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RESUMEN

Las displasias ectodérmicas son un grupo heterogéneo de trastornos hereditarios
cuya incidencia es de 7/10,000 recién nacidos vivos. Son muy heterogéneas por lo
que se pueden presentar con todos los modelos de herencia mendeliana. Estas
entidades son causadas por un desarrollo anormal de estructuras derivadas del
ectodermo la mayoria se asocian también a anomalias del mesodermo. Las
manifestaciones clinicas caracteristicas funcionales y estructurales se presentan
en dientes, cabellos, ufas, glandulas sudoriparas y otras glandulas écrinas,
aunque también se pueden manifestar anomalias a nivel de la glandula mamaria,
tiroides, médula adrenal, pituitaria anterior, sistema nervioso central, oido externo,

cérnea, conjuntiva y ducto lacrimal.

Las displasias ectodérmicas tienen caracteristicas comunes, pero se destacan
algunos sindromes por poseer signos clinicos especificos. Actualmente se
conocen 200 entidades diferentes y se ha identificado el gen causal en 30 de
estas. El diagnostico se realiza por clinica y aunque el estudio molecular se
encuentra disponible en algunos paises de forma rutinaria pero no en México, éste
permite tener acceso a estudios prenatales y elimina la necesidad de realizar

estudios invasivos como biopsia de piel.

A nivel molecular se ha encontrado alteracion en reguladores de la transcripcion,
dentro de los cuales esta el gen TP63, el cual a su vez, se ha determinado como
causante de displasia ectodérmica asociado con hendiduras labio-palatinas. De
modo independiente es frecuente observar hendiduras labio- palatinas (LPH) y
displasias ectodérmicas (DE) pero si ambas se observan juntas, debe descartarse
mutaciones en este gen. Por este motivo, se decidid realizar la busqueda de
mutaciones en el gen TP63 en 5 pacientes con DE y LPH mediante la técnica de
secuenciacion. En dos de los 5 pacientes encontramos mutaciones nuevas no
descritas previamente, lo cual nos permitié definir la causa etiolégica de la
enfermedad y brindar asesoramiento de certeza, ademas de aportar informacion

adicional sobre la variabilidad de nuestra poblacién.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las mutaciones mas frecuentes en pacientes mexicanos con displasia

ectodérmica y hendiduras labio-palatinas en el gen TP63?

MARCO TEORICO
1. DISPLASIAS ECTODERMICAS

Las displasias ectodérmicas (DE) son un grupo heterogéneo de trastornos
hereditarios caracterizadas por compartir anomalias estructurales y funcionales en
varios tejidos derivados del ectodermo, incluyendo alteraciones en los dientes,
cabello y ufias, glandulas sudoriparas y otras glandulas écrinas (Figura 1). Otras
estructuras que derivan del ectodermo embrionario y que también puede estar
afectadas son: glandula mamaria, glandula tiroides, médula adrenal, pituitaria
anterior, sistema nervioso central, oido externo, cérnea, conjuntiva, glandula y
ducto lacrimal. La mayoria de estas enfermedades se asocian también con un
desarrollo anormal de estructuras derivadas del mesodermo y, ocasionalmente,

discapacidad intelectual.
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Figura 1. Interaccion del ectodermo en el desarrollo embrionario.



El defecto congénito a nivel de los dientes, las ufias, el cabello, o las glandulas
sudoriparas se puede manifestar de forma aislada, es decir, como un trastorno del
desarrollo que afecta solo un area, o asociarse con otras malformaciones, y no
necesariamente formar parte de un sindrome de displasia ectodérmica. Para
considerar un sindrome de displasia ectodérmica, deben estar involucrados al

menos 2 0 mas estructuras.?

Las DE son consideradas como enfermedades raras, con una incidencia estimada
que varia de 7/10,000" a 1/100,000% nacimientos. Son tan heterogéneas que
pueden seguir cualquiera de los modelos posibles de herencia mendeliana, y
aunque las caracteristicas clinicas son comunes en muchas de ellas, algunos
sindromes poseen datos especificos. Actualmente se conocen unas 200 entidades

diferentes, de las cuales se ha identificado el gen causal en aproximadamente 30.3

Existen varias clasificaciones, como la de Freire-Maia y Pinheiro en 1984, donde
propone un esquema que se basa en las caracteristicas y defectos asociados. En
la mas reciente, el grupo A presenta 11 subgrupos divididos con base en las
diferentes combinaciones de las principales estructuras ectodérmicas (cabello,
dientes y unas o glandulas sudoriparas), pero sin abordar la patogénesis y la
genética de cada una de las entidades que los integran y en el grupo B se
encuentran entidades con involucro de una sola de las cuatro estructuras
ectodérmicas principales, aunado a la presencia de otra estructura ectodérmica
secundaria como los oidos, labios, palmas, o plantas:- Actualmente con los
avances de la biologia molecular, se ha logrado reclasificar a las DE incluyendo
categorias de defectos de sefializacién NF-kB, factores de transcripcion, proteinas

de unién, moléculas estructurales y moléculas de adhesion celular (Tabla 1).24



Tabla 1. Clasificacion de displasias ectodérmicas del grupo A [N=186, casos Unicos =26]

DISPLASIA ECTODERMICA (DE) REFERENCIA | HERENCIA
Subgrupo cabello-dientes-unas-glandulas sudoriparas. N=42, casos Unicos=4
Defecto del campo acrorrenal, DE y diabetes lipoatréfica
1 [AREDYLD] 207780 AR
2 Sindrome de alopecia-contracturas-enanismo-retraso mental 203550 AR
Sindrome de anquilobléfaron-defectos ectodérmicos-
. labio/paladar hendido [AEC; Sindrome de Hay-Wells] eEs0 AU
4 Anoniquia con pigmentacion en areas de flexion 106750 AD
5 Artrogriposis y DE 601701 AR
Freire-Maia y
6 Sindrome de Caarena Phinheiro, AD?; XD?
1984
Freire-Maia y
7 Sindrome de Carey [caso Unico] Phinheiro, &?
1984
8 Sindrome de DE—Igbllo/paIadar henc_lldo [CLPEI_31; sindrome 295060 AR
de Zlotogora-Ogur; sindrome de la isla Margarita]
9 Sindrome de caries-queratoderma acral-cabello rizado Van Steensel AD
et al., 2001
10 Dlsqugrat03|s congénita, AD [Disqueratosis congénita tipo 127550 AD
Scoggins]
11 | Disqueratosis congénita, AR 224230 AR
12 Disqueratosis congénita, Ligada al X [sindrome Zinsser- 305000 XR
Cole-Engman]
13 [SElgcér:)]me de ectrodactilia, DE y labio/paladar hendido 129900 AD
14 [SElgcér?c’)]me de ectrodactilia, DE y labio/paladar hendido 3 604292 AD
15 | DE hipohidrética con acantosis nigricans [sindrome de Lelis] 608290 7
16 DE con alopecia, onicodisplasia, hipohidrosis, queratoderma, Akhyani y AR?
dientes anormales y sordera [caso Unico] Kiavash, 2007 )
17 | DE con alteraciones cardiacas y esqueléticas [caso Unico] Lipson, 1988 7
18 | DE con retraso mental y sindactilia [caso Unico] 600906 AR?
19 | DE con dientes neonatales, tipo Turnpenny 601345 AD
: . Montebelo et
?2: XD?
20 | DE tipo Caratinga al., 1996 AD?; XD
21 DE hipohidrética con hipotiroidismo y agenesia de cuerpo 295040 AD?; AR?;
calloso XD?
22 | Hipoplasia dérmica focal [FDH] 305600 XD
23 | DE hipohidrética, autosémica dominante [ADHED] 129490 AD
24 | DE hipohidroética, autosémica recesivo [ADHER] 224900 AR
DE hipohidrética, ligado-X [XLHED; sindrome Christ-
25 Siemens-Touraine; sindrome CST] 305100 XR
26 | DE hipohidrética con inmunodeficiencia 300291 XD
DE hipohidrética con inmunodeficiencia, osteopetrosis y
27 linfedema [sindrome OLEDAID] 300301 XD
28 | Hipomelanosis de Ito [HMI; Incontinencia pigmenti tipo I: IP1] 300337 XD
Sindrome de queratitis-ictiosis-sordera, autosémico
29 dominante [sindrome de KID, AD] 148210 AD
30 | Sindrome de queratitis-ictiosis-sordera, autosémico recesivo 242150 AR




[sindrome de KID, AR]

31 Sindrome Naegeli-Franceschetti-Jadassohn [NFJS] 161000 AD
32 | Displasia odontoonicodérmico [OODD] 257980 AR
33 | Sindrome Odontotricomélico 273400 AR
34 | Paquioniquia congénita tipo 1 [PC1] 167200 AD
35 | Paquioniquia congénita tipo 2 [PC2] 167210 AD
36 | Sindrome Papillon-Lefévre 245000 AR
37 | Sindrome de Rapp-Hodgkin 129400 AD
38 | Sindrome Rosselli-Gulienetti 225000 AR
39 Slndrqme cuero cgabelludo-oreja-pezones [sindrome Finlay- 181270:129550 AD
Marks; DE con quiste adrenal]
. L . I Freire-Maia y 2 YA?
40 | Trico-odonto-onicodisplasia con pili torti Pinheiro, 1984 AD?; XD~
41 | Displasia trico-onico-dental [TOD] Koshiva etal- AD
42 | Defectos trico-onico-dental [XTE] MO%’B%“’ AR
Subgrupo cabello-dientes-unas. N=43, casos Unico=10.
43 | Sindrome de Ackerman 200970 AR
44 | Sindrome ADULT 103285 AD
45 Artrogriposis, DE, labio/paladar hendido y retraso del 301815 XR
desarrollo
46 | Sindrome cardiofaciocutaneo [CFC] 115150 AD
47 | Sindrome de Clouston 129500 AD
48 | Sindrome Coffin-Siris 135000 | APTARY
49 | Sindrome de Costello 218040 AR
50 | Displasia craneoectodérmico [Sindrome Sensebrenner] 218330 AR
51 Dermoodontodisplasia 125640 AD
. . . . Freire-Maia y
52 | Dolicocefalia, defectos dentales, tricodisplasia Pinheiro, 1984 AD
53 L]Dr?;::eocitos ectodérmico con alteraciones esqueléticos [caso Wallace, 1958 02
54 Slnd.rome DE con facies caracteristica y polidactilia preaxial 129540 AD?
de pies [caso unico]
55 | DE con anomalias pilosas y sindactilia Wiedemann et AR
al., 1980
- . . .. Freire-Maia y .o
56 | DE con deficiencia tetramélicas [caso Unico] Pinheiro, 1984 AL
DE, labio/paladar hendido, sindactilia ésea y cutanea grave y | Freihofer et al., .
57 i &?
retraso mental [caso Unico] 1997
58 | DE tipo tricoodontooniqueal 129510 AD
59 | Sindrome de Ellis-van Creveld [EVC] 225500 AR
60 | Sindrome de GOMBO 233270 AR
Retraso del crecimiento, alopecia, pseudoanodoncia y atrofia
61 | sptica [sindrome de GAPO] 230740 AR
62 D!E hldrotha autosoémica recesiva [sindrome de dientes y 602401 AR
unas de Fried ]
63 Hipoplasia de ufias, malformaciones de manos y pies, Cortés y o
cabello rizado, microdoncia, crisis convulsivas [caso unico] Lacassie, 1986 ¢!
64 | Hipotricosis con pili bifurcati Bee”;geg;et al., AR?
65 | Incontinencia pigmenti [IP2] 308300 XD
66 | Enanismo mesomélico-alteraciones esqueléticas-DE [caso Brunoni, 1984 7




