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1.- RESUMEN 

En los últimos años se ha reconocido que el desarrollo adecuado de las 

cxtren1idades requiere la interacción de diversos genes que especifican la identidad de estas 

estructuras. Entre otros. tniembros de las familias g..!nicas HOX. TBX. GLI. SHH. FGF. 

etc. han demostrado ser indispensables para el desarrollo correcto de los miembros y se han 

identificado mutaciones de éstos en síndromes genéticos bien definidos. Sin embargo, en un 

número importante de casos. el origen de una rnalf"orrnación de extremidades es 

desconocido y se requiere de un mayor número de estudios clínico-moleculares que 

permitan aumentar el conocimiento de esta intrincada vía rnorfogenética. 

Recientemente se identificó el gen P63 •. homólogo del gen supresor de tumor 

P53. corno un nuevo gen participante en el desarrollo de las extremidades. En un principio 

se demostró en modelos animales que .. P63 era:· indls.pensable para la formación de 
,, ' . ' 

extremidades y de derivados ectodé~icC>s. P.;sterio,rmente se identificaron mutaciones de 

este gen en sujetos con síndromes g~f1.éÚcoscq'üe:a5(;ciaba'O~de1ectos de extremidades con 

alteraciones en estructuras derivadas; .d,:,Í ectodei:'m(J~ Se han identificado 5 entidades 
' .. -' .,,- ..... -·. •,-- '.· . 

hereditarias autosómicas do~irÍa;,t;_,;s:S<;cunda~ias a mtitaC::ioncs en. P63: sínd~ome~. EEC 

( cctrodactilia. labio hendido .;¡;;:; ; ·;¡;;"¡;<,:¡;da~'h.;;,d ido ~ d isplasia ccto<léiniicri) •. síndrome 

AEC o Hay-Wells {anquiloblefaron. displasia ectodérmica y labio hendido con o sin 

paladar hendido). sfndro.mc extremidad-mamario (LMS) (anomalías en extremidades y 

glándulas mamarias). síndrome ADULT (defectos en extremidades. piel, uñas. conductos 
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lagrimales y dientes). y al síndrome de Rapp-Hodgkin; además. la ectrodactilia aislada en 

n1anos y/o pies (SllFM) tan1bién es dehida a mutaciones en este gen. 

El objetivo de este e,.,-tudio fue reali7.ar el análisis molecular del gen P63 en sujetos con 

síndrome EEC y determinar el tipo y localización de n1utaciones en sujetos Mexicanos con 

esta enfermedad. Con esta linalidad. fueron estudiados 6 pacicntes y se realizó extracción 

de DNA genómico a partir de sangre perilCrica. amplificación por PCR de los 16 exones 

del gen p63 y secuenciaeión automatizada de los productos amplificados. 

Tres pacientes con ectrodactilia sindrornática tuvieron mutaciones puntuales 

heterocigotas en p63: en dos pacientes (madre con fenotipo EE y .su hija con sínd_rorne 

EEC) se detectó una transición heterocigota de CGG a TGG. (C-4-T) en el codón 204 en el 

exón 5 del gen, el cual produce un ca;,:;bi() de alriinoácidos. de ;.¡.~¡~illii a triptÓfuno 

(R204W). localizado en el dominio de ~l~naDNA. En-~l tercer ~:c~~n~e~l~~~tjpj EE) se 

identificó una transición hetérdc:igC>rii· de guanin:a ;denÍ~~<fo~if ~~\! ~u~le6tido953 
situado en el exón 7 delgen; esta rnutacitm-originó qüe el' aminoÓcid() <Í.i-ginina cambiara a . . .· . - . ·-

histidina (R279H), Es~e ~árnbio afecta tarn~ién el dominio de unió~ 03_ DNl de la proteína 

p63~ 

Por último. se discute la correla~ión gcnotipo-lenotipo obse;.,ada en este estudio y 

en trabüjós ·previos. En conclusión, el trabajo representa el primer análisis rnutacional del 

gen p63 en sujetos mexicanos con ectrodactilia y displasia ectodérmica asociadas o no a 

hendiduras faciales 
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2.- ANTECEDENTES 

Hace aproximadamente 360 millones de años nuestros ancestros comenzaron a 

desplazarse en la tierra con ayuda de apéndices corporales pareados y desde entonces la 

evolución ha producido extremidades que permiten distintos n1odos de locomoción como 

correr. volar o balancearse de árbol en árbol. Sin embargo. a pesar de los cambios 

adaptativos. la organización fundamental del esqueleto de la extremidad en los tetrápodos 

(vertebrados de 4 extremidades) se ha conservado de máner-.i sorprend;,nte- a -través del 

tiempo. 

Durante la última década se ha generado un creciente interés acerca de los cambios 

morfológicos que se producen en el embrión durante la formación de Iai ex~reriiidades y 

cómo estos cambios han sido influenciados por el proceso evohnivo. 

L;. extremid;.d de. los vertebrados ha sido uno de: los si~teÍnaS -·favoritos de los 

biólogos del de~oUo desd.; hace mucho tiempo ya_. qJ~ ~oj;~ '.iitdispel'lSable -para la 

viabilidad del embrión y también por su tacil accesibilidad 'p~ !":- ~m1nipulación 

experimental. Mucho del conocimiento actual en -el campo_ del ·desarrollo •de- las 

extremidades se ha logrado mediante . fa comp_aradón _de los patrones de expresión y 

función de los genes homólogos del_. desarrollo entre diferentes especies y en modelos 

animales. Además; el estudio _genético de diversas enfermedades que afectan la fonnación 

de las ex1.remidades está proporcionando conocimientos invaluables acerca de las 

funciones. no soló de genes individuales. sino también de vías completas de desarrollo. 

Tf:'-c:'TC' ('(lT1T----,,l 
l.:ii_:.1.U '·' '···l\J 
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Diferentes mutaciones en un misn10 gen pueden ocasionar un espectro amplio de anonmlias 

y es frecuente que ""fan1i1ias"'"' de enfermedades sean causada!-' por n1utaciones en 

con1poncntes de la misn1a vía_ Estos estudios han pcrtnitido reconocer que el desarrollo 

adecuado de las extremidades requiere: la intervención de numerosos genes que actúan en 

diversas vías de señali7.ación para especificar la identidad de estas estructuras (lnnis y 

Mortlock. 1998; Sifakis et al. 200 l ). La formación de los miembros involucra numerosos 

factores genéticos y no obstante que la función cle cada uno de ellos se circunscribe 

predon1inantemente a un aspecto en particular del desarrollo de la extremidad. existe w1a 

sorprendente interrelación entre la mayoría de estos genes (Schwabe et al, 1998). La 

integración de conocimientos de disciplinas como la genética médica y molecular, la 

biología del desarrollo y la paleontología ha permitido dilucidar Jos mecanismos que 

permitieron la especialización de las extremidades en el humano y está explicando un 

número creciente de ano111alías en el desarrollo de estas estructuras. 

La extremidad es una estructura que se desarrolla en 4 dime.nsiones: 3 dimensiones 

espaciales y una temporal. Como se verá mas adelante, la c~ncentraéiÓn de moléculas que 

se difunden a partir de centros de control en el primordiod•; la ext~emidad coordi~an .el 

desarrollo de los miembros al· pro~rcionar. a ~ada céluí~:del .prim0rdio. l~ . .i~fonnación 
- - -.- ·,-_ :'. - _-_--:- :-·~ _-:- ;--_--,~,--:,: ___ :_~:--~::·- ."_;,:.·.:--. -_~, 

acerca de donde está ubicada en este <..-spacio de. 4 dimC:Onsio'nes. El mecanismo bási~o opera 

con algunas variaciones en la mayoría de los tetrápodo·s y resulta.en hi prc)ducción de una 
,_ . ' _·. -~ <. -_ 

gran variabilidad m~rtológica y funcional de las extremitlade~ en lo~ vertcbrad6s adultos. 
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2.1.- DESARROLLO EMBRIOLÓGICO DE LAS EXTREMIDADES 

I".l desarrollo de extn7midades se caracteri7.a por un equilibrio constante entre los 

procesos de proli:feración y muerte celular. En los humanos. este proceso se realiza en un 

periodo aproximado de 28 días que comprende de la 5" a la s~ semana de gestación. Las 

extren1idades superiores se forman ligeramente antes gue las inferiores. aunque para el final 

del periodo de embriogénesis de los miembros, el desarrollo de ambas extremidades está 

sincronizada. A continuación se describen los. eventos más importantes de este proceso 

(figura 1). 

DÍA 33: Las regiones de la placa de la mano, antebrazo; brazo y hombro pueden ser 

distinguidas en la extremidad superio,.:_ En las e,;_tremidade~ inf.;riores puede distinguirse 

una parte cefálica redondeada y una part.e~a¿dal meno~ ~~sar,.6~1~d~;. la p~~clón distal de 

esta región menos desarrollada :formará el pie. 
-· 

DÍA 37: En la placa de la mano se forma la.placa digital~ una -~e~lóri del carpo central 

rodeada por un engrosamiento semicircular a ¡:>ar:¡; de la:q~~ se constit.;irán losdedos. En 

la extremidad in:ferior, el muslo. la pierna y el pie inician s~ :formación. 

DÍA 38: Los rayos de los dedos •. o rayos digitales son visibles_ como engrosamientos 

radiales en la placa digital de_ la. extremidad· superior. La punta de -los r:!YOS digitales 

protn1yen ligeramente. prod-uciendo un bOrde crenado en la placa digi~L El ~~o.;eso de 

muerte celular programada .esculpirá gradualmente los rayos digitales :fuera de lá placa 

digital para formar los dedos de manos y pies. El primordio de las extrem.idades inferiores 

ha aumentado en longitud, se ha demarcado del tronco y se hace aparente la placa de pie en 

el lado caudal del ex-tremo distal del primordio. 

QESJS CCU 
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DÍA 44: En la extremidad superior. el margen de la placa digital presenta muescas 

profundas, los surcos entre los r.iyos digitales son profundos y el codo se hace aparente. 

Los rayos de los dedos de los pies son visibles en la placa digital del pie, pero el bórde de Ja 

placa todavía no está crenado. 

DÍA 47: La extremidad superior ha experimentado una llexión horizontal situándose en un 

plano parasagital. La extremidad interior ha comen7..ado a llexionarse hacia un plano 

parasagital y los r.iyos de los dedos de los pies son más prominentes, aunque el margen de 

la placa digital es todavía liso. 

DÍA 52: Las extremidades superiores están. ligeramente dobladas a nivel del codo y los 

dedos han desarrollado engrosamientos distales llamadas pulpejos táctiles. Las manos están 
.· . ·_ .. ·,· ·. . . 

ligeramente flexionadas a nivel de las muñecas y se .reúnen en Ja línea media en frente de Ja 

eminencia cardiaca. Las piernas son largas y Jos pies han comenzado a aproximarse a Ja 

línea media. 

DÍA 56. Todas las regiones de los brazos y piernas están bien definidas, incluyendo los 

dedos de Jos pies. Los dedos de las dos manos se superponen en la línea media. 
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EXTREMIDAD SUPERIOR EXTREMIDAD INFERIOR 
/ (J 3,~ dias / u 37 dias 

