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ESTUDIOS CLINICOS Y DE LABORATORIO

Estudio molecular de laictiosis X y laictiosis laminar*

Resumen.—Antecedentes. Desde 1978, se sabe que la ictiosis X se
asocia a un déficit de la enzima sulfatasa esteroidea (STS). La
clonacién y caracterizacién del gen de la STS ha permitido
realizar estudios genéticos que facilitan el diagndstico de la
enfermedad. Por otra parte, el gen de la enzima
transglutaminasa epidérmica (TGasa epidérmica) ha sido
recientemente implicado en la etiopatogenia de la ictiosis
laminar, pero también se han visto algunos casos sin anomalias
genéticas en este locus, y otros pacientes con alteracién en
genes diferentes al de la TGasa epidérmica.

Objetivos: En este trabajo hemos analizado la organizacion
molecular del gen de la sulfatasa esteroidea en pacientes
diagnosticados clinicamente de ictiosis X, yhemos tratado de
normalizar un método para detectar la presencia de portadoras
de esta enfermedad. Por ultimo, se han incluido en el estudio
varios pacientes afectados de ictiosis laminar, una entidad
genéticamente heterogénea, en los que se ha analizado la
organizacién molecular de los genes que codifican las proteinas
involucrina y filagrina, asi como los exones 2 y 3 del gen de la
enzima transglutaminasa epidérmica.

Material y métodos: Para el estudio de todos los pacientes se extrajo
DNA de sangre periférica, aplicindose las técnicas de Southern
blot y PCR en 26 pacientes con ictiosis X, y Southern blot y
densitometria en 24 mujeres pertenecientes a las familias de los
anteriores (12 portadoras obligadas y 12 posibles portadoras). En
el caso de los pacientes con ictiosis laminar, se analizé el DNA
por medio de Southern blot, PCR-SSCP y PCR-CFLP.

Resultados: Todos los pacientes con ictiosis X presentaron una
delecion total o parcial del gen de la sulfatasa esteroidea (STS).
El estudio por densitometria de las mujeres pertenecientes a las
familias con ictiosis X permiti6 clasificar como posibles
portadoras a9 de las 12 mujeres posibles portadoras incluidas
en el estudio. De los ocho pacientes con ictiosis laminar
estudiados, tres presentaron una alteracion a nivel de los
exones dos ytres del gen de la enzima transglutaminasa
epidérmica por medio de la técnica PCR-CFLP.
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INTRODUCCION posible similitud clinica de estos cuadros, cadauno de

ellos es consecuencia de una alteracién enzimética

Las ictiosis constituyen un heterogéneo grupo de concreta y su transmision se rige segin diferentes le-
genodermatosis, tanto por su espectro clinico como yes mendelianas de la herencia. Por ello, su diagnds-
por su diversidad genética ybioquimica. A pesar de la tico exacto es esencial, tanto como base del consejo

Actas Dermosifiliogr 1999;90:81-93



82 A. HERNANDEZ MARTIN Y COLS.-ESTUDIO MOLECULAR DE LA ICTIOSIS X Y LA ICTIOSIS LAMINAR

FIG. 1.—lIctiosis X. Grandes escamas oscuras, muy adheridas, en
cara anterior de piernas.

genético como porque se trata de la premisa necesa-
ria para que, en un futuro, se pueda establecer el tra-
tamiento mas adecuado en cada caso.

ICTOSIS X. La ictiosis X es un trastorno heredita-
rio de la queratinizacién que se hereda segin un pa-
trén recesivo ligado al cromosoma X, y que se carac-
teriza por la presencia de escamas poligonalesde color
marrén oscuro en diversas partes del cuerpo (Fig. 1).
Las lesiones suelen distribuirse simétricamente, y, en
general, son mas evidentes en las superficies extenso-
ras de las extremidades, sobre todo las inferiores. El
cuero cabelludo presenta una descamacién pitiriasi-
forme, mientras que la cara estd habitualmente res-
petada, a excepcién de la zona preauricular, localiza-
cién patognomonica para algunos autores (1).

Shapiro yKoppe fueron los primerosautoresen iden-
tificar la deficiencia de la enzima sulfatasa esteroidea
(STS) en los fibroblastos de la piel de los pacientes con
ictiosis X (2, 3). La STS (esterol sulfato sulfohidrolasa,
EC 3.1.6.2) es una enzima hidrolitica insoluble ligada
a la membrana microsomal, cuyos sustratos naturales
mejor conocidos son el sulfato de dihidroepiandroste-
rona (DHEA-S) y el colesterol sulfato (4). La impor-
tancia de los esteroides sulfato yla STS en los procesos
metabdlicos del cuerpo humano se evidencia cuando
existe un déficit en la actividad enzimdtica de la STS.
Asi, la placenta, un tejido de origen embrionario muy
rico en STS, se encarga de desulfatar la DHEA-S ma-
terna y fetal como paso previo para la sintesis de estré-
genos, por lo que en los embarazos con deficiencia de
STShayun descenso global de los mismos, producto fi-
nal de la reaccion. Clinicamente, este hecho se tradu-
ce en que las mujeres embarazadas de un feto afecto
sufren un enlentecimiento del parto. En la epidermis,
el déficit de STS altera las propiedades fisicas de lamem-
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brana celular, aumentando su estabilidad yel grado de
cohesion intercelular y, en consecuencia, dificultando
la descamacion (5).

El gen que codifica la STS ha sido localizado en la
parte distal del brazo corto del cromosoma X (Xp22.3-
pter) (6, 7). Esta zona resulta de gran interés por di-
versos motivos: 1) escapa a la inactivaciéon (teoria de
Lyon); 2) comparte importantes homologias con el
cromosoma Y, y3) esun drea en la que, sin que se co-
nozca el motivo, las deleciones ocurren con mas fre-
cuencia de lo habitual.

