el desarrollo de

diferentes taxa.

En los ultimos afios, la integracion de conocimientos de diversas disciplinas como la
embriologia, la biologia celular y molecular, la genética y la biologia evolutiva ha hecho posible
el reconocimiento de interacciones celulares y moleculares que intervienen en el origen, la
formacion y el crecimiento de las extremidades durante el desarrollo embrionario. A su vez, este
conocimiento origina una mejor comprension de los mecanismos que provocan diversas

anomalias en el desarrollo de estas estructuras.



2. ANTECEDENTES

2.1. DESARROLLO EMBRIONARIO DE LAS EXTREMIDADES

Durante la gastrulacion se llevan a cabo una serie de migraciones celulares a posiciones en las
cuales se dara origen a tres capas celulares importantes para la formacion del embrion: el
ectodermo (capa externa), el mesodermo (capa media) y el endodermo (capa interna). El
ectodermo dara origen a la epidermis y estructuras asociadas, una porcién de esta capa de células
formarda ademas el sistema nervioso. El mesodermo formara las estructuras asociadas al
movimiento y soporte, como lo son miusculos, cartilagos y huesos; asimismo formara tejido
conectivo y sangre. De esta misma capa se originan el sistema reproductivo y los rifiones.

Del endodermo se forman los tejidos y drganos asociados con el sistema respiratorio y digestivo.
De igual forma, la glandula tiroides, el higado, el pancreas y la vesicula biliar surgen de esta capa
embrionaria (Larsen, 1998).

Las extremidades se desarrollan de acuerdo a un plan maestro que se va revelando de forma
secuencial en cada etapa de la formacion del apéndice. Su formacién durante el desarrollo
embrionario comienza en un lugar y tiempo especificos con la activacion de un grupo de células
mesenquimatosas en el mesodermo somético de la placa lateral alrededor de la cuarta semana de
gestacion. El esbozo inicial de la extremidad es una masa de células mesodérmicas indiferenciada
localizada en una zona definida del flanco del embrién, cubierta por una capa de ectodermo

(F1G.2) (Carlson, 2000).



FIGURA 2. Localizacién de los primordios de extremidades superiores e inferiores en niveles especificos del flanco
embrionario. (Tomada de Mariani y Martin, 2003)

Experimentos moleculares realizados en pollos sugieren que existe una activa interaccion entre
proteinas de tipo Fgf y Wnt durante el inicio del desarrollo de las extremidades. Por ejemplo,
durante la formacién del miembro anterior, la expresion de Wnt2b es restringida a la zona del
mesodermo intermedio de la placa lateral; ésta proteina parece localizar la expresién de Fgfl10
(via sefializacion por B-catenina) en el mesénquima de la placa lateral en donde después se
formara el miembro (Kawakami ef al., 2001).

Fgf10, es necesario para la induccion de Fgf8 en el ectodermo, especificamente, en una estructura
epitelial bien localizada encargada de regular una parte importante del desarrollo de la
extremidad llamada Cresta Apical Ectodérmica (AER).

La interaccion del mesodermo con el ectodermo de la yema del miembro es importante para el
control de su desarrollo ya que contiene la informacién suficiente para la formacién de la
extremidad, siendo el mesodermo el que determina la morfologia general. Durante este proceso,
la integridad de la lamina basal (capa de células epiteliales que separa al ectodermo del

mesénquima) parece ser importante para una correcta interaccion mesodermo-ectodermo y el



desarrollo normal de la AER, debido a que, modelos murinos con una delecién homocigota en el
gen que codifica para laminina -5 (principal glicoproteina presente en la ldmina basal)
experimentan una alteracién local de la AER y exhiben sindactilia secundaria (Capdevila e

Izpisua, 2001)

La formacién de una extremidad se puede definir con base en tres ejes lineales de simetria
espacial, que se van fijando de manera secuencial durante su desarrollo:
- Eje dorso-ventral (dorso de la mano o del pie y palma de la mano o planta del pie,
respectivamente).
- Eje antero-posterior (desde el primer dedo hasta el quinto).

- Eje proximo-distal (desde la base del miembro hasta la punta de los dedos).

En las primeras etapas del desarrollo de la extremidad es cuando se comienza a fijar el eje dorso-
ventral del campo morfogenético. El ectodermo del dorso, estimulado por el mesodermo,
comienza a expresar el gen Wnt7a que a su vez promueve la expresion de Lmx-1 en el
mesodermo subyacente. Mientras, el ectodermo ventral comienza a expresar la proteina En-1, que
inhibe la expresion de Wnt7a en esta region.

Parece ser que las proteinas morfogenéticas de hueso (Bmps) estan involucradas igualmente en la
asignacion del destino ventral de las células del mesodermo y del ectodermo por medio de la
proteina AN-p63a, que actiia como represor del destino dorsal o neural (van Bokhoven, Brunner,

2002).
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Posteriormente, el ectodermo localizado en la frontera entre el ectodermo dorsal y el ventral se

comienza a engrosar, formando una cresta a lo largo del plano antero-posterior del borde de la

yema. Esta zona es la AER y se encarga de promover el crecimiento del miembro a lo largo del

eje proximo-distal por medio de la secrecion de FGF-2 y FGF-4. Las células del mesodermo que

la subyacen se encuentran en un estado de crecimiento e indiferenciaciéon continuos, formando un

area llamada zona de progreso (PZ). Las células de esta region se caracterizan por expresar el gen

Msx-1.

La expresion de Fgf10 en el mesodermo promueve la sintesis de Fgf8 y de Radical fringe (Rfng)

en la AER, lo que a su vez estimula la expresion de Shh en las células mesodérmicas de la base

posterior de la yema, las cuales forman la zona de actividad polarizante (ZAP) que se encarga de

organizar la formacion de la extremidad a lo largo de su eje antero-posterior (Mahmood et al.,

1995; Moon y Capecchi, 2000) (TABLA 1).

EJE CENTRO DE EMISION DE | SENAL MOLECULAR
SENALES
Proximodistal AER Fgf-2, Fgf-4, Fgf-8
Anteroposterior ZAP Shh
Dorsoventral Ectodermo dorsal Wnt-7a
Ectodermo ventral En-1

Tabla 1. Centros de control del desarrollo de la extremidad y sus moléculas mediadoras en los tres ejes de

formacion.

Se puede decir que la formacion de una extremidad esta regulada basicamente por tres regiones o

centros de control del desarrollo: ZAP, AER y ZP (FIG.3).
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FIGURA 3. Formacién del primordio de la extremidad y formacion de la cresta apical ectodérmica. A) Vista
transversal de un embrién con cada una de sus partes que formaran el primordio de la extremidad. Mesodermo
intermedio (IM), Mesodermo de la placa lateral (LPM). B) Las células del mesodermo comienzan a crecer y las del
ectodermo comienzan a migrar para cubrir esta capa, formando una yema. En el borde que divide el ectodermo

dorso-ventral se forma la AER. C) Informacién dorso-ventral que da origen y mantiene la AER en el primordio. D)
Principales centros de emisién de sefiales en el primordio, con respecto a los ejes del desarrollo. Zona de actividad
polarizante (ZAP), Cresta apical ectodérmica (AER), Zona de progreso (PZ). (Tomado de Capdevila, Izpistia, 2001)

Mientras que la extremidad crece a lo largo del eje proximo-distal, la expresion de varios genes
que contienen una caja homeética (HoxA, HoxD) sigue un patrén secuencial bien definido. Estos
genes presentan una marcada regulacion espacio-tiempo-dosis durante el desarrollo formando asi

cada uno de los segmentos que componen la extremidad (Jonson y Tabin, 1997).
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Desde el hombro o la pelvis hasta la punta de los dedos se podréin distinguir principalmente tres
segmentos. El primer segmento es llamado estilépodo con un solo elemento esquelético (hiimero
o fémur). El segundo segmento: el zeugopodo esta compuesto por dos clementos esqueléticos
(radio y cubito 6 tibia y peroné). Finalmente el iltimo segmento, el autépodo, contiene los

elementos esqueléticos caracteristicos de la mano o del pie (FIGURA 4).