uu·· 
~~~dias

44 

~ias 
l_ __ -_ 

FIGURA 1. Esquema que representa el desarrollo embriológico de las extremidades. Cada 
etapa del desarrollo de las extremidades superiores antecede al de las extremidades 
interiores (tomada de Larsen. 1998). 
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2.2 DESARROLLO DE LAS EXTREMIDADES 

La extremidad en el humano consiste de cuatro segmentos: 1) una raíz 

(zonoesqueleto); 2) un segmento proximal o rizomélico (estilópodo) que consiste de un solo 

hueso (húmero o :fémur); 3) un segmento medial o mcsomélico (zeugópodo) que presenta 

dos huesos (radio y cúbito o tibia y peroné); y 4) una parte distal o segmento acromélico 

(autópodo) constituido por manos y pies (figura 2). 

Proximal 

BRAZO 

HUMANO 

At:.A DE 
POLLO 

Dis..,I 

FIGURA 2. A) Representación esquemática de la estructura ósea de las extremidades en 
los vertebrados. Se distinguen el estilópodo, el zeugópodo y el autópodo. Estos 3 elementos 

TESTC ('i'i .. j --¡ 
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se encuentran conservados evolutivamente en los vertebrados tetrápodos (tornado de 
Mariani y Martin. 2003). 

El primer evento en el desarrollo de una extremidad en vertebrados es la inducción 

de un grupo de células que determinarán la aparición de un primordio de extremidad en un 

lugar y tiempo específicos durante el desarrollo del embrión. Estos campos. de las 

extremidades están inicialmente compuestos de células pertenecientes a una estructura 

conocida como placa lateral de mesodermo (PLM) que se locali;r~ en una posición 

específica en el flanco del embrión (figura 3). Más tarde. el primordio (que está formado de 

células mcsenquimales cubiertas por ectodermo) con1enzará a proyectarse hacia afuera de 

la pared corporal y se establecen interacciones específicas epitclio-mesénquima que 

coordinarán el patrón de crecimiento a través de señales provenientes de regiones 

espcciali;r~das del propio primordio. 

EXTR.EMI0..'-0 
SUPERIOR 

' 

EXTRE-
·!'<:!:D.l\.D 

.I.Nl-"EH..I.Clt. 

FIGURA 3. Las extremidades en los vertebrados se ongman a partir de dos campos 
anatómicos de desarrollo que aparecen en niveles específicos en el flanco del embrión. La 
protrusión de estas zonas originará los primordios de las extremidades superiores e 
inf"eriores (Mariani y Martin. 2003). 
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En este caso. el desarrollo de las extremidades no es dif'erente del que ocurre en cualquier 

otra estructura u órgano, donde el primer paso es la selección de un grupo de células 

competentes para f'onnar un primordio. 

Después que los campos de crecimiento (superior e ÍnferioÓ '1.ll sido especificados 

en puntos precisos en la PLM, se inicia dentro de ésta una intensa división celular que 

contrasta con la división celular lenta observada en los alrededores de la placa (Searls et al, 

1971 ). Este patrón diferencial de división celular resulta en el desarrollo de un primordio 

que es una masa de células mesenquirnatosas envueltas por una cubierta. ectodérmica. La 

población celular mesodérmica comprende todos los progenitores de los con.drocitos y 

tejidos conectivos corno tendones y hojas musculares. Otros tejidos como músculo y vasos 
_, ..... :·· .. 

sanguíneos se desarrollarán a partir de células que migran tempranamente al 0primordio de 

la extremidad. . ' ; -. ~;-"~_-. _:· ,. . ·' . -

. . '.: - ~-. : '·: -~ -.. '. ' 

Una vez que se ha iniciado la_ formación del primordio. de Ia: eXt:remidad. pueden 
' . . . .. . .·:· -; . : . - - ' '·· ·' :" ·,. "·. -~ '·- . '~ - ':,. _: -

reconocerse 3 regiones o cell.t~os 'de ~or1trol •del•- deSariollo subsiguiente:' la• .::resta apical 

ectodérmica. la zona de progreso y la zona de actividad polar~..ante (Figura 4). 

FIGURA 4. Vista dorsal dél primordio, la cual muestra 

la localización de la ·zona de actividad polarizante 

(ZAP) y la cresta ectodérmica apical (CEA) que 

n1antiene el crecimiento del primordio, manteniendo las 

células nicsenquimales subyacentes en la zona de 

progreso (ZP) en estado indiferenciado (tornada de 

Capdevila e lzpizua. 2001 ). 

-- ---~--------------r 
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2.2.J.- Cresta ectodérmica apical: Durante los estadios iniciales de desarrollo de 1 

primordio, se originan señales de inducción de las células del PLM de la zona de progresión 

que originan el sobrelapamiento del ectodermo para formar una estructura conocida como 

cresta ectodérmica apical (CEA). La CEA se identifica como un engrosamiento 

ectodérmico que corre a lo largo del eje antero-po!>"terior del primordio. 

La CEA es un ectodermo especializado y distinto morfológicamente que bordea el 

extremo distal del priinordio. separando el lado ventral del dorsal de la extremidad (figura 

5). El interés en la fhnción de la CEA inició en 1948 cuando Saundcrs realizó 

experimentos de remoción de esta zona en estadios sucesivos de desarrollo del prin1ordio 

del pollo y encontró que las extremidades se tnmcaban a diferentes distancias a partir del 

hombro: cuando la CEA era removida tempranan1ente, el zeugópodo y el autópodo no se 

desarrolla~~; :p..~~. ~~~áo se. removía tardíamente. solo el aut~~do estaba ausente 

(Saunders, .· 1 ~4~; ~~d~ .·~. FalloTl, · 1984). Estos experimentos demostraron. que 1a.!i señales de 
. . ..:_: :· ::; ·;". ', ' .,:· . ' .·· . . . . - - :.,-< ~-: :· .. --. ·. ·. '. 

la CEA son esenciales para el .desarrollo esquelético y que existe un requerimiento 

diferencial temporal para e~a es~ctura durante el desarrollo ele la extren1idad. 

TESIS CON 
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FIGURA 5. Microfotografias que muestran la cresta ectodérmica apical. A) En el día 32 de 
desarrollo en el humano, la CEA (flecha) se aprecia como un engrosamiento de ectodermo 
situado en el borde del primordio. B) Corte longitudinal del primordio en el que se aprecia 
la relación entre la CEA (flecha), la capa externa de ectodermo (E) y el núcleo 
mesodérmico (M) (tomado de Mariani y Martin., 2003). 

En esta estructura altamente especializada del primordio de la extremidad se 

expresan varios miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y 

también de la :familia de las proteínas morfogcnéticas de hueso (BMP) (Panman y Zeller. 

2003). La CEA es responsable de mantener a las células mesenqui.matosas adyacentes en un 

estado indiferenciado y de proliferación rápida. dando lugar a la llamada zona de progreso. 

Los transcritos mas importantes a este nivel son FGF4 y FGF8 (Ying Liu et al, 2002) como 

se demostró al observarse que es posible inducir el desarrollo experimental de extremidades 

mediante la aplicación de FGFs en el flanco del embrión (Martin, 1998). 

TESIS CON i 15 
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En el embrión de pollo. donde sus propiedades se han estudiado extensamente, la 

integridad. de la CEA es esencial para mantener la proliferación celular después de la 

iniciación de la formación del primordio (Saunders. 1 948; Todt y Fallan. 1984 ). 

Experimentos que involucran la localización del ectodermo dorsal y ventral de las 

extremidades han mostrado que antes de la inducción de las extremidades las células 

ectodérmicas que cubren la PLM son englobadas para formar la CEA (Altabef y Clarke. 

1997). Los requerimientos esp<.-cíficos para la inducción de la CEA en d ectodermo de las 

extremidades no son totalmente conocidos. pero el factor codificado por el gen Wnt-3a 

parece jugar un papel importante en este proceso. La expresión de Wnt-3a es detectada en 

el ectodermo alrededor del tiempo en el cual se activa también la ex!'>resión de FGF-8 en el 

ectodermo. en respuesta a la expresión de FGF-10 (ambos miembros de la superfamilia 

génica de factores de crecimiento de fibrobiásios),loc~lizada igualmente en el PLM. 

La integridad de. lá lámina basal es también un requisito para el desarrollo normal de 

la CEA. La·superficie basal de 1as·células epiteliales_d~l.prim~;dio eStá ~ve~ida por una 

laminina basal rica en laminina CX.~s; . que se~ ai:. ectod~ del mesénquima. 

Recientemente se demoStró que nitones c~n deleción~omo~igC>t~ ~~Í i~n ~~ la clldena cx.-5 

de la laminina (la principal glic~p~á¡na~e,·t()cht laláITl~~ ba;.l) pre~rt~ ~i~dactilia 
secundaria a disrupción de la superficie 'del ·ectod"ermÓ: cXn ~lter¡ción {~c~l ·de• la CEA 

(Mincr et al. 1998). 

Además. existe evidencia genética reciente de que la seBalización de 

Wnt3/f3-catenina es requerida en el ectodermo para establecer y mantener la presencia de la 

CEA. Esta vía de señalización se encuentra río arriba de otros genes expresados en la CEA 
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como los ligandos de Bmp (proteínas mofogenéticas de hueso) o Fgt· 8 (Barrovv et al, 

2003). Varios estudios han establecido que si bien las señales derivadas de la CEA son 

requeridas para el crecimiento continuo de las extremidades. las señales provenientes del 

mesénquima son requeridas a su vez para el mantenimiento de la CEA. Sin embargo, los 

mecanismos precisos de estas interacciones apenas comienzan a descubrirse. El ectodermo 

que dará origen al ectodermo dorsal de las extremidades descansa sobre los somitas. 

mientras que las células ectodérn<icas locali7..adas arriba del mesodermo lateral 

somatopleural darán origen al ectodermo ventral de las extremidades (Altabef y Clarke, 

1997; Michaud et al, 1997). Conforme el primordio va creciendo, las células ectodérmicas 

migran lateralmente .para .cubrir el mesénquima. Estudios recientes han demostrado que 

existen dos Jínútes diferentes anteriores. al primordio en el ectodermo de Ja extrenúdad del 

ratón: el primero corresponde· a la línea media dorsoventral de la CEA y el segundo al 

margen dorsal de la CEA (Kimmel et al, 2000) (figura 6). 
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FIGURA 6. El origen de la información e interacciones dorso-ventraJes que asignan a la 
CEA en el primordio. Cada panel mucstr.i un embrión de pollo en diferentes estadios de 
desarrollo, seguidos de micrografias electrónicas de cortes transversales (realizados en los 
niveles indicados por la línea negra) y esquemas que representan el destino de las células 
ectodérmicas en cada etapa_ En el esquema B, las flechas delgadas indican a las células del 
ectodermo que rnigr.in para cubrir el mesénquima en desarrollo, las flechas gruesas 
representan los dos bordes dorso-ventrales que existe en el ectodern10 en desarrollo. En el 
esquema C. el gris claro indica células que se convierten en ectodermo dorsal, el negro 
células que se convierten en la CEA y el gris oscuro células que serán el ectodermo ventral. 
ll.1T n1esod.::rmo int.::rn1cdio. PLM placa lateral nlesodérn1ica. CEA: cresta ectodérmica 
apical (tomada de Capdevila e Izpisúa. 2001 ). 

Como se verá más adelante. el desarrollo de la CEA es también af'ectado por 

mutaciones en el gen p63 que codifica para un homólogo de la proteína supresora de tt.UDOr 

p53. p63 es altamente expresado en las placas basales o progenitoras de muchos tejidos 

1 TESIS 'coN ---~ 
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epiteliales, incluyendo el ectodermo de las extremidades (Milis et al. 1999; Yang et al, 

1999). 

2.2.2- 7...ona de progreso: Las células de la CEA secretan moléculas que mantienen a las 

células del mesodermo subyacente en estado de crecunie~to e .indiferenciación. Esta 

población de células es llamada la zona de progreso. Esta área contiene células 

mesenquimatosas en proliíeración que representan una fuente de unidades encargadas de 

alcan7.ar una posición final determinada en la extremidad adulta. Mientras más tiempo 

permanezca una célula en la zona de progreso. su localización será más distal en la 

extremidad final (Surnmerbell et al, 1973). Las células en la zona de progresión originan la 

mayoría de los elementos lllesenquimales en las extremidades. Coníorrne la extremidad 

crece, estas células salen de la zona de progreso moviéndose proximalmente y adquiriendo 

información posicional para dar origen a los apéndices maduros que desplegarán un patrón 

reproducible de elementos anatómicos tales como hueso, músculo y nervios. Del mismo 

modo, los elementos óseos más proximales se determinan en primer lugar y están fonnados 

por células mesenquimales que abandonan primero la zona de progresión, mientras que las 

células mesenquimales que dejan esta zona en etapas .rruis'iardia~:íorrnarán Ías estructuras 

esqueléticas más distales (Summerbcll et al, 1973). 

Después de la iniciación del primordio y la inducción de la CEA. las células mesodérmicas 

que abandonan la ZP (y que presumiblemente salen del alcance de los factores producidos 

por la CEA) se agregan para formar las condensaciones precartilaginosas que darán origen 

a los componentes del esqueleto. Concomitantemente, algunas células localizadas alrededor 

o entre el primordio de los elementos óseos sufren apoptosis, lo cual contribuye a dar forma 

a las extremidades. 

TESIS CON 
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Las etapas posteriores del desarrollo óseo incluyen el reemplazo de cartílago por 

hueso por medio de osificación cndocondral. el crecimiento de los huesos largos a través de 

la proliícración y diferenciación de los condrocitos en las placas de crecimiento y la 

formación de hueso por diíerenciación de los ostcoblastos a partir de las células 

mesenquimales en áreas de osificación intramembranosa. Aunque los mecanismos exactos 

que dirigen la diferenciación de los tipos celulares presentes en el primordio (incluyendo 

tipos celulares condrogénicos) son todavía· desconocidos. se ha propuesto un modelo para 

explicar como las células que abandonan Ja zo.na de progresión y dan lugar al autópodo 

deciden entre dos destinos opuestos: elementos formadores de esqueleto o conversión en 

tejido interdigital que eventualmente .será removido por apoptosis (Niswander, 

2002). Varias líneas de evidenci~ ~d.icJi· que los miembros de la superfurniliaTGF-J3, sus 

receptores, moduladores extracelul~~s y t~ductores intrac~lulares, contr()1ari la elección 

entre los destinos digital e interdi~i{:1 ~;~ el 4\1~.;Poa& (lvta~i.IB ~t aJ. /199~)-
EI hecho de que eJ meSénq\lima foma~o tardíamente se diferenC:ie en los segmentos 

distales de la extremidad . y ~ue el n1.;~nc{i..~a ~ r6~do temJ,riuici.mente origine los 

elementos- proxiinales ha llevado ·a -concluir 
. -' . -- ;_,:: _.: ·-:~-- > _ -__ 

tiempo que el mesénquima ha pasado bajo la influenéia de-1a CEA;yque'las-cé.lulas 

mesenquirnatosas pueden medir este tiempo por el número de divisiom~s celulares que han 

experimentado desde el inicio de la CEA. 

2.2.3.- Zona de actividad polarizante CZAP): Esta zona especializada reside en 

margen posterior distal del mesénquirna del primordio de la extremidad y actúa como 

íuente de una señal ••posteriorizante" ya que cuando es transplantada a una localización 
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anterior induce la formación de estructuras posteriores ectópicas. Es probable que la 

ZAP y Ja CEA sean interdependientes ya que se ha observado que una no puede llevar a 

cabo su función sin la otra (Wintcr y Tickle. 1993). La proteína Sonic hedgehog (SHH) 

es producida en la ZAP y se h~ demostrado que su expresión puede mimetizar los 

efectos de la ZAP. Se considera que SHH funciona como un morfügeno. posiblemente a 

través de un efecto inductivo en la expresión de Bmp2. (Wozney. 2002). 

La inducción de la extremidad es la serie de eventos celulares que culminan en la 

formación del primordio, y que implica una transforencia. direccional de información 

posicional en el eje y flanco embrionario que se en~uenl.raentre varias estructuras y tejidos 
- - ' . ' ·~ . ·-

clave~ Subsecuenteriient¿ •. e5ta info~áCión 'po~ici~n.il necesita ser interpretada por los 
• ,. '.<-- ·.--.. • ; : -.,· '_:~- .·' ;' -'·/. 

tejidos que •parti.;ipan·en 1a: .induc~ió~•·d~(:prifiiordiC> .. ···Es irr,'port~te señalar que el 

mecanismo éxacto:d; la ÍI'lducci~n de las eXt~~~i·~~es, aun e~.·~~te;i~ ·~~· co~~oversia 
(Martín; .1998). Coino se há señaladc;, ~.i variedad 'de fa~tor€:'s d.;;Íerm~~ lc:>s pre-patrones 

-~'.·.; ----· ~ .~-

que especifican los niveles ·en Jos 'que se desarrollarán los primÓ~dios: • 

