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RESUMEN

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE PACIENTES
MEXICANOS CON INCONTINENTIA PIGMENTI

Lara-Mendoza L.,* Alcantara-Ortigoza MA.,** Saez de Ocariz M.,*** Ruiz-Maldonado R****
*Residente de Dermatologia Pediatrica **Tutor de tesis ***Co-tutor de Tesis ****Profesor Titular

Introduccion. La Incontinentia Pigmenti (IP) es una enfermedad multisistémica rara que en el
Instituto Nacional de Pediatria se estima tiene una frecuencia acumulada de 1.8 casos por afno.
Las manifestaciones cutaneas se han dividido clasicamente en 4 etapas: vesicular,
queratdsica, hiperpigmentada y la hipopigmentada. Ademas se acompafia de manifestaciones
extracutaneas en dientes, ojos y sistema nervioso central. Esta enfermedad tiene un patrén de
herencia dominante ligada al X, generalmente letal en varones, y la cual se atribuye en el 80%
de los casos a una delecion recurrente de los exones 4 al 10 del gen NEMO (A4-10) originada
durante la meiosis paterna. Sin embargo, en pacientes mexicanos con IP no se conocen las
mutaciones responsables, ni el fenotipo condicionado.

Objetivo. Determinar las caracteristicas clinicas, mutaciones y polimorfismos presentes en una
muestra de pacientes mexicanos con diagnostico de IP.

Disefio. Estudio observacional, descriptivo, transversal y ambispectivo.

Lugar. Servicio de Dermatologia y Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de
Genética Humana. Instituto Nacional de Pediatria.

Método. Se hizo una evaluacion clinica dermatolégica, neuroldgica, oftalmolégica y dental
para asentar las caracteristicas fenotipicas de los pacientes diagnosticados con IP,
posteriormente se realizé un estudio genealdgico y finalmente se obtuvo el DNA gendmico
tanto del caso indice como de sus familiares de primer grado (padres y hermanos). La
basqueda de A4-10 se realizd mediante un ensayo de PCR mudltiple con tres primers
previamente publicados y el cual amplifica un segmento control y uno especifico de 1,045
pares de bases derivado del alelo NEMO con la A4-10.

Resultados. De los 10 casos indice incluidos el 100% fueron del género femenino, con edades
comprendidas de los 4 a los 264 meses. Todas las pacientes se encontraban en la etapa de 3
de IP. Las anomalias de anexos cutaneos se presentaron en el 50%, de las cuales las cejas y
pestafas escasas fue la presentacidn mas comun (30%). De las alteraciones neurolégicas
presentes en el 50% de las pacientes las crisis convulsivas fueron las manifestacion mas
comun (40%); con respecto a los defectos oculares se presentaron en 4 pacientes (40%), que
involucraron anomalias pigmentarias y vasculares de retina como las mas frecuentes;
finalmente las anomalias dentarias se presentaron en el 50%, con el hallazgo de dientes
conicos como la alteracion mas frecuente. La severidad maxima de la enfermedad de las
pacientes estudiadas fue de 9 en 1 paciente, con una minima de 0 en 2 pacientes (20%); s6lo 3
de ellas presentaron una escala de severidad mayor a 5. Se captaron a 8 madres de las
pacientes; en ninguna de ellas se corrobord el diagnédstico clinico de IP. Ninguna de las
pacientes y madres sometidas a la prueba de PCR multiple revelaron el fragmento de 1,045 pb
en al menos dos ensayos; sélo se obtuvo el amplicon control de 733 pb correspondiente al
alelo NEMO sin la delecidn, aunque no se dispuso de un DNA control con la delecién.

Conclusiones. En nuestra serie de casos, la frecuencia de las etapas cutaneas 1, 2 y 3, asi
como las manifestaciones neuroldgicas, oculares, dentarias, ungueales y de cabello fueron
similares a lo previamente reportado en la literatura. La no disponibilidad de un DNA control
positivo para la A4-10 en el gen NEMO, obliga a corroborar por otras metodologias la ausencia
de esta mutacion en las pacientes analizadas, aunque ello podria relacionarse al hallazgo de
que 6 pacientes mostraron un indice de severidad <5 o a la presencia de otro tipo de
mutaciones no identificables por la metodologia empleada.

Palabras clave: Incontinentia pigmenti, gen NEMO, poblacion mexicana.
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Antecedentes.
1. Generalidades

La Incontinentia pigmenti (IP) es una genodermatosis multisistémica rara, conocida
también como sindrome de Bloch Sulzberger, en honor a los primeros médicos en
describir la enfermedad en 1926" y 19282 respectivamente. Su nombre hace
referencia al hallazgo histopatoldgico de caida o incontinencia del pigmento
observada en biopsias de piel de los pacientes afectados; sin embargo, existen una
gran variedad de manifestaciones extracutaneas, las cuales involucran comunmente

a los dientes, los ojos, el sistema nervioso central (SNC) y otros 6rganos.’

Su prevalencia exacta es desconocida pero hay mas de 700 casos reportados en la
literatura mundial. Afecta a todas las razas y predomina en las mujeres ya que
usualmente es letal en los varones, aunque existen cerca de 39 casos reportados

en estos dltimos.*®

2. Etiologia y fisiopatogenia

En la década de los 90s se distinguian 2 formas de IP. La forma esporadica (IP1) y
la forma hereditaria (IP2). La IP1 esta localizada en Xp11° y presenta alteraciones
pigmentarias cutaneas sin fase inflamatoria previa, por lo que actualmente se
considera una forma de mosaicismo cromosémico y pigmentario denominado

hipomelanosis de Ito, sin relacién con IP.”®



La IP2 tiene un patron de herencia dominante ligado al cromosoma X, generalmente
letal en varones, aunque la supervivencia en algunos varones se debe a la
presencia del sindrome de Klinefelter (47,XXY), a un estado de mosaico génico
somatico o por alelos hipomodrficos o con pérdida parcial de la funcién. En estos
varones las presentaciones clinicas pueden variar desde IP hasta displasia
ectodérmica hipohidrética con inmunodeficiencia (DEHI).'*"'? El gen responsable fue
mapeado en 1989 en Xq28™ y la secuencia completa del gen NEMO (NF-KB
essential modulator, por sus siglas en inglés) se descifré6 por completo en el ano
2000, al tiempo que se documenté una mutacién recurrente en el 80% de los casos
indice consistente en una delecion originada durante la meiosis paterna, que elimina

los exones 4 al 10 (delEX4_EX10)."

Funcién del gen NEMO

El gen NEMO esta localizado a 200 kilobases proximal al locus del factor VIl y al
del gen de la enzima glucosa-6-fosfatodeshidrogensa y se transcribe en la direccion
opuesta. Es un gen que no escapa a la inactivacién del cromosoma X y se organiza
en 10 exones distribuidos a los largo de 23kb de Xg28. Los tres primeros exones

son no codificantes y el gen cuenta con un inicio alternativo de la transcripcion.

El gen codifica para la proteina NEMO la cual es una subunidad de la cinasa que se
requiere para la activacion del factor de transcripcion NF-kB y es crucial para
muchas vias inmunoldgicas, inflamatorias y apoptéticas.' Las células que tienen la
mutacion son refractarias al estimulo activador de NF-xB y son sensibles a la

apoptosis inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-aIfa).15



El NFkB tiene varias funciones y numerosos genes blanco, dentro de los cuales se
incluyen factores antiapoptoticos que son relevantes en la fisiopatologia de la IP.">
19 Su activacién parece conferir proteccion contra la apoptosis inducida por la familia
de citocinas del TNF-alfa. La mutacion por delecién de los exones 4 a 10 genera
una proteina NEMO trunca lo que condiciona que las células sean susceptibles a
sefiales apoptdticas (ver FIGURA 1)."'° De esta manera, la clona celular aberrante
se elimina por apoptosis, y las lesiones cutaneas presentes al nacimiento curan
eventualmente después de la eliminacion de las células que expresan el alelo
NEMO mutado, pues éstas son reemplazadas por células que expresan el alelo

NEMO normal, lo cual explica las fases de la IP en la piel. "%?°
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Figura 1. La activaciéon del NFkB parece conferir proteccion contra la apoptosis
inducida por la familia de citocinas del TNF-alfa. La mutacion por delecion de los
exones 4 a 10 genera una proteina NEMO trunca lo que condiciona que las células

sean susceptibles a sefales apoptoticas.