Unico]

67 | Oculotricodisplasia [OTD] 257960 AR
Pinheiro y
68 | Odonto-onicodisplasia-alopecia Freire-Maia, AR
1981
69 | Sindrome odontotricoungueal-digital-palmar 601957 AD?; XD?
Cotéy
70 | Osteoesclerosis y DE [caso Unico] Katsantoni, AR
1982
71 Displasia pilo-dento-ungular con microcefalia [caso Unico] Taja1r38e7t al., AR
72 Hiperp!asia pinea[, ldiabetes mellitus insulino-resistente y 262190 AR
alteraciones somaticas
73 | Sindrome de Rothmund-Thomson 268400 AR
74 | Sindrome de Salamon-Milicevic [caso Unico] Salamon y AR
Milicevic, 1964
75 | Sindrome Schinzel-Giedion retraccion-mediofacial 269150 AD?; AR?
76 | Sindrome Schoépf-Schulz-Passarge 224750 AR
77 | Sindrome de Sener 606156 &7
78 | Pulgar deforme y alopecia 188150 AD
79 | Sindrome tricodentooseo [TDO] 190320 AD
80 | Defectos trico-dermodisplasia-dental th%%gt al., AD?; XD?
81 Displasia tricoodontooniqueal 275450 AR?
82 | Sindrome trico-odonto-oniqueal-dérmico [caso Unico] th%%,let al., &?
83 | Sindrome ftricorrinofalangico tipo | [TRPS1] 190350 AD
84 | Tricotiodistrofia fotosensible [TTDP] 601675 AR
85 | Sindrome Witkop 189500 AD
Subgrupo cabello-dientes-glandulas sudoriparas. N=10, casos Unicos=2.
86 | Sindrome de BOOk 112300 AD
87 | Labio/paladar hendido, DE, alteraciones acrales Richieri-Costa AR
etal., 1992
88 | DE hipohidrética con sudoracion focal Gorlin, 1988 AR?; XR?
89 | Sindrome de ictiosis folicularis, atriquia y fotofobia [IFAP] 308205 XR
90 | Sindrome neuroectodérmico de Johnson 147770 AD
91 Displasia de Lenz-Pasarge Lenz, 1963 XD
92 L_eucqmelganoderma, infantilismo, retraso mental, hipodoncia, 246500 AR
hipotricosis
93 | DE regional con paladar hendido bilateral [caso Unico] Fara, 1971 7
94 | Sindrome cubito-glandula mamaria [UMS] 181450 AD
. e . Wesser y .o
95 DE Wesser-Vistnes con paralisis de paladar [caso Unico] Wistnes, 1969 P
Subgrupo cabello-uias-glandulas sudoriparas. N=8, casos Unicos=4
. . e . i Freire-Maia et .
96 | Alopecia-onicodisplasia-hipohidrosis-sordera [caso Unico] al. 1977 o7
. , : - Sequeiros y .o
97 | Alopecia-atrofia de piel-anoniquia-defectos de lengua Sack, 1985 P
: - - Viljoen y .o
98 | DE con alteraciones oculares y digitales [caso Unico] Winship, 1988 P
99 | DE con retraso mental grave [caso Unico] Kirman, 1955 7
100 | DE hipohidrética con hipotiroidismo y disquinesia ciliar 225050 AR
101 | Sindrome de DE/fragilidad de piel 604536 AR
102 | Sindrome de Fische-Volavsek Fischer, 1921 AD




Tricodisplasia-onicogriposis-hipohidrosis-catarata [caso

Freire-Maia et

103 | . . &7
unico] al., 1975

Subgrupo dientes-unas-glandulas sudoriparas. N=2

104 | Sindrome ameloonicohipohidrotica 104570 AD

105 | Sindrome extremidades-glandula mamaria [LMS] 603543 AD

Subgrupo cabello-dientes. N=32, casos Unicos=3

106 | si AD?; AR?;

indrome de Barber-Say 209885 XD?

107 | Sindrome blefaroqueiloodontico 119580 AD

108 | Braquimetapodia-anodoncia-hipotricosis-albinismo 211370 AR
Sindrome de catarata-hipertricosis, retraso mental [sindrome

109 CAHMR] 211770 AR

110 | Ataxia cerebelar y DE 212835 AR

111 Labio/paladar hendido-oligodoncia-sindactilia-defectos de Martinez et al., AD?: XD?
cabello 1987

112 Atriquia congénita, hiperqueratosis palmoplantar, retraso Steijlen et al., AR?
mental y pérdida temprana de dientes 1994 )

113 Displasia craneotubular con retraso del crecimiento postnatal Nishimura et .o
grave, retraso mental y DE [caso Unico] al., 1997 of

T _ . - Parker et al.,

114 | Artrogriposis distal, DE y cariomiopatia dilatada [caso unico] 1998 AR?

115 | Sindrome de Dubowitz 233370 AR

116 | DE y sordera neurosensorial 224800 AR

117 | DE Cape Verde Werninghaus, AR

118 | DE, ectrodactilia, distrofia macular [sindrome EEM] 225280 AR

119 | Fibromatosis gingival con hipertricosis 135400 AD

120 Fibromatosis gingival-cabello escaso-malposicion dental Jorgenson, AR
[caso unico] 1971

121 | Sindrome Gorlin-Chaundhry-Moss 233500 AR

122 | Sindrome de Hallermann-Streiff [HSS] 234100 AR

123 | Hipertricosis universal 145700 AD

124 | Sindrome de Johanson-Blizzard [JBS] 243800 AR

Lopez y
125 | Retraso mental, hipotricosis y sindactilia Marzque-de- AR?
Faria, 1996

126 | Displasia oculodento ésea recesiva 257850 AR

127 | Displasia oculodento digital [ODDD] 164200 AD

128 | Sindrome orofaciodigital | [OFD1] 311200 XD

129 | Pili torti 261900 AR

130 | Displadia pilodental con errores de refractivos 262020 AR

131 TaIIa_ b_aja pr.ogeroide con nevo pigmentado [sindrome 176690 AD
Mulvihill-Smith]
Ceguera Rodriguez [microftalmia, microcérnea y

132 | esclerocdrnea con talla baja y alteraciones de cabello y 268320 AR
dentales]

133 | Displasia tricodental 601453 AD

L . e Angelos y )

134 | Tricodisplasia y amelogénesis imperfecta Jorgenso, 1993 AD?; XD?

135 Alteraqiones de cabello, distrqfia pjgmentaria de retina, 191482 AD
alteraciones dentales y braquidactilia

136 | Sindrome Walbaum-Dehaene-Schlemmer Walb?g%et al., AR

137 | Sindrome neuroectodérmico de Zunich 280000 AR

10




Subgrupo de cabello-uinas. N=26, casos Uinicos=2

138 | Alopecia congénita con queratosis palmoplantar 104100 AD
139 Alopecia, distrofia de ufas, hiperqueratosis palmoplantar, Nakamura e .o
queratitis, dificultado en audicién y micrognatia [caso Unico] Ishikawa, 2007 o
140 Anonqu|a-.on|cod|st’rof|a con hipoplasia o ausencia de 106995 AD
falanges distales [sindrome de Cooks]
Enfermedad neurodegenerativa autosémica recesiva con Gyure et al.,
141 . L X AR?
tricorrexis invaginata y DE 1992
142 | Hipoplasia de cartilago-cabello [CHH] 250250 AR
Sindrome de cabello rizado-anquilobléfaron-displasia
143 | ngueal [CHANDS] 214350 AR
144 | DE hidrética tipo Christianson-Fourie 601375 AD
145 | DE con alteraciones de piel y retraso mental Hal%gﬁ al., AR
146 | DE tipo cabello-ufias “pura” 602032 AD?
Pinherio
147 | Displasia cabello-unas Freire-Maia, AD
1992
148 | Codos cabelludos [hipertricosis cubiti] 139600 AD
Hipotricosis y displasia de ufas con DE hidrética [caso Harrinson y .
149 | . °* . . o?
Unico] Sinclair, 2004
150 | Ictiosis e hipogonadismo masculino 308200 XR?
151 | Ictiosis con alopecia, eclabion, ectropion y retraso mental 242510 AR
152 | Sindrome de linfedema-hipoparatiroidismo 247410 AR?; XR?
153 | Moniletrix 158000 AD
154 | Onicotricodisplasia y neutropenia 258360 AR
155 | Pili torti y onicodisplasia Beare, 1952 AD
Calzavara-
156 | Pili torti, alopecia y onicodisplasia Pinton et al., AR
1991
157 Poliposis, pigmentacion en piel, alopecia y cambios de unas 175500 02
de los dedos
158 | Sindrome de pterigium popliteo tipo letal 263650 AR
159 Sindrome de maduracion esquelética acelerada, falla del Marshall et al., AR?: XR?
crecimiento y facies peculiar [sindrome de Marshall 11] 1971 B '
160 Iqmun_odeﬂmenma de células T, alopecia congénita y 601705 AR?
distrofia ungueal
161 T_ncomegayha con r_etraso mental, enanismo y degeneracién 275400 AR
pigmentaria de retina
162 | Trico-onicodisplasia-xeroderma Frt::‘e-%aslg et AR
163 | Tricotiodistrofia no-fotosensible 1 [TTDN1] 234050 AR
Subgrupo cabello-glandulas sudoriparas. N=5, casos unicos=1
Freire-Maia y
164 | Piel seca y areolas supernumerarias Chautarq- AD
Freire-Maia,
1990
: o . : 136500;
165 | Displasia dérmica facial focal [DE facial] 297260 AD
166 Talla ba!a-llnsuflmenma renal-alteracion oftalmolédgica-retraso Greenstein et AR?: XR?
del crecimiento-DE [SKORED] al., 1985
167 Tetra-rpe_ha con DE y alteraciones de conducto lagrimal 273390 AR
[caso Unico]
168 | Sindrome trico-facio-hipohidrético Antl1eg7e6t al., AR?; XR?

11




Subgrupo dientes-uinas. N=13

169 | Sindrome conreodermatooseo [sindrome CDO] 122440 AD

170 | Sordera congénita y onicodistrofia autosémica dominante 124480 AD

171 Sl'ndrome' de sordera, onicodistrofia, osteodistrofia y retraso 220500 AR?: AD?
mental [sindrome DOOR]

172 | Dermatoostolisis tipo Kirghizian 221810 AR

173 | Sindrome Haim-Munk [HMS] 245010 AR

174 Pérdida de la audicion neuro§ensorial con h.ipoplasia de 234580 AR
esmalte y defecto ungueal [sindrome de Heimler]

175 | Sindrome lacrimoauriculodentodigital [LADD] 149730 AD

176 | Displasia odontomicroniquial 601319 AR

Pinheiro y
177 | Displasia odonto-ungueal Freire-Maia, AD
1996

178 | Sindrome otopalatodigital tipo | [OPD1] 311300 XD

179 | Picnodisostosis 265800 AR

180 | Disostosis acrofacial de Weyers 193530 AD

181 | Sindrome Williams-Beuren [WBS] 194050 AD

Subgrupo dientes-glandulas sudoriparas. N=3

182 DE hipohidrética con midriasis, atrofia de iris y retraso Beyer et al., AD?
mental 1979

183 Sindrorr,\e Kol_wlschutter-Tonz [epilepsia, demencia y 296750 AR?: XR?
amelogénsis imperfectal

184 | Sindrome de Marshall | 154780 AD

Subgrupo unas-glandulas sudoriparas. N=2

185 DE, ausenpig de dermatoglifos, cambios de ufas y pliegues 129200 AD
palmares unicos

186 | Panoniquia congénita recesiva 260130 AR

AD, autosémico dominante; AR, autosémico recesivo; XD, ligado al X dominante; XR, ligado al X recesivo. Tomado de:
Visinoni _AF, et al. 2009. Ectodermal dysplasias: Clinical and molecular review. Am J Med Genet Part A 149A:1980-2002.