La interacción de Se~es g~néti~~:yceliil~~s e~d~ ~~ I~ e~trtJctúras del 

primordio señaladas anteriormente culmina co,; )~ fo~ción y diferc:~;nc~ción del primordio 

en cuatro locaciones especfficas del flanco e~bJionário. ~~o lugi'~ Un. par de 

extremidades superiores·. y :i ·. u_n: p~r de e~trel1licl~de~ -in.f"erio~~~: ¡; ~~· de\ ~e , estos 

primordios lucen muy similares en '.J<Ís etapas temp~anas del deSarro!lo, algunas diforencias 

morfológicas comienzan a después condicionando las dfferencias 

anatómicas y runcionales observadas.':'n las extremidades de Jos tetrápodos adultos. 

La decisión del primordio de. convertirse.·en extremidad superior o inferior parece ser 

tomada en los estadios tempranos de la iniciación de las extremidades. antes de la aparición 
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del primordio, como se demostró en experimentos de transplantes reali7.ados en embriones 

de pollo. Por ejemplo. cuando células pre- PLM pertenecientes al campo de miembro 

superior son transplantadas a una localización ectópica. la extremidad siempre se desarrolla 

como miembro superior. indicando que la identidad de las extremidades ·reside en el 

mesodermo (y no en el ectodermo) y está determinada incluso antes de que comience la 

formación d<!I primordio (Zwilling. 1955). 

2.3.- GENES RELACIONADOS CON LOS EJES DE DESARROLLO DE LAS 

EXTREMIDADES 

El desarrollo de una extremidad se realiza a través de 3 ejes de simetría espacial que 
' ' . ; '. . ~ . 

incluyen el eje próximo-distal(po~ ejemplo. como referencia, del hombro'a lacpu:llta de los 

dedos). el eje antcro-poste~·~r(d~I pulgar al quinto dedo) y el eje dors~-vi.nt~I (de Jos 

nudillos que son dorsales~· lapal:ma de la mano de localiz2ic>~\~~~~~l; (~~ura 7;. La 

especificación correcta de cada eje implica" Ja expresión de n~e~<:Ísos .. g~nes y ailnque el 

papel de cada uno de ellos es particular par~cad3.estadio del de~rollo, susfünciónes están 

íntimamente relacionadas; 
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FIGURA 7. Ejes de desarrollo de las extremidades. 

2.3.1.- EJE PROXIMO-DISTAL 

En los vertebrados. los primordios de las eXtremidades son formados a partir de 

células provenientes de la placa lateraldel mesodermo. Este_mesod,ermo post~rionnente_ 

induce al ectodermo subyacente parii que forme un engro5amiio:rito conoc:;id()-i;:omocresta 

ectodérmica apical que proveerá las señales que dirigirán el crecirnierito próxirno--distal de 

las extremidades._ Las señales ·responsables de estas activicJa.de,;_ h_~~" ;¡do _id~n~lficadas 

utili,....ando diversos modelos animales. (Martiri, 1998). L0C>s~f'actÓr~~ el~ ~r~~iri,iento de 

fibroblastos (FGFs) controlan el crecimiento próximo-distal del primordio de las 

extremidades y se estima que FGF-8 (expresado en el mesodermo somático e intermedio) 

es el responsable de Ja señal de iniciación. Fgr-8 mantiene el estado mitótico de las células 
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de la zona de progreso (Crossley et al, J 996) y el raton knockout condicional de Fgf-8 

muestra afectación de las estructuras proximales principalmente (Moon y Capecchi. 2000). 

FGF-10 dispara la síntesis de FGF-8 en el ectodermo subyacente y mantiene la 

expresión de Sonic I-ledgehog en el mesodermo de la zona de actividad polarizante. Al 

menos 4 miembros de la familia FGF (Fgf-2. Fgf-4. Fgf-8 y Fgf-1 O) son producidos en la 

cresta apical ectodérmica y cada uno de ellos tiene la capacidad de inducir el crccünicnto 

A-P de la extremidad (Fallon et al. 1986). Estos FGFs también pueden dirigir la 

proliferación la placa mesodérmica lateral en las extremidades para iniciar su desarrollo 

temprano (Cohn et al, 1995; Vogel et al, 1996). 
. . ~ 

En una regulaé::ión recíproca sorprendente en el mesénquirna de· las extremidades. 

Fgf-10 induce a Fgf-.8qu"'. ei; específico de la CEA mientras que (Sekine et 81., 1999) en la 

CEA la señal de Fgf~8~a~tidn~ IaexpresióJ:l _dC!, Fgf-10 en el mesodermo (MahrÍiÓod et al. 

I 995; Moon y Ca~chi •. 2.óoo); ·-E~ia .• retrorregulación ·< Fgf-8/Fgf-10 es una de las 

interacciones ~u~u~-ci~~¿~~n¡~druie~tre~el. ~esél'.lquima·.;.Ia · {;EApara eStimular el 

crecimiento proximal-distal de lruÍ é:xiremiclades y gene~ la cantidad apropiada de masa 
, '. '· •.' .. _'- .. , - ' ",... . .' '·- ·' ' ,. . ... -

celular para la fo~C:ié>lt d~ t~~os l~s elementos óseos d~ las ex~.'.ern.i~d.;s: Recientemente, 

Sun et al. ciear()ri ;atoiies;knockout condi~ionales que no .;xpreSa.~ Fgf4 ni Fgf8 en la 

CEA eri los que no se desarrollaron las extremidades deb_idoa tJrui deficiencia severa en el 

número de células_dcl mesénquima (Sun et al. 2002). 

Además. Fgl-4. Fgf-9 y Fgt:.1 7 son expresados en la región posterior de la CEA y 

probablemente unen actividades con Fgf-8 para inducir el crecimiento del mcsénquirna 

(Lewandoski et al. 2000). 
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Parte del establecimiento del patrón próximo-distal de las extremidades incluye la 

especificación de la identidad segmentaría (estilópodo. zeugópodo. autópodo). Los factores 

de transcripción HOX. específicamente aquellos que pertenecen a los complejos A y D. 

juegan un papel importante en el desarrollo de las extremidades de una manera secuencial y 

concertada. Esta coordinación involucra la noción de espacio. tiempo y dosis. La expresión 

de los genes HOX A y HOX Den el embrión sigue tres fases sucesivas. que corresponden 

al establecimiento de Jos patrones en las tres partes de las extremidades (figura 8). 

GR"J?O PARALOGO HOX 

'" 11 1 ~ , .. 
........... ._.,., ____ ¡,,• ._ .. ,..,,,.~-----~ ... 

FIGURA 8. Esquema que muestra la cascada de cxprcs1on de los genes HOX que da 
origen a cada segmento de una extremidad en formación (tomada de Mike Webster). 

Los patrones de expresión de los genes 1-IOX cambian a medida que se desarrollan 

las extremidades. De este modo, durante la lormación del estilópodo se expresan los genes 

Hoxd 9 y 1-loxd 10, en la forn~ación del zeugópodo el gen 1-loxd 9 es expresado en la región 

anterior y todos los genes Hox en la región posterior de las ex"1:remidades. En contraste, 
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durante la formación del autópodo 1 Ioxa 13 y Hoxd 13 son expresados en la región anterior 

y en la unión anteroposterior respectivamente, n1ientras que Hoxa 12 y Hoxd 1 0-12 se 

expresan en la región posterior del autópodo (figura 9) . 

. :\: FASE I 

ESTILO PODO 

11• FASE! .I .I 

ZEUGOPODO 

~:.l FASE I I:I 

AUTO PODO 
-------___ ---Ht.t.t.ct-I.l 

----- ,1_,_~~_:·_~·,_;_~_.~_.:_.i_-_1_._i_,_ 
_ _____,......_ /{11\cl-f 1. ,/./.1. 
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FIGURA 9. Patrón de expresión de la familia de genes HOX en la formación de las 
extremidades (tomada de Mike Wcbstcr). 

En el ratón. la eliminación de Hoxdl3 resulta en anomalías restringidas al autópodo. 

Aunque Hoxa y Hoxd son activados inicialmente en la región posterior del primordio, sus 

perfiles de expresión difieren en que la expresión de Hoxa está restringida a la región distal 

del primordio, mientras que la expresión de Hoxd está polarizada en el extremo posterior y 

FALLA DE ORIGEN 26 



distal del primordio. De acuerdo al patrón de expresión de Hoxd. esta región puede 

dividirse en cinco dominios o sectores que corresponden a lus cinco do1ninios digitales de 

la mano (Zakany y Duhoule. 1999). En humanos como en otros vertebrados HOXD 13 y 

HOXA13 son críticos para la formación del autópodo. HOXD13 está mutado en una 

enfermedad autosórnica dominante llamada sinpolidactilia (Muragaki et al. 1996). n~ientras 

que 1IOXA13 ha sido implicado en el síndrome autosórnico dominante mano-pit!-genital 

(l'vlortlock e lnnis. 1997). 

En contrastt!. la expresión de los complejos Hoxc y Hoxb está re!>1.ringida a la parte 

proximal del primordio y es diferente para las regiones anterior y posterior de las 

extremidades (Zakany et al. 1 997). Hoxb5 puede intervenir en el posicionamiento del Ja 

región superior del. primordio. En el ratón. la inactivación de este gen resulta en el 

desplazamicsntci rostral .dd hombro, que _asemeja a la deformidad de Sprengel en el humano 

(Rancourt et al, 1995) .. ;Varios . hallazgos han demostrado el papel de Hoxb8 en el 

establecirnientCl-d~lapol~riclad en Í~ parte anterior de las extremidades. Su actividad es 
- ,·. -·· ._ 

identificada :tanpronto:~orn°0 el primordio aparece en Ja región correspondiente a la f"utura 
'c •• ' 

ZAP (Stratford et al, 1 997). 

2.3.2.- E.JE DORSO-VENTRAL 

- En numerosas extremidades de vertebrddos se observan diferencias marcadas a Jo 

largo del eje dorsoventral. Un ejemplo de esto es la- mano de los humanos, .en Ja que la 

palma es la región ventral, el reverso es la región dorsal y los músculos. tendones y otras 

estructuras muestran una disposición ordenada a lo largo de este eje. 
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El mesénquima contiene la información para el establecimiento del patrón dorso-ventral de 

la extremidad que ocurre antes del inicio del primordio. Justo antes de que se forme el 

prinl0rdio, el mcsénquirna transfiere esta información al ectodermo suprayaeente. El patrón 

D-V subsiguiente es regulado por el ectodermo. corno lo demuestran experimentos en los 

que el ectodermo fue rotado 180º con respecto al mesodermo originando que las estructuras 

mesenquimatosas (esqueleto. músculo y tendones) se invirtieran (Maccabe et al. 1974). 

El establecimiento del patrón D-V requiere la expresión de al menos tres factores de 

transcripción: \.Vnt7a. En! y Lm..xl (Logan et al. 1997). El factor de transcripción 

codificado por el gen Wnt-7a es expresado en el ectodem10 dorsal (Dealy et al, 1993; Parr y 

Mcmahon.. 1995) y es uno de los "factores que lleva a cabo la función de especificación 

dorso-ventrál al inducir la expresión en el mesénquiina del gen .. dorsalizante'·' LMX-1 (Parr 

y Mcmahon, 1995; Riddle et al, 1995). 
.. 

Otro factor que interviene en la especificación ,do~'-ventral es EnJ;. Est~ gen se 
:"·,:.·---. :¿·.»· ... ::'/'.'-<.:., - :.· .. ·· .. -· 

expresa en el ectodermo ventral y restringe la expresión·de Writ7a y de Radical fringe 

(Rfug) al ectodermo dorsal (Rodríguez-Esteban et al, ,1997). En ratone~ knockoi:tt para Enl, 

Wnt7a se expresa de manera ectópica en el ectodermo véntraly las :;;~6~\lJ"aS d~rsales se 

desarrollan con un carácter bi-dorsal caracterizado ·por,.· li:i c;. transformación' dorsal de 

estructuras ventrales de las garras (Loomis et al, ~;9~). ~Ü ~s-~~·~~~~oi ~: tr..nscripción 

con homeodominio que es inducido en el ectodermo ve~~ra(~~rl~!;e¿li;].<;i~nde BMP a 

ectópica de Wnt7a y a u.n fenotipo bi-dorsal (Pizette et al, 2001). 

En este escenario, WNT-7A actúa como un factor formador del dorso expresado en 

el ectodermo dorsal. y que controla la. expresión de Lm..x-J en el mesénquima dorsal 

subyacente mientras que En-1 se comporta como un factor ventralizante expresado en el 
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ectodermo ventral, donde previene la expresión de WNT-7A (Cygan et al. 1997; Logan et 

al. 1997; Loon1is et al. 1998). En ratones mutantes para Wnt7A o Lmxlb se observa un 

fenotipo bi-vcntral (Chcn et al. 1998) (figura 1 0). 

El patrón dorsovcntr.il distal parece ser controlado por el ectodermo y el patrón 

dorsovcntral proximal por el mesodcrn10. Las interacciones ectodermo-mesodermo son 

muy importantes durante las etapas iniciales del desarrollo de tendones y músculos. 

estructuras que muestran una polaridad dorsovcntral y que se desarrollan dircctan1entc por 

d<!bajo del ectodermo dorsal y ventral (Blagden y Hughes. 1999~ Buscher e lzpisua 

Belmonte. 1999). En humanos se han identificado recientemente mutaciones de LMXl B en 

una enfermedad autosómica dominante denominada síndrome uña-rótula y que se 

caracteriza por anomalías de las uñas, rótula. codos y parénquima renal (Vollrath et al, 

1998). 

FIGURA 10: Genes implicados en el establecimiento del patrón dorso-ventral. En! es 
secretado por células del ectodermo ventral del primordio en donde reprin1e la expresión de 
Wnt7A. Wnt7a es secretado sólo en el ectodermo dorsal e induce. por mediación de su 
receptor Frizzled ( Friz). la secreción del factor de transcripción con homeodominio. Lmx 1 
en el mesodcrn10. Lmx 1 (junto con su cofactor Clim2) ejerce un efecto mitogénico en el 
mesénquima precondrogénico. (tomada de Manouvricr-Hanu el al., Gcnetics of Jimb 
anomalies in humans). 
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2.3.3.- E.JE ANTERO-POSTERIOR 

En numerosos tetrápodos <!xisten características distintivas en el eje antcro-posterior 

de las extremidades. incluyendo la longitud. forma y tunciom:s de los dedos y otros 

elementos óseos. El erecitnicnto a lo largo del eje antero-posterior parece estar 

cstrechamente coordinado con el desarrollo del ej<! proximal-distal. en un proceso mediudo 

por las interacciones especíticus entre el organizador antcro-postcrior (zona de actividad 

polarizante). 

La ZAP está constituida por un grupo de células localizadas en Ja región posterior 

del mesénquima del primordio y actúa como el centro organizador de Ja polaridad AP del 

primordio (Saunders y Gasseling. 1963). En 1993. fue demostrado que la actividad 

polari.7..a.nte de tu ZAP es mediada por el gen Sonic Hedgehog (Shh) (Riddle et al. 1993; 

Chang et al. 1994; López Martínez et al. 'j 995), que codÚica par.i un fuctor homólogo al 

producto hedgehog (hh) de polaridad scg~c;~tah~ en. Drosophila e implicado en varios 

procesos de patrones de desarrollo en el embrión, 

SHl-1 no participa el 

mantenimiento de ésta. Al mismo tiempo. ~¡ Ínantenimientodeia ~xp;e~i~~ d~ siili en el 

margen posterior del primordio rcqlliere de-Ja i~tegri<latl d~:'la CEA;clo,cualilustra Ja 

importancia de las interucciones epiteli.;O.:mésc!;nq.:iirna y .. de •· ¡~. re~roalimeritaCiones 

recíprocas durante el des~ollo del -primo~did.~ ~¿S~lldio: : en JTl~~~16s;' murinos han 

demostrado sin embargo que Shh no· es ;c~u'~;ld~ ~ara ~¡ de~ollo d~ í'a.~ ~~truCturas más 

proximales de las extremidades (Chiang et al, 1~~6;:J~us.~t.al, 2001). 

En el primordio de las extremidades.~ la síntesis de SHH está confinada a la zona 

polarizante posterior (ZPP). debido a que es reprimida en la región anterior por la acción 

conjunta de Aristaless-Iike 4 (ALX4) y Ja forma represora de GLJ 3N (Takahashi et al. 
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1998; Zuniga y Zeller. 1999). SHH es el único factor conocido a la fecha capaz de mediar 

la acLivi<lad polarizante de la ZPP. por lo que es de particular importancia entender los 

rnccanÍSrn<._"lS genéticos que controlan su expresión y modulan sus actividades de 

señalización. Varios genes Hox parecen ser importantes en la delimitación <le la región del 

mesénquima dt:l primordio donde se va a transcribir el gen Shh. En particular. se ha 

observado expresión del Lranscrito de Hoxb8 en el llaneo del pollo y la parte anterior de las 

<=xtremidades tempranas (StraLford et al. 1997). lo que sugiere que Hoxb8 puede ser un 

regulador río arriba de Shh (figura 1 1 ). 

-'->< 

.i z .... ..,,... 
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FIGURA 11. V1A DE SEÑALIZACIÓN DE SHH EN EL PRIMORDIO DE LA 
EXTREMIDAD SUPERIOR. A) Restricción de la activación de Shh en la zona d.: actividad 
polarizantc. La activación de Gli3 precede al inicio del crccirnicruo del primordio. Posteriormente la 
expresión de Gli3 persiste en todas las células 1ncscnquiu1alcs. con la excepción de las células que expresan 
Shh. El ácido rctinoico (AR) es un dctcnninantc clave de ZPA induciendo la expresión de HoxB8 en las 
células n1escnquinut1cs anteriores. Hox88 es uno de los factores n1cscnquitna.Ics que li.ntit..."ln la expresión de 
Shh al n1csénquin13 posterior del prin1ordio. donde existe rctroalirncntación positiva entre Shh y Fgf4. La 
.acth·;1ció11 de Shh cst.1 rcstringictl a la región polari;..o.antc por la acción sinérgica de varios factores: fonnin~L 
cxprcsndo en el primordio en las células 1ncscnquirnalcs posteriores. esencial parJ cst:1blcccr esta 
rctroali1ncntación positiva: el gen represor Gli:l. que en el prirnordio L~ expresado en las células 