3. Manifestaciones clinicas

La expresividad de las manifestaciones clinicas varia considerablemente incluso
entre los miembros de una misma familia. Dichas diferencias en la expresividad se
han atribuido al patron de inactivacion del cromosoma X en las mujeres que resulta

en un mosaicismo funcional.'®

Durante las primeras semanas de gestacion, cada
célula determina que cromosoma X se expresara, con una expansion clonal de esa
célula progenitora a través de lineas de desarrollo embrionario, manifestadas en la

piel como lineas de Blaschko.?'

La expresion refleja el porcentaje de células
progenitoras que expresan el cromosoma X mutado, asi cuando se observan
manifestaciones severas de la enfermedad se relaciona a que un gran porcentaje
de las células ectodérmicas expresan el alelo NEMO mutado. Por otro lado, la

severidad de la enfermedad en los hombres sobrevivientes afectados, generalmente

no es mayor que la de las mujeres.?

a) Manifestaciones cutaneas

Las manifestaciones cutaneas estan presentes en casi todos los pacientes
con IP, sin embargo su ausencia no excluye el diagnostico. Clasicamente se
describen 4 etapas, pero éstas no necesariamente ocurren y en ocasiones se

pueden sobreponer.

La primera etapa, también conocida como vesicular, vesiculoampollosa o
inflamatoria, ocurre en aproximadamente 90% de los casos, generalmente dentro
de las 2 primeras semanas de vida extrauterina aunque en raros casos se ha
reportado su aparicion después del afio de edad.'® Esta etapa se caracteriza por

eritema, vesiculas y ampollas distribuidas en un patrén lineal que pueden estar en el



tronco, las extremidades y la piel cabelluda. Las ampollas generalmente dejan de
producirse hacia los 4 meses de edad. Puede haber recurrencias menos severas

durante la nifiez, especialmente durante alguna enfermedad febril.?>

La segunda etapa, conocida como verrucosa, ocurre en aproximadamente 70% de
los pacientes, con un pico de presentacion entre las 2 y 6 semanas de vida.
Conforme las ampollas involucionan y se vuelven queratdsicas, aparecen papulas
verrugosas, distribuidas en un patrén lineal, que afectan en el 92% de los casos a
las extremidades, especialmente las inferiores; rara vez se afectan el tronco y la piel
cabelluda. La mayoria de las lesiones verrucosas desaparecen a los 6 meses de

edad, con una duracion de varias semanas.?*

La tercera etapa, de hiperpigmentacion, ocurre en aproximadamente el 98% de los
pacientes con IP. Un bajo porcentaje de pacientes presenta esta fase sin lesiones
de las fases antecedentes, y se ha sugerido que estos pacientes desarrollaron estas
etapas previas in utero.? Las lesiones tipicas son manchas hiperpigmentadas, tanto
en formas espirales como lineales que siguen las lineas de Blaschko. La topografia
mas comun incluye al tronco y las extremidades. Debido a que generalmente
aparecen en sitios sin lesiones previas de IP, no se considera como una
hiperpigmentacion postinflamatoria. Esta etapa comunmente empieza entre las 12 y
26 semanas de edad, con persistencia de las lesiones por varios afos, con

resolucion en la pubertad o la edad adulta en la mayoria de los pacientes.'®

La cuarta etapa, aparece en aproximadamente 28% de los pacientes, después de la
resolucidn de las etapas vesiculoampollosa y verrucosa y comunmente antes de la
desaparicién de la hiperpigmentacién. Esta se caracteriza por la presencia de
placas hipocromicas, alopécicas y atroficas, comunmente distribuidas en las

extremidades, sobretodo en la regién posterior de las piernas.®



b) Manifestaciones extracutaneas

Las anormalidades dentales son las manifestaciones extracutaneas mas comunes
de la IP, mismas que se observan hasta en el 80% de los pacientes y persisten a
través de la vida, por lo cual pueden ser un apoyo diagnoéstico importante. Se afecta
tanto la denticion temporal como la permanente. La anormalidad mas comun es la
hipodoncia parcial, la cual ocurre hasta en el 43% de los pacientes, 30%
experimentan dientes conicos y 18% una denticion tardia.?® También existe pobre
calidad del esmalte, por lo que los pacientes tienen mayor tendencia a desarrollar

caries.

La IP también afecta los anexos de la piel, ya que el 38% de los pacientes
presentan alopecia en el vértex y otras manifestaciones poco comunes son la
agenesia de cejas y pestafias.’® En las ufias se ha descrito distrofia ungueal, la
presencia de estrias longitudinales, hoyuelos, onicogrifosis generalmente de las 20
ufias y cuyas alteraciones tienden a desaparecer con la edad.?’ Asi mismo se
pueden presentar tumores subungueales disqueratdsicos dolorosos, los cuales
aparecen entre la pubertad y la tercera década de la vida, los cuales afectan con
mayor frecuencia las ufas de las manos y en ocasiones se acompanan de
deformidades Oseas subyacentes que pueden tener una regresion espontanea o

una progresion lenta.?®

Se estima que el 35% de los pacientes tienen una o mas manifestaciones oculares.
Aproximadamente el 19% experimenta alteraciones graves que ponen en riesgo la
vision, ademas comunmente se asocian a déficit neurolégico. Generalmente la
afeccion es asimétrica. Estos hallazgos se dividen en manifestaciones retinianas y
no retinianas. Las ultimas incluyen estrabismo (18%), atrofia del nervio optico (4%),

pigmentacién de la conjuntiva, hipoplasia del iris, nistagmo y en raras ocasiones,



uveitis.?® En cuanto a las manifestaciones retinianas, se cree que son el resultado
de eventos vaso-oclusivos, isquemia y vasoproliferacion compensatoria
subsecuente. Pueden afectar la retina periférica o la macula. Los hallazgos incluyen
hipoplasia de la fovea, hipopigmentacion moteada del epitelio, retina avascular,
neovascularizacién, hemorragias vitreas y proliferacion fibrovascular similar a la
retinopatia del prematuro.”® Estos cambios pueden progresar eventualmente a
desprendimiento de la retina en el 3% de los casos. Las lesiones en la retina se
hacen evidentes entre el periodo neonatal y el primer afio de vida, por ello la
importancia de la evaluacion oftalmolégica periddica. La afectacion neurologica esta
presente en aproximadamente 30% de los pacientes con IP e incluyen espasmos
infantiles y crisis convulsivas (13%), paralisis espastica (11%), retraso motor (7.5%)
y microcefalia (5%).2° Otras manifestaciones poco frecuentes son ataxia cerebelosa,

sordera y encefalomielitis aséptica.'®

Finalmente, se ha reportado en algunos pacientes con IP un riesgo incrementado de
infecciones inusuales o graves.26 Esto puede ser evidencia de un sobrelapamiento
del espectro clinico entre la IP y la DEHI, entidades que son alélicas,
fenotipicamente diferentes y atribuidas a diferentes tipos de mutaciones en el gen
NEMO.?"?® La DEHI es una enfermedad recesiva ligada al X que afecta solamente
a varones, los cuales pueden tener una historia familiar de IP. Se presenta con
infecciones severas recurrentes por bacterias encapsuladas, lo que sugiere un
defecto funcional en la respuesta inmune. En algunos pacientes se han descrito
infecciones oportunistas. Las mutaciones que afectan a esta ultima son leves o

hipomorficas, por lo que no hay pérdida completa de la activacion del NF-xB.

Dentro de los indicios de que la IP pudiera estar acompanada de disfuncion o
anormalidades en el sistema inmune se incluye la descripcion de algunos pacientes

con IP con defectos asociados en la quimiotaxis de los leucocitos, defectos en los

9



linfocitos, o enfermedad de Behcet.?®

En el estudio de Menni y cols. en el cual se
incluyeron 8 pacientes con I[P, se reportd6 una quimiotaxis defectuosa de

polimorfonucleares en el 75% de los pacientes.?