El gen de la STS contiene 10 exones y se extiende
alo largo de 146 kilobases de DNA, traduciéndose en
una secuencia polipeptidica con actividad enzimadtica
de 561 residuos (8). Elcromosoma Yno tiene gen fun-
cionante de la STS, pero se sabe que existe una se-
cuencia homodloga al mismo de 100 kilobases de lon-
gitud en el brazo largo del cromosoma Y (9). En
concreto, solamente los exones 1, 5 y 10 son exclusi-
vos del verdadero gen de la STS (10) motivo por el
cual los estudios de amplificacién del DNA por PCR
solamente pueden llevarse a cabo con estos tres exo-
nes. Por otro lado, la existencia de esta secuencia ho-
moéloga en el cromosoma Ytambién justifica que apa-
rezcan fragmentos de DNA exclusivos de los varones
cuando se hibrida su DNA con el gen completo de la
STS (8, 11-13).

E190% de los pacientes con ictiosis X sufre una de-
lecién completa del gen de la STS (11-16), lo que le
convierte en el defecto genético con mayor inciden-
ciade deleciones completas que existe (11). Han sido
descritos muy pocos casos de deleciones parciales del
gen de la STS (11-13, 17-19). Uno de los pacientes su-
fria una delecién intragénica de 45 Kb. localizada en-
tre los intrones 1 y5 (11) otro tenfa una delecién de
150 Kb en el extremo 5 del gen (20) y tres mas mos-
traban una delecién a nivel del extremo 3° (12, 17,
19). Algunos pacientes con ausencia total de actividad
enzimdtica de STS no presentan alteraciones genéti-
cascuando se hibrida su DNA con el cDNA de la STS,
ya que corresponden a mutaciones puntualesen la se-
cuencia de nucledtidos, capaces de provocar un cam-
bio de aminodcido en la proteina final de la STS con
repercusion funcional. Hasta el momento han sido
descritos cuatro casos diferentes (21, 22). Por dltimo,
en 1996 se ha observado un paciente con ictiosis X en
el que no se han podido demostrar alteraciones bio-
quimicas ni genéticas a nivel de la STS, postuldndose
lahipotesisde que laenfermedad pueda deberse tam-
bién a alteraciones en otros puntos del genoma (23).

Losmétodosdiagndsticos masrecientes se basan en
el andlisis directo del material genético. Elempleo de
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técnicas de laboratorio como la hibridacién in situ
(24) 1a PCR (19) y el Southern blot (11) ha permitido
detectar yestudiar lasdelecionesdel gen de la STS en
los pacientes afectados. Los métodos genéticos tam-
bién han supuesto un importante avance en la detec-
cién de portadoras, si bien todavia no estdn plena-
mente desarrollados. Algunos autores refieren
resultados satisfactorios al comparar las diferencias en-
tre la carga genética de individuos enfermos, porta-
dorasheterozigotas ymujeres normales por medio de
Southern blot y densitometria (25); otros han emplea-
do con éxito la hibridacidn in situ para diagndstico de
portadoras, pero, hasta el momento, en ninguno de
losdoscasoslosresultados estan suficientemente con-
firmados (24).

ICTIOSIS LAMINAR. Las ictiosis laminares son un
grupo de ictiosis congénitasno ampollosas que han si-
do consideradascomo un trastorno unico durante lar-
go tiempo. Sin embargo, a partir de mediados de la
década de los 80, las diferencias bioquimicas entre las
formas eritrodérmicas y no eritrodérmicas y la des-
cripcién de una variedad transmitida de manera au-
tosémica dominante plantearon la posibilidad de que
la ictiosis laminar no fuera una entidad nosol6gica uni-
forme (26). Desafortunadamente, los fenotipos clini-
cos no se correlacionan exactamente con las caracte-
risticas genotipicas, y por ello resulta dificil realizar
una clasificacién en subgrupos de la ictiosis laminar.

Lasmanifestaciones clinicas comienzan desde el na-
cimiento, momento en que se suele apreciar eritro-
dermia ydescamacién generalizadas. En otras ocasio-
nes, el nifio aparece envuelto en una pelicula semejante
al pegamento que se desprende en grandes ldminas
en el transcurso de las siguientes semanas, dejando un
fondo eritematoso (27). Sin embargo, es preciso des-
tacar que este cuadro, conocido como bebé colodién,
no es especifico de las ictiosis laminares, pudiendo
aparecer en otros tipos de ictiosis (28). Se ha consi-

derado la eritrodermia como principal dato clinico
que diferenciarfia los diversos tipos de ictiosis laminar,
de manera que se podria distinguir entre la ictiosis la-
minar eritrodérmica y la ictiosis laminar no eritro-
dérmica (29). Sin embargo, en muchas ocasiones re-
sulta imposible distinguir entre una forma clinica y
otra (27, 30).

Desde el punto de vista de la cinética celular, la eri-
trodermia ictiosiforme congénita es un trastorno hi-
perproliferativo epidérmico (31). Inmunohistoqui-
micamente, en la epidermis se observa una expresion
variable de filagrina (32, 33) e involucrina (32-34), asi
como una disminucién en la expresion de transgluta-
minasa (TGasa) en las formas no eritrodérmicas (35,
36).

Las TGasas (EC 2.3.2.13) son enzimas calcio-de-
pendientes que catalizan reacciones de transferencia
de un grupo y-carboxilo desde un residuo de gluta-
mina a un receptor €-amina, estableciendo enlaces
Ne+y-glutamil)-lisina. La involucrina yla loricrina cons-
tituyen dos de sus sustratos mds afines. En los quera-
tinocitos humanos existen tres formas de TGasas: la
TGasa epidérmica o TGasa K, que representa la acti-
vidad enzimatica TGasa mds importante, la TGasa Cy
la TGasa E (37, 38). La funcién principal de las TGa-
sas Ky E es la formacién de la envoltura cornificada
durante la diferenciacién terminal de las células epi-
dérmicas (38).

