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INTRODUCCION {
I, Prdrigo Actinico

a) Definicidn

El Prdrigo Actinico [FA) es una fotodermatosis que afecta principalmente poblaciones de
piel morena en Norte, Centro y Sudamérica. Es una enfermedad poco comin y se observa
principaiimente en personas que viven en poblaciones situadas arriba de los 1000 m sobre el ruvel del
mar (1-4).

El PA ha recibido diversas denominaciones las cuales se enlistan en la Tabla 1(125). Afecta
a ambos sexos con predominio del femenino en pmporcién 21 a 4:1. Los signos y sintomas def FA
aparecen tempranamente, alrededor de los © a & afos de edad (1, 6,7).

La luz ultravioleta (U¥) es reconocida, hasta el momento, como ¢l factor etiologico en el
desarrollo del PA, debido al incremento de casos en verano, asi como la presencia de lesiones en
personas especialmente sensibles a la irradiacién. Los pringipales tipos de luz LY asociados a la
enfermedad sondetipp Ay B (15,6, 8}

For otro lado, existen antecedentes genéticos de los pacientes, que relacionan el haplotipo
del Complejo Principal de Histocompatibilidad {CPH) denominado HLA en el humano, con cierta
susceptibilidad a la enfermedad. Recientemente, se han determinado los hapiotipes en diferentes
series de pacientes con PA pertenecientes a distintos grupos étnicos como los descritos en
Canada, e donde se encuentra una frecuencia incrementada de los antigenos HLA-A24 y HLA-Cwa
(e.10).

En otros estudios e ha reportado una asociacién significativa entre la frecuencia tanto de

la expresién det antigeno Cwd como de |a enfermedad en los indios Chimila, en Colombia (11). En



TABLA 1. .-

DENOMINACIONES DEL PRURISO ACTINICO

Autor{es) Denominacidn Afio

William "Eczema Solare” 1798

Hutchingon *Surmer Prurigo” 1878

Haxthausen Erupgidn Luminica Polimorfa 1819
Crénica

Rash Erupcidn Lurtiinica Polimorfa 1926
Crénica

Lamp Dermatitis Solar 1250

Escalona E, Dermatitis Solar 1954

Gonzilez Q. y .

Varzla G. Actinodermatitis 1957

Cordero F, Sindrome Cutdneo 1960
Guatemalensis

Lépez Gonzdiez Pririgo Solar 1961

Everett J. “Light sensitive eruption in 1961
American indians”

Londotio F. Pririgo Actinico 1266

Birt y Davis "Photodermatitis in North 1271
American indians"

Satll A. Dermatitis Solar 1972

Corrales H. Dermatitis Polimorfa por iuz 1973

Hojyo v Dominguez  Erupcién Polimorfa Luminica, 1975
Tipo Prurigo

Flores O. Pririgo Solar de Altiplanicie 1975




Exico se ha reportado un estudio similar encontréndose una asociacién con los antigenos HLA-
& y HLA-DR4 (12). Estos haliazgos sugieren que existe un correlacién entre |a expresién de
rtas moléculas del CPH con la susceptibilidad a desarroliar PA.

En 1921 se comenzaron a realizar estudios con la finalidad de establecer algin factor
reditario relacionado {8, 7, 13). Inicialmente se propuso un mecanismo autosdmico dominante,
n una frecusncia familiar que varia del 3 al 15 % (B, 13). Estudics recientes realizados con
cientes mexicanos han permitido estabiecer que, cuando menos en la serie inclulda de 28
cientes, ¢l antecedente famitiar fué positivo en el 14 %, lo que concuerda con lo reportado
eviamente.  Ademds, se encontrd que el familiar mas frecuentemente afectade era la madre
4 %), sequido de los hermarnos (18 %) y del padre (14 %) (13).

En la poblacion indigena Chimila de Colombia se ha reportade una alta frecuencia de la

fermedad (& %) sin embargo no se pudo establecer claramente la existencia de un factor

reditario (14).

Caracteristicas clinicas

Las lesiones se presentan en las regiones del cuerpo expuestas al sol, tales como las
Sjilas, dorso de la nariz, frente, pabellones auncuiares, regidn del escote, caras externas de
AZ06 y antebrazos, doreo de las manos y piemas {Fig. 1) (6).

Las lesiones son polimérficas ¢ hiperpigmentadas; incluyen maculas y papulas que pusden
irée para formar placas, costras, y finalmente liquenificacién. Se presenta prurito intense en
dos los casos. El nimero, extensidn y morfoloala de 1as lesiones varian de acuerde a la clapa de ia

fermedad, intensidad de exposicion solar y tratamientos previos (7). Es muy frecuente «f at ague



Figura .- Topografie y morfologia det Pririgo Actinico (6),



a la muceosa de los labios, originando una quellitis que se observa hasta en ef 85 % de los casos, y

pocas veces ha llegado a ser la Unica manifestacién de la enfermedad. Las lesiones afectan
principaimente el iablo inferior y ee caracterizan por edema, escamas, fisuras verticales y
secundariamente ulceracion. La conjuntiva presenta lesiones en mis del 45 % de los casos. |a

evolucidn del PA es crdnica, con periodos de mejoria despuée del tratamiento, y persiste durante

toda lavida (6, 7).

¢} Caracteristicas histopatolégicas

En las lesiones de piel se presenta hiperqueratosis, acantosis y engrosamiento de la iamina
basal. En la dermis se observa un infiltrado perivascular compueste principalmente de linfocitos, que
pueden llegar a formar conglomerados {1,15).

En tas lesiones de labios e¢ observa hiperqueratosie con paraqueratosis, acantosis,
espongiosis, y vacuolizacién de ta capa basal. Puede presentarse ulceracion del epitelio. Un hallazgo
constante es la presencia de un infiltrado linfocitario denso que puede disponerse en forma difusa o
llegar a formar néduios (Fig. 2) (15).

En biopsias de conjuntiva, se aprecia hiperplasia del epitelio attemando con Areas de atrofia,
con vacuolizacién de las células de la capa basal. También se presenta infiltrado linfocitario denso
arreglado en un patrén folicutar (1, 15).

El andlisis hietopatolbgico tambidn revela |a presencia de abundantes eosindfilos en biopsias

de lesiones tanto de labio como de conjuntiva (15).



e

Figura 2.- Corte histolégico de una lesién de labio.
Presencia de foliculos linfoides (15).



d) Diagndstice diferencial
El A se ha descrito principalmente entre nativos americanos; sin embargo, en algunos
paises de olros continentes se considera como una variante de otras dermatosis ocasionadas por
hipersensibilidad a ia uz solar, y no como una entidad diferente. Fara realizar el diagnbstico
diferencial se toman en cuenta las siguisntes dermatosis (Tabla 2):
* Erupcién Polimorfa Luminica (EPL)

* Dermatitis Actinica Crénica (DAC)

La Erupcidn Polimorfa Luminica (EPL), es una enfermedad comuin gue tiene una distribucion
mundial, afecta a todos ios grupos, presenta varacidn estacional, y se caracteriza por tener
periodos de remisién. Cominmente e observan vesiculas, mientras que en et PA no estdn
presentes. Otra de las fotodermatosis tomadas en cuenta para el diagnbstico diferencial det PA, es
la Dermatitis Actinica Crénica (DAC) ia cual es una entidad muy frecuente en hombres mayores de
80 afios, los pacientes usualmente responden a medicamentas sistémicos como azatioprina y

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

(1-4).

¢} Tratamiento
Ei tratamiento esté dirigido a bloquear la radiacién UV, prncipalmente de tipo A y B. Este
tratamiento se basa on ¢l uso de blogueadoree solares como son pantallas y filtros, incluse,

muchasg veces eo necesano que el paci¢nte permanezca en un lugar aislado de la exposicion eolar

(%)



TABLA 2 - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL (1, 3, 8, 16)

ENTIDAD* SEXO EDAD HISTOLOGIA TRATAMIENTO
EPL En hombres Aduitos Infiltrado Azatioprina
¥ mujeres jévenes linfocitario
DAC Principalmente Mayores Infiltrado Azatioprina
en hombres de 50 linfocitario Ciclosporina
afios minimo
PA Principalmente Niflez Infittrado Talidomida
en mujeres finfocitario
en todos los
casos

" EPL: Erupcidn Polimorfa Luminica; DAC: Dermatitie Actinica Crénica; PA: Pririgo Actinico.



Los pacientes responden a agentes tépicos y antinistaminicos orales, pero por el prurito
congtante muchas veces sen intolerantes at tratamiento (17,18).

Actuaimente el tratamiento de eleccidn es la Talidomida, reportandose mejoria en piel, labio
¥y conjuntiva en ia mayoria de los casos (B, 19, 20). Anteriormente este medicamento se utilizd por
su efecto sedante para el tratamiento de las molestias que presentaban los pacientes con
reacciones leprosas agudas; por esta razon ee propuso su Uso en pacientes con PA observandose
no sélo la disminucién del prurito, sino también 1a mejoria generalizada del paciente, incluyendo la
desaparicion de las lesiones.

Ef mecanisto de accién de éste medicamento no estd completamente esclarecido, sin
embargo se propone una accion inmunosupresora, antinflamatoria, asi como su efecto inhibitono en
la expresién del Fastor de Necrosis Tumoral-alfa (TNFalfa) (21, 22).

Con base a la importancia del papel que tiene la luz UV en el desarrolio del PA, a continuacidn

¢ mencionan los efectos de ésta y 1a reaccién de fotosensibilidad en piel normai,

II. Fotobiologia

La radiacién UV e5 una pequefia parte del espectro de radiacidn electromagnética y
comprende 3 longitudes de anda: UVC (200-220 nm), UVB (290-320 nm), y UVA (320-400 nm)
(Tabla 2) (23). La composicién final de radiacién LV incidente eobre |a Tierra ¢o principalmente del
90 % 0 mag de UVA y 10 % o menos de UVB (16, 17, 23).

l.a reaccidn de fotosensibilidad se refiere a cualquier alteracion en |a piel inducida por la

abeorcién de encrgia radiante (fotén), que se relaciona con la frecuencia y longitud de onda (16, 23).



TABLA 3.- RADIACION NO IONIZANTE (23)

RANGO (nm) RADIACION

<1 Rayos X {ionizante)
200-290 wC

290-320 uve

320-400 UVA

400-800 Visible
&00-100,000 Infrarrojo

> 100,000 Ondas de Radic

10



11

El primer pasc en una reaccién fotoquimica es la absorcidn de un fotén por una moldcula
llamada croméfora. La epidermis y la dermis contienen croméforos con un espectro de absorcién
dentro de |as regiones de UV y visible.

Estos croméforos incluyen DNA, RNA y protefnas, A mayor longitud de onda, {a profundidad
de transmision es mayor y por lo tanto el poder de penetracién es UvA > UvB > LVC.

De esta manera, los efectoe de 1a WYC y UYB ocurren principalmente en la epidermis,
mientras que UVA tiene mayor efecto sobre céhulas y estructuras dérmicas {Fig. 5).

