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PLACAS Y PAPULAS URTICARIALES PRURIGINOSAS DE LA GESTACION
Estudio sobre su fisiopatogenia.
Resumen de tesis para obtener el grado de Doctor
MC Edith Garcia Gonzilez
Instituto Nacional de Perinatologia (INPer)

Preguntas a contestar: ;La dermatosis de la gestacion llamada placas y papulas
urticariales pruriginosas de la gestacion (PPUPG) es la dermatosis gestacional mas
frecuente en el INPer?; ;cudles son las células participantes en su fisiopatogenia?; ;existe
un haplotipo determinado para las pacientes de PPUPG Mexicanas?, jen verdad
solamente se presenta en primigestas?.

Hipétesis: la dermatosis gestacional PPUPG es el mas frecuente entre Mexicanas. En
este padecimiento las células participantes mas importantes son los mastocitos
dependientes también de la participacion de las células CD4+. No hay un haplotipo
determinado para este padecimiento entre Mexicanas y solamente se presenta entre
primigestas.

Diseiio del estudio: descripciones clinicas en base a una serie de casos de PPUPG entre
Mexicanas, prospectivo a 2 afios.

Sitito del estudio: INPer,Inst. Nal. de Nutricion, UNAM, Univ. de Emory.

Datos de las pacientes: muestra voluntaria de 16 pacientes gesta I y 7 multigestas,
Mexicanas, en el 3er trimestre gestacional. Los controles fueron 152  gestantes
Mexicanas (en los 3 trimestres) y 26 no gestantes. Criterios de inclusion: tener una
dermatosis generalizada con placas urticariales, pruriginosa, sin tratamiento y que se

presente en el 3er trimestre gestacional y que por primera vez se haya presentado esta
dermatosis.

Metodologia: previo consentimiento de las pacientes por escrito se tomaron biopsias de
piel sana y afectada para estudios de inmunofluorescencia directa, y deteccion de
depdsitos de IgA, IgG, IgM, C2 y avidina fluoresceinada para busqueda de mastocitos.
También en biopsias de piel y con técnicas de inmunoperoxidasas se busco la presencia
de células CD4+ y CD8+ en piel. Al mismo tiempo en sangre periférica de las pacientes
y de los controles se realizaron mediciones de CD4+, CD8+ y NK+ con citometria de
flujo. También en suero de las pacientes se hizo deteccion de IQE sérica con
inmunodifusion radial. La tipificacion de HLA clase I, IT y III se realizo en linfocitos de
sangre periférica con la técnica de microlinfocitotoxicidad. La tipificacion molecular de
los alelos DRB y DQB fue realizada con técnicas de PCR.

Métodos de evaluacion y resultados: para analisis estadistico se usé F de Fisher y t de

Student, en todos los casos se tomo un indice de confianza del 95%. El PPUPG es la

dermatosis gestacional mas frecuente en el INPer, con una frecuencia de 1:200
4,




gestaciones. En la piel afectada encontramos un predominio de células CD4+ (60%) y
20% en piel sana y abundantes mastocitos con IgE sérica normal en todas las pacientes.
Ausencia de depdsitos inmunes en piel normal y afectada. Pacientes con PPUPG tuvieron
CD4+ periféricas 37% (sd 7.96) (controles 39%, sd 6.8); CD8+ 29% sd 6.7 (controles
29%, sd 6.2). Las pacientes de PPUPG tuvieron 30% haplotipo HLA-DR4 y 100% DQ
a 03, no diferentes de los controles Mexicanos. La mayor parte de las pacientes con
PPUPG fueron primigestas pero 7 fueron multigestas, caracteristicamente ellas tuvieron

abortos en sus primeras gestas y en gestaciones de diferente pareja desarrollaron
PPUPG.

Conclusiones: el PPUPG es la dermatosis urticarial méas frecuente del final de la
gestacion, con participacion de células CD4+ y mastocitos, células que a través de
interleucinas son interdependientes. Los valores de CD4+ periféricos resultaron tener
valores normales y por consiguiente no reflejan lo que sucede en piel. Esta dermatosis
gestacional no depende de IgE como otras urticarias ya que los valores séricos fueron
normales. Con respecto a los haplotipos clase I y II concluimos que mas que ser un
haplotipo especifico en el PPUPG éste depende de la combinacién de ciertos haplotipos
materno/paternos. Esta serie representa el primer grupo de Mexicanas estudiadas con
PPUPG desde el punto de vista fisiopatogénico. La diferencia mas sobresaliente fue que

en esta seri¢ encontramos mayor porcentaje de multigestas en comparacion con series

anglosajonas. A su vez este estudio abre mayor conocimientos sobre los mecanismos
inmunes de la gestacion.
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mastocitos (MC) en la piel afectada es muy claro no obstante no se encontraron niveles
elevados de IgE sérica.
La tipificacion de moléculas clase Iy II no fueron diferentes de los controles del mismo

grupo ¢tnico no mostrando preferencia por un determinado haplotipo.

* Antecedentes generales
+ Dermatosis de la gestacién
La gestacién es un conjunto de cambios metabolicos y fisioldgicos que ejercen

influencia sobre diferentes 6rganos. La piel no es la excepcion y muestra diferentes
modificaciones tales como: a) cambios dermatolégicos propios del embarazo,
b) influencia sobre dermatosis pre-existentes y c) dermatosis gestacionales (DG), ocurren
en alguna etapa del embarazo o en el puerperio '. Las DG pueden clasificarse como
aquellas bien definidas como las placas y papulas urticariales pruriginosas de la gestacion
(PPUPQG) y el penfigoide de la gestacion o antes mal llamado “herpes gestationis”. Las
DG mal definidas son: el pririgo gestationis, dermatosis papular del embarazo,
impétigo herpetiforme, pritrigo gravidarum y otras 2.

PPUPG es la dermatosis de la gestacion més frecuente no solo mundialmente $ino
también la mais frecuentemente vista en el Instituto Nacional de Perinatologia (1:200

embarazos), donde representa el 25% de la consuita dermatoldgica °.



