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RESUMEN

Antecedentes La ictiosis recesiva ligada al X (ILX) es un error innato del metabolismo
debido a la deficiencia de la enzima sulfatasa de esteroides (STS). La mayoria de los
pacientes con ILX presentan delecién completa del gen STS asi como de sus secuencias
flanqueadoras. Al parecer, la ubicacién de repeticiones de numero bajo de copias en
ambos extremos del gen STS tiene un papel muy importante en la alta frecuencia de
estas deleciones. Algunos pacientes con ILX, ya sea por deleciones terminales o
intersticiales en la regidon cromosdmica Xp22.3 implicando la region DXS1139 y al gen
STS, muestran ademas la presencia de retraso mental (RM). El gen VCXA es el Gnico gen
localizado en esta region critica. El objetivo del presente estudio es determinar el punto de
ruptura analizando desde regiones flanqueadoras:(DXS89, DXS996, DXS1139, DXS1130,
DXS1131, DXS1133, DXS237, DXS1132, DXF22S1, DXS1134, DXS7470) y genes
adyacentes VCX-A, VCX-C , PNPL4, NLGN4, HDHD1). Material y Métodos Para el
diagndstico inicial de los 125 pacientes con ILX se determiné la actividad de la STS en
leucocitos utilizando el sulfato de 7-[°*H]-dehidroepiandrosterona como substrato. Asi
mismo se les realizé FISH (hibridacién in situ con fluorescencia) para demostrar el nimero
de copias del gen en células somaticas,. Para determinar el tamafio de la delecion se
amplificaron las regiones teloméricas DXS996 a centroméricas DXS278 incluyendo
ambos extremos del gen STS asi como los genes VCXA'y VCX-C mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa. Para tratar de entender otro posible mecanismo de delecion
y si este puede afectar mas severamente en el fenotipo del paciente ya que puede
involucrar marcadores génicos o bien genes contiguos Resultados Ningun paciente tuvo
actividad de la STS (0.00 pmoles/mg proteina/hr). El FISH demostré Unicamente el control
interno utilizado correspondiente al la region centromérica de X y ausencia del gen STS.
Se observaron varios patrones de delecién, sin embargo englobandolos se establecieron
en 2 grupos de los cuales uno corresponde a la delecién por recombinacién homologa
desigual la cual involucra solo marcadores genéticos adyacentes al gen, alrededor del
91.2%. El resto es la muestra que nos intereso ya que esta involucrando aparentemente
genes implicados en la con el Retraso mental, hiperactividad y datos clinicos de
criptorquidia, que corresponden a la familia de los genes VCX A/C, PNPL4, NLGNA4,

HDHD1 en 125 pacientes mexicanos con ILX.



Conclusién: Con los resultados obtenidos se propone como mecanismo de delecion el
deslizamiento de la polimerasa ya que en genes codificantes ya sea intron-exén donde se
llevo a cabo la delecibn no contienen secuencias CRI-S232, pero cabe destacar la
importancia de los genes (PNPL4, NLGN4, HDHD1) involucrados ya que recientemente
se han asociado con anomalias mentales que van desde déficit de atencidén hasta retraso

mental.



ABSTRACT

Background X-linked recessive ichthyosis (ILX) is an inborn error of metabolism due to
deficiency of the enzyme steroid sulfatase (STS). Most patients exhibit complete deletion
ILX STS gene and its flanking sequences. Apparently, the location of repetitions of low
copy number in both ends of the STS gene has a role in the high frequency of these
deletions. Some patients with ILX, either terminal or interstitial deletions in chromosome
region Xp22.3 region involving DXS1139 and STS gene, also show the presence of mental
retardation (MR). The VCXA gene is the only gene located in this critical region. The aim
of this study is to determine the breakpoint flanking regions analyzed from: (DXS89,
DXS996, DXS1139, DXS1130, DXS1131, DXS1133, DXS237, DXS1132, DXF22S1,
DXS1134, DXS7470) and adjacent genes VCX-A, VCX-C, PNPL4, NLGN4, HDHD1.
Material and Methods For the initial diagnosis of the 125 patients were determined ILX
STS activity in leukocytes using sulfate 7 - [*H] dehydroepiandrosterone as substrate.
Likewise underwent FISH (fluorescence in situ hybridization) to demonstrate the number of
copies of the gene into somatic cells. To determine the size of the deletion regions were
amplified telomeric to centromeric DXS278 DXS996 including both ends of the gene as
well as genes STS VCXA and VCX-C by the chain reaction of polymerase. To try to
understand another possible mechanism deletion and if it can more severely affect the
phenotype of the patient and can involve genes or gene markers contiguous Results No
patient had STS activity (0.00 pmol / mg protein / hr). The FISH showed only used internal
control relevant to the centromeric region of X and absence of the STS gene.Observed
various deletion patterns, however engulfing settled into 2 groups, one of which
corresponds to the deletion by homologous recombination which involves only unequal
genetic markers adjacent to the gene, about 91.2%. The rest is the sign that we were
interested in getting involved apparently because genes involved in the mental retardation,
hyperactivity and clinical data of cryptorchidism, corresponding to the family of the VCX
genes A/ C, PNPL4, NLGN4, HDHD1 in 125 patients ILX Mexican. Conclusion With the
results proposed mechanism deletion polymerase slippage since in genes encoding either
intron-exon which conducted the deletion does not contain sequences CRI-S232, but note
the importance of genes (PNPL4, NLGN4, HDHD1) involved and have recently been
associated with mental abnormalities ranging from attention deficit disorder to mental

retardation



INTRODUCCION

La regién distal del brazo corto del cromosoma X tiene la especial caracteristica de
presentar una frecuencia alta de deleciones intersticiales. Estudios previos han
permitido asignar la ubicacion de distintos genes en esta region; entre ellos se encuentran
el gen de la sulfatasa de esteroides (STS), cuya deficiencia causa la ictiosis recesiva
ligada al X (ILX) y distintos loci asociados con retardo mental (RM). Por otro lado, se han
descrito deleciones intersticiales o terminales de la regién 22.3 en el brazo corto del
cromosoma X, en pacientes afectados con la asociacion de varias enfermedades,
llamada sindrome de genes contiguos 0 aneusomia segmental, condrodisplasia punctata
recesiva ligada al X (ARSE), sindrome de Kallmann (KAL1) albinismo ocular tipo 1
(GPRI43) y corta estatura (SHOX). El gen STS codifica para la enzima sulfatasa de
esteroides (STS), la cual presenta una distribucion ubicua y tiene la funcion de catalizar la
hidrélisis de los sulfatos de esteroides (»3 La ILX tiene una ocurrencia de 1:2000-6000
hombres y se caracteriza por presentar escamas adherentes, poligonales y oscuras en la
piel 4 La mayoria de los pacientes con ILX (>90%) presentan grandes deleciones del gen
STS asi como de sus regiones flanqueadoras. Unos pocos pacientes con deleciones
terminales o intersticiales de Xp22.3. Con base a estudios previos que reportan un alto
porcentaje de la delecion es debida a la recombinacion homologa desigual en el presente
trabajo se decidio6 identificar los puntos de ruptura en los pacientes que dicho mecanismo
no estaba involucrado, asi mismo sustentados en que el gen ligado al X de carga variable-
A (VCX-A) como el unico gene localizado en esta regién critica tiene una relacién con
retraso mental quisimos indagar que otros genes en el cluster Xp22.3 estan involucrados
en nuestros pacientes para tratar d entender mas a fondo hasta donde estéa la ruptura y
relacionarla fenotipicamente s,

Estudios en distintas areas geogréficas indican que practicamente no hay diferencias
raciales en el patron de delecion que muestran los pacientes con ILX y pérdida del gen
STS (8-12). Por otro lado, estudios previos sefialan que el gen VCXA tiene un papel
importante en la génesis de RM en algunos pacientes con ILX.



OBJETIVOS
GENERAL
» ldentificacion de la ruptura del gen STS y regiones adyacentes que contienen
secuencias CRI-S232, para determinar si esta involucrada la recombinacién no
homologa desigual en pacientes con Ictiosis ligada al cromosoma X.
PARTICULARES
» ldentificacion de el punto de ruptura/ uniéon que causa la delecién del gen STS
» ldentificacion de genes involucrados el la ruptura adyacente al gen STS que

puede afectar aun mas el fenotipo (HDHD1, NLGN4, PNPLA)



ANTECEDENTES
l.- ICTIOSIS LIGADA AL CROMOSOMA X (ILX)

El término ictiosis se ha empleado por mas de 2000 afios y proviene de la raiz griega
‘ichthys’ (ictios) que significa pez. Los hindues y chinos en el siglo XIX se referian a la
enfermedad como una “afeccién de la piel de serpiente o escamas de pescado” y en la
época del médico arabe Avicenna como “albarras nigra”. Alibert consideraba que se
origina por vivir en areas cercanas a corrientes de agua estancada, al mar o por ingerir
pescado en estado de putrefaccién. En 1884, Fox informé el caso del nifio cocodrilo,
atribuyendo su causa al ataque de un cocodrilo sufrido por la madre durante la gestacion.
La primera descripcién de ictiosis documentada en la literatura médica se encuentra en la
obra "On cutaneos diseases" por Robert William en 1908. En 1933, Cockayne fue el
primero en usar la clasificacion genética reclasificada por Touraine en 1958 y Greither en
1964, asi como por. Wells y Kerr en 1965, estudiando las manifestaciones clinicas y
genealdgicas, pudieron distinguir a la ictiosis ligada al cromosoma X (ILX) como una
enfermedad diferente a las otras ictiosis (1.3).

