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- RESUMEN

En los ultimos afios se ha reconocido que el desarrollo adecuado de las
extremidades requiere la interaccion de diversos genes que especitican la identidad de estas
estructuras. Entre otros, miembros de las familias génicas HOX, TBX, GLI. S‘I.‘-{H.‘,F,GF,
etc. han demostrado ser indispensables para el desarrollo correcto de los miembros y se han
identificado mutaciones de éstos en sindromes genéticos bien definidos. Sin'emﬁérgo, en un
nimero importante de casos, el origen de una malformaciérn;, de ,:e’xtrevrﬁidadcrv:s es
desconocido vy se requiere de un mayor namero de es;udios cll’nico;moleculares que
permitan éumentar el conocimiento de esta intrincada via nbifoéenética.

Recnentemente se identitico el gen P63 homologo de!l gen supresor de tumor

P53, como un nuevo gen partncnpante en el desarrollo de las extremldades. bn un principio

se¢ demostré en modelos ammales que P63 era’ ndlspensable para la formacion der

extremmidades y de derlvados ectodermlcos ‘Posterio mente se 1dem1f‘caron mutacxones de

este gen en sujetos con smdr_qmes §st

alteraciones en estructuras deriva '1dentxfcado 5 enndades

hereditarias autosdmicas - dominan

(ectradactilia. labio hcndldo cc

AEC o Hay-Wells (anquxloblefaron. dlsplasla ectodermlca y lablo hendldo con o sm

paladar hendido). sfndrome extremxdad-mamano (LMS) (dnomalms en extrcmxdades y

glandulas mamarias), sindrome ADULT (defectos en extremidades, piel, ufias, conductos

ue. asociaban. 'defectos de .e“rernxdades,con‘



lagrimales y dientes). y al sindrome de Rapp-Hodgkin; ademas. la ectrodactilia aislada ¢n

manos y/o pies (SHIFM) también es debida a mutaciones en este gen.

=1 6bjetivo de este estudio fue realizar el analisis molecular del gen P63 en sujetos’con
sindrome EEC y determinar ¢l tipo y Jocalizacion de mutaciones en sujetos Mexicanos con
sla enfermedad. Con esta finalidad. fueron estudiados 6 pacientes y se realizd extraccion
de DNA genémico a partir de sangre periférica. amplificacién por PCR de los 16 exones

del gen p63 y secuenciacién automatizada de los productos ampliﬁcados.
Tres pacientes con eclrodaculna smdromat:ca tuvneron ’ mutacxoncs punlualesk

heterocigotas en p63: en dos pdcxentes (madre con fenoupo EE y su hx_)a con smdrome

EEC) se detectd una translcxon heteroc1gota de CGG a TGG (C—>T) en 1'codon 204 en el .

exé6n 5 del gen, el cual produc‘ un’ cambio de~ammoac1dos e ‘argininaia; nptoﬁan

(R204W) locallzado en v..l domlmo de unién a DNA. En ‘el tercer. paciente’ (fenotipo. EB) se

1dent1fco una- transnclon heteroc1gota de guanina a adenina: (G——) ) en ¢l nucleétido’ 953

snuado en'el exon,7 de_ ge esta mu; ‘c16n‘ 2iné que el g arnmoacndq arginina’ cmnbxara a

histidina (R279H Este: cambio afe‘cré,;évfn ‘lérillyél'démiﬁib de umonaDNA de la proteina

p63;'-'

Por ulnmo. se dlscute la correlacron genotipo-fenotipo observada en eslc estudxo y
en traba_;os prevlos. En conclusién, ¢l trabajo representa cl pnmer anéhS|s mutactonal del
gen p63 en sujetos mexicanos con ectrodactilia y displasia cctodx.rmlca asocladas o no a

hendiduras faciales
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2.- ANTECEDENTES

Hace aproximadamente 7360 millones de afios nuestros ancesiros conknzaron a
desplazarse en la tierra con ayuda de apéndices corpox;ales parcados y desde entonces la
evolucion ha producido extremidades que permiten distintos modos de locomocion: como
correr. volar o balancearse de arbol en arbol. Sm embargo, a pesar de los camblos

adaptativos, la orga.mzacmn fundamental del esqueleto de la extremxdad en los tetr{ipodos

(vertebrados de 4 extremxdades) se ha conservado ‘de manerar sorprendentcia, vravgés del

tiempo.

Durante la uluma década se ha genemdo un crecxentt. mlcrés acerca de’ los camblos

morfologlcos que se’ producen en el cmbnon dura.nte la’ for 2

t.’lcx

Vlablhddd del cmbrlon y tamblen por su

experimental. Mucho del conocxmlemo actual en el ca.rnpo del desarrollo de

&.\tremldades se ha IO&I‘adOidel ntc. la comparacnon de los patrones dt, c.xprc on y

funcién.de’ los g,;nt.s homolog,os dc.l desarrollo emre dlleremcs ebpecxes y en modelos

animales. Ademas;: el estudxo gcnetnco de dlv:_rsas enfermedades que afectan la forrnacnon
de las ewnremxdades eslé proporcxonando “conocimientos invaluables acerca de las

funciones. no solo de genes mdlvxduales, sino . también de vias completas de desarrollo.




Diferentes mutaciones en un mismo gen pueden ocasionar un espectro amplio de anomalias
v e©s frecuente que “fumilias™ de enfermedades sean causadas por mutaciones en
componentes de la misma via. Estos estudios han permitido reconocer que cl desarrollo
a&ccuado de las extremidades requiere la intervencion dec numerosos genes que actgan en
diversas vius de sefalizacion para especificar la identidad de estas estructuras (Innis y
Mortlock. 1998; Sifakis et al. 2001). L.a formacién de los miembros involucra numerosos
factores genéticos » no obstante que la funcidon de  cada uno de ellos se circunscribe
predominantemente a un aspecto en particular del desarrollo de la extremidad, existe una
sorprendente interrelacion entre la mayoria de estos genes (Schwabe ei al, 1998). La
integracidn de conocimientos de disciplinas como la genética 'médicai')r/ moieéular,' la

biologia del desarrollo y la paleontologia ha permitido dilucidar los :mecanismos que

permitieron la especializacion de las extremidades en el humano 'y estd explicando un
numero creciente de anomalias en el desarrollo de estas estructuras.
I.a extremidad es una estructura que se desarrolla en 4 dxmens:ones- 3 dlmensmnes

espaciales y una temporal. Como se vera mas adclante, la concentracxon dc moleculas que

se-difunden a parnr de.centros: de control .en el’ prunordxo de la extremxdad coordman el -

la mfo’rmacxén .

no bas:co opera

con alLunas vqrncnom.s en.la mayorm de lo< letrapodos y:.resulta en la produccxon de una

gran varlablhdad morfolégmd y funclonal dc las extremxdadgs en lo-_~, vertebrados aduhos.
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2.1.- DESARROLLO EMBRIOLOGICO DE LLAS EXTREMIDADES

iEl th.;sairrorllq decxtremxdades secaractenza por un equnhbrm constante entre los
procesos de prb]ifemcfén y muerte celular. En los humanos, cste proceso se realiza en un
periodo aproxxmado de 28 dxa:. que comprende dc 1a:5% a la 8* semana dc gestacién. Las
extremidades’supenores se forman ligeramente antes que las inferiores, aunque para el final
del penodo de embrxogenesxs de los mxembro;, el desarrollo de ambas extremidades estd
smcromzada.rA commuacxén se descnben los eventos mas 1mportantes de este . proceso

(fgum 1)

DiA 33. Las reglones de la placa de ‘1a ‘mano, a.ntebra70 ; bra/o 'y hombro pueden ser

dlstmguldas en la extremldad supenor. En las extremidades; mfenores puede dxstmguxrse

una parte cefilica redondeada y hna 'pé.n.e caudal menos

esta region menos desarrollada formara el px

DiA 38: Los rayos de los dedos .0 rayo, dxgnales son VlSIbles como engrosamlentos

radiales en la placa dlz,xtal de h u(trcmld.zd superlo _yosrc‘.lylgnalcs

protruyven llgeramemc. producu.ndo ‘un bordc érenado en. L’xvplaca dlgnal Fl';lr'ocfe'Sc') de
muerte celular progra.mada escu]pxra g,radualmente los rayos digitales fuera. de la placa
digital para 1ormar los dedos dc manos y pxes. El prlmordlo de las extrermdadcs 1ntenores
ha aum‘_ntado en Iongllud se- ha dema.rcado del tronco y se hace aparente la placa de pie en

el lado caudal del extremo distal del prlmordlo.




DIiA 44: En la extremidad supecrior. el margen de la placa digital presenta muescas
profundas, los surcos entre los rayos 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 borde de la

placa todavia no esta crenado.

DIA 47: La extremidad superior ha experimentado una flexién horizontal situandose en un
plano parasagital. La extremidad inferior ha comenzado a  flexionarse hacia un plano
parasagital y los rayos de los dedos de los pies son mis prominentes, aunque el margen de

la placa digital es todavia liso.

DiA 52: Las extremidades superiores estén hgeramente dobladas a’ ruve] del codo y los

dedos han desarrollado engrosamientos dxstales llamadas pulpe_los tacules Las mano> estan

ligeramente flexionadas a nivel de las muﬁecas y se reunen en la linea medla en frentc de la

eminencia cardiaca. Las piernas son largas y lo ples han comenzado a aproxunarse a la
linea media.

DIA 56. Todas las regiones de los bfa"/bs v pxernds ‘estan b:en definidas, mcluyendo los

dedos de los pies. Los dedos de las do: manos se superponen en la linea media.
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EXTREMIDAD SUPERIOR

-

33 dias

~—— s
37 dias

&xé§38 dias

44 dias

EXTREM}DAD INFERIOR

(/ 33 dias
\u; s

dias

dias

6\

56 dias

FIGURA 1. Esquema que representa el desarrollo embriologico de las extremidades. Cada
etapa del desarrollo de las extremidades superiores antecede al de las extremidades

inferiores (tomada de Larsen, 1998).
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2.2 DESARROLLO DE LAS EXTREMIDADES

o LLa extremidad en el humano consiste de cuatro segmentos: 1) una raiz
(zonoesqueleto); 2) un segmento proximal o rizomélico (estilopodo) que consiste de un solo
hueso (himero o fémur); 3) un segmento medial o mesomélico (zeugdépodo) que presenta
dos huesos (radio y cubito o tibia y peroné); y 4) una parte distal o segmento acromélico

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

Proximal .« —=  Distal

-%

ororots

ALA DE
POLLO

EXTREMIDAD
INFERIOR B ——

DE POLLO “'_“::"\ =

FIGURA 2. A) Representacion esquematica de la estructura 6sea de las extremidades en
los vertebrados. Se distinguen el estilopodo, el zeugdpodo y el autépodo. Eslos 3 elementos
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se encuentran conservados evolutivamente en los vertebrados tetrapodos (tomado de
Mariani y Martin, 2003).

El primer evento en el desarrollo de una extremidad en vertebrados es la inducciéon
de un grupo de células que determinarin la aparicion de un primordio de extremidad en un
lugar y tiempo especificos durante el desarrolio del embrion. Estos campos de las
extremidades estdn inicialmente compuestos de células pertenecientes a una estructura
conocida como placa lateral de mesodermo (PLM) que se localiza en una posicion
especifica en el flanco del embridn (figura 3). Mas tarde, el primordio (que esta formado de
células mesenquimales cubiertas por ectodermo) comenzara a proyectarse hacia afuera de
la pared corporal y se establecen interacciones especificas epitelio-mesénquima que

coordinaran el patrén de crecimiento a través de sefiales provenientes de regiones

especializadas del propio primordio.

EXTREMIDMND
SUPERIOR

EXTRE-
- MIDAD

INFERICH

FIGURA 3. Las extremidades en los vertebrados se originan a partir de dos campos
anatomicos de desarrollo que aparecen en niveles especificos en el flanco del embrién. La
protrusion de estas zonas originara los primordios de las extremidades superiores e
inferiores (Mariani y Martin, 2003).
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En este caso, el desarrollo de las extremidades no es diferente del que ocurre en cualquier
otra estructura u organo., donde ¢l primer phso es la seleccidon de un grupo de células
competentes para formar un primordio. ‘

- "Después que los car;lpésf de crecimiento (superior e inferior) han sido Eébéériiﬁfc’éxadé )
en puntos precisos en la PLM, se inicia dentro de é&sta. una intensa divisién celu]ar que
contrasta con la dnvxslon celular lenta observada en los alrededores de 1‘1 pldca (Searls et al.
1971). Este patrén dlferencul de division celular resulta en el desmollo de un prnmordlo
que es una masa de celulab mesenquimatosas envueitas por una cublerla eclodermlca. La

poblacu;‘m celular mesoderrmca comprende todos ]os progemtores de los condrocxtos y

tejidos conectxvos como tendones ¥ hojas musculares. Otros tepdos com mu; culo y vasos

FIGURA 4. Vista dorsal el pnmordlo la cual muestra
la localizacién "de ‘la Aona “de actividad polarizante
(ZAP) y ta cresta ectodcrrmca apical (CEA) que
ERO LmAL, - . N
manticne el crc&;lm;ento de} pnmordlo, mantcniendo las
células mesenquimales subyacentes en la zona de

progreso . (ZP) f’:n"éstado indiferenciado (tomada de

Capdevila e 1zpizua, 2001).

T
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2.2.1.- Cresta ectodérmica_apical: Durante los estadios iniciales de desarrollo del
primordio, se originan sefiales de induccion de las células del PLLM de la zona de progresion
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-posterior del primordio.