Otros hallazgos inmunologicos en los pacientes con IP incluyen niveles normales o
aumentados de linfocitos B, cuentas normales de linfocitos T, niveles normales a

bajos de IgGy niveles elevados de IgM o IgA.?

c) Severidad

Existe una escala para determinar la severidad de la IP, propuesta por Fusco y
cols.?® La escala no contempla los hallazgos dermatoldgicos, pues éstos se
encuentran presentes en todas las pacientes con IP, sin embargo contempla datos
de expresividad variable tales como alteraciones del sistema nervioso central (crisis
convulsivas, microcefalia, etc.), anomalias oftalmolégicas (catarata, alteraciones
retinianas, etc.), defectos dentales (anodoncia, dientes cénicos, etc.) y alteraciones
de anexos (alopecia, cejas o pestanas poco pobladas, onicogrifosis, etc.). La
presencia de cada una de las alteraciones confiere un punto en la calificacion de la
escala, asi una paciente con IP con escala de 0, corresponderia a la expresion
minima de la enfermedad con la sola presencia de las manifestaciones

dermatoldgicas.

d) Experiencia en el Instituto Nacional de Pediatria

En cuanto a la experiencia previa en el Instituto Nacional de Pediatria, se observo
que en un periodo de 20 afos, se estudiaron 36 pacientes con IP, todos del sexo

femenino, lo que representa 1.8 casos nuevos por afio.?’ En el analisis descriptivo
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de 13 casos, se encontr6 que todas las pacientes tuvieron las manifestaciones
cutaneas caracteristicas, una paciente presentd afeccion ungueal y en una hubo
recurrencia de las vesiculas después del afo de edad. Asi mismo pudo observarse
la presencia de manifestaciones oftalmologicas en el 54% de los casos,
neuroldgicas en el 46% y alteraciones dentales en un 31%. En tres pacientes se
identificaron infecciones graves y de repeticion sin documentarse ninguna
inmunodeficiencia. Finalmente, en 5 pacientes se encontré una facies caracteristica
de DEHI, como es cabello escaso, frente amplia, puente nasal deprimido, epicanto y

narinas antevertidas.?'

4. Hallazgos histopatologicos

Durante la primera etapa, los hallazgos histopatologicos caracteristicos son de una
dermatitis espongidtica con eosinofilia masiva en dermis y epidermis, también se
pueden observar vesiculas con eosinofilos en su interior y conforme las lesiones

evolucionan aparecen queratinocitos disqueratdsicos.'®

En la segunda etapa, se observa hiperqueratosis, hiperplasia epidérmica vy
queratinocitos disqueratdsicos. Persiste la acumulacién de eosindfilos tanto en
dermis como en epidermis. Ademas se pueden observar melan6fagos en la dermis

papilar.®

Durante la tercera etapa los hallazgos mas comunes son el deposito de melanina en
melanéfagos dentro de una dermis papilar engrosada. Asimismo se pueden
observar cuerpos coloides, células disqueratdsicas y dafio vacuolar en la capa basal

de la epidermis.®

11



Por ultimo, la cuarta etapa se caracteriza por atrofia de la epidermis con pérdida de

los anexos y melanocitos basales reducidos en cantidad pero estructuralmente

normales.'®

5. Hallazgos de laboratorio

Uno de los hallazgos mas importantes en la primera etapa es leucocitosis de hasta

84,000 células/ul y eosinofilia que varia desde 5% hasta 79%. Ambos regresan a

niveles normales en etapas subsecuentes.*

6. Criterios diagnosticos

Los criterios diagndsticos clinicos propuestos por Landy y Donnai** son los

siguientes:

Historia Familiar

Criterios mayores Criterios menores

Sin evidencia de IP en

familiar de primer grado

Erupcidn neonatal tipica: eritema y vesiculas Anomalias dentarias

eosinofilia .
Alopecia

Hiperpigmentacion tipica, que sigue las lineas _ )
Blaschko, con desaparicion en la adolescencia ~ Anormalidades en las ufias

Lesiones atroficas lineales Enfermedad retiniana

Evidencia de IP en

familiar de primer grado

Historia sugestiva o evidencia de erupcion tipica
Hiperpigmentacion, lesiones atréficas

Alopecia en el vértex

Anomalias dentales

Enfermedad retiniana

Multiples abortos

12



Se requiere de por lo menos un criterio mayor para el diagnostico de IP esporadica.

Los criterios menores ayudan al diagnostico.

Estos criterios pueden ser usados para identificar presentaciones clasicas de la
enfermedad, asi como para reconocer casos mas sutiles y para distinguirlos de
otras entidades similares. La sensibilidad y especificidad de estos criterios no se

han establecido y su correlaciéon con hallazgos moleculares recientes no se ha
.16 . : L : .
establecido. =~ El patrén de inactivacion preferencial observado en leucocitos de

sangre periférica de pacientes con IP se ha postulado como un criterio auxiliar en el
diagndstico de IP,*" el cual incluso puede demostrarse en las pacientes con IP sin
mutacién caracterizada®? o en varones descritos con IP y sindrome de Klinefelter.™
Normalmente, las mujeres sanas antes de los 25 afos, presentan un patrén
aleatorio de inactivaciéon del cromosoma X en leucocitos (una proporciéon de
<80:20), en tanto un 64.1% de las pacientes con IP muestran valores de
inactivacion preferencial de 280:20 y un 45.3% muestran valores de 290:10. Asi, se
considera que la inactivacion preferencial del cromosoma X con el alelo NEMO
mutado se demuestra en practicamente el 100% de las mujeres con IP en edades
comprendidas entre los 2 a 48 meses de vida extrauterina®® y este fenémeno es
mas notable aun si las pacientes portan una mutacion severa como la
delEX4_EX10.%*° Otros autores han observado que si la mutacion es hipomorfa (por
ejem. H360MfsX449 o Q384X) el patrén de inactivacion preferencial disminuye a un
65-73% de los casos, quiza por una mayor supervivencia de las células que
expresan el alelo mutado.?® La predominancia de leucocitos que expresan el alelo
NEMO normal en pacientes con IP, también se ha postulado como un mecanismo
que explica la ausencia de un estado de inmunodeficiencia en la mayoria de las
pacientes con IP, aunque se cuenta con el reporte de una paciente con IP mas un

estado de inmunodeficiencia transitorio que revirtio con el tiempo y que ademas
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coincidié con un patron de inactivacion progresivo preferencial del cromosoma X

con el alelo mutado.

7. Correlacién genotipo-fenotipo

Mutaciones en el gen NEMO condicionan tanto IP, como la entidad alélica displasia
ectodérmica anhdrética con inmunodeficiencia (AED-ID).34 Se ha propuesto que las
mutaciones que conducen a la pérdida completa (amorfas) de la proteina NEMO
son responsables de IP, en tanto que las mutaciones hipomorfas, en particular
aquellas que afectan el dominio carboxilo terminal y que conducen a una pérdida
parcial en la funcion de NEMO, son responsables de AED-ID,?° éstas ultimas
ademas no son letales para los varones en la etapa embrionaria. Sin embargo, la
correlacion fenotipo-genotipo aun no esta del todo clara, pues existen pacientes
femeninos con IP que portan mutaciones hipomorfas (documentadas por estudios
funcionales in vitro) similares a las descritas en AED-ID.?° De igual forma Fusco y
cols. describieron un paciente masculino con AED-ID atribuible a un genotipo
c.1183_1184del (p.Phe395LeufsX11) heredado de una mujer afectada de IP.>* Por
otro lado, la coexistencia de una mutacion hipomorfa y un patron de inactivacion
parcialmente preferencial podria modular la expresion fenotipica en pacientes con

Ip.2°
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8. Diagnéstico diferencial

Cada etapa presenta un diagnéstico diferencial diferente, los cuales se presentan

en la siguiente tabla:

Etapa

Diagnéstico diferencial

Infecciosas: impétigo ampolloso, herpes simple, varicela
Histiocitosis de células de Langerhans
Abuso infantil

Mediado inmunolégicamente: dermatitis herpetiforme, epidermolisis ampollosa adqui
lupus ampolloso, IgA lineal, penfigoide ampolloso, pénfigo vulgar

Epidermolisis ampollosa

Mastocitosis ampollosa

Verrugas vulgares

Nevo epidérmico verrucoso

Liquen estriado

Hipermelanosis linear y en espiral
Dermatopatia pigmentosa reticular
Condrodisplasia punctata ligada al X
Sindrome de Naegeli-Franceschetti-Jadassohn
Mosaicismo pigmantario

Sindrome de Goltz

9. Manejo

El manejo de estos pacientes debe de ser multidisciplinario, involucrando a

dermatologos, genetistas, oftalmdlogos, neurdlogos, odontdlogos, inmundlogos, etc.

