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RESUMEN

La ictiosis congénita autosdmico recesiva describe un espectro de enfermedades cutaneas
con severidad clinica variable, caracterizadas por el desarrollo de hiperqueratosis. Se ha
descrito una prevalencia mundial variable. La prevalencia mas alta a nivel mundial, descrita
antes del presente estudio, es la de la costa de Galicia (1 de cada 33,000 individuos).
Describimos la identificacion de una nueva variante patogénica en el gen TGM1, en
multiples pacientes, residentes de diversas comunidades de la region de las Altas Montaias
de Veracruz. La deteccion de la variante se realizdé mediante secuenciacion de exoma y
validaciéon mediante secuenciacién Sanger. Reportamos la prevalencia mas alta de ICAR a
nivel mundial (1 de cada 1,348 individuos). Para determinar la naturaleza patogénica de la
variante se realizé un analisis de dindmica molecular, determinando perturbacién de la
motilidad de la proteina mutante, respecto a la silvestre; lo cual permite determinar, en
conjunto con la asociacidn clinica, que la variante patogénica influye negativamente sobre

la funcién de la proteina.



INTRODUCCION

El término ictiosis hace referencia a un grupo de trastornos hereditarios y adquiridos,

caracterizados por hiperqueratosis (engrosamiento de la capa superficial de la piel).
El nombre deriva del griego “iyduc” (ichthys), que significa pez.
Avicena la definié como “nigra albarras”.

Durante el siglo XIX, en india y china se le conocia como enfermedad de piel de serpiente o

de escamas de pez.

La primera descripcion de la ictiosis documentada en la literatura médica, fue el trabajo

“On cutaneous diseases” por Wilian y colaboradores (1), en 1908.

La principal manifestacién clinica es la formacién de escamas cutdneas, las cuales dan un

aspecto grueso a la piel (1,2).

Se han identificado distintas causas genéticas, incluyéndose la ictiosis vulgar, las ictiosis
congénitas autosdmicas recesivas (ICAR), la hiperqueratosis epidermolitica y la ictiosis

ligada al X (XLI), entre otras.

En el presente documento se describe la deteccidn de una nueva variante patogénica (VP
o Mutacién) en el gen de la transglutaminasa 1 (TGM1) (gen perteneciente al grupo de las
ICAR), la cual se detecté en un amplio grupo de pacientes, originarios de diversos

municipios pertenecientes a la regién de las Altas Montafas de Veracruz, México.

Se describe igualmente la repercusién molecular de la variante a nivel de la proteina y se
reporta un andlisis de la repercusién de la enfermedad sobre la calidad de vida en los

pacientes afectados.



MARCO TEORICO

Generalidades del sistema tegumentario: La piel como 6rgano

El sistema tegumentario, en conjunto, estd compuesto por la piel y por sus estructuras
secundarias (anexos cutaneos). El sistema estd formado por varios tipos de tejido,
incluidos: tejido epitelial (Epidermis y glandulas), tejido conjuntivo, musculos, vasos

sanguineos y tejido nervioso.

La piel representa el mayor érgano corporal en cuanto peso y volumen (aproximadamente
15% del peso del adulto). Esta forma una cubierta continua sobre el cuerpo, excepto a nivel

de los orificios naturales, en los cuales se continla con las mucosas.

Debido a los pliegues que presenta, la superficie promedio es de 16,000-20,000 cm? (1.6-2

m2).

En funcion de su grosor, la piel se clasifica en piel gruesa (Grosor de 400-600 um; Presente

en palmas y plantas) y en piel delgada (Resto de localizaciones).

Histologia cutanea
La piel se divide en 3 capas basicas: Epidermis (Superficial), dermis e hipodermis

(Profunda) (Ver Figura A) (3).

Epidermis
La epidermis consiste en un epitelio escamoso estratificado y queratinizado, compuesto

en su mayoria por células denominadas queratinocitos (4,5), los cuales comprenden el 80%

del total de células de la epidermis.

El espesor de la epidermis varia. En los parpados, la epidermis mide menos de .1 mm,

mientras que en palmas y plantas puede alcanzar 1.5 mm de espesor.



La epidermis es avascular. Los nutrientes se liberan en el tejido mediante difusién de

liquidos desde la dermis.

Figura A: Corte histoldgico tefiido con hematoxilina y eosina, visualizado mediante

microscopia de luz. Se puede apreciar la unidn dermoepidérmica (linea punteada).
Profundamente a esta, la dermis, de aspecto claro; y superficialmente la epidermis, tefida
mads intensamente.

Se distinguen 5 capas o estratos en la epidermis (Ver Figura B) (3).

Estrato basal
Capa mas profunda (En contacto con la dermis). Consiste en una sola capa de células

cubicas o cubicas alargadas. Muchas de estas células son embrionarias, es decir, se dividen
de forma activa y originan las células de las capas superficiales. Se necesitan de 3-4

semanas para que los queratinocitos terminen su ciclo de renovacion.



Existen también en este estrato, los melanocitos, localizados al nivel o justo por encima del
estrato basal. Estos producen granulos de melanina, los cuales insertan en los
gueratinocitos. La melanina protege a las células, en particular al nucleo, de los efectos

mutagenos de la luz UV.

Otras células del estrato son las células de Merkel (Denominadas también complejos
axonales de las células de Merkel o Discos de Merkel). Estas son células receptoras tactiles,
que establecen contactos sensitivos con terminaciones nerviosas sensitivas, respondiendo

a estimulos tactiles continuos. Poseen granulos citoplasmaticos con neurotransmisores.

Estos 2 tipos celulares (Melanocitos y células de Merkel), junto con las células de
Langerhans (Localizadas en el estrato espinoso), poseen un citoplasma claro y se

denominan como células claras de la piel.

Las células basales de la epidermis originan también los anexos cutaneos (foliculos pilosos,

uias y glandulas). Algunos anexos cutdneos se extienden hasta la hipodermis.

Las células adyacentes se mantienen conectadas entre si por desmosomas, los cuales son

conexiones intercelulares especializadas en la cohesidn y comunicacidn intercelular.

Estrato espinoso/escamoso
Formado por 5-10 capas de queratinocitos poliédricos (Denominados también, células

espinosas) que se aplanan en la parte superficial de la capa. La capa espinosa se caracteriza

por células que contienen multiples desmosomas.

Las células de Langerhans (Macréfagos presentadores de antigeno) se localizan en esta
capa. Los tonofilamentos (Filamentos proteicos citoplasmaticos que forman parte del
citoesqueleto celular) se vuelven mas densos en el estrato espinoso, en comparacién con

el basal; estos giran en torno a la placa de anclaje (Porcidn intracelular de los desmosomas).

El estrato basal y espinoso son los Unicos con células mitdticamente activas y en conjunto

se denominan como capa germinativa.



Estrato granuloso
En piel delgada solo se ve una Unica capa de células, siendo esta capa mas prominente en

la piel gruesa.

Los queratinocitos del estrato granuloso adoptan una morfologia aplanada y mas ancha
que las del estrato espinoso y presentan granulos basofilicos de queratohialina en su
citoplasma (Estos granulos son basdfilos en los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina).
Estos granulos contienen también otras proteinas y lipidos. Algunos granulos contienen
precursores de la envoltura cornificada, los cuales son depositados sobre la superficie

interna de la envoltura cornificada en desarrollo (6,7).

Los tonofilamentos son mds densos y se hallan en asociacion con los granulos de
queratohialina. El granulo laminar (También llamado cuerpo de Odland o queratinosoma),

se forma en la parte superficial del estrato espinoso y en el granuloso.

Estrato lucido
Solo se encuentra en piel gruesa. Consta de capas de células aplanadas, densamente

empaqguetadas. Cuando estas células empiezan a degenerar, los nucleos se vuelven

picnéticos (nucleos en degeneracion).

En algunas bibliografias se usa el término de zona transicional (Distinta a estrato lucido),
para delimitar una zona de remodelamiento extensivo que marca la transicion entre
epidermis viva y muerta. En esta region, los organelos intracelulares son destruidos por
proteasas y nucleasas. De manera concomitante con esta destruccion, ocurre el
ensamblado de la envoltura cornificada y la estabilizaciéon de los haces de filamentos
intermedios. El resultado de este proceso es la construccion de la capa epidérmica mas

externa, compuesta de corneocitos.

Los granulos de queratohialina descargan su contenido en la unién de las capas granular y
cornificada y forman la barrera de permeabilidad (8,9). Al mismo tiempo, la unidad interna

de la membrana celular se engrosa formando la envoltura cornificada. Diversas proteinas



contribuyen a esta estructura, estas incluyen a la involucrina, loricrina, periplaquina,

envoplaquina, entre otras (10,11); las cuales se mencionaran mas adelante.

Estrato corneo
Capa mas superficial. Este estrato es particularmente prominente en piel gruesa (Unas 10

veces mads grueso que en piel delgada).

Contiene numerosas células aplanadas, llenas de queratina (Red de filamentos intermedios
de queratina con los que se entrecruza la filagrina); denominadas también como
corneocitos. Estas células carecen de ntcleo y de organelos, tratandose practicamente de
células muertas. La queratina y los desmosomas que se mantienen en las células explican
la resistencia mecdnica de la epidermis. Los corneocitos se tornan compactos vy

deshidratados.

En las células cornificadas, la membrana celular se remplaza por un material proteinaceo
covalentemente entrecruzado con los filamentos de queratina, proveyendo una estructura

altamente insoluble y flexible que protege las células epiteliales subyacentes.

Ultraestructuralmente, las células del estrato cérneo se componen de filamentos
densamente empaquetados, desarrollados a partir de los tonofilamentos, alterados y

cubiertos por la proteina filagrina (Proteinas bdsica de los granulos de queratohialina).
Los granulos de queratohialina desaparecen en el estrato cérneo.

En esta capa se forman surcos y crestas, los cuales conforman un patrdn caracteristico en
distintas dreas como los dermatoglifos (Huellas dactilares). Con el envejecimiento,
histolégicamente, el epitelio se adelgaza, y un suavizado de la interfaz de tejido conjuntivo

epitelial resulta en el aplanamiento de las crestas epiteliales.



Cubierta queratinizada

Queratinocitos queratinizados

Estrato granuloso

Nucleo de la célula
del estrato espinoso

Figura B: Imagen de microscopia electrénica. Se ilustran las células presentes en los diversos
estratos epidérmicos, asi como una ampliacidn en la que se observan las uniones
desmosomales presentes entre los queratinocitos del estrato corneo.

Unién dermoepidérmica
El limite entre la epidermis y la dermis se extiende en pliegues. La parte de la dermis que

se proyecta hacia la epidermis se denomina papila dérmica, y la parte de la epidermis que

se proyecta hacia la dermis se denomina cresta interpapilar epidérmica.

Dermis
Capa situada profundamente en relacién a la epidermis, compuesta principalmente por

tejido conjuntivo (Rico en colageno tipo 1y fibras elasticas; las cuales aportan resistencia

y elasticidad a la piel).



La dermis es mas gruesa en la espalda, donde es de 30-40 veces mas gruesa que la
epidermis de esa regién. Posee diversos tipos de tejido, entre los que se incluyen: vasos
sanguineos, nervios y receptores sensitivos aferentes, asi como corpusculos de Meissner
(responsables del tacto discriminatorio; son mds numerosos en piel gruesa,
particularmente en las puntas de los dedos) y terminaciones nerviosas libres (Dolor o

temperatura).

Se divide a su vez en 2 capas: Capa papilar superficial y capa reticular profunda (Capa

gruesa de tejido conjuntivo irregular denso).