La CEA es un ectodermo especializado y distinto morfolégicamente que bordea el
extremo distal del primordio. separando el lado ventral del dorsal de la extremidad (figura
5). El intere’s en la funcidn de la CEA inicié en 1948 cuando Saundcfs realizé

ucperlmentos de remocién de est.a zona en estadios sucesivos de desarrollo del pnmordlo

del pollo. y encontr6 que las extremldades se truncaban a dlferentes dxstanc:as a parur del

hombro. cuando la CEA era remov:da tempranameme el zeugépodo vy el autépodo no se

desarrql)aban pe 'ovxaftardlamente solo el podo estabn ausente,

(Saundérs. 1948 Todt, y: all n, 1984) Estos expenmentos demostraron_qu 2 las seﬁalcs der

la’ CEA son esenclales para el desarrollo esqueléuco y que exxste 'n requenm:ento

dlferenclal temporal para esta estructura durante el desan'ol]o de la extrermdad

TESIS CON
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FIGURA 5. Microfotografias que muestran la cresta ectodérmica apical. A) En ¢l dia 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 ¢l que se aprecia
ia relacidn entre la CEA (flecha), la capa externa de ectodermo (E) y el nacleo
mesodérmico (M) (tomado de Mariani y Martin, 2003).

En esta estructura altamente especializada del primordio de 1a extremidad se
expreséh vé.rios miembros de la familia del factor de crecimiento'de ﬁbrégiasios (FGF) Yy

también'de la fam:ha de’ las proteinas morfogenéticas de hueso (BMP) (Panman y Zeller,

’7003) La CFA es ree omablc de mantener a las células mesenqulmatosas adyaccnu,s en un

estado ;ndlfcrc;ngladofy de proliferacion rapida, dando lugar a la llamada zona de progreso.

Los lra:ﬁc;iiésﬂm'avs importantes a este nivel son FGF4 y FGF8 (Ying Liu et al, 2002) como
se demostrd al obscrvarse que es posible inducir el desarrollo experimental de ektremidades

mediante la aplicacién de FGFs en el flanco del embrion (Martin, 1998).

TESIS CON__| 15
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En el embrién de pollo. donde sus propiedades se han estudiado extensamente, la
integridad de la CEA es esencial para mantener la proliferacién celular después de la
iniciacion de la formacién del primordio (Saunders, 1948; Todt y Fallon, 1984).
Experimentoé gue involucran la localizacion del ectodermo dorsal y ventral “de” las
extremidades han mostrado que ames de la induccion de las éxtremidédes las  células
ectodérmicas que cubren la PLM son englobadas para formar la CEA (Altabefy Clarke,
1997). L.os requerimientos especificos para la induccion de la CEA en el cctodemao de las
extremidades no son totalmente conocidos, pero el factor codxhcado por' el gen Wnt-3a
parece jugar un papel lmponzmte en este proceso La expre51én de Wnt—3a es detectada en
el ectodermo alrededor del tiempo en el cual se actlva tamblen la expres:on de FGF-8 en el

ectodermo, en respuesta ala expresxon de FGF—]O (ambos mlembros de la superfamxha

gemca de factores de crecu'mento de ﬁbroblastos), locahmda igualmente en el PLM

La lntegrldad dela lémma basal es tamblen un requlsno para el desa.rrollo normal de -

la CEA La superﬁcxe basal de las células ep eha]es »elvprlmordm esta revestlda por una

(Miner et al, 1998).
Ademaias.,  existe ewdencxa genétxca reéiemé' "de‘ que la seﬂalu.ac:én de
Wnt3/3—catenina es requerida en el ectodermo para establecer y mantener la presencia de la

CEA. Esta via de sefializacion se encuentra rio a.rriba de otros genes expresados en la CEA
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como los ligandos de Bmp (proteinas mofogenéticas de hueso) o Fgf 8 (Barrow et al,
2003). Varios estudios han establecido que si bien las sefales derivadas de la CEA son
requeridas para ¢l crecimiento continuo de las extremidades, las sefiales 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 dara origen al ectodermo dorsal de las extremidades descansa sobre los somitas,
mientras que las - células - ectodérmicas localizadas arriba = del rhcsodermo lateral
somatopleural daran origen ‘al ectodermo ventral de las extremidades (Altabefl y Clarke,
1997; Michaud et al 1997) Conforme el primordio va creciendo, las células ectodérmicas
migran latera]mente para cubrlr el mesenqulma. Estudios recientes han dernostrado que
existen dos lu'mtes dxfercntes anter:ores al primordio en el ectodermo de la extremidad del
ratéon: el pr1mer0 ‘ correspcmde a’ la lfnea media dorsoventral de la CEA 'y el segundo al

margen dorsal de la CEA (Kl.mmel etal, 2000) (ﬁgura 6).




FIGURA 6. El origen de la informacién e interacciones dorso-ventrales que asignan a la
CEA en el primordio. Cada panel muestra un embrién de pollo en diferentes estadios de
desarrollo, seguidos de microgratias electronicas de cortes transversales (realizados en los
niveles indicados por la linea 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 migran para cubrir el mesénquima en desarrollo, las flechas gruesas
representan los dos bordes dorso-ventrales que existe en el ectodermo en desarrollo. En el
esquema C. ¢l gris claro indica células que se convierten en ectodermo dorsal, el negro
células que se convierten en la CEA vy el gris oscuro células que seran el ectodermo ventral.
MI mesodermo intermedio. PLM placa lateral mesodérmica, CEA: cresta ectodérmica
apical (tomada de Capdevila ¢ [zpisaa. 2001).

Como se vera mas adelante. el desarrollo de la CEA es también afectado por
mutaciones en el gen p63 que codifica para un homélogo de la proteina supresora de tumor

p53. p63 es altamente expresado en las placas basales o progenitoras de muchos tejidos
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epiteliales, incluyendo el ectodermo de las extremidades (Mills et al, 1999; Yang et al,
1999).

2.2.2- Zona de progreso: Las células de ta CEA sccretan moléculas que manticnen a las
células del mesodermo : subyacenu. en estado de crectmxemo"emmdlfercncucmn. Esta
poblacién de células es llamada la zona de progreso. Esta area contiene células
mesenquimatosas en proliferacion que representan una fuente de unidades encargadas de
alcanzar una posicién. final determinada en la extremidad adulta. Mientras mas tiempo
permanezca una célula en la zona de progreso. su localizacion sera mds distal en la
extremidad final (Summerbcll et a] 1973) Las células en la zona de progresidon originan la
mayoria de los e]emenlos mesenqulmales en las extremidades. Conforme la extremxdad
crece, estas células salen de la 7ona de progreso movxcndose proximalmente y adquiriendo
mforrnacxon posmlonal para dar ongen a los apéndlces maduros que desplegaran un patréon
repmducxble de elementos anatdomicos tales como hueso, musculo. y nervios. Del mismo
modo, los elementos Sseos mas proxunaJes se delerrmnan en prxmer lugar y estan formados

por células mesenquimales que abandonan prlmero Ia zona de progre516n, mlentras que las

c€lulas mesenquimales que dejan esta zona en etapas més tard.las forrnaran las estructu.ras

esqueléticas mas distales (Summerbell et al, 1973) o

Después de la iniciacién del primordio y la mducc;én de la CEA, las celulas mesodefmxcas
que abandonan la ZP (y que presumiblemente salen dc_l alcance de los factores producndos
por la CEA) se agregan para formar las condensacxoncs precarulagmosas que daran ongen
a los componentes del esqueleto. Concomitantemente, algunas células ]ocali’z'adas alrededor
o entre el primordio de los elementos c")seos sufren apoptosis, lo cual céntribﬁye a dar forma

a las extremidades.
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Las etapas posteriores del desarrollo 6seo incluyen el reemplazo de cartilago por
hueso por medio de osificacidon endocondral. e} crecimiento de los huesos largos a través de
la proliferaciéon y diferenciacién de los condrocitos en las placas de crecimiento y la
rfon;acritrinr de hueso pér diferenciacién de los. osteoblastos a ‘partir de las células
mesenquimales en areas de osificacion intramembranosa. Aunque los mccanismos exactos
que dirigen la diferenciacién de lds tipos celulares presentes en- el primo'rdio’ (incluyendo
tipos celulares'condrogénicos) son todavid‘ desconocidds. se ha propuesto un modelo para

exphcar como las celulas que abandonan 1a zona’ de progreslon ¥ dan 1ugar al autopodo

decnden entre dos destmos opuestos. elementos formadores de esqueleto o conversién en

(N xswander

tejido mtcrdlgltal que o removxdo i por

apop1051s

”002) Varias lfneas de evxdencx

receptores moduladores xtracel

entre los destinos dlgrtal e m erd g1

El hecho de que 1 mesenqu ma’formado tardiamente se diferencie en los segmentos

distales de la extrermdad y que’ el mesénquima  formado ‘tempranamentev ongme los’

e]ementoﬁ proxu:nales ha llevado a-’ conclun’ que existe’u ecarusmo ‘que reconoce el'

tiempo que- el mesénquxma ha pasado bajo la mﬂuenma ,deAla CEA y u :Visjcé‘lulas

mesenquimatosas pueden medir este tiempo por el nﬁmero d¢ d;v sion:s celulafes que han

experimentado desde el inicio de la CEA.

2.2.3.- Zona__de actividad polarizante (ZAP): Esta’ zona especializada'reside en
margen posterior distal del mesénquima del primordio de la extremidad y actia como

fuente de una sefial “posteriorizante”™ ya que cuando es transplantada a una localizacién

H
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anterior induce la formacién de estructuras posteriores ectdépicas. Es probable que la
ZAP y la CEA sean interdependientes ya que se ha observado que una no puede llevar a
cabo su tuncnon sin la otra (Winter ¥ Tickle. 1993). La proteina Sonic hedgehog (SHE)
es producxda en la ZAP y se ha demostrado que su expresién puede mimetizar los
efectos de la ZAP. Se considera que SHH funciona como un morfogeno. posiblemente a

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

La mducmon de la extremxdad es la :ene de eventos celulares que culmman en la

formacién del pru'nordxo, y.que. u'nphca una transferencxa du'eccnonal de mfonnac:énr

posnc:onal en el eje y ﬂanco embnona.no que se encuentra entre ‘varias estructuras y te_;xdos g

clave. Subsecuememente esta 1nformac1o

en cuatro locacnones cspec:f’ icas. del ﬂa.nco “embrionario.” dando  lugar: aun par de

primordios lucen muy 5|mxlares en las’ ‘.tapas tempranas del desarrollo. alguna> dlferenmas

morfoldgicas comu,n/a.n a . originarse poco después condxcxonando las dlferencms

en las extremxdades de los tetrapodos adultos.

anatomicas y func:onales‘obs_e»rv da

La decisién del primordio de:con riirse’ en extremidad superior o inferior parece ser

tomada en los estadios tempranos de la iniciacion de las extremidades, antes de la aparicién
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del primordio, como se demostré en experimentos de transplantes realizados en embriones
de pollo. Por ejemplo. cuando células pre- PILM pertenccientes al campo de miembro
superior son transplantadas a una localizacién ectopica. la extremidad siempre se desarrolla
comé miéﬁbro superior. indicando qhe la identidad de las extremidades reside en el
mesodermo (y no en el ectodermo) ¥y esta determinada incluso antes de que comience la

formacion del primordio (Zwilling., 1955).

- GENES RELACIONADOS CON LOS EJES DE DESARROLLO DE LAS
: - EXTREMIDADES

especxﬁcaclon correcta de cada eje, mplxca la expres de nu.rnerosos genes y au.nque el

papel de cada uno de ellos es pa.rucular p a cada estadlo del desarrollo, Sus ﬁlncxones estan

intimamente relacxonadab
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FIGtJRA 7. Ejes de desarrollo de las extremidades:.

2.3.1.- EJE PROXIMO-DISTAL' "

En los venebrados, los pnmo' dIOS de las extremxdades son formados a partxr de .

células provementcs de la placa '7 ateral del mesodermo. Este mesodermo postenormentei

mduce al ectodermo subyacentc para quc forme un engrosam

cC[OdCl’lTllCd. aplcal quc provcera las seﬁales que dlrlgxra.n el crecimie

las c\tremldades Las seﬁalt_s responsables dc estas‘a i ficadas:

utilizando dlversos modc.los ammales (Mcu’tm' 1998).‘

fibroblastos (FGTs) contmlan el cre_cnmlento prox:mo—dxstal dél ' pﬁmbi—did ‘de “las
extremidades Y. se estlma quc FGF-S (exprt_sado en el mesodermo somatico e 1mermed|o)

es el responsable dc,la senal de iniciacién. Fgf-8 manticne el estado mitético de las células




de la zona de progreso (Crossley ct al, 1996) y el raton knockout condicional de Fgt-8
muestra afectacién de las estructuras proximales principalmente (Moon y Capecchi, 2000).
FGF-10 dispara la sintesis de FGF-8 en el ectodermo subyacente y mantiene la
expresion de Sonic I%edgéhog 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-10) son producidos en la
cresta apical ectodérmica y cada uno de ellos tiene la capacidad de inducir el crecimiento
A-P: de la extremidad (Fallon et al. 1986). Estos FGFs también pueden ‘dirigir.la
proliferacic’)n la placa mesodérmica Ialeral en las extremidades para iniciar su desarrollo

temprano (Cohn et al 1995 Vogel et al 1996)

En una regulacxén rec1p L ca sorprendente en el mesénqmma de las extremxdades,

Fgf 10 mducc a Fgf que es especxﬁco de la CEA mlentras que (Sekme et a.l, 1999) en la

CEA en los qu 1o se desarrolla.ron las enrermdades debldo a; una defc:encta severa en el

namero de ce.lulas dcl mesénquxma (Sun et al, ”OO")
Ademas F&,t‘4 Fgf9 y }‘gt 17 son e\cpresados en la re&,non postc:nor de la CEA y '
probablemente unen achvndadcs con Fgf-8 para inducir el crecimiento del mcsenqunma

(Lewandoski et al, 2000).
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Parte del establecimiento del patréon préximo-distal de las extremidades incluye la
especificacion de la identidad segmentaria (estilépodo, zcugépodo, autopodo). Los factores
de transcripcion HOX, especificamente 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 coordinacion involucra la nocion de espacio, tiempo y dosis. L.a expresiéon
de los genes HOX A y HOX D en el embrion sigue tres fases sucesivas, que corresponden

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

(2231

GRUPO PARALOGO HOX

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

Los patrones de expresion de los genes HHOX cambian a medida que se desarrollan
las extremidades. De este modo, durante la formacion del estildpodo se expresan los 'genes
Hoxd 9 y Hoxd 10, en la formacion del zeugépodo el gen Hoxd 9 es expresado en la region

anterior y todos los genes Hox en la region posterior de las extremidades. En contraste,




durante la formacién del autépodo Hoxa 13 y Hoxd 13 son expresados en la regién anterior
y en la unién anteroposterior respectivamente, mientras que Hoxa 12 y Hoxd 10-12 sc

expresan en la region posterior del autopodo (figura 9).
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FIGURA 9. Patron de expresion de la familia de genes HOX en la formacion de las
extremidades (tomada de Mike Webster).