Cuando esta radiacion liega 5 la piel, una porcién de la luz es reemitida, una porcidn es
absorbida, y una porcién es transmitida a |a siguiente capa (Fig. 4). Despuds de que Iz energia
radiante e absorbida, el croméforo adguiere un estado de excitacién de vida media corta, sequido
por un cambio quimico que da lugar a un fotoproductoe (23, 24).

Los fotoproductos inician una serie compleja de respuestas bioguimicas tales como la
generacion de flujos dricos, iniciacidn en la repiicacidn del DNA, e induccién o inactivacidn de
reacciones enzimiticas. Estas respuestas ocasionan cambios celulares variables tales como
proliferacidn, mutagénesis y pérdida de marcadores de superficie celular (Fig5) (24, 25).

En general, los Acidos nudleicos y las proteinas son los croméforos mas importantes para la
UVB. La absorcidn de UVE por el DNA conduce a |a produccién de dimeros de Timina, en donde dos
moléculas de Timina adyacentes resultan unidas covalentemente por un anillo de ciclobutane. Los
dimeros de Timina detienen la replicacidn del DNA. Estos dimeros de Timtina pueden ser reparados
por diferentee mecanismos como la folorreactivacién enzimatica, en donde el anillo de ciclobutano

es esaindido liberande dos restos de Timina (25).
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Figura 3.- Penetracién de fa luz UV en la piel (16).
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La eensibilidact entre los individuos varfa en base ai tipo de piel. Las respuesias a la
adiacién UV, en piel normal, son las siguientes (16-12, 23):
a) Pigmentacién
b} Inflarmacién
¢) Carcinogénesis

d} Cambios Inmunolégicos

) Pigmentacién

Como respuesta a la radiacion UYA, se incrementa 1a pigrmentacion de la piel, evidente casi

wrediatamente después a la irradiacién (23).

) Inflamacién

La inflamaciéh es causada principalmente por la UVB, ésta reaccion se presenta después de
Fa © horas de exposicion. La respuesta primaria ¢s un eritema y edema, pero a grandes dosis
uede conducir 2 ta formacién de vesiculas y sintomas sistémicos. En epidermis hay vasodilatacién,

nfiltracion celular y edema (16,17, 23, 24),

) Carcinogénesis
Como se menciond anteriormente, la incidencia de la luz UV conduce a la formacién de

limeros de Timina, los cuales al no ser reparados dan lugar a la transformacién celular y

ventualmente a la formacién de tumores (17, 23).
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) Cambios inmuncldgicos inducidos por la luz UV

la exposicién de a piet a |a radiacion UV tiene importanies consecuencias inmunologicas
vcales y sistémicas. Se ha demostrado in vivo que células de Langerhans (CL), las cuales son
élulas presentadoras de antigeno, expuestas a UVB o UVA presentan cambios morfolégicos y
Uncionales asi como la disminucién en la expresion del Ag CDia (16). Las CL pueden perder
narcadores de superficie, emigrar, morir o permanecer en la epidermis (28). Las células epidérmicas
ratadas con UV tienen una presentacién de Ag deficiente como se ha demostrado tante in vitro
como in vivo (24, 27, 28). En modelos experimentales murinos e ha eugeride que la LVE
probablemente interfiere con ia capacidad de presentacion de Ag de las CL. El mecanismo preciso de
esta aiteracion no ha sido bien dilucidado (27).

Los queratinocitos son una fuente importante de citocinas tales como 1a interleucina-i (i~
1), IL-6 y el Factor estimulante de Colonias de Macréfagos y Granulocitos (GM-CSF} (24, 29, 20).

Estudios recientes sugieren que la irradiacién de queratinocitos con luz UV estimula la
produccién de IL-1 (24, 29), lL-3 (31), -6 (32-36) y TNFalfa {37}. Se ha propuesto que en piel
irradiada por UV, estas moléculas estan involucradas en reacciones inflamatorias sistémicas tales
como |a fiebre, asf como en la respuesta inflamatoria local (38).

Por otra parte, al irradiar céluias endoteliales con UYB in vitro, aumenta la expresion de
algunas moléculas de superficie celular involucradas en la adhesion de leucocitos, tales como la
molécula de adhesidn de células endoteiialee-l (ELAMA) y la molécula de adnesidn intercelular-1
(ICAM-1) (20).

La alteracién en la expresién de todas estas moléculas (citoenas, moléculas de adhesion,
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tc.) puede ser responsable no sdlo de las diferencias en la naturaieza de la infiltracion leucocitaria
n respuestas inflamatorias, sino también conducir a la modficacién de la respuesta inmune
uando menes en forma local (30).

Por lo tanto, ta respuesta inmune parece tener un papel importante en la patogenia de las
ssiones del PA, por lo que es de especial interés revisar algunos de los aspectos bésicos de |a

nisma para entender mejor ta naturaleza de los infiltrados linfocitarics.

T1I. ONTOGENIA DE CELULAS T (39, 40)
La maduracién de a célula T se lleva a cabo principalmente en el time, y consta
le tres etapas relacionadas (Fig. ©):
1) Migracién y Proliferacién
2) Diferenciacidn

3) Seleceidn

) Migracidn y Proliferacidn

Los precursores de las céluias T, originados en la médula 6sea, migran hacia la corteza del
imo en donde se llevardn a cabo la proliferacion y la selecaidn celular, De la corteza, los timocitos
células T inmaduras) migran hacia la médula timica, esta migracién es facilitada por el contacto
slablecido entre el timocito y células epiteliales timicas, macréfagos, células dendriticas y células
10driza. Al alcanzar su maduracién, lae células T migran a érganos periféricos.

Durante ¢l proceec de maduracién, participan diferentes molésulas producidas por las

élulas estromiles del Limo, Lales como hormonas timicas y criecinas (IL-7)
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2} Diferenciacisn
Et proceso de diferenciacidn de las células T tiene como objetivo definir su ferotipo con base
1 la expresidn de moléculas involucradas en el reconocimiento de antigenos {(Ag9), ¥y posterior
ctivacion:
- Expresién del Receptor para Ag de la Cdula T (RCT)
« CD4

- CD&

Las moléeulas accesorias CD4 y CD8, son marcaderes asociades con la funcién de la céiula
[ (cooperadora y citolftica, respectivamente). La expresidn del RCT depende de una serie de

earreglos genéticos que ocurren durante la maduracién celular, estos eventos se revisan més

delante,

}) Seleccidn
Es el proceso que genera el repertorio de céluias T maduras en periferia. Los timocitos

eben expresar RCT antes de la seleccidn. Hay dos tipos de seleccion:

- Seleccion positiva, Consiste en la eliminacion de células T cuyo RCT ne muestra afinidad a
noléculas de CPH propas Sdlo sobreviven células T unidas a CPH propic con péptides extrafios o
ropios. Cualguier célula T en desarrolio es seleccionada cuando su fenotipo se define y su RCT estd
estrngido por CPH Es decir, cuande ¢l RCT esta restringido por CPH clase |, 1a célula es CD&'. Y

uande el RCT a6t restnngido por CPH clase |l la célula es CO4”.
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- Seleccion negativa, Consiste en la eliminacién de clonas de células T cuyos RCT reconocen
a antigenos peptidicos propios asociados a CPH propios, o tien, las clonas se inactivan (anergia

clonat). La eliminacion clonal se da mediante la apoptosis (muerte celuiar programadza).,

* Receptor pera antigeno de las células T (RCT)

a) Generalidades
Las células T reconocen péptidos antigénicos unidos a moléculas del CPH en la superficie de
la céiula presentadora de antigeno. Este reconocimiento se lleva a cabo mediante un complejo que
8¢ encuentra en ta membrana o superficie de Ia propia célula T llamado receptor para antigeno de la
célula T. Existen 2 tipos de RCT:
- RCT alfalbeta
- RCT gamal/delta
Ambos estin compuestos de 2 caderas polipeptidicas que se encuentran unidas mediante
un enlace disulfuro. Estas cadenas son glicoproteinas y constan de un dominio extraceiular variable
(V) que constituye el sitio de unidn al antigeno y tiene un enlace disulfuro intra-cadena. Para & caso
de las cadenas alfay gama ¢l dominio V esta codificado por segmentos genéticos Variables (V), y de
Unién (J): y para ¢l caso de las cadenas beta y delta por segmentos genéticos V, de Dwersidad (D) y
J
Asl mismo, las 2 cadenas también tienen un dommio extracelular constante (C), codificado
por seqmentos gendticos constantes C, y tamhién tiche un enlace disulfuro intra-cadena; ademds

de estos dominios (V y (), ambac cadenao Lignen una regitn de conesadn en la que & encuentra un
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riace disulfuro intercadena, una regidn transmembranal y colas citopiasmaticas (Fig. 7).
Existen diferencias entre &l RCT atfalbeta y gamaldelta en cuanto a la expresion de éstos en
as células T, asl como en el tipa de antigeno que reconocen, El RCT alfalbeta se expresa en la

nayoria de las células T, mientras que el RCT gamaldeita se expresa en un porcentaje mucho menor

39, 40).

) Organizacién genética
Los genes que codifican para las diferentes cadenas de los RCT estan organizados por

iferentes segmentos (Tabla 4),la posicion de éatos se muestra en la Figura & (39, 40).

)} Rearreglos genéticos

Los segmentos genéticos del RCT llevan a cabo uh proceso de recombinaciones durante la
ntogenia de las céluias T, para dar lugar a genes que se expresardn en la membrana celular como

zadenas polipeptidicas (39-41).

- RCT affalbeta

El primer locus que se rearregla es el de la cadena beta, y el proceso es ¢l siguiente: Un
segmento D se une a un segmento J, la umidn DJ se une a un seamento V dando lugar a la unién
/D.). Las secusncias intermedias son eliminadas. Posteriormente ocurre [a transcripeién en donde
a urién VDJ se une a un segmente C, y el RNA mensajere se traduce para formar un polipéptido que
38 glicesilade y dar lugar a la cadena beta (Fig. 9).

Fl rearrealo del locus de 1a cadena alfa se cotimula por el rearvegle funcional del locus de la
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Figura 7.- Receptor para antigeno de la célula T (RCT).
Vy C se refieren a los dominios Variables y Constantes

Ny €alos extremos amiro y carboxiterminal (39).




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

CADENA CROMOSOMA vV b I <
o 14 % - 70
B 7 s 2z 12 2
v 7 % - 5 2
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adena beta; y el proceso g6 similar (39-41).

+ RCT gamaldelta
El rearreglo para éste tipo de receptor es muy similar ai det RCT alfa/veta. Dado que el locus

¢ la cadena delta se encuentra dentro del locus de la cadena alfa, los rearreglos funcionales de

Ifa eliminan allocus de 12 cadena delta {40).