Las fibras elasticas se hacen mas delgadas en direccion a la epidermis. Estas se clasifican en
3 tipos, segun su contenido de microfibrillas y elastina: 1) Fibras elasticas: Las mas gruesas,
contienen sobre todo elastina. 2) Fibras de elaunina: Tamafio intermedio, poseen
pequefias cantidades de elastina amorfa. 3) Fibras de oxitalan: Las mas delgadas, formadas

s6lo por microfibrillas.

Hipodermis
Denominado también como tejido celular subcutaneo. Representa una capa de transicion

(Subcutdnea) situada por debajo de la dermis, formada por tejido conjuntivo laxo, tejido

adiposo, nervios, arterias y venas.

Aqui se sitlan los corpusculos de Pacini (Vibracion). Estos se encuentran tanto en piel

gruesa como delgada, pero son mas numerosos en las puntas de los dedos de manos y pies.

Embriologia del sistema tegumentario

La piel se desarrolla a partir del ectodermo y mesodermo.

Las células epiteliales de la epidermis son derivados del ectodermo superficial; mientras
que las células de Langerhans, la dermis y la hipodermis se forman a partir del
mesénquima, el cual a su vez procede del mesodermo subyacente al ectodermo

superficial.



La mayor parte del mesénquima que se diferencia en el tejido conjuntivo de la dermis
procede de la capa somatica del mesodermo lateral, aunque una parte deriva de los

dermatomas de los somitas.
Los melanocitos y las células de Merkel se forman a partir de células de la cresta neural.

Cronologia de eventos

Unas 4 semanas después de la concepcidn, el embrién esta cubierto por una sola capa de
células ectodérmicas, dispuestas sobre el tejido mesenquimatoso. Al cabo de 5 semanas,
la epidermis tiene 2 capas de células: la capa superficial de epitelio escamoso (Peridermo)

y la capa basal (Germinal).

Las células del peridermo sufren queratinizacién y descamacién continuas; en el feto
forman el unto sebaceo (vérnix caseoso), el cual protege a la piel del feto de las altas

concentraciones de urea en el liquido amnidtico.

A los 2-3 meses, las células basales se dividen con rapidez y la epidermis adquiere el grosor
de varias capas (Las crestas epidérmicas se forman alrededor de la décima semana). Al
mismo tiempo, el mesénquima se diferencia en un tejido conjuntivo mas maduro con vasos
sanguineos. Hacia la semana 11, las células mesenquimatosas han comenzado a producir

fibras de coldgeno y tejido conjuntivo elastico.

A los 4 meses, las células de la cresta neural migran hacia la capa basal de la epidermis y

se diferencian en melanocitos y células de Merkel. La sefializacién Wnt regula este proceso.

A los 5 meses empiezan a formarse los anexos (Foliculos pilosos y glandulas). Una
acumulacién de células basales forma un pliegue denominado yema epidérmica, que se

proyecta hacia la dermis. Estas células se diferenciaran en los anexos.

A las 21 semanas, el peridermo desaparece y se forma el estrato corneo.



Funciones de la piel: Generalidades
1) Proteccion: Evitando que los tejidos internos se vean afectados por agentes fisicos

(Traumatismos, radiacion, luz solar), quimicos o bioldgicos.
2) Regulacién de la hidrataciéon: Formando una barrera impermeable a liquidos.

3) Regulacién de la temperatura: La evaporacion del sudor, asi como la dilatacion de la
red capilar y de las anastomosis (comunicaciones arteriovenosas), ayudan a regular la

temperatura corporal.

4) Funcién somatosensitiva: Los receptores sensitivos de la piel transforman la energia
fisica en potenciales de accidon que son transportados por nervios periféricos hasta el
SNC, donde se generan las sensaciones del tacto, presidn, dolor, calor, frio, vibracion,

etc.

5) Funcién inmunitaria: Las células de Langerhans y linfocitos de la piel, entre otras

células, contribuyen a la respuesta inmune cutanea.
6) Produccion de vitamina D.

Fisiologia de la queratinizacién (Maduracion)

La queratinizacién, también llamada cornificacion, es un proceso de diferenciacidn celular
que sufren los queratinocitos, a través del cual pasan de su estado post germinativo
(Estrato basal) a uno completamente diferenciado, endurecido, con células llenas de

proteinas, constituyendo el estrato cérneo.

Existen 2 tipos de poblaciones celulares durante la queratinizacién: poblacidn progenitora
y poblacion en maduracion. Tras cada division, la célula hija puede mantenerse en la
poblacién progenitora o cambiar a la de maduracién. A medida que las células se mueven

hacia arriba en el epitelio, pierden la capacidad de proliferacion.



El proceso de migraciéon desde la capa basal hasta la superficie se conoce como
maduracion. Cuando entran a la via de maduracion, los queratinocitos sufren
diferenciaciéon y se comprometen a cambios bioquimicos y morfoldgicos. Al final del
proceso de diferenciacidn, la célula muerta llena con proteinas densamente empaquetadas
contenidas dentro de una membrana celular endurecida. Tras llegar a la superficie, las

células sufren descamacion.

El tiempo que le toma a una célula dividirse y pasar a través del epitelio se estima entre 52-

75 dias en la piel, 4-14 dias en intestino, 41-75 en encias y mejillas.
Existen numerosos factores que controlan la diferenciacion de queratinocitos, incluidos:

1. Los metabolitos activos de vitamina D3 actian en una via autocrina para disminuir la

proliferacién queratinocitica y para incrementar la diferenciacién celular.

2. EGF (Factor de crecimiento epidérmico) y TGF-a (Factor de crecimiento transformante
alfa), ejercen un efecto mitogénico en las células basales a través de las interacciones

con receptores EGF (Mucosa oral).

3. EIKGF (Factor de crecimiento queratinocitico), miembro de la familia de FGF, producido
por los fibroblastos de la |lamina propia. Este ejerce un fuerte estimulo para la
proliferacién epitelial. La IL-1B (interleucina 1-B) e IL-6 (interleucina 6), pueden

incrementar la proliferacidon queratinocitica estimulando la produccién de KGF.

4. El factor de crecimiento de hepatocitos es otro factor paracrino que se origina en el

tejido conectivo, el cual estimula la proliferacién y migracién de queratinocitos.

5. TGF-B inhibe la sintesis de DNA en células basales y promueve la diferenciacién

terminal. Este se secreta por las células basales y suprabasales.



6. En mucosa oral, altos niveles de vitamina A causan que el epitelio cornificado normal
sufra metaplasia mucosa. La deficiencia de vitamina A causa el efecto opuesto,

metaplasia escamosa.

7. El calcio juega un rol importante en la diferenciacién queratinocitica (Se menciona a

detalle mas adelante).

Algunas enzimas apoptéticas como la caspasa-3, se activan en células cornificadas en la
transicion entre la capa granular y cornificada. La enzima caspasa-3 puede involucrarse en
el desmantelamiento del nucleo y los organelos. La proteasa apoptética caspasa-14 no se
activa en células de la matriz ungueal, indicando diferencias en los procesos de

queratinizacién suave o rigida.

Queratinas
El citoesqueleto de una célula estd compuesto por microtubulos (20-25 nm de didmetro),

filamentos intermedios (7-12 nm) y microfilamentos (4-7 nm).

Los filamentos intermedios mantienen la integridad estructural de los queratinocitos (Y de
muchas otras células del cuerpo). Estos sirven de andamio para el citoesqueleto,

agregandose en haces que varian en didmetro.

La queratina es la proteina tipica que conforma los filamentos intermedios en los
gueratinocitos de los epitelios en vertebrados. Dentro de las diversas familias y subfamilias
de proteinas que componen los filamentos intermedios, la queratina es importante debido

a su alta diversidad molecular.

Las queratinas son las proteinas mdas abundantes en el corneocito, constituyendo el 85%
del total de proteinas celulares. Esta proteina es insoluble y fibrosa y contiene una alta

proporcién de cisteina.



Lo que se conoce macroscépicamente como queratina, en realidad es una mezcla de
queratinas, proteinas asociadas a filamentos de queratina y otras enzimas derivadas de

células epiteliales.

La microscopia electrénica revela que la queratina consiste en agregados de finas fibras,
esencialmente similares a los tonofilamentos en las células profundas del epitelio. Los
filamentos probablemente se unen entre si por las mismas fuerzas atrayentes que operan
entre todos los polipéptidos, sin embargo, la presencia de un numero apreciable de

puentes disulfuro es una caracteristica importante.

Genética y clasificacion

En humanos, las queratinas se codifican por 54 genes. Existen 30 familias divididas en 2
grupos principales: Tipo 1 o acidas (Incluidas K9-K20), tipo 2 o basicas (K1-K8). Existen 28
tipos de queratinas tipo 1 (17 epiteliales y 11 del cabello) y 26 tipo 2 (20 epiteliales y 6 del

cabello).

En el genoma humano, los genes para queratina se encuentran agrupados en 2 sitios: locus
17921.2 (Queratinas tipo 1, excepto K18) y locus 12913.13 (Queratinas tipo 2). Los genes
para queratinas se designan KRT1, KRT2, etc. (Ver Figura C) (12).

Las queratinas y proteinas asociadas a estas son importantes marcadores diagndsticos. Las
gueratinas se expresan en un patron altamente especifico relacionado con su tipo epitelial
y nivel de diferenciacion. Su expresion es region-especifica y diferenciacidon-especifica.
Como dato interesante, algunas queratinas pueden expresarse diferencialmente en
tumores, y se conservan bastante bien respecto a su origen original, pudiendo emplearse

en el diagndstico inmunohistoquimico de carcinomas.



IRS ! HK Hair keratins (HK)

1) actve KAS peren { I‘
- HHHHH

1 poaudgmres

Chromosome 17g21.2: 27 functional type | keratin genes

KRTIIA
KRT338
KRT)4
KRTI
KRT28

~
~
.-
o
x

KRT3S
KRT36

KRT15
KRT19
KRTS

KRT14
it

KRTI7

' i IRS | ¢l [ Hair keratins

Chromosome 12q13.13: 27 functional (26 type Il + 1 type |) keratin genes

w0 o o

w i 4 o ~ e B . v N;ﬂ 4-;8.. P4
> [ EE = uégg e E eE R =
§ g usﬁg EEEMEEEEIE EIEEE! EEE g &
x XX X X s . B B X e A e X X X xxX X x
LR —- ' '_'»—_'*

»
:

Figura C: Representacidon esquematica de los loci que albergan a las diversas familias de
qgueratina.

Los distintos tipos de queratina varian en el nimero y secuencia de sus aminodcidos, asi

como en su polaridad, carga y tamano.
Otras maneras de clasificar las queratinas, ademas de su pH, incluyen:

1) Sintesis preferencial: Queratinas primarias (Queratinas que siempre se sintetizan por
células epiteliales, por ejemplo, K8/18 en epitelios simples y K5/14 es epitelios
estratificados) y queratinas secundarias (Producidas por células epiteliales en adicion
a las queratinas primarias, por ejemplo, K7/19 en epitelio simple y 6/16 en epitelio

estratificado).

2) Basado en su peso molecular: Peso bajo (Epitelios glandulares y simples), intermedias
(Epitelios estratificados), alto (Epitelios estratificados queratinizados). El rango de peso

molecular de las queratinas varia entre 44-64 kDa.



Durante la diferenciacion epidérmica, las queratinas de bajo peso molecular de la capa
basal (K5/K14), son remplazadas por queratinas de alto peso molecular (K1/K10/K11), las

cuales pueden emplearse como marcadores de queratinizacién.