El patron de expresion de las proteinas HoxA y HoxD va cambiando durante el desarrollo de la
extremidad, siendo necesaria la expresién de Hoxd 9 y Hoxd10 para la formacién del estilépodo.
Posteriormente, la presencia del gen Hoxd 9 en la regién anterior y de todos los Hoxd (9-13) en
la regién posterior de la yema contribuyen a la formacién del zeugbpodo; finalmente, con la
expresion de Hoxa 13 y Hoxd 13 en la regién anterior y unién anteroposterior, de Hoxa 12, Hoxa

13 y Hoxd 10-12 en la regi6n posterior de la yema se forma el autépodo (FIG.4).

FIGURA 4. Niveles de Expresién de Hoxd en relacién con los componentes esqueléticos de la extremidad. La
informacién molecular del ratén se sobrepuso al esqueleto de la extremidad humana superior. (Tomado de Carison,
2000)
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Actualmente se sugiere que todos los segmentos que forman la extremidad ya estan especificados
desde los primeros estadios del desarrollo embrionario y que estos se irdn expandiendo de manera
progresiva junto con el crecimiento de la extremidad.

De esta forma, se piensa que las diferencias existentes entre un brazo o una pierna a nivel
morfolégico y funcional, estdn ya determinadas desde etapas muy tempranas, durante el inicio del
desarrollo de la extremidad. Inclusive, algunos estudios realizados en ratones, pollos y peces
zebra demostraron la expresion de genes especificos en el mesodermo de la placa lateral, como
Tbx-5 (para la induccién de un miembro superior), y de Tbx-4 (para la induccién de un miembro
inferior). De igual manera, otros genes como Hoxc4 y Hoxc5 se expresan tinicamente en areas en
donde se formara la extremidad superior; mientras que el factor de transcripcion Pitx-1 se expresa

exclusivamente en la futura extremidad inferior (Capdevila, Izpisua, 2001).

A medida que se forma la extremidad, la AER comienza a fragmentarse, quedando segmentos de
epitelio engrosado solamente en las zonas que cubren los radios digitales. Esto promueve que los
primordios de los dedos continien creciendo, mientras que las células de los espacios
interdigitales comienzan a morir.

La diferenciacion y la histogénesis de los componentes tisulares especificos de la extremidad, son
sucesos tardios del desarrollo y se construyen con base en un plan morfogenético ya establecido
(formacion del esqueleto, musculos, nervios, y vascularizacion). En un inicio el mesénquima de
la yema de la extremidad esta formado tinicamente por células provenientes del mesodermo de la

placa lateral, estas células daran lugar al esqueleto, tejido conectivo y vasos sanguineos.



Posteriormente las células provenientes de las somitas daran lugar a las células musculares. Otra
poblacién de células proveniente de la cresta neural, que también migrard hacia la yema de la
extremidad, originara a las células de Schwann de los nervios y a los melanocitos (Carlson,

2000).

Aunque ain no se conoce cuédl es el primer estimulo para el inicio del desarrollo de las
extremidades, existen pruebas de que el factor 8 de crecimiento de fibroblastos (Fgf8) y el 4cido
retinoico son factores importantes en este proceso.

Con todo y los recientes avances cientificos acerca de las bases moleculares de las interacciones
que controlan el desarrollo de los miembros, existen ain preguntas sin responder: ;Cémo se
activa el comienzo del desarrollo de una extremidad y porque se forma en determinado lugar y
tiempo especificos? ;Qué es lo que determina la identidad de cada uno de los dedos? ;Cémo se
logra la especificacion para la formacion de un brazo o una piemna durante el desarrollo de la
extremidad?

Es muy posible que, al responder estas preguntas se puedan comprender mejor los factores que
causan las frecuentes y muy visibles anomalias de los miembros en humanos, muchas de ellas
provocadas por trastornos en las interacciones celulares o moleculares especificas necesarias para

el desarrollo de la extremidad.
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2.2. LA CRESTA APICAL ECTODERMICA

La AER, como se mencioné anteriormente, es una formacion epitelial de multiples capas de
ectodermo formada durante los estadios iniciales del desarrollo del primordio Esta estructura se
localiza entre los limites de las superficies dorsal y ventral de la parte distal de la extremidad en
formacion (FIG.5), y se caracteriza por la presencia de numerosas uniones comunicantes a través
de las cuales las células se interconectan. La existencia de esta estructura es importante durante el
crecimiento de la extremidad a lo largo del eje proximo-distal, ya que se encarga de promover y
controlar la proliferacion y estado de indiferenciacion de las células mesodérmicas que la
subyacen en la llamada zona de progreso (PZ). De manera reciproca, la AER es mantenida por el
mismo mesodermo que controla (Hinchliffe, 2002). Existe una lamina basal que se interpone
entre la cresta apical ectodérmica y las células del mesodermo subyacente; parece ser que la
integridad de esta capa de células es importante para la correcta interaccion del mesodermo con el

ectodermo en la yema del miembro durante su desarrollo.

a) b)

FIGURA 5. Estructura de la Cresta apical ectodérmica durante el dia 29 de desarrollo de un embrién humano.
a). Microfotografia electrénica de barrido de la cresta apical ectodérmica prominente sobre el borde apical de la
yema de un miembro. b) Micrografia electrénica de barrido de un corte longitudinal del primordio. La flecha sefiala

la AER. Ectodermo (E), mesodermo (M). (Tomada de Mariani y Martin, 2003; Larsen, 1998).

20



Desde 1984, para determinar la funcién de esta estructura se han realizado experimentos en
modelos animales (pollos) a los cuales se les ha removido experimentalmente la AER durante
diversas etapas de su desarrollo, observandose una detencién en el desarrollo del miembro y
anormalidades esqueléticas, principalmente de la region distal (Saunders, 1984). Con esto se
demuestra que la sefializacion de la AER es esencial para el desarrollo de los huesos en las
extremidades. La presencia de una cresta apical ectodérmica adicional sobre la yema del
miembro provoca la formacién de un miembro supernumerario (Carlson, 2000).

Dentro de esta estructura se expresan muchos de los genes pertenecientes a las familias de FGF
(Fgf-8, Fgf-2 y Fgf-4), Wnt y BMP. Los FGFs parecen ser importantes reguladores de la funcion
de la AER al observarse que es posible inducir experimentalmente el desarrollo de una
extremidad mediante la aplicacion de FGFs en el flanco del embrién. La expresion de Wnt y Bmp
se requiere durante la sefializacion celular, necesaria para el establecimiento y mantenimiento de

esta estructura. (Mariani y Martin, 2003).

Aun no son totalmente conocidos los requerimientos para la induccién de la AER, pero se sabe
que la expresion de Wnt-3a parece ser importante durante este proceso, al igual que FGF-8 que se
expresa en el ectodermo lateral durante las primeras etapas de la formacion del miembro y de la

cresta apical ectodérmica.

21



2.3. EL GEN p63

En 1998 se identifico el gen p63 en el cromosoma 3q27-29 humano y en la regién proximal del
cromosoma 16 del raton (Yang et al., 1998). Este gen de més de 60 kb esta constituido por 16
exones y pertenece, junto con p73, a la familia del gen supresor de tumores p53 debido a la
homologia dentro de los tres dominios funcionales que comparten estos dos genes con p53. Estos
dominios son: el de transactivaciéon NH; (TA), el de unién al ADN (DBD), y el de
tetramerizacion terminal COOH (ISO) (FIG.6).

Debido a que los genes p73 y p63 tienen mayor homologia entre si que con p53, se piensa que
estos dos primeros son evolutivamente mas cercanos con respecto al ltimo. Al parecer el gen
p63 es el gen mas antiguo y conservado dentro de la familia de p53, pues las comparaciones
realizadas de este con posibles precursores de p53 en especies de invertebrados, como el calamar,
demuestran una gran homologia y conservacion de secuencias (Yang y McKeon, 2000). A esto se
le puede afadir la notable preservacion de la secuencia primaria de aminoacidos en los genes p63
de raton y humano al observarse tinicamente 8 sustituciones dentro de los 483 aminoacidos de la
proteina (99% de identidad) (Yang et al., 1998).