) Regulacién de la recombinacién genética

El proceso de rearreglo involucra el reconocimiento de las secuencias sefial de
=combinacion, el rompimiento de la doble cadena entre los elementos que van a ser unidos y las
ecuencias heptamero, pérdida y adicién de nucleétidos a las uniones, y ligacién para completar el

« £

roceso de unidn {(41).

L-as uniones de los segmentos genéticos estan mediados por diversos factores tales como
enes que activan la recombinacion, y la enzima TdT (que adiciona nucledtidos), para dar lugar al

reducto de ia recombinacion V(D)J.

Secuencias sefial de reconocimiento

Los segmentos genéticos V, D, y J tiehen a sus lados secuencias que definen el sitio de
arreglo. Es decir, en la posicién ' al segmento V, en ambos |ados del segmento D,y en posicién 5'
| segmento J.

Estas sccuenciae ecflal son secuencias conservadas durante la evolucidn, y son heptémeros

nondmeros gue estdn separadon por una secuencia espaciadora de 12 0 2% parcs de baeco {pb)
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a6 secuencias sefial eon los Unicos elementos de reconocimiento necesarios para ia recombinacién

42).

Genes Activadores de la Recombinagion

En todas las especies estudiadas, los genes activadores de la recombinacién, llamados
"AG-1y RAG-2 constituyen una unidad genética importante. La expresidn de ambos genes genera
A actividad de recombinacion. Se piensa que una enzima llamada recombinasa V(D)J dirige los
ventos de rearreglo tanto en las céluias T como en las células B. Existen estudios en lineas
elulares que sugieren que probablemente estes genes reguian la expresion genética de la
ecombinasa Y(D)J, codificando componentes linfoide-especificos de la enzima. La actividad de la

ecombinasa se ha detectado sdlo en linfocitos inmaduros (41-43).

Deoxirribonucteotidil Transferasa Terminal (TdT)
La TdT es una enzima que se expresa principalmente en células linfoides jévenes, y su funcién
© adicionar deoibucleStidos a extremos de DNA, principalmente residuos G. Estas secuencias se

onecen como regiones N (39, 43).

) Exclusidn alélica

Cuando se¢ rearregla de manera funcional un alele de la cadena beta, Y que s¢ expresa en la
embrana de la célula T, se inhibe el rearreglo en el otro alelo, este fendmeno se comoce como
xelugidn alélica Una vez que se ha formado el rearreglo funcional de la cadena beta, se estimula el

12 cadena alfa. 51 ¢l rearreglo de |n cadena beta en ambos alelos no es productivo, entoncee la
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élula morira (Fig. 10 (40).

[y Generacion del repertorio del RCT
Fara generar la diversidad del RCT requerida para el reconocimiento de un amplio espectro
ds determinantes antigénices, las células T utilizan una estrategia combinatoria de rearreglo de

ONA. Este repertorio se forma mediante diferentes mecanismos:

» Combinacidn al azar v(D)J

El potencial de diversidad generado por ésta combinacién de unién es igual al ndmero de

segtmentos V, multiplicade por el nimero de segmentos Dy J (39, 44).

» Secuencias variables de unién

1) La unién de los segmentos genéticos puede ser imprecisa, dando lugar a rearreglos
funcionales. Es decir, ¢l extremo ' de un segmento, y ¢l 5 de otro segmento, al perderse algunos
nucledtidos, se unirdn produciendo diferentes secuencias, 1as cuales a su vez serdn traducidas
dando lugar a diferentes aminodcidos o bien, fuera del marco de lectura (44).

2) Existe la insercion de nucledtidos que no provienen de la secuencia germinal, dando lugar
a 13 region N. Esta adicién la realiza 12 enzima TdT (39, 40).

3) Los segmentos D pueden ser lefdos en tres marcos de lectura diferentes (44).
* Dos tipos de cadenas

El hecho de combinar dos cadenas diferentes para formar el heterodimero, contribuye a

amentar [a diversidad generada (44).
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q) Moléculas asociadas

Tanto la expresién en la euperficie celular de moiéculas de RCT como su funcién en la
activacidn de las células T, son dependientes de otras proteinas gque estén aseciadas al
heterodimero RCT. Todas estas proteinas juntas, forman el complejo RCT.

Tres miembros del complejo son llamadas proteinas CD3, e incluye una cadena gama {Y)
glicosiiada de 25 a 28 kD, una cadena detta (8) glicosilada de 20 kD, y una cadena epsilon {€) no
glicosilada de 20 kD. Estas 3 cadenas existen cormo mondmeros en el complejo RCT, Ademds, el 90
% de los complejes RCT contienen un homodimero de cadenas zeta (§) no glicositadas de 16 kD; y el
10 % restante contienen un hetercdimero de una cadena zeta con una cadena eta (1) no glicosilada

de 22 kD, De esta mavera el compleje RCT mas comiin es ofiiydel: (39, 40),

IV, ONTOGENIA DE CELULAS B (39,40)

Durante la maduracién, la célula B proporciona funciones de reconocimiento y funciones
efectoras por medic de las inmunoglobulinas de membrana y secretadas, respectivamente. Las
células B provienen de una célula madre que estd comprometida en |a linsa de células B, y ee
encuentra en la médula ésea.

Cuando la célula contiene cadenas pesadas | citoplasmiticas, se dice que se encuentra en
el estado pre-B, y estd en médula deea. En esta fase la célula no responde al antigeno.

Una célula B inmadura es aquelia que produce ademds cadenas tigeras, y expresa 1gM de
membrana. En éste estadio, la célula no prolifera m sc diferencia. Cuando la célula sale de médula

deca ala circulacidn, continia madurando,
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La céluia B madura expresa IgM e gD y ambas inmunoglobuiinas tienen idéntica
specificldad antigénica.

La célula B activa es aquella que ha sido estimulada por el antigeno. Proliferz y se diferencia.
h esta fage aumenta ia secrecidn de inmunoglobulinas y disminuye la expresidn en ia membrana.
lgunas de las células activadas cambian de isotipo (explicado méds adetante). La afinidad de la
munoglobulina de membrana y secretada aumenta tras la estimulacion antigénica. Parte de la

rogenie celular son células de mermeria (Fig. 1) (39, 40).

Inmunogicbulinas (Igs)

) Generalidades

La célula B reconoce al antigeno mediante uha estructura de membrana lamada
munoglobuling, lo que constituye la fase de reconocimiento de la inmunidad humoral. Las
munoglobulinas pueden ser también eecretadas por una céiula B que se diferencia a céiula
lasmatica después del estimulo antigénico. Las Igs secretadas unidas al antigens dan lugar a la
1oe efectora,

Las Igs estan formadas de 2 cadenas polipeptidicas ligeras idénticas kappa {K) o lambda
L), ¥ 2 cadenas polipeptidicas pesadas idénticas. El patrén basico de asociacién de cadenas se ha
sfinido como la umén de una cadena ligera a una cadera pesada y a su vez, cada cadena pesada
6té unida a otra cadena pesada. La asociacién entre cadenas pesadas y ligeras implica enlaces
isulfuro entre el extremo carboxiterminal de |a cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena peoada.

3 pomcidn exacla de la cieteina de |a cadena pesada que participa en la formacidn del enlace
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sulfuro vara con ¢l isotipo.

Las Ige ee dividen en clases o isotipos (IgA, 190, 1gE, [gC e IgM). Las caderas pesadas y
eras constan de una regidn extraceldlar variable (V) que tiene un enlace disulfuro intra-cadena,
dificada por segmentos genéticos V(D)J segin el caso. La region variable constituye ¢l sitio de
ion al antigeno. Las cadenas pesadas tienen ademés 3 regiones constantes (C) extracelulares y
ada una tiene un enlace disulfuro intra-cadena, una regidn transmembranal y una region
toplasmatica (en el caso de lg de superficie). Las cadenas figeras solamente tienen 1 region

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

) Organizacién genética
En &l ser humano, el locus de la cadena pesada se encuentra en el cramosoma 14, y consiste
e segmentos genéticos V (variable), D (diversidad}, J (unién) y C (constante). Los segmentos C de
| cadena pesada definen el isotipo de |a 1g. El locus de |a cadena ligera kappa esta en el cromosoma
y consta de segmentos V.J y C. Y el locus de la cadena ligera lambda se encuentra en el

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

) Rearveglos genéticos

De manera similar a los genes del RCT, los segmentos genéticos se unen para dar lugar a ia
1idcula de lg, éstos rearreglos ocurren durante la entogenia de la céiula B y siguen una secuencia

recisa.



Cadena
N N / Pesada
N
Cadena
- / Ligera
____________________ 7 0)

c

Bisagra

..... . Enlace 55 Region Transmembranal

=

—
e

Figura 12.- Molécula de Inmunoglobulina (Ig). Vy C se refieren a los dominios
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Figura 13.- Orgamzacién de los genes de Ig del humano en la linea germinal.
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TABLA 5.- SEGMENTOS GENETICOS DE CADENAS LIGERAS Y FESADAS

DE Ig (39, 45)
CADENA CROMOSOMA v o 7 ¢
13 2 100 - 5 1
A 22 0o - 6 &

Pesada 14 200 20 & il
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- Cadena pesada
En el locus de ta cadena pesada ee lleva a cabo & primer rearreglo, e implica la union YD

vandose a cabo el mismo proceso que en el RCT, hasta la produccién de |a proteina (Fig. 14).

* Cadena ligera

El rearreglo de la cadena ligera se estimula per el rearreglo funcional de la cadena pesada. El
ecanismo inicia con la unién V.J y pesterior formacién de la proteina, ésta cadena ligera ee

1sambla con la cadena pesada para formar la ig (Fig. 15).

| Regulacién de la recombinacién genética

Los rearreglos genéticos de lgs se producen por un mecanismo de formacién de asas y su
iminacion entre los segmenttos genéticos, sequido de la union de dichos segrientos. Al igual que el
CT, el mecanismo de recombinacidn esta mediado por diferentes factores taies como las

ecuencias seflat de reconocimiento, genes activadores de 'a recombinacién y ia enzima TdT (43,

5).

) Exclusién alélica

La primer cadena pesada que se forma ee la cadena W Cuando &l rearreglo es funcional en el
rimer alelo, se inhibe &l rearreglo en el gegundo alelo. Si el rearreglo en el primer alelo no es
shcional, entonces se eotimula el proceso en el sequndo alelo. Si los dos alelos se rearreglan de
nanera no funcional, |a célula probablemente morird (Fig. 16).

La produccién de 1a cadena |1 puede estimular el rearregio genético de la cadena ligera, el
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al se produce primero en el locus de la cadena K.
Si el rearreglo es funcional, entonces se irhibe o blogquea el rearreglo en el locus de L. 5i el

arreglo en los 2 alelos de las cadenas ligeras (k o &) no es funcional, |a célula probablemente

orira (Fig. 17) (40, 45).