Otra forma mas sencilla de clasificarlas es aquella que las divide en 2 grandes
grupos: hipohidrética e hidrética. La displasia ectodérmica hipohidrética se
caracteriza por ausencia parcial de glandulas sudoriparas écrinas lo cual resulta
en la reduccion del sudor, presentandose clinicamente como hiperpirexia e
intolerancia al calor y la hidrotica también llamada sindrome de Clouston con
patrén de herencia autosomico dominante y se produce por mutacion del gen
GJB6 que codifica para la proteina conexina 30 esta entidad presenta la triada
clinica de alopecia parcial o total, queratodermia y distrofia ungueal sin afeccion de

glandulas sudoriparas.?

El diagndstico de las DE se realiza por clinica, aunque el estudio molecular esta

disponible en algunos paises de primer mundo, lo que permite realizar estudios
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prenatales, e incluso, elimina la necesidad de realizar biopsia de piel para

confirmar el diagnostico."

La mayoria de las DE tienen una etiologia genética con un patron de herencia
mendeliana determinada. La mas comun es la DE hipohidrética, la cual se hereda
con un patrén de herencia recesivo ligado al X en un 90% de las familias. Estos
casos ligados al cromosoma X pueden asociarse a inmunodeficiencias, por lo que
es frecuente que los pacientes presente ademas datos de infecciones recurrentes
(Tabla 2).58

Tabla 2. Alteraciones en la via de senalizacién que modulan actividad NF-K(

VIA GEN LOCUS PROTEINA ENFERMEDAD OMIM HERENCIA
Ectodisplasina | ED-1 Xq12-913 Ectodisplasina Displasia 305100 LX
EDAR- EDAR 2913 EDAR ectodérmica 129490 AD
EDARRADO anhidrética AR

EDARADO 1942.2-g43 | Dominio de 224900 AR
muerte asociado
a EDAR
NEMO NEMO/IKKy | Xq28 NF-KB Incontinencia 308300 LX
pigmenti
Displasia 300291 LX
IKBa 14913 IKBa ectodérmica
anhidrética  con
inmunodeficiencia
y /o osteopetrosis
Displasia 164008 AD
ectodérmica
anhidrética  con
inmunodeficiencia

En algunos casos de DE sindromica (tabla 3), se ha observado que las
manifestaciones clinicas se sobreponen entre si, por lo que se ha propuesto la
posibilidad de que sean entidades alélicas; como el grupo de DE que se asocian
con hendiduras faciales dentro de los cuales se encuentre el sindrome de EEC
(ectrodactilia, displasia ectodérmica y paladar hendido), sindrome de Hay-Wells o
AEC (displasia ectodérmica con paladar hendido y anquibléfaron), sindrome de
extremidad y mama, sindrome de ADULT (acro-dermato-ungueal-lagrimal-dental),
sindrome de Rapp Hodgkin, asi como mano-pie hendidos, en las que se ha

demostrado heterogeneidad alélica por mutaciones en el gen TP63. Ahora se sabe
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que las diferencias fenotipicas de estas, podrian estar en relacién con el dominio a

nivel de la proteina que se afecta por la mutacion.?

Tabla 3. Sindromes de displasia ectodérmica y hendiduras labio-palatina.

: RAPP- LIMB-

CARACTERISTICA EEC AEC HODGKIN MAMMARY ADULT
Extremidades
Ectrodactilia 68 0 0 71 60
Sindactilia 43 25 30 43 60
Tegumentos
Erosion en piel 34 81 40 14 93
Cabello ralo 66 94 100 14 53
Distrofia ungueal 52 81 60 46 100
Manifestaciones orales
Labio hendido 39 44 30 3 0
Paladar hendido 40 81 70 31 0
Hipodoncia/anodoncia 53 81 90 29 100
Otras
Anquibléfaron 1 44 10 0 0
Atresia lagrimal 57 50 80 59 67
Hipoplasia de glandula 14 13 10 100 80
mamaria
Disgenesia renal o de 15 38 20 0 0
ureteros

2. PALADAR HENDIDO (PH)/LABIO CON O SIN PALADAR HENDIDO (LPH)

Es un defecto congénito con una incidencia de 1/700 LPH y 1/2500 PH con un
patron de herencia predominantemente multifactorial. Asi mismo se pueden
clasificar en sindromicos y no sindrémicos dependiendo si se asocian 0 no con
otras entidades. Siendo mas frecuente la asociacion de PH a sindromes (50%) en

comparacion con LPH (30%).°

La mayoria de los casos de LPH no sindromicos son unilaterales (80-85%) siendo
mas frecuente en hombres que en mujeres y con predominio del lado izquierdo,
mostrando una relacion 2:1. Los factores causales se pueden clasificar en
genéticos y ambientales. Dentro de los factores ambientales que afectan
seriamente el desarrollo del feto se encuentran: edad materna, consumo de
medicamentos como antiepilépticos y corticosteroides, uno de los factores de
riesgo que se han estudiado es el tabaquismo materno durante el embarazo,

encontrandose en 13 revisiones como factor positivo y con significancia estadistica
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(OR global de 1.28, IC 95% 1.20-1.36, valor de p <0.00001). También se ha visto
que mutaciones en los genes GSTT1 (glutation S-transferasa theta) o NOS3
(6xido nitrico sintasa 3) parecen tener influencia de riesgo para este tipo de
malformaciones en presencia de tabaquismo materno. EI consumo de alcohol
durante el embarazo también se ha sugerido como factor de riesgo, sin embargo
la evidencia es menos consistente y el acido félico ha mostrado prevenir
ocurrencia y recurrencia de defectos de tubo neural, pero los hallazgos de su
efecto en otras malformaciones congénitas, incluyendo LPH, es menor. Se
sugieren algunas enfermedades y condiciones maternas que pueden tener
relacion con esta entidad como la obesidad, la diabetes materna, dieta baja en
acido folico.

En cuanto a los factores genéticos se incluyen ademas de mutaciones génicas
algunos polimorfismos que predisponen a esta entidad. Se consideran mas de 450

sindromes asociados a esta entidad de diversas etiologias genéticas.®"

3. FISIOPATOLOGIA
GEN TP63

El gen TP63 codifica un factor de transcripcion homaélogo a p53 que es traducido
en 6 isoformas proteicas.(Vid infra) Las que mas se asemeja a p53 son las que
tienen el dominio de transactivacién, mientras que las isoformas delta pierden este
dominio, sin embargo, ambas isoformas tienen funciones como activadores
transcripcionales. La proteina TP63 tiene un dominio SAM que no tiene p53, el
cual es relevante para la interaccion proteina-proteina TP63 y es ampliamente

conservado entre diversos organismos (Figura 2).1213

El gen TP63 es transcrito en células madre basales del epitelio estratificado, por
células mioepiteliales de la mama y de las glandulas salivales, asi como también
por el compartimiento proliferativo de la mucosa gastrica. Su proteina tiene un rol
principal en el control de las células madre epiteliales, en la diferenciacion y
estratificacion de los derivados ectodérmicos durante el desarrollo embrioldgico. 3
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Figura 2. Isoformas de las proteinas codificadas por los genes de la familia de p53

El gen TP63 tiene su locus en 3qg27. Es un factor de transcripcion que juega un
papel importante en el desarrollo de apéndices epiteliales. Los 6 diferentes
transcritos se pueden generar por promotores y splicing alternativos. Los dominios
proteicos incluyen: dominio de transactivacion proteica, dominio central de
ligamiento al DNA, un dominio carboxilo de oligomerizacion, un motivo alfa estéril

(SAM) y un dominio de transactivacion inhibitorio (TID). La proteina TP63 se
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encuentra localizada en el nucleo de las células basales en el epitelio estratificado,

incluyendo, piel mucosa oral, epitelio cervical y vaginal, urotelio y mama.'314

TP63 tiene un papel principal en la divisidn y diferenciacion de las células madres
epidérmicas y es un factor de transcripcion de muchos otros factores importantes
para desarrollo epidérmico y para la homeostasis, los cuales incluyen: P-caderina,
el regulador del desarrollo del cabello, la proteina morfogénica de hueso, el factor
de crecimiento fibroblastico y el factor transformador de crecimiento B, entre otros
(Figura 3).%4

A | Difterentiation | B
E Target genes: Functions:
BRAG1, EVL, PERP, Adhasian ]
ITA3-8, Laminin
; P21, p57, 14-3-3a, ADA [Fg_ll_ngl;lﬁ- |
AN =
ANp&3 H AP KK GATA-3. Etg-1 [Dilel’EﬂtiElﬁEln :
= ' : ' - =
EDAR, Match, BMPT, Devalapmant
EO Th'oall f-catenin |
_ Stem cells Fas, Noxa, Bax Apoploss |
| Proliferation |

Figura 3. Rol del gen TP63 como factor de transcripcion.

La isoforma delta TP63 es requerida para realizar la diferenciaciéon de los
progenitores de los queratinocitos, con la subsecuente degradacion de esta
mediada via proteosdmica por blancos transcripcionales de esta misma isoforma
ademas de la expresion de un microRNA especifico de TP63 (miR203), induciendo

asi, una regulacién negativa de TP63 durante la fase terminal.'®

TP63 también regula la transcripcion via elementos de respuesta utilizados por
p53, y puede controlar diversas rutas transcripcionales dependiendo del estado de
maduracién del precursor del queratinocito, lo cual es también dependiente de

una variedad de estimulos extracelulares, en la proliferacién de las capas basales
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de queratinocitos y modulador de la formacion de moléculas que intervienen en la
barrera epidérmica como ALOX12 e inhibidor de la proliferacién, produciendo asi
activacidon de los genes que participan en el arresto del ciclo celular compitiendo
con p53 por el uso de los mismos elementos respuesta. Seguido de un estimulo
de diferenciacion, puede activar genes como IKKalfa e IRF6 para salir del ciclo
celular y reorganizar la transcripcion de moléculas de adhesion que inducen a los
queratinocitos a estratificarse, por lo que diferencias en la expresion temporal, o
en la combinacion de isoformas, asi como en las propiedades bioquimicas y en la
actividad transcripcional pueden tener un profundo impacto en el complejo de
genes a ser transcritos, por lo que TP63 tiene distintos roles de tiempo y region

especifica.’®

Hay un amplio espectro de enfermedades hereditarias asociadas con mutaciones
en TP63 cuya caracteristica en comun es la presentacidon de displasia
ectodérmica, un grupo fenotipico que comprende una maduracién y estratificacion
anormal de la piel con desarrollo anormal de cabello, dientes, ufias, glandulas
eécrinas y cornea, otras 2 consistentes caracteristicas asociadas son la

ectrodactilia y las hendiduras orofaciales.?'”