Las ictiosis son un grupo de genodermatosis que se caracterizan por presentar
hiperproliferaciéon y/o retencién del estrato cérneo de la piel, lo que condiciona

descamacion anormal de la misma (4,

La ILX se ha observado en diferentes grupos étnicos y afecta 1 de cada 2,000-6,000
varones, en nuestro pais no se conoce la ocurrencia de esta entidad. Inicia generalmente
durante los primeros meses de vida y los datos clinicos mas importantes son la presencia
de escamas oscuras, regulares, adherentes y de distribucién generalizada. Predominan
en cara anterior de abdomen, cuello, zonas de flexion y ambas extremidades. Respetan

generalmente palmas de las manos y plantas de los pies (Figura 1) s.9).



Con base en criterios clinicos, bioquimicos, moleculares y forma de herencia son 5 las
variedades de ictiosis que se encuentran bien definidas, éstas son: ictiosis vulgar (1V),
ictiosis recesiva ligada al cromosoma X (ILX), ictiosis lamelar, eritrodermia ictiosiforme
congénita e ictiosis bular o bulosa (Figura 2). Las mas frecuentes son la IV y la ILX.

Existen ademas otras condiciones ictiosiformes genéticamente indefinidas (10.11).

Figura 1. Paciente con ILX, manifestando escamas en las extremidades superiores del
cuerpo.



Forma de Incidencia Caracteristicas de Defecto
Tipo de| herencia las escamas bioquimico
ictiosis
Vulgar AD 1:250 rnv* Finas, irregulares y Desconocidos
adherentes.
Ligada al LX 1:2000 a 6000 Grandes, oscuras, regulares y Deficiencia de SE,
cromosoma X Varones adherentes aumento de SCy LDL
Lamelar AD 1:300,000 Grandes, gruesas, Esterol libre y
AR rnv bordes elevados ceramida.
Bulosa AD 1:300,000 Gruesas, verrugosas y Desconocido
rnv oscuras.
Eritrodermia AR 1:300,000 Finas. Desconocido.
ictiosiforme rnv
congenita

Figura 2. Caracteristicas de las ictiosis: AD: Autosdmica dominante, AR: Autosdmica
recesiva, LX: ligada al cromosoma X. SE: Sulfatasa de Esteroides, SC: Sulfato de colesterol,
LDL: Lipoproteinas de baja densidad, rnv: recién nacido vivo. Fuente:Modificacién de
Shwayder y Ott (3). rnv* = recién nacidos vivos

Il.- SULFATASA DE ESTEROIDES (SE)
France y Liggins en 1969 aportaron la primera evidencia de alteraciones en la actividad de
la SE, al demostrar la disminucion en la sintesis de estrégenos en mujeres portadoras de
la deficiencia placentaria de la enzima. En estas mujeres se encontraron niveles bajos de
estriol y retardo en la labor de parto. Posteriormente, en el seguimiento de estas
portadoras se demostré la presencia de ILX en sus hijos 4 En 1978 Shapiro y col.,
encontraron en cultivos de fibroblastos de piel de pacientes con ILX, deficiencia en la

actividad de la SE, misma que se habia informado en mujeres con deficiencia placentaria

de esta enzima (12.13).

Las sulfatasas son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar las uniones éster- sulfato

de varios esteroides sulfatados, a esta actividad se le conoce como “aril-sulfatasas” (14).




Se han descrito 6 arilsulfatasas: ARSA, ARSB, ARSD, ARSE y ARSF. Las codifican
genes diferentes, tienen pH Optimos distintos y poseen diferentes susceptibilidades a
inhibidores (cuadro IlI). La sulfatasa de esteroides (SE), es una enzima de distribucion
ubicua que hidroliza las uniones éster-sulfato de los sulfatos de esteroides (3 La SE se
encuentra unida a la membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER), cisterna de
Golgi, reticulo trans-Golgi y membrana plasmatica. La SE se expresa en tejidos como
placenta humana (13:s.17), fibroblastos, glandula mamaria y tubos uterinos (1719 Su pH
Optimo oscila de 6.5 a 7.5, siendo su Km de 0.8 uM para el sulfato de estrona (ES), de 1.7
MM para el sulfato de dehidroepiadrosterona (DHEAS) y de 0.6 uM para el sulfato de
testosterona (TS) (1s-21). La deficiencia de SE condiciona ILX debido a la acumulacion de
sulfato de colesterol en el suero, la membrana de los eritrocitos, el estrato cérneo y
granuloso de la piel. En condiciones normales, la relacién colesterol: sulfato de colesterol
en el estrato corneo es de 10:1, sin embargo, en los pacientes con ILX esta relacion
alcanza proporciones de 1:1. La actividad de la SE es mayor en los estratos cérneo y
granuloso, en contraste, las porciones basales presentan una actividad de la enzima muy
baja. Esto explicaria la acumulacion del sulfato de colesterol en las capas superficiales de
la piel de pacientes con ILX (1319,

La SE est4 compuesta de 583 aminoacidos, los primeros 22 corresponden al péptido lider
el cual es escindido postranscripcionalmente para dar origen a la enzima madura de 561
aminoacidos. Este proceso dura aproximadamente 2 dias, la vida media de la enzima es
4 dias. La enzima activa esta formada por multiples subunidades idénticas, cada una con
un peso molecular de 63 kDa, el agregado activo mas pequefio es un dimero de 126 kDa

(s, 22.23). LOS extremos N- y C- se localizan en la porcion luminar de la membrana RER (2a),

10



La enzima activa o funcional esta formada por dos dominios, como fue determinado por
cristalografia de rayos X (o),

Evidencias quimicas y genéticas parecen indicar que la aril sulfatasa o SE comprende
dos isoenzimas la “s” y la f’ (s de slow y f de fast) que se caracterizan por una movilidad
electroforética diferente, se codifican por genes distintos, en cuyo caso Unicamente la
forma s corresponde a la SE. (3 Estas isoformas (“s” y “f”) ligadas al cromosoma X son
producto de genes diferentes y no son consecuencia de modificaciones pos-
traduccionales del mismo producto genético. La expresion de las dos variantes es tejido
especifico: la forma “s” es mas abundante en placenta, tiroides, corazén, bazo, musculo
esquelético y glandula suprarrenal, mientras que la forma “” se detecta en higado, rifién y
pancreas. Aunque ambas comparten algunas caracteristicas bioquimicas, difieren en su
estructura proteinica, pH 6ptimo, labilidad al calor, propiedades antigénicas y especificidad

a sustratos. La forma “s” muestra actividad especifica hacia los sustratos naturales de la

SE y la forma “f” tiene solamente de 2-7 % de actividad de la SE (Figura 3) (5.7,

ENZIMA SUBSTRATO pH OPTIMO | INHIBIDOR ENFERMEDAD REF.
ARSA Sulfatidos Acido Fosfato Leucodistrofia 27
metacromatica
Acido
ARSB Sulfatos de Bario Mucopolisacaridosis
. : 28
dermatan tipoV
ARSC Esteroides Neutro o CN- Ictiosis ligada al
. 29
Sulfatados alcalino cromosoma X
30
ARSD * * * *
30
ARSE * Alcalino Warfarina Condrodistrofia puntacta
30
ARSE * * * *

Figura 3. Caracteristicas de las arilsulfatasas. * se desconoce.
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[ll.- GEN DE LA SULFATASA DE ESTEROIDES (STS)

El gen STS codifica a la SE y se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp22.3) en
una region de 146 Kb muy cerca de la region pseudoautosémica. Contiene 10 exones de
tamanfo variable y dos regiones que no se transcriben, una en el extremo 5’ de por lo
menos 206 pb y otra mas en el extremo 3’ de 668 pb (Figura 4). Tiene una sefial de
poliadenilacion (AATAAA) de 13 pb antes del comienzo de la cola de poli-A (g La region
promotora del gen STS presenta un bajo contenido de secuencias CpG. En el extremo 5’
del gen STS, se han identificado varios sitios de inicio de transcripcion dentro de una
region de 1.3 Kb. (zg).

Por otra parte, se han identificado 3 transcritos primarios en distintas lineas celulares,
cada uno con pesos moleculares diferentes (2.7, 5.2, y 7.2 Kb), cuya funciéon se

desconoce. (529
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Cromosoma UTR & 20&ph ORF 1TE2ph UTR 3" SaEph

X

Figura 4: Esquema que representa la ubicacién del gen STS, los exones e intrones, el OFR y
la proteina (SE).