El locus del gen que codifica la TGasa epidérmica
ha sido localizado en el cromosoma 14 (14q11) (39)
y consta de 14.133 pares de bases, distribuidos en 15
exones y 14 intrones. En 1994 se demostré por pri-
mera vez un ligamiento genético completo en el locus
del gen de la TGasa epidérmica en 13 familias afecta-
das de ictiosis laminar (40). Los mismos autores iden-
tificaron tres mutaciones puntualesen la secuencia de
nucledtidos del gen (41). Mds recientemente, se han
detectado otras alteraciones genéticas en el locus del

TABLA I: ALTERACIONES MOLECULARES DEL GEN DE LA ENZIMA TRANSGLUTAMINASA EPIDERMICA EN LA ICTIOSIS

LAMINAR

Localizacién Nucledtido Repercusion Referencia
Exé6n 3 141 Sustitucion de Arg por His Russell, 1995a
Exén 3 142 Sustitucién de Arg por His Russell, 1995a
Exén 8 4.640 Proteina truncada Huber, 1995a
Intrén 5 3.366 Proteina truncada Huber, 1995a
Exén 2 950 Sustitucién de Ser por Tyr Huber, 1995a
Exén 3 1.399 Sustitucién de Arg por His Huber, 1995a
Ex6n 6 3.459 Sustitucién de Arg por Glu Huber, 1995a
Exon 2 232 - Russell, 1995b
Exén 5 - Delecion de dos pares de bases Russell, 1995b
Intrén 5 - Alteracion del sitio aceptor Russell, 1995b
Exén 11 - Sustitucién de Met por Val Russell, 1995b
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gen de la TGasa epidérmica en diferentes familias afec-
tadas de ictiosis laminar (39, 42, 43). Sin embargo, se
sabe que existen casos de ictiosis laminar en los que
este gen no estd implicado (42, 44, 45). En 1996 se ha
localizado un segundo locusen el cromosoma 2 (2q33-
35), que pudiera estar implicado en la patogenia de
laictiosis laminar (46) si bien a este nivel no se haiden-
tificado ningdn un gen que pueda justificar la apari-
cién de la patologia cutdnea (tablaI).

En definitiva, la ictiosis laminar es una entidad ge-
néticamente heterogénea, hecho que dificulta extra-
ordinariamente el diagndstico genético de la enfer-
medad. Hasta el momento se desconoce si esta
heterogeneidad genética condiciona las comentadas
diferencias clinicas, pero el hecho de que pacientes
pertenecientes a la misma familia muestren diferente
fenotipo clinico no parece apoyar esta teoria.

En este trabajo hemos analizado las alteraciones mo-
leculares del gen de la STS en pacientes diagnostica-
dosclinicamente de ictiosis X, yhemos tratado de de-
tectar portadoras de esta enfermedad analizando
cuantitativamente su carga genética. Finalmente, he-
mosestudiado la organizacién molecular de los genes
de la filagrina y la involucrina, asi como los exones 2
y3 del gen de la TGasa epidérmica, en pacientes con
ictiosis laminar, si bien la heterogeneidad genética de
este trastorno dificulta extraordinariamente su andli-
sis genético.

MATERIAL YMETODOS

Pacientes

Se incluyeron un total de 65 individuos, de los cua-
les 34 habian sido diagnosticados de ictiosis X o ictio-
sislaminar en el servicio de dermatologia del hospital
y 27 eran mujeres pertenecientes a las familias de los
varones afectados de ictiosis X. Estosindividuos se dis-
tribuian numéricamente como sigue: 26 varones afec-
tados de ictiosis X, pertenecientes a 20 familias dife-
rentes ycon manifestaciones clinicas caracteristicas en
todos los casos; 13 mujeres portadoras de ictiosis X
(madres e hijas de varones enfermos); 14 mujeres po-
sibles portadoras de ictiosis X (hijas de mujeres por-
tadoras y hermanas de varones enfermos); ocho pa-
cientes de ictiosis laminar (cinco mujeres y tres
varones), de los cuales cinco padecian la forma eri-
trodérmica y tres la forma no eritrodérmica de la en-
fermedad. Ademads, se incluyeron cuatro casos masen
los cuales la clasificacidn clinica era dudosa entre ic-
tiosis X e ictiosis vulgar.
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FIG. 2.—lIctiosis laminar. Eritrodermia marcada, con escamas grandes
y parcialmente desprendidas (eritrodermia ictiosiforme congé-
nita).

Protocolo de estudio clinico

Tanto en la ictiosis X como en la ictiosis laminar, se
valoraron datos exclusivamente dermatolégicos de la
enfermedad, incluyendo, en la ictiosis X, anteceden-
tes familiares, edad en la primera consulta yde inicio
de la enfermedad y manifestaciones clinicas (morfo-
logia de la lesion, afectacidon de cuero cabelludo, fle-
xuras y cervicofacial). En la ictiosis laminar se inclu-
yeron antecedentes familiares, consanguinidad
parental, edad de inicio, edad de la primera consulta
y manifestaciones clinicas (eritrodermia, queratoder-
mia palmoplantar, alopecia y ectropion).

Método de Southern

Para el estudio de todos los individuos, se obtuvie-
ron células nucleadas a partir de muestras de sangre
periférica conseguidas por venopuncion, aislaindose
el DNA total de alto peso molecular. La muestra de
DNA, con una concentracién entre 1.000 y 1.500
mg/ ml, se almacend a —20 °C, con el fin de evitar tan-
to ladegradacién progresiva del DNAcomo la posible
contaminacién por microorganismos.

Con el DNA obtenido se llevé a cabo el método de
Southern (81) utilizando lasendonucleasas de restric-
cion EcoRI y HindIII. Las sondas empleadas en el es-
tudio para hibridar el DNA fueron lassiguientes: p2A7,
sonda de cDNA de 2.7 Kb clonada en el vector pucl8
que contiene el extremo 3’ del gen ST (56,82%). Elin-
serto completo hibrida con secuencias de los cromo-
somas X e Y No obstante un fragmento Pvull/ EcoRI
de 1.7 Kb generado a partir de la sonda total hibrida
s6lo con secuenciasdel cromosoma X (56). A partir de
este clon se generaron lassondas RHO,9, especifica del
cromosoma X yRH 1,8 que reconoce secuenciasde los
cromosomas X e Y(Fig. 7). pLambdal-3, fragmento ge-
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némico clonado en el vector psp64, de extremos Bam-
HI y HindIII de 6 kb, que contiene toda la secuencia
codificante del gen de la involucrina, incluyendo lare-
gién 5’ no trasladable, dosexonesyun intrén. HHCC64,
sonda de cDNA de 0,9 kb que contiene secuencias co-
dificantes del gen de la filagrina.