El tallo alfa de la proteina TP63 contiene un sitio de sumoilacion que regula la vida
media de TP63. Lo que explica que las mutaciones en TP63 expliquen solo una
minoria de los pacientes con ectrodactilia aislada o no sindrémica (10%), o del
labio /paladar hendido (0.1%). Mutaciones en los exones 13 y 14 afectan solo la

isoforma alfa y se han encontrado asociadas a las 4 entidades (Figura 4).18
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Figura 4. Mutaciones en el gen TP63, su ubicacién en los dominios proteicos, y su correlacion

sindromica

TP63 Y SU RELACION CON LPH

La relacion de las mutaciones en el gen TP63 y la presencia de LPH claramente
radica en la inhabilidad de activar o reprimir la expresidn de los genes blanco
siendo uno de estos genes blanco IRF6. El cual es un miembro de la familia de
factores de transcripcion dependientes de interferon que controla el cambio en la
proliferacion y diferenciacién de las células epidérmicas siendo requerido para el

cierre del paladar.3

La falta de estratificacion del apéndice del ectodermo apical y una reducida
expresion del factor FGF8 inducida por la mutacion de TP63 aunada a otras
condiciones genéticas parece ser el comun denominador durante el desarrollo de

esta malformacion (Figura 5).13
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EL GEN TP63 Y SU RELACION CON EL CANCER

En las células normales mamarias el gen TP63 se expresa en el nucleo. En el
22% de los carcinomas de mama se encuentra una sobreexpresion de la isoforma
ATp63 esto ocurre en los menos diferenciados y mas agresivos tumores, en
especial en ciertos subtipos, triple negativos, ductales pobremente diferenciados
(Figura 6).Esta isoforma funciona como un proto-oncogen y presenta una
sobreexpresion en el 81-100% de los carcinomas de células escamosas de
cabeza y cuello. La sobreexpresion de esta isoforma se ha relacionado con la
inhibicion de la apoptosis. La otra principal isoforma TAp63 presenta un
comportamiento de gen supresor tumoral, la cual se ha visto relacionada con
carcinoma de células transicionales de vejiga y linfoma no Hodgkin. Se menciona
también un rol de TP63 en la metastasis lo cual probablemente tenga que ver con
la regulacién de la adhesion celular. La isoforma ATp63 se ha relacionado con
resistencia al tratamiento con doxirrubicina, observandose un incremento a la
respuesta a cisplatino lo cual se atribuye a que el cisplatino induce degradacion

mediada por proteosomas de la isoforma ATp63 funcionando como una ligasa E."°

Pz, onitee

g
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Pro-survival Bel-2-like

Figura 6. La isoforma TP63 con funcion de gen supresor tumoral
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4. ENTIDADES SINDROMATICAS

EEC (ectrodactilia, displasia ectodérmica y paladar hendido)

El sindrome de EEC es el sindrome de displasia ectodérmica mas frecuente
asociado a mutaciones del gen TP63. Ademas de las alteraciones a nivel del
cabello, dientes y piel, presentan paladar hendido y ectrodactilia, asi como facies
caracteristica con hipoplasia maxilar, punta nasal ancha y filtrum corto, cabello
fino, esparcido y pueden tener zonas de alopecia, cejas y pestafias escasas, las
ufias pueden ser delgadas y quebradizas o tener hoyuelos, las anormalidades
dentales incluyen hipodoncia, dientes en forma conica, anormalidades en el
esmalte que les predispone a caries, la piel puede ser delgada y seca, similar a un
aspecto de dermatitis con susceptibilidad a eczema, la sudoracién se encuentra
respetada. Comunmente tiene ambos paladar y labio hendido, asi como ausencia
o hipoplasia de la punta lacrimal, con blefaritis, queratitis o dacriocistitis. En las
extremidades presentan ectrodactilia y sindactilia con variabilidad en la expresion

(Figura 7a-e).20-21

Existen reportes que describen defectos a nivel de sistema nervioso central, déficit
de hormona del crecimiento (por insuficiencia hipotalamica-hipdfisis),
holoprosencefalia semilobar (con hipogonadismo hipogonadotrofico y diabetes
insipida de origen central), asi como atresia de coanas. Se han reportado de forma
frecuente las anomalias genitourinarias entre las que se incluyen hidrouréter,
hidronefrosis y agenesia renal, el retraso mental en esta entidad es raro y hay
variabilidad inter e intrafamiliar. Se han reportado también casos de EEC sin
labio/paladar hendido e incluso sin afecciéon de las extremidades, ya que la
ectrodactilia se presenta en el 84% de los pacientes y el paladar hendido sin

involucro del labio solo en el 68%.21:22
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Figura 7a. mano hendida bilateral y pie hendido bilateral; 7b. oligodactilia y paladar hendido; 7c.

oligodoncia y piezas dentarias con forma coénica; 7d. labio hendido; 2e. oligodactilia en manos y
pies. Tomadas de: Koul M, et al. Ectrodactyly-ectodermal dysplasia clefting syndrome (EEC
syndrome). J Oral Biol Craniofac Res .2014; 4:135 -139.

El sindrome de EEC, tiene un patron de herencia autosomico dominante con
expresividad variable. Presenta heterogeneidad de locus con 3 loci involucrados:
el EEC3 en 3927 se identificé al gen TP63 como causal, EEC1 se ha mapeado en
7921 basado en translocaciones y deleciones y EEC2 se maped en el cromosoma
19 en una familia. Las mutaciones generalmente son de sentido erréneo y afectan
a todas las isoformas causando un efecto dominante negativo. Las mas comunes
son las sustituciones de aminoacidos en el dominio de unién al DNA de la
proteina. La sustitucién de arginina por alanina (p.R279H o ¢.836G>A) en el exdn
7 del gen TP63 representa el 55% de las mutaciones reportadas, por lo que se
considera un punto caliente. Aparte de las mutaciones que causan corrimiento del
marco de lectura en el exon 13, se han descrito 40 diferentes mutaciones

patogénicas en este gen, todas de sentido errébneo y en estado heterocigoto
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localizadas en el dominio de unién al DNA y predominantemente en los codones
204, 227, 280, 304 y 279. Estas 5 mutaciones se presentan en el 90% de los

pacientes con EEC, en las que se estima un riesgo de 5% de mosaico germinal.
20,21

El tratamiento involucra correccién quirurgica del labio y paladar hendido, asi
como manejo de problemas asociados con lenguaje, denticién, audicion,
anormalidades del ducto lagrimal, asi como manejo ortopédico y terapia de
rehabilitacion por las anormalidades en miembros. Existen reportes de penetrancia
incompleta y de mosaico germinal, por lo que el diagnostico prenatal debe de

acomparfarse siempre de deteccion por ultrasonografia.?324

AEC (Sindrome anquilobléfaron- displasia ectodérmica-labio/paladar
hendido)

En el sindrome anquilobléfaron - displasia ectodérmica - labio/paladar hendido,
también conocido como sindrome de Hay—Wells, alélico con EEC por mutaciones
en el gen TP63, los individuos pueden tener el cabello tosco, grueso y esparcido o
presentar una alopecia casi total. La mayoria de los recién nacidos tienen
erosiones superficiales de la piel, mas frecuentemente en el cuero cabelludo, las
cuales pueden presentarse en parches o involucrar grandes extensiones
corporales; las ufas son ausentes o distréficas; las sudoracion se encuentra
disminuida sin causar hipertermia; los dientes pueden ser conicos o reducidos en
numero y el maxilar puede estar hipoplasico debido a reduccién dental, también es
frecuente observar labio y paladar hendido y ocasionalmente sinéquias alveolares.
La fusion de los parpados o anquilobléfaron es la caracteristica distintiva que se
observa en el 70% de los casos, el cual se puede asociar a blefaritis cronica e

incluso acomparniarse de ausencia de la punta lacrimal con pestafias ausentes.?2%

Tiene un patron de herencia autosémico dominante, 80% de las mutaciones
resultan en sustituciones de aminoacidos del motivo alfa estéril SAM y el 20%
restante en el dominio inhibitorio de la transactivacidon. Algunos autores consideran

que esta entidad y el sindrome de Rapp—Hodgkin deberian ser considerados la
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misma entidad con un espectro clinico de variacion. Para el diagnéstico molecular,

se sugiere primero secuenciar los exones 13 y 14,2:2526

Como parte del tratamiento, se requiere del manejo dermatoldgico de las lesiones,
asi como el manejo quirurgico del LPH y del anquibléfaron, aunque en algunos
casos este resuelve espontaneamente. De igual manera, se llega a necesitar
algunas veces tratamiento dietético, oftalmoldgico y dental. Esta entidad presenta
un patron de herencia autosémico dominante, siendo 70% mutaciones de novo
con riesgo de recurrencia a partir de la descendencia del paciente, sin embargo se
debe considerar la posibilidad de mosaico germinal en los padres, se debe realizar

diagndstico prenatal (Figura 8a-c).226

Figura 8a. cabello tosco, grueso y esparcido; 8b. paladar hendido; 8c. ufias distréficas. Tomado de:
Macias E, et al. Hay—Wells syndrome (AEC): a case report. Oral Dis. 2006; 12: 506-508.
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Sindrome de Rapp—Hodgkin

Es una DE sindromica asociada a hendiduras orofaciales con patron de herencia
autosdmico dominante sin la presencia de ectrodactilia. La tricodisplasia es
comunmente expresada, ya que presenta el pelo grueso y tosco que se reporta al
microscopio como pili torti y pili canaliculi; la alopecia ocurre en pacientes adultos
con cejas esparcidas en el tercio externo, asi como hipodoncia, dientes con
aspecto conico y uias displasicas, con numero reducido de glandulas sudoriparas
sin presentar hipertermia (Figura 9a y 9b). Pueden presentar LPH, paladar
hendido submucoso o uvula bifida, hipoplasia maxilar, y de forma ocasional
agenesia o atresia del canal auditivo, hipospadias y pabellones auriculares
malformados. Se hereda con un patrén autosémico dominante con expresividad
variable; las mutaciones ocurren principalmente en el dominio SAM o en el
dominio TID y finalmente, el manejo y el tratamiento es esencialmente el mismo
que para el AEC. Para el analisis molecular, también se recomienda iniciar con la
secuenciacion de los exones 13 y 14 del gen TP63 y se puede ofrecer diagndstico

prenatal (Figura 9c).2'"
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Figura 9a. y 9b. tricodisplasia; cabello tosco, grueso; 9c. mutaciones mas frecuentes. Tomado de:
Chan |, et al. Rapp—Hodgkin syndrome and the tail of p63. Clin Exp Dermatol.2005; 30:183-186.




ADULT (acro-dermato-ungueal-lagrimal-dental)

Sindrome que clinicamente se manifiesta por puente nasal ancho, hipoplasia
mediofacial excesivas pecas, anomalias del ducto lacrimal, hipodoncia, forma
conica de los dientes, hipoplasia de la glandula mamaria, hipotricosis
especialmente alopecia frontal, hipohidrosis, dermatitis exfoliativa, xerosis, no
presentan hendiduras faciales, o anquibléfaron. Las mutaciones asociadas a esta
entidad son las presentes en el dominio DBD que presentan una posible ganancia
de funcién y otras en el dominio TA2 se han descrito estas 7 mutaciones
p.Arg298GiIn, p.Arg298Gly, p.Arg243Trp, p.Arg227GIn, p.Pro127Leu, p.Val114Met,
y p.Asn6His.??’

Sindrome mama-extremidad

Es una condicién similar al sindrome EEC que se caracteriza por presentar
ectrodactilia, hipoplasia de pezones o glandula mamaria, hendidura palatina sin
hendidura labial y ausencia de defectos en piel o cabello. Puede presentar
estenosis del conducto lacrimal, sordera conductiva y anormalidades estructurales

a nivel urogenital. Las mutaciones afectan el dominio SAM.?