La mayoria de los pacientes con ILX (85-90%) presentan pérdida total del gen STS. Esta
alta incidencia de deleciones se puede deber a un intercambio aberrante X-Y durante la
divisibn mitética en espermatogonias u ovogonias y el mecanismo se debe al mal
apareamiento de los locus hipervariables repetidos (llamados CRI-232) en la meiosis
femenina o masculina, lo que conduce a recombinacién discordante y delecién del gen
(30,31,32-45).

Se han descrito once mutaciones puntuales criticas para el gen STS, nueve generando
sustituciones de aminoacidos y dos a codon de stop, éstas son: p.Ser341Leu, p.Gli344X,

p.Trp372Arg, p.Trp372Pro, p.Trp372Ser, p.Gly380Arg, p.GIn389Term, p.His444Arg,
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p.Cis446Tir, p.Arg454His, p.Arg454Cis, p.GIn560Pro. Cada una de estas mutaciones
resultd en pérdida completa de la actividad enzimatica y de ahi la incapacidad del cuerpo

para sintetizar hormonas esteroides activas desde sus sulfatos conjugados. (ss.s4)

IV. SECUENCIAS CRI-S232 Y G1.3 Y FAMILIA DE LOS GENES VCX

Estudios sobre deleciones intersticiales en el brazo corto del cromosoma X,
especialmente del gen STS, sugirieron que las rupturas se deben a la presencia de
familias de secuencias repetidas en numero bajo de copias (G1.3 y CRI-S232) que se
encuentran intercaladas y distribuidas en la region Xp22.3 y en ambos lados del gen STS
(X:7,137,497 a 7,272,851 pb) abarcando una distancia de 1,237,497 pb distante desde el
extremo 5’ con DXS1139 que contiene secuencias CRI-S232 y hacia 3" con DXS278 una
distancia de 879,475 pb como se esquematiza en la Figura 5 (A y B). Se ha postulado que
la presencia de estas secuencias condiciona un apareamiento anormal durante la meiosis
por la recombinacién homéloga desigual entre estas unidades de repeticion, lo que podria
explicar la alta frecuencia de deleciones intersticiales en esta region génica (33 En un
estudio realizado en 80 pacientes mexicanos con ILX y pérdida completa del gen STS,
40% (n=32) presentaron ruptura entre las regiones DXS1139 y DXF22S1 y 31% (n=25)
entre las regiones DXS119 y DXS278, ambas rupturas se han descrito en caucasicos,
japoneses e israelitas sss6) €N este estudio se postulé que estas rupturas se llevaron a
cabo por recombinacion homéloga desigual debido a las secuencias CRIS-232 y G1.3 que

se encuentran intercaladas entre estas regiones como se esquematiza en la Figura5 Ay

B(s7-61)-
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Sin embargo, el resto de los pacientes (n=23), 29% presentd rupturas heterogéneas no
descritas anteriormente que no implicaban secuencias homologas, los autores proponen
que probablemente existan otros mecanismos, diferentes a la recombinacién homologa

desigual, capaces de producir la pérdida del gen STS (3

CRI-5232 CRI-S232 CRI-S232
DXS DXS DXS DXS EX1 EX10 DXS DXS DXS DXS DXF DXS DXS
89 996 1139 1130 1131 1133 237 1132 2281 278 1134
A)
B)
s TEEE
I
I
I ¥:7,320,305-7,320,476
¥:6,594,960-6,595,480 : ¥:7,548,081-7,548,286
X:5,900,000 M\ 7,825,348-7,825,500
5 X:5,859,151-5,859,352 : 7,949,853-7,950,143 ‘
4,962, M?-J,BEZ.;H h X:7,137,497-7,272,851 ¥:8,152,326-8,152,536

| oxsss || oxssss || pxsiazss || pwsizzo | - | DXS1131 I | oxszzz || oxsas2 | | DXF2251 | I DXs5278 I

‘ | 542,017 pb 542,017 pb|

1,237,497 pb | 275,230 pb
1,278,145pb ‘ 552,497 pb ‘
2,175,175 pb 677,002 pb |
879,475 pb |

Figura 5: (A): Representacion gréfica del gen STS y regiones flanqueadoras. Las flechas
indican la posicion de secuencias CRI-S232 en DXS1139, DXS237 y en DXS278, DXF22S1 se
encuentran presentes las secuencias G 1.3, (B) representacion esquematica de las
posiciones en Xp22.3 de las diferente marcadores DXS.www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed



Las secuencias CRI-S232 presentan una secuencia de 7Kb y se organiza en 4 regiones
designadas como a, b, c y d, como se muestra en la Figura 6. Las secuencias b y ¢
revelan que éstas contienen VNTRs (repeticiones en tandem en numero variable)
designados como elementos RU2 y RU1 respectivamente con altos contenidos de GC e
hipervariables en loci Xp22.3del cromosoma X y con menos variabilidad en los loci del
cromosoma Y por debajo de la regidon pseudoatosomica. Las secuencias de las regiones
“a” demostrarén secuencias estables. El elemento RU1 tiene 30 pb repetidas en el
cromosoma X con un 60% de GC, ademas muestran una variacion minima entre los
individuos. El elemento RU2 es hipervariable en el locus CRI-S232 del cromosoma X,

presenta un intervalo que va de 0.6-23 kb entre individuos y contiene 65% de GC

VINTRs VINTRs
RU2 RUL1
65% de GC 60% de GC
0.6- 23 Kb repetidas 30 pb repetidas

Figura 6: Esquema que representa la localizacion de las regiones RU1 y RU2

Estudios previos revelan al gen ligado al X de carga variable-A (VCX-A) como el Unico
gen localizado en esta region critica. VCXA es una proteina de unién a capucha no
canonica que se une unicamente al RNAm capuchado VCXA puede regular la estabilidad
del ARNm. gglLa familia de genes VCX/Y esta compuesta de cuatro genes localizados en
Xp22.3 (VCX-A, VCX-B1l, VCX-B y VCX-C) y dos en Ypll.2 (VCY.D y VCY-E).
Recientemente los nombres de estos genes ubicados en Xp22.3 cambiaron a VCX3A,

VCX, VCX2, VCX3 respectivamente. La presencia del gen VCXA en pacientes con ILX e
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inteligencia normal sugiere que es necesaria una copia intacta del gen VCXA para
mantener una inteligencia normal. Sin embargo un estudio previo en dos hermanos con
ILX y pérdida del gen VCXA, en la cual uno de ellos presentaba inteligencia normal

parecia contradecir esta hipotesis. (3

El patrén de delecién que muestran los pacientes de ILX y pérdida del gen STS. Por otro
lado, estudios previos sefialan que el gen VCXA tiene un papel importante en la génesis
del RM (retraso mental) en algunos pacientes con ILX. (33 39,63-65)

Se han descrito 178 enfermedades que cursan con retraso mental ligado al cromosoma X,
de las cuales 120 entidades son sindrémicas y 58 con retraso mental no especifico. El
reatraso mental ligado al cromosoma X, no especifico tiene una frecuencia del 0.15% en
poblacion masculina, y estd causado por defectos en varios genes diferentes. Se ha
sugerido un locus de 1.5 Mb localizado en la regién Xp22.3, que incluye el gen VCX-A a
una distancia de 674,338 pb, como se muestra en la Figura 7, también denominado
VCX3A y VCX. Sin embargo, el gen que causa el RM en ILX aln no ha sido identificado.
El locus del MR fue inicialmente mapeado a 3 Mb del intervalo gendmico entre DXS1131
(4,11Mb) y STS (7.05 Mb). Estudios de mapeo de delecion en pacientes con o sin déficit
cognitivo proponen gque el gen VCX-A es un candidato para el RM en Xp22.31. Estos
autores demuestran que el gen VCX-A fue retenido en pacientes con inteligencia normal;
sin embargo, en pacientes con retraso mental se presentd una delecion grande
comprometiendo también el gen neuroligina 4 (NLGN4) (5.80 Mb), el cual se ha asociado

recientemente con autismo y reduccion del desarrollo cognitivo. (7.¢s)
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Xp22.3

TELOMERO CENTROMERO X:8,152,326-8,152,536

=T HI = BN 1IN N

T -

-
X:7,826,804 -7,855,44%
-

X:6,461,660-6,463,159 X:7,137,497-7,272,851 X:8,432,871-8,434,551

X:84030238-8404105

674,338pb 589,606 pb

1,160,020 pb

Figura 7: Representacion esquemética de la ubicacion de los genes de la familia VCX,
tomado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov

V. HDHD1 (GS1, HDHD1A; FAM16AX; DXF68S1E)

El gen HDHD1 esta presente en el cromosoma X muy préximo al gen STS, el cual
codifica para la enzima que estd deficiente en la ILX, este desorden se origina
principalmente por deleciones en el cromosoma X, abarcando ambos el gen STS y el gen
HDHD1 (sg).