P63 codifica para al menos seis diferentes proteinas de aproximadamente 448 aminoacidos cada
una, que comparten un solo marco abierto de lectura. Estas isoformas son el resultado de dos
sitios promotores y de diferentes tipos de splicing, algunas de estas pueden actuar como factores
de transcripcion de otros genes debido a que tienen un dominio de transactivacion (TA), mientras
que las isoformas que carecen de este dominio, tienen la capacidad de bloquear la habilidad de
activacion de la transcripcion de este mismo gen como resultado de la competencia entre las

distintas isoformas de la proteina (Yang et al., 1998).
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Las proteinas TA-p63a, TA-p63pB, y TA-p63y son transcritas desde un promotor 5°, mientras que
las isoformas AN-p63a,, AN-p63p y AN-p63y, que carecen del dominio de transactivacion NH,,
se transcriben desde un promotor 3’ localizado en el intron 3 del gen (Meredith y Kaelin, 2001)
(FIG.6).

TA-p63a contiene en su extremo C-terminal un dominio a-esteril (SAM), regién que se
encuentra también en otras proteinas encargadas de regular el desarrollo en mamiferos y que
interviene de manera importante en las interacciones proteina-proteina con otros dominios SAM
durante la homo u hetero-oligomerizacién (Thanos y Bowie, 1999; Ghioni et al., 2002). Esta
isoforma es incapaz de activar la transcripcion, aun teniendo el dominio de transactivacion, esto
es por que en el extremo C-terminal a-especifico de la proteina, justo después del dominio SAM,
se encuentra un dominio inhibidor de la transcripciéon (TID) (van Bokhoven y Brunner, 2002).
Ademas de estas seis isoformas existen otras tres mas que conservan el dominio de
transactivacion, pero denominadas TA*p63-a, TA*p63B y TA*p63-y debido a que tienen una

adicién de 39 aminodacidos en el extremo NH; terminal de la proteina (Yang et al., 1998) (FIG.6).
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FIGURA 6. Estructura del gen p63 y de las isoformas de la proteina. (Tomado de van Bokhoven y Brunner, 2002)

La proteina contiene dominios ricos en prolina, implicados en la actividad pro-apoptética y de
activaciéon de secuencias blanco. En algunas ocasiones actia como factor de transcripcion,
activando promotores de genes que responden a p53 implicados en el control del ciclo celular, la
reparacion del ADN y apoptosis. Como por ejemplo p21, Bax, MDM2, GADD45, ciclinaG,
IGFBP3 (Meredith y Kaelin, 2001). También se encuentra implicado en la activacion de
promotores de otros genes como loricina o involucrina, cuya expresion se incrementa durante la

diferenciacion de las células epidérmicas (De Laurenzi et al., 2000).
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Las isoformas AN de la proteina cumplen un papel antiapoptético al impedir la transactivacién de
genes blanco de p53, mientras que las isoformas TA-p63, al contrario, inducen la apoptosis. Es
por esto que se le ha dado a la proteina AN-p63 un posible papel en el desarrollo del cancer en
algunos tejidos epiteliales (Little y Jochemsen, 2002). AN-p63a parece ser degradado cuando se
causa un dafio al ADN por radiacion UV-B, mientras que las formas TA-p63 aumentan (Katoh
et al., 2000; Liefer et al., 2000). Sin embargo, las personas con alguna mutacién heterocigota
dentro de p63 no desarrollan ningtin tumor y no se ha manifestado que este gen esté mutado en
canceres humanos (Michael y Oren, 2002). Aparentemente estos datos indican que p63 no es un
gen supresor de tumores tipico, pero si un elemento importante en el desarrollo embrionario.

La inactivacion homocigota del gen p63 en ratones puso de manifiesto su importancia como
regulador clave en la morfogénesis craneofacial, epidérmica y de las extremidades, provocando
su inactivacion la muerte de los ratones poco después de su nacimiento. Los animales presentan
extremidades truncadas y la piel carece de estratificacién, ademas, no se expresan marcadores de
diferenciacién celular de la epidermis (K-1, K-10, filagrina, loricrina). Se debe mencionar
también que los derivados epidérmicos como foliculos capilares, dientes, glandulas mamarias y
sudoriparas no se desarrollan (Mills et al., 1999). En estos animales se pueden observar, junto
con los cuadros severos de displasia ectodérmica, el maxilar y mandibula truncados y el paladar
secundario que no cierra (paladar hendido) (FIG.7). Todas estas caracteristicas fenotipicas son
muy similares a las existentes en individuos que presentan ciertos sindromes hereditarios de
malformaciones congénitas de extremidades y defectos en estructuras derivadas del ectodermo,

de los que se hablara mas adelante.
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Algunas de las funciones que se le atribuyen al gen p63 son el establecimiento, diferenciacion y
posterior mantenimiento de la AER, la preservacion del estado de proliferacion en las células
epidérmicas basales (Hyunsook y Kimelman, 2002) y una adecuada seiializacion ectodermo-
mesénquima necesaria para la formacién de estructuras como foliculos pilosos, dientes, ufias,

glandulas sudoriparas y glandulas mamarias (Mills et al., 1999; Yang et al., 1999).

AN-p63a, que es un blanco transcripcional directo de Bmp (Bakkers ef al., 2002), se expresa en
células epiteliales y mantiene la proliferacion de la epidermis mediante la inhibici6n de la
transcripcion de genes blanco de p53 (Hyunsook y Kimelman, 2002). Es importante mencionar
que los niveles de TA-p63 son mayores durante la diferenciacion de los queratinocitos (Meredith
y Kaelin, 2001).

Estudios de hibridacion in situ realizados en tejidos de pollo y de ratones demuestran que p63 se
expresa de manera abundante en la AER del primordio de las extremidades, en los tejidos
interdigitales, en el epitelio del arco branquial, y células basales del epitelio (Mills, 1999; Yasue
etal.,2001)

Es notable que las mutaciones encontradas en p63 presentes en individuos con el sindrome de
Ectrodactilia-Displasia Ectodérmica-Labio/paladar Hendido (EEC) se encuentren localizadas en
aminodcidos equivalentes a los mutados en p53 de varios tumores humanos (Walker et al., 1999).
Los defectos provocados por mutaciones dentro de este gen no parecen ser el resultado de una
haploinsuficiencia, puesto que individuos con deleciones constitutivas de 3q27 no presentan
alguna caracteristica asociada a alguno de los sindromes anteriormente mencionados, ademés de
que ratones con el gen p63 deletado de manera heterocigota tampoco presentan algun defecto

aparente(Yang et al., 1999).
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Posiblemente este tipo de mutaciones tenga algin efecto complejo en la funcién de
transactivacién o de represion dentro de alguno de los 6 isotipos de la proteina, provocando un
efecto dominante negativo, un cambio en la funcién, o incluso un efecto de ganancia de funcién

(van Bokhoven et al., 2001).
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FIGURA 7. Fenotipo del ratén “knockout”para el gen p63. A) y B) Vista lateral de un rat6n sin el gen p63 *
(izquierda), y un ratén normal " (derecha). A) Se observa la falta de desarrollo de las extremidades superiores e
inferiores en el ratén . B) Desarrollo anormal de los maxilares, la ausencia de parpados, bigote, piel, y foliculos
pilosos en el ratén ™. C) Seccién sagital de la regién créneo-facial. En el ratén ™ se observan anomalias en el maxilar
(mx), la mandibula (md) y el paladar secundario (pa), ademas de ausencia de los primordios de los dientes (pd). D)
Vista de los huesos que componen las extremidades superiores (izquierda) e inferiores (derecha). El mutante
homocigoto * pierde los componentes distales del miembro superior: el radio, el carpo y los dedos. De igual forma,

pierde la mayoria de los componentes del miembro inferior. (Tomado de Yang er al., 1999)
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2.4. MALFORMACIONES EN EXTREMIDADES: LA ECTRODACTILIA

Durante el desarrollo esquelético embrionario se pueden originar alteraciones que provocan
diversas anomalias de las extremidades (malformaciones congénitas), estas se presentan en 1 de
cada 800 recién nacidos vivos. En el humano, un nimero significativo de estas malformaciones
se origina por alteraciones en alguno de los genes o vias de sefializacion que intervienen en la
formacion de las extremidades.

