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IN'IROOUCCION 1 

I. P....,;go ActÍtlico 

a) Definición 

El Prúrigo t\ctfnico (PA) e5 una fotodemiatoe,is que afecta principalmente poblaciones de 

piel morena et1 Norte. Centro y Sudamérica. Es una enfennedad poco común y se observa 

principa!mentt: en peraonae, que viven en poblaciones situadas aniba de los 1000 m oobre e! nivel del 

mar (1-4). 

El PA ha recibido diveroas denominacione6 las cuales se enlie,tan en la Tabl.::11 (12,5). Afecta 

a ambos eexos con predominio del femenino en proporción 2:1 a 4:1. Loe signos y síntomas del PA 

aparecen tempranamente:, alrededor de los 6 a 8 aftas de e.dad (1. 6, 7). 

La luz ultravioli::ta (UV) ee; reconocida, hasta el momento, como el factor eciológico en el 

cfesarrollo del PA. debido al incremento de caoos en verano, a6Í como la presencia de lesiones en 

peroonas e5pecia1mente s.ensibles a la irradiación. Los principales tipos de luz UV aBOCiadoG a la 

enformedad sonde tipo Ay B (1, 5, 6, 8). 

Por otro lado. existen an~entes genéticos de los pacientes. que relacionan el haplotipo 

del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) denominado HLA en el humano, con cierta 

susceptibilidad a la enfermedM. Recientemenu, ~ han d~rminado los haplotipo6 en díferentes 

seri~ de pacientes con PA ¡xrtenecientes a die,tinto6 grupoe étnicos como los de¾ritos en 

Canadá, en donde 5e encuentra una frecuencia incrementada de los antígenos HLA~A24 y HLA~Cw4 

(9, 10). 

En otros C6tudiofi- 6e ha n:::pDrtado una asociación 6ignificativa entre la frecuencia tanto de 

la expresión de! antígeno Cw-4 como de la enfemicdad en los indios Chimila, en Colomt,ia (11). En 
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TABLA 1.- DENOMINACIONES DEL PRURIGO ACTINICO 

Autor(es) Denominación Año 

Wil!iam "Eczema Solare" 179B 
Hutchinoon "Summer Prt.Jrigo" 1B7B 
Haxthausen Erupción Lumínica Polimotfa 1919 

Crónica 
R.aoh Erupción Lumínica Polimorfa 1926 

Cróníca 
Lamb Dermatitis Solar 1950 
E0ealona E. Dermatitis. Solar 1954 
González O. y 
Varela G. Actinodermatitis 1957 
Cordero F. Síndrome Cutáneo 1960 

Guatemalene,is 
López González f'rúrigo Sotar 1961 
Everett J. "Light sensitive eruption in 1961 

American lnG11ans" 
Londoño F. Prúrigo Actínico 1966 
Birty Dav1s "Photodermatitis in North 1971 

American lndians" 
Saúl A. Dermatitis Solar 1972 
Corrales H. Dermatitis Polimorfa por luz 1973 
Hojyo y Domínguez Eropción Polimorfa Lumínica, 1975 

Tipo Prúrigo 
Flores O. Prúrigo Solar de Altiplanicie 1975 
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fu<ico 5e ha reportado un estudio similar encontrtindooo una asociación con !os antígenos HLA-

~8 y HLA-DR4 (12). Esto5 hallazgos sugieren que existe un correlación entre ta expresión de 

:rtas molécu!ae, del CPH con la su~ptibilidad a desarrollar P A. 

En 1991 e.e comenUlron a realizar e5tudio!:i con la finalidad de establecer algún factor 

reditario relacionado (6, 7, 13). Inicialmente se propuso un mecanismo autosómico dominante, 

n una frecuencia familiar que varía del 3 al 15 7 .. (5, 13). Estudios recientes realizados con 

cientes mexicanos han permitido establecer que, cuando menos en La serie incluída de 28 

ciente5, el antecedente familiar fué poBitivo en el 14 %, lo que concuerda con lo reportado 

~amente. Adem.ás, ~ encontró que el familiar más frecuentemente afectado era !a madre 

4 %), seguido de loo hem1anoo (18 %) y del padre (14 %) (13). 

En la población indígena Chimila de Colombia se ha reportado una alta frecuencia de \a 

fermedad (8 "lo); 6in embargo no se pudo establecer claramente la existencia de un factor 

reditario (14). 

Características clínicas 

Las lesiones ~ presentan en las regiones del cuerpo expuestas al sol. tales como las 

~jillas, dorso de la nariz. frente. pabellones aunculares, región de! es,cote, caras cxtemas de 

azos y antebrazo6, dorso de las manos y piemas (Fig. 1) (6). 

Las lesiones oon po!imórficas e hiper-pigmentadas; incluyen máculas y pápulas que pueden 

irac para formar placas, costras, y finalmente llqucnificac1Ón, Se presenta prunt..o intenso en 

,dos loe ca60s. El número. extensión y morfología de:: las le51ones varían de acuerdo a la etapa de la 

:fermedad. intcnsid:Jd de exposición 601ar y tratamientos pri::vioe.. (7). Es muy frccucnr.c d .:,t aqut; 
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Figura 1.- Topografía y morfología del Prúrigo Actínico (6), 
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a la mucosa de lw labios, originando una queilitis que se ob~rva hasta en e! 85 % de los caws, y 

pocas vece5 ha llegado a ser !a única manifestación de la enfennedad. Las lesiones afectan 

principalmente el labio inferior y se caracterizan por edema, e6Camas, fi5uras verticales y 

secundariamente ulceración. La conjuntiva presenta le.z.iones en más de! 45 % de los casos. La 

evolución del PA es c_rónica, con periodos de mejoría despuée- del tratamk:nto, y per9iste dur.ante 

toda la vida (6, 7). 

e) Características histopatológicas 

En la~ lesiones de piel u presenta hiperquerato5-is, acantosi-s y en0rosamiento de la lámina 

basal. En la dennie, se observa un infiltrado periva5eular con1pue6to principalmente de linfocitos. que 

pueden llegar a formar conglomerados (1, 15). 

En las lesiones de labios se observa hiperqueratosis con paraqueratosie,, acantosis, 

espongiosl9, y vacuo!ización de !a capa basal. Puede presentarse ulceración del epitelio. Un hallazgo 

constante es la presencia de un infiltrado linfocitario denoo que puede di6ponerse en forma difusa o 

IICíJar a formar nódulos (Fig. 2) (15). 

En biop9ia6 de conjuntiva, se a17reda hlperplasia del epitelio altemando con áreas de atrofia, 

con vacuolización de las células de la capa basal. También se pre~nta infiltrado linfocitario denso 

arreglado en un patrón folicular (1, 15). 

El análisis h1etopatológico también revela la pres.encia de abundantes eosinófilos en biopsias 

de leeiones tanto de labio como de conjuntiva (15). 
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Figura 2.- Corte histol6grco de una lesión de labio. 
Presencia de folículos linfoides (15). 
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d) Diagnóstico diferencial 

El f' A ee ha dee,críto principalmente entre nzitivos americanos; sin embargo, en algunos 

paíe.es de otros continentes se considera como una variante de otras dermatosis ocasionadas por 

hipt!rsensibilidad a !a luz oolar, y no como una entidad diferente. Fara rea!ízar el diagnóstico 

diferencial ee toman en cuenta las siguientes dermatosü; (Tabla 2): 

• Erupción Polimorfa Lumínica (EPL) 

• Dermatitis Actínica Crónica (DAC) 

L.:::1 Erupción Polimorfa Lumínica (EPL), e6 una enfermedad común que t.iene una distribución 

mundial, afecta a todos los grupoe,, presenta variación estacional, y 5e caracteriza por tener 

periodos de remisión. Comúnmente se observan ve9Ículas, mientras que en el PA no ee,tJn 

presentes. Otra de \as fotodemiatosis tomadas en cuenta p.i:1ra e\ c::liagnóstico diferencial del f' A, es 

la Dermatitis Actínica Crónica (DAC) !a cual es una entidad muy frecuente en hombres mayores de 

50 años, tos pacientes usualmente responden a medicamentos sistémicos como azatioprina y 

ciclosporiná principalmente, mientras que los pacientes con PA no responden a tal tratamiento 

(1-4). 

e:) Tratamiento 

El tratamiento está dirigido a bloquear la radiación UV, pnncipalmenu de tipo A y B. Este 

tratamiento 9t: basa en el uso de bloqucadoree, solares como oon pantall¡:¡s y filtros, incluso, 

muchas veces es ncus,ano que el pilc:icnu: permanezca en un lugar aie,lado de la cxpos1ci6n oolar 

(5) 
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TABLA 2. - !>IAGNOSTICO !>IFERENCIAL (1, 3, 8, 16) 

ENTil>All" sexo E!>All HISTOLO&IA TRATAMIENTO 

EPL En hombre6 Adulto5 Infiltrado Azatioprina 
y mujeres- jóvenee, linfocitario 

DAC Principalmente Mayoree, Infiltrado Azatioprina 
en hombres de50 linfocitario Ciclosporina 

años- mínimo 

PA Principalmente Niñez Infiltrado Talidomida 
en mujeree, !infocitario 

en todos los 
cae.os-

" EPL: Erupción Polimorfa Lumínica; DAC: Dermatitis, Actínica Crónica; P A: Prúrigo Actínico. 



Lo$ pacienU:e responden a agentes tópicos y antihistamínicos orales, pero por el prurito 

constante muchas veces son intolerantes al tratamiento (17, 18). 
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Actualmente el tratamiento de elección es la T ailidomida, reportándose mejoría en piel, labio 

y conjuntiva en la mayaría de !oe, casos (5. 19, 20). Anteriormente este medicamento se utilizó por 

su efecto sedante para e:! tratamiento de !as moleetias que presentaban los pacientes con 

reaccíonee leprosas agudas; por esta razón se propuso su uso en pacientes con PA observándose 

no sólo l,:1 disminución del prurito, eino también la mejoría gener.alizada del paciente, incluyendo !a 

desaparición de la5 lesionee. 

El mecanismo de acción de éste medic21mento no esti completamente esclarecido, sin 

embargo se propone una .acción inmuno5upreoora, antiinflamatoria, así como su efecto inhibitono en 

la .xpresión del Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNFalfa) (21, 22). 

Con base a la importancia de! papel que tiene la luz UV en el desarrollo del P A. a continuación 

~ mencionan tos efectos de ésta y la reacción de foto5ensibfüdad en piel normal. 

n. Fotobiología 

La radiación UV es una pcque:íla parte del espectro de radiación electromagnética y 

comprende 3 longitudes de onda: UVC (200-290 nm), UVB (290-320 nm), y UVA (320-400 nm) 

(Tabla 3) (23). La compo0ic1ón final de radiación UV incidente oobre la Tierra es principalmente del 

90 'l. o más de UVA y 10 % o menos de UVB (16, 17, 23). 

L.:l reacción de fot-Osensibilidad se refiere a cualquier alteración en la piel inducida por la 

aboorc1ón de energía radiante (fotón), que se relaciona con la frecuencia y longitud de onda (16, 23). 
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TABLA 3.- RADIAaON NO IONIZANTE (23) 

RANGO (nm) RADIAaON 

< 1 Rayo$ X (ionizante) 

200-290 uve 

290-320 UVB 

320-400 UVA 

400-800 Visible 

800-100,000 Infrarrojo 

> 100,000 Ondas d~ Radio 
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El primer paso en una reacción fotoquímica es !a absorción de un fotón por una molécula 

llamada cromóforo. La epidermis y la dermis contienen cromóforos con un espectro de absorción 

dentro de laa regiones de UVy visible. 

Estoe, cromóforo5 incluyen DNA, RNA y proteína5. A mayor longitud de onda, la profundidad 

de transmisión es mayor y por lo tanto el poder de pen~ración es UVA > UVB > UVC. 

De esta manera. !os efectos de la UVC y UVB ocurren principalmente en la epidermis. 

mientras que UVA tiene mayor efecto sobre cé!ulae, y estructuras dérmicas (Fig. 3). 

Cuando esta radiación !!~a a !a piel, una porción de la !uz es re~:mitida, una porción es 

absorbida, y una porción es transmitida a la siguiente capa (Fig. 4). Después de que la energía 

radiante es ab!;:)Qrbida. el cromóforo adquiere un estado de excitación de vida media corta, seguido 

por un cambio químico que da lugar a un fotoproducto (23. 24). 