SHFM4 (Malformacion mano hendida pie hendido)

La mano y el pie hendido se caracteriza por la ausencia de rayos digitales
centrales que puede afectar aleatoriamente a una de las cuatro extremidades,
generalmente se presenta de forma no sindromica pero se puede transmitir de
forma mas frecuente con un patrén de herencia autosdomico dominante con
penetrancia incompleta, sin embargo puede incluir todos los modos de herencia
inclusive mosaico a nivel germinal. Hasta la fecha se han encontrado 5 loci. El gen
TP63 juega un importante rol en la regulacion de la formacién del &apice
ectodérmico que tiene un rol critico en la formacion de las extremidades. Dentro
de las entidades que debemos considerar como diagnésticos diferenciales de

SHFM4 se encuentran: el sindrome de Roselli—Gulienetti, el sindrome
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odontotricomélico, Bowen—-Armstrong, LADD, EEM (ectrodactilia, displasia
ectodérmica y distrofia macular), CHANDS (cabello rizado, anquibléfaron vy

displasia de ufa).?

JUSTIFICACION

De modo independiente es frecuente observar las hendiduras labio palatinas y las
displasias ectodérmicas, pero si observamos ambos juntos debemos pensar en
descartar mutaciones en el gen TP63 por lo anteriormente comentado. Aunque
esperamos encontrar un patrén de herencia autosomico dominante, el tamano
pequefio de las familias puede no ser informativo por lo que se requiere una
adecuada exploracion de los familiares. El diagndstico oportuno de estas
entidades permitira mejor abordaje y considerando que no se ha estudiado un
grupo de pacientes con displasia ectodérmica asociada a hendiduras labio-
palatinas en México y al ser nuestro Instituto un centro de referencia para este tipo
de padecimientos, el identificar mutaciones nuevas o ya conocidas, podra aportar
informacion adicional para el conocimiento de dichos cambios genéticos, asi como

la expresividad variable en nuestra poblacion.

PLANTEAMIENO DEL PROBLEMA

Tanto las displasias ectodérmicas (DE) como las hendiduras labio-palatinas (HLP)
son entidades patolégicas frecuentes cuando se presentan de forma
independiente. Sin embargo, también las podemos encontrar asociadas e incluso
se pueden presentar en conjunto con otras malformaciones congénitas. Cuando
se observan ambos defectos asociados, las principales causas etiolégicas pueden
corresponder a mutaciones en el gen TP63, ya que se sabe que este gen esta
directamente relacionado con el proceso y desarrollo normal de los derivados del
ectodermo y que polimorfismos en este gen, se han asociado con la presencia de

LPH. La variabilidad en la expresion ha sido ampliamente descrita. Es frecuente
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que existan pacientes con DE o HLP como manifestacion aislada y que
posteriormente se presente otro caso en la misma familia con mas datos o con la
expresion completa de cualquiera de los sindromes, o bien un miembro se
diagndstica con uno de estos padecimientos y otro miembro de la misma familia
tiene criterios clinicos para otro padecimiento. Tal es el caso de una madre con
datos clinicos de Rapp-Hodgkin y su hijo con EEC (ectrodactilia, displasia
ectodérmica, paladar hendido y quistes renales bilaterales 53) o el de una madre
con AEC y sus dos hijas con dismorfias faciales tipicas de Rapp-Hodgkin en
quienes se demostrd la mutacion 1859delA del gen TP63. Bertola DR, en 2004
encontro en dos pacientes no familiares, una con AEC y otra con Rapp-Hodgkin, la
mutacion 1510T en este mismo gen y finalmente Steele JA (2005) reporté una
nueva mutacion de tipo puntual en el exdn 14 del mismo gen, en una madre con
sindrome de Rapp-Hodgkin y sus dos hijas con sindrome de AEC. Chan | et al
(2005) consideraron que estos datos afirman que existe sobreposicidn entre el
sindrome de Rapp-Hodgkin y otros sindromes de displasia ectodérmica,
notablemente con el sindrome de Hay-Wells; de tal forma que la futura
caracterizacion de las consecuencias funcionales de estas mutaciones a nivel
molecular y celular nos brindaran mas datos en relacién con el espectro clinico de
estos sindromes malformativos del desarrollo. Actualmente ya son consideradas
como entidades alélicas en el sistema OMIM. Aunque se ha determinado
claramente que la transmision en estas entidades sindromicas es autosémica
dominante, en ocasiones en familias pequenas es dificil determinar el tipo de
herencia y por consiguiente el asesoramiento genético puede dificultarse sobre
todo en las que muestran poca sintomatologia o en las que erroneamente se
puede considerar que el caso indice es una mutacion nueva. Por esto se
recomienda que en todos los casos se realice una exploracion minuciosa e
intencionada a los familiares, con el propdsito de identificar aquellos con

manifestaciones minimas del padecimiento.

El diagndstico temprano de estos sindromes, ya sea de forma prenatal mediante la
identificacion de defectos Ilabio-palatinos o alteraciones en extremidades,

principalmente por ultrasonido de segundo nivel o al nacimiento, ayudara a los
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padres a tener acceso a orientacion sobre la manera de disminuir las secuelas
secundarias a las malformaciones que puedan producir algun grado de
discapacidad. ElI manejo de estos pacientes requiere de acciones
multidisciplinarias, se debe realizar prevencion de infecciones oftalmoldgicas con
lagrimas artificiales, asi como visitas frecuentes con el estomatdlogo para evitar
problemas de mala oclusién por oligodoncia o dientes coénicos, y evitar
complicaciones de caries por defecto de esmalte; es importante tomar en cuenta la
lubricacion de la piel para evitar infecciones y lesiones secundarias a la
hipohidrosis y muchas veces se requieren multiples correcciones quirurgicas de

los defectos en extremidades.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar las mutaciones del gen TP63 en pacientes mexicanos con displasia

ectodérmica y hendiduras labio-palatinas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el tipo y la frecuencia de mutaciones del gen TP63 en pacientes

mexicanos con displasia ectodérmica y hendiduras labio-palatinas.

2. Describir las caracteristicas clinicas en cada paciente diferentes a la DE y HLP.

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION.

De acuerdo a los ejes de trabajo se propone realizar un estudio observacional con
base en el control de la asignacion de los factores de estudio, descriptivo de
acuerdo a la finalidad, transversal por la secuencia temporal y prospectivo con
base en la fuente primaria de datos.
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MATERIAL Y METODOS

A. Poblacion objetivo: Pacientes mexicanos (que ambos padres y abuelos, por
ambas ramas sean mexicanos) con displasia ectodérmica y hendiduras labio-

palatinas.

B. Poblacién elegible: Pacientes mexicanos con displasia ectodérmica y
hendiduras labio-palatinas que hayan sido pacientes del Instituto Nacional de
Pediatria desde mayo de 1972 hasta febrero del 2013.

C. Criterios de inclusion:
- Pacientes de cualquier edad y género

- Que los padres y/o pacientes firmen y acepten la carta de consentimiento
informado y en su caso la carta de asentimiento para pacientes de 12 afios o

mayores, asi como de ser necesario, los familiares sanos.
D. Criterios de exclusion:

- Se excluiran temporalmente pacientes transfundidos en los ultimos tres

meses.

E. Tamafo de muestra: MUESTREO NO PROBABILISTICO: con base en la
cantidad de pacientes con displasia ectodérmica asociada a hendiduras labio
palatinas que se cuente en el Instituto Nacional de Pediatria, se calcula un tamafio

de muestra de 5 casos indice no relacionados.

F. Disefio experimental: Se contactaron a pacientes con diagndstico de sindromes
de displasia ectodérmica y hendiduras labio-palatinas, de acuerdo a datos del
expediente clinico, valorados por el servicio de Genética del periodo de 1972 a
2012 independiente de la edad actual. Para el objetivo de titulacién, reunieron un
total de 5 pacientes a los cuales se les invitd a participar en el protocolo
explicandoles objetivos y beneficios del mismo, una vez que aceptaron su
participacion en el proyecto, se tomé muestra de sangre periférica, 5-10 ml con
EDTA por puncién venosa, previa lectura y firma de consentimiento o asentimiento

informado, segun fuera el caso.
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METODOLOGIA

Para el estudio molecular del gen TP63 se realiz6é la extraccion DNA gendmico
mediante la técnica de precipitacion salina con el kit Gentra Puregene Blood de
Qiagen a partir de leucocitos de sangre periférica con EDTA como anticoagulante
(3-5 mL) del caso indice. EI DNA gendmico obtenido se cuantificé y se valord su
pureza e integridad mediante espectrofotometria y electroforesis en un gel de
agarosa. Las muestras de DNA se conservaron a 4° C hasta el término del

analisis.

I A TAp63a
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Figura 10a, Dominios de la proteina p63; 10b. exones del gen TP63, los exones 4 al 8 codifican

para el dominio de unién a DNA.

Como estrategia inicial se realiz6 la busqueda de las mutaciones en los exones 4
al 8 y 14 en el gen TP63 correspondientes al dominio de unién a DNA, region en
donde se han reportado la mayoria de las mutaciones, asi como los exones 1, 3,
12 y 13 (Figuras 10a y 10b). Las mutaciones se identificaron mediante
amplificacion por PCR; los oligonucléotidos de cada secuencia, asi como el

tamarno del producto amplificado se encuentra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucleétidos y condiciones de PCR para el analisis de mutaciones del gen TP63.

Secuencias de los Primers

Exén Forward Reverse P(::?,lg:éo
1 TC CCG GCT TTA TAT CTATAT ATAC | GAC ACATTC ATA ATA CAC AAG GCAC 211
2 TCC ACT TGG GTT TTC ATG ATA GAG | GTA AGC AAT ATT TTG ACC ACC CAC 300
3 GCT TGT TGT TAA CAA CAG CAT G GAA AAG ACA GGT TTAACA GAG C 281
3 CAT ATT GTA AGG GTC TCA GAG G GAC CGA GAA CCG CAA ATA CG 223
4 GAT CCG TGG CTT CAG CGG AAG CCC ATC CTT GGA CTT GG 354
5 GTT GGT TCT CTC CTT CCT TTC GCC CAC AGAATC TTGACC TTC 291
6 CCACCAACATCCTGT TCATGC GTT CTC TCA AGT CTACTC AGT CC 267
7 GGG AAG AAC TGA GAA GGA ACA AC CAG CCACGATTT CAG TTT GCC 253
8 GTA GAT CTT CAG GGG ACT TTC CCA ACA TCA GGA GAAGGATTC 260
9 GCT TTA GAA GTG TTC CCA GG ACA CCT CCTTTC CCATTG TC 237
10 TGA GGA TTG ACC ACA CTT CTAAC CAT CAATCACCC TATTGC TGA TC 287
11 TGANCATCATTT CCATGT TTGTC TCA CAG AGT CTT GTC CTA AGC 254
12 GGA CTA TAA CAG TAT CCG CCC CAA GAT GGACCACTG GGA TG 294
13 CTT ATCTCG CCAATG CAG TTG G AAC TAC AAG GCG GTT GTC ATC AG 240
14 GGG AAT GAT AGG ATG CTG TGG AAG ATT AAG CAGGAG TGC TT 449
15 GAT GAA GTC CTAGGC CTT C GGA AAT ACA ACA CAC ACACT 205

La amplificacion por PCR se realizd mediante condiciones estandar de

concentracion de reactivos, utilizando Taq polimerasa Gold ™ Applied Biosystems.