En el ratén. la eliminacién de Hoxd13 resulta en anomalias restringidas al autépodo.
Aunque Hoxa y Hoxd son activados inicialmente en la region posterior del primordio, sus
perfiles de expresién difieren en que la expresién de Hoxa esta restringida a la region distal

del primordio, mientras que la expresién de Hoxd esta polarizada en el extremo posterior y
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distal del primordio. DDe acuerdo al patron de expresién de Hoxd, esta regiéon puede
dividirse en cinco dominios o sectores que corresponden a los cinco dominios digitales de
la mano (Zakany y Duboule. 1999). En humanos como ¢n otros vertcbrados HOXID13 y
HOXA13 son criticos para la formacion del autépodo. HOXD13 estd mutado en una
enfermedad autosdmica dominante llamada sinpolidactilia (Muragaki et al, 1996). mientras
que HOXAI13 ha sido implicado en el sindrome autosomico dominante mano-pie-genital
(Mortlock e Innis. 1997).

En contraste. la expresion de los complejos oxc y Hoxb esta restringida a la parte
prournal del pnmordlo y es dxferente pa.ra las reglones anterior y posterior de las

extremidades (7akany etal, 1997) Hobe puede intervenir en el posicionamiento del la

region superxor del pnmordlo. En el raton, la macnvacnon de este gen resulta en el

despla.zamnemo rostral del ombro, que asemc_)a a la deformxdad de Sprengel en el humano

(Rancourt et -al' 1995) -Vanos halla.z;:o< han dcmostrado el papel de liobe en el

establemmnento de: la polandad en la pane antenor de las extremldadcs. Su acnvndad es

1dennf cada tan_ pronto como. el pnmorcllo aparece en la reglén correspondxente a la futura

ZAP (Stratford et 1l 1997)

2.3.2.- EJEDORSO—VENTRAL

En numcrows o.\tremldadeq de venebrados Qc obsg.rvan dlferenmas marcadas a lo
largo del ecje dorsoventral -Un eJemplo de eslo es: ]d mano de los humanos, en la que la
palma es la regnon ventral cl reverso cs ]a reglén dorsal y los miisculos, tendones Y otras

eslructuras muestran una dlSpOSlClOn ordunadd a lo largo de esie eje.
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E!l mesénquima contiene la informacién para ¢l establecimiento del patrén dorso-ventral de
la extremidad que ocurre antes del inicio del primordio. Justo antes de que se forme ¢l
primordio, el mesénquima transfiere csta informacion al ectodermo suprayacente. Eil patrén
D-\Vlr subsiguiente es regulado por el ectodermo, como lo demuestran experimentos en los
que el ectodermo fue rotado 180° con respecto al mesodermo originando que las estructuras
mescenquimatosas (esquelcto. misculo y tendones) se invirtieran (Maccabe ct al, 1974).

£l establecimiento del patrén D-V requiere la expresion de al menos tres fuctores de
transcripciéon: Wm7a. Enl y Lmxl1 (Logan et al. 1997). El factor de transcribcién

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

Mcrmahon., 1995) y es uno de ]os factores quc lleva a cabo 1a func:én de espele'icamon

ectdpica de Wnt7a yaun fenoupo bl—dorsal (Puette et a] 2001)

Ln este escena.no. WNT—7A actua como un factor formador del dorso expresado en
el,ectodermo dorsa], y‘que conujola Ia»y ‘expresxon de Lmx-1 en el mesénquima dorsal
subyacente mientras que En-1 se comporta como un factor ventralizante expresado en el
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cctodermo ventral, donde previene la expresiéon de WNT-7A (Cygan ct al, 1997; L.ogan et
al. 1997; Loomis et al. 1998). En ratones mutantes para Wnt7A o Lmx1b sc¢ observa un
fenotipo bi-ventral (Chen et al. 1998) (figura 10).

Fl patrén dorsoventral distal parece ser controlado por el ectodermo y ¢l patréon
dorsoventral proximal por el mesodermo. Las interacciones ectodermo-mesodermo son
muy  importantes durante las ctapas iniciales del desarrollo de tendones y musculos,
cstructuras que muestran una polaridad dorsoventral y que se desarrolian directamente por
debajo d;:l eciodcrrno dorsal y wventral (Blagden y Hughes, 1999; Buscher e [zpisua
Belmonte, 1999). En humanos se han identificado recientemente mutaciones de LMXI1B en
una ‘ e‘rlfe'r'medfzravd,’ autosémlca d’omina.nte‘ denomina&a sindrome uﬁa—rétuia y que se
ca.rai:teﬁzzi por al"yxbo’m;]‘(as de las ufias, rotula, codos y parénquima renal (Vollrath et al,

1998). -

B1 gl eg——————

FIGURA 10: Genes implicados en ¢l establecimiento del patrén dorso-ventral. Enl es
secretado por células del cctodermo ventral del primordio en donde reprime la expresion de
Wnt7A. Wnt7a es secretado solo en el ectodermo dorsal e induce, por mediacién de su
receptor Frizzled (Friz), la secrecion del factor de transcripcidon con homeodominio, Lmx|1
cn el mesodermo. Lmxl (junto con su cofactor Clim2) ejerce un efecto mitogénico en el
mesénquima precondrogénico. (tomada de Manouvrier-Hanu et al., Genetics of limb
anomalies in humans).
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_2.3‘3.- EJE ANTERO-POSTERIOR

En numerosos tetrapodos existen caracteristicas distintivas en el ¢je antero-posterior
de las extremidades, inciuyendo la longitud. forma y funciones de los dedos y otros
clementos 6seos. El crecimiento a o lérgd del . eje 'zrxhlcro-p'osie'r'io'r parece estar
sstrechamente coordinado con el desarrollo del eje proximal-distal, en un proceso mediado
por las interacciones especificas entre el organizador antero-posterior (zona de actividad
polarizanic).

La ZAP esta constituida por un grupo de células localimdas cn la region posterior
de] mesénquima del primordio y actia como el centro orgaxn&ador de la polaridad AP del
primordio (Saunders y Gasseling, 1963) En 1993 ﬁ.le demostrado que la actividad

' ledgehog (Shh) (Riddle et al, 1993-'

polarizante de la ZAP es mediada por cl gen Som ‘

Chang et al. 1994; Lopez Ma.rtmez'et al, El 995), que codlf'ca pa.ra un factor homélogo al

producto hedgehog (722) de polar ad, segmcntarm en: Drosophjla e lmphcado en varxos‘

procesos de patrones de desarrollo en el mbn 5

SHH no participa. en la inducciénide la CI;A,‘pero sies:esencial 'pardi,j e}l'

demostrado sin cmbargo que Shh no €s rcqucndo para’el. desarrollo dc las’ eslruclurab mas

proximales de las cxtrcmldades (Chxa.ng ct aus et al 2001)

En el primordio de las extrermdade la smtcsns de SHII est4 confinada a la zona
polarizante postenor (ZPP) debldo a que es repnmlda en la regiéon anterior por la accién
conjunta de Aristaless-like 4 (ALX4) y la forma represora de GLI 3N (Takahashi et al,
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1998: Zuniga y Zcller. 1999). SHI es el unico factor conocido a la fecha capaz de mediar
la actividad polarizante de la ZPP, por lo que es de particular importancia entender los
mecanismos  gendticos que controlan su  expresion vy -modulan sus actividades de
sefializacion. Varios genes Hox pareceﬁ ser imrport'a'r'lie::; en la delimitacion de la region del
mesénquima del primordio donde s¢ va a transcribir el gen Shh. En particular. s¢ ha
observado expresion del transcrito de Hoxb8 en el {lanco del polio vy la parte anterior de las
extremidudes tempranas (Stratford et al. 1997). lo que sugicre que Hoxb8 puede ser un

regulador rio arriba de Shh ({igura 11).
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FIGURA 11. VIA DE SENALIZACION DE SHH EN EL PRIMORDIO DE LA
EXTREMIDAD SUPERIOR. A) Restriccion de la activacion de Shh en la zona de actividad
polarizante. La activacion dec Gli3 precede al inicio del crecimiento del primordio. Posteriormente la
expresién de Gli3 persiste en todas las células mescnquimales. con la excepeidn de las cclulas que expresan
Shh. El 4cido rctinoico (AR) ¢s un determinante clave de ZPA induciendo la cxpresion dc HoxB8 cn las
células mesenquimales anteriores. HoxB8 ©s uno dc los factores rucsenquimales que limitan la cxpresiéon de
Shh al mesénquima posterior del primordio. donde cxisic rcotroalimeniacion positiva entre Shh y Fpfd. La
activacion de Shh esta restringida a la regiodn polarizanie por la accion sinérgica de varios factores: formina,
cexpresado cn el primordio cn las células mescnquimales posteriores. csencial para eslablecer esta
retroatimentacion  positiva: ¢l gen represor Glid. que en ¢l primordio ¢s expresado en las células
mesenquimales anteriores. al igual que el gen Aristaless 4 (Alxd) que es represor de Shh, probablemente en
forma independiente de Gli3. B) Mecanismo de accion de cubitus interruptus (ci). ¢l homologo de Gli3 cn
Drosophila. Los receptores Patched (Pic) ¥y Smoothened (Smo) son proteinas trnasmembraniles. En la
ausencia de Shh (izquierda). Pic reprime la actividad estimuladora constintiva que Smo gjerce sobre sus
genes blanco. a través de su accion sobre ci. En los microtibulos. ci forma un complcjo con costal2 (Cos2) y
fused (Fu) (responsables de la division de su extremo carboxilo) cgjerciendo una actividad represora sobre:
Dpp (homoélogo de Bmpd) ¥ wingless (Wg). En la presencia de Shh (derecha). Pic pierde su accion sobre Smo
previniendo la formuaciéon del compicjo Gli-Cos2-Fu, y la proteina ci no modificada ticne una actividad
estimuladosa sobrc sus genes blanco. La via de seflaliznciéon de Shh en los micmbros inferiores es muy
similar. aunque presenta algunas diferencias (tomada de Manouvrier-Hanua et al. 1999).

r—r".cvc 1
TESTS CON } 31
FLIT.A DY ORIOEN



Sin embargo, Floxb8 no debe ser el unico regulador de Shh ya que este gen s6lo es activado
en las células mas distales y ademas no es requerido para el establecimicnto de la polaridad
amcro—postc}ior en el primordio del ratdon (van den Akker et al, 1999).

El factor de transcripcion tipo hélice-vuelta-hélice denominado dHAND también
parece controlar la expresion de Shh ya que los ratones deficientes en dHAND tienen
extremidades pequeiias sin expresion deteclable de Shh en la zona de actividad polarizante
(Charite et al, 2000). La expresion de Shh estd también bajo regulacion transcripcional
negativa. El anahsls de varios mutantes con polidactilia revela que Ia trdnscnpcmn de este
gen es regulada negatlvamemc en el marg,en anterior del pnmordlo por varios . genes

expresados.. en el mesenqulma antenor. Estos genes mcluy:.‘ al Anstaless Alx4 que

interactiia con el gen Ca.rtl y el gen Gh-3 El gen Patch ‘ que codlﬁca pa.ra el receptor

en la represion de SHH.

Aunqum. SHH es capaz de:-mimetizar la actlvxdad de 12 ZPA, ro&déle

que la prolemn SHH por si misma brmde mformacxon pcsxcmnal a todas las celulas ‘del
prlmordlo por lo que su acuv:dad organizadora estana apoyada en pa.rle por scﬁales
becundanas. SHH actua en el mesodermo mdu‘ecta.mente a través de FGFa4 producxdo porla V
CEA. FGF4 mduce 1a competencxa del mesodermo para responder a SHH lo cual a su vez 7
origina la e‘(pre&én de Bmp2 que determina elementos esqueléticos especificos. La
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expresién de Shh es dependiente de la CIZA y de Wnt7a ya que la ausencia de la expresion
de Wnt7a en el ectodermo dorsal del primordio de la- extremidad reduce el dominio de
expresion de Shh originando una pérdida de los elementos esqueléticos posteriores (Yang y

Niswander. 1995).

2.4.- ESTABLECIMIENTO DE I’ATRONFS Al)lClONALES :
Ademids dt. la polanzamon bY crccmn(.nto dc] pnmordlo de las  extremidades, se

requicren mecanismos que pn.rmunn la ;:enc.racmn dz_ elemcntos .como musculo, hueso,

vasos sangumeos y apundlces epxteha]es. Algunos de los genes que participan en la

adqulslcxon de estos pat ones sec ndarxo h n i en fcados por su parthlpacwn en

dlversas malformacxones de miembros. en 10s himano Entre. estos se incluyen los genes

que codlf’ can para factores de transcripcion, de aja-T- (TBX), pro).einas 'r'n’orfblgenéticas de

hueso (BMPS). p;'qtem rtilage (CDMP) y génes ‘H“OVX‘,(ﬁgura’.

extire mldades

mfcnores y ‘en mtoneﬁ mutant(_s pdrd ‘este; gg.n
cstablecimiento mxcnal de palroncs del pnmordno de loﬁ mxembros inferiores son
aparentemente normales, pero postcnormenle se- producc una falla en el desarrollo de los

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

Papaioannou. 2003).