Los fotoproductos inician una serie compleja de respuestas bioquímicas tales como la 

genuación d.e flujos 1Ónicos, iniciación e:n la replicación del DNA, e inducción o inactivación de 

reacciones enzimáticas. Estas respue5ta5 ocasionan cambios celulares variables tales como 

proliferación, mutag6nesis y püdida de marcad.ores de superficie celular (Fig.5) {24, 25). 

En general, los ácidos nucleicos y las pro~ínas son los cromóforos más importantes para la 

UVB. La absorción de UVB por e! DNA conduce a la producción de dímeros de nmina, en donde dos 

moléculas de Timina adyacente6 resultan unidas covalentemenU: por un anillo de ciclobutano. Los 

dímeros de Timina detienen la replicación del DNA. Ee.toe:, dímeros de Timina pueden ecr reparados 

por difcrentc0 m.xan1smoe, como l.a fotom~activación enzimática, en donde el anillo de ciclobutano 

C5 c&eindido !ib~rando dos rcsto0 de T1mina (25). 
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La sen5ibi!idad entre los individuos van'a en ba5e al tipo de piel. Las respuestae, a la 

=ldiación UV. en piel normal, e;on las siguientea (16-18, 23): 

a) Pigmentación 

b) Inflamación 

e) Carcinogénesis 

d) C,:;1mbios lnmunológicoe, 

.) Pigmentaci6n 

Como respuesta a la radiación UVA, 5e incrementa la pigmentación de !a piel, evidente casi 

,mediatamente: después a la irradiación (23). 

,) Inflamaci6n 

La inflamación es cau~ada principalmente por la UVB. ésta reacción se presenta después de 

~ a 6 horas de exposición. La respuee.ta primaria es un eritema y edema, pero a grandes dosis 

?uede conducir a la formación de vee,Ículae, y ~íntomae; sistémicos. En epidermis hay vasodilatación. 

nfiltración celular y edema (16, 17, 23, 24). 

:) Carcinogónesis 

Como se mencionó anteriormente, la 1ncidenc1a de la luz UV conduU: a la formación de 

~Ímeros de Timina, los cuales al no ser reparados dan lu~ar a la transfom1aci6n celular y 

=ventu.almente a la fomiación de tumores (17, 23). 
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O cambios inmuno16gicos inducidos por la ha lN 

La exposici6n de la piel a la radiación UV tiene importantes consecuencias inmunológicas 

::icale5 y sistémicas. Se ha demostrado in vivo que células de Langerhans (CL). las cuale6 son 

;élulas pre5entadoras de antígeno. expuestas a UVB o UVA pre:Be:ntan cambios morfológicos y 

'uncionales así como la disminución en la expresión del Aq CDla (16). Las CL pueden perder 

11arcadores de superficie, emigrar, morir o pennanecer en la epidemiis (26). Las céilu!as epidérmicas 

t:.ratadas con UV tienen una presentación de Ag deficiente como se ha demostrado tanto in vitro 

::;omo in vivo (24, 27, 28 ). En modeloe. experimc::ntales murinos se ha sugerido que !a UVB 

probablemente interfiere con la capacidad de presentación de Ag de las CL. El mecanismo preci~ de 

esta alteración no ha sido bien dilucidado (27). 

LoB queratinoc1tos son una fuente importante de citocinas tale!::> como !a interleucina-1 (IL-

1), IL-6 y el Factor estimulante de Colonias de Macrófagos y Granulocitos (GM-CSF) (24, 29, 30). 

Estudios recientee, Bugieren que la irradiación de queratinocitos con luz UV e5timula la 

producción de IL-1 (24, 29), IL-3 (31), IL-6 (32-36) y TNFalfa (37). Se ha propuesto que en piel 

irradiada por UV, esta5 moléculas están involucradas en reaccionee, inflamatorias sistémicas talee 

como la fiebre, así como en !a respue6ta inflamatoria local (38 ). 

Por otra parte, al irradiar células endotelialee, con UVB in vitro. aumenta la expresión de 

algunas molécula!::> de superficie celular involucradas en la adhesión de leucocitos, t,alcs como la 

molécula de adhesión de células cndot.c!ia!ce.-1 (ELAM-1) y la molécula de. adhesión intcrce!ular-1 

(ICAM-1) (30). 

La alt.crdctón en U c-:)(prcs1Ón de toda e estas mo!écular, ( citoc1n.:1~. molhulflO de adhc01ón. 
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:te.) puede e.er responsa17Ie no sólo de !as diferenciae; en la naturaleza de !a infiltr«lción leucocitaria 

:n respuestas inflamatoriae;, sino tambíén conducir a la modrficación de la respue5ta inmune 

:uando menoe, en forma local (30). 

Por lo tanto, la respuest.a inmune parece tener un papel importante en !a patogenia de !as 

~sionee, del PA. por lo que es de especial ínterü, revisar .::1lgunos de los aspectos b~sicos de la 

nisma para entender mejor !a naturaleza de los infiltr.:::1dos !infocitarios. 

:II. ONTOGENIA DE cal/LAS T (39, 40) 

La maduración de !.a célula T se lleva a cabo principalmente en e! timo, y consta 

~e tres etapas relacionadas (Fig. 6): 

1) Migración y Proliferación 

2) Diferenciación 

3) Selección 

:) Migración y Proliferación 

Lo6 precursores de las células, T, originados en la médula Óe,ea, migran hacia !a corteza del 

;imo en donde ~ llevarán a cabo la proliferación y la selección celular. De la corteza, los timocitos 

:células T inmaduras) m,~ran hacia la médula tímica. esta migración es facilitada por el contacto 

~stat,lecido entre el timocito y células epiteliales tímicas, macrófagos, células dendríticas y célu!ae 

1odriza. Al alcanzar e.u madur&1ción, la6 c6!ulas T migran a Ónpnos periféricos. 

DuranU: .::1 procc90 de maduración, p.articipan diferentc:s moléculas producidas por !a!:I 

:élul.,10 cl'>Lrorn.11.::v del t,111'10, t..'.)lc6 como homior1¿w tímic..3€> y citocin.'16 (IL.-7) 
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CD4+CD8 • 

figura · . 6 - Ontogen1a de las células T (39). 
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~) Diferenciación 

E! proceoo de diferenciación de !as céfu!ae, T tiene como objetivo definir su fenotipo con base 

~ la expresión de mo16cu!a5 involucradas en e! reconocimiento de antígeno5 (Ag), y posterior 

~ctivación: 

• Expresión del Receptor para Ag de la Célula T (RCT) 

• CD4 

•CD8 

Las moléculas accesorias CD4 y CD8, son marcadores .::1sociados con la función de la cé!u!a 

(cooperadora y cítolítica, respectivamente). La expresión del RCT depende de una serie de 

·eatTeglos genético5 que ocurren dur.::1nte la maduración celular. ee,tos eventos se revisan más 

~delante. 

J) Selección 

fa; el proceso que genera el repertorio de: células T maduras en periferia. Los timocitos 

~d,t:n expresar RCT antes de la ~lección. Hay dos tipos de ~lección: 

• Selección positiva. Consiste en la eliminación de células T cuyo RCT no muestra afinidad a 

nol6culas de CPH propias Sólo sobreviven células f unidas a CPH propio con péptidos extraños o 

>ropios. Cualquier célula Ten de6arrollo es seleccionada cuando su fenotipo se define y su RCT está 

·c6tnngido por CPH E6 decir, cuando el RCl" c6tá re5tringido por CPH cla~ 1, la célul.a es CD8'. Y 

;urlndo el RCf cvtf.Í re.:e-tnngido por CPH cl.36c 11. ta célula es CD4'. 
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• Selección negativa. Consiste en la eliminación de clonas de células T cuyos RCT reconocen 

a antígenoe; peptídicos, propios asociados a CFH propios, o bien, !as clonas se inactivan (anergi21 

clona!). La eliminación clona! se dá mediante la apoptosís (muerte celular programada). 

• Receptor para -ígeno de las cérulas T (RCT) 

a) Generalidades 

Las células T reconocen péptidos antigénicae, unidos a moléculas del CPH en la superficie de 

la célula presentadora de antígeno. Este reconocimiento se lleva a c,::1bo mediante un complejo que 

se encuentra en la membrana o superficie de la propia célula T 11¡:¡mado receptor para antígeno de !a 

célula T. Existen 2 tipos de RCT: 

• RCT alfa/beta 

• RCT gama/delta 

Ambos están compuestos de 2 c21denas palipeptíd1cas que se encuentran unidas mediante 

un en!ace disulfuro. Estas cadenas son g!icoproteínae y conetan de un dominio extracelular variable 

(V) que constituye el sitio de unión al antígeno y tiene un enlace d1sulfuro intra-cadena. Para el caso 

de !as cadenas alfa y gama e! dominio V e6tZI codificado por segmento6 genéticos Variab!e6 (V), y de 

Uni6n (J); y para el cziso de las cadena6 beta y delta por segmento6 genético6 V, de Diversidad (D) y 

J 

Ae.,í mismo, la::> 2 cadenas también tienen un dominio extracdular constante (C). codificado 

por segmentos genéticos constantee, C, y también tiene un cnlzicc dioulfuro intra-cadcna; éldemá6 

de eet.oe; dominio0 (V y C). mnbac, cadcn,10 t-1e:ncn una región de concxitSn en 1~1 qlir úl':- cncucnt.r.;1 un 
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enlace disulfuro 1ntercadena. una región transmembranal y colas citop!asmáticas (Fig. 7). 

Existen diferencias entre el RCT alfa/beta y gamMdelta en cuanto a la expresión de éstos en 

las células T. así como en e! tipo de antígeno que reconocen. El RCT alfa/beta se expresa en la 

mayotÍa de las células T. mientras que e! RCT gama/de!t.a 6e expresa en un porcentaje mucho menor 

(39,40). 

o) Organización genética 

Los genes que codifican para las diferentes cadenas, de los RCT están organizados por 

diferente5 segmentos (Tabla 4), !a posición de éstos~ muestra en !a Figura 8 (39, 40). 

:) Rearreglos genéticos 

Los segmentos genéticos del RCT llevan a cE1bo un proce:so de recombinaciones durante la 

::intogenia de lae células T, para dar lugar a genes que se expresarán en la membrana celular como 

,adenas polipept,dicas (39-41). 

• RCT alfa/be-ta 

El pnme:r locus que se rearTegla es el de la cadena beta, y el proceso es el s-1guiente: Un 

x:gmcnto D se une a un %grncnto J, la unión DJ se une a un segmento V dando lugar a la unión 

/DJ. Las secuencias intermedias son eliminadas. Posteriormente ocurTe [a transcripción en donde 

a unión VDJ se une a un 5qJmcnto C, y el RNA mensajero se traduce para formar un polipéptido que 

;s gl1cos1l.1do ydr1r lug.:1r a la cadena beta (f-1g. 9}. 

F-.1 rcarrcglo del locu0 de l::1 c;idcna alfa ~ cr,t1mula por el rc.mrcglo funcional 1Jcl locu0 de la 
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N N 

Cadena f3 Cadena a 

e IX 

Enlace S-S 
Región Tranemembranal 

e e 

Figura 7.- Receptor para antfgeno de la célula T (RCT). 

V y C se refieren a los dominios Variables y Constantes 

N y Ca los extremos amino y carboxitermmal (39). 



TABLA 4.- SEGMENTOS GENETICOS DE LAS CADENAS DE LOS DOS 
TIPOS DE RCT (39. 40) 

CADENA 

a 

y 

o 

CROMOSOMA 

14 

7 

7 

14 

V 

75 

75 

14 

4 

D 

2 

3 

J. 

70 

12 

5 

3 

e 

2 

2 
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(Cromosoma 14) 
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(Cromosoma 14) 
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(Cromosoma 7) 

Figura 8.- Orgamzac1ón ge.nómica de la líneo germrnal del RCT (39, 40) 
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cadena I\ del RCT. V es la región variable, D de d1vers1dad, J de 
unión y Ces la región constante (40). 

3' 



26 

adena beta; y el proceoo es similar (39-41). 