La Pseudouridina es el quinto nucleésido mas abundante en el RNA de este gen, no se
metaboliza en mamiferos, pero se excreta intacto en orina. Se ha demostrado que los
eritrocitos humanos contienen pseudouridina 5fosfatasa. La actividad parcial de la
enzima purificada depende del Mg*™ y se inhibe por Ca™ y vanadio, sugiriendo que
pertenece a las dehalogeasas haloacidas de la familia de las fosfatasas, con una masa
molecular baja de 26 kDa, lo que sugiere que esta fosfatasa puede ser el producto

proteinico codificado por el gen HDHD1 ( desalogenasa haloacida que contiene un
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dominio 1 hidrolasa “ haloacid dehalogenase-like hydrolase domain- containing 1), en la
posicion Xp22.3 en 6,966,961-7,066,231, como se muestra esquematicamente en la
Figura 8, como previamente se mencion6 muy proximo al gen STS (7 El papel de HDHD1
es probablemente la degradacién de 5" PsiMP y también puede ser del derivado 2’-0-metil,
el cual también estd presente en el rRNA. Experimentos realizados por Preumont y
colsy). en sistemas celulares libres indican que el 5°-PsiMP se fosforila después a di vy tri
fosfato de pseudouridina. Esta conversion probablemente involucra cinasas de
uridina/cistidina, las cuales tienen una amplia especificidad a sustratos y nucledtidos de
cinasas difosfatadas; 7). Por lo que la presencia de una enzima que actta en 5-Psi<mp
con una alta afinidad es presumiblemente un mecanismo eficiente para prevenir la
incorporacion aberrante de pseudouridina en el RNA o en el azlcar del nucle6tido
difosfatado. Sin embargo se desconoce el papel de muchas fosfatasas de la familia HAD.
Estudios de Kuznetsova et al. en respecto a la actividad catalitica de una serie de
fosfatasas de la familia HAD codificado por el genoma de E. coli, detectdé que estas
enzimas actuaban con una baja eficiencia de actividad catalitica en una serie de esteres

fosfatados. 73

—
=
E;
R22.3L o

p22 .33
p22.2
p22.12
pzz.11
pzl.3
pzl.1
pil.d
pll.3
pll.23
pll.22
pll.zl
pll.l
Aol .1
qlz
ol3.l
g2l.1
gzl.31
gzl.33
221
223
23
q2d
q2a
026 .2
Gg2h.3
g27.1
273
28

|

Gen: HDHD1 (Hidrolasa Desahalogeneasa Acida)
Localizacion:6,966,961-7,066,231

STS vex
VCXA HDHD1

Figura 8: Representacion esquemaética de la localizacion del gen HDHD1, en Xp22.3,

modificado de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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VI. NLGN4 (HLNX; HNLX; NLGN; HNL4X; NLGN4; ASPGX2; AUTSX2)
Neuroliginas son una familia de moléculas de adhesion que se expresan en las neuronas
postsinapticas, interactian con neurexinas que se expresan en neuronas presinapticas
Se cree que la interaccion de la neuroligina - neurexin juega un papel en la cantidad, la
especificidad, y la estabilizacion de la formacion de la red sinaptica. (7,

Se han identificado cuatro miembros de la familia neuroligina en ratones (NLGN1, NLGNZ2,
NLGN3 y NLGN4), mientras que cinco miembros de la familia neuroligina se han
identificado en seres humanos: NLGN1, NLGN2, NLGN3, NLGN4, y NLGN4Y.NLGN3 y
NLGN4, éste ultimo localizado en Xp22.31 en la posicién 5,808,803-6,146,706 pb en el
cromosoma X, como se esquematiza en la Figura 9. Se han reportado en ocho familias
las mutaciones en este gen y el gen NRXN1 que tienen miembros con discapacidad
intelectual y / o trastornos generalizados del desarrollo que abarca el espectro del
sindrome de Asperger con el autismo.zs Ademas, las mutaciones en NRXN1 se han
detectado en cuatro pacientes con autismo. Varios estudios, sin embargo, no han podido
detectar una alta tasa de mutaciones NLGN en pacientes autistas, lo que sugiere que las
mutaciones NLGN pueden ser responsables s6lo de un pequefio subconjunto de casos de

autismo.(74_7e)
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Figura 9: Localizacion del gen NLGN4, en Xp22.31, modificada de NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/gene/8226

VII. PNPL4 (GS2, DXS1283E)
Originalmente descrito como GS2, es una region que codifica para la enzima fosfolipasa
A2, independiente del calcio (iPLA2n o PLA2-VIF), es una variedad enzimatica implicada
en el metabolismo lipoproteico, dada su actividad como tri-acil-glicerol-lipasa y acil-
glicerol-transacilasa, y en la regulacion de los niveles celulares de acido transretindico
(retinol lipasa y transacilasa). Las fosfolipasas A2 (PLA2) constituyen un grupo de
enzimas que difieren con respecto a secuencias, funcion, localizacién y requerimiento por
cationes divalentes. Desempefian un papel importante en diversos procesos celulares,
incluyendo la digestién y el metabolismo de fosfolipidos. Las iPLA2 estan involucradas, en
particular, en el sefialamiento intracelular, por lo que son importantes en la regulacion del

metabolismo lipidico, en la remodelacion de los fosfolipidos de la membrana, en la
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funcion peroxisomal y en la ruta de salvamento de calcio y apoptosis 7). El
descubrimiento y la identificacion de estas funciones con dominios patatina (PNPLA)
revelan el papel fundamental de esta nueva familia de lipasas/transacilasas en el control
de la homeostasis de los lipidos y la energia en los organismos superiores, el gen
PNPLA4 se encuentra localizado en el cromosoma X en Xp22.31, codifica un producto de
253 aa, se encuentra en la posicién 7,866, 804 a 7,895,780 nucleotidos en el cromosoma

X, como se muestra en la Figura 107g.7).
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Figura 10: Localizacion del gen PNPLA4, en Xp22.3, modificado de NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

VIll. RECOMBINACION Y DESLIZAMIENTO DE LA POLIMERASA
Actualmente se conocen los mecanismos que originan elevada tasa de mutacion
espontanea caracteristica de los microsatélites, asi como los procesos celulares que

generan inestabilidad en estas secuencias. Los principales mecanismos propuestos son el
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deslizamiento de las polimerasas de ADN durante la replicacion (o slippage) y la
recombinacion (so.s1

» El deslizamiento de las polimerasas de ADN: Durante la replicacién de secuencias

cortas repetidas en tAndem, cuando se produce la disociacién-reasociacion de las

cadenas, se pueden formar pequefios bucles, como se muestra en la Figura 11.

Estas estructuras, si no se reparan, daran lugar a un aumento o disminucion del

namero de unidades repetidas, dependiendo de si el bucle se forma en la cadena

de nueva sintesis o en la parental, respectivamente (g

=P N

——
_,/////// _
— e —— ' '
—amp

Figura 11: Representacion esquemética del mecanismo de deslizamiento, que se puede

llevarse a cabo en las deleciones

» Recombinacion.
La recombinacion meidtica media dos procesos esenciales: el apareamiento estable de
cromosomas homologos durante las etapas de leptoteno y zigoteno y la conexion de los

homologos por quiasmas desde la etapa de diploteno hasta el inicio de la anafase I: Este
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mecanismo inicia por rupturas programadas de doble cadena del ADN (DSB). Mas de 250
DSB son formadas por células meidticas, de los cuales so6lo un grupo produce
entrecruzamiento que conduce a la formacion de quiasmas, muchos eventos de
recombinacibn no producen entrecruzamientos. A lo largo de las vias de
entrecruzamiento, los dos extremos de una DSB interactlian secuencialmente con un
homodlogo a través de dos moléculas intermediarias de unién: invasion de extremos
simples (IES) y uniones dobles de Holliday (UDH). Las UDH se resuelven para originar
productos entrecruzados. Los eventos que conducen a no entrecruzamiento son menos
claros, aunque las evidencias favorecen el mecanismo de alineamiento de la cadena
dependiente de sintesis. De acuerdo con este modelo, un extremo DSB invade un
homdlogo y ceba la sintesis de ADN, la cadena naciente se desplaza y se aparea con la

secuencia complementaria sobre la segunda DSB para sellar su ruptura. (gz-gs
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La ILX tiene una frecuencia de 1-6 por cada 10,000 varones vivos, sin embargo en
nuestro laboratorio del Hospital General de México, se han detectado un nimero de casos
gque supone una incidencia mas alta, dado que en los Gltimos afios nuestro banco de DNA
es de alrededor de 125 pacientes, considerando que se trata de una Institucion de
concentracion.