nlcscnquiJnalcs anteriores. al igual que el gen Aristalcss ..i (Ab.-l) que es represor de Shh. probablc1ncntc en 
fonna independiente de Gli3. B) Mcc;.1nis1no de acción de cubitus intcrruptus (ci). el ho1nólogo de Gli.1 en 
Drosophila. Los receptores P~uchcd (Ptc) y S1noothcncd (Sino) son proteinas trna.s1ncmbr:u1.aJes. En la. 
ausencia de Shh (izquierda). Ptc rcprirnc la acü\'icfad estimulador...t constitutiva que Srno ejerce sobre sus 
genes blanco. a tr...tvés de !:>"U acción sobre ci. En los microtúbulos. ci tbI"nta un cornplcjo con cost.al2 (Cos2) y 
fuscd (Fu) (responsables de la división de su cxtrcrno carboxilo) ejerciendo una actividad represora sobre: 
Dpp (hon1ólogo de Btnp4) y ·winglcss (Wg). En la prescncin de Shh (derecha). Ptc pierde su acción sobre Srno 
previniendo la fonnación del cornplcjo Gli-Cos2-Fu~ ~· la proteína ci no nuxlific..-¡da tiene un..'1 actividad 
estimuladora sobre sus genes blanco. La vía de scí\nJización de Shh en los 1nicmbros inferiores es n1uy 
situilar. aunque presenta algunas diferencias (tornada de M.anouvricr-Hanu et al. 1999). 
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Sin embargo. Hoxb8 no debe ser el único regulador de Shh ya que este gen sólo es activado 

en las células tnás distales y además no es requerido para el cstablecin1icnto de la polaridad 

amero-posterior en el priinordio del ratón (van den Akker et al. 1999). 

El factor de transcripción tipo hélice-vuelta-hélice denominado dHAND también 

parece controlar la expresión de Shh ya que los ratones deficientes en dHAND tienen 

extren1idades pequeñas sin expresión detectable de Shh en la zona de actividad polari;r-ante 

(Charite et al. 2000). La expresión de Shh está también bajo regulación transcripcional 

negativa. El análisis de varios mutantes con polidactilia revela que la transcripción de este 

gen es regulada negativamente en el margen anterior del primordio por varios genes 

expresados en el mesénquima anterior. Estos genes induyen al· Aristaless· Alx4_ que 

interactúa con el gen Cartl y el ge~ Gli-3. El gen Patched·:¡, que codifiéa para el receptor 

de SHH. también parece reprimirla expresión de Shh ert el rncir'gen anterior del primordio 

en el ratón (Milenkovic et al.1999), ~or~traparte,Ios:fu~ti-res~de transcripciónC:on dedos 

de zinc GLit. GLI2 y GLI3 regulan las señales de transdÜ.cción de SHÍ-l en la:zona de 

actividad polarizante. Seéha demostrado que GLI3 .• ele.ir~~ p;~ces'1.do en ulla . .f.:,rma 

represora GLI3N y una 'forma activadora de longitud completa (no procesada) •• _~terviene 

en la represión de SHH. 

Aunque SHH _es capaz _de mimetizar la actividad de la ZP:. p~r~ée poco probable 

que la proteína SHH por sí misma brinde información posicional a tod..;_; las' células del 

primordio, por lo que su actividad organizadora estaría apoyada en parte por señales 

secundarias. SHH actúa en eJ mesodermo indirectamente a través de FGF4 producido por la 

CEA. FGF4 induce la competencia del mesodermo para responder a SHH lo cual a su vez 

origina la expresión de Bmp2 que determina elementos esqueléticos específicos. La 
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expresión de Shh es dependiente de la CEA y de Wnt7a ya que la ausencia de la expresión 

de Wnt7a en el ectodermo dorsal del primordio de la extremidad reduce el dominio de 

expresión de Shh originando una pérdida de los elementos esqueléticos posteriores (Yang y 

Niswander. 1995). 

2.4.- ESTABLECIMIENTO DE PATRONES ADICIONALES 

Además de la polarización- y crecin1iento del primordio de las extremidades. se 

requieren nlecanismos que pern1itan la· generación de e_lemcntos _como músculo, hueso. 
' - - . .-- ·--

vasos sanguíneos y apéndices épiteliales-. Alguna'~ d.i: l_os_ genes que participan en la 

adquisición de estos p~trones · sec~ri.k-i~~ ~~~ :~id~ iderii~~~ado~ por su participación en 
·. "" : "·-'-· ·: - _: __ :·:: ".:; 

diversas malformaciones de. ~i~mbros én J.;s humanos:: Eilt;e estos se incluyen los genes 

que codifican para factores de trariscripci~n ~e Új~~+ d-~X). proteínas morfogenéticas de 
: - - ·- - - . - . . . ·. ·---. . -.- ··- - ~ 

hueso (BMPs). prot.;,_·ná .Tio:roi~~ética d~rivida CJ~ ~~~ílaib (CDM_ P ____ )_ y_ g_ •enes_ HO_ X (figura 
,· ,_ - .- ,-.;:_ .. ' .,._ .. - :- .c.:-,·· - -

12). 

Los genes TBXson expresados ~if~r~'.ricialrrt~Il~~?eri~ierna5y ¡,n:,;!c,'g ~ri désarrollo y 

están implicados proba~le,me~te en ia espe~ific~ción ~e !~ ldenti~d :~~<las eJctremidades. 

Las mutaciones de TBXS ~ri~i~an el· s~d;~~~ d~ ·-H~l~~Orain ~cte;~.a~~ f,c,r d~ficie~cia 
de miembros superlores y cardiopatíacori~énita, mientras que ~~~u~~~i~-~~;edTBX-3 se 

asocian al síndrome cúbito-mamario: La expresión - de -1:Bx~4~-está ~~~~¡~~ida a las 

la i~d0ucciÓn y extremidades inferiores y en ratones nlutantcs para este gen. el 

establecimiento inicial de patrones del primordio de los miembros inferiores son 

aparentemente normales. pero -postcriorn1ente se produce una falla en el desarrollo de los 

mismos debido a que no se. mantiene la expresión de Fgf-10 en el mesénquima (Naiche y 

Papaioannou. 2003). 
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FIGURA 12. Modelo genético para la especificación de la m1c1ac1on y pos1c1on del 
crecimiento del primordio. Los genes Hox expresados dentro de la placa lateral del 
mesodermo (PLM) especifican la posición a la cual las extremidades se desarrollarán. Esta 
información posicional (ejes) dirige la expresión extremidad especifica de los genes T-box 
dentro de los respectivos campos del desarrollo. Inicialmente. FgflO es expresado por 
células de la PLl\1. Subsecuentcmente. Tbx4 y Tbx5 son activados en los campos 
respectivos. donde su interacción con la retroalimentación positiva de Fgfl0/Fgf8. inicia el 
crecimiento del primordio. Fgfl O es posteriormente requerido para mantener la expresión 
en los primordios en crecimiento. La expresión de Pitx 1 en el flanco posterior del 
mesodenno es inducida independientemente y se extiende en un an1plio dominio 
rostrocaudal. Este gen interactúa positivamente con Tbx4 y mantiene su expresión. SO: 
somitas. ECT: ectodem10 (tomada de Ruvinsky y Gibson-Brown. 2000). 
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Las proteínas morfogcnéticas de hueso (BMP) pertenecen a la familia del factor de 

crecimiento transformante 13 (TGF¡:\). E,.,1.as moléculas de señalización tienen su efecto en 

células blanco a través de receptores de membrana específicos (que tiene una actividad 

scrina-treonina cinasa) y de proteínas SMAD las cuales conducen la señal desde la 

superficie celular al núcleo. Aunque estas proteínas fueron identificadas inicialmente por su 

capacidad de promover la formación de hueso endocondral. ahora son considerada...;; como 

componentes de una vía de señalización conservada evolutivamente y que es responsable 

de muchos procesos durante el desarrollo. Corno otros miembros de la superfamilia TGF-b. 

las BMPs realizan sus funciones biológicas al interaccionar con receptores en la superficie 

celular que son heterodíni.eros. de receptores tipo I y tipo 11 con dominios intracelulares 

cinasas de serinaftreonirta. Varios miembros de .la familia BMP exhiben un patrón de 

expresión regulado durante el desarrollo embriológico de las extremidades. Por ejemplo, 

Bmp2. Bmp4 y Bmp7 son expresados en el mesodermo indiferenciado de la extr;emidad en 

la CEA y en el mesénquirna interdigital. Entre las funciones asignadas a estas Brnps· están 

el control de la proliferación celular mesodérmica. regulación del crecimiento y·.regresión 

de la CEA, diferenciación condrogénica. control de la formación muscular'. Índu~ción de 

apoptosis y posiblemente del eje antero-posterior del primordio temprano.de Ía .. extrernidad 

(Merino et al. 1999). El polipéptido Noggin (NOG) antagoniza las señales de· los BMPs 

compitkndo por los receptores scrina-treonina cinasa. 1Voggin <':s cxpr.;~~·Ó crt el cartílago 

condensado y en los condrocitos inmaduros. En humanos, se han identificado mutaciones 

hetcrocigotas en NOG en los síndromes de sinfalangismo proximal y sinostosis múltiple. 

ambos de herencia autosómica dominante (Gong et al, 1 999). 
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La proteína CDMP. también conocida como factor de diferenciación del 

crecimiento 5 (Gdf5), panicipa en los procesos de condrogénesis y posicionan1iento de las 

articulaciones. En el humano. Ja alteración del gen CDMP origina que los huesos del 

autópodo sean anornuiles en longitud y número (Thomas et al, 1996). 

SALL 1 es un factor de transcripción que interactúa con BMP4 en la especificación 

del pulgar. Se han identificados mutaciones en SALLI en sujetos con el síndrome de 

To\vnes-Brocks. padecimiento de herencia autosómica don1inante y caracterizado por 

pulgar trifalángico, defectos urogenitales y ano in1pcrforado (Kohlhase et al. 1998). 

Además de los genes mencionados. hay otros genes o vías de transducción que 

también están involucrados en las diferentes etapas del desarrollo óseo de las extremidades. 

Por ejemplo, el gen SOX 9 (que posee un dominio de transcripción HMG) desempeña una 

-función critica en la formación del cartílago. Este gen se expresa en las condensaciones 

mesenquimales en todo el .embrión antes y durante la tormación del cartflago (Wright et al, 

1 995). La expresión anormal de Sox 9 en las extremidades se· tradu.ce en la formación de 

cartílago ectópico. Sox 9 es capaz de cambiar las propied;de~de agreg~~ión de las células 

mesenquimales in vitro, lo que sugiriere que este gen :ctúa a~iyel d~lacondénsación de 

células mesenquimat~sas. probablemente río abajo de l~sBMPs (I:leal~ et al; .1999). 

Por otra parte, las proteínas.BMP expresa~!> en·e1 ine~deriu~i~ie~digital parecen 

ser requeridas también para la asignación correcta de la identÍ~;;~fgtt~cL ~~~¿i~~ a que la 

inhibición en su señalización en esta región causa tr~nsforn~;.~iÓ;.; el~ ¡~· lde~iidad de los 

dedos (Dahn y Fallan. 2000). También se ha propuesto que el receptor-la de BMP 

(codificado por BmpR-la·y expresado en el mesénquima distal) niedia la inducción de la 

apoptosis y que el receptor-! b (codificado por BmpR-1 b y expresado en las condensaciones 

,- - ~,T 
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precondrogénicas) primarian1ente media el crecimiento del cartílago. aunque también puede 

inducir apoptosis en otros estudios del desarrollo (Zou et al. 1997). 

En suma. el estudio de los n1ecanismos básicos del control genético del crecimiento 

y establecimiento de patrones durante el desarrollo de las extremidades se ha beneficiado 

enormemente de Ja síntesis que integra los métodos y visiones derivadas de la biología 

molecular y celular. la embriología clásica y la biología evolutiva. En e""te contexto. es 

claro que el estudio de las interacciones genéticas continuará proporcionando 

conocimientos invaluables acerca de las interacciones cpitelio-n1esénquima y otros 

mecanismos rnoríogenéticos que intervienen en el desarrollo de las extremidades en el 

embrión. 

2.5.- GENETICA Y EVOLUCIÓN DE LAS EXTREMIDADES 

Los vertebrados terrestres incluyen a los.anfibios. reptiles. páj.aros y mamíferos. La 

característica adaptativa común de este linaJe,Ham~do tet~ápodo .. es la presencia de dos 

pares de extremidades. Esta e,,"tructura distinguió a los.tf!trápodos tempranos de los peces y 

les permitió desplaz.arse en la tierra. Despu,és. es!a)~~ci'y~C:íól'l füe rriodiflcada hiísta lograr 

una enorme variedad de apariencias ºy tamaños: ~.:,íl füncidll~s t~ v~i~das corno cavar o 

volar. Sin embargo, las e~tremídades:en ;~s ¡~~~Po~~~-son'..varia~ionel·de un mismo tema 
- '-_º'-e'-·.-_:-~--~-_\ __ ~·<·-.-,~···, __ .,: __ ~:·-:·~,:~ -\~ __ :·:;, __ ·'.·~---.:.·~.:~ - ·_, 

ya que en todos ellos Ja disposicióíl. y:íl6mero
7 de huesos de la éxtreffiidad es similar. La 

evidencia actual indica que las extremidades de los. tetrápodos se originaron a partir de las 
. . . . 

aletas de los peces. posiblemente a partir del período devoniano. 

Durante la última década.se ha producido un gran avance en la comparación de los 

patrones de expresión y funciones de los genes homólogos del desarrollo entre los 
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diferentes taxa. Estas investigaciones enfati7..an la "reutili7..ación.. de los genes pre-

existentes en Ja evolución de nuevas rutas de desarrollo. partiendo de la idea clásica que los 

cambios regulatorios en lugar de los cambios bioquímicos en las proteínas. son una fuer.ai 

mayor en el proceso de la evolución morfológica (Wilson et al. 1974; King y Wilson. 

1975). Evidentemente la duplicación de genes preexistentes tuvo profundas implicaciones 

evolutivas y este proceso parece haber sido de particular imponancia para la evolución en 

venebrados (Ruvinsky et al, 2000) (figura 13). 

PRIMERA 
Dup1icacion de1 c1uscer 
de T-box occurrio en esca 

SEGUNDA 
Ouplicac~oc de1 c1uscer 
de ~-box occurrio en esta 

techa-

... ~::-..?<: 
_ __,..,,,_~-=­

~~{ -7';;#"'"-~ 

¿;.'::. -::·.-~-..__....,.,.,,,._. 

~ 
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FIGURA 13. Representación esquemática de las relaciones filogcnéticas aceptadas en la 
actualidad y que establece Ja divergencia entre las principales líneas de cordados inferida de 
los registros fósiles. Las ramas truncadas significan ta..xas extintos. La escala en tiempo está 
dada en millones de años (tornada de Ruvinsky y Gibson-Brown. 2000). 

Cualquier modelo molecular que tr.tte de explicar una transformación morfblógica 

en la evolución tiene que satisfacer tres criterios básicos. Primero, los componentes 

moleculares propuestos como responsables de la evolución de algunos aspectos deben estar 
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implicados en Ja especificación de ciertos rasgos en todos los organismos. Segundo. las 

formas transicionalcs a través de las cuales se ha propuesto que dicho rasgo haya 

evolucionado dcb<!n ser consistentes con Ja evidencia derivada del registro :fósil. y 

linalmente. la escala de tiempo inferida para 1a: evolució.n de Yos eventos moleculares 

propuesta tiene que ser consistente con la evidencia paleontológica (Ruvinsky y Gibson-

Brov.'11. 2000). 

El esquema más comúnmente aceptado de Ja evolución de Jos cordadas establc..-ce 

que los vertebrados modernos evolucionaron de un cardado invertebr..ido basal. 

morfológicamente similar al cé:falo-cordado llamado anfioxo que aún existe en Ja 

actualidad (Carroll. 1998). El patrón corporal de estos animales primitivos es la pérdida de 

los apéndices pareados. La interpretación actual del registro fósil sugiere .que el origen de 

los dos pares de apéndices en los gnatostomos (vertebrados con mrutdfbufa) proeede.via dos . . . 

pasos diferentes·: Primero. un juego anterior de aletas pa;eadas ev~lu6io~ó· ~ nivel de 
,' ·. . -· .. ;' . ' _,·.·- : .. , .. :. · .. ·;. 

pectoral en .ag~tos sin extremidades. Después •. ·,m segundo juego evoI~6ionó a un nivel 

axial más posterior para producir un par de aletas pélvicas. Las éctiuies de los fó~iles• clave 

implican que esÍos dos paSOS deben habt!~ ~ocurndo d~ntro de un period~ ·relativamente 

corto de tiempo geológíCo. 

Entre los genes important;s que participan en los' procesós embrionarios están los 

genes T-box·.los cuales~Cld.ifi~~;..~n;farrtiliad~;fa(:tore~ detransc;ipc;ó~ con un dominio 

conservado univcrsalm~;..te. ·c~~()~id~ . corno< dominio T •· co;,stitU.ido po,: 160 a 180 
- . ·,.·, ,' : 

aminoácidos (Papaioannou y Silver~.(998): El dominio-T. se une al DNA de una manera 
,:.· ._,_ .. ·· ' _· 

específica permitiendo a estas proteÍ~as ·;funcio~ar como activadores o represores de la 

transcripción de genes bl_anco río abajo. Dos miembros de la familia de factores de 

transcripción T-box.. Tbx5 y Tbx4. exhiben patrones de expresión específicos de 
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extremidad y son considerados reguladores de la identidad antero-posterior de los 

vertebrados. Sus parálogos. Tbx2 y Thx3. son expresados en Jos márgenes anterior y 

posterior de las extremidades y probablemente juegan papeles importantes en el 

establecimiento de patrones de desarrollo (Rodríguez-Esteban et al. 1999). 

Los patrones de expresión de estos genes son esencialmente idénticos en el ratón, pollo. 