Amplificacion de DNA mediante PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
llevo a cabo con 0,5 U de Taq DNA polimerasa (Pro-
mega), 500 ng de DNA molde y 0,2 mg de cada oli-
gonucledtido cebador, en un volumen final de reac-
cion de 50 ml. En todos los casos se llevo a cabo una
reaccion sin DNA molde como control negativo.

El exén 1 del gen STS se amplificé utilizando los
oligonucledtidos cebadores SSTSI: GGCCTAGAAGA-
AGGTTGAAGGTCCC y 3STSl: AAGAGGTTGGAT-
GAGATGGGCATAC, con lo que amplificamosun frag-
mento de 292 pb. El exén 5 de este gen se analizé
utilizando los cebadores 5STS5: ACCACCCTTTA-
CATCACGGC y 5STS3: CCTCCAGTTGAGTAGCTG-
TTGAGCT, que amplifican un fragmento de 359 pb.

Los exones 2 y 3 del gen de la transglutami-
nasa epidérmica se analizaron con los cebadores
STGT: ACTGGCTGGACTACCTGGAAA y 3TGT:
GCCTCTCCCCACCAAACATAG, que amplifican un
fragmento de 780 pb que contiene ambos exones.

Den sitometria

La cuantificacién densitométrica se llevé a cabo en
un sistema bioimagen (Millipore), empleando el soft-
ware Visage.

SSCP (Single-Strand Conformational Polimorphism)

Para realizar esta técnica, que permite detectar un
alto porcentaje de mutaciones en funcién de la con-
figuracién cuaternaria de DNA monocatenario, se uti-
lizaron 5 ml del producto de PCR. El DNA se desna-
turalizé por calor (5 min a 100 °C) con un tampdén
adecuado y se sometid a electroforesis vertical en ge-
les de acrilamida al 6%.

CFLP (Cleavase Fragment Lenght Polymorphism)

Losproductosde la PCR se analizaron también me-
diante la técnica de CFLP, que aprovecha la enzima
cleavasa, endonucleasa que reconoce y digiere el ex-
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tremo 5’ de los anillamientos producidos en el DNA
monocatenario (Hansen, 1995). Los fragmentos ge-
nerados se observaron tras electroforesis en geles de
acrilamida al 6% y tincién con nitrato de plata.

RESULTADOS

Resultados clinicos

De los 26 pacientes diagnosticados de ictiosis X in-
cluidos en el estudio, 23 (88,4%) presentaban ante-
cedentes familiares de la enfermedad y tres carecian
de ellos (11,5%). E1 69,2% de los casos consulté por
primera vez durante la infancia, mientras que el 30,7%
restante lo hizo despuésde los 14 afios (18 y8 pacientes
respectivamente). La presentacion de la enfermedad
tuvo lugar en el momento del nacimiento en ocho pa-
cientes (30,7% de los casos), alo largo del primer mes
en nueve pacientes (34,6%), entre el primer mes y el
primer afio de vida en siete pacientes (26,9%), y des-
puésde este momento en el 3,8% de losenfermos (un
paciente). En uno de los individuos analizados no se
pudo verificar la edad de inicio de la enfermedad. En
cuanto a las manifestaciones clinicas, el 100% de los
casos presentaba manifestaciones fenotipicas caracte-
risticas de la ictiosis X, estando afectado el cuero ca-
belludo en 25 de ellos (96,1% de los casos), las flexu-
rasen 15(57,7%) ylaregion cervicofacial en otros 15
enfermos (tabla II).

Se observaron antecedentes familiares en tres de los

TABLA 1I: RESULTADOS CLINICOS CORRESPONDIENTES
A LOS 26 PACIENTES CON ICTIOSIS X

Antecedentes Si 23
familiares No 3
Edad de consulta 0-14 anos 18
> 14 anos 8

Edad de inicio Nacimiento 8
Primer mes 9

Primer mes-1 ano 7

> 1 ano 1

NC* 1

Manifestaciones Morfologia: Tipica 26
clinicas Atipica 0
Cuero cabelludo: Si 25

No 1

Flexuras: Si 15

No 11

Cervicofacial: Si 15

No 10

NC 1

Otros hallazgos 4

(prurito)

* NC: No consta.
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TABLA IIl: RESULTADOS CLINICOS CORRESPONDIENTES
A LOS PACIENTES CON ICTIOSIS LAMINAR

Antecedentes Si 3
familiares No 5
Cosanguinidad Si 6
No 2
Edad de inicio Nacimiento: Bebé colodién 4
No bebé colodién 1
Después del 3

nacimiento
Edad 0-14 anos 2
de consulta > 14 afnos 6
Manifestaciones Eritrodermia: Si 5
clinicas No 3
Queratodermia: Si 8
No 0
Alopecia: Si 3
No 5
Ectropion: Si 4
No 4

ocho pacientes diagnosticados de ictiosis laminar (37,5%),
con una tasa de cosanguinidad entre lospadresdel 87,5%
(siete de los ocho pacientes). La enfermedad se deter-
miné en el momento del nacimiento en cinco de los ca-
sos totales (62,5%), siendo en forma de bebé colodién
en el 80% de ellos. Los tres casos restantes debutaron
mdéstardiamente, pero también en etapastempranasde
la infancia. Solamente dos de los casos consultaron por
primera vez antes de los 14 afios (25%), mientras que
el resto lo hicieron en la edad adulta. En relacién con
las manifestaciones clinicas, cinco pacientes presenta-
ban la forma eritrodérmica de la enfermedad (62,5%)
y tres la forma no eritrodérmica (37,%). La querato-
dermia se observo en la totalidad de los pacientes, alo-
pecia en el 62,5% (cinco de los ocho casos) yel ectro-
pion en la mitad de ellos (tabla III).