Antecedentes sobre PPUPG

La dermatosis llamada PPUPG es un padecimiento no autoinmune descrito por primera
vez por Lawley TJ y cols. en 1979 4, la describe como un padecimiento inflamatorio que
ocurre en ¢l tercer trimestre de la gestacion o bien en el puerperio. En un estudio de 25
pacientes con PPUPG se encontrd que la semana 36 es la mas frecuente para dar inicio
al padecimiento y su duracion es alrededor de 6 semanas; afectando en un 70% a
primigestas. Se considera que los embarazos gemelares presentan con mayor frecuencia
esta dermatosis, 7-20% de gemelos en PPUPG comparada con 1.2% en la poblacién
general **

Las lesiones aparecen inicialmente en el abdomen, suelen empezar sobre las estrias y
respetan el ombligo, las lesiones se extienden a miembros inferiores, superiores y gluteos,
respetando cintura escapular y cara. Clinicamente la lesion primaria es una péapula
urticarial que confluyen para formar placas urticariales muy pruriginosas, no
encontrandose huellas de rascado (figura 1).

Histologicamente el PPUPG no tiene un patrén especifico ni diagndstico. Existe un
infiltrado linfohistiocitico perivascular con eosinofilos y edema en dermis papilar, (figura
2), espongiosis focal en epidermis y paraqueratosis **. La inmunofluorescencia directa de
piel acfetada no muestra depésitos de IgG o de C3 *(figura3A y 3 B).

PPUPG no se asocia con riesgos perinatales * ° pero puede ser un reto diagndstico y
de tratamiento para el médico que no esta familiarizado con el padecimiento.

Desde el punto de vista fisiopatogénico el PPUPG no se ha estudiado profundamente.

Existen algunos articulos que hablan de posibles mecanismos causales sin haberse



comprobado ninguno de ellos. Dentro de los mas conocidos estan la teoria del aumento
de peso con disgregacion de la coligena 1a cual se cree que actiien antigénicamente Los
embarazos gemelares en otras series se han observado con mas frecuencia asociados a
PPUPG &M,

Publicaciones més recientes hablan de posibles antigenos paternos presentes en el
trofoblasto como posible causante de esta DG asi como la presencia de haplotipos
predisponentes para el desarrollo de PPUPG ©.

Aspectos hormonales se ha pensado que se asocian con el desarrollo de esta
dermatosis, sin embargo mediciones de la fraccion beta de la hormona gonadotropica
coridnica humana, estradiol sérico, cortisol y estradiol urinario son normales *.
Comparacién de PPUPG con el penfigoide gestacional

Otra de las DG mejor conocidas aunque mucho menos frecuente es el penfigoide de la
gestacidn o antes mal Hamado “herpes gestationis”. Este es una padecimiento
autoinmune con anticuerpos dirigidos contra el antigeno180-kD del hemidesmosoma de
la membrana basal de la piel. Esta reaccién ocasiona depositos de C3 o IgG (menos
frecuentemente) en la union dermo epidérmica **'®. Lo anterior d4 como resultado
depositos inmunofluorescentes positivos patognoménicos de penfigoide gestacional
encontrados en biopsias de piel afectada a través de inmunofluorescencia directa.

Su incidencia es 1:50,000 embarazos '* ** 'y puede ocurrir en el segundo o tercer
trimestre de la gestacion o en el puerperio inmediato. Es rapidamente progresivo y muy
pruriginoso, las lesiones son inicialmente papulas urticariales para después confluir

formando placas, las cuales evolucionan hasta dar vesiculas y bulas tensas. Las lesiones
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inician en el abdomen, se extienden a miembros inferiores y superiores respentado cara y
mucosas. Existe una asociacion a complicaciones perinatales como la prematurez, bajo
peso al nacer, oligohidramnios y hasta muerte fetal **.

La historia natural del penfigoide gestacional muestra una exacerbacion del
padecimiento en el puerperio para después ceder en semanas o meses. En gestaciones
subsecuentes la dermatosis se presenta de nuevo y en un 25% de mujeres se presenta al
tomar anticonceptivos orales **,

El penfigoide de la gestacion a diferencia del PPUPG si posee un haplotipo
predisponente. El 61% a 80% de los pacientes expresan DR3 y 53% expresan DR4, 43-
50% tienen ambos marcadores '* **. DR4 estd presente en 25% de la poblacion
Estadounidense blanca y en solo 8% de la poblacion negra, lo que explicaria la baja
incidencia del penfigiode getacional en 13 poblacion de color.

En nuestra experiencia con pacientes Mexicanas podemos decir que también los
haplotipos DR3 y 4 son constantes en pacientes con esta dermatosis gestacional *; lo
cual explicaria la participacion de antigenos clase II en la fisiopatogénesis de este

padecimiento y por otra parte que estos haplotipos fueron adquiridos por mestisaje.

Dermatosis urticariales con influencia hormonal

La presencia de urticaria con alguna influencia hormonal ha sido descrita
previamenteen otras dermatosis, como la dermatitis estrogénica con episodios
urticariales asociados al periodo menstrual. Mejora bajo la administracién de tamoxifen

(antagonista del receptor a estrogénos) o con buserelina (analogo de GRH) * . La
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llamada dermatitis autoinmune a la progesterona aumenta durante la fase lutea del ciclo
menstrual y también mejora con tamoxifen **.

Problemas como angioedema, cistitis intersticial * y colitis son mas frecuentes en
mujeres y se asocian a determinada fase del ciclo menstrual. Algo semejante sucede con
el asma, alergias y migrafia que mejoran con tamoxifén mediante el bloqueo de la

liberacion de histamina .

Influencia hormonal sobre los mastocitos (MC)

Una caracteristica en comiin en los padecimientos anteriores es a participacion de MC
en su fisiopatogenia. Los MC tienen receptores hormonales, el estradiol in vitro estimula
a los MC peritoneales, via substancia P ** >, Los MC también expresan receptores
FCeRI ( receptores a IgE CD23b) y receptores a laminina *'. La expresion de receptores
del complejos principal de histocompatibilidad clase II (bajo la influencia de IL-4 ¢ IFN
¥) también estan presentes en la superficie de los MC y les permite comportarse como
células presentadoras de antigenos *2.

Los MC estan influenciados por diferentes citocinas, en animales y humanos la IL-3,
IL4 (producida por células CD4+) y el GM-CSF (“granulocyte macrophage colony
stimulating factor’) controlan el nimero y la maduracion de los MC *, Los MC una vez
activados producen diferentes citocinas tales como la IL-3, 4, 5, 6, 13, GM-CSF 3436
Todas las citocinas anteriores perpetuan e inducen su activacion estimulando su

maduracion asi como la liberacidon de histamina 6%,
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Los MC a su vez estimulan la migracion de eosinofilos via IL-5 *** o via los RANTES
(un grupo de linfocinas recientemente descritas producidos por linfocitos activados '),
este fenomeno puede explicar la presencia de ambas células en algunos infiltrados

inflamatorios.