Xenopus y zebrafish. lo que sugiere que el ancestro común de -todos los vertebrados 

presentaba estos 4 genes y los usaba para especificar la identidad y regular el 

establecimiento de patrones de desarrollo (Tamura et al, 1999; Takab~t~e ~t ;l, 2000). 

Otro aspecto evolutivo _de gran ~terés e~ que a. pe'sar d{~~; ¡()~-~e~ actuales 
.<' ' >:· ... - >>~····. : .... :'/_·--~--·.··; ' 

presentan estructuras óseas en sus aletas que pue:den ser equip&-adaS cone:1 estilÓpodo y el 

zeugópodo de los vertebrados terrestr~, las manos. y pi~s ~n hurnrui~~-.son afiadidos 

evolutivos que no_ tienen; estructúr~ hÓrnÓ;1oi:'~n peces: 

demostrado que temp~~~t.e-.;n e:i c1.Lou6. ia~x~r~siÓit génicá de Shh y ~e algunos 

miembros de Ja familia Hox en tetrápodos y peces es sitriH~~ ;;; eje~~¡~:' !~s t~ritos 
Hox se localizan en el margen posterior tanto del prim<:>rélic-l·d~-~-<O~;emidad como del 

primordio de la aleta. Sin embargo. en los tetrápodos ocurI"e u_ncari:ibiÓ_ en la expresión ya 

que en etapas tardías del desarrollo los transcritos Hox son encontrado!> _en la J>Brte distal y 

anterior de la extremidad en el ratón y existe una expresión i:.ir<lí~ clC:.siili.: cambios que no 

son observados en peces. En zcbrafish. por ejempl¡, no exist~ este- patÍ:Ón de expresión 

tardía de Shh o Hox; en cambio. en este pe7~ el ectodermo se pliegay el_desarrollo cesa 

después de la f'ormación de la tibia y el peroné (el zeugópodo en el pez). La expresión 

tardía de Hox y Shh es una novedad evolutiva y puede haber originado la producción de 
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tejidos que se convirtieron en las primeras manos y pies de la historia de la vida (Cohn. 

2001). 

2.6.- P63 

Recientemente se identificaron dos genes relacionados con el gen tumor supresor 

TP53. denominados TP73 y TP63 (Jost et al. 1997; Kaghad et al. 1997; Schmale y 

Bamberger. 1997: Yang et al, 1998). TP73 y TP63 no representan genes tumor-supresores 

clásicos sino que actúan como reguladores clave en el desarrollo: p73 en el desarrollo 

neuronal y vías de feromona~ (Yang et al. 2000) y p63 <7n el desarrollo de extremidades. 

epitelio y estructuras craneofaciales (Mills et al, 1999; Yang etal. 1999). . .· . . . 

La organización genómica general de todos los mieihb;o~- d.; la familia p53 presenta .. ·; '. - ~·< '. :.:·~·-:·: . -
similitudes importantes que incluyen organi7..ación exón/mtrón.' inclusión de un primer 

... -·---. '. - :._._._-, 

intrón extenso y_ la presencia de un pdmer e_xó,n ; flo codificante. P63 'se eXtiende 

aproximadamente 60kb en _el genoma y en el humano se lo~liza e~ 3q27-29 (figura 14). 

está conf"orrnado por_ 16 exones y codifica para_una proteína de448 aminoácidos. (Yang et 

al. 1998). 

'fl?c:'T<' r<r-., ".í 
- .l...l ,_.,._ 
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FIGURA 14. Esquema del cromosoma 3 humano mostrando la localización del gen p63 en 
la región 3q27-29 (tomada de Yang a et al, 1998). 

p63 y p73 exhiben una ·alta homologia . aniinoacidica• con respecto a p53, 

especialmente en los dominios. de. transactivaciÓn (TA), de unión a DNA (DBD) •y de 

tetramerizacióri ·(ISO). El .·dominio •de unión ·.a DNA le· permi~~ ,ÚTP~3 promover• la 

transcripción de sus genes bl~~o .. lot!a1Í2:ad()s •en. ~tr..Sj~~i~n~~ d~J. g~~DUl. (figura 15). 

TP63 y TP73 cóntierien dos siÚos d~ transcri~ión.· uno qut! origin~ isc)fo~ de)a proteína 

que contienen el dominio TA (iscitiposTA) y otro qu~ produce isof-~~ssin este dominio 

(isotipos áN). Por otro !ad~, ein huin~os y _roed~res se han demostrado transcritos 

adicionales de TP63 que resultan.del uso de éuatro sitios de iniciación de la transcripción y 

de "splicing'' alternativo del extremo 5' del gen (Bamberger y Schmale, 2001). 
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Adicionalmente. se produce ""splicing" alternativo en el extremo 3• del gen resultando en 

tres dif"erentes dominios e-terminales para p63 y seis para p73 (figura 16). 

A B 

e 
FIGURA 15. Modelo del dominio de unión a DNA de p63 (flecha negra) (tomada de 
Cclli et al. 1999 ). 
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FIGURA 16. Estructura del gen p63 y sus transcritos. En el panel superior se representan 
los 16 exones del gen y se muestran los sitios alternativos de inicio de la transcripción; los 
sitios de '"splicing'" alternativo producen al menos 6 diferentes isotipos de p63. La 
estructura de los isotipos TAp63y es más similar a la de p53 e incluye un dominio de 
transactivación (TA). un dominio de unión a DNA (DBD) y un dominio de tetramerización 
(lSO). Los isotipos a contienen un dominio adicional SAM y un dominio que inhibe la 
transactivación (TID) en el extremo C-terminal (tomada de van Bokhoven y Brunner. 
2002). 

La secuencia del extremo 3 · de los isotipos a de TP63 y TP73 codifican un motivo 

de interacción proteína-proteína que se asemeja a los motivos a-estéril llamado también 

motivo SAM (Schultz et al, 1997) ausente en p53. Los dominios SAM pueden horno y 

hetero oligomerizar con otros dominios SAM aunque se ha demostrado que no tienen Ja 

capacidad de oligomerizar con dominios diferentes. Además de estos motivos proteínicos, 

TP63 contiene dominios ricos en prolina, que están involucrados en la actividad pro-
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apoptótica y en la capacidad para activar secuencias blanco. Una segunda región rica en 

prolina se localiza entre los dominios ISO y SAM en p63 y p73. pero no en p53. 

Los varios isotipos de p63 pueden tener propiedades - opuestas. La actividad 

represora se ha rnapcado a la región locali7..ada río abajo del dominio SAM. que ha sido 

denotninado como dominio inhibitorio de transaetivación (TID) Existen además algunas 

evidencias que sugiere la presencia de otras regiones dentro de p63 que pron1ucvcn o 

reprimen la actividad de transactivación. (Ozaki et al. 1999). 

Recientemente se identificaron algunos factores que controlan la expresión de TP63 

actuando corriente arriba fueron establecidos en , _una, búsqueda de genes regulados 

positivamente por las proteínas morfo genéticas de_ hueso. durante la gastrulación del 

zehrafish. En estos estudios se identificó --que ~_:_p6_'.3a corno un blanco transcripcional 

directo de la· señalización dé Bmp (B~ers ei al, 2002). La expresión temprana de .ó.N­

p63cx parece ser condt'.i<!-idá por- S~d4 y Sma~S. l~s cuales son mediadores de la 

señali7.ación de Bmp. Bmp p~ornu~ve la \~s~c-ifica.~¡¿~ de. las _células ventrales en 

mesodermo y ectodermo. a tr~,;é~del cjc!d..;~~~~~~i:~i~~~~s~~briones de verte.;rados. En 

contraste. las células dorsales tales como las. ~~efróhm1h ei\ me5odermo¿ dorsal y el 
. _, __ . >:::~-

neuroectodermo son formadas a menos que sean iTí_~trti~d~s:~()J";B..;.;ps-8.<~;:, h~~erl..;. Este 

proceso ha sido llamado el modelo neural P()r defa~lt:'Lós_~~¡~~-ios en zebmfish revelan 

que el efecto que los Brnps tienen para cont~cstar, e~t;,, víri- neural por default ocurre a 

través de .O.N-p63cx, el cual actúa como el represor ne~l (Bakkers et al, 2002). 

Poco después de la identificación de TP63 se estableció que las proteínas p63 eran 

capaces de unirse a PG 13 un elemento de respuesta de p53. La sobre-expresión de p63 en 
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líneas celulares de mamíferos o de levadura puede activar o reprimir los promotores de 

varios genes de respuesta p53. aunque no esta claro si estos genes también son regulados 

por p63 hajo condiciones fisiológicas. p63 puede disparar la vía de señalización Notch 

posiblemente por la inducción de JAG 1 y JAG2 que codifican ligandos para los receptores 

Notch. Los ligandos Notch. JAGI y JAG2. son selectivamente inducidos por p73 y p63. 

respectivamente. pero no por p53. Hay un sitio de unión específico para la proteína p63 en 

el segundo intrón del gen JAG 1. lo que evidencia que p63 puede activar la scñali7~ción <le 

Notch en células vecinas y sugiere que p63 y p73 tienen participación en el desarrollo 

normal y en la regulación celular JTlCdiada por la vía de señalización Notch (Sasaki et al. 

2002). 

2.6. t.- p63 EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO .. DE LOS MAMÍF.EROS 

La expresión tiempo-espacio de los transcritos de TP.63. no ha sido .. aún explorada a 

detalle. Estudios inmuno-histoquímicos en embriones de.· ratón. hiln. demostrado niveles 

elevados de p63 en las células epiteliales d.; las. poblacion.;si progenitoras o células 

totipontenciales del tejido epitelial (Yang et al. 1999_; MiUsetal;,1999). El principal isotipo 

detectado en estas células es el isoÚpo dominante "pegativo ~N-p63cx, 
,~ ____ :. 

que actúa 

probablemente manteniendo la capacidad proliferaliva de· estas células. Conforme estas 

células comien:zan su diferenciación. los niveles de este isotipo descienden gradualmente y 

los niveles de Ja isof"orma T A'-p63cx ;iumentM.. · 

Aparenten1Cnte el efecto dominante negativo de 6.N-p63cx es crucial para el 

mantenimiento de la capacidad de proliferación regenerativa de las células madre 
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epiteliales_ Las células que no expresan este isotipo pierden esta capacidad y son llevadas a 

diferenciación hasta lograr una diferenciación terminal (Yang y Mckeon. 2002)- De hecho. 

la aplicación de ácido retinoico (que previene la degradación de ~N-p63u) bloquea la 

diferenciación de las células madre epiteliales cutárleas en cultivo (Bamberger et al. 2002). 

En Jos embriones de ratón. la expresión de TP63 es evidente inicialmente en el 

núcleo de las células de la placa basal que después se transformará en las células 

progenitoras de la epidermis y derivados relacionados corno pelo y glándulas sudoríparas. 

También se identifican niveles elevados de p63 en las células basales del cérvix. lengua. 

esófago. glándulas mamarias. próstata y urotelio. La expresión temprana de TP63 también 

es evidente en células del ectodermo del primordio de las ext:remidades. arcos branquiales y 

el epitelio oral. En el desarrollo del primordio la expresión de TP63 esta limitado a la cresta 

ectodérmica apical. 

Como se señaló en .secciones anter.io~es~. Í~ s~ñali?..ación apropiada a través del eje 

antero-posterior entI"e1~ c;J::,o;.j ~l ~~sodertT1~ ;,ubya~e~te es crucial para la formación de la 

región distal de la e;.treniidad. Los sitios de .;~¡;;.;~¡6~1 deTP63 están en concordancia con 

las consecuencias fenotípicas de l~ ~~cti~a~ió~·.~o~o~i~~ta de TP63 . en ratón. Estos 

ratones deficientes en p63 exhiben :d~feci:os. ·;.;v.;;¿,s' .;11.;;;ct;;e~ldad~s: .LW, ext:remidades 

superiores están truncadas y las. inferi~résse ~ierden.·•La piel en I~~' animales ""knockout" 

está ausente y los animales recién :nacidod.rn~6r<!..=. po~ deshid~átación ?oco después del 

nacimiento. Otros derivados de piel. tales· cómo eltallo del í:>elo y Jos folículos no se 
. . . 

desarrollan. Finalmente. los· animále~. deficientes en p63 'pierden los primordios dentales y 

las pestañas, el maxilar y la maridíbula.estántn.mcados y el paladar secundario no cierra 

originando un paladar hendido. En conjunto todos estos defoctos observados en ratones 
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deficientes para p63 se consideran corno cuadros severos de displasia ectodérmica. 

desarrollo anonnal de las extre111idades y hendiduras o disrnorfias faciales (figura 17). 
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FIGURA 17. Fenotipo en el r-.atón .. knoekout" para el gen p63. A. B) Vista lateral de un 
ratón normal -i+ (derecha) y un ratón mutante p63·'- (izquierda). En el ratón mutante se 
observa el truncamiento de las extremidades superiores e inferiores (A) hipoplasia de los 
maxilares .. ablcfaron .. (B) ausencia de bigote .. de piel y de apéndices relacionados corno 
vibrisas. folículos pilosos y tallo del pelo. C) Sección sagital de la región cráneo-facial del 
ratón p63_,_ en la que se observan anomalías del n1axilar (rnx), mandíbula (rnd) y el paladar 
secundario (pa) y ausencia de los primordios de Jos dientes (pd). O) El mutante hornocigoto 
pierde los componentes distales del miembro superior. incluyendo radio. carpo y dedos. al 
igual que los componentes del miembro inJCrior (tornada de Yang et al. 1999). 
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2.7.- MALFORMACIONES DE EXTREMIDADES 

Cuando el desarrollo esquelético en1brionario o letal sufre una alteración intrínseca 

pueden originarse diversas anomalías de las extremidades. Las malformaciones congénitas 

de extremidades constituyen un grupo de padecimientos con severo potencial incapacitante 

y se presentan en en cada 800 recién nacidos vivos. En el humano. un nún1ero 

significativo de estas malformaciones son originadas por alteraciones en alguno de los 

genes o vías de scí'lalización implicadas en la formación de las extremidades causando un 

amplio espectro fenotípico de fonnas hereditarias de desarrollo anonnal de las 

extremidades. A pesar que los estudios genéticos en mode_losanirnales y en humanos han 

permitido identificar muchas de las 010léculas clave ·implicadas en el crecin1iento y 

establecimiento de patrones en el primordio de la extremidad y de reconocer diversos genes 

responsables de anonmlias en las extremidadt!s, '1.in es dificil establecer correlaciones 

genotipo-fenotipo debido a la complicada. interconexión de señales genéticas en las 

extremidades en formación. 

Existen varias clasificaciones de malfonnaciones de extremidades; la propuesta por 

Swanson y col. (1976) y aceptada por la American Societyfor Surgery ofthe Hand and the 

International Federation of Societies ·fer Surgery of the Hand, considt!ra 7 categorías 

generales de defectos en los miembros (Canale: Campbell"s Operative Orthopaedics. 1998 

pp3816-3818): 

l.- Defectos por fallas en la forinación: 

a) Defectos tran5vers0s(Amputaciones congénitas) 

b) Defectos longitudinales (Defectos radiales/cubitales o tibiales/peronéos) 
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2. Errores en la diferenciación 

a) Displasias: Sinostosis. Sindactilias:(ósea. cutánea) 

b) Acortrunientos (rizomélico. mesomélico, acromélico) 

c) Fragilidad ósea. 

3. Duplicaciones (Polidactilias): 

a) Preaxial 

b) Posta.xial 

e) Centroaxial 

d) Manos en espejo 

4. Sobrecrecimicnto 

a) Macrodactilia 

b) Alargruniento diafisiario, metafisiario. 

c) Exostosis. 

d) Pseudoartrosis 

5. Subcrecimiento 

a) Braquidactilias 

b) Pulgar/primer ortejo hipoplásico 

c) Disrupciones: Bandas de constricción 

d) Deformaciones: lncurvamientos 

6. Síndromes de bandas de constricción: Consideradas no genéticas 

7. Anormalidades esqueléticas generalizadas 

El análisis de las malformaciones de extremidades humanas heredadas ha 

promovido el entendimiento del desarrollo.de l~s"extre.midades.como un.modelo para las 

interacciones genéticas reguladoras. s~s~dC>~ en 1b~ fünda;ne.:..tosc cie1 p;:óyecto genoma 

humano, el mapeo y la identificación d~ nuevo~ . genes ·asociados con defectos en las 

extremidades extiende considei:abiemente el .rango '.d~·candidatos más allá del repertorio de 

genes del desarrollo y vías conocidas. Los intentos para correlacionar el genotipo con el 

fenotipo se ven limitados por el runplio rango de heterogeneidad genética (diferentes genes 
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que producen un mismo fenotipo) o de heterogeneidad alélica (íenotipos clínicamente 

diferentes asociados con nlutaciones que afectan el mismo gen). Además. se deben tomar 

en cuenta otros mecanismos a parte de la herencia nlendcliana. Por ejemplo. la variabilidad 

tenotipica dentro de las familias puede ser explicada pc:>i-cla acCión de diíerentes genes 

nlodificadores o a factores como mosaicismo somático o inactivación del cromosoma X o 

de agentes no genéticos como la influencia ambiental. 

El conocimiento integral de los factores genéticos que rigen el desarrollo normal y 

anonnal de las extremidades en los humanos permitirá proponer blancos para medidas 

preventivas y nuevos acercamientos para la intervención terapéutica en la nueva era de la 

nledicina molecular. 

En la Tabla 1 se enlistan las malforn1aciones congénitas de extremidades en las que se 

conoce el defecto genético causarite de la enfermedad. 