3) Distribuciéon: Blandas (Piel y mucosa), duras (Ufias y cabello). Las ufias y el cabello estan
compuestas por subfamilias separadas de queratinas, denominadas queratinas del
pelo (13,14). Estas difieren de las queratinas epiteliales debido a su alto contenido de
azufre en los dominios N y C-terminal, lo cual es responsable del alto grado de
entrecruzamiento filamentoso de las proteinas asociadas a queratina. De las 52

gueratinas, 26 se expresan en el foliculo piloso.

Estructura proteica
La estructura primaria de aminodacidos varia en nUmero y secuencia de los mismos, lo cual

modifica sus propiedades de polaridad, carga y tamano.

La secuencia primaria de aminodcidos (Recién codificada) es ligeramente mds larga que la
de la queratina madura, lo cual indica la presencia de modificaciones postraduccionales
antes de la formacién de filamentos de queratina. Las modificaciones postraduccionales
incluyen formacion de puentes disulfuro, fosforilacién, glicosilacién, desaminacién o

formacion de puentes inter/intra-cadena.

Todas las proteinas que forman filamentos intermedios poseen una estructura secundaria
tripartita, la cual consiste en un dominio principal N-terminal (Cabeza) (Aproximadamente
320 aminoacidos), un dominio central a-helicoidal y un dominio C-terminal (Cola). Los
ultimos 2 dominios poseen longitud variable, segun el tipo de queratina. En las queratinas,

estos 3 dominios se dividen en subdominios.

El dominio N-terminal consiste en 2 subdominios V1 y H1. El dominio central a-helicoidal
se compone de los subdominios 1A, 1B, 2A y 2B, conectados por los enlazadores L1, L12 y

L2. El dominio C-terminal se compone de los subdominios H2 y V2 (15-17).



Todas las proteinas que forman filamentos intermedios pueden autoensamblarse en haces

de filamentos.

La estructura terciaria de las queratinas es un heterodimero compuesto por los dominios
a-helicoidales (Dominio critico para el ensamblaje de filamentos intermedios) de una

gueratina acidica y otra basica, dispuestas en una orientacién paralela.

Las queratinas se caracterizan por la capacidad de formar estructuras cuaternarias
complejas, incluyendo la formacién de tetrdmeros, octameros y filamentos de longitud

unitaria.

Funciones de las queratinas

Fundamentalmente influencian la arquitectura y actividad mitdtica de las células
epiteliales Las queratinas y filamentos asociados proveen un andamiaje para que las
células epiteliales y tejidos soporten el estrés mecanico, mantengan su integridad
estructural, protegen contra variaciones en la presidon hidrostatica y establecen polaridad

celular (18).

En algunos epitelios, los filamentos de queratina estan conspicuamente dispuestos como
tonofilamentos. Dentro de la célula, trenzan alrededor del nucleo, fijandolo, se expanden
a lo largo del citoplasma y se anclan a los desmosomas y hemidesmosomas (estructuras
gue se analizardn mas adelante) en la periferia celular (Ver Figura D) (12). Estas
caracteristicas sugieren que las queratinas desempefian un rol importante en la integridad

y estabilidad mecdnica de los tejidos epiteliales.

Los epitelios simples (no estratificados) de los érganos internos, los cuales experimentan
poco estrés mecanico, poseen pocos miembros de filamentos de queratina, distribuidos

escasa y dispersamente por el citoplasma.



Figura D: Microscopia de fluorescencia en la que se observa el ntcleo de color azul tefiido con
DAPI, los filamentos de queratina de color rojo y la desmoplaquina de color verde.

Durante la diferenciacién terminal, los filamentos de queratina se unen covalentemente a
la envoltura, a través de residuos de lisina localizados en el extremo N-terminal de las

queratinas tipo 2.

Las queratinas y filamentos se involucran también en la sefalizacion celular, transporte

celular, compartimentalizacion y diferenciacion celular (19).

Las queratinas regulan la respuesta a sefiales proapoptoéticas (K8 es antiapoptodtica) y
tienen la habilidad de modular la sintesis proteica y el tamafio celular en células epiteliales
(20). Las queratinas participan también en la cicatrizacidn de heridas, regulando la sintesis

proteica y el tamano celular.

Algunas queratinas protegen contra el estrés/lesiéon hepatica (K8/K18). Esto refuerza la

expresion tejido-especifica.



Desmosomas
Los desmosomas son estructuras multiproteicas complejas, esenciales para la unidn

intercelular. Los desmosomas son cruciales en los tejidos que experimentan estrés

mecanico, como el miocardio, vejiga, mucosa gastrointestinal y la piel.

Los desmosomas contienen 2 tipos de proteinas: Proteinas transmembrana (Las cuales se
proyectan hacia el espacio extracelular y conectan las membranas celulares de células
diferentes) y proteinas de la placa de anclaje (Las cuales enlazan a los filamentos

intermedios con las proteinas transmembrana).

Los estudios de microscopia electrénica han permitido identificar la organizacién
ultraestructural de los desmosomas. Estos se dividen en 3 zonas morfolégicamente
identificables: la regidn nuclear extracelular (desmoglea), la placa densa externa (PDE) y

la placa densa interna (PDI) (Ver Figura E) (21).

La desmoglea contiene 2 glucoproteinas transmembrana, denominadas desmogleinas y
desmocolinas; las cuales representan subfamilias separadas de la superfamilia de
Cadherina de moléculas de adhesién dependientes de calcio. Los dominios extracelulares
de las desmogleinas y desmocolinas median la adhesion intercelular, mientras que sus

colas citoplasmaticas se asocian con las proteinas de la placa de anclaje desmosomal.

La PDE consiste en los extremos citoplasmaticos de las cadherinas, las cuales se unen a
proteinas pertenecientes a las familias de proteinas enlazadoras armadillo y plakina. La
placoglobina (PG), miembro de la familia armadillo, se une directamente a las colas

citoplasmaticas de las desmogleinas y desmocolinas.

El dominio N-terminal de la desmoplaquina (DP) (miembro de la familia plakina),
interactUa tanto con la placoglobina como con las placofilinas (PKP), las cuales también

son miembro de la familia armadillo.
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Figura E: Arriba: Microscopia electréonica de un desmosoma. Abajo: representacién
esquematica de las proteinas en cada zona del desmosoma.

Finalmente, el extremo C-terminal de la desmoplaquina, se une a los filamentos
intermedios y forma la placa densa interna (PDI), entrelazando la red del citoesqueleto

con el complejo de adhesidn intercelular.

En la epidermis se expresan todas las 7 cadherinas desmosomales, sin embargo, los genes
se expresan diferencialmente a medida que los queratinocitos atraviesan el proceso de
diferenciacién terminal. DSG2 y DSG3 se distribuyen principalmente en las capas
inferiores de la epidermis, mientras que DSG1 se expresa en las capas superiores. DSG4

se expresa principalmente en el foliculo piloso y en la capa granular. Respecto a las



desmocolinas, DSC2 y DSC3 se expresan en la capa basal y espinosa, mientras que DSC1

se expresa en la capa granular (Ver Figura F) (21).

F

Stratum corneum

Granular layer

€ dMd

uje|dowisaq

Spinous layer

uiqojBoxe|d

Basal layer

.’ Desmosome Basement membrane

. Hemidesmosome .
Dermis

Figura F: Representacién esquematica de las proteinas desmosomales expresadas en cada

estrato.

El patrén de expresion diferencial de las cadherinas desmosomales implica que los
desmosomas entre los diversos tejidos, son bioquimicamente y presumiblemente
funcionalmente diferentes. Existen diversos estudios que analizan la relevancia de las

cadherinas desmosomales en el proceso de diferenciacion.

Otros componentes y precursores de la envoltura cornificada

La envoltura cornificada es una estructura entrecruzada covalentemente, que se forma por
debajo de la membrana plasmatica de los queratinocitos en desarrollo. Esta incluye 2
partes funcionales: Una estructura gruesa insoluble de 15 nm, la cual consiste en proteinas

entrecruzadas covalentemente (filamentos intermedios de queratina, estabilizadas por



puentes disulfuro, rodeada de una envoltura de proteinas unidas covalentemente), la cual
conforma la estructura de soporte de la envoltura; y una porcidén de lipidos unidos

covalentemente (5 nm de grosor), los cuales cubren el exterior.

Diversas proteinas funcionan como sustratos y son incorporadas a esta estructura. Estos
incluyen proteinas solubles (Involucrina, proteinas SPR o proteinas pequefias ricas en
prolina) e insolubles (Loricrina, periplaquina y envoplaquina). Diversos precursores
solubles son inicialmente depositados para formar un soporte o andamiaje. Los precursores

insolubles son subsecuentemente depositados en la superficie interna del andamiaje.

Las principales proteinas que componen la envoltura cornificada son:

1) Loricrina: Locus 1g21. 26 kDa. 80% del total de proteinas (no queratina) de la envoltura
2) Involucrina: Locus 1g21. 65 kDa. 5% del total.

3) Proteinas SPR: Locus 1g21. 5-26 kDa. 3-5% del total.

4) Cistatina A: Locus 3cen-g21. 12 kDa. 2-5% del total.

5) Otras que comprenden menos del 1% del total incluyen: proelafina, profilagrina,

gueratinas tipo 2, desmoplaquina, envoplaquina, periplaquina, anexina 1, cornifelina.

Involucrina

La involucrina fue el primer precursor descubierto. Se expresa en las capas suprabasales
en epitelios estratificados, incluyendo epidermis, cérvix, esdéfago, cdrnea, traquea vy
conjuntiva. La expresion de involucrina es controlada por los factores reguladores AP1, Spl

y C/EBP.

La involucrina contiene 37 repetidos de 10 aminoacidos, conteniendo cada repetido 3
residuos de glutamina y 2 de glutamato. La proteina completa contiene 15% de glutamina
y 20% de glutamato. Pese a que multiples glutaminas en la involucrina son substratos para

TGs (Transglutaminasas), estas actuan preferencialmente sobre el residuo glutamina 496.



La involucrina es una de los primeros precursores durante el entrecruzamiento de la
envoltura cornificada y se cree que forma un andamio para el subsecuente

entrecruzamiento de los precursores adicionales.

Loricrina
La loricrina es el principal componente de la envoltura cornificada en la epidermis. La
expresion de loricrina se induce por diferentes agentes, incluido el calcio y se detecta en

granulos de la capa granular.

Durante la diferenciacion terminal, en la zona de transicién, la loricrina se libera y se

entrecruza con la superficie interna de la envoltura cornificada en formacion.

SPR
Las SPR (Proteinas ricas en prolina) comprenden una familia multigénica de 14 miembros,
con 3 subgrupos: SPR1 (2 miembros), SPR2 (11 miembros) y SPR3 (1 miembro). La expresién

de estos genes es inducida por el calcio y otros agentes como AP1, Sp1, entre otros.

La estructura de SPR incluye 8-9 repetidos de aminodcidos ricos en prolina, flanqueados
por extremos ricos en glutamina-lisina y prolina, respectivamente. Los residuos de
glutamina-lisina se localizan en los extremos C-terminal y N-terminal de las proteinas SPR
y participan en el entrecruzamiento. Se cree que estas proteinas funcionan como puentes

que enlazan a otros precursores.

Cistatina y elafina
La cistatina A es un inhibidor de la proteasa de cisteina. Representa un componente menor
de la envoltura cornificada. La expresidon incrementa mediante el influjo de distintos

agentes de la via MAPK cinasa, incluidos Ras, MEKK1, MEK7 y JNK.