Aspectos inmunologicos de la gestacion

Durante el embarazo la respuesta inmune se vé inclinada hacia la produccion de
anticuerpos y a su vez alejada de la inmunidad celular. La respuesta de anticuerpos esta
asociada con la inmunidad Tu2 (subpoblacion de las células CD4+) controlada a través
de la produccion de linfocinas especificas, sugiriendo que ellas predominan en la
respuesta inmune materna. Las interleucinas IL-3, 4, 5 y 10 son citocinas Tu2 y estudios
en animales han demostrado que ellas pueden detectarse en sobrenadantes celulares
derivados de la unidad feto-placentaria a los largo de los tres trimestres de la gestacion @
2.8, Egtas citocinas Ty2 se producen principalmente en la interfase materno-fetal
logrando de esta manera una gestacion exitosa. Mientras tanto la IL-10 suprime
selectivamente la inmunidad mediada por céulas dependiente de Ty;1 . Si la inmunidad
Tyl domina la gestacion no se llevara a cabo exitosamente.

En modelos murinos se sabe que la gestacion es posible gracias al reconocimiento del
feto por parte de la madre, mecanismo conocido como inmunotropismo y es gracias a
este mecanismo que la secrecion de citocinas y de factores de crecimiento en la unidad

feto-placentania favorecen el crecimiento placentario y por consiguiente el crecimento



fetal. Paralelamente existe un bloqueo en la produccion de factor de necrosis tumoral

alfa, interferon gamma e IL-2 que impedirian una gestacion exitosa .

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH)

El SPH(N esta formado por un grupo de genes localizados en el brazo corto del
cromosoma seis humano (6p21.3) Fig. 4. Hacia la region telomérica se localiza la region
clase I del SPH que incluye los loci HLA-A, B y C. Hacia el centrémero esta la region
clase II, que se subdivide en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQ y DR). Dentro de la
region de clase II se incluyen los determinantes HLA-Dw.

Entre las regiones clase Iy clase II, esta la region clase III, cuyos genes codifican
para los componentes C2, factor B, C4A y C4B. 4%,

Los genes clase I, Il y III se heredan de manera mendeliana codominante. Las
moléculas clase I se expresan en la membrana de todas las células nucleadas, excepto en
neuronas y trofoblastos maduros, dificilmente localizables en los entrocitos. De los tres
loci de clase 1 clasicos, HLA-A, -B y -C el locus de C es ¢l que menos aﬁecuadamente
se expresa.

Las moléculas clase II se expresan en macrofagos, linfocitos B, células endoteliales,
células de Langerhans y células dendriticas, en algunos casos solo lo expresan bajo la
influencia de ciertas citocinas como el interferé6n gamma.

Los alelos de los loci del SPH de un cromosoma en particular constituyen un haplotipo
(el genotipo de un individuo esta dado por dos haplotipos, uno de origen materno y otro

de origen paterno). Una combinacion dada de alelos de los loci FB, C2, C4A y C4B

14
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placenta o por células fetales que migran a tejidos maternos. Esta reaccion inmune
desencadena una respuesta inflamatoria que clinicamente se observan como urticaria. En
gestas subsecuentes no existe esta misma reaccion antigénica puesto que existe tolerancia
por parte de la madre. No existe un marcador del sistema principal de
histocompatibilidad para el PPUPG, sino mas bien es una combinacién de haplotipos
paternos y maternos determinados lo que da como resultado esta dermatosis de la

gestacion.

Objetivos
1. Estudiar a un grupo de pacientes Mexicanas con PPUPG
2. | Tipificar el inmunofenctipo del infiltrado inflamatorio de la piel afectada en
comparacion con la piel normal en pacientes con PPUPG
3. Tipificar el inmunofenotipo de sangre periférica en pacientes con PPUPG
y controles no gestantes y gestantes en los tres diferentes trimestres
4. Buscar historia de atopia de las pacientes a estudiar
5. Determinar niveles séricos de IgE en pacientes y controles
6. Tipificacion de moléculas clase I (HLA-A, B y C), clase II (HLA-DR y -DQ) det
sistema principal de histocompatibilidad (SPH) en las pacientes con PPUPG y controles

del mismo grupo étnico



Material y métodos
- Pacientes

Estudiamos prospectivamente a un grupo de 23 pacientes con PPUPG wistas en el
Instituto Nacional de Perinatologia en la Ciudad de México durante dos afios (1994-96).
Estas pacientes venian de la consulta de Gineco-Obstetricia o bien del Servicio de
Urgencias. Su participacion fue previa firma de un consentimiento y el diagnostico se

baso en los criterios clinicos y de laboratorio que se describiran a continuacion.

- Criterios para diagnéstico de PPUPG y de inclusién para el estudio
Se incluyeron a todas aquellas pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas:
1. Estar embarazadas y encontrarse en el Gltimo trimestre de la gestacion o
estar en el puerperio inmediato
2. Ser o no primigesta
3. Presentar una dermatosis urticarial pruriginosa, de inicio en el abdomen, que afecte o
no miembros inferiores y superiores, respetando cara y que sea una dermatosis que nunca
haya presentado antes.
4. No haber recibido tratamiento (s) topico {s) o por via oral
5. No tener contraindicaciones médicas para su participacion
6. Haber realizado un analisis inmunohitopatolégico con tincién de hematoxilina/eosina

con hallazgos de urticaria tales como: infiltrado inflamatorio perivascular linfocitario y

eosinofilos.

17
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7. Inmunofluorescencia directa de piel negativa.

8. Haber formado previamente consentimiento de participacion.-

Biopsias de piel

Previa infiitracion de 0.3 cc de anestésico local ( Xilocaina 2% sin epinefrina, Astra
Chemicals, México) intradérmico se procedié a la toma de biopsias con sacabocados
desechables de 4 mm (Prestwick Line, SMS Inc., Columbia, MD. EEUU) de piel
afectada y piel sana de la misma paciente. Las biopsias fueron divididas para cortes en

fresco y para bloques en parafina.