Andlisis molecular del gen de la STS en pacientes
con ictiosis X

Para el estudio mediante Southern blot, se incluye-
ron 26 pacientes diagnosticados de ictiosis X en el ser-

p2A7
R R
| P s Pv S P H I
1 [ | [l [ [ ] 1
STSPVR1,7
STSRHO,9
STSRH1,8

FTTEEEL Yo Y

ceXeY—Pp B L,- ki
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FIG. 4 —Representacién esquematica de la sonda p2A7y las sondas
generadas a partir de ella y empleadas en nuestro estudio.
(R: EcoRl, P: Pstl, Pv: Pvull, s: Sacl, H: Hindlll.

vicio de dermatologia del hospital Universitario de Sa-
lamanca y dos casos mds de en los que el diagndstico
clinico era dudoso. Inicialmente, se utilizdé una sonda
que contenia el cDNA completo de la STS (clon p2A7).
Como se muestraen la Figura 3, la hibridacién con es-
tasondareconoce también secuencias presentesen el
cromosoma Y, por lo que decidimos generar subclo-
nes de la misma que nos permitieran detectar de ma-
nera exclusiva secuencias del cromosoma X (Fig. 4).

La sonda STS PvR1.7, que reconoce secuencias en
el extremo 3’ del gen, permitié detectar un fragmen-
to germinal unico de 3.8 Kb. Los 26 varones con ic-
tiosis X carecian de este fragmento germinal (Fig. 5),
mientras que, por el contrario, los dos pacientes du-
dosos presentaron la mencionada banda. Curiosa-
mente, en uno de los pacientes no se detect6 el frag-
mento de 3.8 Kb, pero si un fragmento de mayor
tamaifio (7 Kb), hallazgo que se repitié en el DNA de
su madre y su hermana, las cuales presentaban este
fragmento junto con el fragmento germinal (Fig. 6).
Con el fin de delimitar la anomalia genética de este
paciente, procedimos a realizar amplificacién mediante
PCR delosexones 1 y5del gen delaSTS, estando am-
bos exones presentes.

Paralelamente, se procedi6 a la amplificaciéon de los
exones 1 y5 del gen de la STS en todos los pacientes
varones diagnosticados de ictiosis X que presentaban
delecién por método de Southern, comprobandose que

FRETELLR R

FIG. 3.—Autorradiografia de DNA hibridado con la sonda p2A7 en
la que se demuestra que la misma reconoce secuencias del cro-
mosoma X y el cromosoma Y.
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FIG. 5.—Autorradiografia que muestra la ausencia de hibridacion de

la sonda STS en dos pacientes diagnosticados de ictiosis X. Se

muestra también la hibridacién en DNA procedentes de mujeres
familiares de estos mismos pacientes.
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FIG. 6.—Autorradiografia que muestra la presencia de un fragmento
de tamafo anémalo en un paciente del ADN diagnosticado de
ictiosis X, su madre y su hermana. Asimismo, se muestran
otros dos pacientes portadores de delecién en el gen de la STS.

en cinco de los 26 pacientes se mantenian los exones
1y5 de este gen (Fig. 7). Asimismo, se realizé el es-
tudio mediante PCR de los otros dos pacientes con
diagnéstico dudoso, sin que en ningin caso se ampli-
ficara ninguno de los dos exones.

Por dltimo, el estudio por método de Southern de
las madres y hermanas de los pacientes no mostré al-
teraciones del gen de la STS en ningtin caso (Fig. 5).

Caracterizacion de portadoras de ictiosis X

Todas las mujeres incluidas en el estudio, indepen-
dientemente del grado de parentesco con los varones
diagnosticados de ictiosis X, mostraron la existencia
del gen STS tras estudios de Southern blot. Con el fin
de normalizar un método para detectar portadorasde
delecion en uno de los alelos del gen STS, se llevo a
cabo un estudio densitométrico de los filtros que con-
tenfan DNA gendmico de todas las mujeres posibles
portadoras, digerido con laenzima de restriccién Eco-
RI, para asi tratar de demostrar diferencias cuantita-
tivasen la carga genética. La hibridacidn se realizé con
la sonda STS0.9 (Fig. 4) y, como control, una sonda
del gen de la involucrina, que se localiza en el cro-
mosoma 1 y que, por tanto, es tedricamente normal

FIG. 8. —Autorradiografias del ADN de mujeres portadoras obligadas
() y mujeres de status desconocido tras la hibridaciéon con la
sonda STS (superior) e involucrina (inferior).

tanto en mujeres portadorascomo en mujeresno por-
tadoras (Fig. 8). Se excluyeron las dos pacientesen las
que se detecté una banda anormal tras la hibridacién
de su DNA con la sonda STS PvR1.7, puesto que am-
bas poseian la misma alteracién genética que el varén
enfermo perteneciente a su familia, yse podia afirmar
directamente que eran portadorasde la enfermedad.

En la Figura 9 muestran losresultados obtenidos pa-
ra los dos grupos experimentales analizados. Como se
puede ver, en el caso de las portadoras (en blanco), la
variabilidad es mucho menor que en el caso del grupo
mixto, que incluye portadoras y no portadoras (status
desconocido antesdel estudio). La diferencia media es
de 0,234, con una desviacion tipica de 0,815 (cdlculos
no mostrados). El test de normalidad para muestras pe-
queifias (test de Shapiro-Wilks) resulta no significativo
(p =0,9423), v, por tanto, consideramos normal la dis-
tribucién. Seleccionando como punto de corte aquel
valor de la variable «diferencia», que solamente supera
el 5% de las portadoras, para una sensibilidad del 5%
el valor esde 1.575; es decir, se clasifica como portado-
ra aquella paciente cuya diferencia sea inferior a 1,575
ycomo no portadora cuando la diferencia sea superior.
Utilizando este punto para clasificar al grupo de mez-
cla se obtiene que de las 13 portadoras seguras, 12 se

pac. n°2456 control pac. n"2440

MCW ex6nl exén5 exénl exén5 exénl exéns

FIG. 7—Ampdlificacion por PCR de los exones 1y 5 del gen de la

STS en el paciente nimero 2.456, perteneciente a la familia 8

(delecion parcial), de un paciente control, y en el paciente nimero
2.440, perteneciente a la familia 1 (delecion total).
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FIG. 9.—Distribucién de mujeres portadoras y no portadoras.
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clasifican en el grupo correcto yuna se encuadra den-
tro de lasno portadoras; de las 12 desconocidas, nueve
se clasifican como portadoras ytres como no portado-
ras. Si se considera el 1%, el punto de corte obtenido
es 2,127. En este caso, todas las portadoras se han cla-
sificado correctamente mientras que en el grupo de las
desconocidas, la clasificacion sigue siendo la misma. La
tabla IV contiene los valores para todos los pacientes y
la clasificacion realizada.