Una mutacion en otro miembro de la familia de Cistatina, la Cistatina M/E, parece ser la
causa subyacente de la alteracion de la cornificacion epidérmica observada en algunos

tipos de ictiosis arlequin.



La elafina es un potente inhibidor de la elastasa y proteinasa 3. Esta se traduce inicialmente
como preproelafina, la cual se corta resultando en proelafina y un péptido sefal de 25
aminodacidos. La proelafina se corta, produciendo elafina y cementoina. La cementoina es
codificada por el pro-dominio de la elafina y tal como esta ultima, sirve como sustrato de

TGs.

Es posible que los miembros de la familia de cistatina y elafina funcionen regulando la

actividad de proteasa requerida para la maduracion de la envoltura cornificada.

Filagrina
Se sintetiza como profilagrina, la cual consiste en numerosas unidades de filagrina,

flanqueadas por los dominios N-terminal y C-terminal.

Como otros precursores, la profilagrina contiene 2 dominios EF-hand de unién a calcio.
Adicionalmente a su rol en la envoltura cornificada, también funciona agrupando
filamentos intermedios. Otra funcién puede ser facilitando respuestas apoptdticas debido

a su habilidad para alterar la distribucion de los filamentos intermedios de queratina.

Proteinas S100 y anexina 1
Las proteinas S100 son proteinas reguladas por calcio mediante sus dominios EF-hand. Los
genes que las codifican estan agrupados en el complejo de diferenciacidon epidérmica en

el locus 1q21.

S100A10 y S100A11 se incorporan a la envoltura cornificada en los queratinocitos
normales. En respuesta al incremento de calcio, S100A11 se mueve a la periferia celular
mediante los filamentos dependientes de tubulina, indicando que estos se requieren para

posicionar a este precursor en vecindad a la membrana plasmatica.

S100A11 forma un complejo con anexina 1. Este es un heterotetramero compuesto por 2
moléculas de cada uno de estos precursores. Se cree que este tetramero funciona

organizando los eventos de fusion de la membrana, regulado por calcio. Esta actividad



puede ser posible en condiciones oxidantes y con pH reducido, situaciones que ocurren

durante la diferenciacién terminal de queratinocitos.

Sitio de expresion de precursores
La capa basal expresa las queratinas K5 y K14. En las capas espinosa y granular se expresan
los precursores de la envoltura (Involucrina, cornifina) y las queratinas K1 y K10. La loricrina

y filagrina se expresan mas tardiamente en la diferenciacién, en la capa granular (Ver Figura

G) (11).
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Figura G: Representacién esquematica de la expresion de queratinas, precursores de la

envoltura cornificada y transglutaminasas; en funcién de los diversos estratos epidérmicos.



La tasa de incorporaciéon de precursores de la envoltura y la deposicion de puentes
covalentes acelera en la zona de transicion a medida que incrementan los niveles de calcio

libre, los cuales aumentan la actividad de las transglutaminasas.

El entrecruzamiento en la zona de transicidn finaliza con la producciéon de una capa

cornificada compuesta de una superficie epidérmica de células muertas.

Transglutaminasas (TGs)
Este grupo de enzimas se especializan en catalizar 3 tipos de reacciones de modificacion
postraduccional dependientes de Ca2+ y tiol (grupo funcional formado por un atomo de

azufre y un dtomo de hidrégeno (-SH)): Transaminacidn, esterificacion e hidrolisis.

Dichas reacciones son esenciales para diversos procesos biolégicos como la coagulacion
sanguinea, formacién de la barrera cutdnea y el ensamblado de la matriz extracelular,
sirven como andamiaje, mantienen la integridad de membrana, regulan la adhesidén celular
y modulan la transduccién de sefiales (22), sin embargo, pueden contribuir también a la

fisiopatologia de algunas enfermedades inflamatorias, autoinmunes y degenerativas.

La primera TG descubierta fue la TG2, en el afio de 1959, a partir de extractos de higados
de cuyos. Se descubrid su habilidad para catalizar la incorporacién de aminas primarias de

bajo peso molecular a las proteinas (23).

Genética y clasificacion
Existen 9 genes de TGs en humanos, 8 codifican para enzimas cataliticamente activas y una

es inactiva (Banda 4.2 de proteina de membrana eritrocitaria) (24).

Todas comparten una secuencia idéntica de aminodcidos en el sitio activo. El residuo
catalitico de cisteina es parte del motivo conservado requerido para la reaccién de
transaminacién. Este residuo se remplaza por alanina en el Unico miembro cataliticamente

inactivo de las TGs (Proteina banda 4.2) (Ver Figura H) (25).
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Figura H: Secuencia de aminodcidos de las diversas transglutaminasas. Dentro del corchete se
representan, resaltados en negritas, los aminodcidos contiguos a la cisteina catalitica. La
flecha sefiala la sustitucidn de cisteina (catalitica) por alanina, que ocurre en la proteina
Banda 4.2, lo cual ocasiona que esta carezca de funcién enzimatica.

Algunos de sus miembros incluyen: Factor Xllla (involucrado en la estabilizacidon de
coagulos de fibrina y cicatrizacion de heridas), TG4 (Involucrada en el entrecruzamiento del
liguido seminal), Banda 4.2 (TGs inactiva. Representa una proteina estructural en
eritroblastos y eritrocitos), TG2 (Enzima expresada ubicuamente; presenta diversas

funciones), TG1 (TG especifica de epidermis).

4 miembros de la familia TG se expresan en queratinocitos y/o tejidos epidérmicos: TG1,
TG2, TG3 y TG5. La TG2 se expresa en el estrato basal, sin embargo, su rol especifico es
desconocido (26,27). TG1/3/5 se producen en las células diferenciadas de los estratos
espinoso y granular donde actian sobre sus sustratos, ensamblando la envoltura
cornificada (26,27). La expresion de TG3 parece estar confinada a la capa granular (La

funcién de TG3 también es desconocida).



Estructura proteica
Todos los miembros de la familia TG estdn compuestos de 4 dominios secuenciales y

estructuralmente distintos: Dominio B-sandwich NH,-terminal, dominio nuclear o/B
catalitico y 2 dominios B-barril COOH-terminal. Estos dominios asumen una conformacion

compactada en ausencia de calcio (Figura 1) (28).

Un gran cambio conformacional, pasando de la forma compacta a la estructura elipsoidal
extendida, el cual expone el sitio activo de TG, acompafia la activaciéon de TG2 (29,30) y

posiblemente a otros miembros de la familia TG.

2 miembros de la familia TG, FXIII-A y TG1, poseen una secuencia propeptidica adicional

NH,-terminal, la cual necesita ser cortada para generar la enzima activa (Ver Figura J) (28).

Un elemento critico de la actividad enzimatica de las TG es la triada catalitica del sitio
activo, la cual consta de los residuos de cisteina, histidina y aspartato; ademas de un
residuo de triptéfano que estabiliza el estado transicional. Estos 4 residuos son esenciales
para la reaccién catalitica (Figura J) (31-36). Ninguno de estos 4 residuos esta conservado

en la proteina 4.2 (Sin actividad catalitica).

Bioquimica enzimatica conocida
Pese a que el entrecruzamiento proteico es la reaccion catalitica mas frecuente de estas

enzimas, estas realizan por lo menos 5 reacciones de modificacion postraduccional, las

cuales pueden dividirse en 3 tipos: Transaminacion, esterificacion e hidrdlisis.

Las 5 reacciones involucran una proteina/péptido que contiene glutamina, la cual funge

como sustrato inicial o aceptor.
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Extended, inhibitor-bound
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Figura I: Representacién tridimensional de la estructura proteica de la transglutaminasa 1. Se
representan, de N-terminal a C-terminal: en azul, el dominio de B-sandwich; en verde el
dominio catalitico nuclear; en amarillo el dominio B-barril 1; en rojo el dominio B-barril 2. A la
izquierda se representa la conformacion compacta (inactiva), en ausencia de calcio. A la

derecha se renresenta la conformacidén distendida (activa). en nresencia de calcio.

La cisteina e histidina del sitio activo de las TGs forman un par idnico tiolato-imidazol, el
cual se une a la glutamina del primer sustrato o sustrato 1 (aceptor), mediante el ataque
del grupo y-gama-carboxamida del sustrato por parte del tiolato, formando un enlace
covalente y-glutamiltioester (Reaccidon de acilacion) (Ver Figura K) (28). La reacciéon
procede mediante la generacién del intermediario de oxianién 1, el cual es estabilizado
mediante enlaces de hidrégeno tanto al nitrégeno de la estructura base de la cisteina del
sitio activo, como al nitrogeno Nel del triptéfano estabilizante en estado transicional. En
el siguiente paso de acilacion, se libera NH; mientras se forma el intermediario de

acilenzima. Una alta especificidad para el segundo sustrato se manifiesta entre el sustrato
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Figura J: Representacion esquematica de la estructura secundaria de las transglutaminasas.
Se correlacionan, mediante las lineas punteadas, los exones que codifican para cada uno de
los dominios proteicos.

2 y el intermediario de acilenzima. El ataque nucleofilico del grupo amino del sustrato 2
conduce a la formacion del intermediario oxianion 2, el cual es nuevamente estabilizado
mediante puentes de hidrégeno, tanto al sitio activo de la cisteina como al triptéfano
estabilizante de estado transicional. En el paso final de desacilacion, se libera un producto

entrecruzado y la TG se regenera para participar en una nueva reaccion.

Alternativamente, el paso inicial de la acilacion puede ser seguido ya sea por un ataque de
moléculas de agua (Hidrdlisis) o por la unién de un segundo sustrato, el cual puede ser una
amina (Reaccion de transaminacion) o un alcohol (Esterificacion), generando un producto
hidrolizado, un entrecruzamiento proteico o un producto esterificado, respectivamente
(37). Alternativamente puede generarse la ruptura del enlace tioester recién formado

(Reaccion de desacilacion).
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Figura K: Representacién esquematica de las reacciones de acilacion y desacilaciéon, mediante

las cuales, la enzima TG1, lleva a cabo el entrecruzamiento de proteinas a partir de un residuo

de glutamina en el sustrato 1, y un residuo de lisina en el sustrato 2. El resultado de la

reaccion es la formacidn de puentes covalentes entre ambas proteinas; proceso que da lugar

a la formacion de la envoltura cornificada.



La esterificacion resulta en la modificacién de acidos grasos en una glutamina de la cadena
lateral de la proteina aceptora, mientras que la hidrdlisis puede resultar en desaminacion
(La molécula de H,0 es donadora y el grupo -NH; en la cadena lateral de glutamina de la
proteina aceptora es remplazado con un grupo -OH para formar glutamato) o en corte
isopeptidico (Involucra a una molécula de H,0 que actia como donadora, conduciendo a

escision del enlace isopeptidico que enlazaba a ambas proteinas).
Las reacciones de transaminacidn pueden resultar en:

1) Entrecruzamiento proteico, en el cual un residuo de glutamina se entrecruza con un
residuo de lisina (De otra proteina/péptido) mediante un enlace isopeptidico Ne-(y-
glutamil)-lisina. Las reacciones de entrecruzamiento por transaminacion requieren la
presencia de Ca2+ para unir covalentemente aminas primarias, incluyendo poliaminas,
monoaminas y aminas unidas a proteinas; a residuos de glutamina en la proteina

aceptora.

2) Incorporacion de aminas, en las cuales una amina primaria se incorpora a una

glutamina en la cadena lateral de la proteina aceptora.
3) Acilacidn, en la cual una lisina en la cadena lateral de la proteina donadora es acilada.