, RCT gama/delta 

El rearreglo para éste tipo de receptor es muy similar a! de! RCT alfa/beta. Dado que el !ocus 

e !a cadena delta se encuentra dentro de! locus de !a cadena alfa, los rearreglos funcionales de 

lfa eliminan a! locus de la cadena delta ( 40). 

) Reguklción de la recombinación genética 

El proceoo de rearreglo involucra el reconocimiento de las secuencias ~ñal de 

5'combinacíón, el rompimiento de la doble cadena entre lo!:> e:lementos que van a ser unidos y las 

ecuencias heptámero, pérdida y adición de nucleót!dos a las uniones, y ligación para completar el 

roceso de unión ( 41). 

Laei uniones de los segmentos genéticos e0tán mediados por diver50s factores ta!ee, como 

enes que activan la recombinación, y la enzim.a TdT (que adiciona nucleótidos), para dar lugar al 

roducto de la recombinación V(D)J. 

Secuenciae, ~ñal de reconocimiento 

Los ~gmentos gcn6ticos V, D, y J tienen a sus lados 6Ceucncias que definen el eitio do:::" 

~arreglo. Es decir, en la posición 3' al ~gmento V. en ambos lados del segmento D, y en posición 5' 

1 oegmento J. 

Estas sccucnciae 0eñal son St'.:Cucnci.a!:? conurvadas durante la cvoluc16n, y e,on hcptámcroe, 

nonámaos que c:,Lán 9e.p,:irador, por un.a !X::C.Ucncia c~?paci.1dora de 12 o 23 pare¡; de bai:,cc, (pb) 
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.as 5eeuencías 5eñal son los Únicos elementos de reconocimiento necesario6 para !a recombinación 

42). 

Gene6 Activadores de la Recombinación 

En todas la6 ee,pecies estudiadas, los genes activadores de !a recombin21ción, llamados 

::.AG-1 y RAG-2 constituyen una unidad genética importante. La expresión de ambos genes genera 

!:l actividad de recombinación. Se piernsa que una enzima llamada recombinasa V(D)J dirige los 

:ventos de rearreglo t.anto en las células T como en las células B. Exi5ten estudio!::> en líneas 

:e!ulares que sugieren que probab!ementt: estos genes regulan la expresión genética de la 

·ecombinasa V(D)J, codificando componentes linfoide-eepecíficos de la enzima. La actividad de la 

·ecombinaGa 5e ha detectado sólo en linfocitos inmaduroe; (41-43). 

Deoxirribonuc!eotidil Transferasa Terminal (TdT) 

La T dT es una enzima que se expresa principalmente en células linfoides jóvenes, y su función 

:& adicionar deoxmucleót1dos a extremos de DNA, principalmente residuos G. fa;tas secuencias se 

:onocen como regiones N (39, 43). 

:) Exclusión alélica 

Cuando se rearregla de manera funcional un alelo de la cadena beta, y que se expresa en la 

~cmbrana de la Ulula T, se 1nh117e el rearrcglo en el otro alelo. ee,U:: fenómeno e,e conoce como 

:xclusi6n alélica Una vez que se ha formado el rcarrcglo funcional de la cadena beta, u c&timula el 

le l.1 cadena alfa. Si el rcmi-cqlo de 1:1 cadena beta en .o1mbos aleto~; no es productivo. cnt..onccv la 
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::éiula morirá (Fig. 10) ( 40). 

f) Generación del repertorio del RCT 

Para generar la diversidad del RCT requerida para el rt:e0nocimiento de un amplio ee;pectro 

:fe detemiinantes antigénicoe;, las célulae, T utilizan una estrategia combinatoria de rearreglo de 

DNA. Este repertorio se fomia mediante diferentes mecanismos: 

• Combinación al azar V(D)J 

E! potencial de diversidad generado por ésta combinación de unión es igual a! número de 

&egmentos V, multiplicado por el número de segmento!;:i D y J (:;9, 44). 

• Secuencias variable5 de unión 

1) l.21 unión de los, segmentos genéticos puede ser imprecisa, dando !ugar a rearreglos 

funcionales. Es decir, el extremo 3' de un segmento, y el 5' de otro eegmento, al perderoe algunos 

nucleótidos. se unirán produciendo diferentes secuencias, las cuales a su vez serán traducidas 

dando lugar a diferentes aminoácidos o bkm. fuera del marco de lectura ( 44). 

2) Existe la inserción de nucleótidos que no provienen de la secuencia germinal, dando lugar 

a la r~ión N. E6ta adición la realiza !a enzima TdT (39, 40). 

3) Los S(;gmentos D pueden ser leídos en tres marcos de lectura diferentes (44). 

• Dos tipos, de cadenas 

El h.xho de combinar do6 cadenae d1ferenU:s para formar el hcterodímero, contribuye a 

a mentar· 18 diversidad generada ( 4.tl ). 
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g) Moléculas asociadas 

T.anto la expresión en la superficie celular de moléculas de RCT como su función en la 

activación de lae células T. oon dependientes de otras proteína!:> que e0tán aoociadas al 

heterodímero RCT. Todas estas proteínas juntae, forman el complejo RCT. 

Tres miembros del complejo son llamadas proteínas CD3. e incluye una caaena gama (Y) 

glico5ilada de 25 a 28 kD, una cadena delta (6) glicosi!ada de 20 kD, y una cadena epsilon (t) no 

glicoe,ilada de 20 kD. Eetas 3 c.::1denas exi5ten como monómeros en el complejo RCT. Además, el 90 

% de !os complejo\? RCT contienen un homodímero de cadenas zeta (i'.;) no glicosi!adas de 16 kD; y el 

10 'la restante contienen un heterodímero de una cadena zeta con una cadena eta (11) no glicosilada 

de 22 kD. De esta manera el complejo RCT más común es a.J3:y8El;2 (39, 40). 

r.Y. ONTOGENIA DE CELULAS B (39,40) 

Durante la maduración, la célula B proporciona funciones de reconocimiento y funciones 

dectora5 por medio de !as inmunoglobu!inas de membrana y ~retadas, respectivamenu. Las 

cé\ulae, B provienen de una célula madre que está comprome:tida en la línea de célulaa B. y ~ 

encuentra en la médula ósea. 

Cuando la célula contiene cadenas pesadas µ citoplasmáticas, se dice que se encuentra en 

el estado pre-B, y está en médula óu:21. En esta fase la c¿lula no responde al antígeno. 

Un.a célula B inmadur-.a es aquella que produce además cadenas ligeras, y expresa lgM de 

membrana. En Ü,tc cGtad10, la célulEI no prolifera n1 se difcrcncía. Cuando la célula sale de m6dula 

ósea 3 la circul.,¡c16n. conl.intÍfl mr~duranrJo. 
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La cé!ula B madura expresa !gM e lgD y ambas inmunog!obu!inas tienen idéntica 

::;;pecificidad antigénica. 

La célula B activa e5 aquella que ha sido estimulada por el antígeno. Prolifera y se díferencía. 

n esta fase aumenta !a secreción de inmunog!obulinas y disminuye la expresión en la membrana. 

,lgunas de la5 células activadas cambian de iootipo (explicado máis adelante). La afinidad de la 

1munoglobu!ina de membrana y secretada aumenta tras la estimulación antigénie21. Parte de la 

rogenie celular son células de memoria (Fig. 11) (39, 40). 

lllmunoglobulinas (Igs) 

La c61u!a B reconoce al antígeno mediante una ee.tructura de membrana llamada 

1munoglobulina, lo que constituye !a fase de reconocimiento de la inmunidad humoral. Las 

1munoglobulinas pueden ser también e.ecretadas por una célula B que se diferencía a célula 

!asmática despuée. del ee.tímulo antigénico. U:15 lgs sxrctada5 unidae:; al antígeno dan lugar a la 

:tse: efectora. 

Las lge. están formadas de 2 cadenae. polipe:ptídicas ligeras idénticas kappa (K) o lambda 

l), y 2 cadenas polipeptídicas pesadas idénticas. El patrón bát1ico de aooci;:1ción de cadenas se ha 

efinido como la unión de una cadena ligera a una cadena pe0ada y a 5u vez, cad;:1 cadena pesada 

E:>tá unida a otra c.3dena pesada. La aoociación entre cadena& pe6adas y ligera5 implica enlaces 

isulfi.Jro entre el extremo carboxitcrminal de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada. 

,1 por,1c1Ón cx.:1ct.:1 de la c1e,tcína <k l.1 cadena pc0ada qui:-: participa en ta formación del enlace 
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Figura 11 - Ont . ogen,a de la célula B (39. 40). 
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isulfuro varia con el iootipo. 

Lae, lgs se dividen en clases o isotipos (lgA. lgD. lgE, lgG e lgM). Las cadenas pesadas y 

3erae, constan de una región extracelu!ar variable (V) que tiene un enlace disulfuro íntra-cadena, 

odificada por segmentos genéticos V(D)J según el ca5o. La región variable constituye el sitio de 

nión al antígeno. Las cadenas pe5adas tienen además 3 regiones constantes (C) extracelulares y 

ada una tiene un enlace ,fü;ulfuro intra-cadena, una región transmembrana! y una región 

itoplasmática (en el caoo de !g de superficie). Las cadenafi ligeras solamente tienen 1 región 

onstante (Fig.12) (39,44). 

) Organizaci6n genética 

En el ser humano, el locus de !a cadena pesada se encuentra en el cromosoma 14, y consiste 

e segmentos gen..ticoo V (varial,le), D (diveroidad), J (unión) y C (constante). Los seqmentos C de 

1 cadena pesada define:n el iootipo de la lg. El locu5 de la cadena ligera kappa ez,tá en el cromo50ma 

y consta de e,egmentos V ,.J y C. Y el !ocus de la cadena ligera lambda e,e encuentra en el 

romoooma 22 y consiste de segmentos V. J y C (Fig. 13) (Tabla 5) (39, 45). 

1 ReCllffglos genéticos 

De manera similar a los genes del RCT. los segmentos genéticos se unen para dar lugar a ta 

to!écula de lg, éstos rearreglos ocurren duranU la ontogenia de la célula B y s-iguen una secuencia 

recis-a. 
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Figura 12.-
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Molécula de Inmunoglobulina (Ig). V y C se refieren a los dominios 
variables y constantes. Ny Ca los extremos amino y carboxiterminal (39). 
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Figura 13.- Organización de los genes de Ig del humano en la línea germinal. 

• Ind,can pseudogenes (40). 
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TABLA 5.- SEGMENTOS 6ENETICOS DE CADENAS UGERAS Y PESADAS 
DE Ig (39. 45) 

CADENA 

K 

Pe!:>ada 

CROMOSOMA 

2 

22 

14 

V 

100 

100 

D J 

5 

6 

200 20 6 

c 

6 

11 
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• Cadero pesada 

En el locw; de !a cadena pesada se l!eva a cabo el primer rearreglo. e implica la unión VDJ 

vándose a cabo el mismo proceoo que en el RCT, ha6UI la producción de la proteína (Fig. 14). 

• Cadena ligera 

37 

El re&1rreglo de la cadena ligera ee ~tímula por el rearreglo funcional de la cadena pesada, El 

ecanismo inicia con la unión VJ y posterior formación de la proteína, ésta cadena ligera e.e 

1sambla con la cadena pooada para formar la 11.3 (Fig. 15). 

1 llegulaci6n de la recombinación genética 

Los rearreglos genéticos de !gs se producen por un mecanismo de formación de asas y su 

iminación entre loe, 5egmentos genéticos, seguido de la unión de dichos ~gmentos. Al igual que el 

CT. e! mecanismo de recombinación está mediado por diferentes factoree tales como las 

xuencias ":>Cñal de reconocimiento, genes .:1ctivadores de la recombinación y la enzima TdT (43, 

5). 

) Exclusi6n alélica 

La primer cadena pee.ada que se forma es la cadena µ. Cuando el rearreglo es funcional en el 

rimer alelo, sc: inhibe el rearreglo en el eequndo alelo. Si el rearreglo en el primo:::r alelo no es 

Jncional. entonce-e, se estimula el proceso en el ~undo alelo. Si los dos alelos u rearrcqlan de 

1anera no funcional, la célula probabk:menU: morirá (Fig. 16). 

L..;1 producción de la c.adcna ~l puede estimular el rcarrct:,!o genético de la cadena ligera, d 
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1al se produce primero en el !ocue de La cadena K. 