C‘ {" f'\]‘\T
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FIGURA 12. Modelo genético para la especificacion de la iniciaciéon y posicién del
crecimiento del primordio. Los genes Hox expresados dentro de la placa lateral del
mesodermo (PLLM) especifican la posicion a la cual las extremidades se desarrollaran. Esta
informacion posicional (ejes) dirige la expresion extremidad especifica de los genes T-box
dentro de los respectivos campos del desarrollo. Inicialmente, FgflO es expresado por
células de la PLM. Subsecuentemente, Tbx4 y Tbx5 son activados en los campos
respectivos, donde su interaccion con la retroalimentacion positiva de Fgf10/Fgf8, inicia el
crecimiento del primordio. Fefl10 es posteriormente requerido para mantener la expresion
en los primordios en crecimiento. La expresion de Pitxl en el flanco posterior del
mesodermo  es  inducida independieniemente y se extiende en un amplio dominio
rostrocaudal. Este gen interactia positivamente con Tbx4 y mantiene su expresién. SO:
somitas, ECT: ectodermo (tomada de Ruvinsky y Gibson-Brown, 2000).
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l.as proteinas morfogenéticas de hueso (BMP) pertenecen a la familia del factor de
crecimiento transformante B (I'GFR). Estas moléculas de schalizacion tienen su efecto en
éélu]as blanco a travéé de rccebtorcs de membrana especificos (queﬂ tiene una actividad
serina-treonina cinasa) y de proteinas SMAD las cuales conducen la sciial desde la
superficie celular al nacleo. Aunque estas proteinas fueron identificadas inicialmente por su
capacidad de promover la formacion de hueso endocondral. ahora son consideradas como
componentes de una via de scﬁahzacuon conservada evoluuvamentc ¥ que es responsable

de muchos procesos duram.e el desan'ollo Como otros mxembros de la superfamlha TGF-b.

ias BMPs reahzan sus funcn)nes blologncas al mteraccxonar con receptores en la superficie

celular que son heterodimeros de receptores txpo I y tlpO ll con dommxos mtracelulares

cinasas de serma/treomna_ Vanos mlembros de la famlha BMP exhxben un palrén de

expresiéon regulado durante el desarrollo embrloléglco de las e*(tremxdades. Por e_;emplo

Bmp?2, Bmp4 y Bmp7 sont e‘(presados en el mebodermo mdlfcrencxado de Ia extremldad en

la CEA y en el mesénquima mlerdxgltal Entre las funcxones asxgnadas a’ estas Bmps estan ‘

el control de la proliferacién celular mesodérmica, regulaciéon del crecim:cntoty'regrcsnén'

de la CEA, diferenciacién condrogénica, control de la formacién muscdlar ,induccién de

apoptosis y posiblemente dcl cje antero-posterior del primordio temprano de la extrermdad‘

(Merino ct al. 1999). El polipéptido Noggin (NOG) anlag,onwa las m_naleq de los BMPs

compitiendo por los receptores serina~-treonina cinasa. 1Vogg1n es cxpresado en el cartxlago
condensado y en los condrocitos inmaduros. En humanos, sec han identificado mutaciones
heterocigotas en NOG en los sindromes de sinfalangismo proximal y sinostosis muiltiple,

ambos de herencia autosémica dominante (Gong et al, 1999).
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l.a proteina CDMP. también conocida como factor de diferenciacién del
crecimiento 5 (Gdf5), participa ¢n los procesos de condrogénesis y posicionamiento de las
articulaciones. En ¢l humano. la alterucién del gen CDMP origina que los huesos del
autébodo scan anormales en longitud y nimero (Thomas et al, 1996).

SAILIL1 es un factor de transcripcion que interactiia con BMP4 en la especificacion
del pulgar. Se han identificados mutaciones en SALL en sujetos con el sindrome:de
Townes-Brocks. padecimiento de -herencia autosémica dominante  y caracterizado por
pulgar trifalangico, deflectos urogenitales y ano imperforado (Kohlhase et al. 1998).

Ademas de Ios genes menc:ormdos hay otros genes o vias de transducciéon que
tamblen estdn involucrados’ en las diferentes ctapas del desarrollo &seo de las extremldades
Por ejemplo, el gen SOX 9 (que posee un dominio de transcrnp(:lén HMG) desempeﬁa una
funcion critica en la formac:on del cartilago. Este gen se expresa en las condensacxones

mesenquimales en todo el embnén antes y durante la formaclon del canilago (anht et al,

1995). La expresxon anormal de Sox 9 en las extrermdades

traduce en la formac:én de

cartilago eCtéplCO Sox 9 es capaz de camblar las propxedades de’ agregacxén de las células

mes;.nquuuales in’vitro; lo que suglnere que este gen actua e la ondensacxén de ’

ce]ulas mesenquxmatosas, probablemente no aba_]o de las BMPs (Healy et al, 1 999)

Por otra pa.rte, las protemas BMP expresadas en’ el mesod Jinter gl‘tal pézreéeh

ser rg.quenda; tambxen para ld asx&,nacxon correcta de la ic

mh:bxcnén en su seﬁahzacxon en c,sta rt,gxén causa transforma::lén de la ldentldud"de los
dedos (Dd.hn v Fallon, 2000) Tarnblén se ha propuesto que el receptor-la de BMP
(codxﬁcado por BmpR—la v expresado en el mesénqulma distal) rnedla la induccién de la

apoptosxs £ qu;: el reccplor—lb (codlﬁcado por BmmpR-1b y expresado en las condensaciones

[ p
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precondrogénicas) primariamente media el crecimiento del cartilago, aunque también puede
inducir apoptosis en otros estudios del desarrolio (Zou et al, 1997).

Fn suma. el estudio de los mecanismos basicos del control genético del crecimicento
y establecimiento de patrones durante ¢l desarrollo de las extremidades se ha beneficiado
enormemente de la sintesis que integra los mérodos y visiones derivadas de la biologia
molecular y celular. la embriologia clasica y la biologia evolutiva. En este contexto. es
claro que- el -estudio de las interacciones gendéticas  continuard proporcionando
conocimieﬁtos invaluables acerca de las interacciones epitelio-mesénquima y otros
mecanismos - morfogenéticos que intervienen en el desa&ollo de las extremidades en el

embrion.

GENETICA Y EVOLUCION DE LAS EXTREMIDADES

Los vertebrados terrestres mcluyen a los anﬁbxos reptxles, pé_]aros y mamiferos. La

caracterlstlca adaptativa comun de este: lma_)e llamado tetrapodo es la presencxa de dos

pares de extrermdades Esta estmctura dlstmgulé alos tetrépodos‘tempra.nos de los peces y

les pcrmlué desplazarse -en la nerra.“Despues, esta nnovac16n«ﬁle;mod1ﬁcada hasta lograr

una enorme vanedad de apa.nencnas y tamnn S, Con: funcxoneb tan varxadas cOomo cavar o

volar. Sm embargo, las extremldades enlos tetrdpo os.son vari cxones de ‘un mismo tema

va que en todos cllos Ja dxsposwlon Yy numero de uesos e la extrerrudad es similar. La

evidencia actual mdlca que las extrermda dc los tetrépodoe se ongmaron a partir de las

aletas de los peces. postblemente a p‘u—t y del penodo devomano.

Durante la ultlma dec_ada se ha produc:do un gran avance en la comparacién de los
patrones de expresnén Y ﬁxncxones de los genes homdlogos del desarrollo entre los
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diferentes taxa. Estas investigaciones enfatizan la “reutilizacién™ de los genes pre-
existentes en la evolucién de nuevas rutas de desarrollo, partiendo de la idea clasica que los
cambios regulatorios en lugar de los cambios bioquimicos en las proteinas, son una fuerza
may;)r en el proceso de la evolucién morfolégica (Wilson et al, 1974; King y  Wilson,
1975). Evidentemente la duplicacién de genes preexistentes tuvo profundas implicaciones
evolutivas y este proceso parece haber sido de particular imponancia para la evolucién en
vertebrados (Ruvinsky et al, 2000) (figura 13).

SEGUNDA

pupiicacion del cluscer

PRIMERA de T-box occcurrio en esta
techa.
Duplicacicn del cluscer
de T-box occurrioc en esta

fecha

Devonian Reciente

408

FIGURA 13. Representaciéon esquemdtica de las relaciones filogendéticas aceptadas en la
actualidad y que establece la divergencia entre las principales lineas de cordados inferida de
los registros fosiles. Las ramas truncadas significan taxas extintos. La escala en tiempo esta
dada en millones de afios (tomada de Ruvinsky y Gibson-Brown, 2000).

Cualquier modelo molecular que trate de explicar una transformacién morfolégica

en la evolucién tiene- que satisfacer .tres criterios basicos. Primero, los componentes

moleculares propuestos como responsabies de la evolucién de algunos aspectos deben estar
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implicados en la especificacién de ciertos rasgos en todos los organismos. Segundo. las
formas transicionales a través de las cuales se ha propuesto que dicho rasgo haya
evolucionado deben ser consistentes con la evidencia derivada del registro fosil. y
rhnalmentc, la escala de tiempo mferldd pa.ra la evolucién ‘de los eventos moleculares
propues‘ta tiene que ser consistente con la evidencia paleontologlca (Ruvinsky. y Gibson-
Brown. 2000).

El esquema mdas comunmente aceprado de la cvoluciéﬁ de ‘los cordados establece
que - los ‘venebrados modernos = evolucionaron de un cordado invertebrado basal,
morfoléglcamente sxmxlar al céfalo-cordado llamado anfioxo que aun exnste'en la
actualidad (Carroll 1998) El patron corporal de estos a.rumales primitivos es la pérdxda de'

los apendlcea pareadosr La interpretacion actual del reglstro fosil suglere que el ongen def, )

los dos pares de apéndlces en los gnatostomos (vertebrados con mandfbula procec

‘constituido "pox:‘ 160 “a 180

"-T se une al DNA de una mzmera

espemﬁca permmcndo a: estas p‘otema. onar como acuvadores o represorcs de la
transcnpcnon de» genes blanco rlo aba_;o.,Dos miembros de la familia de factores de
transcripcién T-box. Tbx5 .y Tb\4 exhlbcn patrones de expresion especvﬁcos de
TESIE CON 59
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extremidad y son considerados reguladores de la identidad antero-posterior de los
vertebrados. Sus paralogos, Tbx2 y Tbx3., son expresados en los mairgenes anterior y

posterior de las extremidades y probablemente jucgan papeles importantes  en el

establecimicnto de patrones de desarrollo (Rodrigucz-Esteban et al, 1999)."

LLos patrones de expresion de estos gcne= son csencmlmente |denncos en cl ratén, polio,
Xenopus y zebrafish, lo que sugiere que el ancestro comun: de todos los vertebrados

presentaba estos 4 genes y  los usaba' para especxﬂcar la xdentldad y n.t,ular el

establecimiento de pa.trones de desarrollo (Tamu.ra et al 1999 T abatak

Otro aspecto evolutwo de gran‘mterés es. qu a: pesar d ue o peces actuales

presentan estructuras 6seas en sus aletas que pueden ser equxparadas con el estllépodo y el

anterior de la extremidad en el ratén y existe una expre

son observados en peces. En zebrafish, por e_|emplo no existe este. patron de c*cpresmn

tardia de Shh o Hox; en cambio. en este pe? el ectodertno .se plxega‘y el’ desarrollo ‘cesa

después de la formacxon de la tibia y el peroné (el Aeugopodo en el pez) La expresnon

tardia de Hox y Shh es una novedad evolutiva y puede haber originado la produccién de
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tejidos que se convirticron en las primeras manos y pics de la historia de la vida (Cohn,

2001).

2.6.- P63
Recientemente sc¢ identificaron dos genés relacionados con el gen tumor supresor
TP533. denominados TP73.y TP63 (Jo’vs;. et al. 1997; K;xghad et ‘al, 1997; Schmale y
Bamberger, 1997: Yang et al, 1998). TP73 y TP63 no represcmd.n genes tumor-suprecsores
clasicos sino que actian como reguladores clave en el desarrollo. p7a en el desarrollo

neuronal y vias de feromonas (Ya.ng et al, 2000) y p63 en el desarrollo de extremidades,

epitelio y estrucluras craneofacmles (Mxlls et aL 1999; Yang et aL 1999)

La organuaclén genémxca gencral de todos los mlembros;de la yﬁan'uha p53 prcsenta X

sxmlhtudcs 1mpormmes que mcluyen orga.nxzacno

10 éodifca.rite.

intrén’, e\ctenso y ]a prescncxa de un: prlme P63 ‘se extlende‘

aproxunadamente 60kb en el genoma y en el humano se locahza en 3q27—29 (ﬁgura 14)

esta confommdo por 16 exones y codlf'ca pa.ra ‘una proteina de 448 ammoacxdos. (Yang et

al, 1 998)
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FIGURA 14. Esquema del cromosoma 3 humano mostra.ndo la locahzacxon del gen p63 en
la regién 3q27-29 (tomada de Yang a et al, 1998)

p63 y p73 exhxben ‘una; a]ta homologxa 'an:unoacxdxca con 'respecto a p53

especxalmente en ]os domuuos de transacuvacmn (TA),’

de.umon a DNA'(DBD) v ‘de

adicionales de TP63 que resultan del uso de cuatro sitios de iniciacién de la transcrxpcxon y

de *“splicing™ allematnvo de]‘ 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 diferentes dominios C-terminales para p63 y seis para p73 (figura 16).

C

FIGURA 15. Modelo del dominio de unién a DNA de p63 (flecha negra) (tomada de
Celli 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 vy se muestran los sitios alternativos de inicio de la transcripcion; los
sitios de *"splicing” alternativo producen al menos 6 diferentes isotipos de p63. La
estructura de los isotipos TAp63y es mas similar a la de p53 e incluye un dominio de
transactivacion (TA), un dominio de union a DNA (DBD) vy un dominio de tetramerizacion
(1SO). Los isotipos o contienen un dominio adicional SAM y un dominio que inhibe la
transactivacion (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 interaccion proteina-proteina que se asemeja a los motivos a-estéril llamado también
motivo SAM (Schultz et al, 1997) ausente en p53. Los dominios SAM pueden homo y
hetero oligomerizar con otros dominios SAM aunque se ha demostrado que no tienen la
capacidad de oligomerizar con dominios diferentes. Ademas de estos motivos proteinicos,

TP63 contiene dominios ricos en prolina, que estan involucrados en la actividad pro-




apoptética y en la capacidad para activar secuencias blanco. Una segunda regién rica en

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

lLos varios isotipos de p63 puedén tener propiedades” opuestas.” La ‘actividad
represora se ha mapeado a la region localizada rio abajo dcl dpfninig SAM, gue ha sido
denominado como dominio inhibitorio de transaéti\'acfén (TlD) Existen ademas algunas
evidencias que sugiere la presencia de otras regiéﬁes dentro dc p63 que promueven ©
reprimen la actividad de transactivacion. (Ozaki et al 1999).