Las condiciones que se emplearon para la amplificaciéon en el termociclador

constaron de 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de PCR para los exones

Exon

Condiciones

8 95°C - 10 minutos
95° C — 45 segundos
54° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C -

6,7,13

95°C - 10 minutos
95° C — 45 segundos
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55° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C-

5 95° C —10 minutos
95° C — 45 segundos
57° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C -

4 95°C - 10 minutos
95° C — 45 segundos
58° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C-

1y3 95° C - 10 minutos
95° C — 45 segundos
59° C - 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C -

Solo se realizaron secuencias forward de los exones 1, 2, 8,12 y 13. El resto de

los exones se realizaron ambas secuencias forward y reverse.
Purificacion de los productos de PCR

Se purificé por bandas por separado mediante electroforesis con un gel de
agarosa al 2%. Se tomo todo el volumen de cada PCR con 3 uL de amortiguador
de carga 1% (azul de bromofenol,Glicerol, Xilencianol), se mezclaron y se coloco
en el pozo del gel. En otro pozo se colocd el peso molecular de 100 pares de
bases (Low Range DNA Ladder Fermentas). Para el corrimiento de las muestras

las condiciones fueron las siguientes, 110v durante 1 hora y 30 minutos.

Para observarlas se colocaron en el transiluminador de luz UV. Se cortaron las
bandas que corresponden al DNA de cada uno de los pacientes y se colocaron
cada una en un tubos de 1.5 ul nuevo.

La purificacion de las bandas, se realizé empleando el KIT QUIAGEN®):

1.- Primero se corto6 la banda de los amplificados, obtenida en geles de agarosa al

2% tenido con bromuro de etidio.
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2.- Se agrego 600ul de solucién QG (300ul de Buffer Qg por ¢/100mg de gel)
3.- Se incubo a 50°C Aproximadamente 15 min.

4.- Se agreg6 1:1 isopropanol y posteriormente se agregd dicha solucién a la

columna que se centrifugd a 3000 rpm durante 1 min.
5.- Se agreg6 500 pL de la solucién QG y se centrifugd a 3000 rpm durante 1 min.

6.- Agrego 750 uL de Buffer PE y se centrifugd 2 min. para quitar cualquier resto

de agarosa.

7.- Posteriormente se cambié la columna en otro tubo de 1.5 yL nuevo para eluir
el DNA.

8.- Se agregd 20 pL de agua libre de nucleasas. Se incubdé a temperatura
ambiente por 1 minuto. Posteriormente se centrifugdé a 16,000xg por 2 minutos.

Se conservo a 4°C, hasta su uso.

Reaccion de secuenciacion

Se utilizd el estuche comercial de secuenciacion BigDye Terminator V 3.1
CycleSecuencing (Applied Biosystems®). En la Tabla 6 muestran los reactivos, las
concentraciones de estos y los volumenes que se utilizaron, y en la Figura 11 se

muestra el programa de reaccion empleado.

Tabla 6. Reactivos y sus concentraciones de reaccion de secuenciacion

Reactivo Concentracién Volumen
Producto de PCR 100 ng/MI 2M
Oligonucleoétido 100 ng/MI 1MI
Amortiguador 5x 3.5MI
BygDye Terminator V 3.1 | 1x 1 Mi
Cycle secuencing
H20 libre de RNAsas - 12.5 Ml
Volumen de reaccion - 20 MI
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Programa de reaccion de secuenciacion.

: 25 Ciclos '
; :
- I
96°C 1 95°C I
5 minutos E 30 segundos 60°C : 72° C
: 45 segundosi 5 minutos \ 4°C
50°C I -

30 segundos

Figura 11. Programa para el termociclador para la reaccién de secuenciacion donde se muestran

los ciclos con sus correspondientes temperaturas.

Purificacion de los productos de lareaccion de secuenciacion

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica y
cada reaccion de 10 pl con 0.5 pl de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems) contenia los cuatro dideoxinucledtidos trifosfatados
(ddNTPs) marcados por fluorescencia, deoxionucleotidos trifosfatados (ANTPs) no

marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl» y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregd

ademas 0.5 pl del oligonucledtido correspondiente, 10-20 ng del DNA de cada
producto de PCR como templado y agua bidestilada para un volumen final de 10
pl. Para esta PCR ver fig. 11. Los productos de esta segunda PCR se purificaron
por medio de columnas Centri-Sep ( Applied, Biosystems ) para eliminar el exceso
de ddNTPs fluorescentes y de dNTPs no marcados. Cada muestra se resuspendid
en 20 ul de formamida desionizada y posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5
min. Los productos se analizaron en un secuenciador automatico ABI Prism 310

Genetic analyzer.
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Analisis de las secuencias

Los amplificados fueron sometidos a secuenciacion automatica fluorescente para
determinar el tipo de cambio (mutacidn o polimorfismo) y con ello identificar
mutaciones previamente reportadas o mutaciones propias de la poblacion
mexicana aun no reportadas. El analisis se realizO mediante los programas
Chromas Lite 2.1 para la visualizacion de las secuencias y Mutation Analyzer el
cual es una plataforma para analisis de secuencias que permite caracterizar
graficamente y asi mismo comparar con la secuencia de referencia y correlacionar
con la nomenclatura estandarizada asi como en las siguientes bases de datos:
HGNC:15979.TP63, CTD 8626, BioMuta TP63, DMDM57013009, Malacaras
TP63. En los casos de mutaciones no reportadas, se realizd busqueda en
programas predictores de las posibles consecuencias de la mutaciéon y de igual
forma aquellos cambios de sentido erréneo o presentes en sitios de splicing, no
descritos previamente en la literatura, se analizaron in silico para predecir si tienen
0 no un efecto patogénico con los programas PMUT (mmb.pcb.ub.es/PMut) el cual
predice si el cambio a nivel de la proteina generado por una mutacién puede ser
patolégico, no patoldgico o neutral; SIFT (sift.jcvi,org) que predice sobre como la
sustitucion de un aminoacido afecta la funcion de la proteina; o POLYPHEN
(bwh.harvard.edu/pph) predice los efectos funcionales de los SNPs no sinébnimos

humanos.

ANALISIS ESTADISTICO.

Las mutaciones se anotaron en forma descriptiva.
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DEFINICION DE VARIABLES

DEFINICION DEFINICION TIPO DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Masculino = 1 Cualitativa
Sexo Género del paciente o Nominal
Femenino = 2 .
Dicotémica
Cuantitativa
Edad Numero de afios de vida Cantidad Ordinal
Continua
Si existe en la familia otros
familiares con la cualitativa
Familiares misma patologia del Si=1 .
. _ Nominal
afectados paciente o en su caso con No =2 ST
s - Dicotémica
expresion minima de la
enfermedad
Padre = 1
Tipo de parentesco con el Madre = 2
Parentesco de po de p Hermano (a) =3 Cualitativa
i paciente en aquellos ) _ .
familiares o Tio(a) materno = 4 Nominal
familiares afectados con la . _ e
afectados misma patoloaia Tio(a) paterna =5 Politémica
P 9 Abuelo (a) materno = 6
Abuelo (a) paterno =7
Enfermedad con afeccién
de dos o0 mas derivados Cabello = 1 Cualitativa
Displasia ectodérmicos. Se analizara | Dientes = 2 .
. . . . Nominal
ectodérmica que derivado ectodérmico UhRas =3 e
- . , _ Politémica
esta involucrado para el Glandulas sudoriparas = 4
analisis
Defecto facial de linea Labio hendido unilateral = 1
media en la regién Labio hendido bilateral = 2
Hendiduras maxilar superior en el cual La_blo y pa_ladar hendido Cualitativa
. ; puede estar unilateral = 3 .
labio-palatinas ; . . ; . Nominal
involucrados labio, region Labio y paladar hendido e
. B Politdmica
alveolar y/o paladar, bilateral = 4
ya sea duro y/o blando Paladar hendido =5
Cambio en la secuencia del Cualitativa
Mutacion genoma la cual es Si=1 Nominal
deletérea para la funcion No=2 Dicotdmica
de la proteina
Tipo de Descripcién de la mutacion de acuerdo a la nomenclatura (l\‘]uall_tahva
e . . ominal
mutacion internacional del Genoma Humano Iy
Descriptiva
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CASOS CLINCOS
Paciente numero 1

No. de expediente: 467314

Fecha de Nacimiento: 25/01/2010

Edad de los progenitores al nacimiento: Madre 37 afnos, Padre 36 anos.
Antecedentes prenatales: Gesta 3/3, control prenatal desde el segundo mes,
regular, realizaron 6 ultrasonidos reportados normales. Notan movimientos
uterinos en el segundo mes, los refieren aumentados a las 34 semanas de
gestacion, nace por cesarea en el Hospital General de Tlanepantla por sufrimiento
fetal agudo, desconoce presentacion, peso 1,810 grs, talla 43cm, no recuerdan
Apgar, no hubo llanto o respiracién espontanea, requiri6 maniobras de respiracion
no especificadas niega cianosis o ictericia y permanece internado durante 20 dias
para ganancia de peso.

Desarrollo psicomotor: Sostén cefalico 3 meses, sedestacion 7 meses,
comienza bipedestacion 11 meses, balbuceo 3 meses, actualmente cursa 3er ano
de kinder con adecuado aprovechamiento.

Exploracion fisica a los 11 meses: Peso 8,340 grs (pc <3), talla 74 cm (pc 25-
50), perimetro cefalico 44 cm (pc 5), craneo con plagiocefalia, cabello fino, frente
prominente, glabela prominente, cejas curvas dispersas en tercio medio y externo,
sutura metopica imbrincada, hipertelorismo, epicanto inverso bilateral, pestanas
largas, fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba, puente nasal ancho, punta de
nariz bulbosa, filtrum postoperado de labio paladar hendido derecho con cicatriz
del lado derecho, labios regulares, cavidad oral con presencia de placa,
pabellones auriculares ligeramente acopados, hélix desplegado y antihélix
prominente, cuello regular, térax normolineo, ruidos cardiacos sin alteraciones,
abdomen sin adenomegalias, genitales externos masculinos con fimosis,
extremidades superiores sin limitaciones, palo de golf bilateral, extremidades

inferiores sin alteraciones (Figura 12a y 12b).

El paciente tiene diagnostico de displasia ectodérmica + labio paladar hendido

derecho
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Estudios de laboratorio y gabinete realizados:

Biopsia de piel (28/10/13): compatible con morfea incipiente, piel con incrementos
de colageno en la dermis media y superficial, sin afeccién de anexos o atrofia
epidérmica.

Cariotipo bandas GTG (10/01/11): 46,XYqgh+[15] resolucién de 450-500 bandas
BG. Segundo cariotipo en prometafase reportado igual.

TC de craneo (13/01/12): Encéfalo sin evidencia de alteraciones/leve tendencia a
plagiocefalia/ mastoides ocupadas por liquido bilateral con engrosamiento

etmoideo.