Los estudios genéticos en modelos animales y en humanos han permitido la identificacién de
algunos genes responsables de anomalias en las extremidades, ademds de moléculas clave
implicadas en el crecimiento y establecimiento de patrones del desarrollo en el primordio de la
extremidad. Sin embargo, la complicada interconexion de sefiales genéticas hace dificil el
establecimiento de una clara correlacion genotipo-fenotipo. La variabilidad fenotipica dentro de
las familias puede ser explicada por la accion de diferentes genes modificadores, factores como
mosaicismo somatico, inactivacion del cromosoma X o la influencia de agentes no genéticos

como el ambiente (Carlson, 2000; Larsen, 1998).

Una de las malformaciones congénitas de extremidades para la cual se conoce el defecto genético
que la provoca en algunos de sus casos es la ectrodactilia, debido a que se han detectado
mutaciones en el gen p63 en individuos que presentan este defecto (lanakiev et al., 2000; van
Bokhoven er al.,2001).

La ectrodactilia (SHFM por su nombre en inglés: Split Hand split Foot Malformation) es una
anomalia del desarrollo fetal que se caracteriza por la ausencia total o parcial de uno o mas dedos
de manos o pies, en la mayoria de los casos de los dedos 2 y 3. Este defecto se presenta
aproximadamente en | de cada 18,000 recién nacidos y se encuentra asociada a otros defectos

fisicos en aproximadamente 40% de los casos (Czeizel ef al., 1993; Evans et al., 1994).
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Algunos casos de ectrodactilia se han asociado a aberraciones cromosémicas especificas dentro
de las regiones 7q22.1, 6q16.3-q22.3, 2q24-q31, Xq24-q27 y 10q24-q25, lo que sugiere que estos
loci contienen genes relacionados con esta malformacion de las extremidades (lanakiev et al.,
2000).

La ectrodactilia puede ocurrir de manera aislada o asociada a diversos sindromes autosémicos
dominantes entre los que destacan el de Ectrodactilia-Displasia Ectodermica-Labio/paladar
Hendido (EEC por su nombre en inglés: Ectrodactyly-Ectodermal dysplasia-Cleft-lip/palate)
(Celli et al., 1999; Kosaki et al., 2001; van Bokhoven et al., 2001; Barrow et al.,2002) , el
Limb-Mammary Syndrome (LMS) (van Bokhoven et al., 2001), el sindrome Acro-Dermato-
Ungual-Lacrimal-Tooth (ADULT) (Amiel et al., 2001; Duijf et al., 2002), y la ectrodactilia con
displasia ectodérmica (EE). Otro sindrome relacionado es el de anquiloblefaron (fusién
congénita de los parpados), displasia ectodérmica y labio hendido (AEC) (McGrath et al., 2001;

Brunner et al., 2002).

El sindrome de Ectrodactilia-Displasia Ectodérmica-Labio/paladar hendido (EEC) generalmente
presenta defectos de manos y pies, desde la sindactilia (fusiéon congénita de dos o mas dedos entre
si) hasta ectrodactilia. En este sindrome de expresividad variable y penetrancia incompleta
también se pueden observar alteraciones del desarrollo en uifias, denticién anormal, alteraciones

oculares, estrabismo y anormalidades en el tracto urinario (van Bokhoven ef al., 2001).

Recientemente se ha demostrado la existencia de mutaciones en el gen p63 en casos con los
sindromes EEC, AEC, ADULT, LMS, EE, y en algunos casos de SHFM (Celli et al., 1999).
En este gen se han detectado hasta la fecha aproximadamente 42 tipos de mutaciones en 85

familias, 64% de las mutaciones corresponde a casos con el sindrome EEC; 13% a casos con
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AEC, lo mismo que para la ectrodactilia aislada; mientras que los sindromes ADULT, LMS y
EE cuentan cada uno con 3% de las mutaciones detectadas. De este modo, al menos 90% de los
casos con EEC son resultado de mutaciones en p63 (De Mollerat er al., 2003; van Bokhoven y
Brunner., 2002).

El patrén de mutaciones encontradas a lo largo de la proteina en cada uno de los sindromes antes
mencionados es diferente (correlacion genotipo-fenotipo), indicando un patrén especifico para
cada enfermedad como consecuencia de diferentes alteraciones en la funcién de la proteina y no
solamente a una pérdida de su funcion.

La mayoria de las mutaciones que originan el sindrome EEC ocurren en el dominio DBD de la
proteina (Celli et al., 1999; van Bokhoven et al., 2001), mientras que las observadas en el
sindrome AEC se localizan dentro del dominio a-esteril (SAM) (McGrath ef al., 2001) y los
cambios en el marco de lectura en el extremo 3’ causan LMS (van éokhoven et al., 2001). En
contraste, se han detectado mutaciones en distintos sitios del gen en pacientes con SHFM (van
Bokhoven et al., 2001; Ianakiev ef al., 2000) (FIG.8).

Sin embargo, tnicamente alrededor del 10% de los casos estudiados con ectrodactilia aislada
(SHFM) son consecuencia de alguna mutacion dentro del gen p63, y 4 de los 6 tipos de
mutaciones encontradas hasta la fecha en sujetos con este defecto no han sido detectadas en
ningin individuo con alguno los sindromes autosémicos dominantes que presentan ectrodactilia
como una de sus manifestaciones.

Las mutaciones identificadas dentro del dominio DBD de p63 que causan SHFM parecen afectar
aminodacidos que no estan directamente implicados en la unién al ADN. Mientras que para el caso
del sindrome EEC, los cambios ocurren en aminodcidos que interactian directamente con el

ADN (lanakiev er al., 2000) (FIG. 9).
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Sin embargo, se han encontrado casos en donde existe una coincidencia de los sitios de mutacion

causantes de EEC 6 SHFM, lo que indica la existencia de una variabilidad fenotipica bastante

amplia dentro o entre las familias que presentan ectrodactilia, ya sea aislada o asociada a algiin

sindrome como EEC (FIG. 8).
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FIGURA 8. Distribucién de mutaciones en p63. (Tomado de Brunner e al., 2002)
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FIGURA 9. Diagrama del dominio DBD de p63, basado en la estructura de su proteina homéloga, p53. Las flechas
alargadas indican los aminoécidos mutados en SHFM (rojo). Las flechas pequefias indican algunos de los residuos
mutados en EEC (verde). (Tomada de lanakiev et al., 2000)
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3. OBJETIVO

Determinar la presencia, localizacion y tipo de mutaciones en el gen p63 en un grupo de sujetos

mexicanos con ectrodactilia sindromatica o aislada.

4. JUSTIFICACION

La caracterizacion del espectro mutacional del gen p63 en sujetos mexicanos con ectrodactilia
contribuird para una mejor comprension de la relacion genotipo-fenotipo y permitird realizar
inferencias acerca de la participacion de los diferentes dominios de la proteina p63 en el origen

de algunas malformaciones de extremidades.

5. POBLACION DE ESTUDIO

Se seleccionaron 14 sujetos para el estudio, de los cuales 3 fueron diagnosticados con el sindrome
EEC, 2 con sindrome EE y los 9 individuos restantes se diagnosticaron como casos de
ectrodactilia aislada. (SHFM, SHM, 6 SFM) (TABLA 2)

Todos los sujetos otorgaron su consentimiento escrito para participar en el estudio. En el caso de
los menores de edad, el consentimiento lo otorgaron sus padres.