El tratamiento es sintomatico ya que no existen medidas terapéuticas que cambien

el curso natural de la enfermedad.*® Debido a que las alteraciones oftalmoldgicas y
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neuroldgicas se presentan desde la etapa neonatal, es muy importante la valoracion
temprana por el oftalmdélogo y neurdlogo pediatras, ya que la intervencion
terapéutica temprana puede ser de gran utilidad. Se recomienda un escrutinio basal
oftalmolégico en todos los pacientes con IP, posteriormente seguimiento mensual
durante los primeros tres meses de vida, cada 4 meses en el resto del primer afio y
dos veces al afo los siguientes 3 afios, posterior a lo cual el prondstico para una
vision normal es bueno. Es indispensable un estudio genético familiar que permita

dar asesoramiento genético tanto a los padres como a los pacientes afectados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen distintas mutaciones y polimorfismos en el gen modulador esencial de la
actividad de NF-kB (NEMO) en los pacientes con diagnostico clinico de IP y éstas
podrian relacionarse con la severidad del fenotipo en estos pacientes. Ademas, a la
fecha en pacientes de origen mexicano no se ha descrito el espectro de mutaciones
del gen NEMO condicionantes de IP. Asi mismo, se desconoce si la delEX4_EX10
del gen NEMO es también la mutacion mas frecuente en los pacientes mexicanos

con IP.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de la delecion del exén 4 al 10 del gen NEMO en pacientes
mexicanos con diagnostico clinico de IP, asi como las caracteristicas clinicas

descritas?
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JUSTIFICACION

La IP es una genodermatosis que tiene una incidencia estimada en el instituto
Nacional de Pediatria de 1.8 casos nuevos por afio.?' Pese a su escasa frecuencia,
es una patologia con afeccion multisistémica y que puede acompafarse de déficits
neurolégicos y oftalmologicos severos, por lo que su reconocimiento en fases
tempranas es imperativo. Cerca del 80 a 85% de los casos de IP son atribuibles a
una delecion de los exones 4 a 10 del gen NEMO. Sin embargo, en pacientes
mexicanos con |IP no se conoce si esta mutacion también explica la mayoria de los
casos como ha sido referido en otras poblaciones distintas a la mexicana, ni el tipo
de manifestaciones clinicas asociadas. Dado que en nuestra poblacion con IP
hemos encontrado un subgrupo de pacientes con facies de DEHI,?" seria también
de utilidad el reconocer si ello se debe a mutaciones diferentes a las reportadas en

otros paises.

OBJETIVOS
Objetivo General

* Determinar la frecuencia de la delecidn de los exones 4 al 10 del gen NEMO
y las caracteristicas clinicas asociadas en pacientes mexicanos con

diagnéstico clinico de IP.

Objetivos Especificos

* Conocer las manifestaciones cutaneas de pacientes mexicanos con IP.
* Determinar las manifestaciones extracutaneas de pacientes mexicanos

con IP.
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* Caracterizar la delecion del exon 4 al 10 del gen codificante del
modulador esencial de la actividad de NF-xB (NEMO) en una muestra de
pacientes femeninos y masculinos mexicanos con diagnoéstico clinico de
IP.

* Relacionar la severidad del fenotipo con la delecion del exén 4 al 10 del
gen NEMO el genotipo documentado en el gen NEMO, de acuerdo a la
escala de severidad propuesta por Fusco y cols.?

* l|dentificar portadores o individuos con expresividad minima en familiares
de primer grado de pacientes en quienes se haya caracterizado la

mutacion.

HIPOTESIS

1. Los pacientes con diagndstico de IP de origen mexicano presentaran la
delecién de exones 4 a 10 como la alteracion mas frecuente.

2. Los pacientes con diagnostico de IP de origen mexicano presentaran
mutaciones diferentes a las descritas al ser una poblacion genéticamente

heterogénea.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno de estudio

Observacional, descriptivo, transversal y ambispectivo.

Poblacion objetivo

Pacientes con diagnostico clinico de IP.

Poblacion elegible

Pacientes con diagnostico clinico de IP atendidos en los servicios de dermatologia
del Instituto Nacional de Pediatria y del Instituto Nacional de Perinatologia, SS, del

Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y del Hospital Infantil de México.

Tamano de la muestra

El tamafo de la muestra se realizd por conveniencia dada la frecuencia del

padecimiento. Se esperaba contar con al menos 10 familias.

Criterios de inclusion

* Pacientes con diagndstico clinico de IP realizado con base a 1 criterio mayor
o 2 menores, que fueron referidos por los servicios de dermatologia del
Instituto Nacional de Pediatria y/o Perinatologia, del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez” y del Hospital Infanti de México con muestra
disponible de DNA y cuyos abuelos maternos y paternos asi como los padres
fueran de nacionalidad mexicana.

* Ambos géneros.
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* Los pacientes del sexo masculino con diagnostico de IP debieron contar con
cariotipo (resolucion 550 bandas GTG) en linfocitos de sangre periférica con
lectura de al menos 15 metafases.

* De cualquier edad.

* Familiares de primer grado (padres y hermanos) de pacientes con
diagndstico confirmado de IP.

* (Casos indice y sus familiares que autorizaron su inclusiéon en el estudio
mediante firma de carta de asentimiento (mayores de 12 afos) o

consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Padres o hermanos no bioldgicos de los casos indices.

Temporalmente, pacientes que hubiesen sido transfundidos en un periodo menor a

tres meses.

Ubicacion del estudio

Los pacientes se captaron a través del servicio de Dermatologia Pediatrica de este
Instituto. Fueron evaluados por los servicios de Dermatologia Pediatrica, Genética,
Estomatologia, Oftalmologia y Neurologia. El estudio molecular de las familias se
realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Genética

Humana del INP.
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Variables. TABLA 1.

Caracteristica de Definicién Definiciéon operativa Tipo de
Interés conceptual variable
A ya
IDENTIFICACION
1. Sexo Denominacion que 1. Masculino Cualitativa
se da al sujeto , ,
segun sus 2.Femenino npmlr’lall
caracteristicas dicotomica
fenotipicas y
genotipicas
2. Edad (fecha de Dia, mes y afio de Dd/mm/aa Cuantitativa
nacimiento) nacimiento del continua
paciente
3. Clave muestra Cualitativa
DNA (sangre nominal
periférica)
4. Etapa Etapas que 1. Vesicular Cualitativa
dermatologica presenta la . nominal
actual de IP (1 a4) | dermatosis. En la 2. Queratosica
fase 1 vesiculas, en : .
la fase 2 papulas 3. Hiperpigmentada
queratésicas, enla | 4. Hipopigmentada
fase 3 manchas
hiperpigmentadas y
en la fase 4
manchas
hipopigmentadas
5. No. de familia Posicion en la que Cuantitativa
se encuentra dentro continua
de los hijos de su
familia
B.
DATOS CLINICOS
1 Crisis convulsivas | Contraccion y 1. Si Cualitativa
distension repetida 2. No .
de un musculo de nominal
forma brusca y dicotémica

generalmente
violenta.
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2. Paresia Ausencia parcial de 1. Si Cualitativa
espastica movimiento 2. No .
voluntario asociado nominal
a espasticidad dicotémica
3. Retraso Alteracién en el 1. Si Cualitativa
psicomotor neurodesarrollo 2. No .
para la adquision de nominal
ha_blllda’de_s dicotébmica
psicométricas
4. Retraso mental Funcionamiento 1. Si Cualitativa
intelectual 2. No .
significativamente nominal
menor a la media C
(IQ menor a 70) dicotomica
5. Microcefalia Perimetro cefalico 1. Si Cualitativa
menor a percentila 5 2. No .
para la edad nominal
dicotébmica
6. Estrabismo Desviacion del 1. Si Cualitativa
alineamiento de un 2. No .
ojo en relacion al nominal
otro dicotébmica
7. Catarata Opacificacion total o 1. Si Cualitativa
parcial del cristalino 2. No .
nominal
dicotébmica
8. Atrofia 6ptica Disminucion 1. Si Cualitativa
importante del ,
tamario del nervio 2.No nominal
ptico dicotémica .
9. Anomalias Cambios en la 1. Si Cualitativa
pigmentarias/vascul | pigmentacion y 2. no .
ares de la retina vasculatura de la nominal
retina dicotébmica
10. Microoftalmos Tamafio del ojo 1. Si Cualitativa
menor al promedio 2. No .
nominal
dicotébmica
11. Anodoncia Ausencia parcial de 1.. Si Cualitativa
parcial piezas dentarias .
2. No nominal
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dicotdmica