Generacion del repertorio de Igs
Al igual que los linfocitos T, los linfocitos B utilizan una estrategia combinatoria para los

arreglos genéticos (44). El repertorio de igs se produce mediante diferentes mecanismos:

Combinacién al azar V(D)) (39, 44)
Secuencias variables de unidn (44)

1) Unidn imprecisa

2) Adicién de nucledtidos
Combinacién de las cadenas pesadas y ligeras {40)
Hipermutacién somitica:

Se lleva a cabo eh los genes de |a regidn variabie de 1as células B que han sido activadas.
stas mutaciones pucden alterar la afinidad de unidn al antigeno (maduracidn de la afinidad) en 1a
wlécula de lg. Estas mutaciones son mas frecuentes en una respuesta inmune secundaria;
demis las células B que tienen mayor afinidad por un antigeno van a ser seleccionadae por el
ismo en forma mds eficiente. Las células que sufren cambio de isotipo, asl como las céiulas de

emonia, presentan mutacionee mis numerosas. Dado que las mutaciones son al azar, en algunas
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fulas B e perdera |a afinidad de unidn al antigeno. Algunas de estas células no responderan al

1tigeno y moriran, mientras que otras adguieren afinidad por un antigeno diferente (40, 45).

“ombie de Isotipe:

Tras la estimulacidn antigénica, algunas de las células B maduras sufren un proceso de
ambio de clase de 1a cadena pesada, lo que permite a la progenie producir Ige con cadenas pesadas
> diferentes clases, como gama, alfa o epsilen. El mecanismo de cambic de isotipo es uh procesc
wnado recombinacion de cambio, en el que el segmento genético VDU rearvegiade se combina con
1 segmento genético de la regién C situado en posicidn F, elimindndose el DNA intermedio. De
ste modo, & los genes de Cu y CB eran eliminados, el VDU rearveglado se uniria al siguiente
smplejo C, originando cadenas pesadas gama; la posterior eliminacion de los siguientes segmentos
enéticos de clase darfa lugar a la produccién de diferentes cadenas pesadas. Estas
combinaciones del DNA ocurren en o cerca de secuencias de nucledtidos llamadas regiones de
ambio.

El cambio de isotipe ho es un procese aleatorio, sino que esta regulado por las células T

ooperadorasy sus citocinas (40, 46),



USTIFICACION DEL TRABAJO

Una de las formas para empezar a esclarecer la patogenia de las lesiones en PA, es conocer
1 naturaleza de los infiltrados linfocitarios de las mismas con base a la presencia o ausencia de

oblaciones clonales de linfocitos T o B.

IBIETIVO

Para conocer mas sobre los mecanizmos inmunes implicados en la enfermedad, en este
rabajo se planted el objetivo de utilizar métodos de genética molecular para establecer ia
resencia o ausencia de clonas de linfocitos y su estirpe celular en los infiltrados linfocitarios de
nuestras de lesiones en pacientes con PA.

Con base a lo anterior, se han detectado los genes que codifican tanto para la cadena beta
el receptor para antigene de la célula T (RCT beta), como los genes que codifican para la cadena

esada de las inmunoglobulinas.

HIPOTESLS

Si dentro de las lesiones desarrolladas en pacientes con FA existen poblaciones clonales de
élulas T ylo B, entonces se¢ detectaran rearreglos genéticos para el RCT y/o los genes que codifican

para lae cadenas pesadae de las inmunoglobulinas,
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METODOS

estras y controles

Se obtuieron biopsias de lablo inferior de 11 pacientes con Pririgo Actinico (PA). De dos de
los pacientes fué posible obtener ademds biopsia de conjuntiva. Los tejidos fueron
almacenados inmediatamente a - 70 °C hasta su procesamiento.

Los controles utilizados fueron ios siguientes: tejide no linfoide (testiculo y rifldn). Una lihea
celular de estirpe 7 (Hut-102), y otra de estirpe B (OCY-L43). Estas lineas presentan

rearreglos gendmicos para RCT y para la regién J de |as cadenas pesadas de las lg (JH)

respectivamente.

rocedimiento general

Una de las formas para localizar secuencias particulares en el DNA gendmico es la técnica
: transferencia descrita por Southerm en 1975 (47).

Cada muestra de DNA gendmico es fragmentada con una enzima de restriccion; los
agmentos resultantes son separados de acuerdo a su tamafio por electroforesis en geles de
yaresa. €l DNA 5 desnaturalizade in situ y transferide del gel a un soporte sélido {usualmenite
tros de nitroceiulosa o membranas de nylon).

Las posiciones de los fragmentos de DNA son preservados durante su transferencia al

tro. £ DNA urido al filtre es hibridado con DNA o RNA marcado radiactivamente (sondas



adiactivas que contienen secuenciae de interds, clonadas en vectores y mantenidas en Gepas
acterianas). Mediante autorradicgrafia se localizan las posiciones de los fragmentos homélogos a
1 sonda (Fig. 18).
Ei método es lo suficientemente sensible para detectar menos de O.t pg de DNA homéloge a
1 sonda que ha side marcada radiactivamente con *2PAATP a una actividad sepecifica alta.
A continuacién se describen en forma particular las técnicas que comprende el andlisis tipo
southern (47-49), para lo cual se ha dividido en [as siguientes fases o etapas:
Preparacion de DNA gendmico a partir de tejidos y Iineas celulares
Preparacién de DNA de plasmido
I Restriccién, giectroforesis y transferencia del DNA de controles y muestras de PA
. Marcado de DNA de doble cadena utilizando el fragmento Klenow" de la DNA Folimerasa | de
E.cali
§ Separacién de DNA marcado radiactivamente de precursores o incorporados mediante
cromatografia en columna

. Hibridacién y autorradiografia
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Figura 18.- Esquema de la estrategia utilizada para ef andlisis genético

de secuencias por hibridacidn tipo Southern (40, 47)
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Preparacién de DNA gendmico o partir de tejidos y lineas celulares (48, 49)

La aplicacién de técnicas de gerética molecular af andlisis del genoma depende en gran

arts de la capacidad para preparar DNA de alto peso molecular. El método de obtencién consiste

n 2 partes: una técnica para lisar las células y solubilizar €] DNA, eeguide de técnicas quimicas o

hzimaticas para remover protei’nae contaminantes, RNA y otras macromolécuias.

El método se describe a continuacion:

Las muestras de tejido fueron congeladas inmediatamente a -70 °C.

Las lincas celulares se cultivaron en medio RPMIFB40 que contenia 10 % de suero fetal
bovino, aminoacidos no esenciales y antividticos. Se incubaron en una atmésfera con CO, al
5 % y a una temperatura de 37 °C. Las células en suspension fueron recuperadas
centrifugando a GO0 xg, durante 10 minutos y se realizaron dos lavados con solucidn
amortiguadora salina de fosfatos (PBS, “Preparacion de Soluciones™).

Tanto el tejido como las células se resuspendieron en solucién amortiguadora de lisis (1.2 mi
por cada 100 ma de tejido; 1 ml para un cultivo de células en botellas de 250 m,
“Preparacién de Soluciones™). Se afiadié proteinasa K a una concentracién  final de 5O
Ka/mi (“Preparacién de Soluciones™). El tejido procesado fué incubado en esta solucidn de
lisis y proteinasa K para degradar |la mayor cantidad de proteinas celulares.

Se realizaron tree extracciones orgénicae, volumen a volumen: la primera extraccién con
fenol saturado con tris, la sequnda con fenolcloroformo-alcohol isoamilico (1:1), y la tercera
con cloroformo-alcoho! isoamitico (2411) (“Preparacién de Soluciones”).

Ei DNA fué recuperade por precipitacién con alcohel etilico abseluto frie a 20 °C (25
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vellimenes), y resuspendido en solucién amortiguadora de Trie y EDTA (TE, “Preparacién de
Soluciones™).
- Las muestras de DNA se cuantificaron espectrofotométricamente a 260 nm en dilucién

1:50. El criterio de pureza fué establecido con base a criterios espectrofotométrices.

Sila muestra es pura (p.el. sin cantidades significativas de contaminantes tales como
otelnas, fenol, agarosa u otres dcidos nucleicos), es posivle la cuantificacién espectrofotométrica
: |3 cantidad de irvadiacién UY absorbida por las bases. Para realizar esta cuantificacién, es
cesario realizar lecturas a longitudes de onda de 260nm y 280nm. La lectura a 260nm permite
loular la concentracidn del 4cide nucleico en la muestra. Una Densidad Optica (DO} de 1
rresponde aproximadamente a 5O uglml para DNA de doble cadena. El cociente entre las
cturas a 260nm y 280nm (D0260/D04s0) provee una estimacién de la pureza del dcido nucleico.
‘eparaciones puras de DNA tienen una proporcidn DOgzeo/D0;s0 alrededor de 1.8 , Para calcular 12
ncentracion de [as muestras en pa/ul se tomé en cuenta &i factor de dilucidn, la lectura a 260nm
la correlacion antes menciorada para DNA de doble cadena (50 pg/ml) (48), de acuerdo a la
guiente ecuacién:

dilucién X lectura D.0. se0mm X 50 palml
Mglul = e e

Para obtener los ng totales fué necesario tomar en cuenta ¢l volumen de TE en el cual habia

do repuspendida ta muestra,
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I.  Preparacidn de DNA de pldsmido (48, 49)

En los experimentos realizados para la deteccidn de secuencias tanto de genes que
odifican para la cadena beta del receptor para antigeno de la célula T (RCT beta) como para Ia

-adena pesada de |as inmunoglobuiinas (JH), se utilizaron los siguientes plasmidos:

STCRB-Hu.- Este pldsmido contiene la regidn constante 2 de |a cadena beta (CbetaZ) del receptor
vara antigeno de |z célula T. Este segmente de 770 pb fué aislado de 1z linea celular Jurkat  (Fia.
2} (BO), y e capaz de unirse en forma especifica tante a la regidn constante 2 como a la 1 (Chetal
y CbetaZ). Se encuentra clonade en el sitio Pstl del vector pBRI22. Este pldsmido contiene la

secuencia que codifica para la resistencia a tetraciclina.

oHuTH(6KbBam-Hd3).- Este plismido contiene |a regién J de la cadena pesada de las
nmuneglobulinas (JH). Esta regidn fue aislada de una biblioteca gendmica de linfocitos humancs vy
=5 capaz de unirse en forma especifica a la region J de 1a cadena pesada de las inmunoglobulinas.
Se encuentra clonado en los sitios BamHi e Hindill del vector pBR3Z2. Codifica para resistencia a
ampicilina transformando una cepa de E. coli CE00. El ingerto mide & Kpb (miles de pares de

bases) de longitud (Fig. 20} (51).
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Figura19.- Esquema del RCT 8 humane que muestra los sitios de corte para algunas

enzimas de restriccién (50). R EcoRI; B: BamHI; H: HindIII.
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Figura 20.- Esquema de las caderas pesedas de las Ig en donde se muestran los sitios de corte

para alguras enzimas de restriccién (51). R: Eco RT; B: BamHI: H: HindIII.
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a) Transformacién bacteriana

La mayorla de los métodos de transformacién estan basados en las observaciones de
Maridel e Higa en 1970 (52}, auienes demostraron que bacterias tratadas con soluciones de cloruro
de calcio, podian ser fransfectadas con DNA de bacteriéfago lambda. El mismo métode fue
utifizado subsecuentemente para transformar bacterias con DNA de plasmido, y DNA cromosomal
de E. coli.