- Inmunofluorescencia directa de piel

- las biopsias en fresco se incluyeron en medio de congelacién (Tissue- Tek, Miles Jnc.,
 IN. EEUU) en recipientes de papel aluminio y después almacenados en nitrogeno
liquido por 8 hr y por tiempos més largos en ultracongelador a -70° C (Bio-Freezer
Forma Scientific Inc, OH, EEUU ).

- Se hicieron cortes en cridstato de 5 micras de grosor y para colocar los cortes en
laminillas (Premiere, Reamex, SA CV, México) prefijadas con clara de huevo (5 ml en
500 ml de buffer de fosfato) las cuales se almacenaron refrigeradas.

- Como control negativo se usé buffer de fosfatos en cortes de piel afectada y piel sana,
asi como segundos anticuerpos con los mismos substratos.

- Se usaron anticuerpos fluoresceinados conejo contra humano dirigidos contra IgG,

IgA, 1gM y C3 (The Binding Site, Birminham, RU) diluidos 1:20 en buffer de fosfatos




sobre el tejido problema y hechas por triplicado, se incubaron por 30 minutos en una
camara humeda, se lavaron en buffer de fosfato 5 minutos.
- Se fijaron con glicerol (Sigma Chemicals, MI, EEUU) v se analizaron con MiCroscopio

de epifluorescencia (Axioskop MC-100, Zeiss, Alemania).

* Inmunoperoxidasa
La técnica de imnunoperoxidasa se realizé en cortes de 5 micras en fresco de piel
incluida en O.C.T. y congelado a -70°C se colocaron sobre laminillas bafiadas en POLI-
L-LISINA. Previamente fijadas en acetona durante 10 minutos y se regrigeran.
- Los cortes se incubaron con el anticuerpo primario (CD4+ y CD8+ cabra anti humano)
por 30-60 minutos a temperatura ambiente, para después lavarse con buffer de fosfato
- se bloquea la peroxidasa endogena por uno de los siguientes métodos:
a) peréxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos a temperatura ambiente
- debe prepararse en fresco y al momento
b) acido peryodico al 0.28% durante 5-10 minutos a temperatura ambiente
guardar en frio y no usar mas alla de dos semanas
¢) perdxido de hidrogeno al 0.3% en metanol durante 30 minutos
se puede usar para cortes en frio o frotis
- lavar en buffer de fosfato x 2-5 minutos cada uno
- lavar en buffer de fosfato/albimina (0.1%)/tween 20 (0.05%). Un lavado de 10 minutos

- escurrir el exceso de PBS/A/T y se seca alrededor

19
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- Posteriormente se incuba en anticuerpo primario (conejo anti humano CD4+, CD8+)
diluido en buffer de fosfato, usando como control positivo se usd anticuerpo dirigido
contra clase I, dejando toda la noche a 4 °C en cimara himeda

- Los lavados fueron en buffer de fosfato x 25 minutos c/u y en buffer de fosfato/A/T un
lavado 10 minutos

- La incubacién con el en anticuerpo secundario fue durante 30-120 minutos a 37°C
cuidando de que el anticuerpo no se secara. Se lavo posteriormente en buffer de fosfato
x 25 minutos cada vez

- Las incubaciones en complejo avidina-biotina-peroxidasa fueron durante 30-120
minutos a 37°C teniendo cuidado de que no se seque el complejo

- Un lavado en buffer de fosfato x 3-5 minutos cada uno antes de revelar con
diaminobencidina o carbazol

NOTA.: especificaciones para revelar con diaminobencidina

+ solucién sustrato cromogeno para peroxidasa

a) sol. A

tris-maleato 2.423 g

agua destilda 100 cc

b) sol. B

Hcl 37% 0.833 cc

agua destilada  aforar a 100 cc

-solucion de trabajo

sol. A S5c¢c



21

sol. B 8cc

agua destilada 7 cc

- solucion reveladora

- a2 9.9 de la sol. de trabajo, agregar 0.1 cc¢ de peréxido de hidrégeno al 30%

- a 10 cc de la solucién de trabajo, agregar 5 mg de diaminobencidina

- A la solucidn que contiene diaminobencidina se le agrega 0.1 cc de la solucién que
contiene el peroxido de hidrégeno, inmediatamente antes de usarse. Checando los
resultados bajo el microscopio a fin de detectar el cambio de coloracion entre 3-10

minutos.

* Tinciones para MC

Para la tincion de los MC se uso avidina fluoresceinada pués se ha demostrado que
es una tincion altamente especifica para MC de dermis, ya que se une a los granulos del
MC * en tejido congelado ademas de su facilidad técnica para realizarse. Los cortes de
piel por congelacion sana y afectada fueron tefiildas por triplicado con avidina
fluoresceinada 1:20 (Sigma Chem, Detroit, MI). Las laminillas se incubaron durante 30
minutos en una camara himeda, para después lavarse dos veces con buffer de fosfato
para finalmente montarse con glicerol y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia (Axioskop MC-100, Zeiss). Se contaron las células fluorescentes
localizadas perivascularmente en tres campos diferentes con objetivo 40x, sacando un

promedio de los tres campos y comparandolo con los controles respectivos.
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+ Tincion con hematoxilina/eosina

Los cortes para parafina se conservaron en formaldehido en solucion al 4% (Merck,
Meéxico) para después incluirse en bloques y tefiirse con hematoxilina/eosina con las
técnicas convencionales. Las muestras fueron evaluadas por un solo dermato-patélogo

con microscopia de luz (Axioskop MC-100, Zeiss).

+ Determinacion sérica de IgE

- Las determinaciones se realizaron por dos métodos diferentes y dependiendo del
tiempo de incubacion se usaron curvas de calibracion o tabla de referencia para
determinar la concentracion de la proteina en mg/L. Tres controles diferentes fueron
proporcionados por el fabricante (The Binding Site, Nanorid, IgE humana, Birminham,
RU).