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GEN SINDROME HUMANO 
llOXA Sinostosis cúbito-radial con 

11 ~1 ·ron1hocitopcnia 
amcgacariocítica __ 

llOXA Síndrome mano-pie-genital 
13 

HOXD Sinpolidaetilia 
13 

TBX3 Síndrome cúbito-mama 

TBX5 Síndrome Holt-Oram 

ROR2 Braquidactília tipo B 1 

EVC Síndrome de Ellis-van 
Creveld; disostosis 

acrodental de Weyers 
MKKS Síndrome de McKusick-

Kaufman: síndrome de 
Bardet-Bicdcl 

TP63 Síndromes EEC3. ADULT. 
LMS. AEC y Rapp-Hodgkin; 

ectrodactilia aislada. 

SALLI Síndrome de Townes-Brocks 

GLl3 Polidactilia postaxial tipo A. 
síndrome de Pallister-l lall: 

cefülopolisindactilia dc 
Gricg. polidactilia prcaxial 

tioo 4 
IHH Braquidactilia tipo Al 

FENOTIPO 
ES: Fusión proximal del cúbito y 
radio 

---
ES: 1 t.:r metacarpo corto~ falanges 
dista les co rt.as. tU.sión o retardo dt.: la 
osificación de la muñeca. El: 
acortamiento del 1 cr mctartarso y 1 ra 
falange distal_. ______________ 
ES: Pulgar l:orto. duplicación del 2~' o 
3cr dígitos. sindactilia 314 o 415. El: 
Duplit.:ación del 3cr ortejo. sindactilia 
415. polidactilia postaxial. 
Deficiencias postaxiales o 
duplicaciones 
ES: Aplasia/hipoplasia del brazo y 
pulgares 
Acortamiento mesodi,.,1.al de los 
huesos endocondrales 
Acortamiento de extremidades. 
polidactilia postaxial y ui'las 
displásicas. 
Polidactilia postaxial 

Ectrodactilia. sindactilia. aplasia y/o 
hipoplasia de falanges, metacarpos y 
n1etatarsos. 

Hipoplasia de pulgar, pulgar 
trifalángico o bífido, polidactilia 
prea.xial 
Po lidact ilia postaxial y polidactilia 
prea.xial 

ES: Acortamiento de la falange 
proximal del ler dedo y falanges 
n1edialcs (2"-5"). El: Acortamiento de 
la falange proximal del ler ortejo 
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7pl5-pl4.2 

7p14-p15 

2q31-q32 

12q24.1 

12q24.1 

9q22 

4p16 

20pl2 . 

3q27-q29 

16q12.1 

7pl3 

2q33-q35 
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.---G:=--,,E"""'N~--r-S~IN-D,--R,.-.,0-ME-HUMANO ___ -----------FENOTIPO __________ -------- ----L.ocDs ---

CDMPl Braquidactilia tipo C. 
condrodisplasia tipo Huntcr­

Thompson 

ES: Acortamiento de las falanges 
2ª .. 3ª y 5ª .. acortainicntn severo e.le 
toda la extremidad tcrn1inando en 
dedos pequeños. polidactilia 
postaxiaL hraquidaetilia_ cdad ósea 
rctn.L"'ada.. mctatarsus adductus. El: 
Similar a las 

20q11.2 

,_~----.---------------- --- ----- -~~!!_~~:!~~?_~~-~--~~E~!~C:---~-'-=~ --------------- ·-------------
C70RF2 Aquciropodia Deficiencias severas de extrcmidadcs 7q36 

superiores e infCriorcs.. aplusia <le 
n1anos y pies. 

FGFR 1 Síndrome d.: Pteincr Crancosinostosis. anomalías digitales 8p 1 J .::!-p 1 1. 1 

>--------+--------------------- de 1n~1nll~L[!ics ~-~------------ -----------------1 
FGFR2 Síndromes de Pfeiftcr. Sindactilia en Apcrt~ 1 er 1 Oq26 

Jackson-Wciss. /\pcrt. metatarso/dedo alargado en Pfciffcr y 
Antley-Bixlcr Jackson-Wciss: sinostosis 

radiohurneral y fracturas neonatales 
en Antlcv-Bixlcr 

FGFR3 Displasia tipo SADDAN. Encurvamiento tibia! y talla baja 4pl6.3 
síndrome de Saethrc-Chotzcn cona en SADDAN: bntquidactilia y 

sindactilia en Saethre-Chotzen 
TWIST SíndrolTlC de Saethrc- Acroccfalo-sindactilia de manos y 7p2 I 

Chotzen pies 
CBP Síndrome de Rubinstcin- Talla baja.. pulgares anchos. retraso 16p 13.3 

Taybi mental 
OFD 1 Síndrome oro-facio-digital Polidactilia Xp22.3-p22.2 

ES: extremidades superiores El: extremidades inferiores 
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2.8.- MALFORMACIONES DE EXTREJ\.1JDADES ASOCIADAS AL GEN TP63 

Se han identificado mutaciones en el gen p63 en individuos con algunos síndromes 

genéticos autosómicos dominantes que asocian malfonnaciones de extremidades y defectos 

en estructunts derivadas del ectodermo. Estas enfermedades incluyen al slndron1e EEC 

(ectrodactilia. labio hendido con o sin paladar hendido y displasia ectodém1ica), al 

síndrome AEC o Hay-Wells (anquiloblefaron, displasia cctodém1ica y labio hendido con o 

sin paladar hendido), al síndrome extremidad-mamario (LMS) (anomalías en extremidades 

y glándulas mamarias). al síndrome ADULT (defectos en extremidades, piel, uñas. 

conductos lagrimales y dientes), a Ja ectrodactilia aislada en manos y/o pies (SHFM) y al 

síndrome de Rapp-Hodgkin (van Bokhoven y Brunner, 2002; Kantaputra et al. 2003). 

Los pacientes con el síndrome AEC, también conocido como. síndrome· de Hay-
-: . ~:»~·< . ~,' 

Wells, exhiben anquilobletaron. anomalía caracterizada por fusión .congénita :.de los 

párpados, además de displasia ectodérmica y labio hendido con o. s;;;: ~riil.lci.'ir ~;~dldo: En 

este síndrome, la displasia ectodérmica es más severa que en las o~~~~~~edl.ld~s,de este 

grupo. Las anomalías descritas en las extremidades son mínimas (sin~·actili~'·;;,utánea 
- - - ' -- _· ~ .- - _:___ - '-··=: ·.: -.. - . -.;-: ~:-, -- -_ -

principahnente entre el segundo y tercer ortejos) o ausentes. Sort frecu~ntes las inrecciones 

severas del cuero cabelludo que se presentan principalmente durante los primeros .años de 

vida (van BoJ<l1oven y Brunner, 2002). 

En.el síndrome extremidad-mamario (LMS) se.presenta hipoplasia de la glándula 
~ . . ·. . . 

mamaria y el pezón. ectrodactilia en manos y/o pies y paladar hendido. En este sindrolTlC 

las alteraciÓries ~ctodérmicas son. !~ves y solo :s~ ~ presentan en algunos pacientes. Los 

pacientes prcseittan comúnmente paladar. hendido ·sin atectación de las estructuras labiales 

(van Bokhoven y Brunner, 2002; Barrow et al, 2002). 
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El síndrome ADULT (por acro-derma10-unlfl'al-lacrimal-1eeth) se caracteri7..a por 

la presencia de ectrodactilia. sindactilia. hipoplasia de glándulas mamarias y pezón y 

anormalidades ectodérmicas corno displasia de uñas. hipodoncia. ohstrucción del conducto 

lagrimal, pelo ralo, alopecia frontal, piel delgada y múltiples pecas. Una diferencia 

importante con los otros miembros de este grupo de enfermedades es la ausencia de 

hendiduras faciales (Amiel et al. 2001; Duijfel al. 2002). 

El síndrome Rapp-1-lodgkin presenta caracteristicas clásicas corno nariz estrecha. 

microstomía, pelo tieso de lento crecimiento (pili torti o pili canalículi). cejas y pestañas 

escasas, obstrucción del conducto lagrimal. estenosis bilateral de conductos auditivos 

externos, hipodoncia con incisivos en forma de cono, -uñas distróficas y labio y paladar 

hendido (Kantaputra et al, 2003). 

2.9.- SÍNDROME EEC :··' : .. ·-,..,,.·.-~ .. ~< .:.-:::··:<.'<·,- ., 
El últiinO miembro de este grupo de enfermedades asociadas a mutaciones en P63 es 

e1 si~drome Egc}á~i-~ictC> por _1a asociació~_ de ectrodactma, dispiasia ectodérmica y 

hendiduras faci~les. A.unq~e la relación entre_ ~ctro<lactilia y labio hendido con o sin paladar 

hendido hab~a.sido descrita hace l~g~ tiempo, fue hllsta 1970 .cuaiidoRudiger y cols. 

notaron que al menos algunos· de• los_ pacientes ·con esta asociación presentaban además 

displasia ectodérmica y nombraron a la e~fermedad síndrome EEC (Rudigcr.ct al~ i9_70). 

El síndrome EEC está caracterizado por la triada de cctrodactilia (malformación de 

las extremidades que involucra defectos en los rayos centrales del autópodo), displasia 

ectodérmica (que puede afectar piel, pelo, dientes o uñas) y hendidura facial (labio hendido 

y/o paladar hendido). Varias anomalías se encuentran asociadas a este padecimiento, 

principalmente defectos de los conductos lagrimales, anomalías urogenitales y pérdida 
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conductiva de la audición. Es frecuente la presencia de expresividad variable y la 

pcnctrancia es incompleta (Roelfscma y Cobben., 1996). 

I ... as card.Cterísticas clínicas de e5"te síndrome son las siguientes: 

Piel: hipopigmentada, delgada y con hiperqueratosis leve. 

Pelo: hipopigmentado. escaso. delgado y tieso. 

Ojos: hipopigmentación del iris. fotofobia. blefarofimosis. defectos en el conducto lagrimal 

y dacriocistitis. 

Cara: labio hendido con o sin paladar hendido. hipoplasia maxilar e hipopla;;ia malar leve. 

Dientes: anodoncia parcial. microdoncia, caries y dientes cónicos. 

Extremidades: def"ectos en manos y pies que puede variar desde sind3:ctilia hasta 

ectrodactilia. · displasia de ui'ias y braquidactilia. 

Genitourinario: .. megaureter, "duplicación del sistema colector, reflujo vesicoureteral, 
• ~ •• ro, :••" '~· ''. •, C ~ • 

ureterocele. displasia/agenesia renal, micropene y criptorquidia. 

Anomalías oc~io ... al~s: sordera. retraso mental, atre~ia de coanas; holoprosencefalia, 

deficiencia de:hcmoonade crecimiento e hipogonadismo hipogoííádotrópico. 

En la tabla 2 se, muestran Jas mutaciones que se han .identificado. en el gen p63 y el 

fenotipo al que se han asociado (figura 18). 
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EXON ~· CAMlJIO nF.- -Ñ·;,:-·¡-;--¡;:-FAMILIAS-ISia. .. -CpG . ENFERMEDAD 
AMINOÁCIDO (n~80) 

-' N6fl 1 /\DULT 
~-4--·--- r-------G76\\.-, ---- - - -- ----¡·--------· L~MS 

5 IVS4-2A-(~ ------ 1 - ---· SllFM 

C273Y 1 EEC 
t------+-----R-2~7-9-H-----+-------~~ 8 + EE(__~ 

R279C 3 + EEC 
R279Q 1 EEC 
R280C 5 + EEC. SHFM 
R280S 1 + EEC 
R280H 2 + EEC, SHFM 
R298Q 2 + /\DULT 

8 R304W 4 ~ EEC 
R304Q 6 + EEC 
C306R EEC 
C308S EEC 
~~S E~ 
L13 l 21 I 1 -- -·---~E~f,~-C·~----; 

1--,1c--10----11-~17v7s~·~1""oc---""2""A---~G1·,--------1 -- AEC 

13 L518V 1 AEC 
L.518F 1 AEC 
C526Ci /\EC 
C526W AEC 

1-------+---~1_572lns A EEC 
I 6891ns/\ EEC 

1 860-1861 Ocl AA LMS 
Q634X SHFM 
E639X SllFM 

+Mutaciones en islas CpG (n=45): -= mutaciones fuera de islas CpG (n=35) 
b Mutaciones intrónicas detectadas en el análisis de los exones indicados. 

¡---·- -----. 
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En un análisis reciente de pacientes con síndrome EEC se encontraron mutaciones 

heterocigotas en p63 en 40 de 43 familias no relacionadas (van Bokhoven et al. 2001 ). En 

la figura 18 se muestra un esquema de la proteína p63 en el que se indica la localización de 

las mutaciones descritas en los síndroines mencionados arriba. Es importante señalar que la 

distribución de mutaciones en los diversos dominios de p63 y las implicaciones 

estructurales y funcionales de cada una de las mutaciones descritas ha pernútido establecer 

una correlación genotipo-fenotipo ya que. en general. el patrón de mutaciones es distinto en 

cada uno de estos síndromes (van Bokhoven et al. 2001 ). 

La mayoría de las mutaciones en los pacientes con síndrome EEC originaron la 

sustitución de un aminoácido en el dominio de unión a DNA. región común a todas JaS 

isoformas conocidas de p63. El codón. de arginina en las posiciones 204. 227, 279. 280 y 

304. fue el más frecuentemente ·muiado·:; L.:s mutaciones en estos aminoácidos representaron 
::,' :;· --~- .}- :~-<--- .,'.:_. 

el 75% de todos Jos casos del síridrC>rne. ·De esta manera, mutaciones en p63 son 
_- ::··.. . ... 

responsables al menos del 90% de . los casos de síndrome EEC (Celli et al. 1 999; van 

Bokhoveri et al, 2001; van B~kh~ven y B~r. 2002; Brunner et al, 2002). 
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HCTRODACT"TLIA HEND'.IlltrJlA OROPA·=:.At.. ECTRO:JTJ::Ttt.:!:A HEN"DlDtnLA OROPACI.AL 

CLIP CP 

IVS1D-2A-G 

lns.A OetlTT 

DalAA DalC 

··.'.•.'.:'; 

'T' ¡ 1 ! 
[ol 

NSM 

G78W 

V183C 
V1Y:.tt: 

V202M 
R;l04W.O 
R2Z70 
C26"9Y 
5272N 
C~i":?Y 
R27'9H,C Q 
fU3JH,C S 
, .. ...:.:·.:i:~w 
R:I04W,O 
C30GR 

::;~~ 
0.3"12H 

SINDROME Sir-."DROY:E .SI!·C•F..C~I" 5 INDROME 

EEC AEC LMS ADUL T 

CLIP CP 

:¡~~·º 
C269"r" 
SZT2N 
C273'1' 
RZ7g;H.C.O 
R2SOH.C,S 

R304W.Q 
C306M 
C308S 
P3095 
0312H 

L518F,V 
Cs;16W .. G 

G534V 

l:S-4,T 
S5'15E' 

G7&W 

V1G:S.C 

TS37P 
Q540L 
1541T 

SI~uROME 

i-f~:; .RA.PP-HODGKIN 

FIGURA 18. Distribución de mutaciones en p63 (tomada de van Bokhoven y Brunner 
2002). 
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3.- OB.JETJVOS 

Rea-tizar an-álisis molecular del gc-n P63 en sujetos con síndrome EEC y- determinar el 

tipo y locafür.aeión de mutaciones en sujetos Mexicanos con esta enfermedad. 

Correlacionar los posibles defectos n1oleeulares con el fenotipo de los afectados. 

4.- SUJETOS Y METODOS 

4.1- SU.JETOS 

Se estudiaron 6 pacientes mexicanos que presentaban diversos grados de ectrodactilia en 

manos y/o pies asociada a displasia ectodérmica y/o fisuras faciales. 

Paciente # 1 Masculino_ de :25 'años de-·edad quién presentó un fenotipo de 

malf"ormaciones congénitas _en.extremidad inferior derecha caracterizado por ectrodactilia 

completa., sindactilia cutánea completa entre el primer y segundo artejos e hipoplasia del 

cuarto ortejo. El paciente además presentó labio hendido bilateral y paladar hendido 

derecho y criptorquidia derecha. El paciente fue diagnosticado con el fenotipo de 

ectrodactilia y labio y paladar hendidos. 
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Paciente# 2 Femenino de 1 año de edad quien presentó anomalías congénitas de las 

cuatro extremidades consistentes en ectrodactilia de manos y pies. sindactilia bilateral entre 

tercero y cuarto artejos y segundo ortejo de pie izquierdo hipoplásico. Además la paciente 

presentó labio y paladar hendido bilateral. acompañados de cabello fino. cejas escasas, 

pestañas ausentes y piel seca. Con estos datos clínicos se integró al diagnóstico de síndrome 

EEC. 

Paciente # 3 Masculino de 2 meses de edad con anomalías congénitas en 

extremidades inferiores caracterizadas por ectrodactilia bilateral., anoniquia bilateral de 
- - - --

todos los artejos, en ambas manos presenta clinodactilia del 5° dedo y uilas hipoplásicas e 

hipcrconvexas. Además presentó labio y paladar hendido bilateral. El diagnóstico del 
. - ' 

paciente füe de ectrodactilia con labio y paladar .hendido bilateral. 

Paciente # 4 (mamá): Femenina de 26 años de .edad quien presentó ·un fenotipo de 
- . - ·._ ., - '··:_; >' ·, -~\ ·. - -·_ -

mal formaciones congénitas en -extremidades -caracterizado por hipoplasia del segundo dedo 
- -- - ..: . - ' 

de la mano izquierda,. braquldactili~ en manos;. pi~s,'_displa~ia ungueal en manos y pies y 
- . -- --·, __ ..... . ,_.. . 

ectrodactilia incompleta en pi~s. El cai:>t!'11()
0

er8. gn.i'esoy ti~~- hipopigmentado y las cejas y 

pestañas eran escasas; no sé ob,i.,rvaron_-fisÜ.:as ra6~alcs aunque fue evidente la hipoplasia 

del tercio medio facial (Figura 19). La: paciente, fue diagnosticada con un fenotipo EE 

(cctrodactilia/displasia ectodérmica). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

61 



B 

A 

e 

Figura 19. Fotograllas de la paciente #4. A) Cabello grueso e hipopigmcntado. cejas y 
pestañas escasos. e hipoplasia medio facial. B) Hipoplasia del 2º dedo de mano izquierda.. 
braquidactilia y displasia de uñas en ambas manos. C) Ectrodactilia incompleta. primer 
ortejo ancho. braquidactilia y displasia ungueal. 

Paciente # 5 (Hija): Femenina de 5 años de edad. hija única de la paciente # 4. presentó 

anon1alías congénitas en las cuatro extremidades caracteri:t"..adas por ectrodactilia. hipoplasia 

del pulgar y sindactilia en mano derecha.. sindactilia entre tercero y cuarto dedos y 

polidactilia preaxial en mano izquierda.. ectrodactilia bilateral en pies y displasia ungueal en 

manos y pies (figura 20). La paciente también demostró pelo hipopigmentado. escaso y 

grueso. piel hipopigmentada y labio y paladar hendido bilateral corregido (figura 21). El 

diagnóstico en esta paciente füe de síndrome EEC. 
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Figura 20. Fotogral1as de las extr.:midades de la paciente # 5. A) Mano derecha: 
ectrodactilia. hipoplasia del pulgar y sindactilia. 13) Mano izquierda: sindactilia entre 
tercero y cuarto dedos y polidactilia prca.xial. C) Pies: ectrodactilia bilateral. 

Fi~ura 21. Fotografía de la cara de la paciente #5. Se 
aprecian la hipopigmentación del pelo que es escaso y 
grueso. piel hipopigmentada y labio y paladar hendido 
hilateral corregido. 

Paciente 6 Femt:nina dt: 12 años de edad con anon1alfas congénitas de extremidades 

consistentes en cctrodactilia con1pleta de manos y pies asociadas a displasia ectodérmica 

caracterizada por pelo escaso e hipopigmentado, cejas y pestañas escasas y uñas displásicas 

en manos y pies (Figura 22). La paciente tenía el antecedente de obstrucciones repetitivas 