Las diversas TGs generalmente exhiben una destacable especificidad a sus sustratos. Pese
a que el mismo sustrato proteico puede ser reconocido por distintas TGs, las enzimas
presentan diferente afinidad/especificidad hacia las glutaminas/lisinas localizadas en

diversos sitios de la proteina.

El entrecruzamiento covalente isopeptidico es estable y resistente a la protedlisis,

incrementando la resistencia de la estructura supramolecular resultante.

Otras actividades de las TGs
Adicionalmente a las acciones enzimaticas bien estudiadas, algunos miembros de la familia

TG participan en diversos procesos bioldgicos mediante acciones no relacionadas con su



actividad catalitica. Por ejemplo, TG2 (38,39), TG4 (40) y TG5 (41) se unen e hidrolizan a
GTP, lo cual causa una transicidon hacia la conformaciéon inactiva de las TGs, con la

consecuente inhibicion de su actividad (30,42).

FXIII-A (43) y TG2 (44) funcionan como proteinas adaptadoras que facilitan las interacciones

de la matriz durante la adhesion celular.

Finalmente, se ha reportado que TG2 actla como cinasa de serina/treonina (45-47), una
proteina disulfuro isomerasa (48) y como un ligando extracelular para GPR56
(Perteneciente a la familia de receptores acoplados a proteina G), involucrado en la

supresion tumoral (49,50).

Adicionalmente al entrecruzamiento proteico y la funcidon de andamiaje, las TGs catalizan
la modificacién postraduccional de proteinas mediante la desaminacién e incorporacion
de aminas (Ver Figura L) (25). Por ejemplo, la desaminacién de gliadina A (Con preferencia
por las secuencias GIn-X-Pro; donde X representa cualquier aminoacido) dependiente de
TG2, componente del trigo y otros cereales, estd implicado en la patogénesis de

enfermedad celiaca (51).
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Figura L: Representacion esquematica de las reacciones de transaminacion, transamidacién y
de desaminacidn.



La incorporacion de aminas catalizada por TGs, puede modificar la funcién, estabilidad e
inmunogenicidad de los sustratos proteicos y contribuir a enfermedades autoinmunitarias

(37).

Sitios de expresion y actividad
La TG2 se expresa principalmente en la capa basal de la epidermis (52), mientras que la

TG1 y la TG5 se expresan en los estratos espinoso y granuloso (26). TG3 parece estar

confinada al estrato granuloso.

La formacién de la envoltura cornificada inicia en la capa espinosa de la epidermis
mediante el entrecruzamiento de la envoplaquina y periplaquina a los desmosomas;
accién mediada por TG1y TG5 (10). En la capa granular, la loricrina y las proteinas SPR son
entrecruzadas por TG3, formando oligdmeros y, en las fases de reforzamiento final, se

entrecruzan a la envoltura cornificada por TG1 (53).

La formacion de envoltura lipidica ocurre mediante el entrecruzamiento de lipidos (w-
hidroxiceramidas) mediado por TG1, a las ya entrecruzadas proteinas envoplaquina,

periplaquina e involucrina (54).

TG2 desempeiia un rol en la estabilizacion de la unién dermoepidérmica (52), pero no esta

involucrado en la cornificacion.

Transglutaminasa 1

Genética
Esta enzima es codificada por el gen TGM1, localizado en el locus 14q11.2. El gen contiene

15 exones. El primer exdn no es codificante, siendo el segundo el que codifica el propéptido

en el extremo N-terminal (Ver Figura J).

El promotor de TGM1 contiene 3 elementos de respuesta AP2-like activadores de proteina,
localizados a .5 kb del sitio de inicio de transcripcidn (55). Estos sitios son receptores de

factores de transcripcion pertenecientes a la familia de AP2/EREBP, los cuales se cree que



modifican la respuesta de expresion génica en funcion del estrés e influencias hormonales

(Ver Figura M) (55).

La actividad del promotor en cultivos de queratinocitos, parece requerir 2 sitios SP1 (Sitios
aceptores de SP1, el cual pertenece a otra familia de factores de transcripcién, relacionados
con crecimiento celular, diferenciacién, apoptosis y carcinogénesis) (56) y un sitio AP1

dentro de la regidn distal del gen.
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Figura M: Representacion esquematica de los sitios receptores AP-2 like, los cuales regulan la
expresion del gen TGM1.

Expresion y fisiologia
TG1 se sintetiza como un zimégeno inactivo de 106 kDa. Posterior a la remocién de su

propéptido N-terminal, pasa a tener un peso molecular de 90 kDa. Se expresa en el epitelio
escamoso estratificado de la piel. La expresién en epidermis es dependiente de

diferenciacién e inicia en los queratinocitos del estrato espinoso.

TG1 también se expresa en tracto digestivo superior, tracto genital femenino inferior, en
las uniones adherentes de las células epiteliales en pulmdn, rifidn e higado (57); y en las

células endoteliales de la microvasculatura miocardica (58).

La mayoria de la TG1 expresada en piel esta anclada a la membrana plasmatica de los
gueratinocitos a través de moléculas de acidos grasos (miristato y palmitato) (59), las
cuales son afadidas sobre 5 residuos de cisteina (Cys47, 48, 50, 51 y 53) en el extremo N-
terminal de TG1. La alteracion de alguna de estas cisteinas reduce la asociacién de TG1 con

la membrana plasmatica de los queratinocitos. Pese a que solo un residuo de cisteina se



requiere para que ocurre la adicién de palmitato, mas de 1 debe estar presente para dirigir
la TG1 a la membrana. La miristilacion parece ocurrir durante la traduccién, mientras que

la adicidn de palmitato ocurre postraduccionalmente.

Una fraccidn de la TG1 asociada a la membrana sufre protedlisis y da lugar a fragmentos
de 10, 33 y 66 kDa (60). La génesis de estos productos de corte, incrementa con la
diferenciacién queratinocitica. Estudios in vitro sugieren que este corte incrementa la

actividad de TG1.

Adicionalmente a la acilacién lipidica y el corte proteolitico, la TG1 es fosforilada en
residuos de serina en el extremo N-terminal, predominantemente en Ser82. Estos sitios de
fosforilacion de serina residen en una cercana proximidad a los sitios de acilacién y anclaje

a la membrana, sugiriendo que la fosforilaciéon puede influenciar la unién a la membrana.

La actividad de TG1 requiere calcio como cofactor. Se han reportado niveles aumentados
de calcio en los estratos suprabasales de la epidermis. Otros agentes como los esteres de

forbol y el 4cido retinoico, también influencian los niveles de TG1.

Simon y Green demostraron que la involucrina es un sustrato de TG cuando se incuba con
gueratinocitos de membrana y que la glutamina 496 es el sitio preferido para el
entrecruzamiento. Estudios paralelos han revelado que residuos adicionales de glutamina

pueden funcionar como sustratos para TG cuando la involucrina se fragmenta.

Steinert y colaboradores demostraron que la TG1 promueve la formacion de ésteres
lipidicos en los residuos de Gln 107, 118, 122, 133 y 496 de la involucrina; afiadiendo otra

funcién relacionada con el entrecruzamiento de lipidos a la envoltura.

Los esteres de forbol inducen la expresién de mRNA y proteinas TG1, mientras que el acido

retinoico reduce la expresidon de ambas (11).

TGl media entrecruzamientos entre ceramidas e involucrina, lo cual contribuye al

mantenimiento de la barrera de permeabilidad epidérmica (54).



Aspectos clinicos y genéticos de las ictiosis congénitas autosdmico recesivas
(ICAR)

Definicion

Comprende un grupo de padecimientos hereditarios, caracterizados por hiperqueratosis
cutanea, producidos por mutaciones en genes esenciales para la correcta funcién de la piel,

particularmente en su funcién de barrera.

Histéricamente, el término “ictiosis laminar” se empleaba para describir a cualquier
individuo con ICAR, incluso casos raros de ictiosis con patrén de herencia autosémico
dominante (AD), independientemente de que presentaran eritroderma. Durante la
conferencia del consenso internacional de ictiosis en 2009, el término “ictiosis congénita
autosomico recesiva” se designd para englobar los 3 tipos principales de ictiosis congénita

(ictiosis arlequin, ictiosis laminar y eritroderma ictiosiforme congénito) (61).

Epidemiologia
Se ha reportado una prevalencia mundial baja, variando en funcién de las regiones
geograficas. Sin embargo, puede ser mas frecuente en ciertas regiones debido a ciertos

factores como son: efecto fundador, endogamia y consanguinidad.

En estados unidos se presenta en 1 de cada 200,000-300,000 recién nacidos vivos (62). En
Espafia 1:139,000 (63). En Noruega se reporta una prevalencia de 1:91,000 (64). En Manabi
(Ecuador) es de 1:50,000 (65,66). La prevalencia mundial mds alta hasta la fecha se describe

en un distrito costero de Galicia, en el cual se reporta una prevalencia de 1:33,000 (67).

Clinica
Estos pacientes suelen nacer prematuramente, pudiendo presentar altos niveles de
pérdidas liquidas transepidérmicas, derivando en hiponatremia. Existe aumento de riesgo

de infeccion/sepsis durante el periodo neonatal.



La mayoria presentan fenotipo de bebé colodion. Estos presentan una membrana cutdnea
tensa, brillante, translicida u opaca, la cual cubre la totalidad del cuerpo y puede persistir

durante dias o semanas.

Sus principales manifestaciones incluyen: formacién de escamas cutaneas,
hiperqueratosis, inflamacién y dolor (1,2). Los individuos con afeccién severa, pueden
presentar ectropion, eclabium, alopecia cicatrizal (la cual involucra piel cabelluda y cejas)

y queratodermia palmo-plantar.

Existen 3 fenotipos principales: 1) Ictiosis arlequin (IA) (Forma mds severa), 2) Ictiosis
laminar (IL) y 3) Eritroderma ictiosiforme congénito (EIC) (no bulloso) (fenotipo menos

agresivo) (68,69)

Pueden presentarse fenotipos intermedios, referidos como IL leve o EIC leve. Estos también

suelen describirse como ictiosis congénita con escamas finas/leves (ICEF).

Ademas de estas formas principales, se reconocen algunos subtipos raros de ICAR, los

cuales incluyen:

1) Ictiosis del traje de bafio: Presentacion rara, predominantemente observada en
Sudafrica. Se debe a VPs en TGM1. Estos pacientes presentan escamas cafés o negro-
grisaceas, en el tronco (area de traje de bafio), respetando las extremidades y el centro
de la cara. Se hipotetiza que las VPs ejercen un efecto termo-dependiente sobre la
actividad de la enzima transglutaminasa 1, con una marcada disminucién de la funcion

enzimatica a altas temperaturas (70).

2) Ictiosis colodion con mejoria espontanea (self-improving): Se observa en el 10% de los
pacientes con ICAR. Se caracterizan por presentar fenotipo de bebe colodidn, los cuales
presentan una resolucion casi completa de la ictiosis durante la infancia, presentando
Unicamente xerosis, escamas residuales leves o focales, hiperlinearidad palmar, mejillas

enrojecidas o anhidrosis (71,72).