Recientemente se identificaron algunos fuctores que conLrolan la expresion de TP63

actuando corriente arriba ﬁxeron establecxdos en: un' busqueda de genes regulados

positivamente por las protemas morfogenétlcas de hueso durante la gastrulacién del

zebrafish. En estos estudi s se xdentxf 6 qQ e A '630. c mo ‘un blanco transcripcional

‘contraste. las células dorsales tales como* laS »y' '»él !

proceso ha sido llamado el modelo neural por default

través de AN-p63a, el cual actiia como el r:,prebor neural (Bakkers et al, 2002).

Poco después de la identificacion dc TP63 se establecxo que las proteinas p63 eran

capaces de unirse a PG13 un elemento de rcspuesta de p53. La sobre-expresion de p63 en

]
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lineas celulares de mamiferos o de levadura puede activar o reprimir los promotores de
varios genes de respuesta pS3. aunque no esta claro si estos genes también son regulados
por p63 bajo condiciones fisioldgicas. p63 puede disparar la via de sefalizacion Notwch
posiblemente por la induccion de JAG!I y JAG2 que codifican ligandos para los receptores
Notch. 1.os ligandos Notch, JAGL y JAG2, son selectivamente inducidos por p73 y p63,
respectivamente, pero no por pS53. Hay un sitio de uniéon especifico para la proteina p63 en
el segundo intron del gen JAG1, lo que evidencia que p63 puede activar la sefializacion de
Notch en cé]ulas vecinas y sugicfe qﬁe p63 y p73 tienen participacién en el desarrollio
normal y en la reg'ulaci‘ér'lr celular mediada por la via de sefializacién Norch (Sasaki et al,

2002).

2.6.1.- p63 EN EL DESARROLLO ‘EMBRIONARIO;“DE LQS MAMfFEROS

La expresion tlempo espacio de los tra.nscntos de TP63 no. ha 51d0 aan exp]orada a

detalle. Estudios mmuno-hlstoqulmlcos en embnones _de: ratén  han demostrado mveles

elevados de p63 en las células epnehales det‘las roge ltoras o celulas‘

totipontenciales del tejido epitelial (Yang et aL 1999 Mills et al; 1999) ; EI prmcxpal xsotxpo

detectado en estas células es el lsotlpo,v dominant

}eg‘atrlrvo " AN-p63c, * que “actua
probablemente mamenlendo ]a capdcxdad e, e'sias células Conforme cslas_

células comienzan su dxfercnc:acxén los mvelcs de cste. lsotlpo descxenden gradualmente y

los niveles de la lsoforma TA—p63a aumentam

nte ﬁégativo de AN-p63x es crucial para el

Aparenterneme el efecto dom

mantemmmmo de la capac:dad de prohferaclon regenerativa de las células madre
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epiteliales. Las células que no expresan este isotipo pierden esta capacidad y son llevadas a
diferenciacion hasta lograr una diferenciacion terminal (Yang'y Mckeon. 2002). De hecho.
la aplicacion de acido retinoico (que previene la degradacién de AN-p63a) bloquea la
diferenciacion de las células madre epiteliales cutdneas en cultivo (Bamberger et al, 2002).
En los embriones de raton. la expresion dé TP63 es evidente inicialmente en ¢l
nucleo de las células de la placa basal que después se transformara en las células
progenitoras de la epidermis y derivados relacionados como pelo y glandulas sudoriparas.
También se identifican niveles clevados de p63 en las células basales del cérvix. lengua,
es6fago, glandulas mamarias, prostata y urotelio. La expresiéon temprana de TP63 también
es evidente en células del ectodermo del prunordxo de las extremidades, arcos branquiales y
el epitelio oral. En el desarrqllo de] pnmordxo Ia expresxén de TP63 esta limitado a la cresta

ectodérmica aplcal

Como se seﬂalo en secc:onc anteriores la sei’iah?acxon apropiada a través del eje

anlero-postenor entre la CEA® y el mesodermo; subyacente es crucnal para la formacion de la

TP63 estén en concordancxa con

TP63 en raton.. Estos

cstd ausente 'y losfanim'ales 'récién nacid

nacimiento. Otros denvados de pu.l omo el tallo” dcl pclo y\los fohculos no se‘

desarrollan. Fmalmeme los ammale ; def’ cxentes en p63 pxerden los primordios dentales y

las pestaiias, el maxxlar y la mandxbula estan trun ados y el paladar secundario no cierra

originando un paladar hendxdo. En con_;umo todos estos defectos observados en ratones
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deficientes para p63 se¢ consideran como cuadros severos de displasia ectodérmica,

desarrollo anormal de las extremidades v hendiduras o dismorfias faciales (figura 17).
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FIGURA 17. Fenotipo en el ratéon “knockout” para ¢l gen p63. A. B) Vista lateral de un
ratén normal ™ (derecha) y un ratén mutante p63"‘ (izquierda). En el ratén mutante se
observa el truncamiento de las extremidades superiores e inferiores (A) hipoplasia de los
maxilares. ablefaron. (B) ausencia de bigote. de piel ¥y de apéndices relacionados como
vibrisas. foliculos pilosos y tallo del pelo. C) Scecion sagital de la regidn cranco-facial del
ratdon p63~" en la que se observan anomalias del maxilar (mx), mandibula (md) y el paladar
secundario (pa) y ausencia de los primordios de los dientes (pd). D) El mutante homocigoto
pierde los componentes distales del miembro superior, incluyendo radio. carpo y dedos. al
igual que los componentes del miembro inferior (tomada de Yang et al. 1999).
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2.7.- MALFORMACIONES DE EXTREMIDADES

Cuando el desarrollo esquelético embrionario o fetal sufre una alteraciéon intrinscca
“pueden originarse diversas anomalias de las extremidades. L.as 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 namero
significativo de estas malformaciones son originadas por alteraciones en alguno de los
genes o vias de sefalizacidn implicadas en la formacién de las extremidades causando un
amplxo espectro fenotipico de formas hereditarias de desarrollo anormal de las
extrermdades. A pesar que los estudios genetlcos en modelos ammales Y en humanos han
permltxdo ldentli‘ car muchas de las n)oleculas clave lmphcadas en el crecimiento y

establec1m1ento de patrones en el primordio de la cxtremxddd >4 de reconocer diversos genes

responsables de anomalias en las extrermdades,;aqn es dificil establecer correlaciones

genotipo-fenotipo debido a la complicada\Uintercone}(ién'de sefiales genéticas en las
extremidades en formacion.

Existen varias clasificaciones de malformacnones de extremidades; la propuesta por
Swanson y col. (1976) y aceptada por la Amertcan Society for Surgery of the Hand and the
International Federation of Socxenes for Surgery of the Hand, consxdera 7 categorlas )
generales de defectos en los mlembros (Canale' Campbell s Opu‘auve Orthopaedlcs., 1998

pPp3816-3818): :

- Defectos por fallas en la formac16n° -

a) Defectos 1ransversos(Amputacxones congénitas)

b) De fcctos Iong;tudlnales (Defectos radjales/cubitales o tibiales/peronéos)
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2. Errores en la diferenciaciéon
a) Displasias: Sinostosis, Sindactilias:(6sea, cutianea)

b) Acortamientos (rizomélico, mesomélico, acromélico)
¢)- Fragilidad 6sea.
3. Duplicaciones (Polidactilias):
a) Preaxial
b) Postaxial
¢) Centroaxial
d) Manos en espejo
4. Sobrecrecimiento
a) Macrodactilia
b) Alargamiento diafisiario, metafisiario,
c) Exostosis.
d) Pseudoartrosis
5. Subcrecimiento
a) Braquidactilias
b) Pulgar/primer ortejo hipoplasico
¢) Disrupciones: Bandas de constriccion
d) Deformaciones: Incurvamientos
6. Sindromes de bandas de constriccién: Consideradas no genéticas

7. Anormalidades esqueléticas generalizadas

El anailisis de las maiformaciones de. extrcmldades humanas heredadas ha

X emxdade 'como un modelo para las

humano, el mapeo y la 1dc_nt1f'cac16n de nuevos genes asocxados con defectoq en las

extremidades exuende con51derablememe cl rango de candldatos mas alla del repertono de

genes del desarrollo y . vias conocndas. Los mtenlos para correlacionar el genotipo con el

fenotipo se ven Ixmxtados por el ampllo rango de heterogeneldad genética (diferentes genes
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quc producen un mismo fenotipo) o de heterogeneidad alélica (fenotipos clinicamente
diferentes asociados con mutaciones que afectan el mismo gen). Ademas, se deben tomar
en cuenta otros mecanismos a parte de la herencia mendeliana. Por ¢jemplo. la variabilidad
tenotipica dentro de las familias pucde ser explicada por’la accion™de diferentes genes
modificadores o a factores como mosaicismo sométicé 6 irnaclivacic')’n del cromosoma X o
de agentes no gendticos como la influencia ambiental.

El conocimiento integral de los factores genéticbs que rigen el desarrollo normal y
anormal de las extremidades en los humanos permitira proponer blancos para medidas
preventiQas Y nuevos acercam‘ientos para la intervencién terap€utica en la nueva era de la
medicina molccﬁlaﬁ'. SR
En la Tabla 1 se enlistan laé malfof;naciongts congénitas de extremidades en las que se

conoce el defecto genético causante de la enfermedad.
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GEN SINDROME HUMANO FENOTIPO LOCUS
HOXA Sinostosis cubito-radial con ES: Fusion proximal del cuibito y Tpl5-pl14.2
11 Trombocitopenia radio
amepacariocitica
HOXA Sindrome mano-pie-genital ES: ler metacarpo corto. falanges 7pl4-pl15
13 distales cortas. tusion o retardo de la
osificacion de la  muieca.  El
acortamiento del ler metanarso y lra
falange distal.
HOXD Sinpolidactilia ES: Pulgar corto. duplicacion det 2° o 2q31-gq32
13 3er digitos. sindactilia 3/4 o 4/5. 11
Duplicacion del 3er ortejo. sindactilia
4/5, polidactilia postaxial.
TBX 3 Sindrome cubito-mama Deficiencias postaxiales o 12g24.1
duplicaciones
TBXS Sindrome Holt-Oram ES: Aplasia/hipoplasia del brazo y 12q24.1
pulgares
ROR 2 Braquidactilia tipo B1 Acortamiento  mesodistal de los 9q22
hucsos endocondrales
EVC Sindrome de Ellis-van Acortamiento de extremidades, 4pl16
Creveld; disostosis polidactilia postaxial y ufias
acrodental de Weyers displasicas.
MKKS Sindrome de McKusick- Polidactilia postaxial 20pl12
Kaufman: sindrome de
Bardet-Biedel
TP63 Sindromes EEC3, ADULT, Ectrodactilia. sindactilia, aplasia y/o 3q27-q29
LMS. AEC y Rapp-Hodgkin; | hipoplasia de falanges, metacarpos y
ectrodactilia aislada. metatarsos.
SALL1 Sindrome de Townes-Brocks | Hipoplasia de pulgar, pulgar 16gq12.1
trifalangico o bifido, polidactilia
preaxial
GLI3 Polidactilia postaxial tipo A, | Polidactilia postaxial y polidactilia 7p13
sindrome de Pallister-Hall: preaxial
cetalopolisindactilia de
Gricg. polidactilia preaxial
tipo 4
THH Braquidactilia tipo Al ES: Acortamicnto de la falange 2q33-9q35
proximal del ler dedo y falanges
mediales (2"-5%). El: Acortamicnto de
la falange proximal del ler ortejo
TESIS CON
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GEN SINDROME HUMANO FENOTIPO LOCUS
“CbhMPl Braquidactilia tipo C. | ES: Acortamiento de las falanges 20g11.2
condrodisplasia tipo Hunter- | 2%.3* y 5% acortamiento severo de
Thompson toda la extremidad terminando ¢n
dedos pequUenios, polidactilia
postaxial. braquidactilia. c¢dad Oseca
retrasada.  metatarsus adductus. 21
Similar a las
extremidades superiores i
C70RF2 Aqueiropodia Deficiencias severas de extremidades 7936
superiores ¢ inferiores.  aplasia de
manos ¥ pies.
FGFRI1 Sindrome de Pfeiffer Crancosinostosis, anomalias digitales | 8pl1.2-pl11.1
- de manos y pics e
FGFR2 Sindromes de Pfeiffer. Sindactilia en Apert; ler 10q26
Jackson-Weiss, Apert. metatarso/dedo alargado en Pfeiffer y
Antley-Bixler Jackson-Weiss: sinostosis
radichumeral y fracturas neonatales
en Antley-Bixler
FGFR3 Displasia tipo SADDAN. Encurvamiento tibial y talla baja 4pl16.3
sindrome de Saethre-Chotzen | corta en SADDAN; braguidactilia y
sindactilia en Saethre-Chotzen
TWIST Sindrome de Sacthre- Acrocefalo-sindactilia de manos y 7p21
Chotzen pics
CBP Sindrome de Rubinstein- Talla baja, pulgares anchos, retraso 16p13.3
Taybi mental
OFDI1 Sindrome oro-facio-digital Polidactilia Xp22.3-p22.2

ES: extremidades superiores

El: extremidades inferiores
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2.8.- MALFORMACIONES DE EXTREMIDADES ASOCIADAS AL GEN TP63

Sc han identificado mutaciones en el gen p63 en individuos con algunos sindromes
genéticos autosdmicos dominantes que asocian malformaciones de extremidades y defectos
en estructuras derivadas del ectodermo. Estas enfermedades incluyen al sindrome EEC
(ectrodactilia. labio hendido con o sin paladar hendido y displasia ectodérmica), al
sindrome AEC o Hay-Wells (anquiloblefaron, displasia cctodérmica y labio hendido con o
sin paladar hendido), al sindrome extremidad-mamario (I.MS) (anomalias en extremidades
y glandulas mamarias). al sindrome ADULT (defectos en extremidadcs piel, ufias,
conductos lagru‘nales y dientes), a la ectrodactilia aislada en manos y/o" pies (SHFM) y al

sindrome de Rapp-Hodgkin (van Bokhoven y Brunner, 2002; Kantaputta et al 2003)

Wells, : exhxben

pnncxpalmeme entre el segundo ¥y tercer ortejos) o ausentes.- Son ﬁ‘ecuentes las mfecc:ones

severas del cuero cabelludo que se¢ presentan prmcnpalmcnte durame los prxmeros a.ﬁos de

v1da (van Bokhoven y Bnmm.r 00’7)

Fn el smdrome extremndad mamano (LMS) se. presenta hlpoplaSla de la g]andula

mamaria y el pezén, ectrodacnha en manos y/o ladnr hendldo En este .sindrome

Ias alteracxones ectodermlcas son; leves y bO] preseman ‘en algunos pacientes.” [Los
pacnentes presenran comunmente paladar hen de sin afcctacxon de las estructuras labiales

(van Bokhoven y Brunner 2002 Barrow et al 200‘7)
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El sindrome ADUILT (por acro-dermato-ungual-lacrimal-teeth) se caracteriza por
Ia presencia de ectrodactilia, sindactilia, hipoplasia de glandulas mamarias y pezén y
anormalidades ectodérmicas como displasia de ufas, hipodoncia, obstruccion del conducto
lagrimal, pelo ralo, alopecia frontal, piel delgada y maultiples pecas.” Una - diferencia
importante con los otros miembros de este grupo de enfermedades es la ausencia de
hendiduras faciales (Amiel et al. 2001; Duijfet al. 2002).