Hasta el momento se ha propuesto que el mecanismo de delecién del gen STS que
conduce al fenotipo de ILX se lleva a cabo por medio de la recombinacion homadloga no
alélica. La presencia de secuencias repetidas CRIS232 flanqueadoras del gen STS,
pueden provocar mecanismos no homologos; sin embargo, en nuestro laboratorio existe
el indicio de que puede no ser el Unico mecanismo; ya que hemos encontrado puntos de
ruptura heterogéneos en un ndmero importante de pacientes. Con base en estos
antecedentes proponemos identificar el punto de unién o sitio de ruptura que involucra
dichas regiones en una muestra de pacientes mexicanos con ILX. A pesar de que es un
padecimiento no severo, Si es una causa de carga psicosocial y estética para los
pacientes afectados que se ven retraidos en su desenvolvimiento personal, por lo que
este estudio pretende conocer méas a fondo el mecanismo molecular para que el paciente

y sus familiares reciban un asesoramiento lo més completo posible.
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HIPOTESIS
El principal mecanismo en la delecién total del gen STS en pacientes con ILX, sera el que
involucra secuencias que contienen regiones CRI-S232, provocado por la recombinacion

no homologa desigual.
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MATERIALES Y METODOS

PACIENTES

La muestra incluyé 125 pacientes masculinos no relacionados genéticamente, referidos
al Servicio de Genética del Hospital General de México, desde 1999 a 2010. Los
pacientes y/o padres de los pacientes dieron su consentimiento para participar. Cabe
mencionar que los pacientes inicialmente pasan al servicio de dermatologia, donde son
valorados e inmediatamente son referidos al servicio de genética, en donde se les realizé
el diagndstico clinico de ictiosis ligada al cromosoma X con base en los criterios clinicos

Este analisis lo realizaron médicos especialistas en genética médica
Criterios de inclusion:

» Pacientes con diagnéstico clinico de ILX

» Actividad enzimatica de la SE nula

» Delecion total del gen STS

Criterios de exclusion:

» Pacientes con mutaciones puntuales o deleciones parciales ( muestras de ADN

que amplificaban los exones del gen STS)
» Actividad de la SE
Criterios de eliminacion
» Pacientes que no deseaban participar en el estudio

» Pacientes a los que no se les pudieran concluir los estudios moleculares
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Variables.

Independiente:

>

Ictiosis ligada al cromosoma X

Dependiente:

>

Puntos de ruptura/unién que provocan la delecién del gen
DISENO EXPERIMENTAL

Captacion de pacientes que acudan al servicio de Genética o Dermatologia del

Hospital General de México con datos clinicos de Ictiosis
Puncién Venosa (10 ml) anticoagulada con EDTA

Separacion de 3 ml de sangre para extraccion de ADN por el método salino, que
se utilizd6 para amplificar los extremos 5y 3" mediante PCR punto final del gen

STS y determinar si el arreglo molecular era delecion total del gen.

Los 7 ml restantes se utilizaron para aislar los glébulos blancos y realizar el ensayo
enzimatico, el cual demostré si habia o no actividad de la enzima Sulfatasa de

esteroides (SE).

Con la actividad nula de la SE(0.0 pmol/mg de proteina/hra) y la ausencia del gen
STS se confirmaba el diagnéstico de Ictiosis ligada al cromosoma X, por delecién

total del gen STS.

Identificacion del estado de portadora de la madre o hermana del paciente, asi
como confirmacion de la presencia de una sola copia del gen STS en los pacientes

con ILX, mediante Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH).
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7. Se procedidé a delimitar la ruptura amplificando mediante PCR de punto final las

8.

regiones flanqueadores que tenian secuencias CRI-S323 del extremo 5'se

amplific6 DXS1139 y del extremo 3’ DXS237 y DXS278

Si la ruptura no era identificada en los marcadores del punto 7, se procedid a
realizar PCR de punto final amplificando del extremo 5 los marcadores
DXS1130,DXS1139,DXS996 y DXS89 y del extremo 3’ los marcadores DXS1131,

DXS1133, DXS1132,DXS22S1,y DXS1134.

Si aun no se identificaba la ruptura se procedié a realizar PCR punto final de la

familia de los genes VCX (A,B 'y C), HDHD1, PNPLA,NLGN4 y DXS7470.
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|.- DETERMINACION ENZIMATICA DE LA SULFATASA DE ESTEROIDES

Para el diagndstico de ILX se llevd a cabo el ensayo enzimatico de la STS. A partir de una
muestra de sangre periférica (10 mL) se obtuvo la fraccion leucocitaria la cual se
resuspendié en 500 ul de amortiguador (Tris pH 7.4); con ayuda de un polytrén con
vastago del nimero 10 se obtuvo un homogenizado, se libero a la enzima microsomal
(arilsulfatasa C). Inmediatamente el homogenizado se coloc6 en contacto con el sustrato
sulfato de 7-[*H]-dehidroepiandrosterona (16.3 Ci per mmol, NEN, Boston, Mass.) (10 ul
de sustrato por cada 200 ul de homogenizado equivalente a una concentracion de 0.1
uCi/ml) se mezclo perfectamente y se incub6 durante 1 hr a 37°C .

La reaccion enzimatica se detuvo con 1 mL de benceno frio, el cual al mezclarse formoé 2
fases (acuosa /orgéanica). Se extrajeron 600 pl de la fase organica que contenia el sustrato
hidrolizado y se le agregaron 5 ml de liquido de centelleo y con ayuda de un contador de
centelleo BECKMAN LS300 se cuantificé el sustrato hidrolizado. El ensayo se realizd por
duplicado.

La actividad enzimatica se calculo en pmol/ mg de proteina / h, tomando como referencia
la curva de albumina como limite de 1 mg y considerando que 16,000 cpm equivalen a 1
pmol. Cabe mencionar que la captura de la emisién b por el liquido de centelleo en el
equipo de LS6500 Beckman, es detectada mediante un fotocatodo y amplificado por un

tubo fotomultiplicador y convertido en cuentas por minuto (c.p.m).
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Il.- EXTRACCION DE DNA GENOMICO
El material ADN se extrajo a partir de una muestra de sangre periférica, utilizando el
método salino, que consiste en el empleo de NaCl a diferentes concentraciones
adicionando agentes tensoactivos con la finalidad de obtener ruptura de membranas y
extraccion de miscelas/proteinas de las membranas celular y nuclear obteniendo el

material nucleico con una calidad de 1.8 en relacion a la absorbancia 260nm/ 280 nm.

A) Obtencion de muestra

1.- Se extrajeron 10 mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA, de los cuales se
aislaron los globulos blancos, mediante centrifugacién, que se lavaron con solucién de
TTS (Tris-Tritdbn-Sacarosa) en una proporcién 1:1:1. La ruptura membranal se inicio
colocando 540 ul de NaCl al paquete globular, con agitacion por dos min. Enseguida se
agregaron 30 ul de SDS se agitd durante 5 min y por ultimo se adicionaron 200 ul de
NaCl saturado agitando durante 10 min. La mezcla se centrifugd por 20 min a 11,000 rpm
a 4°C. El sobrenadante se decant6é en un tubo estéril y se procedié a precipitar el ADN
con 2 ml de etanol frio.

2.- La muestra de ADN se capturo con una varilla estéril y se lavé con Et-OH al 70%. Se
elimind el exceso de etanol y la muestra se resuspendié en 250 ul de agua inyectable
durante 2 h a 60 °C.

Las muestras de DNA de los pacientes obtenidas por el método salino se utilizaron para
amplificar las regiones telémero-DXS996-DXS1139-DXS1130-5"STS-3'STS-DXS1131-
DXS1133,DXS237-DXS1132-DXF22S1-DXS278 centrébmero (tomados de la literatura
Schaefer L, 1993) se describe la secuencia en la Figura 12. Asi como la secuencia de
oligonucleétidos correspondientes a la familia de los genes VCX, PNLPA4, DXS7470,

NLGN4 Y HDHD1, se describe la secuencia y el tamafio del producto de PCR en la figura
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13, los cuales se disefiaron en el laboratorio utilizando el programa Primer 3, y utilizando

el software de BLAST para discriminar homologias

con la base de datos de los

nucleétidos correspondientes al homo sapiens (NCBI describe a continuacién su

secuencia.
Tm (°C) Product
Locus Primer o de
PCR
(pb)
DXS996 F AAATTC TTG CCT AGG CCACTC TAG G 62 153-171
R ACGTTG TTC TGG ATC GTATGC TAG G
DXS1139 F GCT TGG ATC AGG GCT GGA ATT AG 60 500
R TTA AAC AAG GGC CAT TCT GCA AG
DXS1130 F TGT CTC AAC CGT CAAGTCAC 60 367
R CTT GTC TTT GAA GAT GCT CCC
5 GEN STS F GGC CTA GAA GAAGGT TGAAGG TCCC 60 292
R AAG AGG TTG GAT GAG ATG GGC ATAC
3’ GEN STS F GAA ATC CTC AAA GTC ATG CAG GAA G 60 363
R CCTCCAGTTGAGTAGCTGTTGAGCT
DXS1131 F CCAAAC TGC CACTGG TTG AG 58 170
R CCG TGA TCT CTG ATG AAC CG
DXS1133 F TGG TAG AAT ACA CTG CAG GTG TGC 60 260
R CAG CTT GTT AAG TGC TGT CTATCC
F CAT GTG AGG AAT ACA GGA GCG AA 55 400
DXS237 R GCC AAC TCA GCT AAT GAC TGT AG
DXS1132 F TGC TAC AAG CAT TTC AGA GG 55 152
R CAAGCTCTGACATGT GACTTC
DXF22S1 F ATCCACTCCCCATCTTACCTTTCCC 62 262
R CAAATAGACCCCTTCTTG TCT GGG
DXS278 F CCTTGAGTCTTT GTT CTG GAA CCC 55 210
R CTA CGT GGT TGA ATG CCT GGA CTC
50 400
DXS1134 FTGAGTATGT GCT TTG AGC TAG GGT C