12. Denticidn Retraso en la 1. Si Cualitativa
retardada aparicion habitual .
de los dientes 2.No nominal
dicotomica
13. Dientes conicos | Dientes en forma 1. Si Cualitativa
triangular .
2. No nominal
dicotomica
14. Dientes “en Dientes largos y 1. Si Cualitativa
estaca” afilados .
2. No nominal
dicotomica
15.- Impactacion Malposicion de los 1. Si Cualitativa
dentaria dientes .
2. No nominal
dicotomica
16.- Alopecia del Falta de pelo en el 1. Si Cualitativa
vertex vertex .
2. No nominal
dicotomica
17.- Nevos pilosos | Hamartoma con 1. Si Cualitativa
pelo terminal o .
velloso 2. No nominal
dicotomica
18.- Cejas escasas | Disminucion en la 1. Si Cualitativa
poblacién de cejas ,
esperadas para el 2.No nominal
promedio dicotomica
19. Pestafas Disminucion en la 1. Si Cualitativa
escasas poblacién de .
pestafias esperadas 2.No nominal
para el promedio dicotomica
20. Onicogrifosis Incremento en el 1. Si Cualitativa
grosor y curvatura 2. No .
de la uiia nominal
dicotomica

23




21. Pits ungueales | Depresiones 1. Si Cualitativa
puntiformes en las 2. No .
ufas nominal
dicotomica
22. Surcos Depresiones 1. Si Cualitativa
ungueales lineales en las uias 2. No .
nominal
dicotomica
23. Estadificacion De acuerdo a la Descripcién Cualitativa
de la severidad del | escala por Fusco® .
fenotipo nominal
politbmica
24 .- Genotipo Constitucion Descripcidn Cualitativa
genética :
determinada a partir nominal
de una muestra de o
DNA politbmica

Descripcion general del estudio (Procedimiento)

Los pacientes fueron captados a través del servicio de Dermatologia del INP. El
diagndstico de IP fue clinico y se baso en los criterios diagndsticos propuestos por
Landy y Donnai.?* La exploracién dermatolégica de los pacientes y sus familiares de
primer grado se llevd cabo por 2 dermatologas (LLM y MSG), y los hallazgos se
anotaron en la Hoja de Recoleccion de Informacion (ver ANEXOS 1.0, 1.1 y 1.2).
Una vez establecido el diagnéstico, los pacientes y sus familiares de primer grado
fueron enviados a los servicios de Neurologia, Estomatologia y Oftalmologia para
su evaluacion. El estudio molecular de las familias se realiz6 en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Departamento de Genética Humana del INP. A las familias
se les realizd historia clinica con arbol genealdgico. En cada paciente y sus

familiares se asentaron los datos de las variables clinicas, de laboratorio y gabinete
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a analizar para la relacion fenotipo-genotipo en la Hoja de Recoleccion de

Informacion (ver ANEXOS 1.1.y 1.2).

a) Extraccion de DNA gendémico.

Para el estudio molecular del gen NEMO se obtuvo el DNA gendémico mediante la
técnica de digestion con proteinasa K/SDS y precipitacion salina con el kit
Puregene™ (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA), a partir de leucocitos de
sangre periférica con EDTA como anticoagulante (3-5 ml.), tanto del caso indice
como de sus familiares de primer grado (padres y hermanos). En el caso de los
varones afectados, se solicitaria ademas muestra de mucosa oral y fibroblastos de
biopsia de piel afectada y normal para documentar mosaicismo génico somatico. El
DNA genomico obtenido se cuantificé y se valoré su pureza e integridad mediante
espectrofotometria y electroforesis en agarosa. Las muestras de DNA obtenidas se

conservaron a 4°C hasta su analisis.

b) Busqueda de la mutacién delEX4_EX10 en el gen NEMO

Como estrategia inicial para la caracterizacion de las mutaciones del gen NEMO en
el DNA genomico de los pacientes incluidos, se hizo la busqueda de la delecion de
los exones 4 al 10 (c.399-?7_1260+7?del) del gen NEMO, la cual elimina
aproximadamente 11 kb de las 23 kb que constituyen al gen y se genera por la
recombinacion intracromosomica entre los elementos repetitivos MERG67B L1 (intron
3) y L2 (extremo 3’ o telomérico del gen). Esta mutacion, letal en varones, se

encuentra en el 60-80% de los alelos condicionantes de IP.3%3
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La busqueda inicial de la mutacion delEX4 EX10 en estado heterocigoto en
mujeres con IP, se realizé a través de un solo ensayo de PCR multiple reportado

por Steffan y cols.®!, con los iniciadores Int 3s, Rep 3s y LoRev (TABLA 2).

Tabla 2. Oligonucleétidos para la caracterizacién inicial por PCR de la
delecion de los exones 4 al 10 del gen NEMO (Xq28)*".

Oligonucledtido (5’ — 3') SEGMENTO RECONOCIDO

Int3s | CCA CTC AGG GCT TAG AGC GC Intrén 3 de NEMO y WNEMO

Rep 3s| CTC TTT TGA CAA GAA CAC CGG A | Repetidos L1 y L2 o MERG67B
intron 3 y 3'UTR, respectivame
de ambos genes

L, Rev | TCG GAG ACA CAG GAA CCA GCA | Repetido L2 en region 3
ambos genes

PRODUCTOS ESPERADOS:

PCR MULTIPLE CON Int 3s + Rep 3s + L, Rev:

Fragmento control de 733 pb: Amplifica en muestras con o sin delecién de exones 4
al 10 de alelos NEMO y WNEMO.

Fragmento de 1,045 pb: Amplicon especifico de la delecion de exones 4 al 10 de
alelos NEMO y WNEMO.

Con este ensayo, los alelos NEMO con la delEX4 _EX10 condujeron a la
amplificacion de un producto especifico de 1,045 pb, por otro lado la reaccién
coamplifica un producto control de 733 pb presente en pacientes con y sin la
delecién. El producto control de 733 pb deriva de los extremos 3’ y 5’ intactos del
gen NEMO y su pseudogen (WNEMO), respectivamente. Cabe mencionar que este
ensayo no discrimin6 la delEX4_EX10 que ocurre en el gen NEMO, de la que

ocurre en el pseudogen y que ha sido descrita en el 2% de las mujeres afectadas de
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IP positivas para la delEX4_EX10. Para solventar este problema, se recomienda
realizar en los pacientes positivos para la banda de 1,045 pb, un segundo ensayo
confirmatorio con tres reacciones de PCR sencillas e independientes para la
amplificacion especifica de la delEX4_EX10 del gen NEMO (PCR con oligos In2-
JF3R, 2.6 kb) o de WNEMO (PCR con oligos JF3R-Rev-2, 2.5 kb). Este ensayo
contemplé ademas la amplificacion de un fragmento control de 1.8 kb que amplifica
tanto la delEX4_EX10 de NEMO como de WNEMO (PCR con oligos JFH-JF3R)*

(TABLA 3).

Tabla 3. Ensayo confirmatorio de la AEX4_EX10. Oligonucledétidos para la
distinciéon entre la delecidon de los exones 4 al 10 del gen NEMO y su
pseudogen a través de tres reacciones independientes de PCR %,

Oligonuclestido (5 — 3') SEGMENTO RECONOCIDO

In2 GAG GAC CAA TAC CGA GCAT] Intron 2, NEMO

3FH | GAC CAG CTC CCC TCC ACT G| 40 pb “rio arriba” del exén 3 de NEM
WYNEMO

JF3R | CTC GGA GAC ACA GGA ACC A 3UTR NEMO y YNEMO

Rev-2 | GCC ATC TGT TTT TGC GTG T(Q Region 5’ de WNEMO

PRODUCTOS ESPERADOS:

Combinaciéon 3FH-JF3R: Delecion exones 4 al 10 en gen NEMO y WNEMO: 1.8 kb

Combinacién In2-JF3R: Delecion exones 4 al 10 especifico para gen NEMO: 2.6 kb
Combinacién JF3R-Rev-2: Delecion exones 4 al 10 especifico para WNEMO: 2.5 kb

Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1.5% tenidos con

bromuro de etidio y fotografiados bajo luz UV.
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En familiares femeninas de casos indices con esta mutacidon se analizaron mediante

la misma metodologia para descartar portadoras o expresién minima.

c) Asesoramiento genético

Se brindd asesoramiento genético de certeza a las familias captadas de acuerdo a
la genealogia observada y los genotipos documentados (familias con alelos NEMO

caracterizados).

d) Correlacion Fenotipo-Genotipo

Una vez que se obtuvieran los resultados moleculares, se buscaria una relacion
entre la severidad del cuadro clinico ?° y el genotipo documentado. En la relacién
fenotipo-genotipo se incluirian de igual forma a los individuos afectados de los

casos familiares (ver ANEXO 1.1).