El sindrome Rapp-Hodgkin presenta caracteristicas clasicas como naﬁz estrecha,
microstomia, pelo tieso de lento crecimiento (pili torti o pili c’analicu]i)7 'cejas ¥y pestafias
escasas, bobstruccién de! conducto lagrimal., estenosis bilateré;l ;ic conductos auditivos
eﬁemos, hipodoncia. con incisivos en forma de cono,uﬁas dlstréﬁcas "y‘labio y paladar

hendido (Kantaputra et al, 2003).

2.9.- SINDROME EEC
de este grupo de enfermedades asocxadas a mutac:ones en P63 es
ﬁmdo por la asomacnén de eclrodacnha, dlsp]asm ectodérrmca Yy

hendiaura§ faciales. Aunque la relacxén entre c.ctrodacnha Y labxo hendldo con o snn paladar

hendic’lb;ﬁabxa’ 1do descnta hacc largo empo fue hasta 1970 cuando Rudlger y cols .

notaron que al menos algunos de los pacxemes con esta asoc:acxén presema,ban ademas -

dxsplqsla ectodemuca v nombr'u‘on a la enfermedad smdrome EEC (Rudlé,c.r ct al 1970)

I:l sindrome EEC esta caraclcn/ado por | Y trmdd de cctrodactilia (malformac:c’)n dc :
las extremidades que involucra ’dcfcctqs en lps rayos centrales del autdpodo), displasia
ectodérmica (que puede afectar piel, peio.f'dienteg o ufias) y hcﬁdidura facial (labio hendido
y/o paladar hendido). Vaﬁas‘aﬁomaliés sej'encuemmn asociadas a este padecimiento,.

principaimente defectos de los conductos lngrimalés, anomalias urogenitales y pérdida
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conductiva de la audicién. Es frecuente la presencia de expresividad wvariable y la
penctrancia es incompleta (Roelfsema y Cobben, 1996).

I.as caracteristicas clinicas de este sindrome son las siguientes:

Piel: hipopigmentada, delgada y con hiperqueratosis leve.

Pelo: hipopigmentado, escaso. delgado y tieso.

Ojos: hipopigmentacidon del iris, fotofobia. blefarofimosis, defectos enel cqnduc@ lagrimal
y dacriocistitis. : ‘

Cara: labio hendido con o sin paladar hendido, hipoplasia maxnla.r e hlpoplasxa malar leve.
Dientes: anodoncna parcial, mxcrodonc:a caries y dientes cémcos. .' v

‘Extremldades defectos en manos y ples que pucde vanar desde ‘smdacnha hasta

ectrodacuha.. dlSplasxa de uﬁas y braquldactlha

lduphcacxén del  sistema | colector, re_flujb vesicoureteral,’

Genltourinan megaureter,

ureterdcelé. diép[asia/ a renal mlcropene y crxptorqundla e

Anomahas ocasnonales sordera, retraso mental atresxa de coanas holoprosencefalm,

deﬁcxencm d

u‘mento e hlpogonadxsmo hlpog

En la tabla‘ i se muestran as mutaclones que se ; ha.n 1dennf cado en el gen p63 y el

fenonpo al que se han asocmdo (ﬁgura 18)
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EXON CAMBIO DE No. DE FAMILIAS | Islas CpG | ENFERMEDAD
AMINOACIDO (n=80)
3 NGET 1 - ADULT
3 TGI6W

R279C

R279Q

R280C

EEC, SHFM

R280S

EEC

R280H

EEC, SHFM

R298Q

ADULT

8 R304W

R304Q

LELEC

C306R

C308S

P309S

D31211

IVS10-2A—G"

1.518V

L518F

C526G

C526W

(

15721ns A

1689%InsA

1693-1694De!l T

G534V

sP

14 1859De!l C

" Rapp-Hodgkin

- [ AEC
1860-1861Dcl AA - LLMS
Q634X - SHITM
| 639X - SHFM

+Mutaciones en islas CpG (n=45): -= mutaciones fuera de islas CpG (n=35)
b Mutaciones intrénicas detectadas en el analisis de los exones indicados.
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E£n un andlisis reciente de pacientes con sindrome 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 proteina p63 en ¢l que se indica la localizacion de
las mutaciones descritas en los sindromes mencionados arriba. Es importante sefialar que-la
distribucién de mutaciones en los diversos dominios de p63 y las implicaciones
estructurales y funcionales de cada una de las mutaciones descritas ha permitido establecer
una correlacion genotipo-fenotipo ya que, en general, el patron de mutaciones es distinto en
cada uno de estos sindromes (van Bokhoven et al. 2001).

La mayoria de las mutaciones en los pacientes con sindrome EEC originaron la

sustitucién de un aminoscido en el dqminio de unién a DNA, regién comin a todas las

isoformas conocidas de p63. Elc dén dé'm'a'.rgiﬁina en las posiciones 204, 227, 279 280 y

304, ﬁxe el mas ﬁ-eCUentéméhie"m oiLas, mutacmnes en estos aminoacidos representaron

el 75% de todos los casos del 'sindrome. De esta  manera, mutacxones en. p63 son

responsables al de oS casos de sindrome EEC (Celh et al 1999, van

Bokhoven et al 2001 ‘van Bokhoven y Brunner 2002 Brunner et al, 2002)
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Mutaciones con proteina trurcada amifica de aminmcacaidcs

HCTRODACTILIA HENDIDURA OROFATIAL ECTRODACTILIA HENDIDURA OROFAIIAL
CLP cP cue cpP
NEH
GTEW G7eW
v1e83C vie3c
vig2e

C269Y
B2Z72N -
c273Y
RZ73H.C.Q
R2EOH.C.S
R304W_Q
C3068H
C308S
£309S
D3I312H D312H
WS10-2A —G

LS18F.V

inxA, DalTY insA DelTY csasW.
G534V T53ITP

Qs<eoL
15417 541T
55459
DweiC DeinaA
SINDROME SINDRCMZ SINORCMIE SINDROME L I STINDROME
EEC AEC LMS ADULT i RAPP -HODGXIN

FIGURA 18. Distribuciéon de mutaciones en p63 (tomada de van Bokhoven y Brunner
2002).
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- OBIJETIVOS

"Realizar analisis molecular del gen P63 ¢n sujetos con sindromé EEC y determinar el

tipo v localizacién de mutaciones en sujetos Mexicanos con esta enfermedad.

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

4.- SUJETOS Y METODOS

4.1- SUJETOS

Se estudlaron 6 pacxentes mexxcanos que presentaban diversos grados de cctrodactxha en

manos y/o pies asocxada a dxsplasxa ectodenmca y/o fisuras facxales. ;

Paclente # 1‘ : " ; Masculmo de 25 aﬂos de edad quién presento un fenotlpo de
malformacxones ﬁongemtas en. extremldad mfenor derecha caracteruado por ectrodactilia
completa. snndaculxa cutanea completa entre el pnmer y segundo ortejos e hipoplasia del
cuarto oﬁejo. El paciente adérﬁés p}esenté labio ‘hendido - bilateral y paladar hendido
derecho y criptorquidia Vcriercc‘:hé. Elrpacicnte fue diagnosticado con ¢l fenotipo de

ectrodactilia y labio y paladar hendidos.
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Pacicnte # 2 Femenino de 1 afo de edad quien presentd anomalias congénitas de las
cuatro extremidades consistentes cn cctrodactilia de manos y pies. sindactilia bilateral entre
tercero y cuario ortejos y segundo ortcjo de pie izquicerdo hipoplasico. Ademas la paciente
presentd labio y paladar hendido bilateral, acompanados de cabello fino, cejas escasas,

pestaias ausentes y piel seca. Con estos datos clinicos se integré al diagnéstico de sindrome

EEC.

Paciente # 3 Masculino - de 2 meses de edad. con anomallas congémtas en

extremidades mfenores caraclcrmadas por ectrodacuha bllateral, anomquxa bxlateral de

todos los ortejos, en ambas ‘manos presenta clmodacnha dcl 5° dedo y uﬂas hlpoplésxcas c
hxperconvexas. Ademas presemé labxo y paladar hendldo bllaleral El dxagnostxco del

paciente fue de ectrodacnha con lablo Yy palada.r hendldo bxlateral.

del tercio medio  facial (Figura.19) i'pac emejfuc diagnosticada con un fenotipo EE

(eclrbdactilia/displasia éétédér}nica)."
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Figura 19. Fotografias de la paciente #4. A) Cabello grucso ¢ hipopigmentado, cejas y
pestafias escasos. e hipoplasia medio facial. B) Hipoplasia del 2° dedo de mano izquierda.
braquidactilia y displasia de ufias en ambas manos. C) Ectrodactilia incompleta, primer
ortejo ancho. braquidactilia y displasia ungueal.

Paciente # 5 (Hija): Femenina de 5 afios de edad. hija unica de la paciente # 4. presentd
anomalias congénitas en las cuatro extremidades caracterizadas 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 demostré pelo hipopigmentado, ‘escaso Y
grueso. piel hipopigmentada y labio y paladar hendido bilateral corregido (figura 21). El

diagnostico en esta paciente fue de sindrome EEC.
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A

Figura 20. Fotografias de las extremidades de la paciente # 5. A) Mano derecha:
ectrodactilia, hipoplasia del pulgar ¥ sindactilia. B) Mano izquierda: sindactilia entre
tercero y cuarto dedos y polidactilia preaxial. C) Pies: ectrodactilia bilateral.

Figura 21. Fotografia de la cara de la paciente #5. Se
aprecian la hipopigmentacion del pelo que es escaso y
grueso. piel hipopigmentada y labio y paladar hendido
bilateral corregido.

Pacicnte 6 Femenina de 12 afios de edad con:anomalfas congénitas de extremidades
consistentes en ectrodactilia completa de manos y: pies asociadas a displasia ectodérmica
caracterizada por pelo escaso e hipopigmentado, cejas y pestafias escasas y uiias displasicas
en manos y pies (Figura 22). La paciente tenia el antecedente de obstrucciones repetitivas
de los conductos lagrimales. No se observaron fisuras faciales. El diagnéstico en esta

paciente fue de fenotipo EE.
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Yigura 22. Fotogratias de la paciente # 6 se observa cctrodactilia completa de manos v

pics.

4.2.- METODOS

LLa metodologia utilizada para ‘el analisis gendtico del gen P63 en los sujetos

incluidos en este estudio se resume en la figura 23.
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METODOLOGIA

Muestra de
sangre periférica

“Determinacion de
concentracion
y pureza del DNA

o

: ) "Amplificiacién por PCR
e ' del gen p63

Analisis de los productos
amplificados por electroforesis en gel
de agarosa (1.2%)

‘ productos de amplificacion

P
gb

Reaccién de PCR

para z IR e — : T T
secuenciacion Comparacioén de las secuencias obAtenldas de llos
automatica el exones del gen p63 con las publicadas en ©
B GenBank

H
i

Figura 23. Mctodologia utilizada para el andlisis molecular del gen p63,

. 1
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4.2.1.- EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA

Después de obtener el consentimiento informado de los pacientes (o de sus padres)
s¢ extrajeron por puncion venosa 3ml de sangre periférica a cada uno de los 6 sujetos. Una
vezroblcnida 15 mucétrﬁ:se ;}focedié a extracr DNA gendmico a partir de los leucocitos
utilizando el reactivo DNAzol BD (GIBCO). Se transfirieron 500 ul de sangre total a un
microtubo eppendorf de 2 ml, se¢ mezcld con 1ml del reactivo DNAzol BD y se agité la
preparacion por 30 segundos. Inmediatamente se agregaron 400 ul de alcohol isopropilico y
nuevamente se agité  la mezcla, esta vez por 1 minuto. La mezcla se dejé incubar a
temperafura ambiente por 5 minutos y d;spués se centrifugd a 6000 rpm por 6 minutos y se
decanté el Sébrenadanfe con cuidado- el boton résidual en el tubo fue lavado afiadiendo 500
ul de DNAzol BD y se agné el’ tubo hasta dxsolver el botén Se centrnfugé la muestra a

6000 rprn_ esla ve7 por 5 mmutos sc deca.nto el sobrenadante y se lavé el boton con 1 ml

de etanol al 75%, agxtando el tubo hasta dlsolver ‘l bot 1 y~homogenelza.r La muestra fue

decanté el sobrenadante y se reuro el

exceso de alcohol con pipeta. Se proced.xo a afnad 200 pl de hxd.réxndo de SOle (NaOI 1)

8mM 'y se incubé el botén por 5 mmut' DNA

dxsuelto en el NaOH se transfirié a tubos eppcndorfhmplo de 0.5 mL

4.2.2.- ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO PARA CUANTIFICACION DE
DNA ' : ; S
El andlisis espectrofotométrico del DNA tﬁvo la finalidad determinar la absorbancia

de una dilucién 1:500 de la muestra a dos longitudes de onda (260nm y 280nm). A partir de

TESIS (’ON

66




Ia lectura a 260nm (correspondiente a los acidos nucléicos). se calculé la concentracion del
DNA con la formula siguiente:

[DNA] (png/ pul) = Az, X (dilucion) X 0.05

1 D.0. 20 = 500 ng de DNA/mMI} = 0.05 ng/ pl

La cantidad total de DNA (en pg) se calculé como sigue: pg totales de DNA = [ ] (png/ pl)
X volumen total (ub). Ademas. la relaciéon 260 nm/280 nm permitio conocer la cantidad de
proteinas en ]rz; muestra. considerando que la lectura a 280 nm. corresponde a la fraccién

proteica.