Las células de E. coli son crecidas en fase logarftmica. Estas se concentran por
eentrifugacion y son resuspendidas en una solucidn que comtiene cloruro de calcic. La exposicidn a
iones de calcio induce 1a permeabilizacién de la membrana permitiendo el paso de moléoulas al
interior de la célula, por lo que se presenta un estado de competercia. £l DNA de plésmido es
mezclado con las células para entrar en contacto con ellas. La mezela de DNA y células se somete a
un chogue térmico, ¢l cual permite que el DNA entre a las células eficientemente. Las células son
crecidas en medio selectivo que contiene ¢l antibidtico adecuado, el cuat permite el crecimiente de

aduellas bactenas que han incorporado el DNA de plasmido (48, 49).

™ Preparacion de células competentes (48)

1- Se crecieron bactenas E.coli (cepa COOO0) en un tubo que contenia medic BHI estéril sin
antibidtico ("Preparacién de Soluciones™), a 37 °C durante toda la noche.

20 Se tomaron 300 W del tubo anterior y se sembraron en 30 ml de medio BH| ceténl,

3. Se incubd eon agitacidn lenta a 37 °C durante 2 horas con 15 minutos exactos. Se



realizaron lecturas a diferentes tiempos en un fotocolorimetro (a una longitud de onda de
550 nm) hasta que el cuttivo aicanzé una D.0=05 (aproximadamente una densidad de 5 x
10" células por mililitro.

Se incubd en hiclo durante 10 minutos, y postericrmente se centrifugd a 600 xg/0O min, &
sobrenadante se desechd.

Se adicionaron 15 ml CaCly BOmM - Tris 10mM pH=6.0 ("Preparacién de Solucicnes”), y e6
incubd en hielo durarte 15 minutos.

Se centrifugd a GO0 xg/10 in, y se deseché el sobrenadante. Se adicions 1 ml de CaCly-Tris
y la suspensién se distribuyd en affcustas de 200 pl.

Se incubd a 4 °C toda la noche.

* Transformacidn de las células competentes (48, 49)

&

El DNA del pldsmido se adicions en una cantidad de 40 a 150 ng por 200 ul de céluilas
competentes.

Se incubé en hielo durante 30 minutos, al término de este tiempo se incubd a 42 °C durante
2 minutos exactos.

Se adicionaron 500 i de medio BHI esténi sin antibidticoy ¢ incubé a 37 °C durante 1
hora.

100 jl de éste tubo se sembraron en una caja con medio BHi con el antimético adecuado.
Se incluyeron controles sin antibidtico, con antibidtico diferente al utilizado, y con uh

pldsmido diferente con antecedentes de dptima transformacién,
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Aislamiento y purificacién de DNA de plasmido (48, 49)

Los plésmidos utilizados fueron aisiados y purificadeos mediante la siguiente estrategia:
En 25 ml de medio de cultive BH! s agregé la cantidad necesaria de antibidtico para el cual
lag bacterias transformadas son resistentes:

pHUJH : Ampicilina resistente, 35-50 ug/mi

pTCRB-Hu: Tetraciclina resistente, 15-50 ua/ml

{"Preparacién de Soluciones”)
Se sembrd la cepa que contenta el pldsmido y se ncubé toda la noche a 37 °C.
Esta suspensidn de basterias se cemirifugé a 2200 x9N0 min y se desechd el
sobrenadante.
Se adicionaron B ml de NaCl 10mM (“Preparacién de Scluciones™, y se centrifugd
nuevamente a 2200 xg/10 min. Se desechd el sobrenadante.
la pastilia se resuspendié en 0.6 ml de Solucién t (Trie M pH 80, EDTA 0.25M,
“Preparacién de soluciones™); y se incubd en hielo durante 20 minutos,
Se adicionaron 1.2 ml de Solucion Il (NaOH 0.2M, SDS 1 %, “Preparacién de Soluciones™); se
mezcld y se meubd en hiclo durante 10 minutos.
5S¢ agregaron 0.75 ml de Acetato de potasio M pH 4.8, se mezcld y se incubéd en hielo 20
minutos. (“Preparacion de Soluciones™).

Posteriormente s& centnfugd a 10000 xg/15 min y se recuperd el sobrenadante.
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Se adicioné ribonucieasa (RNAsa) al sobrenadante a una concentracién de 50 ng/ul, ta cual
o2 Lratd previamente con calor en un bafio maria hasta ebullicién durante 10 minutos, y se
colocd inmediatamente en hielo para utilizarla posteriormente (“Preparacion de Soluciones).
Se incubd a 37 °C durante 1hora

Se realizaron tres extracciones orgénicas volumen a volumen: la primera con Fenol saturado
con Tris, la segunda con FenoliCloroformo-Alcohol iscamilice, y |a tercera con Clorcformo-
Aleohol Iscamilico.

En cada extraccién se centrifugd a 00 xa/10 min, recuperando la fase acuosa en donde s¢
encontraba el DNA.

Se adicionaron 2 voilimenes de etanol absolute frio para precipitar el DNA, a temperatura
ambiente durante 2 minutos.

Se centrifugd durante a D000 xg/15 min. La pastilla e lavé con etanot al 70 % y se dejé
secar.

La pastilla seca se resuspendib en 180 pl de TE pH 75 y s¢ a;mcionaron 40 ul de NaCl 4M y
200 yl de Polietilenglicol 8000 (PEG 8000) al13 % .

Se incubd en higlo durante 1 hora, y se centrifugd a 8OO0 xg  durante 10 minutos.

El sobrenadante se elimind, 1a pastilla se lavd con etanci at 70 % y s¢ dejd secar.

Se resuspendié en 50 Ul de TE pH 75y ee almacend a4 °C  para uso postenor.
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¢} Aislamiento y purificacién del inserto (48, 49)

E! DNA de plasmido fué fragmentade con enzimas de restriccién con el propésito de obtener
el fragmento clonado (insertc) del gen en estudio. Fara lo cual se utilizaron las enzimas

correspondientes con las cuales se aisls el inserto del vector como ee muestra en la Tabla 6.

1.- Se adiciond 1 U de enzima (Amersham, tipo |l) por cada ug de DNA y la solucidn
amortiguadora correspondiente, como e recomienda por el fabricante.

2- Se incubd a 37 °C toda |12 noche.

B- Se realizd una electroforesis en gel de agarosa de una alicucta pequedia (aprovimadamente
1110 el volumen) para verificar si la enzima fragmenté at DNA de plasmido separando al

inserto del vector (digestién completa).

Una vez que se obesrvd el nserto en &l gel, se procedib a \a purificacién del misme para gque
quedara libre de sales, proteinas, y del propio vector. Esto se llevd z cabo mediante un método que
congiste en la union del DNA a una matriz de stica y posteriormente ser recuperado en una solucién

amertiguadora (equipo "Gene Clean", BiolO1) (B3). A continuacion se describe disho métode:

4 - En el gel se cortd la banda correspondiente al nserto, se pesd y se adicionaron 3 volimenes

de Nat (sclucion saturada, incluida en ¢l equipo), incubandose a 55 °C durante 15 minutos



TABLA 6.- SITIOS DE CLONACION

Vector Plasmido Sitios de Tamafic Ref.
clonacitn vector inserto

pBR322 TCRB-Hu Pstl-Pstl  43Kpy  0.77Kpb 50

pBR?)EE HuJH BamHIl-Hindlll 4.5Kpb o0 Kpb 51

58
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Se adiciond la matriz de silica ("Glasemilk") en proporcién de 1 1l por cada pg de DNA. Se

incubé en higlo.
Se agitd constantemente durante S minutos, se centrifugd a BO00 xa/5 seg y se elimind ¢l
sobrenadante.
La pastilla se lavd & veges con 500 Ll de solucidn de lavado  (Nall, gtanol, agua;

proporcionada en el juego de reactivos). Se centrifugd a BO00 xg/5 seg y se desechd el

sobrenadante.
Se disolvib 1a pastilla en TE pH 7.5 en un volumen igual al de \a matriz de siica,
Se incubé a 45-65 °C durante 2 a 3 minutos y se centrifugd a B000 xg/30 sea.

Se recuperd el sobrenadante el cual contenia al DNA, y se aimacend a 4 °C,

IT. Restriccién, electroforesis y transferencia del DNA de controles y muestras de PA (48, 49)

a) Digestidn con enzimas de restriccién y electroforesis

1-

Se utilizaron 10 ng de muestra de DNA para digerir con DO U de enzima de restriceidn
{BamH), EcoRI o Hindlll; y sus correspondientes soluciones amortiguadoras, “Preparacion de
Soluciones”™). Se incubd a 37 “C toda la noche.

l.ag muestras para la electroforesie ee prepararon agregando colorante (‘Preparacién de

Soluciones™) a una concentracién final de 10 % viv,
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Se realizd una electroforesis en gel de agarosa a una concentracién de 0.8 %, con una
solucidn amortiguadora de TPE (“Preparacién de Soluciones™). Las condiciones de la
dlectroforesis fueron las siguientes: 20 Y, temperatura ambpiente, durante toda la noche.

El gel de agarosa Tefido con bromuro de etidic (“Preparacién de Soluciones™) se observé en
un transiluminador de luz ultravicleta (242 nm) para verificar &l desplazamiento de las

muestras con referencia a un marcador de peso molecular,

El marcador de pesc molecular utilizado fue DNA del fago tambda digerido con la enzima

Hindlll. Las bandas observadas corresponden a los siguientes pesos moleculares expresades en Kpb:

23,9.4,65,45,25,20,05

b} Transferencia

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

nitrocelulosa con seporte de nylon (Hybond C-extra, Amersham) de la siguiente manera:

El gel se colocd en solucién desnaturalizante, (“Freparacién de Soluciones”™). Se agité
lentamente por lapso de 1 hora a temperatura ambiente.

La solucidn degnaturalizante fué desechada, y el gel se lavd 3 veces con agua desionizada.

El gel se colocd en selucidn neutralizante ("Preparacidn de Soluciones™), y se agitd

lentarmente | hora a temperatura ambienic.
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- La solucién neutralizante se efimind y el gel se lavé 3 veces con agua desicnizada.

- La transferencia se realizd por capilaridad con ia solucién amortiguadora de transferencia
(SSC 10K, “Preparacién de Soluciones”}, mediante un puente de papel Whatman MM en &
que se coloch el gel y & filtro de ritrocelulosa (Ver Fig. 18).

>~ Los filtros de nitrocelulosa fueron de 045 | de didmetro del poro,

El puente de papel Whatman permitié que la solucion salina estableciera un flujo de abajo
acia arviba desplazando al DNA que se encontraba en el gel de agaresa hacia ¢ filtro de

itrocelulosa, en el cual se adhiné con base a su carga negativa.