Los pacientes fueron reclutados de los servicios de genética del Hospital General de México y del

Centro Nacional de Rehabilitacion de la Ciudad de Meéxico.
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TABLA 2. Caracteristicas clinicas y diagnostico de los sujetos incluidos en el estudio

Paciente Genero

2

N QY

oo

.

“Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino

Femenino

Femenino
Femenino
Femenino
Femenino

Masculino

Defectos de las extremidades

Ectrodactilia)sindactilia e:n manos/;ﬁés
Ectrodactilia en manos
Ectrodactilia/braquidactilia en manos
Ectrodactilia/sindactilia en manos
Ectrodactilia en manos

Ectrodactilia en manos

Ectrodactilia en manos y pies

Ectrodactilia en manos/sindactilia en pies
Ectrodactilia en pies/segundo dedo de la mano
izqyierda hipoplasico/ braquidactilia en manos
y pies

Ectrodactilia en manos y pies

Ectrodactilia en manos y pies

Ectrodactilia en pies/pulgares hipoplasicos

Ectrodactilia en manos y pies

Ectrodactilia en mano derecha

Labio y paladar .héndidos/diéglé.éia‘ -
ectodérmica/anquiloblefaron/ blefaritis
Labio hendido/displasia ectodérmica

Otros defectos

Hipospadias

Dismorfismo facial

Displasia ectodérmica

Labio/paladar hendido
displasia ectodérmica
Displasia ectodérmica

obstruccidn del tracto lacrimal

EEC: ectrodactilia, displasia ectodérmica labio/paladar hendido; EE: ectrodactilia con displasia ectodermica; SHFM: ectrodactilia aislada en manos/pies; SHM: ectrodactilia en manos; SFM:

Diagnostico

SX. EEC

SX. EEC

SHM

SHM

SHM

SHM

SHFM

SHM

SX.EE

SX. EEC

SX. EE

SFM

SHFM

SHM

ectrodactilia en pies. Los pacientes 9* y 10* son madre e hija (caso familiar). Los pacientes marcados en oscuro son a los que se les encontré algin tipo de mutacién en p63 en este estudio.
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6. METODOLOGIA

Con el consentimiento de cada uno de los 14 individuos incluidos en el estudio, o de sus padres,
se extrajo una muestra de 2ml de sangre periférica, a partir de la cudl se extrajo el ADN
genémico de los leucocitos utilizando el reactivo DNAzol BD (GIBCO), como se describe a

continuacion.

6.1. EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA

Se colocaron 500 pl de sangre total en un microtubo eppendorf de 2 ml con 1 ml del reactivo
DNAzol BD y se agité durante 30 segundos. Se agregaron 400 pl de alcohol isopropilico y se
agité la muestra durante 1 minuto. La muestra se dejo6 reposar a temperatura ambiente durante 5
minutos para después centrifugarla a 6000 rpm durante 6 minutos. Se decanté el sobrenadante y
al botén residual en el tubo se le afiadieron 500 ul de DNAzol BD. Se agito6 el tubo hasta disolver
el botén. De nuevo, la muestra se centrifugé a 6000 rpm, esta vez por 5 minutos y se decant6 el
sobrenadante. Posteriormente se le agregé al boton | ml de etanol al 75% y se agité hasta
disolver el boton. La muestra se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos y se deseché el

sobrenadante, ademas, se retir¢ el exceso de alcohol con la ayuda de una micropipeta.
Finalmente, se agregaron al botén 200 pl de hidréxido de sodio (NaOH) 8 mM y se dejé
incubando 5 minutos a temperatura ambiente, para después transferir el NaOH con el ADN

disuelto a un tubo eppendorf de 0.5 ml limpio. La muestra se guardé a -20°C hasta su utilizacion.
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6.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN OBTENIDO

Se determiné la concentracion y pureza del ADN extraido por medio de un andlisis de
absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un espectrofotometro. Se verifico
que las concentraciones de ADN obtenidas en cada una de las 14 muestras fueran suficientes para
la amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La lectura a 260 nm es la que se utilizo para calcular la concentracion del ADN por medio de la
siguiente férmula:

[ADN](uag/pal) = la absorbancia a 260 nm X (dilucién)" X 0.05

En donde 0.05 (ug/pl) corresponde a una D.O.,¢0 = 50ug de ADN (doble cadena)/ml

Ademas, la relacion 260/280 permitié evaluar la pureza de la muestra, considerando que la

lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica.

6.3. AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN p63

Se realizé la amplificacion por PCR de los 16 exones y de las uniones exén/intron del gen p63 a
partir del ADN de los 14 individuos con oligonucledtidos especificos para cada exén
(adquiridos en la casa comercial ACCESOLAB) (TABLA 3). Cada reaccién de amplificacion de
25l contenia: buffer para PCR 1X, de 100 a 200 ng de ADN genoémico, 0.2 mM de cada uno de
los cuatro dNTP’s, 2.5 unidades de enzima TaqPolimerasa (INVITROGEN), ImM del
oligonucledtido correspondiente (en sentido y antisentido), y de 1 a 3 mM de MgCl,, dependiendo

del exén a amplificar (TABLA 3). La mezcla se llevo a 25 pl con agua bidestilada.

36



Para la amplificacion se utiliz6 un termociclador Applied Biosystems 9600, con un programa de
temperaturas descrito a continuacién: 1 ciclo de 3 min a 94°C para la desnaturalizacion inicial, 35
ciclos con 1 min de desnaturalizacién, 2 min de alineamiento con la temperatura especifica para
cada par de oligonucleétidos (TABLA 3), y 1 min a 72°C para la extensién. Por ultimo 1 ciclo a

72°C por 10 min para la extension final.

Oligonucleotidos y condiciones de PCR para ol Andlisis Mutacional de p83

Secuencias de los Primers Condiclo
-~ M
ucto de Temperatura de ¢oncentracion
PCR Alineamiento de MgC12

2
2

Sentide (5'-3) Antlsentido (3 - 5) pb) Q)

TC CCG GCT TTA TAT CTA TAT ATA C. GAC ACA TTC ATA ATA CACAAGGCAC 211 5 20
TCC ACT TGG GTT TTC ATG ATA GAG- GTA AGC AAT ATT TTG ACC ACC CAC- 300 58 25
GCT TGT TGT TAA CAA CAG CAT G GAA AAG ACA GGT TTA ACA GAG C 281 59 25
CAT ATT GTA AGG GTC TCA GAG G GAC CGA GAA CCG CAA ATA CG, 23 59 10
GAT CCG TGG CTT CAG CGG AAG CCC ATC CTT GGA CTT GG 154 58 L
GITGGTTCTCTCCITCCTTTC  GCC CAC AGA ATC TTG ACC T1C 291 57 30
CCA CCAACATCCTGTTCATGC  GTT CTC TCA AGT CTA CTC AGT CC 267 55 25
GGG AAG AAC TGA GAA GGA ACA AC CAG CCA CGA TTT CAC TTT GCC 253 5s 25
GTA GAT (TT CAG GGG ACT TTC ~ CCA ACA TCA GGA GAA GGA 11¢: 260 54 25
GCT TTA GAA GTG TTC CCA GG ACA CCT CCT TTC CCA TTG TC 237 5 25
TGA GGA TTG ACC ACA CTT CTA AC  CAT CAA TCA CCC TAT TGC TGA TC 287 . 20
TGA NCA TCA TTT CCA TGT TTG TC  TCA CAG AGT CTT GTC CTA AGC 254 57 3.0
GCA CTATAA CAGTATCCG CCC  CAA GAT GGA CCA CTG GGA TG 60 20
CTT ATCTCG CCA ATG CAG TTG G AAC TAC AAG GCG GTT GTC ATC AG 5 25
GGG AAT GAT AGG ATG CTG TGG ~ AAG ATT AAG CAG GAG TGC TT 54 20
GAT GAA GTC CTA GGC CTT C GGA AAT ACA ACA CAC ACA CT 55 10

!
2
3
3
4
w8
6
7
8
9

TABLA 3. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para amplificar por PCR los 16 exones del gen p63.
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6.4. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos obtenidos de la amplificacion fueron separados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2% con tincion de bromuro de etidio (0.0002%) para identificar las bandas
especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador de peso
molecular de 100 pb (FIG.10). Se observo el gel en un trans-iluminador de luz UV, se
identificaron las bandas y se cortaron del gel para su purificacion con el método de adhesion a

perlas de vidrio (kit QIAEX II).