3) Sx Ictiosis-prematurez: Estos pacientes nacen prematuramente, entre las semanas 29-
35 de gestacion. Suelen presentar historia de polihidramnios y el ultrasonido fetal
puede revelar sedimento ecogénico en el liquido amniédtico. La piel al nacimiento es
eritematosa, edematosa, con un engrosamiento masivo, hiperqueratosis extensa con
tendencia a la descamacién, simulando vérnix caseoso. La piel cabelluda suele
presentar una mayor afeccién, a menudo con hiperqueratosis verruciforme. Los
neonatos sufren de asfixia severa (ocasionalmente fatal), debido a reduccién de la
funcién pulmonar, secundaria a la aspiracién intrauterina de liquido amniético. Suelen
presentar puntuaciones bajas de Apgar, requiriendo hospitalizacién prolongada y
cuidados intensivos. A los pocos dias la piel se descama, revelando un eritema
subyacente, el cual eventualmente se resuelve, convirtiéndose en un fenotipo de
ictiosis leve, el cual incluye piel seca, dspera, con hiperqueratosis en patrén de

adoquinado, queratosis pilar y prurito. El prondstico es excelente (73).

Etiologia

Se heredan con patrén autosémico recesivo (AR). Existen 12 genes relacionados con ICAR,
los cuales incluyen: TGM1 (32-68%; 70-90% de IL), ABCA12 (5-7% de ICAR; 93% de fenotipo
arlequin), ALOX12B (7-13%), ALOXE3 (4-8%), CASP14, CERS3, CYP4F22 (3-8%), LIPN, NIPAL4
(5-16%), PNPLA1 (3%), SDRIC7, SLC27A4 (4%). Hasta 15% de las familias afectadas, no

presentan alteracidén en alguno de estos genes.

Correlacion genotipo-fenotipo

TGM1: La gran mayoria de individuos con VPs en este gen, presentan el fenotipo de IL
clasica. Existen hasta la fecha, 117 VPs descritas en la literatura, las cuales incluyen 77
variantes de sentido equivocado (65%), 19 sin sentido (16%), 12 deleciones con corrimiento
de marco de lectura (10%), 9 variantes del sitio de splicing (7%) (74). Algunas personas con

fenotipos no eritrodérmicos, mucho mas leves, también presentan VPs en este gen.



Se han descrito pacientes con ictiosis del traje de bafio (75), al igual que pacientes con
fenotipo de ictiosis colodidon con mejoria espontanea (76,77), los cuales presentan VPs en

TGM1.

Se han reportado individuos con formas de ICAR, en los que no se ha identificado el gen
causal. Estos incluyen a individuos en quienes, mediante analisis de ligamiento, se ha
identificado un locus en el cromosoma 19, el cual se relaciona con un fenotipo leve, no
compatible con IL ni EIC (78). Se ha relacionado igualmente, un locus en el cromosoma 12,

el cual se relaciona con el desarrollo de IEC sin precedente de membrana colodién (79).

ABCA12: Suelen condicionar un fenotipo de IA (80-82). La mayoria de VPs comprenden
cambios sin sentido e inserciones/deleciones pequefias resultando en una proteina trunca.
Los defectos del sitio de splicing y VPs de sentido equivocado son menos frecuentes. Se han

observado deleciones parciales, las cuales abarcan 1-35 exones.

La mayoria de los pacientes homocigotos para una VP que condicione pérdida de funcion,
presentan un fenotipo severo y fatal de IA (83). Las formas leves de IA (con caracteristicas
de IL o EIC), suelen observarse en pacientes que presentan al menos un alelo con una VP

de sentido equivocado.

Se han reportado algunos casos de pacientes con IL, procedentes de 10 familias (la mayoria
en el norte de Africa) (84), los cuales presentan VPs en ABCA12. De igual manera, se han

reportado 8 familias con EIC y con VPs en el mismo gen (85).

ALOX12B, ALOXE3: Tipicamente presentan EIC o fenotipos intermedios (86), sin embargo,

se han reportado pacientes con ictiosis colodién con mejoria espontanea (76).

CERS3: Algunos datos cutaneos consistentes con VPs bialélicas en este gen, incluyen
membrana colodién al nacimiento, eritema y escamas finas en cara y tronco, escamas

amplias de color marrén en Mils, e hiperlinearidad palmo-plantar. Una caracteristica



distintiva de los pacientes con VPs en este gen es la liquenificacidon queratolitica y piel con

apariencia prematuramente envejecida (87).

CYP4F22: Se han reportado VPs en familias consanguineas con IL asociada con
hiperlinearidad palmo-plantar, sin membrana colodién al nacimiento (88); asi como en

individuos con ictiosis colodiéon con mejoria espontanea (89).

LIPN: En contraste con otras formas de ICAR, los pacientes con VPs en este gen, no
presentan ictiosis desde el nacimiento, sino que esta debuta en la infancia tardia con la

aparicién de escamas generalizadas finas y blanquecinas y datos minimos de eritema (90).

NIPAL4: Los pacientes con VPs en este gen, presentan EIC o fenotipos intermedios (91,92).
Existe una alta frecuencia de pacientes con VPs en este gen en Escandinavia, donde el 89%
de los pacientes negativos para TGM1, las presentan (71,93). El fenotipo es de eritroderma

sin membrana colodidn al nacimiento.

PNPLA1: Los individuos con VPs en este gen, suelen presentar membrana colodién al
nacimiento y posteriormente presentar una transicion hacia fenotipo EIC con afeccién de
piel cabelluda e hiperlinearidad palmo-plantar (94,95). También se han reportado casos
con escamas generalizadas, marrén oscuro e hipohidrosis, o bien, enfermedad leve con

exfoliacidn fina generalizada y placas hiperqueratdsicas en rodillas.
SLC27A4: Los pacientes con VPs bialélicas en este gen, presentan el Sx Ictiosis-prematurez.

Diagnostico

Clinicamente se establece en un caso con las alteraciones cutaneas al nacimiento o
durante la infancia, con/sin historia de ictiosis arlequin, membrana colodién o piel gruesa
e hiperqueratésica + el desarrollo posterior de uno de los siguientes: 1) Ictiosis laminar
cldsica, 2) Eritroderma ictiosiforme congénito, 3) Formas intermedias (con algunas

caracteristicas de IL o EIC) y/o identificacion de VPs en algin gen responsable.



La biopsia cutanea no es necesaria para establecer el diagndstico, debido a que es
inespecifica. Se observa hiperqueratosis (engrosamiento del estrato cdrneo), con o sin

paraqueratosis con acantosis subyacente.

El diagndstico molecular de eleccién es un panel multigén, el cual comprenda todos los
genes relacionados. Si no se dispone de esta alternativa, se puede considerar el andlisis de
gen Unico, iniciando con ABCA12 (Secuenciacion >95%; delecién/duplicacién 4%) en
pacientes con ictiosis arlequin, TGM1 (Secuenciacion >95%) en aquellos que no presenten

fenotipo arlequin al nacimiento, y SLC27A4 en aquellos con Sx ictiosis-prematurez.

Se puede optar por la realizacién de estudios gendmicos exhaustivos (secuenciacion de
exoma y secuenciacion de genoma), en aquellos pacientes con ICAR que presenten
afeccion organica adicional (presentacion sindrémica), o en aquellos que los estudios

previos no detecten alteracion en ningun gen.

Tratamiento

En todos los pacientes se debe considerar proporcionar dieta hipercaldrica.

En neonatos: proveer un entorno hiumedo en incubadora, movilizacién higiénica para
evitar infecciones y Tx de las mismas. Colocaciéon de cremas basadas en petrolatum
(Vaselina) para mantener la piel suave, flexible e hidratada. En caso de ser necesario,
remover manualmente la membrana colodidn para mantener la adecuada circulacion y la

correcta movilidad toracica/respiracion.

Para niflos mayores: humidificacidn cutanea con bafios prolongados, lubricacién y agentes
gueratoliticos como alfa hidroxi-acidos o preparaciones con urea, para promover la
descamacion y el adelgazamiento del estrato corneo. Para aquellos con afeccién cutdnea

severa, uso cauteloso de retinoides.



JUSTIFICACION

La ictiosis laminar es una patologia compleja en torno a la cual existen diversas
repercusiones, tanto funcionales, estéticas y psicosociales, por lo que es importante
emprender estudios que permitan identificar la causa molecular subyacente en estos
pacientes para poder brindar un asesoramiento genético adecuado, tanto a pacientes
afectados como a portadores. Asi como brindar una explicacidn clara de la fisiopatologia y

opciones terapéuticas de la enfermedad.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ictiosis laminar es un subtipo del grupo de las ictiosis congénitas autosdmico recesivas
(ICAR). Esta es una enfermedad con un gran impacto sobre la calidad de vida de los

individuos que la padecen.

Si bien la prevalencia mundial de la enfermedad es baja, durante la realizacién de un
estudio previo por parte de nuestro equipo de trabajo, se logré detectar a un amplio grupo
de familias con fenotipo compatible con ICAR, las cuales residen en la region de las Altas
montafias del estado de Veracruz, México; en los municipios de Acultzingo (Acatla y otras
comunidades), Soledad Atzompa (Atzompa, Mexcala, Huitzila y otras comunidades) y

Nogales (El campanario y otras comunidades).

Para estudiar la causa de la alta prevalencia de pacientes en dicha comunidad, definir la
expresividad variable, asi como realizar un asesoramiento genético adecuado es necesario

realizar un analisis molecular en cada caso, con la finalidad de definir la causa.



OBJETIVO GENERAL

Identificar la variante patogénica subyacente en una muestra de pacientes mexicanos
residentes de la regién de las Altas montafas de Veracruz, los cuales presentan
caracteristicas clinicas compatibles con ICAR, con la finalidad de dilucidar la causa de la alta

prevalencia en la regién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar el diagndstico molecular por medio de secuenciacién de exoma completo y
validacién con secuenciacion Sanger, para identificar la variante patogénica asociada
con ICAR.

e Realizar el andlisis funcional de la proteina mutada en comparacién con la original.

e Realizar la entrega de los resultados de la prueba genética y proporcionar asesoramiento
genético a los pacientes y sus familiares.

e Describir la prevalencia de la enfermedad dentro de la regién y las distintas
comunidades estudiadas.

e Realizar estudio de familiares para identificar portadores y establecer el riesgo de recurrencia
de la enfermedad

e |dentificar mas pacientes afectados en la regidn estudiada y poblaciones vecinas



MATERIALES Y METODOS

DISENO DE LA INVESTIGACION: TRANSVERSAL DESCRIPTIVO

Identificacion de pacientes y familiares
Previamente se ha conducido una investigacion de casos durante 2 afios (2017-2018) en 3

municipios de la regién de las altas montafias de Veracruz, México (Fig. 1a). Contactamos
médicos de la regién, los cuales efectuaron el reclutamiento de pacientes con
caracteristicas clinicas compatibles de ICAR, asi como de sus familiares no afectados, con
la finalidad de realizar una valoracién clinica y de realizar el andlisis genético. Todos los
pacientes cumplieron los criterios de ICAR definidos por las guias internacionales (100).

Asimismo, se realizé una investigacion genealdgica de las familias estudiadas.

Se analizaron 100 voluntarios sanos no relacionados como grupo control, los cuales son

procedentes de la misma region geografica.

Secuenciacion de exoma completo
Para la realizacion de la secuenciacién de exoma completo se obtuvo material gendmico a

partir de muestras de 5 ml de sangre, procedentes de los pacientes, familiares y los
voluntarios sanos no relacionados. Para esto se empleé el kit Gentra Puregene (Qiagen,

Hilden, NRW, Germany).

Inicialmente, para la cohorte de identificacion se seleccionaron 7 trios familiares (Probando

y ambos padres); un probando por familia.