En caso de que se identificaran varones afectados con IP, ellos deberian contar con
cariotipo en sangre periférica con bandas GTG, con una resolucion de 550 bandas y
una lectura de al menos 15 metafases para descartar aberraciones numéricas de

los sexocromosomas.
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ANALISIS ESTADISTICO

En virtud del tipo de estudio, unicamente se realizd estadistica descriptiva. Se
determind a cada variable cuantitativa media, mediana, desviacion estandar,
minimo y maximo. En el caso de las variables cualitativas se describieron por

proporciones o porcentajes.

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue factible en personas, de acuerdo a la Ley General de Salud.

Los pacientes y familiares, solo fueron incluidos en el estudio si los padres o tutores
legales firmaron una carta de consentimiento informado (ANEXO 2.0) y en el caso
de que el paciente fuera mayor de 12 afos de edad (y dependiendo de su condicion
cognoscitiva), leyd y entendié una carta de asentimiento (ANEXO 2.1) donde se

explicaba claramente el proyecto.

El protocolo contd con la aprobacién del Comité de Investigacion y de Etica del

Instituto Nacional de Pediatria (No. Reg. 053/2009).
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RESULTADOS

De julio del 2010 a enero del 2013 se incluyeron 9 pacientes con diagndstico de

IP en el Instituto Nacional de Pediatria y 1 paciente del Instituto Nacional de

Perinatologia; todas ellas fueron del género femenino, de 4 a 264 meses de

edad (mediana 36 meses) (ver TABLA 4).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas, genealogicas y moleculares de las pacientes

con IP.

Delecion
Edad . . . ! . Exploracion de los
Alteraciones Alteraciones Alteraciones Alteraciones Alteraciones Antecedentes P exones
No. . o X e dermatoldgica
cuténeas de anexos neurolégicas oculares dentarias familiares 4 al 10
(meses) a madres del gen
NEMO
1 60 Manchas Alopecia en Crisis Malformacion Dientes No Si No
hiperpigmentadas vértex, convulsivas vascular en retina coénicos,
cejasy ojo derecho impactacion
pestafias dentaria
escasas
2 15 Manchas No No No No No Si No
hipopigmentadas
3 204 Sin evaluar* No Crisis Estrabismo Dientes Madre Si No
convulsivas, conicos
hemiparesia
espastica,
retraso
mental leve-
moderado
4 36 Costras, manchas Cejas y Crisis Leucocoria Anodoncia No Si No
hipopigmentadas pestafias convulsivas, bilateral, parcial,
escasas retraso desprendimiento dientes
psicomotor, de retina bilateral conicos
retraso
mental
5 4 Sin evaluar* No No No No Madre No No
6 96 Manchas No Crisis No No No Si No
hiperpigmentadas convulsivas,
retraso
psicomotor,
retraso
mental leve-
moderado
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7 264 Manchas Pestafias No No Anodoncia Madre No

hiperpigmentadas, escasas, parcial,
atrofia surcos dientes
ungueales conicos,
dientes en
estaca,
impactacion
dentaria
8 16 Manchas Cejas No No No No Si
hiperpigmentadas escasas
9 5 Sin evaluar* No Paresia Lesiones quisticas No No Si
espastica, en févea, ojo
retraso izquierdo con
psicomotor zonas de isquemia
y
neovascularizacion
10 43 Manchas Alopecia en No No Anodoncia No Si
hiperpigmentadas vértex parcial

No

Sin
evaluar

*La informacién se obtuvo de expedientes clinicos puesto que estas pacientes no acudieron a revision clinica.

Presentacion clinica

Respecto a las manifestaciones cutaneas, todas las pacientes se encontraban
en la etapa de 3 de IP (hiperpigmentacion) al momento del ingreso al protocolo.
La mayoria de las manchas hiperpigmentadas se encontraron en tronco y
extremidades (60%), mientras que solo 1 paciente las presentd en cabeza,
tronco y extremidades (10%). Todas las manchas seguian las lineas de
Blaschko. Siete de las diez pacientes incluidas en el estudio presentaron las
fases previas de IP que correspondieron a las fases 1 y 2, mientras que en el

resto desconocia si las habian presentado o no.

Las anomalias de anexos cutaneos se presentaron en el 50% debido a
alteraciones en pelo, donde cejas y pestafias escasas fue la presentacion mas
comun (30%), seguida de alopecia en vértex en dos pacientes (20%). Ninguna
paciente presentd nevos pilosos. En cuanto a las ufias s6lo una paciente (10%)
presento surcos ungueales; el resto de las pacientes no mostraron alteraciones
ungueales.
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Las manifestaciones neurologicas se presentaron en el 50% de las pacientes
(5), donde las crisis convulsivas fueron la manifestacion clinica neurologica
mas comun (40%). Otras manifestaciones que se encontraron fueron paresia
espastica en 2 pacientes (20%), retraso psicomotor en 3 pacientes (30%),
retraso mental en 3 pacientes (30%) que se clasificO como leve-moderado.

Ninguna paciente presentoé microcefalia.

Con respecto a los defectos oculares se presentaron en 4 pacientes (40%),
siendo las anomalias pigmentarias y vasculares de retina las mas frecuentes.
Dentro de este grupo se presentd 1 paciente con malformacion vascular de
retina en ojo derecho, 1 con desprendimiento de retina bilateral y 1 con
lesiones quisticas y zonas de isquemia en fovea y neovascularizacion en ojo
izquierdo. En la paciente restante no se especificaron las alteraciones
retinianas. El resto de las manifestaciones fueron estrabismo (10%) y catarata

bilateral (20%). Ninguna paciente presenté atrofia 6ptica, ni microftalmos.

Las anomalias dentarias se presentaron en el 50% de las pacientes (5). La
presencia de dientes conicos fue la alteracion mas frecuente dentro de este
grupo que afecto al 40% de las pacientes (4). Le siguieron en frecuencia

adoncia parcial (30%), impactacion dentaria (20%) y dientes en estaca (10%).

La severidad maxima de la enfermedad de las pacientes estudiadas fue de 9
en 1 paciente, con una minima de 0 en 2 pacientes (20%). El resto de la escala
de severidad de las pacientes se describe a continuacion: 1 paciente 7, 1

paciente 6, 1 paciente 5, 2 pacientes 3, 1 paciente 2 y por ultimo 1 paciente 1.

Se captaron 9 familiares relacionados con el caso indice, 8 de ellas

correspondieron a las madres de las pacientes (88%), el paciente restante fue
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un padre; la mediana de la edad fue de 32.5 afios, con intervalo de edad de 22

a 40 anos.

De Ilas madres que fueron revisadas clinicamente, ninguna tuvo

manifestaciones clinicas compatibles con IP.

Estudio genealégico

De acuerdo al arbol genealdgico, 3 pacientes (30%) contaron con el
antecedente familiar de IP (madre con IP). Desafortunadamente, en dos casos
no fue posible revisar fisicamente a las madres, por lo que no pudo
corroborarse el diagndstico de forma clinica. En un tercer caso, la madre no
mostro caracteristicas clinicas compatibles con el diagnodstico de IP, por lo que

el diagnéstico fue descartado.

En la TABLA 4 se resumen las caracteristicas fenotipicas, familiares y

moleculares de las pacientes incluidas en el estudio.

Estudio Molecular del gen NEMO: identificacion de la delecion de los

exones 4 al 10.