Estudio molecular de pacientes diagnosticados de ictiosis
laminar

El estudio mediante método de Southern de la or-
ganizacién de los genesde la involucrina yla filagrina
descart6 la presencia de alteraciones de gran tamafio
en su organizacién molecular. Adem4s, y ante la exis-
tencia de casos de ictiosis laminar asociados a altera-
ciones en los exones 2 y 3 del gen de la transglutami-
nasa (tablaI), diseiamos un par de oligonucleé6tidos
cebadores especificos que amplifican un fragmento
de 780 pares de bases que incluye estos dos exones. El
producto de la PCR fue analizado por SSCP, sin que
fuera detectada ninguna alteracién. No obstante, yan-
te el tamafio del fragmento amplificado, que estd en
los limites de resolucion de la técnica de SSCP, se di-
giri6 el producto de PCR con el enzima Sphl que ge-
nera dos fragmentos de 520 y 235 pb, sin que tampo-
co se objetivara anomalia genética alguna. En paralelo,
realizamos un estudio del fragmento completo utili-
zando la capacidad del enzima Clevasa de cortar frag-
mentos monocatenariosde DNA plegados sobre si mis-
mos, generando fragmentos de distintos tamafios en
el caso de existir mutaciones, descubriéndose la exis-
tencia de tres casos en los que se generaron nuevos
fragmentos compatibles con la existencia de las mis-
mas (datos no mostrados).

DISCUSION

En la gran mayoria de los casos, los datos clinicos
propiosde laictiosis X son inequivocos, y permiten el
diagndstico devisu de laenfermedad. Sin embargo, un
pequefio porcentaje de los pacientes muestra criterios
clinicos, e incluso histoldégicos, comunes a la ictiosis
vulgar, por lo que resulta imprescindible recurrir a mé-
todos de laboratorio para realizar el diagndstico de
certeza (19). En cuanto a la ictiosis laminar, esta fue-
rade dudalaheterogeneidad clinica, histolégica ybio-
quimica de la misma, hecho que dificulta sobrema-
nera su clasificacién en subgrupos. Los estudios
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genéticos de que se dispone en la actualidad confir-
man la heterogeneidad de la ictiosis laminar desde es-
te punto de vista también.

Resultados clinicos

Como se aprecia en la tabla II, 23 de los 26 pacien-
tes diagnosticados de ictiosis X poseian antecedentes
familiares de la enfermedad, tal ycomo es de esperar
en enfermedades de transmision recesiva ligada al se-
xo. La ausencia de antecedentes familiares en los tres
restantes puede explicarse como resultado de una al-
teracién genética de novo en el enfermo o en su ma-
dre (25). También cabe la posibilidad de que la in-
vestigacion genealdgica no haya sido lo suficientemente
extensa como para detectar la existencia de otros fa-
miliares afectados por la enfermedad.

Laedad de inicio de la enfermedad en 17 de los 26
pacientes estudiados fue anterior al primer mes de vi-
da (65,5% de los casos), observacién que concuerda
con la de otros autores (46, 47). Dado que todos me-
nos uno debutaron antes del primer afio de vida, es
l6gico que la mayoria de ellos (18 de los 26 enfermos)
fueran diagnosticados durante la nifiez. Este hecho re-
percute directamente en el tipo de manifestaciones
observadas, puesto que el proceso se modifica y pier-
de expresividad con el transcurso de los afios.

Todos los casos presentaron las manifestaciones fe-
notipicas caracteristicas de la ictiosis X, con descama-
cién en escamas grandes de color oscuro en tronco,
cuello y extremidades, de aspecto furfurdceo a nivel
facial y pitiriasiforme en cuero cabelludo. La topo-
grafia de laslesiones fue, asimismo, tipica. El cuero ca-
belludo estaba interesado en 25 de los 26 casos, por lo
que podemosdecir que esla localizacién que con mas
frecuencia se encuentra afectada en la ictiosis X, in-
dependientemente de la edad. Las flexuras presenta-
ban alteraciones en mdas de la mitad de los casos, por-
centaje mas elevado que el referido en otros estudios
(10-30% de los casos) (20, 49). En cuanto a la region
cervicofacial (cuello, pabellones auriculares y region
preauricular principalmente), se encontré afectada
en 15 de los 26 pacientes, proporcién semejante a la
previamente descrita (47) Ninguno de los pacientes
analizados presenté manifestaciones clinicas especifi-
cas ydiferentes del resto, de lo que se deduce que las
alteraciones moleculares del gen de la STS se tradu-
cen en la misma manifestaciéon fenotipica, indepen-
dientemente del tipo de anomalia genética existente.