- Paralelamente usamos como controles fueron de pacientes con penfigoide de la
gestacién como controles colocando las muestras de suero problema 1:0 y 1:10 en las
placas de agarosa por triplicado y se incubaron en una cdmara himeda temperatura
ambiente. Se midié la difusion en un negatoscopio con escala milimétrica y lupa de
relojero cuando era necesario. El diametro se extrapold a una tabla de referencia y para
los periodos de incubacion mas prolongados (48 y 72 hrs) se usG una curva de

calibracion.
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Estudios de citometria de flujo en sangre periférica
- Se tomé con venopuncion hipodérmica (Becton Dickinson, México) 0.5 cc de sangre
periférica del pliegue antecubital la cual se conservod con tubos con EDTA (Becton
Dickinson, México). A 100 ul de esta muestra se colocaron en tubos de polipropileno
(Labsystems, MA, EEUU) para después agregarle 20 ul de anticuerpo fluoresceinado
anti CD4+ o con ficoeritrina sin diluir anti CD8+ y anticuerpo contra células NK+
fluoresceinado (Becton Dickinson, San José Cal.). Se incubaron en la obscuridad por 30
minutos a temperatura ambiente, para despues lavarse dos veces con bufter de fosfatos
refrigerado y centrifugado por 10 min a 300 x g en centrifuga Beckman GS-6R, EEUU.

Las células lavadas se resuspendieron a una concentracion de 1 x 10 células/ml para
leerse en un citémetro de flujo o FACScan (Becton Dickinson, San José Cal.) en busca
de los porcentajes de subpoblaciones CD4+, CD8+ y células NK.
- Fl programa usado para la evaluacion de los resultados fue Autocomp y Consort 32
(Becton Dickinson, San José Cal.)
- el indice de células CD4+/CD8+ se obtuvo con la siguiente formula:

% de CD4+
cél. T cooperadores / cél. T supresoras indice =~ --e--eeeommen
% de CD8+

+ Tipificacion de moléculas clase Iy II

Por veno puncién se tomaron muestras de sangre periférica de pacientes y controles

correspondientes, dichas muestras con gradientes de densidad se separaron los linfocitos
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* y las células B fueron separadas con el reactivo de Lympho-Kwik (One Lamdba,
Cal) .

La tipificacion serologica de los antigenos HLA-A, B y C fue realizada en células
mononucleares con la técnica de microlinfocitotoxicidad *.

La tipificacién de los antigenos HLA-DR y DQ se hizo en células B con una técnica
similar pero con tiempos de incubacién mas prolongados . Las placas de tipificacion
fueron de C-six Diagnostics, Mequon, Wis., contenian un total de 210 antisueros, 140
para definir especificidades de los loci HLA-A, B y C y 70 para definir 18 especificidades

de los loci HLA-DR y DQ.

+ Tipificacién molecular de alelos DRB y DDQB
Esta tipificacion molecular s¢ hizo usando la técnica de amplificacion de DNA por
reaccion en cadena de polimerasa, seguida de la hibridacién del DNA amplificado
utilizando sondas especificas para cada uno de los alelos conocidos. Las sondas se
marcaron para su deteccion.
+ material:
- tubos Falcon de 50 cc estériles
- pipetas pasteur
- micropipetas de 20 y 100 ul
- tubos ependorf de 2.5 cc
- bolsas de hibridacion

- pelicula de rayos X



- pelicula fotografica

+ reactivos:

- buffer de fosfatos

- solucion de lisis (NH4C1 0.155 M + K2C03 0.61M)

- soluciéon RBC (NaCl 10mM + Tris-base 10 mM + EDTA 25 mM)
- buffer Tris-EDTA

- buffer de Tris-Base 0.5 M, pH 8.0

- solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

- proteinasa K (10 mg/ml)

- fenol

- cloroformo

- alcohol etilico absoluto

- iniciadores derecho e izquierdo para las regiones DRB y DQB
- cloruro de magnesio

- deoxinucledtidos (ATP, CTP, GTP y TTP)

- Taq polimerasa

- agarosa al 1%

- bromuro de etidio (10 mg-mf)

- solucion de Naranja G (10 mi de Ficoll al 20%, 2 gr de Tris-base y suficiente Naranja G
para dar color)

-NaOH 0.5 M

-NaCl1.5M
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- Tris-base 0.5 M pH 7.4

- terminal transferasa

-CoCl 25 mM

- oligonucleotidos (sondas) en concentracion de 10 pmoles/ul

- digoxigenina (ddUTP-Dig) en concentracién de 1 nmol/ul

-EDTA02M pH 8.0

- glicogeno

-LiCl4 M

- etanol al 70%

- membranas de nylon

- solucion de hibridacion, SSPE 6X, solucién Denhardt 5X, Lauril-sarconine de sodio
0.1%, SDS 0.02%

- SSPE 30X: NaCl 4.5 M, NaH2P04 0.3 M, EDTA 30 mM

- solucion de Denhardt: PVP y Ficoll 400 al 2%, 2 g de albimina sérica bovina
- solucién de cloruro de tetrametil amonio 5 M (TMAC)

- solucién de revelado 1: Ac maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M

- solucion de revelado 2: buffer 1 mas 0.3% de Tween 20

- solucion de revelado 3: solucion de bloqueo diluida 1:10 en amortiguador 1
- soluci6n de revelado 4: Tris-Base 0.1M pH 9.5, NaCl 0.1M y Mg

- solucién de bloqueo: reactivo de bloqueo al 10% en amortiguador 1

- anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina

- amortiguador de revelado 4: Tris 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1M y MgCl2 50 mM

26
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- dioxetano

+ material biolégico

- 20 ml de sangre con EDTA
+ técnicas

- extraccion del DNA ®

A las muestras de sangre periférica tomada con EDTA  en un tubo Falcon de 50 ml
se agregan 30 ml de PBS y centrifugan a 2000 rpm durante 10 min. Se tira el
sobrenadante y al boton agregarle 50 ml de solucion de lisis (AKC), incubar 30 minutos
y centrifugar 1500 rpm por 10 minutos.

Se desecha el sobrenadante y se coloca PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm por 5
minutos para después desechar el sobrenadante y agregar AKC, agitar y centrifugar a
1500 rpm por 5 minutos.

Se desecha el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm por 5
minutos se desecha el sobrenadante y agregar 3 ml de buffer de RBC, 300 ul de SDS al
10% y 100 ul de proteinasa K (10 mg/ml). Incubar la mezcla durante la noche en bafio
maria a 65-70°C.