FIGURA 10. Fotografia de un gel de agarosa al 1.2% con los productos obtenidos de la amplificacién del exén 7
del gen p63 de seis pacientes (P1-P6). El producto obtenido fue de 253 pb. De izquierda a derecha, primer carril:

marcador de peso molecular de 100 pb, carriles 2-7: productos amplificados de los pacientes.

6.5. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Los fragmentos de ADN amplificados contenidos en las bandas de gel cortadas se purificaron con
ayuda del kit QIAEX Il (QIAGEN) realizando el siguiente procedimiento:

Se coloco cada banda de agarosa en un tubo eppendorf de 2 ml, al cual se le afiadieron 800 ul de

amortiguador QX1, de 10-20 pl de resina QIAEX 1l y se mezclo con vortex.
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La muestra se incubd a 50°C durante 10 minutos o hasta que la agarosa se disolvi6é por completo
y después se centrifugé a 10,000 rpm durante 1 minuto para posteriormente decantar el
sobrenadante. Se agregaron 500 pl de amortiguador QX1 y se mezclé hasta disolver por
completo el boton. Nuevamente se centrifugé por 1 minuto a 10,000 rpm y se decant6 el
sobrenadante. Al botdn resultante se le adicionaron 500 ul de amortiguador PE (de alcoholes) y
se mezclo en el vortex. La muestra se centrifugé durante 1 minuto a 10,000 rpm y se desecho el
sobrenadante. Se repitieron nuevamente los pasos 7 y 8 y al final se eliminaron cuidadosamente
con micropipeta los residuos del amortiguador PE. A continuacion se dejo secar el boton a 50°C,
para después resuspenderlo con 20 pl de agua bidestilada. Finalmente, la muestra se centrifugo 1

minuto a 10,000 rpm y el sobrenadante se transfirié a un microtubo limpio de 0.5 ml.

La concentracion del ADN amplificado obtenido de la purificacion se determiné por medio de la
comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa (DNA

low mass ladder, GIBCO) al correr las muestras en un gel de agarosa al 1.2% (FIG.11).

FIGURA 11. Fotografia de un gel de agarosa al 1.2% para la cuantificacion de los productos de amplificacion por
comparacién de la intensidad de las bandas obtenidas de los pacientes 1 al 6 (P1-P6). En el primer carril de izquierda
a derecha se ve el marcador estandar de masa, los carriles 2-7 tienen los productos de amplificacion del exén 5 del

gen p63. El tamafo de producto es de 291 pb.
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6.6. SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaron reacciones de PCR para la secuenciacion automatica nucleotidica de cada uno de
los exones. Cada reaccién de 20 pl contenia: 4ul de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit
(APPLIED BIOSYSTEMS) que contiene los cuatro dideoxinucledtidos  marcados por
fluorescencia, desoxirribonucleétidos trifosfatados, Tris-HCl (Ph 9.0), MgCl, y ampliTaq
polimerasa; ademas se agregaron 1pul del oligonucleotido correspondiente 10 uM en sentido 5°-
3’, aproximadamente 10 ng del ADN de cada exén como templado y agua bidestilada para un
volumen final de 20pl. Para este PCR se utilizé un termociclador con un programa de 25 ciclos a
97°C por 30 segundos para la desnaturalizacion, 15 seg a 50°C para el alineamiento, y 4 min a
60°C para la extension.

Los productos se purificaron por medio de columnas Centri Sep (APPLIED BIOSYSTEMS) para
eliminar el exceso de ddNTPs marcados por fluorescencia. Para ello se realizo la siguiente

metodologia:

Se hidrataron las columnas por un periodo minimo de 2 horas con 800 pl de agua destilada y se
centrifugaron a 3000 rpm por 3 minutos, posteriormente se retird el exceso de agua. Las
columnas fueron colocadas en tubos de 500 pl, para después colocar en el centro de la columna
los 20 pl del producto de PCR de secuencia. Se centrifugaron durante 3 minutos a 3000 rpm.

Las muestras obtenidas en cada tubo receptor de 500 pl se desecaron en una centrifuga de vacio
sin aplicar calor y cuidando de no secar en exceso. Cada muestra fue resuspendida en 25 pl de
amortiguador de carga TSR (Template Supresion Reagent, de APPLIED BIOSYSTEMS) y

posteriormente desnaturalizada en un termociclador con 5 minutos a 95°C.
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Los productos fueron analizados en un secuenciador automético ABI Prism 310 (APPLIED
BIOSYSTEMS) y las secuencias de ADN obtenidas fueron comparadas con las de los 16 exones
del gen p63 isotipo TA-p63c publicadas en la base de datos del GenBank (No. de acceso

AF075430)

7. RESULTADOS

Por medio del anélisis espectrofotométrico del ADN obtenido se verificé que todas las muestras
tuvieran la concentracion y calidad necesarias para su utilizacion en PCR. La relacion 260/280
obtenida en todos los casos fue de entre 1.8 y 2, lo que indicé una pureza adecuada del ADN.
Todos los productos obtenidos de la amplificacion por PCR de los 16 exones a partir del ADN
genomico de cada individuo fueron del tamafio esperado, lo que descarto la presencia de
rearreglos génicos como duplicaciones o deleciones significativas en el gen estudiado.

A través de la secuenciacion nucleotidica de toda la region codificante incluyendo las secuencias
intrénicas que flanquean cada exén del gen p63 se identificaron 5 mutaciones heterocigotas

puntuales en los exones 7, 5 y 3 del gen p63.

El caso nimero 1 y nimero 11. con diagndstico de sindrome EEC y EE respectivamente,
tuvieron un cambio de una base en el sitic CGC— CAC en el exon nimero 7, lo que da una
sustitucion en el aminoacido 279 de la proteina: de una Arginina— Histidina (R279H); esta
mutacion se localiza dentro del dominio conservado de union al ADN de la proteina (FIGURAS
12 Y 13). Hay que mencionar que el caso | presenta ademas anquiloblefaron, caracteristica

raramente encontrada en el sindrome EEC y tipica del sindrome AEC.
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Los casos 9 y 10 (FIG.14) fueron una paciente con fenotipo EE y su hija con el sindrome EEC.
En estos dos casos se encontré una mutacion puntual en el exén nimero 5: un cambio CGG—
TGG en el codén 204 de p63 provocando la sustitucion Arginina— Triptofano (R204W). Esta

mutacion, como la anterior, también se localiza dentro del dominio DBD de la proteina.

La quinta mutacién se encontré en el caso nimero 14 (FIG.15) con ectrodactilia unilateral
(SHM) en mano derecha. El cambio fue en el exén 3 del gen, de CGC— TGC en el nucledtido
289. Con esto se produce una sustitucién Arginina— Cisteina en el aminoacido 97 (R97C)

dentro del dominio TA de la proteina.
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CGC— CAC —R279H

3iGAGGGA AACCNCCGT CCcaAal

FIGURA 12. Mutacién del gen p63 en el paciente nimero 1. En la parte superior se muestra la secuencia
nucleotidica parcial del exén 7 que codifica parte del dominio de unién al ADN. La transicién heterocigota G— A
cambia el coddn de arginina (CGC) a uno de histidina (CAC). La mutacién se denomina R279H. En la parte inferior
se muestra el fenotipo de la paciente.
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CGC— CAC —R279H

AGGGAT GACCNCCGT CCAAT T 1

FIGURA 13. Mutacién del gen p63 en el paciente nimero 11. En la parte superior se muestra la secuencia
nucleotidica parcial del exén 7 que codifica parte del dominio de unién al ADN. La transicion heterocigota G— A
cambia el codén de arginina (CGC) a uno de histidina (CAC). La mutacién se denomina R279H. En la parte inferior
se muestra el fenotipo del paciente.