- Se transfind durante 24 horas. Al término de este tiempo, el filtre de nitrocelulosa se
horned a 80 °C por 2 horas. De esta manera el filtro qucdé listo para llevar a cabo la

hibridacién tipo Southemn,

V. Marcado de DNA de doble codena utilizande el fragmento "Klenow” de ia DNA Polimerasa I
de £_coli (48, 49)

Para marcar radiactivamente el inserto alslade del vector de clonscidn se utiliza una
caccion enzimatica la cual involucra el uso de un fragmento de la DNA polimerasa | de E. goli. A

ste fragmento se e ha denominado fragmento "Klenow”. Este fragmento, de 76,000 D de pesc
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nolecular, representa el 70 % de la DNA polimerasa de E. coli, ia cual retiene 1z actividad de

xonucleasa 3 «-— 5, perdiendo solo la actividad de exonucleasa L G

Esta enzima se utiliza en combinacidn con secuencias de & nucledtidos los cuales se unen

nespecificamente en diferentes regiones del inserto, para obtener DNA  uniformemente marcado

con una alta actividad especifica.

El inserto previamente purificade se incubd er: 12 siguiente mezcla de reaccién:

30 a 100 ng de DNA de interés

125 pg de hexanucledtidos (pequefias secuencias de nucledtidos  las  cuales al  ser
homdlogas a secuencias en el DNA templado, serviran come iniciadeores para el fragmento
"Klenow” de ia DNA pol i)

Aqua desionizada estéril para un volumen final de 14 p

Se incubd a ebullicién durante 3 min, colocardoe inmediatamente en higlo durante 5 minutos.
Se afiadib la siguiente mezcla de reaccion:

25 ul de una solucién 0.5 mM de una mezcla de deoxinucledtidos (dGTP, ACTP, dTTF),
excepto ¢l nucledtide marcado radiactivamente (dATF).

2.5 Wl de solucién amortiguadora para la enzima corcentrada 10 veces (10X)

5 pil de a-" PAATP 3000 Cifmmaed (50 pi)

1l de enzima (3 - & U)

Se mezcld, y 66 incubd a temperatura ambiente de 16 a 18 horae.

La reaceidn we detuvo afiadiendo 2 1l de EDTA 0.25 M Se adicionaron 150 ! de TE.
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EI DNA marcade se separt de los precursores ho incorporados mediante una cromatografia
en unaz colurna {de 1 mi aproximadamente de volumen) de Sephadex G-50 cotrio se descrive

a continuacién:

Separacién de DNA marcade radiactivamente de precursores no incorporados mediante
¢romatografia en columna (48, 49)

Se colacd una cama de lana de vidrio en el fordo de una jeringa de 1 m,

Se lené la jeringa con una suspensitn de Sephaden G-80-300 (Sigma, “Freparacion de
Soluciones”), hasta [a parte superior.

Se colocd en tubo de ensayo (de preferencia Corex) de 15 ml y se empacd la columna
centrifugando a 300 xg durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Se desechd la soluciéh amortiguadora recibida en el tubo de ensayo y se¢ colocd un tubo
para microgentrifuga de 1.5 ml sin tapa de tal manera que la punta de |a jeringa se
encontraba dentro de este tubo.

Se ¢olocd la muestra radiactiva ya dilulda con TE en la columna de Sephadex.

Se centrifugd a 300 xgf 5 min a temperatura ambiente, recuperando el DNA marcade
rachactivamente en el tubo para microcentrifuga.

Con ayuda de un contador Geiger s¢ caleuld el porcentaje de incorporacién (se acepta que

una buena ncorporacion ee del 65 al 80O %).



- El inserto marcade radiactivamente se utilizd para experimentos de hibridacion.

I.  Hibridacién y autorradiografia (47-49)

Los experimentos de hibridacién ee realizaron a 42 °C en una solucion que contenia
ormarnida at 50 %, siendo ésta una condicidn de hibridacion menos severa para los filtros en
omparacién con la hibridacién a 68 °C en solucién acuosa. Aunque la presencia de formamida
educe la cinética de hivridacién, no se han reportado desventajas o problemas para ia obtenciér: de
-esultados. Por otro lado, se utilizan frecuentemente diferentes tipos de agentes para bloquear 1a
ibridacién inespeciiica de la sonda a la superficie del filtro, Dentro de estos agentes Hoqueadores
rodemes mencionar a la solucién de Denhardt (“Preparacién de Soluciones™), la heparina y la leche
=n polvo descremada. Estos agentes son utilizades en combinacion con DNA desnaturalizado de
soperma de salmén y detergentes como el SDS ("Preparacidn de Soluciones™). Con esta
combinacién se logra eliminar eficientemente la hibridacién inespecifica. Ademés, para optimizar ¢l
alineamiento de la sonda con su Hanco, 1as hibridaciones se llevan a cabo en stluciones de fuerza
ibrica alta (SSC 6X o SSPE BX, “Preparacién de Soiuciones”). Cuando se utiliza formamida ee
prefiere usar SSPE OX, debido a su gran efectividad como amortiguador. Después de lievada a cabo
la hibndacién, se utilizaren condicionee estrictas de lavado utilizando una combinacion de
temperatura y cohcentracién de sal. Estas condiciones usualmente se determinan en forma

empirica (46).
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) Prehibridacién

- El filtro de nitrocelulosa obtenido en la transferencia tipe Southern se 5umergié en una

solucion de 55C 6X durante 2 minutos.

Y
1

Fosteriormente, el filtro se colocd en una boisa en [a cuat se adiciond la solucién de
prehibridacion (0.2 ml por cada em® de filtro).
La solucidn de prehibridacion consiste en lo siguiente:
50 % de Formamida
SSPE BX
Solucidn de Denhardt 5X
05% de SDS
DNA de Salmén (100 pgimi)
Ha0 esténil
{*Preparacion de Soluciones”™)
5.~ Se sellé completamente |a bolsa vy se eliminareon las burbujas de aire presentes. Se incubé a

42 °C toda |2 noche.

b) Hibridacién

.- Al térmuno de 1a mcubacidn, se eliming una parte de la solucién de prehibridacién de tal

manera que quedaron 0.05 ml por cada em’ del filtro.
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Se adiciond EDTA a una concentracidn final de 3 mM (“Preparacién de Soluciones™.

Se agregd la sonda radiactiva y se mezold, Se incubd a 42 °C de 24 a 45 h.

€) Autorradiografia

Se desechd la solucién que contenia 1z bolsa al términe del tiempo de incubacién.

El fiitro de nitrocelulosa se lavé 2 veces durante 15 minutos a temperatura ambiente con
una mezcla de SSC 2y SDS 0.1%.

Se efectuaron 2 lavados més con SSC 0Ky 505 0.5 % de 30 minutos cada une a 55 °C.

El filtro de nitrocelulosa se colocs en plastico autoadherible cuidando de ro dejar secar
completamente,

NOTA: Los siguientes pasos s¢ realizaron en un cuarto obscuro.

En un casete para placas de rayos X, se colocd una placa de radiografia y sobre ésta el
filtro de nitrocelulosa.

Se incubd de 3 a 5 dias a -70 °C. Al término del tiempo de exposicién la placa se revelé. Los
resultados de las muestras se analizaron comparando con 10 controles. La presencia  de

bandas adicionales sugieren un rearreglo genético (Fig. 21).
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Figura 21.-

£jemplo de la deteccién de rearreglos (40). A) Versidn germinal de los segmentes
Vy J. E: Enzima de restriccidn. B) Versidn hipotética de un rearreglo genético.

C) En la hibridacién se muestra el patrén de bandas detectadas.
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PREPARACION DE SOLUCIONES (48, 49)

ACETATO DE POTASIO (B M)
Se prepard una solucién de acetato de potasio B M, se pesaron 5868 g de acetato de

potasio y se disolvieron en 120 ml de agua bidestilada.

ACETATC DE SODIO (3 M)
Se preparé ura solucién 3M de Acetato de sodio, se pesaron 4081 g de Acetato de Sodio y
se disolvieron en 800 ml de agua Hidestilada. Se ajustd a pH B.2 con Acido acético glacial, se ajustd

a1l y se esterilizd en autoclave.

ACETATO DE SODIO (3 M), POTASIO (3 &)
Se prepard una solucion B M acetato, 3 M potasio de \a siguiente manera:
120 ml de acetato de potasio SM
15 ml Acido acético glaciat
20 ml agua bidestiladza

Se ajusts a pH 4.8, se aforé a 160 ml | se esterilizé en autoclave.

ACIDO ETILEN-DIAMINOTETRA-ACEYICO (EDTA 0.5 M, pH 8.0)
Se pesaron 1681 g de EDTA dihidratado y se disolvieron en 800 ml de agua bidestiada, se
agregaron algunas lentejas de hidroxido de sodio para alcalinizar un poco el medio y facilitar 1a

disotucién del EDTA, s ajustd a pH &0, se aford a1l y se esterilizd en autoclave,
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AMPICILINA (10 mg/mi)
Se prepars una solucion de Ampicilina a una concentracién de 10 mg/mi en agua bidestilada,
se esterilizé por filtracién y se almacend en alicuotas a - 20 °C. Concentraciér de trabajo: 35-50

Hg/ml.

BROMURO DE ETIDIO (10 mg/mi)
Se prepard una solucidn de bromuro de etidie 2 una concentracién de 10 ma/mi.
Se pesd 1 ¢ de bromuro de etidio y se disolvid en 100 ml de agua bidestilada, s¢ agité

durante varias horas hasta su disolucién. Se envasd en frasco dmbar y s almacend a 4 °C.

CITRATO DE SODIQ SALINQ (SSC 20X, gH 7.0)
Para 3 L e pesaron 1753 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio, se discivieron en 2.4 | de

agua bidsstilada. Se ajusté a pH 7.0, s¢ aford a B Ly s esterilizd en autoclave.

CLORCFORMO:ALCOHOL ISOAMILICO
Se prcparé una solucidn con 24 voldmenes de cloroformo por cada  wvolumen de  alcohol

isoamilico.

CLORURQ DE CALCIO-TRIS (CLORURO DE CALLIO 50 mM: TRIS-CH pH 8.0 10 mM)
Se prepard una solucidn  de dloruro de caldio B0 mM, Tris-Cl pH &0 10 mM en agua

bidestilada. Se esterilizé en autoclave
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CLORURO DE MAGNESIO (1 M)
Se preparé una solucidn de cloruro de magnesio a uha concestiracion 1 M, ee pesaron 2033
4 de cloruro de magnesio hexahidratado, se disolvieron en 800 mi de agua bidestilada, e aforé a1

L y se esterilizé et autoclave,

CLORURO DE SODIO 5 M
Se prepar una solucion B M de cloruro de sodic, se pesaron 2922 g de cloruro de sodio y

s¢ disolvieron en 800 mi de agua bidestilada aforando a1L.