4.2.3- AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR) DEL GEN p63 :

“En todq'sflos, pééﬁiehtes'ée realizd ampliﬁcacién por PCR de los 16 exones y de las
uniones exén/intrén del gen p63. Se utilizaron 16 pares de oligonucleétidos especificos que
se adquirieron en una casa comercial (Accesolab) y cuya secuencia se muestra en Ia tablé 3.
Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del gen P63. Se indica

ademas el tamarfio del amplicén, las temperaturs de alineamiento y las concentraciones de
cloruro de magnesio utilizadas para la amplificacion de cada exon.

EXON SECUENCIA DE TAMANG T e
OLIGONUCLEOTIDOS pRODUCTO | DE MgCl,
DE PCR ALINEACION (mM)
- (ph) CO)
1 F 5"TCCCGGCTTITATATCTATAT ATA C 37 211 59 2.0
R 5'"GAC ACA TTC ATA ATA CAC AAG GCAC35-
2 F 5" TCC ACT TGG GTT TTC ATG ATA GAG 300 58 2.5
3
R 5" GTA AGC AAT ATT TTG ACC ACC CAC
3
3 F 5"GCTTGT TGT TAA CAA CAGCATG 3° 281 59 2.5
5 GAA AAG ACA GGT TTA ACAGAGC3”
3° F 5" CATATT GTA AGG GTCTCA GAG G 3~ 223 59 1.0
5'GAC CGA GAA CCG CAA ATACG 37
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EXON SIECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS TAMARO FEME, MgCla
DEL D mM
PRODUCTO AI.INI-.)A('l(‘)N‘ '
DE PCR °C
[ pb,
4 354 58 2.5
F  5'GAT CCG TGG CTT CAG CGG 37
R 5°AAG CCC ATC CTT GGA CTT GG 3°
5 F SGTTGGT TCT CTC CTT CCT TFC 37 291 57 3.0
R 5°GCC CAC AGA ATC TTG ACC TTC
3
6 297 55 2.5
F 5'CCA CCA ACA TCCTGT TCA TGC 3°
R S'GITCTC TCA AGT CTA CTC AGT CC 37
7 F 5 GGG AAG AAC TGA GAA GGA ACA AC 253 55 2.5
3-
R 5CAG CCA CGA TIT CAC TTT GCC 3°
8 F 5 GTA GATCTT CAG GGG ACT TTC 3° 260 54 2.5
R 5°CCA ACA TCA GGA GAA GGA TTC 3~
9 F SGCT TTAGAAGTG TTC CCA GG 3° 237 55 2.5
R 5°ACA CCTCCT TTC CCA TTG TC 3°
10 F 5TGA GGA TIG ACC ACACTT CTA AC 287 61 2.0
3-
R 5 CAT CAA TCA CCC TAT TGC TGA TC
3
11 F 5TGA NCA TCA TTIT CCA TGT TIG TC 254 57 3.0
5-
R 5 TCA CAG AGT CTT GTC CTA AGC 3°
i2 F 5 GGA CTA TAA CAG TAT CCG CCC 3° 204 60 2.0
R 5°CAA GAT GGA CCA CTG GGA TG 3°
13 F 5°CTT ATC TCG CCA ATG CAGTTG G 3° 240 55 2.5
R 5°AAC TAC AAG GCG GTT GTC ATC AG
3
14 F  5°GGG AAT GAT AGG ATG CTG TGG 37 449 54 2.0
R 5'AAG ATT AAG CAG GAG TGC TT 3°
15 F 5GATGAAGTCCTAGGCCTTC 3° 205 55 1.0
R  5'GGA AAT ACA ACA CAC ACACT 3"
AREA YVNT
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Todos los oligonucledétidos fueron llevados a una concentracién final de 100 uM
con agua bidestilada.

Cada reaccién de PCR se realizé en un: volumen total de 25 ul contenidos en un
microtubo de 200 pul. Las concentraciones finales de las reacciones incluyeron: 100—’200 ng
de DNA genémico, buffer de PCR 1X. MgCl; entre de 1-3 mM (tabla 2), 0.2 mM  de cada
dNTP, 1 mM de cada oligonucledtido (5° y 3°) y 2.5 unidades de Taq polimerasa’ (Tabla #
4).

Tabla 4. Concentraciones finales ¢n las reacciones de PCR.

Bufter OLIGONUCLEGTIDO | OLIGONUCLEOTIDO Taq
DNA | 10X MuCl dNTPs SENTIDO ANTISENTIDO polimerasa
REACCION
PARA 100 ixi -3 0.2 ImM 1ImM 25U
CADA ng mM mM
EXON

Cada ex6n fue amplificado con un programa de temperaturas descrito a

continuacién en el que la dnica variante fue la tempeﬁ;tura de alineamiento (ver Tabla # 2),

utilizando un termociclador Applied Biosystems 9600

1 ciclo a 94°C por 3 minutos (desnaturalirzr;'\;:ii(');h ini
35 ciclosé | minuto de desnaturalizacion a 94"(5‘
2 minutos de alineamiento a t‘empe;"at’uras de entre 54"C y 61°C
-1 minuto de extensién a;72°C 7

1 ciclo de extension final a 72°C durante 10 minutos
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4.2.4.- ELECTROFORESIS DE DNA

La cléct;of;oreéié: del DNA es el procedimiento que permite la migracion de esta
macromolécula a lravésr de un éampo eléctrico en un gel de agarosa, en base a su peso
molecular. Debido a su carga negativa. el DNA migra dt;.sde el polo negativo hacia el polo
positivo. Esta técnica permite detectar la presencia de productos amplificados por PCR por
medio de la visualizacién de una banda especifica, asi como determinar la calidad de la
muestra. En nuestro es@udio,‘los produétos amplificados del gen p63 se analizaron en geles
de agarosa al 1.2% y se qompa;rg;-én‘ con rx;arcadores de peso molecular.

Para la préparacié del gel de agarosa se realizo el siguiente procedimiento: se disolvieron

0.75¢g de agarosa ‘en.50 ml de TAE 1X (Tris, acido Acético glacial Y EDTA) denu'o de un

la mezcla en un homo de mlcroondas hasta‘ dlSOlVCl‘

matraz Erlcnmeyer

fesutuyé el agua que se plerde por ev p racxor

bromuijo' de etidio 25 mg/ml) La mezcla ﬁxe vacxada en:un porta geles 'y una vez‘

3 's ,aﬁadléndose :

gclidiﬁcédo, se reuré el pex e y se colocé el gelen la camara de' electro or

'bul"ferA TAE 11X sta ‘ubnr el gel. Se mezcla.ron 3 ul de olorant' (azul d bromofenol)

con los 25 ;,11 del producto de PCR y. se: coloco cada muestra en los pozos del gel’ en uno'

de los pqzos se colocaron 5 nlde ma.rcador de pcs molecular.dt. 100 pb quc l'ue uuhzado

como referencia. Una vez llievada a cabo la ele rofores:s se observé cl 1,:.] en el
transxlummador de luz ultravioleta y  se proced:o a recortar cada banda con el producto

amphfcado
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4.2.5.- PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR PARA SECUENCIACION
NUCLEOTIDICA AUTOMATIZADA

L.os fragmentos de PCR amplificados presentes en cada banda deben ser purificados
antes de la reaccién de secuencia para climinar excesos de dNTPs., oligonucledtidos, o
cnzima. Las bandas escindidas :del,gcl se»'puriﬁcaron con ayuda del. kit QIAEX 11
(QIAGEN). Inicialmente, sc coloco cada bnnda de agarosa en un tubo de 2ml, se afadieron

800 ul de amortlguador QX] rnixs 10—20 p.l de resina QIAEX l[ Yy se procedlo a mezclar

con vortex. Una vez hecho esto, se. mcubé cada tubo por 5 10 mmutos a 50°C hasta que la

agarosa se dlso]wé comAle espues se centnﬁxgo cada muestra por. 1 minuto a

500 p.l de amortxguador PE ‘(alcoholes mczclando mediante vortex;:se centrifuggsjpér 1

minuto a 10, 000 rprn y nuevameme se: decanto Esle paso: se. repiti

‘ocasiones’y:al final

se eliminaron los resxduos de estc buffer con rrucropl 3
El botén con la mucstra ﬁJe s::cado por efecto de .temperatura’’a 50°C y se le

aitadicron 20 nl de agua bldesu]ada Se mC/clo y se’ dxsolv;o l.boton cu dadosamente con

el agua v posteriormente la muestra fue cenlnfugada por 1 mmuto a 10 000 rpm y se

transfirié el sobrenadante a un microtubo hmplo de O.S ml.

I"l AC[\\
DY ARTADT AT
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4.2.6.- CUANTIFICACION DEL DNA PURIFICADO

Se realizo la cuantificacién del producio de PCR recuperado (templado) mediante

comparacxén con un estandar (DNA low mass ladder, Gibco). Se prepard un gel de agarosa
de 20 ml al 1.5% (procedimiento antes descrito). Se mezclaron 4 ul del producto de PCR
purificado “?07"11 nl de colorante y se colocd en cada pozo del gel para llevar a cabo la
e]ect?dfo?eéis. I:‘a"estimacién de la concentracion de DNA en cada muestra se realizé por
compa.x;aciérxi"’de’ la inignsidad de las bandas de los productos purificados con el estandar

mencionado.

4.2, 7. SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Cada templado correspondlente a e‘(ones mdxvndua]es se sometlo a u.na nueva

reaccion de PCR en Ia que sc utlhm el k', Bzg Dye Termznato (Apphed onsystems), elr

volumen final de 20 pul

Esta mezcla se sometié a un programa de temperaturas en un termociclador que incluyé
25 ciclos de: desnaturalizacién a 97 °C por 30 segundos
alineamiento a 50 °C por 15 segundos

extensién a 60 °C por 4 minutos
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Después de esta rcaccion de PCR se llevd a cabo la purificacién de los productos de

extension con el {in de eliminar ¢l exceso de ddNTPs marcados por fluorescencia. Este

procedimiento fue realizado con columnas Centri Sep (Applied Biosystems) hidratadas por
un periodo minimb de 2 horas con 800 nul de agua destilada. Las columnas tueron
centrifugadas después por 3 minutos a 3000 rpm para eliminar el exceso de agua. A

continuacién las columnas fueron colocadas en tubos de 500 pl .y sobre el centro de.la

columna sc afiadieron los 20 ul del producto de PCR dt, secucncxa LLas columnas fucron

colocadas en un tubo receptor y centrifugadas por 3° mmut s ‘a 3000 rpm l- malmente, las

muestras que se obtuvieron en cada tubo receptor fueron desccadas en una cerxtrxfuga dc

vacié sin aplicar calor y sin secar en exceso.

Posteriormente, cada muestra fue resuspendlda en 25 ul de amoruguador de carga
TSR (Template supression reagent, Apphed Biosystems) y se procedlo a desnaturallau"

cada muestra a 95°C durante 5 minutos en un termociclador. F malmenle, las muestras se -

colocaron en el secuenciador automatizado Genetic Analyzer 310 de Apphed Blosystems, Yy

se inici6 el andlisis stgu:endo las instrucciones del equipo.

Las secuencxas obtenidas de los 16 exones de p63 en cada pacxente fueron

comparadas con' las secuencias normales publicadas ‘en. la base " de datos GeneBank

(secuencxa No. AF075430)
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5.- RESULTADOS

 5.1.- PACIENTES

De los 6 sujetos estudiados. 4 (casosr i, 2. 3 y 6) correspondieron a casos
esporadicos y 2 (casos 4 y 5) fueron madre e hija. Cuatro pacientes (casos 1..2. 3.y 5)
presentaron criterios clinicos para el diagnéstico de sfndrome EEC (ectrodacitilia.. displasia
ectodérmica y fisuras faciales), mientras que-los obtros 2 (individuos 4 ¥y 6). presentaron

cctrodactilia y displasia ectodérmica (sinfﬁ$u:as faciales) 'y fueron considerados como

fenotipo EE.

Fue interesante la observamén de que en cl caso famlhar la madre presento un

fenotipo EE mlentras: que l' ija fu dlagn stxcada vcomo smdrome E]:;S. Este caso

representa. un claro e_]emplo d var abilidad ch_ruca mtrafam mr, ‘caracteristlca que ha sido

descrita prev1amente en este gruj e enfermedades.
5.2.- ANALISIS MOLECUL

‘En todos 'loks’Vsuje‘tos ‘el analisi espectrofotométnco del DNA oblemdo mdlco que la-

concentracién y la calidad de las. uestras eran sansfactonas En los 6 su_1etos se observo la
amplificacién normal de lo
obtenidos coincidié con Ib”esp’érnd compararlos:con’ los: 'marcadores,esl:indar dc peso :

molecular. Estos haJlazgos de:.cartaron a presencna e rearrég'los irnportantes én la

secuencia codificante del gen como delecx n tolales o parmales 6 inserciones. Como
ejemplo. los productos de arnphﬁcaclén correspondientes a los exones 5 y 7 se muestran en

la figura 24.