R CTG CGAACAATTCITTTAGTTCCT C

Figura 12: Secuencia de oligonucleodtidos correspondiente a las regiones flanqueadoras,

Schaefer L. 1993
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Il.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PUNTO FINAL

A) Disefo de oligonuclettidos y PCR

El disefio de los oligonucleétidos se llevo a cabo con base a la secuencia descrita en la

base de datos del genoma humano http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Tm (°C)
Locus Primer Temperatur (pb)
a de fusion
VCXA-dis F CAA GAT GTG TCC AGACATTCCC 62 372
R GCCTGG ATACTC CCAAAATTCTCAT
VCXA-prox F AAG AAA AGATCC TCC CAG TTC AC 60 313
R CGG TCC TCT TCA TAT AGC AAA GT
VCXC-disl
F TTA CCA TAT CCA CAG TAC GTA GTA 60 187
R ACAGTACTACTT CTTATGTCTCT
VCXC-prox1 F AGT ACA AGC CCA GAC TTC AGC AAT 60 213
R CAT GGT GAC TTG ATA GTG CCC AG
PNPL4A F AGA CGC GAA GAG GGT AAG GC 58 220-560
R GAA AAG TAC CAT CCT CCC AC
FAGC TTG GGG CTC AAATCC AGA GAT ATT
RTTAGACTTT GGG GTACTGCTGTTG GGA A
DXS7470 F CCC AAAGTAAGGATTTTGCCAC 55 230
R CAA AAATTG GCA AAT AGG ATC TA
NLGN4 F1 CGTGGGCACGTAGATGTTTAAG 55-57 350-1500
R1 GCTGTGGATGTGGATGCAGATT
F12CAGGATACCAAGTTCATTCACAC
R12 ACTCTAGGTGGAATGTCCGTG
HDHD1 F TCATCCACATGCTCTGGTTCC 54 220-1200

R CTGGGCTTCGTTTCTGTCTC

Figura 13: Secuencia de oligonucleétidos que se utilizaron para amplificar VCX, PNPL4A, NLGN4 y HDHD1

Las condiciones de PCR se calibraron utilizando las siguientes concentraciones finales

en un volumen final de 20 pl.
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ADN H,O BUFFER Mg++ dNTP’s Oligo F | Oligo R | Taq

2 ul c.b.p 2ul 1.5 pl 2 ul 1w 10ul 0.1l
(50ng) |20 pl (1X) (2 mM) (200 um) | 0.5 uM 0.5mM | (1V)

Sometidas en un termociclador TermoLab, bajo las siguientes condiciones de reaccion:

94°C a4°C 30 ciclos
72°C 72°C
5 min 1 min 58°C / 1 min 5 min
45 seg 4°C
&

Los amplicones se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para
confirmar el tamafio deseado del fragmento de 159 pb, comparandolo con un marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Confirmado el amplicon se procedié a purificar 5
ul del producto que equivalian a aprox. 200 ng, con 1 ul de Exosap | a 37°C durante 15

min, inactivando la enzima exonucleasa | del kit d ela Exosap | a 80°C por 15 min.

IV.- SECUENCIACION

El producto purificado se sometié bajo las siguientes condiciones de PCR para

secuenciacion




Templado | BIGDYE H,O
v3.1
c.b.p
2 uL 2 uL 20 uL

Sometidas en un termocicclador TermolLab, bajo las siguientes condiciones de reaccion:

960C q60C

5 min 10 seg

25 ciclos 60°C 60°C
55°C
/ 4 min 5 min
15 seg

4°C

El producto obtenido se pasa por columnas de Sepadex G-50 previamente hidratadas con

agua estéril, se seco el producto y se sometié a un secuenciador ABI 310, con 10 seg de

inyeccion y 30 min de andlisis, para obtener los electroferogramas. La secuencia obtenida

de los electroferogramas fueron comparados con la secuencia de la base de datos de

nucleétido en la web (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/) para confirmar que los productos de

PCR eran los deseados.
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V.- HIBRIDACION “IN SITU” CON FLUORESCENCIA (FISH) EN RASPADO DE
MUCOSA BUCAL

Para su realizacion se adquiri6 una sonda comercial de Identificacién especifica del locus
(LSI), en la cual se encuentra el gen STS (Xp22.3), esta sonda estaba marcada en el
espectro naranja (rojo Texas) e incluia un control interno (CPX) especifico para la regién
centromérica del cromosoma X, el cual se encontraba marcado con un fluorocromo visible
en el espectro verde (FIT isotiocianato de fluoresceina).

Las muestras se obtuvieron de la mucosa bucal de los pacientes mediante un raspado
del interior de la mejilla izquierda y/ o derecha con ayuda de un abatelenguas esteril,
estas muestras se fijaron con metanol/ acido acético, para después ser deshidratadas con
etanol al 70, 85y 100% en series de 1 min. Inmediatamente después se desnaturalizaron
con formamida al 70% a una temperatura de 73°C durante 4 min. Trascurrido el tiempo se
volvié a deshidratar con etanol bajo las mismas condiciones y concentraciones antes
mencionadas. A la par se realiz6 una mezcla de 1 ul de sonda comercial + 7 ul de buffer y
2 ul de agua estéril y se desnaturalizd a 73°C por 5 min. Desnaturalizada la sonda y
deshidratada la muestra se procedié a hibridar la muestra durante 24 hrs a 372C.
Posteriormente se elimind la marca inespecifica, es decir el fluorocromo (FIT o rojo Texas)
gue no hibridé con las células epiteliales del raspado bucal de los pacientes, con lavados
de 2XSSC y 0.4% NP-40 a 73°C durante 2 min por dos series. Se dej6 secar a
temperatura ambiente por 10 min. Para su visualizacién se utiliz6 un microscopio de epi-
fluorescencia con lampara de mercurio y filtros de longitud de onda de 400- 560 nm. La
muestra se contratifié con 5 ul de DAPI Il. Con esta metodologia se identificd el estado de
portadoras de las mujeres y se confirmé la delecion total del gen STS en pacientes

varones.
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RESULTADOS

Para realizar el banco de ADN de los pacientes, me apoyé con la parte del area médica
(médicos genetistas) que les realizaron la historia clinica a los pacientes y familiares,
mediante el vaciado de datos clinicos y genealdgicos determinaban si eran candidatos
para la extraccion sanguinea

Clinicamente los pacientes presentaban escamas adherentes, regulares y oscuras que
respetaban cara, palmas de las manos y plantas de los pies y la mayoria de ellos
manifestaban las escamas en las extremidades superiores que eran evidentes cuando se
les tomaba la muestra, como se aprecia en la Figura 14.

Ningun paciente presenté actividad de la sulfatasa de esteroides (0.00 pmoles/mg
proteina/h) con lo que se confirmo el diagndstico de ILX. El andlisis mediante FISH mostro
ausencia de hibridacion con la sonda STS lo que indicé la pérdida del gen STS como se

muestra en la Figura 15.

Figura 14. Paciente con manifestacion clinica de ILX, observandose las escamas oscuras, en

el abdomen y extremidades superiores e inferiores.
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Figura 15. Andlisis mediante FISH con la sonda LSI del gen STS. A: Metafase de un paciente
con delecién del gen STS, la flecha indica la hibridaciéon con la sonda centromérica del
cromosoma X utilizada como control interno (color verde) con base a la homenclatura ISCN
se denotaria: ish r(X)(p22.3)(STS-,wcpX+). B: Metafase de una portadora hermana de un
paciente con ILX, la flecha indica la sefial en rojo de la hibridaciéon del gen STS, Unicamente
se aprecia una sefial ya que el otro cromosoma X ha perdido el gen, por lo que la hermana
era portadora de la delecién. Las flechas que muestran la sefial en verde indican la

hibridacién con la sonda centromérica del cromosoma X utilizada como control interno.