Los hallazgos clinicos en los ocho pacientes con ic-
tiosis laminar estudiados se corresponden con losdes-
critos previamente en otras series (26) (tabla III). So-
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TABLA [V: DIFERENCIAS OBTENIDAS EN EL ESTUDIO DENSITOM ETRICO REALIZADO CON LAS SONDAS INVOLUCRINA
Y STS, Y CLASIFICACION ESTADISTICA DE LAS MUJERES ANALIZADAS

N.2 de registro Involucrina STS Diferencia Estatus Sensibilidad 5% Sensibilidad 1%
2.431 0,94 1,33 0,39 Portadora Portadora Portadora
2.435 0,66 1,66 1 Portadora Portadora Portadora
2.436 1,09 0,9 -0,2 27? Portadora Portadora
2.437 1,51 1,04 —0,47 Portadora Portadora Portadora
2.438 3,19 2,87 -0,32 27? Portadora Portadora
2.439 2,63 8,44 5,81 ??7? No portadora No portadora
2.445 0,58 0,64 0,06 Portadora Portadora Portadora
2.485 0,39 1,58 1,19 Portadora Portadora Portadora
2.481 1,23 2,08 0,86 Portadora Portadora Portadora
2.483 0,52 3,12 2,61 ??7? No portadora No portadora
2.495 0,17 0,68 0,51 Portadora Portadora Portadora
2.564 2,56 6,7 4,14 ??7? No portadora No portadora
2.677 0,65 0,82 0,17 Portadora Portadora Portadora
2.694 2,75 4,44 1,69 Portadora No portadora Portadora
2.768 2,53 1,58 -0,96 27? Portadora Portadora
2.769 1,84 1,13 -0,72 ??7? Portadora Portadora
2.771 3,51 2,26 -1,25 Portadora Portadora Portadora
2.512 1,04 1,28 0,25 27? Portadora Portadora
2.513 1,21 1,01 -0,21 Portadora Portadora Portadora
2.515 1,6 1,26 -0,34 Portadora Portadora Portadora
2.516 1,26 1,79 0,53 27? Portadora Portadora
2.522 1,43 0,89 —0,55 Portadora Portadora Portadora
2.532 7,36 7,61 0,26 ?7? Portadora Portadora
2.533 3,77 2,74 -1,04 27? Portadora Portadora
2.558 5,93 5,29 -0,65 2?7 Portadora Portadora

lamente cabe resaltar que hemos detectado la misma
forma de la enfermedad en tres hermanos (forma no
eritrodérmica) y, dado que es l6gico pensar que los
treshermanostienen similar alteracion molecular, po-
demos sugerir que la variabilidad fenotipica encon-
trada en los pacientes con ictiosis laminar depende de
la heterogeneidad genotipica de la misma.

Andlisis molecular mediante método de Southern de
pacientes con ictiosis X

La hibridacién del DNA de los 26 pacientes con ic-
tiosis X con la sonda STS PvR1.7, confirm¢ la ausencia
de esta regién gendmica en todos ellos (Fig. 5). Adi-
cionalmente, un paciente mostraba ausencia del frag-
mento germinal de 3.8 Kb reconocido por la sonday,
en su lugar aparecia un fragmento diferente de 7 Kb,
hallazgo que se repitié en su madre ysu hermana (Fig.
6). Estos resultados sugieren la presencia de una de-
lecién parcial de la regién gendmica que contiene el
gen de la STS, yla presencia del fragmento anémalo
en la madre yla hermana indican, por una parte que
ambas son heterozigotas para la delecién y, por otra,
que la hermana es portadora de la enfermedad, faci-
litando el diagndstico prenatal del posible déficit de
STS en sus hijos en este caso.
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La presencia del fragmento germinal de 3.8 Kb en
dos de los pacientes con diagndstico clinico incierto,
descarta la posibilidad de que padezcan una ictiosis X.

En cuanto al andlisis molecular mediante PCR de
pacientes con ictiosis X, los estudios realizados reve-
laron la presencia de losexones 1 y5 del gen de la STS
en cinco pacientes, lo cual induce a pensar que la de-
lecion afecta exclusivamente al extremo 3’ del gen.

En consecuencia, este hecho sugiere que la pre-
sencia de deleciones parciales del gen de la STSno es
infrecuente en nuestro medio y es mayor que la en-
contrada en otras poblaciones (19,2% en nuestro es-
tudio frente al 10% mencionado en la literatura). Has-
tael momento, en la literatura mundial s6lo se hallan
descrito cinco casos de portadores de deleciones par-
ciales y 12 individuos més en los que no se pudo de-
tectar ninguna alteracion (tabla V).

Por otro lado, el estudio mediante PCR del gen de
la STS en los otros dos pacientes con problemas diag-
nésticos desde un punto de vista clinico, permitié de-
mostrar la ausencia del gen de la STS.

El hecho de que en todos los casos estudiados, las
lesiones cutdneas, el curso clinico ysu evolucién en el
tiempo fueran perfectamente superponibles, inde-
pendientemente de la anomalia genética detectada
por medio de la técnica de Southern, nos permite su-
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TABLA V: CASOS DESCRITOS DE ICTIOSIS X CON DELECION PARCIAL O AUSENCIA DE ALTERACION EN EL GEN DE

LA STS

Casos analizados Delecion parcial No alteracion Autor
10 1 1 Yen 1987
57 1 9 Ballabio 1989
30 1 2 Shapiro 1989
3 1 0 Nomura 1995
1 1 - Bernatowicz 1992
27 5 0 Este trabajo

gerir que es suficiente una alteracion segmentaria del
gen STS para que se produzcan las manifestaciones
clinicas de la ictiosis X, las cuales no dependen de la
extension de la alteracién molecular, sino de la re-
percusion funcional de la misma, que debe ser, por
tanto, similar en todos los casos.

Diagnostico molecular de mujeres portadoras de ictiosis X

El estudio estadistico mediante permitié clasificar
correctamente 12 y 13 de las portadoras conocidas, se-
gln se utilice el 5% o el 1% de la sensibilidad respec-
tivamente, lo que demuestra la elevada especificidad
del test elegido por nosotros. Como resultado de nues-
tro estudio densitométrico, hemos detectado nueve
portadorasde un total de 12 familiares estudiados (ta-
blaIV), lo que indica una elevada proporcién de mu-
jeres portadoras dentro de la poblacién analizada. Si,
adicionalmente, incluimoslasdos mujeres portadoras
detectadas por medio del método de Southern, tene-
mosun total de 11 mujeres portadoras de entre las 14
analizadas (78,5% frente al 50% esperado).