Si el rearreg!o e5 funcional, entonce5 se inhibe o bloquea el rearreglo en e! locu5 de A. Si el 

·arreglo en lo:12 alelos de las cadenas ligeras (K o A) no es funcional, la célula probablemente 

orirá (Fig.17) (40,45). 

6eneraci6n del repertorio de Igs 

Al igual que lo5 linfocitos T, loG linfocito5 B utilizan una e5trategi.a combinatoria par.::1 los 

:arreglos genéticos (44). El repertorio de !g5 se produce medianU diferentes mecani6moe,: 

Combinaci6n al azarV(D)J (39,44) 

Secuencia5 variablee de uni6n ( 44) 

1) Uni6n imprecisa 

2) Adición de nucle6tido5 

Combinación de !as cadenas pesadas y ligeras ( 40) 

Hipennutación oomática: 

Se lleva a cabo en los genee, de la región variable de las células B que han sido activadas. 

stas mutaciones pueden alterar la afinidad de unión ,,11 ant(geno (maduración de la afinidad) en 121 

1olécula de lg. E9tas mutaciones son más frecuenUs en una respuesta inmune secund21ria: 

,demás laa célulaG B que: tienen mayor afinidad por un antígeno van a ~r seleccionadae, por el 

1iemo en forma más eficienU. Laa Ululaa que e.ufren cambio de ie.otipo, ae.í como lat:1o células de 

1emoria, pree.ent.an mutaciones más numero0a0. Dado que las mutaciones son al azar, en algunas 
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ilulas B se perderá la afinidad de unión al antígeno. Algunae de estas células no reeponderán al 

1tfgeno y morirán, mientrae que otra5 adquieren afinidad por un antígeno diferente (40, 45). 

~bio de Isotipo: 

Tras la e5timuladón ¡¡¡ntigénica, algunas de las célu1a5 B madurae, 5ufren un proceoo de 

~mbio de clase de la cadena pesada, lo que permite a la progenie producir lg5 con cadenas pesadas 

~ diferen~e, cla9es, como gamei, alfa o epsilon. E! mecanismo de cambio de iootipo es un proceoo 

~mado recombinación de cambio, en e! que el segmento gen6tico VDJ ream~g!ado se combina con 

n u,gmento gen6:tico de la región C ~tuado en poeición 3', eliminándoe;e el DNA intermedio. De 

,:;te modo, si los genes de Cµ y Co eran elimin.;1dos, el VDJ rearreglado se uniría al siguiente 

:implejo C, originando cadenas pesad¿:¡5 gama; la posterior eliminación de los siguientes segmentos 

enéticos de cla51!: d.atÍa lugar a !a producción de diferentes cadenas pesadas. Estas 

¾Ombinaciones del DNA ocurren en o cerca de secuencias de nucleótídoe; llamadas regiones de 

ambio. 

El cambio de isot.ipo no e!;;> un proceoo aleatorio, sino que está r~ulado por la6 células T 

ooperadoras y sus citocinae. ( 40, 46). 
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VSTIFICAa0N DEL TRABAJO 

Una de las formas para empezar a esclarecer la patogenia de fae, lee;iones en PA, es conocer 

:t naturaleza de los infiltrados linfocitarios de las mismas con baee a la presencia o ausencía de 

1ob!aciones clonales de linfocitos To B. 

)BJETIVO 

Para conocer más oobre !oe; me.canismo5 inmunes implicados en la enfermedad. en eete 

:.rabajo se planteó e! objetivo de utilizar métodos de gen6tica molecular para establecer la 

~resencia o au~ncia de clonas de linfocitos y su estirpe celular en los infiltrados linfocitarios de 

nuestras de lesiones en pacientes con f' A. 

Con bae,e a lo anterior, se han detectado los genes que codifican tanto para la cadena t,eta 

~el receptor para antígeno de la célula í (RCT beta), como 101::> genes que codifican para la cadena 

:,esada de las inmunoglobulinae,. 

Si dentro de las lesiones desarrolladas, en pacientes con f'A existen poblaciones clonales de 

:::élulas T y/o B. entonces S6 detect-ar.án r-earreglos gcn.6ticos para el RCT y/o los genes que codifican 

para las cadenas pcsada6 de la6 inmunoglobulinas. 
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METODOS 

uestras y controles 

Se obtuvieron biop5iav de labio inferior de 11 pacientes con Prúrigo Actínico (PA). De dos de 

!os pacientes fué posible obtener además biopsia de conjuntiva. Los tejidos fueron 

almacenados inmediatamente a - 70 ºC haf.ita 5u proce5atniento. 

Los, controles utiliz.ados fueron lo6 5iguien~5: tejido no linfoide (tee;tícu!o y riñón). Una línea 

celular de estir¡,e T (Hut-102), y otra de estir¡,e B (OCY-L43). Estas líneas presentan 

re.arreglos genómicos para RCT y para la región J de las cadenas pe5adas de las lg (JH) 

respectivamente. 

rocedirniento general 

Una de las formo:3s para localizar secuencia6 particulares en el DNA genómico es la t6cnica 

: tran5ferencia descrita por Southem en 1975 ( 47). 

Cada mue5tra de DNA genómlco es fragmentada con una enzima de re5tricción; los 

::igmentos resultantes son separados de acuerdo a su tamaflo por electroforesis en geles de 

¡arosa. El DNA es desnaturalizado in situ y transferido del gel a un soporte 5Ólido (usualmente 

t.roe de nitrocc!uloea o membranae de nylon). 

Lae posicionee de loi;; fragmentos de DNA oon preservados durante su tranefcrenc1a al 

[,ro. F.I DNA unido al filtro c€1 h1bridado con DNA o RNA marcado radiactivamcntc ( sondas 
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::1diactívas que contienen secuenciae, de intenfo. clonadas en vectoree, y mantenidas en cepas 

acterianas ). Mediante autorradiograña se localizan las poeiciones de los fragmentos homólogos, a 

, sonda (Fig. 18). 

E! método es lo suñcientemente sensible para detectar menos de 0.1 pia de DNA homólogo a 

~ sonda que ha e1do m.arcada r.::1diactivamente con 32pdATP a una actividad específica alta. 

A continuación se describen en forma particular !.~s t6cnicas que comprende el análisis tipo 

:iouthem ( 47-49), para lo cual se ha dividido en las siguientes fases o eUipas: 

Preparación de DNA genómíco a partir de tejidos y líneas celulares 

Preparación de DNA de plásmido 

l. Restricción. electroforesl5 y transferencia del DNA M controles y muee,tras de f' A 

✓. Marcado de DNA de doble cadena utilizando el fragmento K!enow'' de la DNA Polimerasa I de 

E._~ali 

1
• Separación de DNA marcado radiactivamente de precuroores no incorporados mediante 

cromatograña en columna 

11. Hibridación y autorr.adiografia 
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Preparcción de DNA genómico a partir de tejidos y lineas celulares (48. 49) 

La aplicación de técnicas de genética molecular al análisis de! genoma depende en gran 

1arte de la capacidad para preparar DNA de alto peso molecular. El método de obtención consiste 

:n 2 partes: una t6cnica para !ísar las células y solubilizar el DNA, seguido de técnicas qu(mícas o 

:nzimáticas para remover proteínas contaminante6, RNA y otra6 macromolécu!as. 

El método !5e de6Cribe a continuación: 

Las muestras de tejido fueron congeladas inmedizrtamente a -70 ºC. 

~-- Las líneas celulares oo cultivaron en medio RP'Ml-1640 que contenía 10 % de suero fetal 

bovino, aminoácidos no esenciales y antibióticos. Se incubaron en una atmósfera con CO2 al 

5 % y a una temperatura de 37 ºC. Las células en suspensión fueron recuperadas 

centrifugando a 600 xg, durante 10 minutos y se realizaron dos lavados con ,olucíón 

amortiguadora salina de fosfatos (PBS, "Preparación de Soluciones"). 

5.- Tanto el tejido como las c6Iula6 se resuspendieron en solución amortiguadora de lisis (1.2 m! 

por cada 100 mg de tejido; 1 mi para un cultivo de células en botellas de 250 mi, 

"Preparación de Soluciones"). Se añadió proteinasa Ka una concentración final de 50 

µg/ml (uPreparación de Soluciones"). El tejido procesado fué incubado en esta solución de 

lisis y proteinasa K para degradar la mayor cantidad de proteínas celulares. 

:¡..- Se realizaron tres extracclone6 orgánicae, volumen a volumen: la primera extracción con 

fonol eaturado con trie, la segunda con fenol:clorofomio-a!coho! isoamrnco (1:1), y la U:rcera 

con clorofomio-alcohol isoamnico (24:1) ("Preparación de Soluciones''). 

:> E! DNA fué recuper.ado por prcciplt.ac1ón con alcohol ctnico ,<ib00lut.o frío a 20 "e (2.5 
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volúmenes), y resuspendido en solución amortiguadora de Tris y EDTA (TE, "Preparación de 

Soluciones). 

Las muee.traa de DNA e.e cuantificaron espectrofotométricamente a 260 nm en dilución 

1:50. El criterio de pureza fué es"tablecido con ba5e a criterioe, ee,pectrofotométricos. 

Si la muestra es pur.i:1 (p.ej. sin cantidades signíficativae, de cont.amínantes ta!es como 

vteínas, fenol, agarosa u otros ácidos nucleicos). es posible la cuantificación espectrofotométrica 

: la cantidad de irradiación UVaboorbida por laie bases. Para realizar esta cuantificación, es 

:cesarlo realizar lecturas a longitudes de onda de 260nm y 280nm. La lectura a 260nm permite 

1!cu!ar la concentración del ácido nucleico en la muee,tra. Una Densidad Optica (DO) de 1 

>rresponde aproximadamente a 50 µg/ml p.ara DNA de doble cadena. El cociente entre las 

cturas a 260nm y 280nm (D02EJOl'D0uo) provee una estimación de la pureza del ácido nucleico. 

·eparaciones puras de DNA tienen una proporción D02oo/D0200 alrededor de 1.8 . Para calcular la 

mcentración de las muestras en ~/µI se tomó en cuenta el factor de dilución, la lectura a 260nm 

la correlación antee mencionada para DNA de doble cadena (50 µ.g/ml) (48), de acuerdo a la 

guiente: ecuación: 

dilución X lectura D.0. 200,,.,, X 50 J..11/mt 
µg/µI = 

1000 

Para obtener los p.g totales fué necesario tomar en cuenta el volumen de TE en el cual había 

do rcoue.pcnd1d8 la muestra. 
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C:. Preparación de DNA de pldsmido (48, 49) 

En !os experimentoe, realizados para la detección de !SeCUencias tanto de genes, que 

:;odifican para la cadena beta del receptor para antígeno de la célula T (RCT bet«1) como para la 

:::adena pesada de la!:? inmunoglobulinas (JH), se utilizaron los siguientes p!áe;midos: 

pTCRS-Hu.- Ee,te plásmido contiene la región constante 2 de la cadena beta (Cbeta2) del receptor 

para antígeno de la célula T. Este segmento de 770 pb fué aislado de la línea celular JurkElt {Fig. 

19) (50), y es capaz de unirse en fom1a específica tanto a la región constante 2 como a la 1 (Cbeta1 

y Cbeta2). Se encuentra clonado en el sitio Pst! del vector pBR322. Este plásmido contiene la 

~cuencia que codifica para [;;1 resistencia a tetraciclina. 

pHuJH(6KbBam-l-ld3).- Este plásmido contiene la región J de la cadena pesada do:: !as 

nmunoglobulinas (JH). Ei:;ta r~ión fue aislada de una biblioteca genómica de linfocitos humanos y 

~s capaz de unirse en forma específica a la región J de la cadena pesada de las inmunoglobu!inas. 

Se encuentra clonado en !os sitios BamHI e Hindl!I del vector pBR322. Codifica para resistencia a 

ampicilina transformando una cepa de E. co.fi C600. El inserto mide 6 Kpb (mi!ee de pares de 

,ases) de long;tud (f;g. 20) (51). 
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a) Transfonnaci6n bacteriana 

La mayoría de los métodos de transformación ee;tán basados en l.::ts observaciones de 

Mande! e Higa en 1970 (52). quienes demostraron que bacterias tratadas con soluciones de cloruro 

de calcio, podían ser transfectadae con DNA de bacteriófago lambda. El mismo método fue 

utilizado sub5eeuentemente para transformar bacterias con DNA de plásmido, y DNA cromosoma! 

de E.__c;a]j. 