COLORANTE PARA MUESTRAS
La preparacion del colorante para muestras se realizé de |a siguiente manera:
Xilen Cianol 025 %

Azul de Bromofenol 025%

Gliceroh 50 %
Tris pH 85 oM
EDTA pH&O 006M

Todo disuslte en agua

DNA DESNATURALIZADO DE ESPERMA DE SALMON (10 mg/ml)
Se pesaron 100 mg de DNA de coperma de salmén (Sigma, tipe W de 1a sal de sodic). Se

agitd de 2 a 4 horae a temperatura ambiente. Se rompid por pasaje en jeringa con aguja delgada
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varias veces. Se llevé a ebullicién durante 10 minutos en baflo mariay se almacend en alicuotas a

-20 °C. Antes de utilizaree, se levd a ebuliicion de 5 a 10 minutos y se enfrid inmediatamente en

hielo.

DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS pH 7.2}
Se prepard una solucién de SDS al 10 %, se pesaron 10 g de SDS y se agregaron 20 ml de

agua bidestilada. Se calenté a 68 °C para disolver, s ajusté a pH 7.2y e aforé a 100 ml.

FENOL SATURADO CON TRIS-Cl pH 8.0

Se utilizé fenol ultrapure redestilado (grado biclogia molecular), El fenol se calentd hasta
disolverse, se afiadieron 500 mi de Tris base 50 mM y s¢ agitd durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Se dejb en reposo hasta separacién de fases y se eliming ia fase acuosa (fase superior). Se
afadieron 500 mi de Tris-Cl pH 8.0 50 mM, se mezcld y ¢ separaron las fases; se elimin la fase
acuosa y se repitié hasta lograr un pht 8.0.

Posteriormente se afladieron 250 mi de TE (vér mds adelante) y se almacend a 4 °C

protegido dela luz (p. &), en un frasco dmbar}.

FORMAMIDA (DESIONIZADA)
Por cada BO ml de Formamida se agregaron B g de regina de intercambio idhico (Bio-Rad

AGS01-XB). Se agit durante 30 minutos a temperatura ambiente, ec filtrd y almacend a - 20 °C.
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AEDIO DE CULTIVO INFUSION CEREBRO-CORAZON (BHI)

Se pesaron 37 g de medio de cultivo (BIOXON) y se disolvieron en un litro de adua
idestilada, oe eoterilizé en autoclave. Para medio de cultivo sflido se pesaron 15 ¢ de agar
acterioibgico (BACTO-AGAR, DIFCO) por cada litro de medio de cultivo, ee esterilizé en autoclave,
e deid enfriar a BO °C, se afiadié el antibidtico adecuado, y s distribuyé en placas de petri

2stériles. Se dejé solidificar a temperatura ambiente y se almacenaron a 4 °C,

PROTEINASA K
Se prepar una solucidn de Proteinasa K a una concentracién de 20 mg/ml en agua
bidestilada estéril. Se almacend a -20 °C, la concentracidn de trabajo es de 50 pgfml, su

temperatura de reaccién es de 37 a 50 °C.

RIBONUCLEASA (LIBRE DE DESOXIRRIBONUCLEASA)

Se disolvid ribonucleasa pancredtica (RNAsa A) a una concentracién de 10 mg/mi en Tris-Cl
1C mM (pH 7.5) y NaCl 15 mM. Se calentd a ebullicién en un baflo maria durante 15 minutes y se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Se guards en alicuotas a - 20 °C. Concentracién de trabajo:

50 pg/mi.

SEPHADEX 6-50
Se afladieron 30 g de Sephadex G-50 (SIGMA) a 500 ml de TE pH B0 y se dejé a
temperatura ambiente toda la noche. El aobrenadante se decantd y ee reemplazé con un volumen

igual de TE pH 8.0, Se almacend a 4 °C en botella de tapdn de rosca.
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SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE FOSFATOS, pH 7.2 (PBS)

Se afiadieron aproximadamente 500 ml de agua bidestilada a un vaso de precipitados de 2

Ly se pesaron;
NaCl &g
KCl D24
NazHPC. 1154
KH2PO4 024

Se mezclé hasta disolver y ee afiadié agua bidestilada hasta 900 ml, se mezeld de nuevo y

e ajustd a pH 7.2, se aford a L y se esterilizé en autoclave.

SOLUCTON AMORTIGUADORA DE LISIS

Se prepard una solucidn en agua bidestilada con las siguicntes concentracionss:
NaCl 100 mM

Tris pH 8.0 10 mm

Acido etilen-diamine

tetra-acético (EDTA) 25 mM

Dodecil Sulfato de Sodie 057

Se eaterilizd en autoclave.
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SOLUCTON AMORTIGUADORA PARA ELECTROFORESLS DE TRIS-FOSFATCO-EDTA (TPE 10 X,
pH 7.6-7.8)

Se prepard una solucion de Tris-fesfato 0.08 M y EDTA 2 miM, 10 veces concentrada, de 1a
siguiente marera:

Se pesaron 108 g de Tris base, se agregaron £00 ml de agua Videstilada, y se afiadisron
1855 mi de dcido fosférico al 85 % y &0 mi de EDTA 0.25 M pH 8£.0. Se ajusté a un pH entre 75 y

7.8, se aford a un litro y se esterilizd en autoclave.

SOLUCION DESNATURALIZANTE (CLORURO DE SOBIO 1.5 M; HIDROXIDO DE SODIO
0.5 M)

La solucion desnaturalizante se prepard de la siguiente forma:
Para B L, se pesaron 262.98 g de cloruro de sodio, GO g de hidréxido de sodio y se

disolvieron en 2.5 | de agua bidestilada, se aforé a 3L y se esterilizd en autocdlave.

SOLUCION DE DENHARDT (50 X)
Se pesaron 5 g de Ficoll tipo 400, 5 g de poliviniipirrolidona y 5 g de alblimina aérica bovina.
Se disolvieron en 500 ml de agua bidestilada, se esterilizd por filttracién y se almacené en alicuotas

a-20°C.
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-EDTA, pH 7.5 y pH 8.0 (TE)

Se prepard una solucién:
Tris 10 mM
EDTA 1mM

Se ajustd a pH 7.5, o bien a pH 8.0. Se esterilizé en autociave

SOLUCION NEUTRALIZANTE pH 7.4 (Tris 1 M, NaZ11.5 M)

Para 3 L se pesaron 363.3 g de Tris y 262.98 g de NaCl, se disolvieron en 28 L, se ajusté a

pH de 74y se esterilizd en autoclave.

SOLUCION SALINA DE FOSFATOS-EDTA (SSPE 20 X)

Se prepar una solucién en agua bidestiiada que contenia:
NaCl 36M
NaHPO..HD 200 mM
EDTA 20 mM

Se ajustd a pH 7.4, se aforé a un litro y s esterilizd en autoclave.

SOLUCTONES PARA ATSLAMIENTO DE PLASMIDOS POR LISIS ALCALINA
SOLUCTION I:

Glucosa 50 mM
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Trie-Ct 25 mM (pH B.0)
EDTA 10 mid (pH &.0)

Se afiadio lisozima en et momente de utilizarse.

SOLUCION II:
NaCOH O2ZN
SDS 1%

SOLUCION TIT:
Acetato de potasioSM S0 mi
Acide acético glacial 1.5 mi
Agua bidestilada 265 mi

La solucidn resultante es 3 M con respecto al potasio y © M con respecto al

acetato.

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA ENZIMA "KLENOW (10 X)

Tris-Cl (pH 7.6) 0125 M
MaCi2 0.025M
TETRACICLINA

Se prepard una selucion de tetracicling a una concentracidn de 125 mgiml disucita en
etanol-agua (50 % viv). Se esterilizd por filtracidn y se almacend a -20 °C en oscuridad.

Concentracién de trabajo: 15-30 pg/ml.
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RESULTADOS

I. Recoleccion de muestras

Se indluyeron 1 pacientes del servicio de Dermatologia del Hogpital General "Dr. Manuel Gea
Gonzélez" de 'a Secretaria de Balud, De estos H pacientes se obtuvieron biopsias de labio y de dos
pacientes fué posible obtener ademds biopsia de conjuntiva. Todos los pacientes fueron
diagnosticades con PA, utilizando los criteries convencionales. Las muestras fueron enumeradas de
acuerdo a la fecha de recepcién y fueron almacenadas inmediatamente a -70 °C hasta su

procesarniettto.

II. Halazgos Clinicos

En la Tabla 7 se presentan algunoe datos clihicos de los pacientes incluidos en este estudio.
Los 11 pacientes presentaban prurito, pa’pulas eritematosas, placas liquenificadas, costras, y
edema en regiones corporales expuestas al sol. En general, los pacientes provenian de diferentes
sitios de origen: DF., Edo. de México, Veracruz y Guerrere. Todos los pacientes fueron Tratados con
talidomida y se obtuvo una respuesta favorable en todos los casos. Solo uno de los pacientes

reportd familiares con PA.

IOI. Aislamiento y purificacién de DNA gendmico

Tanto de o6 controles como de las muestrae de PA fué posible aielar y purificar DNA de
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TABLA 7.- DATOS CLINICOS DE 11 PACIENTES CON PRURIGO ACTINICO

No * Edad Sexo Inicio™ Muestra Origen
FAI 23 F 15 Labie D.F.

FPA2 23 F & Labio Guerrero
FAS L] F & Labio Yeracruz
FASC Conjuntiva
PA4 1& F 10 Labio DF.

FAD 24 F 23 Latio Edo.Mex.
PAG 16 M 10 Labic Veracruz
FAT 32 F 2 Labio Guerrero
PAS 1 F 5 Labio DF.
PABC Conjuntiva

FA2 25 F 18 L abio DF.
PAIO 19 M 15 Labio DF.

PATi 15 F 5 Labio EdoMex.

" De los pacientes 3 y £, s¢ obtuvieron muestras de labic y muestras de

conjurtiva {C): F: Femenne: M: Masculino

°® Edad en la que el paciente presentd la enfermedad por primera vez
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alto peso molecular suficiente al menos para un andlisis tipo Southern (Tabla &). La recuperacién de
DNA dcpendié directamente del tamafio de ta muestra. En todos los casos se obtuvieron muestras

de alto grado de pureza de acuerdo a los criterios espectrofotométricos (ver Métodos).

IV.  Hallazgos Genéticos

E} criterio para setablecer ia presencia de rearreglos se basd en la comparacién de las
muestras de FA respecto a las muestras controles.