Figura 12a. Paciente masculino de 3 afios de edad con frente amplia, implantacion alta de cabello,
el cual es escaso, punta de nariz hacia abajo, filtrum corto, cicatriz de labio hendido derecho

corregido, pabellones auriculares acopados con hélix desdoblado; 12b. Dientes cénicos.
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Paciente numero 2

No. de expediente: 473151

Fecha de Nacimiento: 21/10/2000

Edad de los progenitores al nacimiento: Madre 42 afios, Padre 37 afios.
Antecedentes prenatales: Gesta 5/6, control prenatal regular desde el primer
mes, sin realizar ultrasonidos. Niega adversos o teratdgenos, nace por parto a las
40 semanas de gestacion en Centro de Salud, presentacion cefalica, peso
2,900grs, no recuerda talla y Apgar, refiere llanto espontaneo, egresa a las 24 hrs.
Desarrollo psicomotor: Sonrisa social 3 meses, sostén cefalico 3 meses,
sedestacion 9 meses, bipedestacion 1 aio 6 meses, marcha 2 anos, control de
esfinteres 2 anos 6 meses, balbuceo 4 meses, monosilabos 9 meses, bisilabos 9
meses, frases 1 afio.en el 2014 cursaba tercer afio de primaria (escuela de gobierno
comun), con promedio de 9.5, pero refieren con dificultades para la lectoescritura y
operaciones basicas. Con déficit de relaciones sociales con sus compareros
Exploracion fisica a los 12 anos 6 meses: Peso pc< 3, talla pc< 3,
braquicefalia, pelo corto, grueso, frente estrecha, cejas arqueadas, escasas,
puente nasal ancho, fisuras palpebrales amplias y dirigidas hacia arriba,
pabellones de adecuada implantacion acopados , filtrum no valorable por
queiloplastia bilateral, paladar sin fistula, cuello regular, claviculas presentes, térax
normolineo, cardiopulmonar sin compromiso, abdomen sin hernias ni megalias,
genitales masculinos, extremidades sin limitacidn, hipotroficos, ausencia de ufia
del primero y tercer dedo de mano derecha, dorso integro.

El paciente tiene antecedente de diagndstico de linfoma de Hodgkin variedad
esclerosis nodular estadio IV, ademas de sindrome de EEC tipo 3 con agenesia

renal izquierda y antecedente de criptorquidia bilateral.

Estudios de laboratorio y gabinete realizados:
Biopsia de ganglio cervical y aspirado de médula 6sea (12/04/11): linfoma de
Hodgkin, clasico, variedad esclerosis nodular con cambios de regeneracion y

fibrosis reticulinica leve.
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PET CT (19/11/13): metabolismo normal en todas las estructuras.

Alfa- fetoproteina y HCG (19/07/13): normales

Gamagrama 6seo 10/05/11: de caracteristicas normales

Gamagrama cuello, mediastino y abdomen (08/04/11): masa cervical izquierda
y mediastinal y masa abdominal en relacion con diagndéstico de envio de probable
linfoma.

TAC de cuello, mediastino y abdémino-pélvico (21/06/11): Disminucion del
50% del tumor con respecto al previo previa de abril del 2011 reportaba gran
lesidon tumoral aparente a expensas de crecimientos ganglionares en lado
izquierdo del cuello con lesion probablemente metastasica a nivel de bazo. Rifion
derecho unico con nefromegalia probablemente compensadora.

Ultrasonido testicular (03/05/12): ambos testiculos no descendidos localizados
en tercio proximal de canal inguinal correspondiente

Radiografia de manos y pies (05/09/11): Desmineralizacidon 6sea generalizada,
sin evidencia de otras alteraciones

Centellografia 6sea (29/06/11): estudio negativo para lesiones blasticas.

Paciente numero 3

No. de expediente: 476131

Fecha de Nacimiento: 12/08/2002

Edad de los progenitores al nacimiento: Madre 37afos, Padre 33 afos
Antecedentes prenatales: Gesta 4/4. Control prenatal desde el primer mes
regular, movimientos fetales ligeramente aumentados desde el tercer mes, 8
ultrasonidos reportados normales, niega amenaza de aborto, refiere elevacion de
tension arterial a los 8 meses con cifras 140/100 sin manejo por medicamentos,
posteriormente 120/80 niega otros adversos o teratdgenos, 9 meses de embarazo
cesarea por presentacion pélvica con peso 2,550 grs, talla 48 cm, perimetro
cefélico 33 cm, Apgar 9/9, llanto y respiracion espontaneos, no requiere maniobras

avanzadas.
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Desarrollo psicomotor: Sedestacidon 6 meses, deambulacion 1 anos 2 meses,
control de esfinteres 1 afio 8 meses, balbuceo 6 meses, monosilabos 10-12
meses, bisilabos 6 afos, frases 8 afios. Actualmente acude a 6° afio primaria con
apoyo.

Exploracion Fisica 9 anos 3 meses: Peso 42 pc >95, talla 140 pc 75,
normoceéfalo, frente amplia, cejas escasas en tercio medio y externo, ojos de
implantacion profunda, fisuras palpebrales ligeramente hacia arriba, puente nasal
regular, punta bulbosa, alas de la nariz hipoplasicas, labios gruesos y micrognatia,
6 dientes conicos, paladar y uvula integros, pabellones auriculares de adecuada
implantacion y conformacion, cuello con acantosis, torax normolineo, precordio
ritmico sin agregados, abdomen sin hernias o megalias, genitales externos
masculinos Tanner I, extremidades con adecuado tono, fuerza y trofismo.
Paciente con probable malformacién del sistema nervioso central documentada en
IRM extra INP. Aunado a displasia ectodérmica y Paladar hendido submucoso. Su
madre también afectada con displasia ectodérmica hipohidrética. Pb. Rapp
Hodgkin.

Estudios de laboratorio y gabinete realizados:

Nasofibroscopia: reporta paladar hendido submucoso.

Paciente numero 4

No. de expediente: 479682

Fecha de Nacimiento: 29/01/12

Edad de los progenitores al nacimiento: Madre 26 anos, Padre 25 afos
Antecedentes prenatales: Gesta 1/1, control prenatal regular, 7 consultas, 2
ultrasonidos reportados normales, movimientos fetales normales desde los 5
meses, cervicovaginitis a los 7 meses tratada con fosfomicina, aumento de presion
arterial a las 35 semanas de gestacion. Probable preeclampsia sin tratamiento

farmacolégico, no recuerda cifras tensionales, glucosa normal, niega teratégenos
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nace a las 38 semanas de gestacién por cesarea indicada por circular de cordon,
se atendido en el centro de especialidades médicas de Xalapa, presentacion
cefalica, peso 3,500 grs. talla 53cm, desconoce Apgar, llanto y respiracion
espontaneos, niega maniobras avanzadas, detectan ectrodactilia desde el
nacimiento.

Desarrollo psicomotor: Sedestacion 7 meses, rodamiento 6 meses,
bipedestacion con apoyo 8 meses, monosilabos 7 meses, bisilabos 9 meses.
Exploracion fisica a los 9 meses: Peso 8,960 grs (10) talla 73cm (pc 50-75)
perimetro cefalico 44.8 cm ( 50-75) normocéfalo, cabello un poco escaso textura
normal, fontanela anterior puntiforme, posterior cerrada, frente alta, cejas un poco
escasas dispersas, fisuras palpebrales, discretamente hacia arriba, narinas
antevertidas, filtrum largo y delgado, labios delgados, pabellones auriculares bien
implantados, bien conformados, ruidos cardiopulmonares sin compromiso,
abdomen sin hernias o megalias, genitales sin alteraciones, dorso con manchas
azuladas, extremidad superior derecha con ausencia de tercer dedo, sindactilia
completa primero y segundo dedo inferior derecha con hipoplasia de falange
distal de 2° ortejo, sindactilia cutanea parcial de tercero y cuarto ortejos, probable

dacrioestenosis bilateral, paladar ojival, uvula central.

Estudios de laboratorio y gabinete realizados:

Nasofibroscopia: reporta paladar hendido submucoso.

Paciente niumero 5

No. de expediente: 434138

Fecha de Nacimiento: 13/04/2004

Edad de los progenitores al nacimiento: Madre 32 anos, Padre 33 afnos.
Antecedentes prenatales: Gesta 3/3, control prenatal regular, movimientos
fetales disminuidos a los 7 meses, cervicovaginitis en el 4 mes. a las 26 semanas

de gestacion detecta por USG polihidramnios, resto negado, nace a las 38
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semanas de gestacion por cesarea indicada por plihidramnios en hospital privado,
BPD, presentacion cefalica, peso 3100, talla 49 cm. Apgar 8/9, PC 35 cm,
respiracion y llanto espontaneo, presento taquipnea transitoria del RN requirio
incubacion con casco cefalico por 3 dias, ictericia al 4° dia remitida con
helioterapia, 2 USG 2° y 5° mes normales.

Desarrollo psicomotor: Fijacion de la mirada 1 mes, sonrisa social 3 meses,
sostén cefalico 4 meses.

Exploracion fisica: A los 5 meses con peso en pc 10-25, talla en pc 25, perimetro
cefélico 43 cm, fontanela anterior 5x4 cm, braquicefalia, implantacion muy alta del
cabello, frente prominente y amplia, exoftalmos, quiste dermoide en region ciliar
derecha, facies redonda y fisuras palpebrales hacia abajo, nariz ancha, no hay
dientes solo 3 muelas, cicatriz de cierre de labio bilateral, paladar hendido central
completo, pabellones auriculares acopados, ruidos cardiacos normales, abdomen
sin hernias ni megalias, genitales femeninos, manos con equivalente transverso
bilateral, miembros inferiores simétricos con dorso integro. Dermatosis diseminada
a todos los segmentos constituida por pelo seco, delgado, seco, abundante,
xerosis leve, evolucion congénita y asintomatica, sindactilia cutanea 3° y 4° dedos
en manos y en pies 2° y 3° bilateral. Se diagnostica hipotiroidismo congénito
(Figura 13a'y 13b).

Estudios de laboratorio y gabinete realizados:

TAC 3D (13/02/13): defecto palatino bilateral con ausencia de piezas dentarias.
Edad Osea (13 /08 /04): acorde; (25/10/05): atrasada; (25/08/12): normal.

Gpo. Sanguineo: Grupo: O Rh (+)

Cariotipo: 46,XX[15] BG con 400-500 bandas de resolucion.

TAC de orbitas y macizo facial (04/09/14): imagen correspondiente a probable
quiste dermoide localizado en parpado superior y epicanto en ojo derecho.
PEATC (02/02/05): audicion normal para tonos agudos bilaterales.

Gamagrama de tiroides (13/05/04): tiroides ectdpica sublingual.
Polisomnografia (03/12/14): sindrome de apnea de suefio de intensidad severa y

actividad eléctrica cerebral dentro de limites normales.
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TAC cerebral (25/01/05): minima atrofia corticosubcortical (pérdida parcial de
volumen ) de etiologia a determinar.

USG renal (20/12/04): normal

Rx. de columna vertebral (23/09/04): escoliosis moderada de convexidad
izquierda en union dorso lumbar.

USG transccraneal (11/06/04): inmadurez cerebral evidenciada por mala
definicion aun de giros corticales, principalmente en el hemisferio cerebral

izquierdo.

Figura 13a. Paciente femenina (a la edad de 2 afios) con frente amplia, implantacion alta de
cabello, el cual es escaso, nariz asimétrica, filtrum corto, cicatriz de labio hendido bilateral
corregido. 13b. Hipoplasia mediofacial a expensas de maxilar superior, puente nasal deprimido,

pabellones bien implantados y bien conformados.
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RESULTADOS

En el andlisis del gen TP63 encontramos tanto polimorfismos como mutaciones.
En los pacientes 1 y 5 no se han detectado hasta el momento algin cambio en la

secuencia del gen.