Estos resultados difieren de los obtenidos en otros
estudios realizados con densitometria (25) donde se
detectan tres mujeres portadoras y siete mujeres no
portadoras respectivamente, de entre las 10 posibles
portadoras analizadas, pero estdn en concordancia con
los obtenidos por otros autores a través de estudios
epidemioldgicos (50-52). Asi, Unamuno, en su tesis
doctoral de 1975, encontré un mayor nimero de hi-
jos enfermos de lo esperado entre los descendientes
de las mujeres posibles portadoras (1/ 1,65) (50). Por
otro lado, este autor también encuentra un mayor por-
centaje, estadisticamente significativo (1/ 1,44), de va-
rones enfermos entre los descendientes de mujeres
portadoras. En este sentido, resulta llamativo que, tras
la determinacion densitométrica, en una de las fami-
lias se observen tres mujeres portadoras, un varén en-
fermo y solamente una mujer no portadora, descen-
dientes de la misma mujer portadora, lo cual estaria a
favor de una segregacién del cromosoma X patoldgi-
co por causas desconocidas. De manera similar, en otra
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familia, todos los hijos descendientes de una porta-
dora segura son portadores, enfermos o abortos.

Finalmente, en nuestro estudio incluimos como po-
sibles portadorasa dosmujeres de la misma familia, ma-
dre e hijarespectivamente de un varén enfermo (dado
que en apariencia se trataba de un caso dinico, no po-
diamos clasificar a su madre como portadora segura).
Elhecho de que ambasmujeres se hayan clasificado co-
mo portadoras descarta que el paciente haya sufrido
una alteraciéon genética denovo. Por el contratrio, yda-
do que no existen otros antecedentes familiares, es po-
sible que la alteracién haya aparecido por primera vez
en la madre. Algo similar puede decirse de una familia
mds, con un tnico varén afectado (Fig. 6), yaque lama-
dre haresultado tener, por densitometria, igual altera-
cién genética que su hijo enfermo.

La validacién definitiva de nuestros resultados so-
lamente puede venir dada, en un futuro, por la cons-
tatacion de hijos enfermos en las mujeres clasificadas
como portadoras en nuestro estudio.

Estudio molecular de pacientes diagnosticados de ictiosis
laminar

Dado que la ictiosis laminar es un trastorno gené-
ticamente heterogéneo, se ha analizado, en los ocho
pacientes diagnosticados de ictiosis laminar, la orga-
nizacién de diferentes genes implicados en el desa-
rrollo de la capa cérnea de la epidermis, como son los
genes que codifican lainvolucrina yla filagrina. El he-
cho de que no se hayan detectado alteraciones gené-
ticasmediante método de Southern, descarta que la en-
fermedad sea debida a anomalias en la organizacién
macroestructural de estos genes. Por otra parte, el ana-
lisis mediante PCR-SSCP de los exones 2 y 3 del gen
de latransglutaminasa epidérmica en estos mismos pa-
cientes, tampoco revelé ninguna mutaciéon genética,
mientras que el estudio por PCR-CFLP permiti6 ca-
racterizar tres casos con un fragmento ausente tanto
en el resto como en el DNA control, lo que sugiere la
existencia de una mutacién en estos pacientes a nivel
de uno de estos dos exones.
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CONCLUSIONES

El gen de la STS se encuentra alterado, por dele-
cién total o parcial, en todos los casos de ictiosis X es-
tudiados, constatdndose que la amplificacién mediante
PCR de losexones del gen de la STS resulta un méto-
do rdapido yespecifico en el diagndstico de ictiosis X.
En cuanto a la deteccion de portadoras de ictiosis X,
nuestros resultados sugieren que el andlisis mediante
densitometria puede ser considerado como un fiable
método diagndstico. En relacién con la ictiosis lami-
nar, el analisis molecular ha permitido descartar alte-
raciones macroestructurales en los genes que codifi-
can la filagrina yla involucrina, yconfirma que se trata
de una entidad genéticamente heterogénea.

Abstract.—Background: Since 1978, it is known that X-
linked ichthyosis is related to a deficit in steroid
sulfatase enzyme (STS). Clonation and
characterization of STS gene have made easier
X-linked ichthyosis studies. On the other hand,
epidermal transglutaminase (epidermal TGase) gene
was recently found to be the disease-cause gene in
lamellar ichthyosis, but some cases with no alterations
at the epidermal TGase locus and some others
patients with different genetic abnormalities other
than epidermal TGase gen have also been described.

Objetives: We have analyzed molecular aspects of STS
gene in 26 patients suffering from Xinked
ichthyosis, and we have tried to find a method to
detect female carriers of such a disease. Finally, we
have studied the genes encoding for involucrin and
filaggrin proteins in patiens with recessive lamellar
ichthyosis, as well as the exons 2 and 3 of epidermal
transglutaminase enzyme.

Results: Genomic DNA was isolated from peripheral
leucocytes in all affected individuals. 26 patients of
X-linked ichthyosis were analyzed by Southern blot
technique and PCR, and gene dosage analysis was
performed on 25 females belonging to X-linked
ichthyosis families, including 12 obligate carrieres
and 12 potential heterozygotes. DNA from
individuals with recessive lamellar ichthyosis was
studied by Southern blot, PCR-SSCP and PCRCFLP
techniques.

Results: STS was totally or partially deleted in all
studied patients with Xinked ichthyosis. Gene
dosage analysis of genomic DNA of women
belonging to Xdinked ichtyosis families classified as
obligate carriers 9 out to 12 potential heterozigotes.
Finally, 3 patients with recessive lamellar ichthyosis
were seen to have genetic abnormalities in
epidermal transglutaminase exons 2 and 3.
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Herndndez Martin A. Molecular study of X-linked ichthyosis and
recessive lamellar ichthyosis. Actas Dermosifiliogr. 1999;90:81-93.

Key words: X-Linked ichthyosis. Steroid sulfatase.
Lamellar ichthyosis. Involucrin. Filaggrin.
Epidermal transglutaminase.

NOTA: Después de la finalizacién de este trabajo,
se han descrito cuatro nuevas mutaciones en el gen
de la STS por Mosita y cols. (J Invest Dermatol 1997;
109:244-5) y Alperin y cols. (J Biol Chen 1997;272:
20756-63).
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