Al dia siguiente saturar el fenol utilizando Tris-Base 0.5 M pH 8.0 volumen a volumen,
sacar los tubos del bafio y agregar a cada uno 3 ml de fenol saturado, agitar y
centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. Separar la fase acuosa y agregarle 2 ml de
amortiguador de Tris-EDTA y 5 ml de cloroformo, agitar y centrifugar como en punto
anterior. Obtener la fase acuosa y agregarle otros 5 ml! de cloroformo, agitar y

centrifugar, hasta que la fase acuosa esta cristalina, separar la fase acuosa y agregar NaCl
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5M (la décima parte del volumen final, de manera que el NaCl quede a 0.5 M en
solucion)

La mezcla anterior se agita y se agrega etanol absoluto en proporcion 1:4 V/V, el
DNA precipitado se obtiene en un tubo ependorf de 2.5 ml. Este DNA se lava con etanol
absoluto, el cual se descha. El DNA se deja secar ya sea con N2 6 a temperatura
ambiente.Una vez seco, el DNA se hidrata ya sea con Tris-EDTA o con agua destilada y

se guarda a -20°C hasta su uso

+ amplificacién por reaccién de polimerasa en cadena (PCR) 5 %.- se prepara una
mezcla que contiene todo lo necesario para realizar la amplificacion:

- agua 1762.5 ul

- buffer de PCR 10X 250 ul

- deoxinucleotido 2mM 250 ul

- iniciador derecho 50.0 ul

- iniciador izquierdo 50 ul,

-agitar bien y ponerlo en hielo

- Taq polimerasa 12.5 ul

Antes de afladir la enzima a la mezcla, colocar 2ul de los DNA en los tubos de PCR.
Afiadir 47.5 ul de la mezcla anterior a cada tubo (mezclando DNA y solucion) y afladir

dos gotas de agua mineral.
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Posteriormente los tubos son colocados en el termociclador, el cual se programa con
las siguientes condiciones, las cuales fueron estandarizadas en el laboratorio del
Departamento de Reumatologia, INNSZ
-desnaturalizacién 1 minuto a 94°C
-anillamiento 1 minuto a 60°C
- extension 1 minuto 30 segundos a 72°C
-extension final 1 minuto 30 segundos a 72°C
-extension final 7 minutos a 72°C
-todo el proceso se realiza durante 30 ciclos

Una vez finalizado el proceso de amplificacion, éste es corroborado por medio de un
gel se agarosa al 1%. Se mezclan 5 ul de cada muestra con 7 ul de colorante naranja G.
Esta mezcla se corre en el minigel de agarosa a 50 volts durante 30 minutos. Las bandas
son observadas en un transiluminador UV y se compara su corrimiento con un marcador
de peso molecular conocido.

Finalmente las muestras amplificadas son guardadas para realizar la hibridacion.

Los iniciadores usados en el presente trabajo son los especificos para las regiones

genéricas DRB, DQB ademas del especifico para la regién DRB3 (izquierdo y derecho

en ambos ¢asos).
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+ marcaje de las sondas

Cada sonda en cantidad de 95 pmoles es mezclada con 4ul de buffer para terminal
transferasa, 4 ul de solucién de CoCl 25 mM, 1 ul de ddUTP-Dig (1 nmolul) y 1.5
unidades de terminal transferasa.

La mezcla se incuba a 37°C durante 30 minutos y después se coloca en hielo. Por otro
lado se mezcla 1 ul de glicégeno con 200 ul de EDTA 0.2 M pH 8.0 y de esta solucién
se afiaden 2 ul a la mezcla inicial.

E! oligonucledtido marcado se precipita con 2.5 ul de LiCl 4 M y 85 ul de etanol
absoluto pre-enfriado a -20°C, mezclar bien y mantener a -70 u 80°C durante 15 minutos
y después a -20°C durante 2 hrs o toda la noche.

Centrifugar a 12,000 g durante 20 minutos a 4°C, eliminar el sobrenadante y lavar el
paquete con 60 ul de etanol.

Centrifugar a 12,000 g durante 10 minutos a 4°C, eliminar el sobrenadante y secar el
tubo a vacio o al aire.

+ hibridacién

Para el tratamiento de las membranas, éstas se cortan en cuadros de 10 cm® y es
marcada en cuadros pequefios de 1 cm’. La membrana se humedece con agua destilada,
posteriormente se coloca en una solucién de SSPE 10X durante 15 minutos. Se seca en
el horno a 60°C.

Las muestras se colocan en cuadros de 1 cm? se colocan 2 ul de]l DNA amplificado. La

membrana se seca a temperatura ambiente y luego en el horno a 80°C (puede fijarse el
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DNA usando un transiluminador UV). Una vez colocado el DNA en la membrana se
procede a desnaturalizarlo, colocando la membrana en una solucion de NaOH 0.5
M/NaCl 1.5 M por 5 minutos. Después de la desnaturalizacion, la membrana es
neutralizada colocandola en una solucion de NaCl 1.5M/Tris-Base 0.5M pH 7.4 por un
minuto. Finalmente la membrana se hornea a 80°C y se pone en el transiluninador UV
por 3 minutos.

Para la hibridazion las membranas que contienen el DNA amplificado, son pre-
hibridisadas en 1a solucion de hibridacion (0.1-0.2 ml/cm2) durante al menos 30 minutos
a 42°C en bafio maria y usando bolsas de plastico selladas.

Después de lo anterior las membranas son hibridisadas en la solucion de hibridacion
que contiene el oligonucledtido marcado con la digoxigenina (2 a 4 pmoles de sonda por
cada ml de solucién de hibridacion). Esta solucion también se agrega a 0.1 a 0.2 ml por
cm’ de membrana. Este proceso se realiza a 42°C durante toda la noche.

Las membranas son posteriormente lavadas 2 veces (5 minutos cada una) con una
solucion de SSPE 2X y SDS 0.1% a temperatura ambiente con agitacion utilizando para
ésto recipientes de plastico adecuados al tamafio de la membrana. Finalmente la
membrana se lava con una solucion de TMAC 3M durante 10 minutos a temperatura
ambiente y finalmente se lava 2 veces con esta misma solucion durante 15 minutus a
59°C.

La solucion de hibridacion con el oligonucledtido marcado puede conservarse a -20°C

y usarse nuevamente hasta 2 veces més.
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+ Revelado por quimioluminiscencia

Después del altimo lavado con TMAC en el proceso de hibridacion, se elimina el
exceso de liquido poniendo la membrana sobre un papel filtro unos segundos, sin
dejarlos secar

Los lavados siguientes se realizan a temperatura ambiente en agitacion y usando
recipientes de plastico cubriendo las membranas.