Para confirmar la delecion total del gen STS se llevé a cabo una PCR de punto final
amplificando los extremos 5y 3'del gen STS (exén 1 y ex6n 10), para observar los

productos se realiz4 electroforesis en gel de agarosa como se muestra en la Figura 16.
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600 pb
Exo6n 10: 363 pb

Exo6n 1: 292 pb
Centrémero X: 130 pb
100 pb

Figura 16: Carril (1), paciente donde se aprecia la delecién del los extremos del gen STS ( exén 1-10), pero si la
amplificacion de la region centromérica del cromosoma X, carril (2) control interno (blanco de reaccién) X, carril (3)
control sano se aprecia la regién centromérica de X ( 130pb) exén 1 (292pb) y el exén 10 (363pb), carril (d)

marcador de peso molecular de 100 pb

Después de confirmar la delecién se procedié a tamizar las regiones flanqueadoras
marcadas en los rectdngulos de color rosa que se muestran en la Figura 17. Empezando
a amplificar mediante PCR de punto final los marcadores DXS que contienen la secuencia

CRI-S232 (DXS1139, DXS237, DXS278) como se observa en las Figuras 18 y 19.
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DXS1139: 500 pb
DXS1130: 367 pb

DXS996; 171 pb

Figura 18: Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb, del carril 2 al 5 pacientes que
portan la delecion de DXS1130 y DXS1139 y que tienen la region DXS996, carril 6 control
negativo o blanco de reaccién, carril 7 control sano — ADN que amplifica los tres marcadores
DXS-.

DXS2S1: 262 pb
DXS278: 210 pb

Figura 19: Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb, carriles del 2 al 5 pacientes que
portan la delecion de DXS2S1 pero tienen el marcador DXS 278 del extremo 3"adyascentes al
gen STS, carril 6 control negativo o blanco de reaccién y carril 7 amplificacion de los
marcadores DXS22S1y DXS278 de una muestra de ADN de control sano.
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Con los resultados de las figuras 18 y 19 se detect6 que el 51.2 % de los pacientes con
Ictiosis ligada al cromosoma X (ILX) portan la delecion mas frecuente que involucran los
marcadores que contienen las regiones CRIS-232, en el 40 % la ruptura también incluye
CRIS-232 en los marcadores DXS1139 rio arriba y rio abajo DXS278, como se

muestraen la figura 20.

n DSX DXS DXS DXS STS DXS DXS DXS DXS DXS DXS
89 996 1139 1130 1131 237 1132 22S1 278 1134
64 + + - - - - - - - +
50 + + - - - - - - - - +

Figura 20: Representacion del patrén de ruptura en el 91.2% de los pacientes, donde se
involucran la deleciéon de los marcadores DXS1139 en el extremo 5y la delecion de DXS22S1
o0 DXS278 del extremo 37, regiones que contienen secuencias CRI-S232, por lo que el
mecanismo de delecidon de 114 de los pacientes es debido a la recombinacién homologo
desigual previamente reportada por Jimenez-Vacay cols.

El tamafio de muestra fue de 125 pacientes no relacionados genéticamente y 114
mostraron la delecion mas comdn mencionada anteriormente, sin embargo 11 pacientes
gue se listan en la figura 21 portan un patron de ruptura diferente por lo que para
identificarlo se realizo PCR de punto final de: PNLP4A, VCXCp, VCXCd, DXS7470 y
KALL vy rio arriba (5") HDHD1, VCXAd,VCXAp, NLGN4. Resultados que revelaron que la

ruptura no invlucra regiones con contenido CRI-S232.
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Figura 21. Cuadro que muestra la delecion en los 11 pacientes que portan ruptura.




12 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

600 pb
VCX3AD: 372 pb.

VCX3AP: 313 pb SRl PR pepapep—— Y

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% donde se muestra la delecion del VCXA
distal y presencia de VCX3A en los carriles 4.5, 6,7, 10-15,17 y 19N los carriles 2,3, 8,9 16 y
18 los pacientes muestran tanto VCXAdistal como proximal, el carril 1 es el control negativo
0 blanco de reaccion, en el carril 20 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb.

RNE TS P D %01 2 °G I
R

523 bp (15R)
373 bp (10R)
343 bp (8R
283 bp (6R)
163 bp (2R

Figura 23: Electroforesis en gen de agarosa al 1.5% donde se muestra la region RU1. Bandas
(283 -523 pb) representan genes de la familia VCX con 6-15 repetidos. S6lo ocho pacientes
con ictiosis ligada al X se muestran en la fortografia. En los pacientes sélo se observan dos
bandas y corresponden a VCX2(163 pb) y VCX3B (283, 343, 373 y 523 pb), el nimero de
repeticiones. control masculino (carril 9)
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1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

580pb HDHD1

135 pb Centromero de X

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% donde se observa parte de la region
codificante del gen HDHD1 (580 pb), en el carril 1. es el blanco de reaccién o control
negativo en el carril 2 paciente 1 de la figura 21 donde se aprecia la delecién del HDHD1,
amplificando solo el control interno correspondiente a la region centromérica de |
cromosoma X, carriles del 3 al 13 pacientes que amplifican el gen HDHD1 y region
centromerica de X, carril 14 control sano que amprlifica ambas regiones y carril 15 marcador
de peso molecular de 100 pb.

NLGN4:1350 pb

Figura 25 : Electroforesis en gel de agarosa donde se observa parte de la region codificante
del gen NLGN4(1350 pb), carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2 y 3
corresponden a los pacientes 1y 2 de la Figura 21, donde se aprecia la delecion del NLGN4,
del carril 4 al 11 son el resto de los pacientes de la figura 21 que si tienen el gen, el carril 12
es un control sano y carril 13 control negativo o blanco de reaccion.
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DISCUSION

Las ictiosis son un grupo de genodermatosis que se presenta fenotipicamente como
escamas en el estrato corneo. Con base en la literatura se clasifican en 5 tipos mas
frecuentes (la bulosa, lamelar, vulgar, eritodermia ictiosiforme congético y la ligada al
cromosoma X).

Alrededor de 90 % de los pacientes con ILX presentan delecion total del gen STS vy
secuencias flanqueadoras. Se ha propuesto que el mecanismo que genera este arreglo
molecular es la recombinacibn no homéloga desigual entre secuencias repetidas
ubicadas en el brazo corto del cromosoma en la region Xp22.3 (3237, Y con base en la
literatura internacional estas secuencias repetidas denominadas G1.3 y CRIS-232 (1537.39)
son altamente polimérficas, aunque en menor proporcion; utilizando una sonda dirigida a
CRI-S232 hibrida en la region 5'con DXS1139 (CRI-S232A2) y en la region flanqueadora
3’con DXS237, DXF22S1 (G1.3), DXS278 (CRI-S232B2), .CRI-S232 presenta una
secuencia de 7Kb y se organiza en cuatro regiones designadas como a,b,c,d; la
secuenciacion de b y ¢ revelan que estas contienen VNTRs, designados como elementos
RU2 y RU1 respectivamente, con alto contenido de GC en las regiones hipervariables en
los loci del cromosoma Xss 3s43-49)P0r 10 que apoyados en estudios previos (Jimenez —
Vaca y cols, 2001) la mayoria de los pacientes analizados (87.69% n= 114). En el
presente trabajo presentaron el mismo patrén de delecién, apoyando el mecanismo de
recombinacion homoéloga desigual, el cual provocé la delecion en los 114 pacientes
analizados.

Sin embargo, en 13% de los pacientes (h=11) parece no aplicar el postulado de la
recombinacion homologa desigual como causa de la delecion del gen STS en la ILX, ya

que la ruptura que genero la pérdida del gen STS y secuencias flanqueadoras no
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dependio totalmente del sitio de ruptura. El desplazamiento de la polimerasa se evidencia
fuertemente en el duplex de las unidades repetidas largas, lo que sugiere que secuencias
no en tandem pueden también inducir el deslizamiento de la polimerasa gs.7).
Consideramos que el mecanismo de deslizamiento de la polimerasa explica las rupturas
de 9 de nuestros pacientes debido a que no estan presentes las secuencias CRIS-232
como se muestra en la figura 5Ay 6. Los pacientes 1 al 5 presentan una ruptura a partir
del ex6n 1 del gen STS hasta la region DXS1131, que no incluye las secuencias CRIS-
232. Cabe mencionar que esta delecion es de las mas pequefias que se detectaron en los
pacientes que se analizaron (alrededor de 0,183 Mb — figura 7 y 17). En los pacientes 7 y
8 el patron de delecién tampoco involucré regiones CRIS-232 ya que la ruptura fue del
exon 1 del gen STS hasta la region DXS1134 (abarcando aprox. 1.113 Mb). El paciente
10 presento la ruptura entre DXS1130 hasta DXS1131 rio arriba (perdiendo aprox. 0.73
Mb) y por ultimo el paciente 11 abarcé la delecién a partir de DXS1130 hasta DXS1132
(1.23 Mb) como se puede apreciar en las figuras 7y 17.

Por otro lado para tratar de explicar la delecién de los pacientes 6 y 9 que involucraron
VCXa y/ o VCXC, debemos considerar las secuencias CRI-S232, presentes en estos
genes, involucrando la recombinacion no homéloga desigual. Cabe mencionar que esta
secuencia tiene fragmentos polimoérficos en el brazo corto del cromosoma X vy
monomorficos en el cromosoma Y (6.25).