Las células de E.._c121i son crecidas en fase logarítmica. Estas se concentran por 

centrifugación y son resuspendidas en una oolución que contiene cloruro de calcio. La exposición a 

iones de calcio induce la permeabilizacíón de la membrana permitiendo el paso de moléculas a! 

interior de la Úlula. por lo que se presenta un estado de competencia. El DNA de plásmido es 

mezclado con !as células para entrar en contacto con ellas. La me.zeta de DNA y célula e, se som~ a 

un choque térmico, el cual permite que el DNA entre a las células dicientemente. Las células son 

crecidas en medio selectivo que contiene el antibiótico adecuado, el cual permite el crecimiento de 

aquellae, bactenas que han incorporado el DNA de plásmido (48, 49). 

• Preparaci6n de células competentes (48) 

1.- Se crecieron bactenae, E.coli (cepa C600) en un tubo que contenía medio BHI estéril sin 

antibiótico ("Preparación de Solucionee,"), a 37 ºC durante toda la noche. 

2: Se tomaron 300 ill del tubo anterior y e<:: e,cmbr.aron en 30 mi de medio BHI c6ténl. 

3." Se incubó con agitaci6n lenta a 37 "e durante 2 horas con 15 minutos cx .. %tos. Se 
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reallz.-aron lecturas a diferentes tiempos en un fotocolorímetro (a una longitud de ond21 de 

550 nm) haeita que el cultivo alcanzó una D.0.=0.5 (aproximadamente una densidad de 5 x 

10' dlu1ae, por mililitro. 

4.- Se incubó en hielo durante 10 minutos, y posteriortnente se centrifugó a 600 xg/10 min, el 

50brenadante se de$CChÓ. 

5.- Se adicionaron 15 mi CaClz SOmM - Tris 10mM pH=8.0 ("Preparación de Soluciones}, y se 

incubó en hielo durante 15 minuto!:?. 

6.- Se centrifugó a 600 xg/10 min,y se de5eehÓ el oobrenadan~. Se adicionó 1 mi de CaC12-Tris 

y la suspensión se distribuyó en alícuotas de 200 µ1. 

7.- Se incubó a 4 ºC toda la noche. 

• Transformaci6n de las células competentes (48. 49) 

8.- El DNA del plásmido se adicionó en una cantidad de 40 a 150 ng por 200 µI de células 

competentes. 

9.- Se incubó en hielo durante 30 minutos, al término de este t-iempo se incubó a 42 ºC duranu 

2 minutos exacto5. 

10 - Se adicionaron 500 µI de medio BHI ce,ténl sin antibiótico y se incubó a 37 "C duranU 1 

hora. 

11.- 100 pi de 6e,u- tubo sl'! sembraron en una caja con medio BHI con el antib16tico adecuado. 

Se incluyeron controles sin antibiótico. con antibiótico diforcnt: al utilizado, y con un 

pláemido difcrcntG con antccedcnt:s de 6pt1mt1 transformación. 
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b) Aislamiento y purificaci6n de DNA de plásmido {48, 49) 

Los plásmidos utilizados fueron aislados y puriñcados mediante !a siguiente estrategia: 

1.- En 25 mi de medio de cu!tívo BH! se agregó !a cantidad necesaria de antibiótico para e! cua! 

!as bacterias transformadas son resistentes: 

pHuJH: 

pTCRB-Hu: 

Ampicilina resistente, 35-50 µg/ml 

T etracicllna resistente, 15-30 µg/ml 

("'Preparación de Soluciones") 

2.- Se sembró la cepa que contenía el plásmldo y se incubó toda la noche a 37 ºC. 

3.- Ee,ta su-spensión de bacterias se centrifugó a 2200 xg/10 min y se desechó el 

sobrenadante. 

4.- Se adicionaron 5 mi de NaCI 10mM ("Preparación de Soluciones"), y se centrifugó 

nuevamente a 2200 xg/10 min. Se desechó el sobrenadante. 

5.- La pastilla 6" resuspendió en 0.6 mi de Solución 1 (Tris 1M pH 8.0, EDTA 0.25M, 

"Preparación de soluciones"): y se incubó en hielo durante 20 minutos. 

6.- Se adicionaron 1.2 mi de Solución 11 (NaOH 0.2M. SDS 1 •1.,, "Preparación de Solucionee;"); ~ 

mezcló y se incubó en hielo durante 10 minuto:;. 

7.- Se agregaron 0.75 mi de Autato de pota::iio 3M pH 4.8. se mezcló y se incubó en hielo 20 

minutos. ("Preparación de Soluciones"). 

8.- PosU:riomiente ~ ccntnfugó a 10000 xg/15 min y se recuperó el oobrenad.ante. 
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9.- Se adicionó ribonuc!easa (RNAsa) al sobrenadante a una concentración de 50 µg/µl, !a cual 

se trató previamente con calor en un baño maría hae;ta ebullición durantél 10 minutos, y Be 

colocó inmediatamente en hielo para utilizarla posteriormente ("Preparación de Soluciones). 

10.- Se 1ncut,Ó a 37 ºC durante 1 hora 

11.- Se realizaron tres extracciones orgánicas volumen a volumen: la primera con Feno! saturado 

con Tris. la segunda con Fenol:C!oroformo-A!cohol lsoamílico, y la tercera con Clorofomio­

Alcohol looamÍlico. 

12.- En cada extracción se centrifugó a 800 xg/10 min, recuperando la fase acuosa en donde se 

encontraba e\ DNA. 

13.- Se adicionaron 2 volúmi:::nes de etanol aPooluto fno para precipitar el DNA, a temperatura 

ambiente durante 2 minutos. 

14.- Se centrifugó durank a 3000 xg/15 mln. La pastilla se \avó con etano\ al 70 "lo y se: áejó 

secar. 

15.- La pastilla seca se :-esuspendió en 160 µI de TE pH 7.5 y se adicionaron 40 µI de NaCI 4M y 

200 µI de Poliotilenglicol 8000 (PEG 8000) al 13 7,. 

16.~ Se incubó en hielo durante 1 hora, y se centrifugó a 8000 xg durante 10 minutos. 

17.- El oobrenadante se eliminó, la pastilla se lavó con etano! al 70 % y se dejó secar. 

18.· Se re61..1Spend1Ó en 50 µI de íE pH 7.5 y e;,e .almacenó .a 4 ºC para uso poe:,Unor. 
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e) Aislamierrto y purificaci6n del inserto (48, 49) 

El DNA de plásmido fué fragmentado con enzimas de restricción con e! propósito de obtener 

el fragmento clonado (in5erto) del gen en estudio. Para lo cual se utilizaron las enzimas 

correspondientes con las cuales se aisló el inserto del vector como se muestra en !a Tabla 6. 

1.- Se adicionó 1 U de enzima (Amersham, tipo 1!) por cada µg de DNA y la solución 

amortiguadora correspor.diente, como se recomienda por e\ fabricante. 

2.- Se incubó a 37 ºC toda la noche. 

3.- Se realizó una electroforesis en gel de agarosa &le una alícuota pequeña (aproxima~amente 

1/10 del volumen) para verificar si la enzima fragmentó al DNA de plásmido separando al 

inserto de\ vector ( &igestión comp\et-.3 ). 

Una vez que se observó e\ inserto en el gel, se procedió a la purificación del mismo para que 

quedara libre de sale::5, proteínas, y del propio vector. Esto se: llevó a cabo mediante un método que 

consiste en la unión del DNA a un.a matriz de sílica y posteriomiente ser recuperado en una solución 

amortiguadora (equipo "Gene Clean", Bio101) (53). A continuación se describe dicho método: 

4 - En el gel se cortó !a banda correspondiente al inserto, se pesó y se adicionaron 3 volúmenes 

de Nal ( solucibn 6aturada. inc!uída en el equipo), incubándou a 55 "e durante 15 minutos 



TABLA 6.- s:rTIOS l>E ctONAaON 

Vector 

pBR322 

pBR322 

Plásmido 

TCR~·Hu 

HuJH 

Sitios de 
clonación 

f'stl-f'otl 

Tamaño 
vector inserto 

4.3Kpb 0.77 Kpb 

BamHl·Hindlll 4.3Kpb 6.0 Kpb 

58 

Ref. 

50 

51 
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5.- Se adicionó !a matriz de sílica ("Glase;milk") en proporción de 1 µI por cada µg de DNA. Se 

incubó en hielo. 

6.- Se agitó constantemente durante 5 minutos, se centrifugó a 8000 xg/5 seg y se eliminó e! 

oobrenadante. 

7.- La paet.i!la se lavó 3 veces con 500 µ! de oo!ución de !avado (NaC!, etanol, agua; 

proporcionada en el ju~o de reactivos). Se centrifugó a 8000 xg/5 seg 'Y se desechó el 

sobrenadan-te. 

B.- Se disolvió la pastilla et1 TE pH 7.5 en un volumen igual al de la matriz de sílica. 

9.- Se incubó a 45-55 ºC durante 2 a 3 minutos y se centrifugó a 8000 xg/30 Beg. 

10.- Se recuperó el sobrenadante el cual contenía al DNA. y~ a!macen6 a 4 ºC. 

m. Restricci6n, electroforesis y transferencia del DNA de contrales y muestras de PA (48, 49) 

a) Digesti6n con enzimas de restricción y electroforesis 

1 - Se utilizaron 10 µ.g de muestra de DNA para digerir con 30 U de enzima de restricción 

(BamHI, EcoRI o Hmdlll; y sus correspondientes soluciones amortiguadoras. "f'reparación de 

Soluc1onos"). Se incubó a 37 ºC toda la noche. 

2,- Las muestras para la electroforesis se prepararon agregando colorante ("Preparación de 

So!ucionce,") a una concentración final de 10 7., vlv. 
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3.- Se realizó una electroforesie> en gel de agarosa a una concentrac1ón de 0.8 %, con una 

solución amortiguadora de TPE ("Preparación de Soluciones"). Lae, cond1cionee, de !a 

electroforesis fueron !as e,íguientes: 20 V, temperatura ambiente, durante toda la noche:. 

4- El gel de agarosa teñido con bromuro de etidlo (''Preparación de Soluciones/ se obeetvó en 

un transiluminador de !uz ultravioleta (242 nm) para verificar el desplazamiento de las 

muestras con referencia a un marcador de peso molecular, 

El marcador de peoo molecular utilizado fue DNA t::le\ fago lambda digerido con la enzima 

Hindl!I. Las bandas ob~rvadas corresponden a los siguienus pesos moleculares expres,ados en Kpb: 

23, 9A-, 6.5, 4.3, 2.3. 2.0. 0.5 

b) Transferencia 

Las muestras contenidas en el gel de agarosa fueron transferidas a un filtro de 

nitroce!ulos;a con soporte de nylon (Hybond e-extra, Ameroham) de la siguiente manera: 

1.- El gel se colocó en solución desnaturalizante, ("Preparación de Soluciones"). Se agitó 

lentamente por lapso de 1 hora a tt:mperatura ambiente. 

2.- La oolución desnaturalizanu fué desechada, y el gel se lavó 3 veces con agua desionizada. 

3.· El gel se colocó en solución neutralizantc ("Prcpar21ción de Soluciones"). 

lentamente 1 hora a temperatura ambiente. 

y se agitó 
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La solución neutralízante se eliminó y el gel se lavó 3 veces con agua desionizada. 

La transferencia se realizó por capilaridad con !a solución amortiguadora de transferencia 

(SSC 1OX. "'Preparación de Soluciones"). mediante un puente de papel VVhatman 1MM en el 

que se colocó e! gel y e! filtro de nitrocelulosa (Ver Fig. 18). 

>.- Los filtros de nitrocelulosa fueron de 0.45 µ de diámetro del poro. 

El puente de papel VVhatman permitió que !a solución salina estableciera un flujo de abajo 

21cia arriba desplau1ndo al DNA que se encontraba en el gel de agarosa hacia el filtro de 

itroce!ulosa, en el cual se adhinó con base a su carga negativa. 

Se transfinó durante 24 horas. Al término de este tiempo, e! filtro de nltroceluloe,a se 

horneó a 80 ºC por 2 horas. De esta manera el filtro quedó listo para llevar a cabo la 

hibridación tipo Southem. 