Una vez eliminado ¢l exceso de TMAC las membranas son lavadas en la solucion de
revelado 2 durante 5 minutos, después lavadas en solucién de revelado 3 durante 30
minutos

Incubar en solucién 3 conteniendo el anticuerpo anti-digoxigenina en una solucién de
1:10000 durante 30 minutos

Lavar la membrana 2 veces durante 15 minutos cada vez con solucion de revelado 2 y
después de esto equilibrar la membrana durante 5 minutos en solucioén de revelado 4.

Incubar la membrana durante 5 minutos en la solucion de revelado 4 conteniendo ¢l
sustrato de la fosfatasa alcalina (AMMPPD) en cantidad de 0.1 mg de AMPPD/ml de
solucién 3 (dilucién 1:100).

Eliminar el exceso de AMPPD poniendo la membrana unos segundos en papel filtro
(no dejar secar). la solucion diluida de AMPPD debe conservarse a 4°C en la obscuridad
y reutilizarla varias veces.

Colocar la membrana en una bolsa nueva de hibridacion y sellarla, incubar a 37°C

durante 15 minutos en bafio maria



33

Finalmente exponer la membrana en una pelicula de rayos X a temperatura ambiente
durante 1 a 3 hrs..
+ deshibridacion de la membrana

Una misma membrana puede usarse para varias hibridaciones para la cual se requiere
un adecuado lavado de la misma

Se incuba la membrana en una solucion de NaOH 0.4 M a 42°C durante 20 minutos.
Se quita el exceso de NaOH con papel filtro y 1a membrana se incuba en una solucién de
Tris-HCl 0.2M pH 8.0, SSPE 0.1X y SDS 0.1% a 42°C durante 20 minutos con
agitacion constante. La membrana se deja secar a temperatura ambiente y se verifica la

ausencia de oligo utilizando el transiluminador UV.

- Controles

Para este estudio incluimos diferentes grupos de controles descritos a continuacion
para los estudios de citometria de flujo (subpoblaciones celulares). No consideramos
conveniente tomar como referencia los valores proporcionados por los fabricantes de los
anticuerpos usados para citometria por ser individuos anglosajones y el nimero de
controles es muy bajo. En estudios previos pudimos comprobar que existen diferencias
entre individuos sanos de diferentes grupos étnicos . Por esta razon nuestros controles
fueron del mismo grupo racial al de nuestras pacientes, ademas de que fueron tomadas
de diferentes trimestres de la gestacion.
+26 Mexicanas no embarazadas sanas

+45 “ embarazadas sanas en el primer trimestre de la gestacion
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Los controles para la biopsias de piel fueron de tomas de piel normal de la misma
paciente, por no tener justificacion ética el hacerlo de pacientes embarazadas normales.
Para el grupo control del analisis serologico de los antigenos del SPH se incluyeron
100 Mexicanos de 50 familias sanas, todos ellos mestizos con por lo menos tres
generaciones nacidas en México.
Los controles positivos para las determinaciones séricas de IgE fueron los facilitados
por el fabricante de las placas de agarosa y como controles paralelos tuvimos a pacientes
con penfigoide de la gestacion por tratarse de otra dermatosis gestacional con diferentes

mecanismos fisiopatogénicos.

+ Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se usé la prueba de F de Fisher para comparar las varianzas
de dos poblaciones normales Easados en la informacion contenida en muestras aleatorias
independientes de las poblaciones CD4+ y CD8+ asi como de células NK. La razon de

estas dos varianzas esta dada por la formula %*":

| T S — con V1=n1-1 y V= l'lz-l grados de libertad



35

Esta prueba de igualdad de varianzas se llevo a cabo antes de estimar una hipotesis
acerca de la diferencia de las medias. Una vez hecho lo anterior se utilizo la prueba t de
Student para estimar la igualdad de las medias poblacionales. Los estadigrafos de prueba
utilizados fueron **":

t = conn, +n-2 grados de libertad

para la diferencia de medias p,-pi2 con G 1y © > desconocidas e iguales y

X - Xp

t=
Sl2 522
amee 1t wanm
nj nsz

con grados de libertad:

S]2 Szz 2
...... + c—————

m nz

-2
2

s1° 2 5" 2

m n;
...... + N

m+l1 n;+1

Para la diferencia de medias p - p 2 con 6 |y & ; desconocidas y diferentes. En todos
los analisis se tomé en consideracion un nivel de confianza del 95%.
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Resultados

Se estudiaron 23 mujeres con diagnéstico clinico de PPUPG, corroborado con
examenes de laboratorio (histopatologia, inmunofluorescencia directa negativa). Estas
pacientes se encontraron entre los 16-41 afios de edad, fueron vistas entre Ia semana 26-
41 de la gestacion y solo dos empezaron en ¢l puerperio inmediato. Dentro de nuestras
pacientes 16 fueron primigravidas y 6 fueron gestas subsecuentes pero de diferente
pareja, algunas de ellas con historia de embarazos anembriénicos o abortos en sus

primeras gestas. Solo una paciente fue gesta 5 con 3 abortos anteriores. Tabla 1y 2.

Padecimientos asociados
Estos no fueron muy frecuentes y entre ellos podemos citar a dos diabéticas, tres con

dermatitis atoépica y una con hipotiroidismo y otra con preeclampsia. Tabla 1.

Biopsias de piel
+ Tinciones con HE

Todas las biopsias de piel tefiidas con HE mostraron hallazgos microscopicos
consistentes con PPUPG. Debe recordarse que no existe un patron diagnéstico en este
padecimiento, pero los hallazgos fueron uniformes para todas las biopsias. Los mas
caracteristicos son infiltrado linfocitico superficial perivascular con cantidades variables
de eosinofilos. Los cambios epidérmicos fueron variables desde epidermis sin cambios
hasta espongiosis moderada y paraqueratosis. El encontrar una interfase focal vacuolar

en la unién dermo epidérmica fue poco frecuente. Figura 2.
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+ Inmunofluorescencia directa de piel

Ninguna de las biopsias de piel afectada y de piel normal en pacientes con PPUPG
mostrd depositos de IgG o de C3 en la membrana basal. Los controles positivos fueron
pacientes con penfigoide gestacional o pacientes con lupus eritematoso generalizado.

Figura3Ay3B.