CGG—TGG — R204W

GG GG GAAG: GG GCCCCAACC.

AGG GG GAAGNGG GCCCCAAC

FIGURA 14. Mutaciones del gen p63 en las pacientes 9 y 10 (madre e hija). En la parte superior se muestran las
secuencias nucleotidicas parciales del exén 5 que codifican parte del dominio de unién al ADN, portadoras de la
transicion heterocigota C— T, que cambia el codén de arginina (CGG) por uno de triptofano (TGG). La mutacion se
denomina R204W. En los dos extremos laterales se muestran los fenotipos de las pacientes.
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GGACT GTATCHNGCAT GCAGGAC

CGC—TGC— RITC (TA-p63)

FIGURA 15. Mutacién del gen p63 en el paciente 14. En la parte superior se muestra la secuencia nucleotidica
parcial del exén 3 que codifica parte del dominio de transactivacion de la proteina TA-p63, portadora de la transicion
heterocigota C— T, que cambia el codén de arginina (CGC) a uno de cisteina (IGC). Esta mutacién denominada
R97C no ha sido previamente descrita. En la parte inferior se muestra el fenotipo del paciente.



Todas las variaciones genéticas encontradas se confirmaron repitiendo la secuenciacién con un
templado nuevamente amplificado a partir del ADN genémico de cada individuo.

En el caso de la mutacion R97C en el paciente 14 se realizoé un analisis clinico de los padres, los
cuales no presentaron ningun defecto de piel o extremidades. Tampoco se encontrd la mutacion
R97C en el ADN de la madre o del padre, lo que indica que la mutacion en su hijo es de novo.
Se analizd, ademas, el ADN de 75 individuos control, en los cudles no se encontré esta

mutacion.

En los 8 casos restantes de ectrodactilia aislada no se encontraron cambios en ninguno de los 16
exones del gen, ni en alguna de las secuencias intronicas que flanquean a estos.

Se localizo una delecion de una adenina en el intron 5 localizado 4 nucledtidos rio arriba del sitio
de splicing del exon 6 de todos los casos estudiados. Se analizaron 50 individuos control y en
todos se encontré esta delecion puntual, lo que confirmé que se trata de un polimorfismo muy

frecuente en nuestra poblacion.

8. DISCUSION

El gen p63 cumple un papel importante durante el desarrollo temprano de las extremidades. Es un
factor de transcripcion esencial durante la sefializacion mesenquima-ectodermo para la formacién
de estructuras como foliculos pilosos, dientes, ufias y glandulas sudoriparas o mamarias. Se
expresa en las células basales de muchos tejidos epiteliales, y principalmente en la cresta apical
ectodérmica (AER) de la yema de la extremidad, jugando un papel muy importante durante la

diferenciacion y posterior mantenimiento de esta estructura (Yang et al.. 1999).
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En las células epidérmicas basales su funciéon es la de conservar un continuo estado de
proliferacién, necesario para el mantenimiento y renovacion de las células de las capas epiteliales

(Hyunsook, y Kimelman, 2002).

Este es el primer analisis mutacional del gen p63 realizado en sujetos mexicanos con ectrodactilia
aislada o sindromatica (Berdon-Zapata et al., 2004). Todas las mutaciones descritas hasta la fecha
para casos con el sindrome EEC han sido cambios en aminodcidos localizados dentro del
dominio DBD de p63, afectando a todas la isoformas de la proteina, muchos de estos residuos
corresponden a los mismos mutados en p53 en varios tumores humanos (R204, R279, R280 y
R304) (Ghioni et al., 2002). Los resultados obtenidos confirman que la mutacién R279H (casos 1
y 11) es la mas comiin de las mutaciones encontradas, constituyendo el 13% (11 / 86) de todas las
mutaciones descritas hasta la fecha en este gen, incluyendo nuestros resultados. El 17% de todas
las mutaciones (15 / 86) afectan el aminoacido 279 dentro del dominio de unién al ADN de la
proteina (DBD).

En este estudio el caso nimero 1 ademés de presentar caracteristicas tipicas del sindrome EEC
presenté anquiloblefaron, caracteristica del sindrome AEC. Este sobrelapamiento de caracteres
fenotipicos contradice la marcada correlacion genotipo-fenotipo propuesta recientemente
(Brunner er al., 2002) que establece un patrén y tipo de mutaciones generalmente distinto para
cada enfermedad.

En estudios realizados con individuos que presentan el sindrome EEC se ha podido observar una
gran variabilidad inter e intra-familar, lo que sugiere la existencia de genes que podrian actuar
como posibles modificadores de p63 (Barrow er al., 2002; van Bokhoven, y Brunner, 2002). Tal
es el caso para los individuos 9 y 10 de este estudio, madre e hija, que teniendo la misma

mutacién (R204W) presentan notables diferencias fenotipicas. La hija presenta todos los defectos
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caracteristicos del sindrome EEC, mientras que la madre presenta ectrodactilia en pies, el
segundo dedo de la mano izquierda hipopléasico, braquidactilia en manos y pies y displasia
ectodérmica.

La complicada interconexion de sefiales genéticas en las extremidades en formacion, ademas de
la existencia de 6 isotipos con diferentes propiedades (represion o transactivacion) de la proteina

P63 hace dificil el establecimiento de una correlacion genotipo-fenotipo de forma estricta.

El gen p63 se encuentra mutado de manera heterocigota en aproximadamente 90% de los casos
con EEC, siendo la mayoria sustituciones de aminoacidos dentro del dominio de unién al ADN
que afectan a todas las isoformas de la proteina. Las mutaciones R279H y R204W encontradas
en este trabajo en 4 de los de los individuos, son cambios descritos anteriormente en otros
trabajos (Celli et al., 1999, vanBokhoven et al., 2001, lanakiev et al., 2000), lo que indica que
estos codones, junto con el 227, 280 y el 304 son los que mas frecuentemente se encuentran
mutados en casos de EEC; todos estos codones estan localizados en la regién que codifica el
dominio DBD de la proteina.

El dominio DBD cuenta con 4 regiones conservadas evolutivamente importantes para el
plegamiento de la proteina y la creacion de la superficie de unién al ADN, lo que lleva a pensar
que las mutaciones dentro de este dominio, sustituyen los aminoicidos que interactian
directamente con el ADN o provocan un mal plegamiento de la proteina afectando su unién al
ADN (Celli et al., 1999). Unicamente los cambios en estos 5 codones son responsables del 75%

de todos los casos descritos de EEC (Brunner ef al., 2002).
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Es importante mencionar que el caso nimero 2 no presenté ningtin tipo de mutacién dentro del
gen p63, resultado que no se esperaba, puesto este individuo presenta caracteristicas fenotipicas
clasicas del sindrome EEC. Este dato indica que un subgrupo de pacientes con el sindrome EEC

puede ser originado por mutaciones en un gen distinto a p63.

Las mutaciones descritas hasta la fecha en tres tipos de poblaciones humanas (Asiatica,
Caucésica y ahora la Hispana) presentan un patrén de mutaciones homogéneo, poniendo en
evidencia nucleétidos altamente mutables dentro del gen p63. Los nucledtidos 727, 728, 797,
952, 953, 955 y el 1028 estan alterados en aproximadamente 47% de todas las mutaciones
encontradas en p63 y muchas de ellas son transiciones citosina — timina. Este patrén de
mutaciones puede deberse a que la mayoria de los nucleétidos mutados estan localizados en
sitios CpG (van Bokhoven et al., 2001), que son puntos calientes para mutaciones debido a la
alta tasa de mutacion de la 5-metilcitosina junto con una reparacion deficiente de estos sitios
(Rideout er al., 1990; Tornaletti, y Pfeifer, 1994). Otra explicacién podria ser que estas

mutaciones tan recurrentes reflejen un mecanismo patogénico especifico atin desconocido.