TESIS CON
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FIGURA 24. Fotogratia de la clectroforesis en gel de agarosa que muestra los productos

amplificados de los exones 7 (izquierda) y 5 (derecha) del gen p63 en los 6 pacientes.

La purificacién 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 conccntraciones de entre 5

vy 10 ng de DNA por p.l Despues de reali 17;.1r la secuencmcxén nucleotidica: automatmada de

los 16 exones del gen p63 en todos los su_;etos, se logro la 1denuﬁcacxon de mutacnones de

aminodcido Arginina (R) en‘la po cio 04 :cambiaraia TGG'Aqv.:xc: 'codiﬁca para el
aminoacido Triptéfano (W). Como se csqucmduza en la figura 24, esla mutacién de sentido
equivocado R204W afecta el dommlo conscrvado de umén a DNA de la proteina p63. El

cambio fue observado en DNA de Ia madre y dc: ia hija y fue confirmado en al menos dos

templados de DNA independientes.
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CGG— TGG — R204W

AGGTGGT GAAGNG GT GCCCCAAC AGGTGGT GAAGNGGT GC CCCAACC.

FIGURA 25. Panel supcrior: secuencia nucleotidica parcial del exéon 5 en los pacientes 4
(secuencia de la izquierda) v 5 (secuencia de la derecha) que demuestra una transicion
heterocigota C—T que convierte un residuo de arginina (CGG) a uno de triptéfano (TGG):
R204W. Panel inferior: la mutacion R204W afecta el dominio de unién a DNA de p63.

L.a tercera mutacién se identificé en el paciente 6 con un fenotipo EE (ectrodactilia
+ displasia ectodérmica). En este sujeto se documentd una transiciéon heterocigota de
guanina a adenina (G—>»A) en el nucleétido 953 situado en el exén 7 del gen (figura 26).
Esta mutacidn origind que el codon CGC que codifica para Arginina (R) en la posiciéon 279

del polipéptido, cambiara a un codén CAC que codifica para Histidina (H). Este cambio
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R279H afecta también el dominio de unién a DNA de la proteina p63 (figura 26). La

mutacién fue confirmada en al menos 2 templados independientes.

CGC— CAC — R279H

3G AGG GAT A ACCNCCGT CCAaAl
(2]

FIGURA 26. Panc! superior: sccuencia nuclcotidica parcial del exén 7 en la paciente 6 que
demuestra una transicion heterocigota G—A que convierte un residuo de arginina (CGC) a
uno de histidina (CAC): R279H. Panel inferior: la mutacién R279H afecta el dominio de
union a DNA de p63.

El analisis de la secuencia codificante del resto de los exones en estos tres sujetos no
demostré otras alteraciones. De igual manera, después de realizar la secuenciacién
nucleotidica 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 identificé una delecién homocigota de
una base (adenina) en el intron 5 y localizada en la posiciéon -4 con respecto al inicio del
exdon 6. Este cambio (IVS5-4A-decl) fue observado también en 20 cromosomas
independientes de sujetos sanos por lo que se concluyd que se trata de un polimorfismo sin
repercusion fenotipica. También se identificd una transversidon homocigota de guanina por
citosina en ¢l intréon 10 localizada en la posicion +40 con respecto al término del exén 10 en
los 6 pacientes. Este cambio fue observado también en 20 cromosomas independientes ae
sujetos sanos por lo que se concluyd que se trata de otro polimorfismo sin repercusion

funcional en el gen.
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- DISCUSION

l.a ectrodactilia es una malformacién de la parte distal de las extremidades que se
présenia con una frecuencia estimada de 1 en cada 18000 recién nacidos y que esta
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 anomalia puede presentarse de manera aislada o como parte de
entidades sindromiticas complejas como en los sindromes autosdmicos dominantes EEC,
LMS, ADULT y Rapp- Hodgkm. Recientemente se demostro que estos sindromes, asi como
algunos casos de ectmdactlha alslada en manos y/o ples se. deben a mutacxones en el gen

p63, localizado en 3q27 Los estudxos en modelos murmos han demostrado que p63 es

extremidades partxcula.rrneme, p63 permne

ticne. un patron dc herencna aulosomxco dommante ‘con” expresxwdad vanable mlra e

mterfamlllal asi como penetrancm reductda
El obJetlvo de nuestro éstudio fue anahza.r el ;__,en p63 en un grupo de seis pacientes

Mexicanos con ectrodactilia asocxada a dxsplasxa ectodérmica y/o a fisuras faciales.
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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
aminoacidos 204 y 279 (localizados en el dominio de union a DNA de ja proteina p63) y
hén sfdo reportadas en estudios previos de pacientes con sindrome EEC (van Bokhoven et
al. 2001: van Bokhoven y Brunner, 2002).Estos datos hacen evidente que e¢n las tres
poblaciones en las que se han descrito mutaciones de p63. caucasica, asistica e hispana (en
este estudio) existe una homogeneldad mutacional interesante en  la. que. se prescmaﬁ
mutaciones con alta recurrencia. De hecho, aproxu-nada.mem.e 47% de: las. rnutacnone>
descritas en p63 afectan a los nucleéudos localmados en las pos:c:ones 727 728 797 952

953,955y 1028. - e '

El estudxo de los cambxos nucleondlcos en ‘el gen. p63 revela.queila mayona de las

posxblhdad es apoyada por el hallaygo de que dlferemes mutacnones sin sentido ocurren en

los aminoacidos 204, 279, 280 y: 304 exlsten vanos precedgm.e en l

de selectividad. Notablem(.nte, casi lodas las mutacnoncs de g n FGFRB e ; hd;bblééia

ocurren en dos aminodcidos. G380R y G375C Este sesgo para mutaciones especificns

refleja un mecanismo de ganancm de ﬁxncxon. Una posxbxhdad adicional es que los

fenotipos de pacientes con ot_rab mutdcxones en p63 difieran de los fenotipos observados en

80

\ TT‘SL, OO

et




el sindrome EEC tipico. Estos casos serian excluidos de los analisis mutacionales de p63.
Sin embargo. las 3 explicaciones no son mutuamente cxcluycnlcs.

i.a mayoria de las mutaciones descritas en el gen p63 en sujetos con sindrome EEC
son mutaciones de sentido equivocado que afectan el dominio de unién a DNA de la
proleina. Dentro de este dominio estan presentes 4 regiones conservadas evolutivamente
referidas como regiones I1L I, IV y V y quc son importu.mes para el plegamiento apropiado
de la protcina v la creacién de la superficie de unién a DNA. La mayoria de las mutaciones
de sentido equivocado de p63 sc locahz,an ¢n cstas reg,xones.

Las mutacmnes 1denu[' cadas en nuestros pacxentes (R204W y R279H) se locah/an’

también en puntos cahentes del gen p63 En condnc ones normaleb, el a.mmoéc;do 279

(argmma) se une al surco menor del DNA, d ‘nde mteractua con una reglon nca en A—T de

cambios en la conf’ormacxén cstructural del domlmotde union’a, DNA V(Cc,lh et al 1999)

Por otra parte, es notable que laq mutacloneb dc p63 presentes en los pac1emcs con
sindrome EEC ocurren en dmxnoacxdos quc_ se cncuemra.n comunmente afectddos en la

proteina p53 de varxos tumores humano< (Walker et al, 1999).
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En contraste, en tres de nuestros pacientes con diagnéstico de sindrome EEC no se
detectaron mutaciones en la secuencia codificante de p63, lo que sugiere la participacion de
otros loci en la etiologia de esta enfermedad. Este hecho confirma que existe
Vhelerogreneidardr genéiicﬁ paré el sindrome EEC ya que mutaciones en genes diferentes a p63
pueden causar cuadros clinicos similares. Estos genes. podrian rser reguladores de la
expresion de p63 ‘o bien ser genes que participan en vias comunes de desarrollo .de
extremidades. derivados ectodérmicos y estructuras craneofacialt‘aysy. En este sentido es
imponante mehcionar que algunos casos de sindrome EEC han sido asociados a rearreglos
en la regxon cromosormca 7q1 1.2-gq21.3 (Qumsiyeh, 1992) yen otros casos los estudios de
hgarmento 1dentxfcaron un locus para la enfermedad en 19p (O Qumn et al, 1998) De este

modo, el bra.70 largo del cromosoma 7 y el brazo corto del 19 podnan contener genes

adlcxonales responsables del sindrome EEC.

Los 5 s{ndrbmes ocasionados por mutacioncs éh’ p63 pr

herenc:a autosOmico dominante 'y se han propuesto mecanismos pa ogenutlcos como

haploinsuficiencia, ‘dominancia ne;_.,atlva o ganancxa de

mecanismo de transmisiéon. Mas aun; es posxble que:la constelaclén completa de los signos

observados en el sindrome:EEC —pddiera estar: causada -por:una combinacién de estos

mecanismos. La existencia de '6 dlfeténtes

soupos de la protema con diferentes

propiedades complica ‘atin mds los eicclo de las mutacxones ya que los estudios de

expresion in vitro de las lormds mutamcs dn. p6.: han dcmoslrado efectos comple_]os en las

funciones de transactlvacxén o dL reprcsnon de cada 1soupo. La haplomsufcxencxa no parece
Ser un mecanismo molecular probablc en’ la enfermcdad ya que los pacientes con deleciones
constitutivas de 3q27 no presentan mamf‘estacxonc,s clinicas compatibles con sindrome EEC

o con sindromes relacionados (Chltayat et al, 1996). Del mismo modo, los ratones con
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delecidn heterocigota de p63 (p63-+/-) tienen un desarrollo normal (Yang et al, 1999). Asi,
pareceria que las proteinas mutantes de p63 en los humanos con el sindrome EEC
ocasionan un efecto dominante negativo o de ganancia de funcion. Sin embargo. debido a la
capacidad dec los diferentes isotipos de p63 para formar complejos homo 6 hetero-
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 incremento o disminucion de la
capacidad de transactivacion de p63 conduce a ios defectos en el demol!o observados en
los pacientes con el sindrome EEC. Sin embargo los el‘ectos en vivo de la regulacidon
transcrxpcnonal de los genes blanco de p63 pueden depender de factores adicionales tales

como la secut.ncxa de unién a DNA y el amblente nuclear. :

La vanabllldad clmlca €5 uno de los aspectos ﬁxnda.memales en el sindrome EEC y

el espectro ‘d a.normalldades congemtas en manos y ples en los,afeclados incluye un

ampho rango de anormahdades que va desde smdacnlxa hasta defectos severos de los rayos

cemrales que ‘se 'mamﬁestan como ectrodactxha complcta. Extsten algunas: hlpétesm para~

diversa severidad en dﬂerentcs mdxvxduos, alternativamente se ha propuesto quc la

severidad de los defectos podna ebtar determlnadd por la accion de genes

factores ambientales. Un prccedcmc que apoya esta nocion se encucnlra en el raléﬁ mijtaﬁt'c'
para Dacly[aplasza (Dac), que es considerado un modelo de la ectrodactxha axslada en
humanos. El ratén Dac prebenta dcfectos de. los rayos centrales de las extremxdades

superiores debido a - una-tasa alla de muerte celular en la CEA (Seto et al, 1997). La
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severidad de los defectos en las extremidades en el ratén Dac+/- depende de una mutacién
recesiva en un gen modificador lamado mdac (Johnson et al, 1995).

En ¢l caso familiar descrito en este trabajo se detecto una mutacion R204\‘V en el
dominio de unién a DNA de p63. Sin embargo, a pesar de portar la misma alteraciéon’
molecular la expresién fenotipica fuc significativamente diferente en éxmbas pacientes ya
que la madre presento cctrodactilia incotﬁpléta en pies, afeccién minima en manos y
displasia ectodérmica. sin presencia de labio‘hendido o palﬁdar hendido mientras que la hija

exhibié un fenotipo severo caractt_n/,ado por labm hendido y paladar hendido bilaterales,

displasia ectodermlca y ectrodaculla comp cta en manos y pies. Como se menciond antes,

esta rnarcada vanabllldad lntra.fanul" 2 puegle ser ‘atribuida a la accién de genes

modiﬁcadores;

Por otro lado, 1 ostr cmn de 1: mutacnén R204W en dos de nuestros pacxentes

nos permmé tamble e_lemplo de la alta varlabllxdad'xnterfamxhal aun en

presenC|a de una ‘misma mutac:on en’ p6 ‘En'el aﬁo 2001 ‘van Bokhoven et descrlbxeron
un grupo lmportante de ue: enc ntraron‘ leversas

mutacxornes deksentldo equivocado‘en el dominio de uniéna DNA La'mutacxén'R204W tue

demostrada'en's‘su_]etos,"dos ‘de los ‘cuales presentaban,:ademas del.cuadro clinico: tiplco de‘

la enfermedad,' hlpoplasxa ublalVy estenosis  vaginal i En nuestras- dos pacxemes con la

mutacnon R._O4W no:se. observaron estas anomalias’as: cmdas lo que: nuevameme sublere la

t.\lstenma de genesqu modxﬁcan la expresion ﬁ.notlplca en cada caso pdnlcular

En conclusxén nuestro traba_)o rep ese ta e l< pnmer anéllsls mutacxonal ‘del gen p63

en sujetos mexlcanos con ectrodactlha y dxsplasla ectodcrm:ca asocxadas ono a hendxduras
faciales. Nuestros resultados revelan una homogeneldad mutacional con respecto a las

anormalidades de p63 descritas en otras poblacxones. Sin embargo, es necesario el estudio
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sistematizado de grupos mas amplios de pacientes para confirmar o descartar la incipiente
correlacién genotipo-fenotipo observada en la familia de sindromes genéticos asociados a
mutaciones en el gen p63. Finalmente., dada la funcion esencial de p63 en el desarrollo
embriolégico de las extremidades. debe considerarse el analisis molecular de este gen en
otras anomalias hereditarias de extremidades paré las qﬁe aan no se ha identificado un gen

responsable.
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