:v. Marcado de DNA de doble cadena utilizando el fragmento "Klenow" de la DNA Polimerasa I 

de E c,,/i ( 48, 49) 

Para marcar radiactivamente el inserto aislado del vector de clonación se utiliza una 

·cacción enzimática la cual involucra el uso de un fragmento 0e la DNA polimcrai,a ! de E. coli. A 

:ste fra13mcnto se le ha denominado fragmento "KlcnoW'. Este fragmento, de 76,000 D de peso 
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nolecular, representa el 70 % de la DNA polimerasa de E..__._cali, la cual retiene !a actividad de 

~nuclea6a 3' ---➔ 5', perdiendo oolo la actividad de exonucleasa 5' ---➔ 3'. 

EE>ta enzima se utiliul en combinación con secuenciae, de 6 nucleótidos !os cuales se unen 

ne5pecíñcamente en diferentes regionee. del inserto, para obtener DNA uniformemente marcado 

:;on una a!ta actividad específica. 

1.- El inserto previamente purificado se incubó en la siguiente mezcl.::1 de reacción: 

30 a 100 ng de DNA de interéo 

1 a 5 µg de hexanucleótidos (pequeñas 5eeuencías de nucleótidos !a5 cuales a! ser 

homólogas a secuencias en el DNA templado, servirán como iniciadores para el fragmento 

"Klenov,I' de la DNA poi 1) 

Agua desionizada e0t6ril para un volumen final de 14 µI 

2.- Se incubó a ebullición durante 3 min. colocando inmediatamente en hielo durante 5 minutos. 

3.- Se añadió !a siguiente mezcla de reacción: 

2.5 µ! de una solución 0.5 mM de una mezcla de deoxinuc!e6tidos (dGTP, dCTP, dTTP), 

excepto et nucleótido marcado radiactivamente (dATP). 

2.5 µI de solución amortiguadora para la enzima concen1:,rada 10 veces (10X) 

5 µI de a-"PdATP 3000 Ci/mmol (50 µC,) 

1 µI de enzima (3 - 8 U) 

4.- Se mezcló. y se incubó a temperatura ambk:ntc de 16 a 18 hor.ae. 

5.- La reacción ~ detuvo ,;1?í.1dicndo 2 ~ll de F: PT A 0.25 M Se ad1cion;lro11 100 ~ti de TE. 
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6.- El DNA marcado ge separó de los precursor~ no incorporados mediante una cromatograña 

en una columna (de 1 ml aproximadamente de volumen) de Sephadex G-50 como se describe 

a continuación: 

V. Separaci6n de !)NA marcado rodiacfüwnente de precursores no incorporados mediante 

C1'0ffl4tograf',a en columna {48, 49) 

1.- Se colocó una cama de lana de vidrio en el fondo de una jeringa de 1 ml. 

2.- Se Uenó !a jeringa con una wspen-~ión de 5ephadex G-50-300 (Sigma, "freparación de 

Soluciones), hasta la parte superior. 

3.- Se colocó en tubo de ensayo (de preferencia Corex) de 15 mi y se empacó la columna 

centnfugando a 300 xg durante 3 minutos. .a temperatura ambiente. 

4.- Se cfo~echó la solución amortiguadora recibida en el tubo de ensayo y se colocó un tubo 

para microce:ntn'fuga d.e 1.5 m! s!n tapa de tal manera que la punta de la jeringa se 

encontraba dentro de este tubo. 

5.- Se co!ocó la mueGtra radiactiva ya diluída con TE en la columna d('; S(';phad~. 

6.- Se centrifug6 a 300 xgl 5 min a temperat-ura ambiente, recuperando el DNA marcado 

rad1activamente: (';n el tubo para micr()C(';ntrffuga. 

7.- Con ayuda de un contador Geiger se calcu16 el porcentaje de incorporación ( ve acepta que 

una buena incorporación es del 65 al 80 ~,. ). 
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E! inserto marcado radiactivamente se utilizó para ~perimentos de hibridación. 

'I_ Hibridación y autorradiografia (47-49) 

Los experimentos de hibridación se realizaron a 42 ºC en una solución que contenía 

orrnamida al 50 %, siendo ésta una condición de hibridación menos sev-era para los, ñ!tros en 

:omparación con la hibridación a 68 "e en go,[ución acuosa. Aunque la pree.e:ncia de forrnamida 

·educe la cinética de hibridación, no se han reportado desventajas o problemas para la obtención de 

·esultados. Por otro lado, se utilizan frecuentemente diferentes tipos de agentes para bloquear la 

1ibridación inespecífica de la sonda a !a superñcie del filtro. Dentro de estos, agentes bloqueadores 

memos mencionar a la solución de Denhardt ('Preparación de Soluciones"), la heparina y la leche 

~n polvo de¾remada. Estos agentee. son utilizados en combinación con DNA desnaturalizado de 

espem1a de salmón y detergentes como el SOS ("Preparación de Soluciones"). Con esta 

combinación se logra elimin.eir eficientemente la hibridaci6n inespecífica. Además, para optimizar el 

anneam1ento de la sonda con su blanco, \ae. hibridaciones se \levan a caVo en solucione& ¡;:\e fuerza 

1Ónica alta (SSC 6X o SSPE SX, "Preparación de Soluciones"). Cuando se utiliza fomiamida ~ 

prefiere usar SSPE SX. debido a su gran efectividad como amortiguador. Después de llevada a cabo 

la hibndac1ón. se utllizaron condicione€> estrictas de lavado utilizando una combinación de 

temperatura y concentración de sal. Estas condicion(';S usualmente ~ determinan en fom,a 

empírica (4B). 
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,) Prehibridaci6n 

E! filtro de nitrocelulosa obtenido en la transferencia tipo Southern se sumergió en una 

solución de SSC 6X durante 2 minutos. 

~.- Poeteriom1ente, el filtro se colocó en una bolea en la cual se ,-:¡dicionó !a oo!uclón de 

prehibridación (0.2 mi por cada cm
2 

de filtro). 

UI oolución de prehibridación consiste en !o siguiente: 

50 7~ de Formamida 

SSPE 5X 

Solución de Denhardt 5X 

0.5 •1. de SD5 

DNA de 5almón (100 µq/ml) 

H20 estéril 

("Preparación de Soluciones") 

3.- Se s-elló comp!etamente la bolsa y se eliminaron las burbujas de aire presentes. Se incubó a 

42 "e toda la noche. 

b) Hibridaci6n 

1.- Al témuno de la 1ncubac1Ón, se eliminó una parr.e de la solución de prehibtidación de tal 

manera que qu~aron 0.05 mi por cada cm:' del filtro. 
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2.- Se adicionó EDTA a una concentración final de 3 mM c•rreparación de Soluciones"). 

3.- Se agregó la sonda radiactiva y ee mezcló. Se incubó a 42 ºC de 24 a 48 h. 

e) Autorrcdiograf'oa 

1.- Se de6eehÓ la oo!ución que contenía la bol!Z>a al término del tiempo de incubación. 

2.- El filtro de nitroce!uloe,a se lavó 2 veces durante 15 minutos a temperatura ambiente con 

una mozcla de SSC 2X y SDS 0.1 %. 

3.- Se efectuaron 2 l.avados más con SSC 0.1X y 5DS 0.1 •¡º de 30 minutos cada uno a 5S ºC. 

4.- El -filtro de nitrocelulosa 5e colocó en plá5tico autoadherible cuidando de no dejar sec21r 

completamente. 

NOTA: Lo6 siguientee; pasos se realizaron en un cuarto ob6Curo. 

5.- En un cae.ete para placas de rayoe, X, e.e colocó una placa de radiograña y oobre ésta el 

filtro de nitrocelulosa. 

6.- Se incubó de 3 a 5 días a -70 ºC. Al término del tiempo de exposición la placa se reveló. Los 

re6ultados de las muestras se analizaron comparando con los controles. La pre5encia de 

bandas adicionalc5 eugieren un rcatTcglo gcn6tico (Fig. 21). 
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Figura 21.-

-
Ejemplo de la detección de rearreglos (40i A) Versión germinal de los segmentos 

Vy J. E: Enzima de restricción. B) Versión hipotética de un rearreglo genético. 

C) En la hibridación se muestra el patrón de bandas detectadas. 



68 

PREPARACION DE SOWCIONES (48, 49) 

ACETATO DE POTASIO (5 M) 

Se preparó una solución de .::1cetato de potasio 5 M, se pesaron 58.88 g de acetato de 

potasio y se disolvieron en 120 mi de agua bidestil.ada. 

ACETATO DE SODIO (3 M) 

Se preparó una solución 3M de Acetato de sodio, se pesaron 408.1 g de Acetato de Sodio y 

se di5olvteron en 800 mi de agua bid.estilada. Se ajustó a pH 5.2 con ácido acético glacial, se ajustó 

a 1 L y se ee;teri!izó en autoclave. 

ACETATO DE SODIO (5 M), POTASIO (3 M) 

Se preparó una solución 5 M acetato, 3 M potasio de !a siguiente manera: 

120 ml de acetato de potasio 5M 

11.5 mi Ac1do acético t3lacial 

20 mi agu.a bid.estilada 

Se ajustó a pH 4.8, se aforó a 160 mi . se esterilizó en autoclave. 

ACIDO ETILEN-DIAMINOTETRA-ACETICO (EDTA 0.5 M, pH B.O) 

Se pesaron 168.1 g de E Dí A díhidratado y se disolvieron en 800 mi de agua bid.estilada, se 

agregaron algunas lenU:jas de hidróxido de sodio para alcalinizar un poco el medio y facilitar ta 

disolución del EDTA, 5e ajustó a pH 8.0, 5e aforó a 1 L y se eek:riliZÓ en autoclave. 
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AMPiaL.INA (10 mg/ml) 

Se preparó una solución de Ampicilína a un&! concentración de 10 mg/ml en agua bidee,tilada, 

se ee,terilizó por filtració1 y se almacenó en allcuotas a - 20 ºC. Concentración de trabajo: 35-50 

µ,¡/mi. 

BROMURO DE ETil>J:O (1 O mg/ml) 

Se preparó una solución de bromuro de etidio a una concentración de 10 mg/m!. 

Se pesó 1 g de bromuro de ecidio y se disolvió en 100 mi de agua bidestilada, se agitó 

dur.ante varias horas hasta su disolución. Se envasó en frasco ámbar y St: almacenó a 4 ºC. 

CITRATO l>E SOl>IO SAUNO (SSC 20X, pH 7 .O) 

Para 3 L se pesaron 175.3 g de NaCI y 88.2 g de citrato de oodio, se disolvieron en 2.4 L de 

agua bidesti\ada. Se ajustó a pH 7.0, ,z,e aforó a 3 L y se esterilizó en autoc\ave. 

CLOP.OFOlmO:ALCOHOL ISOAMIUCO 

Se preparó unai solución con 24 volúmenes de cloroformo por cada volurien de alcohol 

isoamílico. 

CLORURO l>E CAI.CIO-TP.IS (CLORURO l>E CALCIO 50 mM; TP.IS-CI pH B.O 10 mM) 

Se preparó una solución de cloruro de calcio SO mM. Tris~CI pH 80 10 mM en agua 

bidestilada. Se eetcrilizó en autoclave 
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CLORURO DE MAGNESIO (1 M) 

Se preparó una solución de cloruro de magnesio a una concentración 1 M. 5e pesaron 203.3 

g de cloruro de magnesio hi:ooahidratado, e.e disolvieron e:n 800 mi de agua bidesti!adzi. u: aforó a 1 

L y se esterilizó en autoclave. 

CLORURO DE SODIO 5 M 

Se prepar6 una oolución 5 M de cloruro de 90dio. se pesaron 292.2 g de cloruro de sodio y 

e.e dioolvleron en 000 mi de agua bid.estilada aforan.do a 1 L. 

La preparación del colorante para muestras Ge realizó de la siguiente manera: 

Xi\en Cianol 0.25 7o 

Azul de Bromofonol 0.25 7. 