Se prepararon las bibliotecas utilizando el Kit SureSelectXT Library Prep (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Realizamos la secuenciacion de exoma completo con
lecturas pareadas de 101 pares de bases en la plataforma HiSeq 2500 (Illumina, San Diego,
CA, USA). Se analizaron los datos brutos para las variantes causales putativas de acuerdo a
los protocolos estandarizados (93,101-103). Las regiones codificantes y los sitios de unién
intrén-exon de 40 genes asociados con ictiosis fueron priorizados (93,102—-104). Las

secuencias génicas canonicas fueron obtenidas del buscador Ensembl Genome Browser



(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000092295). Se
seleccionaron variantes con una frecuencia de <0.01 en gnomAD (Genome Aggregation
Database) (https://gnomad.broadinstitute.org/) para posterior analisis. Estudiamos la
potencial patogenicidad de las variantes identificadas mediante el predictor de efecto de
variantes (VEP; https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) y el software

de priorizacién de variantes Exomiser (https://github.com/exomiser/Exomiser).

Secuenciacion Sanger
La variante homocigota candidata identificada por secuenciacidon de exoma completo se

corroboré mediante secuenciacion Sanger, evaluando a los 62 pacientes, 30 familiares y los

100 controles sanos.

Los cebadores se disefaron  utilizando el programa  Primer  Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Las secuencias fueron: Secuencia
sentido: 5’-TCCACTACCTGTGGTGGTCA-3’ y secuencia reversa: 5-
GCAGGTGAACTCCCTGGATG-3'.

La PCR consistié en una desnaturalizacién inicial de 95 °C por 15 minutos, seguido por 35
ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 90 segundos, y 72 °C por 90 segundos; con una
fase final de elongacion a 72 °C por 10 minutos. Los productos de PCR se purificaron
(QlAquick, Qiaquick, Quigen, Hilden, NRW, Germany) y se secuenciaron bidireccionalmente
(BigDyeTerminator v3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las secuencias se
procesaron con el 3730x| analyzer (Thermofisher, Foster City, CA, USA) y los resultados
fueron analizados con el Sequencing Analysis Software v5.3.1 (Thermofisher, Foster City,

CA, USA).

Modelado molecular de la proteina TGM1 mutante
Obtuvimos la estructura tridimensional de TGM1 a partir del servidor I-TASSER (105).

Empleamos PyMOL para construir la forma mutada, el cual consistia en un cambio de
alanina por prolina en el residuo 352 (Pro352Ala). Realizamos las simulaciones de la

dindmica molecular (DM) de las proteinas tridimensionales con la TGM1 silvestre (wt,


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000092295
https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
https://github.com/exomiser/Exomiser
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Pro352) y la mutante (mut, Ala352). El alineamiento 3D fue elaborado con USCF Chimera
(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera), mientras que la visualizacién se consiguié con el
software VMD (Visual Molecular Dynamics) (106). Adicionalmente, empleamos el

programa HOPE para obtener informacion estructural de la forma mutada (107).

Posteriormente, realizamos simulacion DM usando NAMD 2.8 (108). Esta se realizd
empleando al forcé-field CHARMM27 (109), el modelo TIP3, el software psfgen y el

programa VMD.

Finalmente, el andlisis estructural de la simulacion de la DM, la raiz de la desviacidn
cuadratica media (RDCM), la raiz de la fluctuacién cuadratica media (RFCM), el radio de giro
(Rg) y las fotos empleadas para la visualizacion fueron analizadas con el software Carma

(110).

Finalmente se realizé un modelado molecular para investigar las posibles consecuencias

funcionales producidas por la variante.

DESCRIPCION DEL UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes con caracteristicas clinicas compatibles con ICAR, residentes de distintas
comunidades de los municipios de Acultzingo (Acatla, otras comunidades), Soledad
Atzompa (Atzompa, Mexcala, Huitzila, otras comunidades) y Nogales (El campanario, otras
comunidades), localizados dentro de la regiéon de las Altas montafias del estado de

Veracruz, México.

Portadores y controles de las mismas regiones.


http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes del sexo masculino o femenino residentes de las comunidades de la regidn
de las Altas montafias de Veracruz, los cuales cumplan con los criterios clinicos de ICAR,

segun las guias internacionales.
e Edad entre 5-70 afios

e Pacientes que deseen participar y firmen la carta de consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes que no cumplan con los criterios clinicos para ICAR.

e Pacientes que no deseen participar en el estudio.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Pacientes que no cooperen para la realizacién de estudios

e Pacientes en quienes se produzca un error en el procesamiento de la muestra

RECURSOS MATERIALES
Extraccion de DNA - kit Gentra Puregene (Qiagen, Hilden, NRW, Germany).

Preparacion de bibliotecas - Kit SureSelectXT Library Prep (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

Secuenciacion de exoma - HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, CA, USA).

Purificacién de PCR - QlAquick, Qiaquick, Quigen, Hilden, NRW, Germany.



Secuenciacion Sanger - BigDyeTerminator v3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.
Procesamiento de secuencias - 3730x| analyzer, Thermofisher, Foster City, CA, USA.

Anilisis de secuencias - Sequencing Analysis Software v5.3.1 (Thermofisher, Foster City, CA,

USA).

Alineamiento y visualizacion de estructura de TGM1 - USCF Chimera

(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera); software VMD (Visual Molecular Dynamics).

RECURSOS HUMANOS

DR. EN C. Hernan Cortes Callejas — Asesor metodoldgico. Encargado de los andlisis

estadistico y molecular.

M. EN C. Norberto Leyva Garcia — Asesor clinico.

Juan Carlos Morales Morfin — Realizacion de andlisis clinico, arboles genealdgicos,
esquemas, entrega de resultados y consejo genético. Imparticién de sesiones grupales

comunitarias de asesoria general respecto al padecimiento.

Fundacidn Genes Latinoamérica A.C. — Fundacion que facilité permisos y acceso vehicular

a los distintos municipios.

Médicos cirujanos de la Universidad Veracruzana — Deteccidn de casos y realizacidon de

valoraciones clinicas y encuestas.

TAMANO DE LA MUESTRA

62 pacientes con ICAR y 30 familiares sanos procedentes de 7 familias de los 3 municipios

mencionados.


http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera

100 controles sanos de las mismas comunidades.

CONSIDERACIONES ETICAS
Este protocolo de investigacidn fue aprobado por el comité de ética e investigacién de la
Universidad Veracruzana (035-2016-FMCM). Todos los procedimientos de esta

investigacion fueron conducidos siguiendo el cédigo de ética de la declaracion de Helsinki.

Previamente a su participacion, se obtuvo consentimiento informado firmado para la

investigacion y publicacion por parte de todos los participantes.



RESULTADOS

Caracteristicas clinicas
Un total de 62 pacientes con ICAR y 30 familiares sanos procedentes de 7 familias no

consanguineas fueron reclutados. Los arboles familiares se representan en la figura 1b. Las
edades de los pacientes oscilaban entre 5-70 afios (Media 19.55, DS = 17.03). Todos los

pacientes exhibian escamas aplanadas color café, las cuales cubrian la mayor parte de sus
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Figura 1: Localizacién geografica y arboles genealdgicos de los pacientes con ICAR. (a) Los
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pacientes fueron reclutados de 3 diferentes municipios de las Altas montafias del estado de
Veracruz, México: (1) Acultzingo, (2) Soledad Atzompa, y (3) Nogales. (b) Todos los arboles
genealdgicos indican un patrén de herencia autosémico recesivo. Se puede apreciar una amplia
consanguinidad dentro de los miembros de la familia 1. Los cuadrados y circulos oscuros indican
los hombres y mujeres afectados, respectivamente.



cuerpos, e hiperqueratosis palmo-plantar; ademas, todos los pacientes refirieron

membrana colodién al nacimiento (Ver Figura 2).

(a) (b) (c) (d)

G

Figura 2: Caracteristicas clinicas de los pacientes con ICAR. Todos los pacientes exhiben escamas
aplanadas color marrén, las cuales cubren amplias regiones corporales. Las fotos presentan el
torso y espalda de (a, b) un infante y (e, f) un adulto, respectivamente. Distintas caracteristicas

clinicas comunes observadas en estos pacientes, incluyen (c) alopecia, (d) escamas en cuelloy (g,
h) contracturas articulares y digitales.

Otras manifestaciones clinicas frecuentes incluyeron prurito (88%), hiperlinearidad palmo-
plantar (88%), hipohidrosis (88%), ectropién (83.3%), alopecia (78.5%) y contracturas
digitales (61.9%). Por otra parte, caracteristicas clinicas observadas con menor frecuencia
incluyeron hiperqueratosis subungueal (28.5%), onicogriposis (16.6%), queratosis pilar

(9.5%) y malformacién de la nariz y cartilago auricular (9.5%).



Identificacion de la nueva mutacion en TGM1
Para identificar la mutacién causal, seleccionamos a los pacientes afectados y a sus

parientes sanos, en cada una de las familias y realizamos secuenciacién de exoma
completo. Inicialmente identificamos 95,693 variantes en todos los pacientes.
Seleccionamos 166 variantes en genes relacionados a ictiosis. De esas variantes, excluimos

aquellas con frecuencias de alelo menos comun >0.01 y priorizamos aquellas con puntajes

(a) TGM1 gene
E EE EEEEEE b0 mzmB M 5

L ¢.1054C>G

(b) Patient

CACCCACGCIGATIGCGEERBTGGTCCCTICGGG

Heterozygous carrier
CACCCACG CIGATIGEEEMT GGTCCCICGCG

CZCCCACGCIGITGGGTTGCTCCCTCGGG

Figura 3. Localizacién de la variante patogénica c.1054C>G (p.Pro352Ala). (a) Representacion
esquematica del sitio de la variante patogénica en el gen TGM1 detectada mediante el presente
estudio. Los exones son representados como cajas de color azul. (b) Secuenciacion del gen TGM1.
La variante de sentido equivocado c.1054C>G (p.Pro352Ala) fue detectada en homocigosis en
todos los pacientes afectados. La figura muestra la secuencia de electroferogramas del exén 7,
procedentes de un paciente afectado (panel superior), un portador heterocigoto (panel
intermedio), y un voluntario sano (panel inferior). Las flechas indican la posicién del nucleétido
numero 1054.



mas altos segln Exomiser. Interesantemente, encontramos una variante homocigota
localizada en el exdn 7 de TGM1 (c.1054G>C [p.Pro352Ala]) en todos los probandos (Fig.
3a).

En contraste, detectamos esta variante en sélo un alelo de los padres de los probandos.
Por lo anterior, esta variante presenta la mayor correlacién para la mutacién gendmica
asociada con los pacientes con ICAR y los portadores asintomaticos en nuestra cohorte de

descubrimiento.

Para validar este hallazgo, realizamos secuenciacién Sanger en 62 pacientes y en 30 de sus
padres (Portadores asintomaticos). Nuestros resultados revelaron que todos los pacientes
fueron homocigotos para la variante, mientras que los padres fueron heterocigotos. Los

electroferogramas representativos se muestran en la Figura 3b.

Realizamos una busqueda bioinformatica exhaustiva y encontramos que la variante
€.1054G>C (p.Pro352Ala) no se ha reportado en ninguna base conocida, incluyendo ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) y Human Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) (111). Ademas, de acuerdo a los resultados de
VEP, no encontramos la variante en el proyecto de secuenciacién de exoma NHLBI
(https://evs.gs.washington.edu/EVS/), en el proyecto de los 1000 genomas
(https://www.internationalgenome.org/), el Greater Middle East Variome Proyect
(http://igm.ucsd.edu/gme/), y la Genome Aggregation Database
(https://gnomad.broadinstitute.org/). Finalmente, para la validacidn de los antecedentes
genéticos, realizamos secuenciacién Sanger a 100 voluntarios de la misma region

geografica; notablemente, no encontramos la variante en ninguno.