La delecion de los exones 4 al 10 del gen NEMO en estado heterocigoto se ha
reportado en el 80% de los casos femeninos afectados con IP: Esta mutacion
se busco de manera dirigida en 9 de las 10 pacientes hasta ahora captadas
(pendiente el estudio en IP-18) y en 5 de sus madres (claves IP-2, |IP-4, IP-8,
IP-10 e IP-12) a través del ensayo de PCR duplex reportado por Steffan et al.,

2004, en el cual se amplifica un fragmento constitutivo correspondiente al alelo
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no delectado de 733 pb y un fragmento de 1,045 pb derivado del alelo NEMO

con la delecion de los exones 4 al 10.

Ninguna de las pacientes y madres sometidas a este ensayo reveld el
fragmento de 1,045 pb en al menos dos ensayos; sélo se obtuvo el amplicon

control correspondiente al alelo NEMO sin la delecion de 733 pb (FIGURA 2).

MPM IP-1 IP-3 IP-6  IP-7 IP-9 1P-10 1IP-11 CTL (-)

1000 pb

Fragmento control

500 pb 11 (733 pb)
Alelo NEMO sin
deleciéon
100 pb

FIGURA 2: Ensayo de PCR duplex para la identificacion de la delecion de los
exones 4 al 10 del gen NEMO en 6 pacientes (IP-1, 3,6, 7, 9y 11) y una madre
afectada (IP-10). Notese la presencia de s6lo la banda esperada o fragmento
control de 733 pb que corresponde el alelo normal en todas las muestras
analizadas y el control femenino genotipicamente normal (carrii CTL).
Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Carril (-):
control negativo de la reaccion. MPM: Escalera de 100 pb.

Debido a la falta de disponibilidad de un DNA control positivo para la delecién
en estado heterocigoto de los exones 4 al 10 del gen NEMO, se realizé de

manera adicional un ensayo monoplex con solo los primers especificos para
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amplificar el alelo NEMO con la delecion (Int35 y LyaRev) y evitar un posible
fendmeno de la amplificacion preferencial del fragmento de 733 pb derivado del
alelo no deletado, sin embargo, nuevamente en ninguna de las pacientes

analizadas se logro obtener el fragmento de 1,045 pb (datos no mostrados).
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DISCUSION

La IP, también conocida como Sindrome de Bloch-Sulzberger, es una
genodermatosis con herencia ligada al cromosoma X dominante, multisistémica
y cuya prevalencia exacta es desconocida. Afecta a mujeres y por lo general se

asume que es letal en varones.

Acorde al modo de herencia de la enfermedad, en nuestro estudio todos los
casos indice incluidos fueron mujeres. Las manifestaciones cutaneas
observadas fueron las caracteristicamente descritas en la IP para todos los
casos. La frecuencia de las dos primeras etapas de la IP fue de 70%, mas baja

que lo reportado por Than y cols. (86%),*

sin embargo esta discrepancia
pudiera estar en relaciéon a que en el 30% de nuestras pacientes no se pudo
determinar si presentaron estas etapas previas o no. La etapa 3 de la IP se
presentd en el 100%, que concuerda con lo publicado previamente en la

literatura 25,35 (ya verificado)

La afeccion neurolégica es uno de los problemas con mayor impacto en los
pacientes con IP. En una de las primeras series de casos publicada en 1976,
Carney reporté una frecuencia de 30.5% de alteraciones del sistema nervioso
central en 465 pacientes con diagnostico de IP, de los cuales solamente el
5.5% contaron con familiares afectados por la misma enfermedad.? Landy y
Donnai reportaron que menos del 10% de pacientes con IP presentaban
retraso mental y psicomotor y explicaron que la frecuencia elevada de
alteraciones neurologicas encontradas en el estudio de Carney podria
atribuirse a que en dicha serie de casos hubieron pacientes con mosaicismos

pigmentarios que correspondian a otros padecimientos como Hipomelanosis de
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lto y Sindrome de Conradi-Hunnerman-Happle.?* Hadj-Rabia y cols. reportaron
también una frecuencia alta de manifestaciones neuroldgicas (32%) como crisis
convulsivas, retraso mental y retraso psicomotor.*® Los hallazgos en nuestro
estudio coinciden con lo reportado por Hadj-Rabia y cols.,*® pues encontramos
una frecuencia del 30% de pacientes con retraso psicomotor y mental. La
frecuencia de crisis convulsivas (40%) fue mayor que lo reportado previamente
por Phan y cols. (23%), aunque esta diferencia podria deberse a un efecto del

tamafio de muestra (10 vs. 53 pacientes).*

Las alteraciones oculares en |IP, especialmente la retinopatia con el
desprendimiento de retina secundario, pueden llegar a ser tan discapacitantes
como las manifestaciones neuroldgicas. La frecuencia de alteraciones en este
rubro fue del 40%, con las alteraciones pigmentarias y vasculares de retina
como las mas frecuentes. Si bien Phan y cols. reportaron una frecuencia similar
de anomalias oculares (37%), la alteracidn mas frecuente reportada por ellos

fue estrabismo,*® que en nuestra serie de casos fue sélo del 10%.

La alopecia en vértex se presento en el 20% de los casos, muy por debajo de
lo reportado previamente por Phan y cols. (67%),>° sin embargo esta
proporcién es similar a la reportada por Hadj-Rabia y cols. (28%).* Lo anterior
pudiera ser secundario a que la mayoria de las pacientes tenian el cabello
delgado y en general se presentaban con alopecia difusa, por lo que la alopecia
en vértex pudo no haber sido tan evidente. Las cejas y pestafias escasas por
otro lado fueron las manifestaciones mas comunes (30%). Las alteraciones
ungueales se presentaron en el 10%, tal y como lo reportado previamente por

Hadj-Rabia.>®
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Con respecto a las alteraciones dentarias, se presentaron en el 50% de las
pacientes. Esta frecuencia situa a nuestro estudio en un punto intermedio con
lo publicado anteriormente (80% por Phan y cols. vs. 25% por Hadj-Rabia y
cols.). Lo anterior pudiera ser explicado porque el 20% de nuestras pacientes
aun no presentaban denticion. La anodoncia parcial (incisivos laterales vy
premolares) y los dientes cénicos (incisivos y caninos) son comunes en la IP,%*
y se presentaron en el 40% de nuestros casos. Microdoncia, erupcion
retardada e impactaciéon de los caninos en el paladar son datos que también
pueden encontrarse en pacientes con IP,?" que también se presentaron aunque

con menor frecuencia en nuestras pacientes.

La exploracion de los familiares permite la deteccidon de manifestaciones minimas
en éstos, sin embargo en nuestra serie de casos ninguno de los familiares
examinados presentaron manifestaciones clinicas compatibles con IP, lo cual
pudiera traducir que todos nuestros casos se atribuyen a mutaciones originadas
como eventos de novo; lo cual difiere de lo publicado por Phan y cols. en el 2005,
en donde el 48% de los familiares (12/25) de pacientes con IP no contaron con

clinica compatible con el diagnéstico.

La delecion del gen NEMO que involucra del exon 4 al 10 se describe en el 80-90%
de los casos femeninos de IP. En nuestra serie de casos, esta mutacion se buscoé
de manera dirigida en 9 de las 10 pacientes hasta ahora captadas (pendiente
estudio en IP-18) y en 5 de sus madres (claves IP-2, IP-4, IP-8, IP-10 e IP-12) a
través del ensayo de PCR duplex reportado por Steffan et al., 2004, en el cual se
amplifica un fragmento constitutivo correspondiente al alelo no delectado de 733 pb
y un fragmento de 1,045 pb derivado del alelo NEMO con la delEX4_EX10. Ninguna
de las pacientes y madres sometidas a este ensayo revelo el fragmento de 1,045 pb
en al menos dos ensayos. Debido a que no disponemos de un control positivo
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heterocigoto para esta delecion, en este momento no es posible el descartar por
completo un falso negativo de la técnica, pues a pesar del tamafio de muestra
pequefio, contrasta el hecho de que en ninguna de las pacientes se identifico a la
mutacion mas comunmente descrita en IP. Derivado de lo anterior, nos vemos
obligados a realizar un ensayo de dosis génica por amplificacion multiple de sondas
ligadas (MLPA), PCR semicuantitativo o en tiempo real, para evaluar la integridad
de ambos alelos NEMO en todas las pacientes que han resultado negativas a la

delecién con el ensayo de PCR duplex.