De todas |as muestras se obtuvieron resultados del andlisis genético al realizar la detecsion
de la subunidad beta del RCT (Tabla 2). En &l control no linfoide se observd un patrén de restriccidn
correspondiente a la versidn germinal de este gen (una banda de 12.0 Kpb y una banda de 4.0 Kpb al
realizar la digestidn con ia enzima EcoRl, Figura 22); mientras que en la linea celular HUTIOZ de
estirpe T el andlisis reveld bandas adicionales correspondientes al rearreglo. Dos de (as 13 muestras
analizadaz {PAQ y PAWN, Fig. 23 A} mostraron rearreglo genético al menos con 2 enzimas de
restriccion. Estos resultados sugirieron la presencia de poblaciones clonales de células de estirpe T,

Lag bandas obtenidas fueron de baja intensidad indicando la presencia de una poblacién
relativamente pequefia de células T. Para confirmar la presencia de estas bandas, las
autorradiografias fueron colocadas en un analizador de imAgenes, utilizando el programa AMBIS
version 4.3, Los rearreglos fueron confirmados en ambos casoe (Fig. 23 B).

Enla Tabla 10 s¢ resumen los hallazgos genéticos de hibridacion con la sonda que detecta la

regién J de ias cadenas pesadas de |g. En forma similar a la hibridacién con RCT beta, ¢l control no



TABLA 8, ~ MUESTRAS DE DNA OBTENIDAS A PARTIR DE CONTROLES ¥ DE
PACTENTES CON PRURIGO ACTINECO

No. D250 DOzom' DO20/DOz  hg/ml® 1g Totales”
CONTROLES

Testiculo 0az2 0.065 167 122 244
Rifion 0196 0.107 183 098 1960
HUTIO2 0060 0053 18 015 BO
0CY-L43  0.058 0.032 181 058 232
MUESTRAS

PA1 0.019 o.on 175 019 76
PA2 0,023 0.012 192 023 15
PABC 0.053 0.029 182 0132 132
PAB 0156 0.073 186 034 212
PA4 0061 0.035 174 0.6 305
PAS 0.077 0.044 175 077 15
PAG 0.075 0044 17 0375 375
PA7 0.044 0.026 17 o 55
PAEC 0.047 0027 1.7 [oX] 22
PAB 0027 0.015 18 007 20
PA2 0.036 0019 189 0.09 22
PAID 0126 0068 8 o315 250
PAN 0069 0.04 172 0346 69

! Lecturas a 260y 280nm. ° Rekacion entre ks lecturas como criterie de pureza; ¥ : Concentracion de
muestray © Cantidod 1otal de DMA purificoda,



TABLA 9.-  HALLAZEOS GENETICOS EN CONTROLES Y EN 11 PACIENTES CON
PRURISO ACTINICO. RECEPTOR PARA ANTIGENO DE LA CELULA T

No. RCT-B

BamHi EcoRl Hindil
CONTROLES
Testiculo G c G
Rifidn G G G
HuTo2 R R R
OCY-145 G G G
MUESTRAS
PAl G €] G
PA2 G G G
FPAS G ND G
PASC G ND ND
PA4 G G G
PAS G G G
FAG G G G
PA7 G G €]
PASC G G ND
PAS G €] ND
FAS R R ND
PAIO G G G
PAT R R R

C: Conjuntiva; G: Germinal; R: Rearregio: ND: No Determinado.
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Figura 22.-
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Andlisis del RCT p mediante hibridacidén con sonda radioctiva. I: Control no

linfoide; II: Control de células T; XL, IV y V: Muestras PAS, PA6 y PAT,
Enzima de restriccidn: EcoRT.

83



Figuro 23.-
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Andlisis del RCT b mediante hibridacion tipo Southern en muestras de PA. Panel
A: Muestras de DNA digeridas con la enzima EcoRI. T: Control no linfoide; IT:
Control de células T: TIT: Muestra PASL: IV: PALLL. Panel B: Andlisis

densitométrico. Las flechas indican las bandas rearregladas y la curva
correspondiente.



TABLA 10.-

HALLAZGOS GENETICOS EN CONTROLES Y EN 11 PACIENTES

CON PRURIGO ACTINICG. CADENAS PESADAS DE

INMUNOGLOBULINAS (JH).

No.

JH

BamHI

EcoRl

Hindlli

CONTROLES

Testicule
Rifiéh
HuT102
OCY-i.43

MUESTRAS

PA1
PA2
PAD
PASC
PA4
PAD
FAG
PA7
PASC
FAS
PAS
PAIO
PAH

O

OO OOTHOO

2OoOo

G\QQG\QQQOQ%%QQ

OGO

QQOG\%G\G‘:Q

ND

C. Conjuntiva; G: Germinal; R: Rearreglo; ND: No Determinado.
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linfoide mostrd un patrén germinal (una banda de 167 Kpb, en ¢l caso de |a digestion con 1a enzima
BamH!), y el control de células B presentd rearreglo (Fig. 24). Una muestra proveniente de lesidn en
conjuntiva {PASC, Fig. 25), presentd rearreglo con la enzima de restriccidn BamHL. El andlisis de
esta muesira con otras endonucleasas no se realizd, ya gue la muestra proporcionada fué muy
pequetia (Tabla 7), sin embargo, ia rehibridacion de este filtro con \a sonda que reconocia al RCT
beta, mostro un patron germinal, indicando que las bandas adicionales obtenidas con la sonda para
1g correspondian a un rearreglo genético y no a una posible degradacién o restriccion parcial de ia
muestra.

Con bage al resuliado anterior, &l filtro se rehibridd con una sonda que reconoce a [a regién
constante dela cadena ligera kappa (Ck) {(54), para tratar de establecer &l estadio de la clona
detectada para las cadenas pesadas, Se observd un patron germinal de acuerdo a los controles
incluidos (B65), lo que sugirié 1a presencia de una poblacidn probablemente de céiulas B inmaduras

(ver Discusidn) (Fig. 26) (39, 40).



Frgura 24.-

Kb

23

Q4.
66,

4.3

23

Andlisis de cadena pesada de Ig (JH). I: Control no linfoide: IT: Contral de
células B; TIT: Muestra PAS; TV: PAG; V: PAT. Enzima utilizada: BamHL.
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Figura 25.-

Hibridacidn tipo Southern para la deteccién de la cadena pesada de Igen
pacientes con PA. Andlisis con la enzime BamHT. I: Control no linfoide; IT:
Control de células B; III: Muestra PA3C (conjuntiva). Las flechas indican las
bandas rearregladas.
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Figura 26.-

89

Deteccdn de la regidn constante de la cadena ligera k de Ig (Cx). Tt Control no
linfoide; IT: PA3L; III: PA3C y IV: N13 (control para Cx).
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DISCUSION

El propésito de este estudio fué caracterizar a nivel molecular los infiltrados linfocitarios de
esionea en pacientes con FA para obtener mayor conocimiento de ia naturaleza de estos
nfiltrados.

La deteccién de rearveglos genéticos del RCT, sugieren la presencia de poblaciones clonales
de estirpe 7. Estos resultados apoyan los hallazgos inmunohistoguimicos realizados previamente
que sugerian la presencia de células T (58, Dr. J. Arrese, Centre Hospitalier Universitaire de Lieja,
Service de dermatopathologie, Bélgica. Comuricacion personal).

El hecho de detectar una poblacién clonal, sugiere un mecanisme inmune invelucrado en la
patogenia del Pririge Actinico; posiblemente esta poblacién se origing como parte de una respuesta
postenor a la activacidn de células T, mismas aue al ser estimuladas, provablemente migraren hacia
el lugar de respuesta a la luz UV, Dado que el factor etiolégico aceptado para el FA es |a incidencia
de luz LV, los eventos que se podrian presentar es la formacion de fotoproductos, o bien, de
proteinas alteradas producidas por dafios en i DNA.

Cualquiera de estas 2 situaciones o la combinacidn de ambas, posiblemente tengan ta
capacidad de despertar una respuesta inmune. Lo anterior &5 apoyada por lo siguisnte:

1) La respuesta de los pacientes a 1a talidomida, un firmaco que probablemente tiene una
accidn inmurosupresora, y una accién inhibitoria sobre el TNFar (19-22).

2) La presencia de linfocitos CD4+ detectados con anticuerpos monoslonales (56).

3) Estudios inmunohistoquimicos que revelan céiulas CD4BR+ y CD4BRO+, siendo !a

mayoria CD4BR0+ a nivel folicular (Dr. J. Arrese, Centre Hospitalier Universitaire de Licia, Service de
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dermatopathologie, Bélgica. Comunicacién personat).

4) La resistencia de las células de Langerhans a la luz UY, es decir, &l nimero de estas
células no fué afectado por la irradiacién a diferencia de lo observado en los controles (57).

B) Produccion incrementada de ciertas citocinas en queratirocitos irradiades con UY in
vitro (24, 29, 31-37, ver Introduccién).

&) La expresidon de moléculas de adhesién (LFA-1, LFA-2, ICAM-3, VLA-4) descritas en
lesiones de PA inducidas artificialmente con luz LV (57).

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

una muestra, descritas en el presente estudio.

Los hallazgos obtenidos en el andlisic para genes de cadena pesada de ig revelaron ia
existencia de poblaciones clonales de estirpe B.

Al realizar a deteccion de cadenas ligeras {con CK), el patrén germinal resultante sugiere un
estadio inmadure de las céiulas B, existen situaciones que explicarian la presencia de éstas en la
lesidn:

1) La poblacién clonal de células inmaduras podria sugeric &l desarrollo de un evento
neoplasico, sin embardo, ni el paciente analizado (muestra PASC) ni otros pacientes con FA han
presentado correlacion con el desarrollo de tumores, por lo que s¢ puede descartar esta posibilidad.

2) La presencia de células pre-B en conjuntiva, podria sugerir una alteracién importante en
¢l mecanismo o via de diferenciacién de las céiulas B, sin embargo, no se ha descrito disminucion de

células B maduras circutantes en pacientes con PA (58} Por lo tante se propore que ¢sta
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leteccidn corresponde a células B maduras que presentan un rearreglo evidente para cadenas
vevadas pero no para ligeras. Es decir, en la hibridacion con Ck existe ia posibilidad de haberse
detectado una banda correspondiente al tamatio del patrdn germinai probablemente debido a un
rearreglo productivo, pero que haya originado un fragmento de restriccion de igual tamatio o al
menos de una extensién similar al germinal, comigrando con el mismo.

Para descartar esta posibilidad, es necesario el andlisis posterior de nuevas muestras de
conjuntiva, as como de la misma paciente, utitizando sondas moleculares distintas a la empleada, o
bien, obteniendo RNA de estas muestras para detectar la expresién tanto de cadenas pesadas

como de ligeras.
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CONCLUSIONES

1) Enlesiones de algunos pacientes con PA existen poblaciones clonales de estirpe T;

2) Pueden existir poblaciones clonales de células de estirpe B en pacientes con FAy

3) Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a la definicidn de un mecanismo
inmune probablemente involucrado en la patogenia del PA como ee ha propuesto anteriormente.
Cabe mencionar que el andlisis prospectivo a nivel molecular contribuird con estudios mds
especificos para explicar la presencia de células B en conjuntiva, la existencia de otras poblaciones
clonales de células T (RCT ¥/3), asl como la determinacion del uso preferencial de regiones variables

del receptor.
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