Hallazgos epidemiologicos
Los pacientes con ICAR se agrupan en 3 municipios de las altas montafias de Veracruz,

distribuidos en una region geografica de aproximadamente 1,300 km? (Fig. 1a). La presente
busqueda identifico 62 pacientes con ICAR en la regién; considerando el nimero de

habitantes de dichos municipios, nuestros datos indican que la prevalencia general es de
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74 casos por cada 100,000 habitantes (1:1,348). Sin embargo, la prevalencia incrementa
notablemente en comunidades especificas como El campanario (2,352:100,000), Huitzila
(843:100,000) y Acatla (550:100,000). La distribucién de la prevalencia de ICAR en esta

region se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Distribucion de pacientes con ICAR y tasa de prevalencia en la region de las Altas
Montafas del estado de Veracruz, México.

Tasa de
Municipios y comunidades Habitantes Pacientes prevalencia®
Soledad atzompa 23,103 35 151.49
Atzompa 3,964 2 50.45
Mexcala 1,487 4 268.99
Huitzila 1,186 10 843.17
Other communities 16,466 19 115.38
Acultzingo 23,025 7 30.40
Acatla 1,272 7 550.31
Other communities 21,753 0 0.0
Nogales 37,478 20 53.36
El Campanario 850 20 2,352.94
Other communities 36,628 0 0.0
Total 83,606 62 74.15

@ (Nimero de casos/100,000 habitantes)

Posible participacién de la variante c.1054 en la conformacién de TGM1
Para investigar los posibles cambios estructurales en la proteina codificada por el gen

mutado, analizamos la estructura tridimensional de TGM1wt (Silvestre o no mutada) y de
TGM1mut (Proteina mutada) mediante simulacion DM. La estructura 3D de TGM1 presenta
4 principales regiones (Fig. 4a). La proximidad del dominio catalitico y el residuo mutado
en la estructura 3D se muestra en la figura 4b; cabe destacar que la mutaciéon estd

posicionada solo a 25 residuos de distancia del residuo catalitico Cys377. La alineacion



estructural de TGM1wt y TGM1mut se ilustra en la Figura 4c, mientras que la figura 4d

ilustra una ampliacidn de los cambios estructurales en los residuos.

Por otro lado, la simulacién DM a través de RMSD reveld que tanto la TGM1wt como la
TGM1mut alcanzaron el equilibrio tras 40 nanosegundos de simulacién DM (Fig. 5a). Los
valores de Rg para TGM1wt indican expansién tras 20 nanosegundos y corresponden con
los valores de RMSD tras 40 nanosegundos (Fig. 5a y 5b, color negro). Los valores de Rg
para TGM1mut (Fig. 5b, color rojo) revelan una diferencia de 1 A (Angstrom) en los
primeros 60 nanosegundos. En la Figura 5c, los valores de RMFS indican la fluctuacién de
cada aminoacido de TGM1wt (Negro) y TGM1mut (Rojo). Los residuos del sitio activo,
Cys377, His436 y Asp459 no exhiben una diferencia en la fluctuacién; sin embargo, los
aminodacidos circundantes al dominio catalitico presentan una diferencia de 2.5 A.
Sorprendentemente, el residuo nativo (Pro352) exhibié un RMSF de 2.58 A, mientras que
la forma mutada (Ala352) revel un RMSF de .86 A. Finalmente, los resultados del servidor
HOPE indicaron que el residuo mutante es mas pequeiio que el de la forma silvestre y que

el de la forma silvestre esta altamente conservado entre especies.



Figura 4. Estructuras 3D de TGM1wt y TGM1mut. (a) Estructura 3D de TGM1wt; de gris: la region
sin estructura secundaria; de rosa: el dominio B-sandwich; de rojo: el nicleo catalitico; de violeta:
el segundo B-barril carboxi-terminal. Los residuos localizados en sitios activos: Cys377, His436 y
Asp459 se muestran de color azul. (b) Representacién de la proximidad del dominio catalitico y el
residuo con la variante patogénica; los residuos del sitio activo se representan de blanco; el
residuo con la variante patogénica (352A) se representa de color rojo. (c) Alineamiento 3D de
TGM1wt y TGM1mut, de color azul y rojo, respectivamente. (d) Acercamiento de los residuos 352;
Pro352: azul, Ala352: rojo.
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Figura 5. Analisis de dinamica molecular de TGM1wt y TGM1mut. La trayectoria de la simulacién
MD se realizé utilizando el software Carma, evaluando los siguientes pardmetros: (a) RMSD, (b)
Rg, y (c) RMSF. En negro: TGM1wt; en rojo: TGM1mut.



DISCUSION

En este estudio identificamos una nueva mutacidn en una cohorte amplia de pacientes con
ICAR, procedentes de una region geografica pequeiia del sudeste de México. Pese a que
los pacientes pertenecen a familias aparentemente no relacionadas, todos ellos
presentaron manifestaciones clinicas similares, asociadas a fenotipo de ictiosis laminar
(112). Una explicaciéon factible para esta alta similitud es que todos los pacientes
compartian la misma mutacion causal. Sin embargo, un pequefio nimero de pacientes
exhibid algunos signos clinicos menos frecuentes. Esta variabilidad clinica puede explicarse
por la influencia de la enfermedad, los antecedentes genéticos (Genes modificadores)
derivados de la mezcla poblacional, o factores ambientales (113), los cuales representan la
complejidad y variabilidad de las ICAR, incluso en pacientes con la misma mutacién causal

o en la misma familia (2,61,68,114).

Reportes recientes indican que la secuenciacion de exoma completo es util para la
identificacion de mutaciones causales en ICAR y otros desdrdenes cutaneos (93,104,115
119). En consecuencia, empleamos una combinacion de secuenciacidon de exoma completo
con Exomiser y VEP, lo cual nos permitié identificar una nueva mutacion homocigota en
todos los pacientes. Determinamos que la variante patogénica de sentido equivocado
¢.1054C>G (p.Pro352Ala) se localiza en el exon 7 de TGM1. TGM1 codifica para la enzima
TGM1, la cual es esencial para la formacion de la envoltura cornificada que rodea las células
cutaneas. (120). Pese a que las variantes patogénicas en TGM1 constituyen una causa
significativa de ICAR (2,71), nuestra investigacion revelé que la variante ¢.1054C>G
(p.Pro352Ala) no se ha reportado como mutacién ni como variante benigna. Ademas, los
padres (no afectados) presentaron solo un alelo con la variante, la cual no fue encontrada
en 100 individuos sanos no relacionados de la misma regidn. Por lo tanto, concluimos que
la variante c.1054C>G (p.Pro352Ala) representa una nueva variante patogénica (Mutacion).
En consecuencia, registramos la informacién en Ila base de datos ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/694521/;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000856581.1/).
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Subsecuentemente, realizamos un modelado molecular para investigar las probables
consecuencias funcionales. Nuestro analisis reveld que esta variante patogénica conduce a
una sustituciéon de aminodcido no conservativa, la cual es bastante probable que impacte
en la estructura secundaria de la proteina TGM1 debido a que estos residuos difieren en
algunas propiedades. Respecto a esto, el residuo silvestre es mas grande que el mutante,
lo cual puede crear un espacio en el centro o nucleo de la proteina mutada. Igualmente, el
residuo silvestre es prolina, conociéndose por ser bastante rigido. Por esto, esto induce una
conformacidn estructural particular que puede ser requerida para la funcién de TGM1
(121,122). Ademas, los valores de RMSF revelan que la trayectoria completa de TGM1mut
es menor que la de TGM1wt, lo cual sugiere una pérdida de actividad de la proteina
mutada. Por otra parte, nuestro analisis indicé que el residuo silvestre se localiza en una
posicion bastante conservada entre diversas especies, y los puntajes de conservacion
sugieren que esta mutacion estd probablemente dafiando la estructura o funcién de la
proteina. Respecto a esto, la mutacién c.1054C>G se posiciona a solo 25 residuos del
residuo catalitico Cys377. Ademas, diversos reportes han revelado mutaciones de sentido
equivocado en los residuos cercanos p.Ser358Arg (123), p.Val359Met (77), p.Ala381Pro
(104), e incluso en el mismo residuo (p.Pro352Leu;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/40460855/) como una causa de ICAR. Esta evidencia
sugiere que la variante ¢.1054C>G (p.Pro352Ala) se encuentra situada en una region que
puede ser crucial para la funcion de TGML1. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren una
relevancia funcional del residuo mutado y apoyan la idea de que la variante ¢c.1054C>G

(p.Pro352Ala) estd dafiando la estructura/funcion proteica.

Por otra parte, pese a que nuestra investigacion genealdgica no encontré ningun
parentesco entre las familias estudiadas, esto no puede descartarse del todo debido a que
los pacientes pertenecen a comunidades rurales y la informacién respecto a muchos de sus
ancestros finados no se encuentra disponible. Respecto a esto, las comunidades estudiadas
se encuentran rodeadas de montafias y colinas escarpadas, y poseen pocas rutas de

comunicacidn con otras poblaciones. Debido a esto, la condicién geografica puede limitar


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/40460855/

la migracion humana, facilitando el aislamiento geografico de las comunidades vy
promoviendo los matrimonios consanguineos y la endogamia, lo cual puede ayudar a
explicar la inusualmente alta prevalencia de ICAR en la regidn. Por lo tanto, estos hallazgos
pueden sugerir que esta alta prevalencia es un resultado de un efecto fundador, similar a
las poblaciones previamente reportadas; sin embargo, se requieren andlisis de haplotipos
para confirmar el origen de la mutacién (64,67,83,124-127). Respecto a esto, en nuestro
conocimiento, la mas alta prevalencia reportada en la literatura hasta la fecha es la de la
costa del distrito de Galicia, la cual fue calculada como 1:33,000 (67,124). Notablemente,
en el presente estudio, calculamos una prevalencia general de 1:1,348 (74:100,000) en
estas comunidades, lo cual representa, en nuestro conocimiento, la prevalencia mas alta

de ICAR a nivel mundial hasta la fecha.

Finalmente, la identificacidn de la mutacién causal de ICAR en esta poblaciéon y el célculo
de la prevalencia fueron esenciales para brindar consejo genético a los pacientes. De igual
manera, el conocimiento de la mutacién causal sera util para determinar la frecuencia de
portadores asintomaticos y el riesgo para la descendencia de los pacientes y sus familiares.
Ademas, estos pacientes presentan la misma mutacion causal, lo cual se traduce en una
poblacién homogénea adecuada para futuros andlisis comparativos con pacientes de
diferentes origenes geograficos, y para una caracterizacién clinica y molecular exhaustiva

de la enfermedad.

En resumen, en el presente trabajo reportamos una nueva mutacién del gen TGM1 en 62
pacientes mexicanos provenientes de la regidn de las Altas Montafias del estado de
Veracruz. La inusualmente alta frecuencia de esta mutacién sugiere un efecto fundador;
sin embargo, futuros analisis de haplotipo se requieren para corroborar esta hipdtesis.
Finalmente, en nuestro conocimiento, la prevalencia de ICAR en etas comunidades

representa la mas alta observada a nivel mundial hasta la fecha.



CONCLUSIONES
Reportamos una nueva variante en el gen TGM1 en 62 pacientes mexicanos. La
inusualmente elevada frecuencia en esta regidon sugiere la ocurrencia de un efecto

fundador; sin embargo, se requieren andlisis de haplotipos para corroborar esta hipétesis.

Respecto a nuestro conocimiento, la prevalencia de ICAR encontrada en estas comunidades

es la mas elevada a nivel mundial.
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