Por otro lado, otra explicacién pausible a la ausencia de la delecion del exon 4
al 10 del gen NEMO en nuestra muestra de estudio, pudiera estar en relacion al
grado de severidad clinica que presentaron nuestras pacientes, pues solo 4 de
ellas (40%) presentaron una escala de severidad mayor a 5. Lo anterior abre la
posibilidad de que la delEX4_EX10 del gen NEMO esté en relacion a un
fenotipo mas severo, mientras que fenotipos menos severos guarden relacion
con otras mutaciones que requieran ser identificadas aun a través de la

secuenciacion automatizada completa del gen.
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CONCLUSIONES

El diagndstico inicial de la IP continua siendo clinico. El seguimiento de estos
pacientes requiere de un abordaje multidisciplinario, que debe poner especial
atencion en la deteccion temprana de las alteraciones neuroldgicas vy

oftalmoldgicas.

En nuestra serie de casos, la frecuencia de las etapas cutaneas 1, 2 y 3, asi
como las manifestaciones neuroldgicas, oculares, dentarias, ungueales y de

pelo fueron similares a lo previamente reportado en la literatura.

El no haber encontrado en ninguna de nuestras pacientes indice la
delEX4_EX10 del gen NEMO nos abre la posibilidad de que otro tipo de
mutaciones no identificables por la metodologia empleada se encuentren en
relacién a la severidad del padecimiento, aunque la no disponibilidad de un
DNA control positivo para la delEX4_EX10, obliga a descartar un falso negativo
de la PCR multiple empleada a través de otras estrategias de diagnostico

molecular.
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ANEXO 1.0. Hoja de captacién de datos fenotipicos, genealégicos y moleculares: CASO iNDICE.
“CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE PACIENTES MEXICANOS CON INCONTINENTIA PIGMENTI”

NOMBRE NO. EXP. INP. FECHA CAPTACION

EDAD (afos) SEXO (F/M) CLAVE MUESTRA DNA (SANGRE PERIFERICA)
ETAPA DERMATOLOGICA ACTUAL DE IP (1 a 4, ver apartado correlacién fenotipo-genotipo):

ARBOL GENEALOGICO: # FAMILIA
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DATOS CLINICOS PARA ESTADIFICACION DE LA SEVERIDAD DEL CUADRO CLINCO EN CASO iNDICE:

1) SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

a) Crisis convulsivas Sl NO Comentarios adicionales:
b) Paresia espastica Sl NO Comentarios adicionales:
c) Retraso psicomotor Sl NO Comentarios adicionales:
d) Retraso mental Sl NO Comentarios adicionales:
e) Microcefalia Sl NO Comentarios adicionales:

i) DEFECTOS OCULARES

a) Estrabismo Sl NO Comentarios adicionales:
b) Catarata Sl NO Comentarios adicionales:
c) Atrofia 6ptica Sl NO Comentarios adicionales:
d) Anomalias pigmentarias/vasculares de laretina Sl NO Comentarios adicionales:
e) Microftalmos Sl NO Comentarios adicionales:

lI) ANOMALIAS DENTARIAS

a) Anodoncia parcial SI NO Comentarios adicionales:
b) Denticion retardada Sl NO Comentarios adicionales:
c) Dientes cénicos Sl NO Comentarios adicionales:

d) Dientes “en estaca” Sl NO Comentarios adicionales:




e) Impactacion dentaria SI NO Comentarios adicionales:

IV) DEFECTOS DE ANEXOS CUTANEOS: CABELLO

a) Alopecia del vértex SI NO Comentarios adicionales:
b) Nevos pilosos Sl NO Comentarios adicionales:
c) Cejas escasas Sl NO Comentarios adicionales:
d) Pestanas escasas SlI NO Comentarios adicionales:

IV) DEFECTOS DE ANEXOS CUTANEOS: DISPLASIAS UNGUEALES

a) Onicogrifosis Sl NO Comentarios adicionales:
b) Pits ungueales Sl NO Comentarios adicionales:
c) Surcos ungueales Sl NO Comentarios adicionales:

ESTADIFICACION DE LA SEVERIDAD DEL FENOTIPO (CADA RESPUESTA AFIRMATIVA EQUIVALE A 1 PUNTO):

GENOTIPO EN DNA DE SANGRE PERIFERICA:

GENOTIPO EN DNA DE MUCOSA ORAL (varones):

GENOTIPO EN DNA DE FIBROBLASTOS DE PIEL NORMAL (varones):

GENOTIPO EN DNA DE FIBROBLASTOS DE PIEL ANORMAL (varones):

PATRON DE INACTIVACION DEL CROMOSOMA X (en sujetos femeninos, indicar proporciones):
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EN CASO DE VARONES, INDICAR FORMULA CROMOSOMICA REVELADA EN CARIOTIPO EN SANGRE PERIFERICA
CON BANDAS GTG:
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ANEXO 1.1 Hoja de captacion de datos fenotipicos, genealégicos y moleculares: FAMILIARES EN PRIMER GRADO (PADRES, HERMANOS).

“CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE PACIENTES MEXICANOS CON INCONTINENTIA PIGMENTI”

NOMBRE FECHA CAPTACION
PARENTESCO CON EL CASO iNDICE: # FAMILIA -#ARBOL GENEALOGICO

EDAD (afios)  SEXO (F/M) CLAVE MUESTRA DNA (SANGRE PERIFERICA)
EVALUACION POR DERMATOLOGO INDICA DATOS CLINICOS DE COMPATIBLES O CON DIAGNOSTICO DE I.P. SI NO

EN CASO AFIRMATIVO, LLENAR EL CONCENTRADO DE DATOS FENOTIPICOS Y MOLECULARES

DATOS CLINICOS PARA ESTADIFICACION DE LA SEVERIDAD DEL CUADRO CLINCO EN FAMILIARES AFECTADOS:

1) SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

a) Crisis convulsivas Sl NO Comentarios adicionales:
b) Paresia espastica Sl NO Comentarios adicionales:
c) Retraso psicomotor Sl NO Comentarios adicionales:
d) Retraso mental Sl NO Comentarios adicionales:
e) Microcefalia Sl NO Comentarios adicionales:

i) DEFECTOS OCULARES

a) Estrabismo Sl NO Comentarios adicionales:
b) Catarata Sl NO Comentarios adicionales:
c) Atrofia 6ptica Sl NO Comentarios adicionales:

d) Anomalias pigmentarias/vasculares de la retina Si NO Comentarios adicionales:




e) Microftalmos Sl NO Comentarios adicionales:

lI) ANOMALIAS DENTARIAS

a) Anodoncia parcial SI NO Comentarios adicionales:
b) Denticion retardada Sl NO Comentarios adicionales:
c) Dientes coénicos Sl NO Comentarios adicionales:
d) Dientes “en estaca” Sl NO Comentarios adicionales:

e) Impactacion dentaria SI NO Comentarios adicionales:

IV) DEFECTOS DE ANEXOS CUTANEOS: CABELLO

a) Alopecia del vértex SI NO Comentarios adicionales:
b) Nevos pilosos Sl NO Comentarios adicionales:
c) Cejas escasas Sl NO Comentarios adicionales:
d) Pestanas escasas SlI NO Comentarios adicionales:

IV) DEFECTOS DE ANEXOS CUTANEOS: DISPLASIAS UNGUEALES

a) Onicogrifosis Sl NO Comentarios adicionales:
b) Pits ungueales Sl NO Comentarios adicionales:
c) Surcos ungueales SI NO Comentarios adicionales:

ESTADIFICACION DE LA SEVERIDAD DEL FENOTIPO (CADA RESPUESTA AFIRMATIVA EQUIVALE A 1 PUNTO):

GENOTIPO EN DNA DE SANGRE PERIFERICA:




GENOTIPO EN DNA DE MUCOSA ORAL (varones):

GENOTIPO EN DNA DE FIBROBLASTOS DE PIEL NORMAL (varones):

GENOTIPO EN DNA DE FIBROBLASTOS DE PIEL ANORMAL (varones):

PATRON DE INACTIVACION DEL CROMOSOMA X (sujetos femeninos, indicar proporciones):

EN CASO DE VARONES, INDICAR FORMULA CROMOSOMICA REVELADA EN CARIOTIPO EN SANGRE PERIFERICA
CON BANDAS GTG:
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