de los conductos lagrimales. No se observaron fisuras faciales. El diagnóstico en esta 

paciente fue de fenotipo EE. 
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Figura 22. Fotografías <..h.: la paciente t; 6 se.: ohscr'\..-a \?ctroda...:tilia co111plcta de n1anos y 

pies. 

-t.2.- METODOS 

La metodología utili7..ada para el análisis genético del gen P63 en los sujetos 

incluidos en este estudio se resume en la figura 23. 
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METODOLOGÍA 
Muestra de 

sangre periférica 

~~-~"~~~-~·~·~-~::::::::'::::::.=:~~~ 
Oetenninacion de ff. 

1 
1 
'-

L ___ - genómico 
concentración [' :,-

Y pureza del DNA 
[) 

r~_ .. -=~---~·~----·--------~,-.. -- -: __J Amplificación por PCR · 
----------- · del gen p63 

~ -- - - - -

Análisis de los productos 
amplificados por electroforesis en gel 

de agarosa (1.2°/o) 

n 1cac1on y cüantl 1cac C>n ae ,:·:­
los 

productos de amplificación i;: 

~---------------------------

Figura 23. Metodología utilizada para el análisis molecular del gen p63~ 
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4.2.1.- EXTRACCIÓN DE DNA DE SANGRE PERIFÉRICA 

Después de obtener el consentimiento informado de los pacientes (o de sus padres) 

se extrajeron por punción venosa 3ml de sangre periférica a cada uno de los 6 sujetos. Una 

vez obtenida la muestra se procedió a extraer DNA genómico a partir de los leucocitos 

utilizando el reactivo DNAzol BD (GIBCO). Se transfirieron 500 µJ de sangre total a un 

microtubo eppendorf de 2 mi. se mezcló con 1 mi del reactivo DNAzol BD y se agitó Ja 

preparación por 30 s"gundos. Inmediatamente se agregaron 400 µJ de alcohol isopropílico y 

nuevamente se agitó la mezcla. esta vez por 1 minuto. La mezcla se dejó incubar a 

temperatura ambiente por 5 minutos y después se centrifugó a 6000 rpm por 6 minutos y se 

decantó el sobrenadante con cuidado; el botón residual en el tubo fue lavado añadiendo 500 

µl de DNAzol BD y se agitó el tubo hasta disolver el botón. Se centrifugó la muestra a 

6000 rpm.. esta vez p'or 5 minut'os. se decantó el sobrenadante y se lavó el botón con l mi 

de etanol al 75%. agitando el tubo hasta disolver c,l botó.n y homoge.neizar. La muestra füe 

centrifugada de nuevo a 6000 rpm por 5 minutos~ se deeantÓ el s0breru1dante y se retiró el 
- ·;~ -,. .=· ' _'. __ · 

exceso. de alcohol con pipeta. Se procecliÓa '3.ñadir 200 µl .de hidróxido .de sodio (NaOH) 
- -. -_.' ~·- ': . . - " 

8mM y se incubó el botón por 5 minutos a·tempe~tura ambiénte:.Fmalmerite, el DNA 

disuelto en el NaOH se transfirió a tubos ep~n~6a-:;i1·ilpio¿ de o:s n1L 

.· . 

4.2.2.- ANÁLISIS ESPECTROFOTOMÉTRICO. PARA CUANTIFICACIÓN DE 

DNA 

El análisis espectrofotométrico del DNA tuvo la finalidad determinar la absorbancia 

de unn dilución l :500 de la muestra a dos longitudes de onda (260nm y 280nm). A partir de 
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la lectura a 260nm (correspondiente a los ácidos nucléicos). se calculó la concentración del 

DNA con la fórmula siguiente: 

[DNA] (µg/ µI) = A,00 X (dilución)"' X 0.05 

1 D.O. ,,,. = 500 µg de DNNml = 0.05 ~Lg/ µl 

La cantidad total de DNA (en µg) se calculó como sigue: µg totales de DNA = [] (µg/ µl) 

X volumen total (µl). Además. la relación 260 nm/280 nm permitío conocer la cantidad de 

proteínas en la muestra. considerando que la lectura a 280 nm. corresponde a la fracción 

proteica. 

4.2.3.- AMPLIFICACIÓN POR REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 
(PCR) DEL GEN p63 

En todos los pacientes se realizó amplificación por PCR de los 16 exones y de las 

uniones exón/intrón del gen p63. Se utilizaron 16 pares de oligonucleótidos específicos que 

se adquirieron en una casa comercial (Accesolab) y cuya secuencia se muestra en la tabla 3. 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para In amplificación del gen P63. Se indica 
además el tamaño del amplicón. las temperaturs de alineamiento y las concentraciones de 
cloruro de mal!nesio utilizadas oara la amolificación de cada exón. 
EXON SECUENCIA DE TA!\tANO 

OLIGONUCLEÓTIDOS 
DEI .. T•:l\tP. MgCl2 PRODllCl"O l>E 
1>1-: PCR ALINEACIÓN (11:11\1) 

lnbl re> 
1 F 5" TC CCG GCT rrA TAT CTA TAT ATA e 3· 211 59 2.0 

R 5'GAC ACA lTC ATA ATA CAC AAG GCA C 3· 

2 F 5· TCC ACT TGG GTr ·1TC ATG ATA GAG 300 58 2.5 
3· 

R 5• GTA AGC AAT ATT rrG ACC ACC CAC 
3· 

3 F 5. GCT TGT TGT TAA CAA CAG CAT G 3· 281 59 2.5 
R 5"GAA AAG ACA GGTTTA ACAGAG C 3· 

3" F s· CAT ATT GTA AGG GTC TCA GAG G 3· 223 59 1.0 
R s· GAC CGA GAA eco CAA ATA CG 3· 
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-------

EXÓN SECUENCIA DE OLIGONUCLEÓTIDOS ·r·AMAÑU TEMP. 
MgCI, 

DEL l>L n1M 
PROí>l J<.._-l"O Al.JNl:ACIÚN 

l>E PCH. ºC 

·------·-· -- --- ------- -~-
4 354 58 2.5 

F 5 .GAT CCG TGG CTT CAG CGG 3· 

R 5 · AAG CCC ATC CTT GGA CTT GG 3. 

5 F 5 'G'IT GGT TCT CTC CTT CCT lTC 3. 291 57 3.0 
R 5'GCC CAC AGA ATC TTG ACC TTC 

3· 

6 297 55 2.5 
F s·ccA CCA ACA TCC TGT TCA TGC 3· 
R 5 'GTT CTC TCA AGT CTA CTC AGT ce 3. 

7 F S'GGG AAG AAC TGA GAA GGA ACA AC 253 55 2.5 
3· 

R S'CAG CCA CGA TIT CAC TIT GCC 3· 

8 F S'GTA GAT ClT CAG GGG ACT lTC 3· 260 54 2.5 
R s·ccA ACA TCA GGA GAA GGA lTC 3· 

9 F S'GCT TTA GAA GTG TTC CCA GG 3· 237 55 2.5 
R 5'ACA CCT CCT TTC CCA TíG TC 3· 

10 F S'TGA GGA TTG ACC ACA CTT CTA AC 287 61 2.0 
3· 

R S'CAT CAA TCA CCC TAT TGC TGA TC 
3· 

11 F STGA NCA TCA TTT CCA TGT TTG TC 254 57 3.0 
3· 

R S'TCA CAG AGT CTT GTC CTA AGC 3· 

12 F S'GGA CTA TAA CAG TAT CCG CCC 3· 294 60 2.0 
R S'CAA GAT GGA CCA CTG GGA TG 3· 

13 F S'CTí ATC TCG CCA ATG CAG TTG G 3· 240 55 2.5 
R 5. AAC TAC AAG GCG GTr GTC ATC AG 

3· 

14 F S'GGG AAT GAT AGG ATG CTG TGG 3· 449 54 2.0 
R S'AAG ATT AAG CAG GAG TGC TT 3· 

15 F S'GAT GAA GTC CTA GGC CTT C 3. 205 55 LO 
R S'GGA AAT ACA ACA CAC ACA CT 3' 
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Todos los oligonucleótidos fueron llevados a una concentración final de 100 µM 

con agua bidcstilada. 

Cada reacción de PCR se realizó en un volumen total de 25 µl contenidos en un 

microtubo de 200 µl. Las concentraciones finales de las reacciones incluyeron: 1 00-200 ng 

de DNA gcnómico, buffer de PCR IX. MgCI, entre de 1-3 mM (tabla 2). 0.2 mM de cada 

dNTP. 1 rnM de cada oligonucleótido (5' y 3•) y 2.5 unidades de Taq polimerasa (Tabla# 

4). 

Tabla 4. Concentraciones finales en las reacciones de PCR. 

ButlCr 
DNA IOX MuCI 

REACCION 
PARA 100 
CADA ng 
EXON 

lxl 1-3 

n1M 

01.IGONUCLEUTllXJ oLIGONUCLEOTIDO Taq 
dN"l"Ps SENTIDO ANTISEN'rJDO oolimcra.su 

0.2 
mM 

ln1M lmM 2.5 u 

Cada exón fue amplificado con un programa de temperaturas descrito a 

continuación en el que la única variante fue la temperatura de alineamiento (ver Tabla # 2). 

utili7..ando un termociclador Applied Biosystems 9600 .. 

1 ciclo a 94°C por 3 minutos (desnaturaliZación inicial) 

35 ciclos: 1 minuto de desnaturalización a 94ºC 

2 minutos de alineamiento a temperaturas de entre 54ºC y 61 ºC 

1 n1inuto de extensión a 72ºC 

ciclo de extensión final a 72ºC durante 1 O minutos 
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4.2.4.- ELECTROFORESIS DE DNA 

La electroforesis del DNA es el procedimiento- que - permite la migración -de esta 

macromolécula a través de un campo eléctrico en un gel de agarosa.. en base a su peso 

molecular. Debido a su carga negativa. el DNA migra desde el polo negativo hacia el polo 

positivo. Esta técnica permite detectar la presencia de productos amplificados por PCR por 

medio de Ja visualización de una banda específica, así como determinar la calidad de Ja 

muestra. En nuestro estudio. los productos amplificados del gen p63 se analizaron en geles 

de agarosa al 1.2% y se compararon con marcadores de peso molecular. 

Para Ja preparación del gel de agarosa se realizó el siguiente procedimiento: se disolvieron 

0.75g de agarosa en .50 m1 de.TAE IX (Tris, ácido Acético glacial y EDTA) dentro de un 

matraz Erlcnmeyer,'_:-'s~::calentó la mezcla en un horno de microondas hasta disolver 

completamente la ¡:igar~s~ ;;'e restituyó el agua que se pierde por evapora~ión y'sC:o agregó 
: .::·, _.- .. _· 

bromuro de etidio ~0;62-; 'ri,g/~I). La mezcla fue vaciada en un porta:-' gel~s ; una vez 

gelidificado: ~e ~etiró eliine y se colocó el gel en la cámara de eJectrof~~esis añadiéndose 

buffer T AE 1 X ~i:a ~ubrir el gel. Se mezclaron 3 µl d~ ~olorante (az.il de prom~fenol) 
'.-~· : .. . -:~->. :- ·- ::·: .. ~------'_.: -.... ,_- .. ,T~~---- _--

con Jos 25 µldel producto de PCR y se colocó cada ~i.ie;tr~ e,; '1os pozos' d.;J gel; en uno 
.: ~. - -.- ·:-.' . --- ' : ' , •.. -_ •. --~---- -~ = .' -~- -- , . - ' 

de Jos pozos se colocaron 5 µI de marcador de pcso-m~Í~cular:~~-100 pb·quc fue utilizado 

como re!ercncia. Una vez llevada a cabo la clcétroforcsis, se observó el gel en el 

transiluminador de luz ultravioleta y se procedió a _recortar cada banda con el producto 

amplificado. 

r'!1"f' rt T ("I r'< (Y1, ¡ 
l .:~~ '.~.:; -:_, i, ' .. - ; 
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4.2.5.- PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR PARA SECUENCIACIÓN 

NUCLEOTIDICA AUTOMATIZADA 

Los fragmentos de PCR amplificados presentes en cada banda deben ser purificados 

antes de la reacción de secuencia para eliminar excesos de dNTPs. oligonucleótidos, o 

enzima. Las bandas escindidas del gel se purificaron con ayuda del kit QIAEX 11 

(QIAGEN). Inicialmente, se colocó cada banda de agaro53 en un tubo de 2ml, se añadieron 

800 µI de amortiguador QXI más 1.0-20 µl de resina QIAEX Il y se procedió a mezclar 

con vórtex. Una vez hecho esto, se.incubó.cada tubo por 5-10 minutos a 50°C hasta que la 

agarosa se disolvió comple~mente. D.;spués se centrifugó cada muestra por 1 minuto a 

10.000 rpm deca~tánd~~e ~hid~~o~ente .el sobrenad~nte. ~e agregaron 500 µl de 
- < -· ••• :.···:·-"~-:-;.,.--.</·:-~:;;_':._-. __ .,_.;_ . .-;- .· .- ' '· 

amortiguador QXl; con los e que ;re lávó fdiSÓlvió el bCltón de resin~ se centrifugó otra 

vez por 1 ·~~uto ·a 1 o;ooo rp~ y ~'. <l.,"d~~¡ó ~~evain~nt6. Se c~if1imu6 coll. ·la ~dición de 
-- •• - • '-.' •• ''"- ·;- ••• ' ••• ; • ,· - t - ·" -

500 µl de amortiguador PE (alcoholes{ mezclando medi~nte vórtex; se centrifugó por 1 
- -~ <:~~;-

minuto a 1 0,000 tjJm y. ntievame1ue se decantó: E~Íe: • p~ se repitió 2 .ocasiones y al final 

se eliminaron los residuos de este buffer conffiicropipeta· 

El botón con la muestra fue secado por e:tcdto · efe temperatura a 50°C y se le ' -. -.< ._- .. _,: .·:.,:--· -·:... ·-::.:. ''> 

añadieron 20 µI de agua bidestilada. Se mezcló y se disolvió el botón ·cuidadosamente con 

el agua y posteriormente la muestra fue centrifugada por 1 minuto a 10,000 rpm y se 

transfirió el sobrenadantc a un microtubo limpio de 0.5 mi. 
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4.2.6.- CUANTIFICACIÓN DEL DNA PURIFICADO 

Se realizó la cuantificación del producto de PCR recuperado (templado) mediante 

comparación con un estándar (DNA low rriass ladder. Gibco). Se preparó un gel de agarosa 

de 20 mi al l .5'Yo (procedimiento antes descrito). Se mezclaron 4 µl del producto de PCR 

purificad9 ~on l µl de colorante y se colocó en cada pozo del gel para llevar a cabo la 

elecfrof"oresis. La estin1ación de la concentración de DNA en cada muestra se realizó por 

comparación de la intensidad de las bandas de los productos purificados con el estándar 

mencioriado. 

4.2.7.- SECUENCIACIÓN AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR 

Cada·· templado correspondiente a exones individuales se sometió a una nueva 
. . . 

reacción de PCR en la que se utilizó el kit Big Oye Terminator (Appli~d Biosystems), el 

cual contiene: dideoxinucleótidos marcados p<;i fl~or'e:scencia Cddr\.T}>, · ddTTP, :·ddCTP, 

ddGTP). desoxirribonucleótidos trifosfatados Ccf1'-TTPs), Tris~HCI\ CPii 9.0), MgCh y 

ampliTaq polirnerasa. Para este proceso se· preparó tina reacciói'.i de.2o ·µ1 qué contenía: ..,-20 

ng del DNA purificado de cada. exon, ~~l del ~iC;ig'cDye •-r:e~~Cl~r; 1 µL del 

oligonucleótido correspondiente a una concentración de 10 µM ; agua.~i,destil~da para un 

volumen final de 20 µl. 

Esta mezcla se sometió a un programa de temperaturas en un terrnociclador que incluyó 

25 ciclos de: desnaturalización a 97 ºC por 30 segundos 

alineamiento a 50 ºC por 1 5 segundos 

extensión a 60 ºC por 4 minutos 
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Después de esta reacción de PCR se llevó a cabo la purificación de los productos de 

extensión con el fin de eliminar el exceso de ddNTPs marcados por fluorescencia. Este 

procedimiento fue reali:r.ado con columnas Centri Sep (Applied Biosystcrns) hidratadas por 

un periodo mínimo de 2 horas con 800 µI de agua destilada. Las columnas tueron 

centrifi.Jgadas después por 3 minutos a 3000 rpm para eliminar el exceso de agua. A 

continuación las columnas fueron colocadas en tubos de 500 pi y sobre el centro de la 

colun1na se añadieron los 20 µI del producto de PCR de secuencia. Las columnas fueron 

colocadas en un tubo receptor y centrifugadas por 3 minutos __ a 3000 rpm.' Finalmente. las 

muestras que se obtuvieron en cada tubo receptor _fueron- desecadás en una centrifuga de 

vació sin aplicar calor y sin secar en exceso. 

Posteriormente. cada muestra f'ue resuspendida en 25 µl de amortiguador_ -de_ carga 

TSR (Templare supression reagent. Applied Biosysterns) y se procedió _a desnaturalizar 

cada muestra a 95ºC durante 5 minutos en un termociclador. Finalmente, las ~uestrns se 

colocaron en el secuenciador automatizado Gcnetic Analyzer 31 O de Applied BiosySterns. y 

se inició el análisis siguiendo las instrucciones del equipo. 

Las secuencias obtenidas de los 16 exones de p63 en cada --paciente fueron 

comparadas con las-- secuencias normales publicadas en la -base -de ·datos GeneBank 

(secuencia No. AF075430). 
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5.- RESULTADOS 

S.t.- PACIENTES 

De Jos 6 sujetos estudiados, 4 (casos l. 2. 3 y 6) correspondieron a casos 

esporádicos y 2 (casos 4 y 5) fueron madre e hija. Cuatro pacientes (casos 1. 2. 3 y 5) 

presentaron criterios clínicos para el diagnóstico de síndrome EEC (ectrodactilia, displasia 

ectodérmica y fisuras faciales). mientras que los otros 2 (individuos 4 y 6) presentaron 

cctrodactilia y displasia ectodérmica (sin fisuras faciales) y f'ueron considerados como 

fenotipo EE. 

Fue interesante la observación de qu.e en el caso f'amiliar la madre presentó un 

fenotipo EE mientras que la hija . ftte .<liagnosticada como sinckorne EES. Este caso 

representa un claro ejemplo <le:.variabHidad clínica intrafümiliar. característica que ha sido 

descrita previamente en este ~~~·~e gnf"enTl~dades.· 
. . :~ . ' ·, . . ": :· ·: 

5.2.- ANALISIS M~LECÜL~ 
En todos los suJt!tos.el ~Hsis c:spectrofotométric.; del DNAobtenido indicó que la 

concentración y la caÍidadde l~ rriue~t~its' eran s;.l.isfactorias. En los 6sujetos se observo la 

amplificación normal de Ios~;~~e:xones d~l ~'.én p63. EL tamaño de IÓ~ productos de PCR 
·; :>_··. __ ~. -,~_'.·-~-~--- ':;·:,. -

obtenidos coincidió con lo esperado al ~c:;.:.r;Í:>..:.;:irr1os ~11 ·1<>s marc ... dores esifu.i<lar de peso 
,,:._. -- .. ·- ' 

molecular. Estos hallazgos d~scartárC>n la pr~~n~ia de. rearreglos importantes en la 

secuencia codificante del gen.· como de!eciones totales o parciales ó inserciones. Como 

ejemplo. los productos de amplificación correspondientes a los exones 5 y 7 se muestran en 

la figura 24. 
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FIGURA 24. Fotogralia de la clectrolorcsis en gel de agarosa que mut:stra los productos 

amplificados de los exoncs 7 (izquierda) y 5 (derecha) del gen p63 en los 6 pacientes. 

La purificación de cada uno de los productos de PCR a partir del gel de agarosa fue 

adecuada en todos los casos ya que se obtuvieron templados con concentraciones de entre 5 

y 10 ng de DNA por µL Después de realb.ar la secu~nciación nuclcotfdica automatizada de 

los 16 exones del gen p63 en todos los sujetos; se logró la ide~~ificaCión de 3 nÍutaé:iones de 
.<':. .. : ' > 

tipo puntual: en las pacientes 4 y 5 (madi-e e_hij:i del e~ fa.miliar);• se. detectó una 

transiCión heterocigota de citosina a timÜla (C-¿T) en .;¡;..;i:,;;,1.;Ótid;;-727;.localizado en el 