Los 11 pacientes de interés mostraron delecion de VCXA en la region 5. Con base en
estudios previos en 2008 este gen no ha sido asociado en pacientes mexicanos con ILX y
retraso mental g3 En un esfuerzo para descartar o apoyar esta posibilidad en los
pacientes analizados, se estudiaron 80 pacientes con ILX no relacionados reportando
inteligencia normal evaluado con la WAIS-R o WISC-R, prueba aplicada por un
especialista (psicologo clinico). Aunque no era en un principio uno de los objetivos, pero

basada en la literatura reciente a partir del 2011 en donde se ha relacionado una fuerte
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importancia del cluster Xp22.3 con trastornos mentales decidimos analizar la presencia
y/o ausencia de los genes HDHD1 y NLGN4 rio arriba, mediante PCR de punto final,
estando ausentes NLGN4 y HDHD1 en los pacientes nimero uno y dos (Figura 21) que
aunque mostraron 1Q normal si presentaron datos de hiperactividad, sustentada en la
literatura la cual ha demostrado que los pacientes con delecion o mutacién en el gen STS
pueden presentar un mayor riesgo de déficit de atencién (TDAH) ya que la enzima SE
actlia desulfatando la dehidroepiandrosterona sulfatada (DHEA-S) a
dehidroepiandrosterona (DHEA). Tanto La DHEA y DHEA-S son neuroesteroides con
efectos en varios procesos neurofisiolégicos y del comportamiento con una relacion
inversa entre los niveles de DHEA en la sangre y la sintomatologia clinica de los nifios
con TDAH, con base a la historia clinica referida por la madre que esta asentada en el
expediente del paciente y el diagnostico del médico especialista y psic6logo . Ademas
de que las neuroliginas y neuroxinas son proteinas de superficie celular formando parte
de la sefializacion transinaptica, son complejos de adhesion que pueden dar lugar a la
formacion de estructuras presinapticas en las células no neuronales y que son cruciales
para la sinaptogenesis. Esto podria explicar el déficit de atencion; sin embargo, la
presencia del gen VCXA evit0 la presencia del retraso mental en estos pacientes.

Con respecto al paciente uno el cual involucré la delecibn de HDHD1, inicialmente
identificado como gen GS1 (Figura 10) y asociado a la presencia de ILX y criptorquidia.
Dicho paciente no tuvo criptorquidia por lo que deben existir otros factores que
condicionen dicha alteracion ;7.7 Cabe mencionar que la ausencia de la actividad de 5'-
PsiMPasa al parecer juega un papel en la génesis de criptorquidia que reporta el
expediente clinico y el desarrollo de céncer de testiculo. Por lo que creemos seria
interesante estudiar si la actividad de 5 -PsiMPasa en pacientes con ILX se asocia a la
presencia de criptorquidia o cancer de testiculos (7.75. Aunque hasta la fecha no hay

evidencia de la relacion en tumores de testiculo y criptorquidia, al menos en pacientes con
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ILX, ya sea por delecion total o mutaciones puntuales del gen STS o en deficiencia
multiple de las sulfatasas.

En estos 11 pacientes con rupturas heterogeneas rio abajo ninguno involucré la delecion
del gen PNLPA4 (GS2), el cual se ha sugerido que tiene relevancia en la maduracion
cerebral ya que representa una variedad enzimatica implicada en el metabolismo
lipoproteico dada su actividad como tri-acil-glicerol-lipasa y acil-glicerol-transacilasa y en
la regulacion de los niveles celulares del &cido transretinoico. PNPLA4 tiene un papel
fundamental en el control de la homeostasis de los lipidos y la energia en los organismos

superiores, sin embargo el papel del GS2 en la ILX aun no esta definido g;.g3

CONCLUSIONES.
El mecanismo de recombinacion no homodloga desigual no es el Unico mecanismo
implicado en la delecion del gen STS y regiones adyacentes.
El deslizamiento de la polimerasa puede ser una explicacion a las rupturas heterogéneas.
La relacion genotipo-fenotipo en el cluster Xp22.3 debe de estudiarse con mas énfasis ya
gue con base en la literatura reciente aln no se ha elucidado completamente la relacion

con los genes PNLP4, NLGN4 y HDHD1
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ANEXO

Atypical X-linked ichthyosis in a patient with a large deletion
involving the steroid sulfatase (STS) gene
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Abstract

A 70-year-old male presented with very large, thick, tightly adherent, dark-brown scales on the
front of his lower extremities. His face, neck, back, abdomen, upper extremities, flexural areas,
palms and soles as well as hair and nails were not involved. Family history was negative for
similar lesions. Otherwise, the patient had a normal development. Onset of symptoms occurred
during childhood with scales on lower extremities with no more additional features. Treatment
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included emollients exclusively with partial and temporary remission of cutaneous lesions.
Recently, the patient had not received topical or systemic medical treatment. Laboratary
investigations were within normal limits.

The patient had undetectable levels of STS activity when compared with normal control
(0.00 pmol mg™ protein h™") which confirmed the diagnosis of X-linked ichthyosis (XLI) . PCR

Mexico analysis showed deletion of the STS gene, markers DXS1139 and DXF22S1and the 5" end of

E-mail: sergica@servidor.unam.mx

the VCX3A gene.

The patient had scales present on lower extremities only with no medical treatment that
corresponded to an unusual clinical manifestation of XLI. Clinical manifestations of XL| are due
1o a great variety of environmental, genetic and individual factors that should be considered in

XL| diagnosis.

Introduction

X-Linked ichthyosis (XLI) is characterized by scaly skin.
Generally, the onset of symptoms is at birth or during the first
months of life with the presence of dark, regular, adherent,
and polygonal scales of skin. Corncal opacities and cryp-
torchidism in patients and delayed labor in mothers of
affected patients are frequently associated fearures.’

XLI is caused by steroid sulfatase (STS) deficiency and
occurs in one in 2000—6000 males.* The STS enzyme presents
an ubiquitous distribution and is capable of hydrolyzing
steroid sulfares.* The STS gene cades for the STS enzyme is
located on Xp22.3. Most patients with XLI harbor complete
deletion of the entire STS locus and flanking markers.**
In this article, we describe a 7o-year-old patient with XLl and
atypical clinical characteristics as a result of a large deletion
involving the STS gene.

Patient and Methods

A 70-year-old man presented with very large, thick, tightly adherent,
dark-brown scales on the front of the lower extremities. The

International Journal of Dermatology 2009, 48, 142-144

face, neck, back, abdomen, upper extremities, flexural areas, palms,
and soles, as well as the hair and nails, were not involved (Fig. 1).
The family history revealed no affected family members.
Otherwise, the patient had a normal development. The ansetof the
symptoms had occurred during childhood with scales on the lower
extremities but no other features. Treatment included emollients
exclusively, with partial and temporary remission of the cutaneous
lesions. Recently, the patient had not received any topical or
systemic medical treatment. STS enzyme assay, DNA exiraction,
and polymerase chain reaction (PCR) to analyze the STS gene
and flanking markers (DXS89 — 5'STS-3'STS — DXS1134), and
the variable charge, X-linked (VCX) gene family, have been
described elsewhere.”® The patient was informed about the
characteristics of the study and agreed to participate.

Results and Discussion

The patient showed undetecrable levels of STS activity when
compared with normal controls (.00 pmol/mg protein/h).
Initial PCR analysis showed no amplification of cither end of
the STS gene or markers DXS1130 and DXF2251; therefore,
the deletion region involved the area from markers DXS1139

@ 2009 The International Society of Dermatology
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Figure 1 Clinical characteristics of the patient with X-linked ichrhyosis. Only the lower extremities were affecred

to DXF2251; this represents one of the most common
deletion parterns reported in the literature;** subsequent
analysis of the VOX gene family showed a deletion involving
the VCX3A 57 gene.

The accumulation of cholesterol sulfare (CS) in the stratum
corncum of the skin is the principal cause of clinical
manifestations in XLI. CS acts as a transcriptional factor of
the rransglutaminase 1 (T'Gaser) gene in human keratinocytes.”
Apparently, the epidermal changes in XLI are a consequence
of T'Gaser dysfunction caused by the accumularion of CS."
Two mechanisms have been proposed in the pathogenesis of
XLI: (i) inrerference with the accumulation of CS in the
stratum corneum with lamellar phase separation; and (ii)
inhibition of corncodesmosome degradation by CS.* STS
gene abnormality associared with mutations in the filaggrin
(FL.G) gene is correlated with the more severe ichthyosis—
hyperkeratosis phenotype, suggesting a parhogenic synergy
berween these genes.'® In our partient, the absence of STS
activity and the extensive deletion of Xpzz.3 confirmed the
diagnosis of XLL Even with no medical erearment, the patient
showed involvement of the lower extremities only; the rest of
the body was unaffected. It is well known rharindividual skin
characteristies and climatic conditions can modify the clinical
manifestations in XL1L The clinical characreristics generally
do nor improve with age and sometimes become more severe;
however, our patient presented with mild involvement, which
is an unusual clinical manifestation. In addition, our patient
had VX 3A gene deletion with no mental retardation; this
indicates that the absence of the VOX 3 A gene is not sufficient
o result in mental retardation.
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In conclusion, the severity of the clinical manifestations in
XLlis influenced by a large variety of environmenral, generic,
and individual facrors thar should be considered in the
diagnosis of XLI.
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