Glicerol 50 "'/,, 

Tris pH B.5 0.1 M 

EDTA pHB.O 0.06M 

Todo disuelto en agua 

l>NA l>ESNAruRAUZADO DE ESPERMA DE SALMON (10 mg/ml) 

Se pt_:!;)aron 100 mt3 de DNA d('; esperma de salmón (Si9ma, tipo 11\ de \a ea\ de &Odio). Se 

agitó de 2 a 4 horae .a temperatura ambienU:. Se rompió por pasaje en jerintJa con ~guja delgada 
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varias veces. Se llevó a ebullición durante 10 minutos en bario m.1:1ría y se .::'l!macenó en alicuotas a 

-20 ºC. Antes de utillzarse, se llevó a ebullición de 5 a 10 minutos y ee enfrió inmediatamen~ en 

hielo. 

DOl>ECIL SULFATO DE SODIO eses pH 7.2) 

Se preparó una oolución de 505 al 10 o/o, se pe5aron 10 0 de SDS y se agregaron 90 mi de 

agua bidestilada. Se calentó a 68 't para disolver, se ajustó a pH 7.2 y se aforó a 100 ml. 

FENOL SATURADO CON TRIS-CI pH 8.0 

Se utilizó fono! ultrapuro redestiiado (grado biología molecular). El fenol se cakmtó hasta 

dioolverse, se añadieron 500 mi de Tris base 50 mM y se agitó durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. 

Se dejó en repooo hasta separación de fases y se eliminó la fase acuosa (fase superior). Se 

añadieron 500 mi de T ri!::i-CI pH 8.0 50 mM, se mezcló y se separaron las fases: se eliminó la fase 

acuosa y u repiti6 hasta lograr un pH 8.0. 

Posterionnente se añadieron 250 mi de TE (ver más adelanU) y 5t.: almacen6 a 4 ºC 

proU:!lido do la luz (p. ej. en un fraeco ámbar). 

FORMAMIDA (DESIONIZAl>A) 

Por cada 50 mi de Fomiamida se agregaron 5 g de reeina de. inUrc.ambio iónico (Bio-Rad 

AG501-X8). Se agitó duranu 30 minutoe a temperatura ambiente. ac filtró y almaunó a - 20 ºC. 
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lú:DIO DE C\JL TIVO INFVSION CEREBRO-CORAZON (BHI) 

Se pee-aron 37 g de medio de cultivo (BIOXON) y se disolvieron en un litro de agua 

,id.estilada, 5e esterilizó en autoclave. Para medio d.e cultivo 5l'!ido se pesaron 15 g de agar 

,acteriológico (BACTO-AGAR, DIFCO) por cada litro de medio de cultivo, oe eoterilizó en autoclave, 

;e dejó enfriar a 50 ºC. se añadió el antibiótico adecuado. y ~ die.tribuyó en placa~ de petri 

~t6rile-5. Se dejó solidificar a temperatura ambiente y se almacenaron a 4 ºC. 

PROTEINASA K 

Se preparó una solución de Proteinasa K a una concentración de 20 mg/ml en agua 

bideetilada estéril. Se almacenó a -20 ºC, la concentración de trabajo es de 50 µg/ml, su 

temperatura de reacción e5 de 37 a 50 ºC. 

RIBONUCI.EASA (U8RE DE DESOXIRRIBONUCLEASA) 

Se disolvió ribonucleasa pancreática (RNAsa A) a una conuntración de 10 mg/ml en Trie-CI 

10 mM (pH 7.5) y NaCI 15 mM. Se calent6 a e:bullicíón en un baño maría durante 15 minutos y 5e dejó 

enfriar a temperatur8 ambien~. Se guard6 en alícuota6 a - 20 "C. Concentraci6n de trabajo: 

50 µgiml. 

SEPHAl>EX G-!lO 

Se aíladieron 30 g de Sephadex G-50 (SIGMA) a 500 mi de TE pH 8.0 y se dejó a 

temperatura ambiente toda la noche. El oobrenadante e;e decantó y 6e reemplaz6 con un volumen 

iqual de TE pH 8.0. Se almacenó a 4 ºC en botella de t..ap6n de roua. 
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SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE FOSFATOS, pH 7.2 (PBS) 

Se añadieron aproximadamente 500 mi de agua bide5tilada a un vaoo de precipítado5 de 2 

L y se pee;aron: 

NaCI 8g 

KCI 02g 

Na2HP04 1.15g 

KH2PO. 0.2g 

Se macló hasta dioolver y se añadió ag:ua bídeetilada hasta 900 mi, 5e mezcló de nuevo y 

ge ajue,tb a pH 7 .2. §.e aforó a 1 L y se esterilizó en autoclave. 

SOWCION AMORTIGUADORA DE LISIS 

Se preparó una 50\uciÓl1 en agua bide6tilada con !a.5 5i<3uiente-s concentraciones: 

NaCI 

Tris pH 8.0 

Acido e-tilen~t:liamino 

tetra-acético (EDTA) 

Dodc-:cil Sulfato de Sodio 

Se e-s~rilizó en autoclave. 

10mM 

25mM 

0.57. 

100mM 
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sowaoN AMORTIGVADORA PARA ELECTROFORESIS DE lRIS-FOSFATO-EDTA (T1'E 10 X, 

pH 7.6-7.8) 

Se preparó una wlución de T ris~fosfato 0.0B M y EDTA 2 mM, 10 veces concentrada, de la 

siguiente manera: 

Se pre.aron 108 g de Tris baae. ae agregaron 800 mi de agua bides"til¡;¡da, y ~ añadieron 

15.5 mi de áciáo foofórico al 85 7, y 80 mi de EDT A 025 M pH 8D. Se ajuotó a un pH entre 7.6 y 

7.8, e.e aforó a un litro y 5e esterilizó en autoclave. 

SOWCION l>ESNATIJRALIZANTE (CLORURO DE SODIO 1.5 M; I-IIDROXIDO DE SODIO 

0.5 M) 

La oo!ución desnaturalizante se preparó de la e,íguiente fonria: 

Para 3 L, se pesaron 262.98 g de cloruro de oodio, 60 g de hidróxido de sodio y se 

disolvieron en 2.5 L de agua bidestilada. se aforó a 3 L y ~ esteriliz6 en autoclave. 

SOU/CION l>E DENHARDT (!50 X) 

Se pe:6aron 5 g de Ficoll tipo 400, 5 g de polivinilpirrolidona y 5 g de albúmina 9érica bovin<'-1. 

Se disolvfr;ron en 500 mi de agua bidee,tilada, ae ee;terilizó por filtraci6n y ae almacenó en alícuotas 

a -zo•c. 



;QWCION AMORTIGUADORA DE TIUS-El>TA, pH 7.5 y pH 8.0 (TE) 

Se prepar6 una oolución: 

Tri6 10 mM 

EDTA 1 mM 

Se ajustó a pH 7 5, o bien a pH 8.0. Se esterilizó en autoclave 

SOWCION NEUTRALIZANTE pH 7.4 (Tris 1 M, NaCI 1.5 M) 
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Para 3 L se pesaron 363.3 g de Tris y 262.98 g de NaCI. se dioolvieron en 2.8 L. se ajustó a 

pH de 7.4 y se esterilizó en autoclave. 

SOWCION SALINA DE FOSFATOS-El>TA (SSPE 20 X) 

Se preparó una solución en agua bidestilada que contenía: 

NaCI 3.6M 

NaH,P0,.H20 200 mM 

EDTA 20mM 

Se ajustó a pH 7.4, se aforó a un litro y se esterilizó en autoclave. 

SOWCIONES PARA AISLAMIENTO DE PI.ASMIOOS POR USIS ALCAUNA 

SOWCIONI, 

Glucoe-a 50mM 



T ris-CI 25 mM (pH 8.0) 

EDTA 10 mM (pH 8.0) 

Se .::1ñadió lisozima en el momento de utl.lizar:;e. 

SOUJCION II: 

NaOH 0.2N 

SDS 1% 

SOLU<:rONm: 

Acetato de patasio5M 

Acido acético glacial 

Agua bidestálada 

60ml 

11.S mi 

28.5ml 
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La solución resultante es 3 M con ~e.pecto al potasio y S M con respecto al 

acetato. 

sowaoN AMORTIGUAl)ORA PARA LA ENZIMA "ICLENOW' (10 X) 

Tris-CI (pH 7.6) 

MgCl2 

0.125M 

0.025M 

Se preparó una solución de tetraciclina a una concentración de 12.5 mg/ml disuelta en 

etanol-agua (50 7. vlv). Se esterilizó por filtraci6n y ~ almacenó a -20 ºe en oscuridad. 

Conccntrac1ón de trabajo: 15-30 J.UJ!ml. 
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RESULTADOS 

I. Recolección de muestras 

Se incluyeron 11 pacientee; del servicio de Dermatología del Hospital General "Dr. Manuel Gea 

González" de !a Secretaría de Salud. De estoe; 11 pacientee; 5e obtuvieron biopsias de labio y de dos 

pacientes fué poe;ible o~ner además biopsia de conjuntiva. Tod.05 los pacientes fueron 

diagnosticados con PA, utilizando los criterio5 convenciona!eei. Las muestras fueron enumeradas de 

acuerdo a la fecha de recepción y fueron almacenadas inmediatamente a -70 ºe ha5ta su 

procesamiento. 

II. Halla,gos Clínicos 

En la Tabla 7 se presentan algunos datos clínicos de los pacientes incluídoB en este estudio. 

Loe, 11 pacientes pre~ntaban prurito, pápulas eritematosas, placas liquenificadas, costras. y 

edema en r~ione5 corporales expuesta5 al ool. En general, los pacient.e1;:, provet1ían de diferentes 

5ltios de ori~n: D.F .• Ed.o. de México, Vera.cruz y Guerrero. Todos lo5 pacientes fueron tratados con 

talidomida y &e ol1tuvo una respue6ta favorable en todos los casos. Solo uno de los pacientes 

reportó familiares con P A. 

m. Aislamiento y purificaci6n de DNA genón,ico 

T snto de !o~ controles como de lae, muestra(, de PA fué poeiblc aiel.8r y purificar DNA r.le. 
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TABLA 7.- DATOS a.INICOS DE 11 PACIENTES CON PRURIGO ACTINICO 

No.• Origen 

PA1 23 F 15 Labio D.F. 

PAZ 23 F 8 Labio Guerrero 

PA3 9 F 8 Labio Veracruz 

PA3C Conjuntiva 

PA4 18 F 10 Labio D.F. 

PA5 24 F 23 Labio Edo.Mex. 

PA6 16 M 10 labio Veracruz 

PA7 32 F 2 la Dio Guerrero 

PA8 11 F 8 Labio D.F. 

PA8C Conjuntiva 

PA9 25 F 18 W:lbio D.F. 

PA10 19 M 15 Labio D.F. 

PA11 15 F 5 Labio Edo.Mex. 

• De: lo~ pacientce 3 y 8, ~e obtuvieron mue5trae. de lal7io y 111ue5tr.:l5 de 

conjuntiva (C): f: fem~ino; M: Masculino 

• • Edad en l.:1 que el paciente presentó 1a enfermedad por primer.a vez. 
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alto peso molecular suficiente al menos para un análi!;is tipo Southem (T.abla 8). La recuperación de 

DNA dependió directamente del tamaño de !a muestra. En todos los c;asos se obtuvieron muestras 

de alto grado de pureza de acuerdo a !os criterioe, espectrofotométricos (ver Métodos). 

IV. Hallazgos Genéticos 

El criterio para establecer la presencia de rearregloo. se ba~ en l.a comparac•1ón de \as 

muestras de PA respecto a las muestras controles. 

De todas las muee;tras se obtuvieron resultados del análisie, genético a! r1%1!izar la detección 

de la subunidad beta del RCT (T ab!a 9). En el control no linfoide ~ obe.ervó un pa'trón de restricción 

correspondiente a la versión gemtinal de este gen (una banda de 12.0 Kpb y una banda de 4.0 Kpb al 

realizar la digestión con !a enzima EcoRl, Figura 22); mientr8s que en la línea celular HuT102 de 

estirpe T el análisis revc::IÓ bandas adicionales corrc:spondientes al rean-eglo. Dos de !as 13 muestras 

analizada& (PA9 y f'A11, fig. 23 A) mostraron rearreglo gené-tico al menos con 2 enzimas de 

restricci6n. Estos resultados sugirieron la presencia de pob!acionee clonales de c61ulae, de e@tirpe T. 