exón 5 (Figura 25) del gen p63. Este cambio:~~~in(,(Í~~~{ ~~d~~ cdd que codifica para el 

aminoácido Arginina (R) en la posicióii 204. ~,:,_~bihra ~ TGG que codifica para el 

aminoácido Triptófano (W). Comü se csq~~·~~tb-..:1.''e~··l~. flgura 24. esta mutación de sentido 

equivocado R204W afocta el dominioconservado de unión a DNA de la proteína p63. El 

cambio fue observado en DNA de la madre y de la hija y f"ue confirmado en al menos dos 

templados de DNA independientes. 
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CGG-TGG -R204W 
AGGTGGT GAAGNG GT GCCCCAAC AGGTGGTGAA.GNGGI GCCCCAACC. 

Y.. 

TA-p63u lfill 
FIGURA 25. Panel superior: secuencia nucleotidica parcial del exón 5 en los pacientes 4 
(secuencia de la izquierda) y 5 (secuencia de la derecha) que demuestra una transición 
heterocigota C-T que convierte un residuo de arginina (CGG) a uno de triptófano (TGG): 
R204W. Panel inferior: la mutación R204W afecta el dominio de unión a DNA de p63. 

La tercera mutación se identificó en el paciente 6 con un fenotipo EE (ectrodactilia 

+ displasia ectodérmica). En este sujeto se documentó una transición heterocigota de 

guanina a adenina (G~A) en el nucleótido 953 situado en el exón 7 del gen (figura 26). 

Esta mutación originó que el codon CGC que codifica para Arginina (R) en la posición 279 

del polipéptido, cambiara a un codón CAC que codifica para 1-listidina (H). Este cambio 
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R279H afocta también el dominio de unión a DNA de la proteína p63 (figura 26). La 

mutación f"uc conrrrn1ada en al menos 2 templados independientes. 

CGC- CAC - R279H 
AGGGA> AACCNCCGl CCAAI 

_Y .. 

TA-p63aim 

FIGURA 26. Panel superior: secuencia nuclcotídica parcial del exón 7 en la paciente 6 que 
demuestra una transición heterocigota G-A que convierte un residuo de arginina (CGC) a 
uno de histidina (CAC): R279H. Panel interior: la mutación R279H afecta el dominio de 
unión a DNA de p63. 

El análisis de la secuencia codificante del resto de los exones en estos tres sujetos no 

demostró otras alteraciones. De igual manera, después de realizar la secuenciación 

nucleotídica de los 16 exones de p63 en los tres pacientes restantes, no se demostraron 

variaciones con respecto a la secuencia normal de p63. 
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Por otra parte. en los 6 sujetos estudiados se identificó una deleción homocigota de 

una base (adenina) en el illtrón 5 y localizada en la posición -4 con respecto al inicio del 

exón 6. Este cambio (IVS5-4A-del) fue observado también en 20 cromosomas 

independientes de sujetos sanos por lo que se concluyó que se trata de un polimorfismo sin 

repercusión fenotípica. También se identificó una transversión homocigota de guanina por 

citosina en el intrón l O localizada en Ja posición +40 con respecto al término del cxón 1 O en 

Jos 6 pacientes. Este can1bio fue observado también en 20 cromosomas independientes de 

sujetos sanos por lo que se concluyó que se trata de otro polimorfismo sin repercusión 

funcional en el gen. 
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6.- DISCUSIÓN 

La ectrodactilia es una malformación de la parte distal de las extremidades que se 

presenta con una frecuencia estimada de 1 en- cada 18000 recién nacidos y que está 

caracterizada por diversos grados de hendidura central longitudinal asociada 

frecuentemente a sindactilia y a aplasia y/o hipoplasia de las falanges. de los metacarpianos 

y de los metatarsianos. Esta anomalía puede presentarse de manera aislada o como parte de 

entidades sindrornáticas complejas como en los síndromes autosómicos dominantes EEC. 

LMS. ADUL T y Rapp-Hodgkin. Recientemente se demostró que estos síndroines, así como 

algunos casos de ectrodactília aislada en manos y/o pies se deben_ a mutaciones en el gen 

p63, localizado en 3q27. Los estudios en modelos murinos han ·demostrado que p63 es 

indispensable para el desarrollo embriómirio de las e>dreínidacles, de algunas estructuras 

craneofaciales y de diversos derivado~ ectodérmii:os ~:mo pie~~u~~; die:~tes y pelo. En las 

extremidades particularmente, p63 . permite . l~ : i~te~c~i.;nes éctodermo~rnesénquima 

indispensables para el mantenimien~~ de _la CEA.' El· i~ll~;~ipo; ~bservad~ en sujetos con 

mutaciones en p63 se correlaciona Últimamente-~~~ !R:_funciÓn -de este gen durante el 

desarrollo (Mills et al, 1999; van Bokhoven y B~'ner, 2o6z). • 
- _:,- ··:-,,,~: • ,: ' -· o,.- . - ~ 

El síndrome EEC es una entidad poco frecuente que se _define por la triada de 

ectrodactilia en manos y/o pies. displasia ectodérrrli~-a ,y fisuras _faciales.- Esta enfermedad 
?· _-,·. . 

ticm: un patrón de herencia autosórnico d~n°i:i~~t.;-- 2C>n C::xpre~ividad' variable inlra e 

interfamilial así como penetrancia reducida. 

El objetivo de nuestro estudio f"ue anali7_.ar el gen p63 en un grupo de seis pacientes 

Mexicanos con ectrodactilia asociada a displasia ectodérmica y/o a fisuras faciales. 

- - .. ~- T - -
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Nuestros resultados demuestran que 3 de los 6 sujetos (50%) con este fenotipo presentan 

mutaciones puntuales heterocigotas en el gen p63. Las mutaciones identificadas afectan los 

aminoácidos 204 y 279 (localiz.ados en el dominio de unión a DNA de la proteína p63) y 

han sido reportadas en estudios previos de pacientes con síndrome EEC (van Bokhoven et 

al. 2001: van Bokhoven y Brunner. 2002).Estos datos hacen evidente que en las tres 

poblaciones en las que se han descrito nlutacioncs de p63. caucásica. asiática e hispana (en 

este estudio) existe una homogeneidad mutacional interesante en la que se presentan 

mutaciones con alta recurrcncia. De hecho. aproximadamente 47o/o de las n1utaciones 

descritas en p63 afectan.a los nucleótidos localizados en las posiciones 727. 728. 797. 952. 

953. 955 y 1028. 

El estudio de los carnbi~s llucleotídico~ en el gen p6J,;~veÍ~que la mayoría de las 

mutaciones son cambio¿deJC}Ji ~~~¿uJl~ót,idJ/C:~d~Ile~~dÓ ~-~a~o~iclera~ión.de que 
,:,: 

estos cod~nes sean zonas caliellies para Ía proclucción de rntÍtaci~l1~~- tina. explic;ación para 

la recurrenciade rriutaciones e~ pG3 .;;; la alla · t:a..~a. de. mutación -de _la -s_~meÚlcitositm. en los 

sitios CpG. Estos sitios son focos de claflo a DNA que es reparado détiéienteineI1te (Rideo..;t 

et al, 199Ó; Tornaletti y Pfeifer; 1994). Una segl.mda. pclSibilid~ es· que el espectro 
', ', -"- ., 

mutacionaJ en el síndrome EEC refleje un- m~anis~ patogénico .~~P<;cíflco. -Esta 

posibilidad es apoyada por el hallazgo de que diferentes mutacion~s sk si~tÍ~~-.,ctirren en 

los aminoácidos 204, 279. 280 y 304; exÍstenvarios precedentes en la lite~~~tlI<l·~~-~ste tipo 

de selectividad. Notablemente. casi todas lasmutacÍ~~es de1·k6~ FciF~ e~ ;~~~clroplasia 
ocurren en dos aminoácidos. G380R- y G375C. Este sesgo para mutaciones especificas 

refleja un mecanismo de ganancia de •función. Una posibilidad adicional es que los 

fenotipos de pacientes con otras mutaciones en p63 difieran de los fenotipos observados en 

80 



el síndrome EEC típico. Estos ca<;os serían excluidos de los análisis mutacionales de p63. 

Sin embargo. las 3 explicaciones no son mutuamente excluyentes. 

La mayoría de las mutaciones 1.h!scritas en el gen p63 en sujetos con síndrome EEC 

son mutaciones de sentido equivocado que afectan el dominio de unión a DNA de Ja 

proteína. Dentro de e:,-ie dominio están presentes 4 regiones conservadas evolutivamente 

referidas corno regiones JI. 111, IV y V y que son importantes para el plegamiento apropiado 

de la proteína y la creación de la superficie de unión a DNA. La mayoría de las niutaciones 

de sentido equivocado de p63 se localizan en estas regiones. 

Las mutaciones identificadas en· nuestros pacientes (R204W y R279H) se localizan 

tanibién en puntos calientes del gen p63. En éondiciones normales, el aniinoácido 279 

(arginina) se une al surco menor del DNA. donde interactúa con una región rica en A-T de 

la secuencia consenso que es requerida para .;1 ;~o~()c.ÚTiiento esf>ecífico d~lDNA. En este 

estudio, el caso 6 presentó .una mutación.c¡ue ~;lgin~ el carnbi() de arif'ini~~ Porl1istidina en 

la posición 279 (R279H). Este carnbiC> predice una alteració¡,. en la ~ap~~icl~d.c:Ie uni6n a 

DNA de la proteína p63 que a su vez originaría los defectos fen~típié:o;i o~~i-V_ados en la 

paciente. De hecho, estudios de i.ransactivaCión in vitro utiÜ2:~d()di~~;~sn:,uta.f1tes de p63 

han demostrado que la capacidad de 

significativamente debido a la· disrupción 

Jilctor ·'.;·de_~,-:t.C~'r:iP~iórl _-~~;d~:·:_,- ~'.f;3_t~ s~. -ieduce 

del.dorni~i~
1

d~
1

;d~ó~aDNAya seápor el 

reemplazo directo de aminoácidos que se unenal ÓN~:oin~i.i~c~a~~cnte~~;la creaCión de 

cambios en la conformación estructural del d():.:r;,;;:,i() ci'e:. l.J.ni~'>;; ,triNA (CelÜ. (;{a.1.1 999). 

Por otra parte. es notable que las mutaciones dé p63 presentes en los pacientes con 

síndron1e EEC ocurren en aminoácidos que se encuentran comúnmente afectados en la 

proteína p53 de varios tumores humanos (Walker et al. 1 999). 
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En contraste. en tres de nuestros pacientes con diagnóstico de síndrome EEC no se 

detectaron mutaciones en la secuencia codificante de p63. lo que sugiere la participación de 

otros loci en la etiología de esta enfermedad. Este hecho confirma que existe 

heterogeneidad genética para cJ síndrome EEC ya que mutaciones -en genes diterentes a p63 

pueden causar cuadros clínicos similares. Estos genes podrían ser reguladores de la 

expresión de p63 o bien ser genes que participan en vías con1unes de desarrollo de 

extremidades. derivados ectodérmicos y estructuras craneoiaciales. En este sentido es 

importante n1encionar que algunos casos de síndrome EEC han sido asociados a rearreglos 

en la región cromosómica 7q l l .2-q2 l .3 (Qumsiyeh. l 992) y en otros casos los estudios de 

ligamiento identificaron un locus para la enfermedad en l 9p (O'Quinn et al, 1998) De este 

modo. el brazo lar¡;~o del cromosoma 7 y el brazo corto del 19 podrían contener genes 

adicionales responsables del síndrome EEC. 

Los 5 síndromes ocasionados por mutaciones en·· p63 presentan un patrón de 

herencia autosómico dominante y se harÍ propuesto- mecanismos patogenéticos con10 

haploinsuficiencia. dominancia negativa - o ganaru::ia· de funCié>n para explicar este 

mecanismo de transmisión. Más aún, es J'>osibl~ q~<; lri ~o~~lacitSn completa de los signos 

observados en el síndrome EEC pudie~'--estar ca~d~-pdr--una -combinación de estos 
- ' .,. !: . ~ ' > - - - • • ; 

mecanismos. La existencia de 6 diferentes_ i!;<)tipQs. de la proteína con diferentes 

propiedades complica aún más los efectos de- las mutaciones -Yª que los estudios de 
-- -. - --•. CT',-

exprcsión in vitro de las formas mutantes de p63 han demostrado ef.;ctos complejos en las 

funciones de transactivación o de repres.ión de cada isotipo. La haploinsuficiencia no parece 

ser un n1ecanismo n10lecular probable en la enfermedad ya que los pacientes con deleciones 

constitutivas de 3q27 no presentan manifestaciones clínicas compatibles con síndrome EEC 

o con síndromes relacionados (Chitayat et al. 1996). Del mismo modo, los ratones con 
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dck:ción hetcrocigota de p63 (p63+/-) tienen un desarrollo normal (Yang et al. 1999). Así. 

parecería que las proteínas mutantes de p63 en los humanos con el síndrome EEC 

ocasionan un efocto dominante negativo o de ganancia de función. Sin en1bargo. debido a la 

capacidad de los diferentes isotipos de p63 para íormar complejos horno ó hctcro-

oligoméricos. algunas mutaciones (por ejemplo la estudiada Cis306Arg) también pueden 

tener efectos dominantes negativos en otros isotipos (Celli et al. 1999). 

En conjunto los datos disponibles sugieren que un incren1ento o disminución de la 

capacidad de transactivación de p63 conduce a los deíectos en el desarrollo observados en 

los pacientes con el síndrome EEC. Sin embargo, los efectos en vivo de la regulación 

transcripcional de los genes blanco de p63 pueden depender. de· factores adicionales tales 

como la secuencia de unión a DNA y el ambiente nuclear. 

La variabilidad clínica es uno de los as¡)ectos fundamentales en el síndrome EEC y 

el espectro de·'anormalidades congénitas en manos y pies ·en los.afectados incluye un 
',· ., ., ·. . , 

amplio rango d{~orrilalidades que va desde sU-.:dactilia hasta defectos severos de los rayos 

centrales qu~ se manifiestan como ect~dactilia completa. Exi~ten ;.,_lgu~ hipótesis para 

explicar esta variabilidad -'íeootípica s que ·consideran que la coinplejidad, de las 

interacciones entre isotipos mutados y silvestres de p63 podría producir cuadros <:ií;J.ic-os de 

diversa severidad en diterentes individuos; alternativamente se ha.· propuesto. que la 

severidad de los defectos podría estar determinada por la acción de genes m~·<lifi~a~ores_y/o 
. - .-·- .-

factores ambientales. Un precedent~ que apoya esta noción se encuentra e'n el ~~Óil ~utante 

para Dacrylaplasia (Dac), que es considerado un modelo de la ectrodactilia aislrula en 

humanos. El ratón Dac presenta detectas de los rayos centrales de las extremidades 

superiores debido a una tasa alta de muerte celular en la CEA (Seto et al. 1997). La 
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severidad de los deíectos en las extremidades en el ratón Dac+I- depende de una mutación 

recesiva en un gen 1nodificador llamado mdac (Johnson et al, 1995). 

En el caso familiar descrito en estl! trabajo se detecto una mutación R.204\.V en el 

dominio de unión a DNA de p63. Sin embargo. a pesar de portar Ja misma aheraCión 

molecular la expresión lenotípica fue significativamente diferente en ambas pacientes ya 

que la madre presentó ectrodactilia incompleta en pies. afección mínin1a en manos y 

displasia ectodérmica. sin presencia de labio hendido o paladar hendido mientras que la hija 

exhibió un fenotipo severo caracteri7...ado por labio hendido y paladar hendido bilater-.iles. 

displasia ectodérmica y ectr()clactilia completa en manos y pies. Corno se mencionó antes. 

esta marcada - variabilidad - intraf'arriiliar puede ser atribuida a la acción de genes 

modificadoresc _ . ' ·~ .. , , 

Por otro ladC>,' I~- dein.c:>stra.ción de la rnutaCión R204 W en dos de nuestros pacientes 
<·f. -/ -~:- :·.. '\. <-·,.-;··· . e-;_ _,. •· .. 

nos permitió-- también· 'establecer - un ejemp!O · de la -alta• variabilidad interfürnilial _aún en 

presencia deuna mi~~a mu~ii~iónen pÓ3; E•~ el .ifio 2001. yan Bokhciven et al. describieron 

un grupo importaóte: d.; pacient~ con siJ'idr()riie.EEC.-én los que e1lc:o~tniron.-diversas 

mutaciones ~e s~ittidci .;c¡~iv6g,i~~ eh ei-~o6fÍo'de •. ~iÓJ1•a DNÁ.:L~ ~~~fór1•iUo4W füe 

demostrada én 6 sujetos.~dos de los C::uales p~esentabfili; adémás _d~LcuaclrO .clíni~o típiC::o d~ 
-~_c.· , 

1a enfermedad, hipopíasia tibia! y estenosis ~ági#aL .EO, n1ie5tras _dos- J:>acientes con la 

mutación JU04 w no ~e obscl"var~n e~t~ i.nCl~alí~s a;6ciadas lo que n·~.;vamente sugiere la 
- - ' ?: - ··.--

existencia de genes que modifican la expresión fenoÚplcaen cada caso particular. 
'.,- .. _ - . ."- ' __ z. , /- -·-· ·. - ·-: :<;· :.:···_ -· .. '. ·: . . 

En conclusión; nuestro tr~b-ajo representa el_ primer análisis mutacional del gen p63 

en sujetos mexicanos con ectrodactilia y displasiaectodérmica asociadas o no a hendiduras 

faciales. Nuestros resultados- revelan una homogeneidad rnutacional con respecto a las 

anormalidades de p63 descritas en otras poblaciones. Sin embargo, es necesario el estudio 
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sistematizado de grupos más amplios de pacientes para confirmar o descartar la incipiente 

correlación genotipo-fenotipo observada en Ja familia de síndromes genéticos asociados a 

n1ulacioncs en el gen p63. Finalmente. dada la función esencial de p63 en el desarrollo 

embriológico de las extremidades. debe considerarse el análisis molecular de este gen en 

otras anonialías hereditarias de extremidades para las que aún no se ha identificado un gen 

responsable. 
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