En cuanto a los polimorfismos, en el paciente 2 se detectd el cambio ¢.552G>A o
p.Ser184Ser en el exén 4 y otro cambio ¢.918C>T o p.Phe306Phe en el exén 7;
de igual forma, este ultimo cambio de c.918C>T o p.Phe306Phe en el exén 7 se
encontré en los pacientes 3 y 4. Al analizarlos in silico, no se obtuvo informacion
por tratarse de cambios de tipo sindbnimo. Ademas de los cambios anteriores, en
los pacientes 3 y 4 encontramos otro polimorfismo ¢.992+44G>A en el exén 7, el
cual ya esta reportado en la literatura (rs373501161) como variante normal (Figura
14a.y 14b)

En cuanto a las mutaciones, hasta el momento contamos con dos; una en el
paciente 3, en el exén 5 se demostro el cambio ¢.489G>A o p.Glu255Lys; y el otro
cambio ¢.1826G>A o p.Glu609Lys, se encontré en el paciente 4 en el exén 14.

Ninguna de las mutaciones ha sido reportada previamente. (Figura 15ay 15b).

Sin embargo, el estudio en silico de estas mutaciones, utilizando 2 programas
predictores (Poliphen y SIFT), se reportan como patoldgicas y con compromiso de
funcion de la proteina TP63, lo que correlaciona con el fenotipo de las displasias
ectodérmicas, sin embargo aun falta su validacién. Al momento no parecen
conferir alguna caracteristica patognomonica o fuera de este espectro de las

displasias ectodérmicas asociadas a LPH.
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Tabla 5. Resultados del estudio molecular del gen TP63

TP63
ID EXP PACIENTE
Exoén 1-3b Exon 4 Exén 5 Exon 7 Exoén 9-11 Exon 14
D1 | 467314 | ZNSJ NL NL NL NL NL NL
D2 | 473151 |RTJ p.Ser184Ser p.Phe306Phe
NL 0c552G>A | Nk ocotsc>T | Nb NL
D3 | 476131 | DCH p.Phe306Phe
* 0¢.918C>T
NL NL c.489G>A o NL NL
P.Glu255Lys | ¢ 992+44G>A
(rs373501161)
D4 | 479682 | ORI p.Phe306Phe
0¢.918C>T *
NL NL NL NL c.1826G>A o
c.992+44G>A p.Glu609Lys
(rs373501161)
D5 NL NL NL NL NL NL

*En negritas se marcan las mutaciones, las demas son polimorfismos.
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POLIMORFISMOS

Exon 7
Pacientes 2,3y 4

ACAGTCTTGTACAATTTCATGTGTAAC
ACAGTCTTGTACAATTTTATGTGTAAC c. 918C>T

Exon 4

Paciente 2

TCCTTCCAGCAGTCGAGCACCG
TCCTTCCAGCAGTCAAGCACCG

c. 552G>A

Figura 14a. Mutacion puntual de tipo transicion en estado heterocigoto que en el nucleétido 918

del DNA complementario presenta cambio de una citosina por una timina; 14b. Mutacién puntual de

tipo transicién en estado heterocigoto que en el nucleétido 918 del DNA complementario presenta

cambio de una guanina por una adenina
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MUTACIONES

Exon 5
Paciente 3

GAATTCAACGAGGGTAAG
GAATTCAACAAGGGTAAG c.4895G>A

Exon 14
Paciente 4

CAGCTCCACGAATTCTCC >
CAGCTCCACAAATTCTCC C.1825G>A

Figura 15a. Mutacion puntual de tipo transicion en estado heterocigoto que en el nucleotido 4895

del DNA complementario presenta cambio de una guanina por una adenina; 15b. Mutacién puntual
de tipo transicion en estado heterocigoto que en el nucleétido 1825 del DNA complementario

presenta cambio de una guanina por una adenina

50



DISCUSION

Hasta la fecha se han descrito dos genes causantes de entidades sindromaticas
donde encontramos la asociacion de DE y LPH. Uno de ellos es el gen PVRL1
(Nectina 1) que se relaciona con sindrome de CLPED (OMIM225000) y sindrome
odonto-tricomélico (OMIM 273400); el otro es el gen TP63, el cual se relaciona con
sindrome de EEC (OMIM 604292;), sindrome de AEC (OMIM 106260), sindrome
de Rapp-Hodgkin (OMIM 129400) y sindrome mama- extremidad (OMIM 603543).
Cada entidad presenta caracteristicas especificas que permite al clinico

identificarlas y diferenciar una de otra.

En el analisis de los 5 pacientes describimos de forma inicial las caracteristicas
clinicas relevantes. Cabe mencionar que en tres de ellos se integré entidad
sindromica, los 2 restantes presentan la displasia ectodérmica y las hendiduras
faciales sin presentar datos clinicos especificos que permitieran englobarlos en
una de las 200 entidades sindromicas descritas. Solo uno de los pacientes tiene
antecedentes familiares de esta patologia; los demas son aparentemente casos de

novo o primer caso en la familia.

En cuanto a los cambios encontrados en la secuencia del gen TP63, contamos
con 3 polimorfismos, asi como 2 mutaciones, las cuales no han sido previamente
reportadas en la literatura. Aun falta completar la secuencia del gen completo, es

decir, de los exones 2, 9-11 y 14 (Figura 10b).

Tomando en cuenta solo las posibles mutaciones, en el paciente 3 se encontroé el
cambio c.481G>A que corresponde a una mutacion de sentido errébneo que
condiciona una sustitucion a nivel de aminoacido p.A161T el exén 5. De igual
forma, en el paciente 4 se encontré el cambio c.1825G>A en el exdn 14 que es
una mutacion de sentido erréneo que condiciona una sustitucién de un aminoacido
que corresponde a nivel de proteina p.Glu609Lys que ha sido reportado como
SNP asociado a melanoma maligno pero no en pacientes con DE asociada a LPH
segun reporta la base de datos ClinVar.?® La correlacion genotipo-fenotipo no es
posible, al igual que buscar su comparacion con otros, ya que son mutaciones no

reportadas previamente. Las dos mutaciones encontradas generan sustitucion de
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un acido glutamico por una lisina, por lo que el cambio de un aminoacido acido por
uno basico se espera tenga repercusion en la proteina.Cuando el cambio se da a
nivel del codén 255 se cree que interfiere con la actividad de promotor de la
transcripcion de la proteina esto porque se encuentra en el dominio de unién al
DNA donde hay una regién canodnica de 22 pares de bases rica en adeninas y
timinas lo cual a nivel de la proteina favorece en su estructura terciaria la
formacion de una superhélice y el cambio a este nivel condiciona rigidez por una
inadecuada formacion del tetramero. EI cambio a nivel del codén 609 solo se sabe
que se encuentra entre el dominio SAM y el de transactivacién, y que es
considerado como patogénico. Por lo anterior al encontrar estos cambios inferimos
que generarian afeccion a nivel del fenotipo, con dismorfias mayores y menores
dentro de las descritas para el espectro de las displasias ectodérmicas por
compromiso de la funcién de la proteina TP63, donde como ya se menciono una

de sus principales funciones es como promotor de la transcripcion.

Sin embargo, si hay reportes previos donde se ha logrado hacer la correlacién
fenotipo-genotipo con otras mutaciones en este gen las cuales mencionamos a

continuacion.

La mutacion p.Arg227His se asocia con el sindrome EEC tipo 3. Esta mutacién fue
reportada en miembros de 3 familias diferentes con diagnéstico de EEC y fue
identificada asi mismo en 2 estudios previos en madre e hijo con sindrome de
ADULT, por lo que se observa una considerable relacibn entre ambas

entidades.?®

La duplicacién de 11 pares de bases (1716dupCTCCCCTTCTC), que condiciona
que la proteina incremente su tamafio en 26 aminoacidos, fue reportada en un
paciente que presenta similares caracteristicas clinicas del sindrome de Rapp
Hodgkin y del sindrome de AEC. El paciente presenté al nacimiento
anquilobléfaron bilateral y paladar hendido submucoso por lo que fue
diagnosticado con el sindrome de la AEC, sin embargo, el paciente soélo
presentaba un ligero eritema del cuero cabelludo. Al momento de reevaluar el

caso a la edad de 11 anos, se mostré dismorfia facial que incluyen sutura
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metdpica prominente, alas nasales hipoplasicas, nariz estrecha, hipoplasia del
tercio medio facial con prognatismo relativo, asi como hiperhidrosis y sindactilia, lo

que sugirio el diagndstico del sindrome de Rapp Hodgkin.3°

La mutacion p.Arg227Pro se reportd en padre e hija tailandeses. La hija de 4 afos
presentaba pelo oscuro, seco y escaso, labio y paladar hendido, puente nasal
deprimido, piel ligeramente seca y las uhas delgadas, manos hendidas y pie
derecho hendido, asi como sindactilia de los dedos cuarto y quinto. Su padre tenia
el pelo oscuro normal, piel seca, mano hendida derecha, pulgar derecho bifido y
contractura en flexién de la falange distal del dedo indice izquierdo, braquidactilia
de segundos y unas hipoplasicas. EI compromiso dental del padre se manifestd
con hipoplasia del esmalte, caries extensas dentales, hipodoncia de los caninos
inferiores, microdoncia generalizada, crestas marginales prominentes incisivos
superiores permanentes, molares permanentes de forma redonda e incisivos

centrales superiores permanentes en forma de barril.?’

La delecién de un par de bases, 1783delC reportada en una madre y su hija con
diagnostico de sindrome de Rapp-Hodgkin se asocia con distrofia corneal y
menopausia prematura. Esta mutacion condiciona un cambio del marco de lectura

que conlleva a una proteina con 22 aminoacidos mas.3?

La mutacion p.Pro127Leu fue reportada en una madre e hija de origen holandés
quienes presentaron manifestaciones minimas del sindrome de ADULT. Esta

mutacion no se logré identificar en 100 controles de origen holandés. 33

La mutacion p.Arg97Cys se reportd en un paciente mexicano con diagnostico de
mano hendida, el cual ademas presentaba aplasia cutis. Esta ultima no se logré

demostrarse su asociacion con la mutacion.3*

La mutacion p.Arg298Gin identificada en pacientes con diagndstico de sindrome
de ADULT en miembros de 2 familias no relacionadas de origen italiano vy
holandés, presentaron manifestaciones clinicas como atelia/hipotelia, hipodontia e
hiperlinearidad palmar, en las cuales no fue posible realizar una estricta

correlacién fenotipo-genotipo.3®
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La delecion de 2 pares de bases (1576delTT) identificada en el exén 13 que
genera un codon de paro prematuro, se reportd en una paciente con ausencia de
utero y ovarios, y perfil hormonal con hipergonadismo hipogonadotréfico, en quien

se concluyo el diagndstico de mama-extremidad.3¢

La mutacion Asp312Gly identificada en una paciente de origen japonés con
diagnodstico de EEC3, donde se correlaciona junto con otros 2 reportes una

asociacion con linfoma maligno.3’

Finalmente, la mutacion p.Val114Met reportada en un paciente con sindrome de
ADULT quien presentaba braquidactilia y camptodactilia de quintos dedos,
hipoplasia de rayos cubitales, y ano imperforado, o que sugiere la superposicién

fenotipica con sindrome mama-extremidad.3®

CONCLUSIONES

Este es el avance de resultados del primer reporte de pacientes mexicanos con
DE y LPH, en quienes se realiza la busqueda de mutaciones en el gen TP63.
Hasta el momento no hemos podido validar la identificacién de las 2 mutaciones
descritas, pero por un lado, no podemos descartar su peso en la explicacion de las
manifestaciones clinicas y por otro lado, esto no cambia el diagndstico clinico
debido a la propia heterogeneidad genética de dichas entidades. En dos de los 5

pacientes no se ha logrado identificar algun cambio en la secuenciacion.
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