Las banda~ obtenidae. fueron de baja intensidad indicando la presencia de una población 

relativamente pequeña de c61ulae, T. Para confirmar la presencia de eeit.as bandas, las 

autorradiografías fueron colocadae, en un analizador de imágenee,, utilizando i::l programa AMBIS 

versión 4.3. Los rearreglos fui::ron confirmados i::n ambos ca606 (Fiq. 23 B). 

En la Tabla 10 se ri::sumi::n los hallazgos gi::n6ticos de hibridación con la sonda qui:: detc::cta la 

región J de lae c.ad~nae, pc::sad.as di:: lg. En forma i,imilar a la l11brid.ación con RCT bctZl, el control no 



TABUI 8.- MUESTAAS DE tlNA OBTENIDAS A PARTIR DE CONTROi.ES Y DE 
PACIENTl:S CON l'RURIGO ACTINICO 

No. 00"'°"" 
1 t>O,aon,' DO,,,o/00-,,,,' µg/ml

3 11g Totoles
4 

CONTROI..ES 

Te:<5tfculo 0.122 0.065 1.87 1.22 244 

Riríón 0.196 0,107 1.83 0,98 1960 

HuT102 0.060 0.033 1.8 0,15 ,50 

0CY-L43 0.058 0.032 1.81 0,58 232 

/,\L/ESTRAS 

PA1 0.019 0.011 1.73 0,19 76 

PAZ 0.023 0.012 1.92 0,23 115 

PA3C 0.053 0.029 1.82 0.132 13.2 

PA3 0.136 0.073 1.86 0.34 21.2 

PM 0.061 0.035 1.74 0,61 305 

PA5 0.077 0.044 1.75 0.77 115 

PA6 0.075 0.044 1.7 OZ,75 375 

PA7 0.044 0.026 1.7 0,11 55 

PABC 0.047 0.027 1.7 0,11 22 

PA8 0.027 0.015 1.8 0.07 20 

PA9 0.036 0.019 1.89 0.09 22 

PA10 0.126 0.068 1.8 0Z,15 350 

PA11 0.069 0.04 1.72 OZJ45 69 

1 
. Lecturas o 260 y 280nm. ~ Relac,on entre los lecturas como cr1ter10 d(: pureza: 3 

: Concentroc1on de 
lo mut.stl'O y 4 

Car,11dad 1otol ~ ()NA pur1f1codo. 
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TABLA 9.- HALLAZGOS GENETICOS EN CONTROLES Y EN 11 PACIENTES CON 
PRURIGO ACTINICO. RECEPTOR PARA ANTIGENO DE LA CEI.ULA T 

No. RCT-\3 

BamHI EcoRI Hindlll 

CONTROLES 

Testículo G G G 
Riñón G G G 
HuT102 R R R 
OCY-L43 G G G 

MUESTRAS 

PA1 G G G 
PA2 G G G 
PA3 G ND G 
PA3C G ND ND 
PA4 G G G 
PA5 G G G 
PA6 G G G 
PA7 G G G 
PA8C G G ND 
PA8 G G ND 
PA9 R R ND 
PA10 G G G 
PA11 R R R 

C: Conjuntiva; G: Genninal; R: Rearreglo: ND: No Deurminado. 



Figura 22.-

11 111 IV V 
Kb Kb 

Análisis del RCT ~ mediante hibridación con sonda radiactiva. I: Control no 
linfoide; Il: Control de células T; m, IV y V: Muestras PA5, PA6 y PA7. 
Enzimo. de restricción: EcoRI. 
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Figuro 23,-
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11 111 IV 
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' \/ 

¡ h' ' ' ._R,(__ --
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lJ\ 
IV 

f\ J\¡ 
i~~ -___ j L. ____ '' ·----

Análisis del RCT b median'te hibr\do.ci6n tipo Southe.rn en muestras de PA. Panel 
A: Muestras de DNA digeridas con la enzima EcoRI. I: Control no linfoide: II: 
Control de células T; m: Muestro PA9L; IV: PA11L. Panel B: Análisis 
densitométr1co. Las flechas inchcan los bandas re.arregladas y la curvo 
correspondiente. 
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TABLA 10.- HALLAZGOS GENETICOS EN CONmOLES Y EN 11 PAaENTES 
CON PRURIGO ACTINICO. CADENAS PESADAS DE 
INMUNOGI.OBUUNAS (JH}. 

No. JH 

BamHI EcoRI Hindlll 

CONTROLES 

T es.tículo G G G 
Riñón G G G 
HuT102 G G G 
OCY-L43 R R R 

MUESTRAS 

PA1 G G G 
PA2 G G G 
PA3 G ND G 
PA3C R ND ND 
PA4 G G G 
PAS G G G 
PA6 G G G 
PA7 G G G 
PA8C G G ND 
PA8 G G ND 
PA9 G G ND 
PA1O G G G 
PA11 G G G 

C: Conjunt.iva; G: Genninal; R:: Rearreglo: ND: No Determinado. 
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linfoide mostró un patrón germinal ( una bélnda de 16.7 Kpb, en el caso de la digestión con la enzima 

BamHI), y el control de células B presentó rearreglo (Fig. 24), Un¿;¡ muestra proveniente de lesión en 

conjuntiva (PA3C, Fig. 25), presentó rearreglo con la enzima de restricción BamHI. El análisis de 

esta muestra con otras endonucleaeia\.7 no se realizó, ya que la muestra proporcionada fué muy 

pequeña (T ab!a 7). sln embargo. la rehibridaciÓn de este filtro con \a wnd-a que reconocía a\ RCT 

beta, mostró un patrón germinal, indicando que las bandas adicionales obtenidas con la sonda para 

lg corregpondían a un rearreglo genético y no a una posible degradación o restriccíon parcial de !a 

muestra. 

Con base a! resultado anterior, el filtro se rehibridó con una oonda que reconoce a fa región 

constante de la cadena ligera kappa (Cx:) (54), para tratar de establecer el est-adio de la clona 

det.xtada para la§ cadenas pesadas. Se observó un patrón germinal de acuerdo a !os controles 

inc!uídos (55), lo que sugirió J.::1 preBenci.'3 de una población probablemente de cé!u!as B inmaduras 

(ver Discusión) (Fig. 26) (39, 40). 



11 111 IV V 
Kb Kb 

figura 24.~ Análisis de cadena pesada de Ig (JH). I: Control no linfoide; n: Control de 
células B; m: Muestra PA5; IV: PA6; V: PA7. Enzima utilizada: BamHI. 
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Figura 25.· 

11 111 

Hibridación tipo Southern para la detecci6n de la cadena pesada de Ig en 
pacientes con PA. Análisis con la enzima BamHI. I: Control no linfoide: n: 
Control de células 8; m: Muestro PA3C (conjuntiva). Las flechas indican las 
bandas reorregladas. 
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11 111 IV 

Kb 

23 • 

~ 
94• 

6.6• - -

Figura 26.~ Detección de la regi6n constante de la cadena ligera" de Ig (CK). I: Control no 
linfoide; II: PA3L; m: PA3C y IV: Nl3 (control para C<). 
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t>ISCl/SION 

El propóaito de ee,te ee,tudio fué caracterizar a nivel molecular loe, infiltrados linfocitarios de 

eeione$ en pacientes con PA para obtener mayor conocimiento de la naturaleza de estos 

nfiltrados. 

La detección de rnarreg!oe, genétícoe, del RCT. eugieren la presencia de poblaciones, clonalee, 

::ie estirpe T. Estos resultadoa apoyan loa hallazgos inmunohietoquímicos realizados previamente 

que e.ugetÍan la presencia de células T (56. Dr. J. Arrese, Centre Hospitalier Universitaire de Lieja, 

Service de dermatopathologie, Bélgica. Comunicación personal). 

El hecho de detectar una población clonal, sugiere un mecanismo inmune involucrado en la 

patogenia del Prúrigo Actínico; posiblemente esta población se originó como parte de una respuee,ta 

postenor a 121 activación de c61ula6 T, m!sma6 que al ser e5timuladae,, probablemente migraron hacia 

el lugar de respuesta a la luz IJV. Dado que el factor ttiol6gico aceptado para el PA es la incidencia 

de !uz UV, los eventos que 5e podrían presentar es la formación de fotoproductos, o 17ien, de 

proteínae. alteradae, producidas por dafios en el DNA. 

Cualquiera de eetas 2 situacionee, o la coml7inación de aml7as, posiblemente tengan la 

capacidad de des~rtar una respueeta inmune. Lo anterior es apoyado por lo siguiente: 

1) La ree.puesta de tos pacientes a la talidomida. un fármaco que prol7al71emente tiene una 

acción inmunosupresora, y una acc.ión inhil7itoria sobre el TNFa. (19-22). 

2) La p~ncia de linfocitoe CD4+ detectados con anticuerpos monoclonales (56). 

3) Estudioo inmunohistoquímico6 que revelan células CD45R+ y CD4SR0+. siendo !a 

mayoría CD45R0+ a nivel folicular (Dr. J. Arrcec, Centre H05pitalicr Univereitairc de l.icja. Scrvicc de 
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dermatopathologie, Bélgica. Comunicación peroona!). 

4) La resistencia de la6 células de Langer+ians a la luz UV, es decir, el número de estas 

células no fué afectado par la irradiación a diferencia de lo ob5ervado en los controlee (57). 

5) Producción incrementada de ciertae citocinas en queratinocitos irradiados con UV in 

vitro (24, 29, 31-37, ver Introducción). 

6) La expre5iÓn de molécula5 de adhe5iÓn (LFA-1, LFA-2. ICAM-3, VLA-4) de5erita5 en 

lesiones de PA inducidas artificialmente con luz UV (57). 

7) El hecho de detectar poblaciones clonales de células T en 2 muestras y de células B en 

una muestra, deex;ritas en el presente ee•tudio. 

Los hallazgo5 obtenidoe, en el análisis para genes de cadena pe5ada de lg revelaron la 

existencia de poblaciones clonales de estirpe B. 

Al realizar la dete:cción de cadenas ligeras (con Cx:). el patrón gemiinal resultante e;ugiere un 

estadio inmaduro de las Úlulas B, existen eituaciones que explicarían la pre$encia de 6stas en la 

leoión: 

1) La población clonal de células inmaduras podría sugerir el desarrollo de un evento 

neoplásico, 6in embargo, ni el paciente analizado (muestra PA3C) ni otros pacientes con PA han 

pre5entado correlación con el desarrollo de tumore!::>, por lo que 5e puede deGCartar e6ta posibilidad. 

2) La presencia de Úlula9 pre-B en conjuntiva. podría e,ugerir una aluración importante en 

el mecanismo o vía de diferenciación de las células B. e,in embargo, no 5e ha descrito disminución de 

c61ulas B maduras circulantG"e en pack::nU:e con PA (58) Por lo tanto se propone que c.,;ta 
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::l:et.ección corresponde a células B maduras que preaentan un rearreglo evidente para cadenas 

:;,esadas pero no p.::1ra ligeras. E5 decir, en la hibridación con CK existe la posibilidad de haberse 

detectado una banda correspondiente al tamaño de! patrón gem1inal probablemente debido a un 

rearreglo productivo, pero que haya originado un fragmento de reatricción de igual tamaño o al 

menos de una exteneión eimi!ar al germinal, comigrando con el mismo. 

Para deocartar esta posibilidad, eei necesario el análi5i!::i posterior de nuevas muestras de 

conjuntiva. así como de la mie.ma paciente, utilizando oondae moleculares distintas a la empleada, o 

bien. obteniendo RNA de estas muestras para detectar la expreeión tanto de cadenas pee,adas 

como de ligeras. 
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CONCLVSIONES 

1) En lesiones de algunos pacientes con PA exi6ten poblaciones clonales de estirpe T; 

2) Pueden existir poblaciones clonales de células de estirpe B en paciente€> con P A y 

3) Los resultados o~nidos en este estudio contribuyen a [¡¡¡ definición de un mecani!::imo 

inmune probablemente involucrado en la patogenia del PA como u ha propuesto anteriomiente. 

Cabe mencionar que el análi6is prospectivo a nivel molecular contribuirá con estudios más 

eepecíficos para explicar la pre~ncia de úlulae B en conjuntiva, la existencia de otras poblaciones 

clona les de c61ula5 í (RCT y/6), así como la determinación del uoo preferencial de regiones variables 

del receptor. 
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