La mutacion encontrada en el caso numero 14 (R97C) es la primera descrita dentro del dominio
TA en el extremo amino de la proteina P63, region altamente conservada que le da a la proteina
la capacidad de activar la transcripcion de algunos genes que responden a p53 e implicados en el
control del ciclo celular, la reparacion del ADN, apoptosis y diferenciacion epidérmica (p21, Bax,
MDM2, GADDA4S5, ciclinaG, IGFBP3, loricina, involucrina) (Meredith, y Kaelin, 2001; De
Laurenzi et al., 2000).

El andlisis molecular de los padres del paciente con esta mutacion demostré que ninguno de ellos

presenta el cambio, por lo que se concluye que la mutacion se origind de novo.
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El cambio Arginina— Cisteina en el aminoacido 97 da como resultado la sustitucién de un
aminoacido basico por uno neutro, lo que puede causar algin cambio importante en la
conformacién de la proteina, y con esto la posible modificacion de su funcion de transactivacion.
El residuo Arginina 97 se encuentra conservado en p63 de ratén, mientras que este aminoacido
cambia por Alanina en el gen p53 (Yang er al., 1998), lo cual sugiere que este aminoacido puede
conferirle una especificidad funcional a p63.

Nuestros resultados indican que la ectrodactilia aislada puede ser causada no sélo por mutaciones
en el dominio de unién al DNA (DBD), sino también por mutaciones dentro del dominio
canbnico de transactivacion (TA) de p63, sugiriendo fuertemente que la integridad de este
dominio es importante para el desarrollo correcto de las extremidades. Con el hallazgo de la
mutacion R97C extiende el espectro de las anormalidades moleculares encontradas en
enfermedades asociadas a p63, pero se requieren estudios funcionales para determinar las

consecuencias de esta nueva mutacion en la actividad transcripcional de la proteina.

En 8 de los 9 casos con ectrodactilia aislada no se encontré ningtn tipo de mutacién en alguno de
los 16 exones analizados o en las secuencias intronicas que los flanquean, lo cuél confirma la baja
frecuencia de mutaciones en p63 en los casos con la forma aislada de esta malformacién.
Unicamente en alrededor del 10% de los sujetos con SHFM se han identificado mutaciones en
este gen (van Bokhoven et al., 2001; Brunner et al., 2002; de Mollerat er al., 2003). La
ectrodactilia aislada es una malformacién con heterogeneidad genética, esto quiere decir que

defectos en diferentes genes pueden ser la causa de este fenotipo.
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Finalmente, se identificé un polimorfismo en el intr6n 5 localizado 4 nucleétidos rio arriba del
sitio de splicing del ex6n 6, que consiste en la delecion de una adenina (IVS5-4A-del). Nuestros
resultados indican que esta alteracion genética se trata de un polimorfismo comun dentro de la
poblacién mexicana y que no se asocia a alguna consecuencia fenotipica.

Debido a su estructura genética, es dificil determinar con exactitud las repercusiones que tienen
las mutaciones encontradas dentro de cada uno de los dominios que constituyen a p63, al dar
como resultado distintas alteraciones en la funcién de transactivacion o de represion de los mas
de 6 isotipos de esta proteina. Ademas, se tendria que establecer la interaccion entre los isotipos
mutados y silvestres para tratar de predecir el fenotipo resultante.

Se requieren de mas estudios para comprender la funcién especifica de cada una de las isoformas
de esta proteina, asi como de sus patrones de expresion durante el desarrollo de las extremidades
y derivados ectodérmicos en el embrion. El conocimiento integral de los factores genéticos que
rigen el desarrollo normal y anormal de las extremidades en humanos nos llevara a proponer
nuevas estrategias para el implemento de medidas preventivas, acercamientos para la
intervencion terapéutica, ademas de generar nuevos conocimientos en el campo de la medicina

molecular y la embriologia.
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9. CONCLUSIONES

+ Las mutaciones encontradas en el gen p63 fueron de tipo puntual y heterocigotas; la
mayor parte de estas (cuatro de cinco) ya habia sido reportada en estudios previos

realizados en otras poblaciones.

= Se encontr6 una mutacion de novo, la primera descrita dentro del dominio TA en el
extremo amino de TA-p63 (ex6n 3 del gen). Esta mutaciéon (R97C) origina un caso de
ectrodactilia aislada.

Se pudo observar una gran variabilidad fenotipica intra e interfamiliar resultante de una

misma mutacion en p63.

=+ Existe una homogeneidad en las mutaciones de p63 dentro de diferentes poblaciones

humanas estudiadas (Asidtica, Caucasica e Hispana).

+ La mayoria de los casos con ectrodactilia aislada no se asocia a mutaciones en p63.

Se encontré un polimorfismo dentro del intrén 5 localizado 4 nucleétidos rio arriba del
sitio de splicing del exon 6 que consiste en la delecion de una adenina (IVS5-4A-del).
Este polimorfismo es comin en la poblaciéon mexicana y no ha sido descrito en otras

poblaciones.

9.1. COMENTARIOS
Se requieren estudios funcionales para determinar las consecuencias de la mutacion en el

dominio TA de la proteina.

Se requiere el analisis de grupos mas amplios de pacientes para confirmar o descartar la
incipiente correlacion genotipo-fenotipo en los sindromes genéticos asociados a

mutaciones en p63.
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Abstract

Ectrodactyly is a congenital limb malformation that involves a central reduction defect of the hands and/or feet which is fre-
quently associated with other phenotypic abnormalities. The condition appears to be genetically heterogeneous and recently it has
been demonstrated that mutations in the p63 gene, a homologue of the tumor suppressor gene p33, are the cause of at least four
autosomal dominant genetic syndromes which fe dactyly: ectrodactyly, ectodermal dysplasia, and facial clefting (EEC),
split hand/split foot malformation (SHFM), limb-mammary syndrome (LMS), and acro-dermato-ungual-lacrimal-tooth
(ADULT). In this study, genetic analysis of the p63 gene in a group of 13 patients with ectrodactyly (syndromic and isolated) was
performed. Four patients with syndromic ectrodactyly had p63 heterozygous point mutations that affect the DNA binding domain
of the protein. One of these subjects exhibited the typical features of EEC syndrome as well as ankyloblepharon being, to our
knowledge, the first case combining these traits. This finding supports the view of a clinical overlap in this group of autosomal
dominant syndromes caused by p63 mutations and demonstrates that there are exceptions in the previously established p63

genotype-phenotype correlation.

© 2003 Orthopaedic Research Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Ectrodactyly; p63 gene; EEC syndrome; Limb malformation

Introduction

Ectrodactyly or split hand-split foot malformation
(SHFM) is a congenital defect of the distal limbs oc-
curring in approximately 1 in 18,000 newborns [7]. It is
characterized by varying degrees of central longitudinal
fissuring and central ray deficiency frequently associated
to syndactyly, and aplasia and/or hypoplasia of the
phalanges, metacarpals, and metatarsals. Ectrodactyly is
associated with other physical anomalies in up to 40% of
the cases [5,7]. Syndromatic ectrodactyly includes auto-
somal dominant entities like EEC syndrome which is
defined by ectrodactyly, ectodermal dysplasia and cleft
lip with or without cleft palate [14), limb-mammary-
syndrome (LMS) which associates ectrodactyly with
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mammary gland defects as aplasia or hypoplasia of the
mammary gland and nipple [18], and ADULT syndrome
which displays acro-dermato-ungual-lacrimal-tooth de-
fects [13]. These syndromes [1,2,4,6,9,16,19], as well as
isolated SHFM [8,19] have been shown to result from
mutations in the p63 gene, a homologue of the arche-
typal tumor su