+ Tinciones para MC con avidina fluoresceinada

Los cortes por congelacién tefiidos con avidina fluoresceinada se observaron bajo
microscopio de epifluorescencia contando el nimero de MC fluorescentes alrededor de
los vasos en 3 campos con objetivo 40X obteniéndose el promedio. Se compararon
contra controles negativos con PBS y como controles positivos pacientes con urticaria.
Se compararon piel normal con normal de fos casos problema.

Encontramos que el numero de MC era mucho mayor en la piel afectada de las
pacientes con PPUPG en comparacién con piel no afectada, 16 casos mostraron de ++ a
++++ de intensidad, mientras que la piel sana solo 2 casos tuvieron mas de ++, figura 5
Ay5Bytabla 3. Algunos MC son visibles en la piel no afectada como es de esperarse
por ser células que se encuentran normalmente en dermis. Cabe mencionar que el

agunos casos en la piel afectada observamos pocos MC.

+ Identificacién de células CD4+ y CD8+
En cortes por congelacion se usaron tinciones con peroxidasa. Los controles positivos

fueron biopsias de enfermedad inflamatoria intestinal. Se contaron cien células del
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infiltrado inflamatorio alrededor de los vasos en tres campos diferentes. Se contaro el
numero de células positivas para asi obtener el porcentaje de positividad, con objetivo
40X en microscopia de luz.

Las células CD4+ dominaron en el infiltrado inflamatorio en la piel afectada de
pacientes con PPUPG 60% comparada con un 20% en piel no afectada Tabla 4 y
Figura 6 A y 6 B. Las células CD8+ mostraron estar presentes en un 10% en la piel
normal y en un 20% en la piel afectada. La Fig. 6 C ilustra la presencia de linfocitos
CD8+ en piel afectada de pacientes con PPUPG, se puede observar que son escasas en

el infiltrado inflamatorio.

+ Determinaciones de IgE sérica

La determinacion se realizo en placas de agarosa para inmunodifusion con sueros a
diferentes diluciones por triplicado. Los sueros usados fueron de las pacientes con
PPUPG y 3 de fueron de pacientes con penfigoide de la gestacion y los controles
positivos los proporcionados por el fabricante.

Ninguna de las  pacientes con PPUPG mostré aumento de IgE sérica, dos de las

pacientes con penfigiode gestacional si mostraron elevacion de IgE  Gréfica 1.

+ Determinaciones de porcentajes de CD4+ y CD8+
Con un citdémetro de flujo se midieron subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ en

cuadrantes y el programa estadistico proporciond los valores numéricos de los
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porcentajes correspondientes Figura 7. Con estos valores se obtuvo el indice
CD4+/CD8+ con la formula mencionada anteriormente.

Todos los valores fueron comparados con los controles correspondientes utilizando la
prueba de F de Fisher para la diferencia de varianzas y la prueba t de Student para la
diferencia de medias, con un nivel de confianza del 95% para ambas pruebas.

Pacientes con PPUPG tuvieron CD4+ 37.3% (controles 39.9% ler trimestre; 39.9%
2 trimestre; 35.7% 3er trimestre). Células CD8+ en PPUPG en un 29.09% (controles

29.5% ler trimestre; 31.2 2 trimestre y 29.2% 3er trimestre) Tabla 5 y Graficas 2 y 3.

+ Tipificacién de HLA clase 1yIlI

Como se muestra en la Tabla 6 ¢l tamiz de las pacientes con PPUPG mostrd que el
30% de ellas tuvieron el haplotipo HLA-DR4 y el 100% el DQ a 03 que comparados
con los controles del mismo grupo étnico no muestran ser diferentes. El haplotipo HLA-
DR4 0407 presente en un 25% de las pacientes estudiadas mostré al compararse con los

controles ser un haplotipo muy constante en la poblacion Mexicana.

+ Conclusiones

De una serie de 23 pacientes Mexicanas con PPUPG podemos concluir que:
- las caracteristicas clinicas coinciden con las ya publicadas, excepto en el hecho de que
las series anglosajonas hay de una predileccion por embarazos gemelares para desarrollar

PPUPG, no fue nuestra experiencia.
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Otra diferencia observada con nuestras pacientes y las series anteriores es el hecho de
haber encontrado a 6 pacientes no primigestas con PPUPG, otras series no hablan de
este tipo de paciente. [Es un aspecto muy interesante abre nuevas posibilidades
etiopatogénicas por la posible incopatibilidad de ciertos haplotipos materno/paternos
que favorecen ¢l desarrollo de PPUPG.

Hay una participacion de los MC en esta urticaria de la gestacion, habiendo un
predominio de estas células en la piel afectada. Algunos otros mostraron disminucion de
MC suponemos se deba a que estas células estén degranuladas. También se observaron
eosindfilos como parte del infiltrado inflamatorio. Las células CD4+ en el infiltrado
inflamatorio de la piel afectada mostraron tener un predominio en comparacién con las
células CD8+.

Los estudios de citometria de flujo mostraron que el porcentaje de células CD4+ en
sangre periférica no mostraron ninguna diferencia de los valores de las pacientes con
PPUPG en comparacion de los controles gestantes y no gestantes. El dominio de las
células CD4+ en el infiltrado inflamatorio de la piel afectada no se correlaciona con los
resultados de sangre periférica.

Por otra parte las células NK si mostraron tener valores menores en pacientes PPUPG
en comparacion con las pacientes gestantes en los tres trimestres. Los valores de NK de
pacientes con PPUPG fueron semejantes a los pacientes no gestantes. Este tipo de
células  no fue estudiado in situ, no podriamos concluir cuil es el significado

fisiopatogénico de ellas en esta dermatosis gestacional,
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Los estudios de citometria de flujo en este trabajo dieron la oportunidad de conocer
los valores normales, en pacientes Mexicanas, Valores correspondientes a células CD4+,
CD8+ y células NK+ en sangre periférica de controles no gestante y en controles
gestantes en los diferentes trimestres de la gestacion. Esto es de suma importancia pués
se observo que existen diferencias de estos valores en los controles sajones.

Los estudios de haplotipos de las pacientes con PPUPG no mostraron que existe en el
grupo de 23 pacientes estudiadas un haplotipo en comun, tal y como otros autores lo han
mostrado. El haplotipo DR4 presente en el 30% de los casos de PPUPG es el haplotipo
mas comiin en la poblacién Mexicana y para mostrar su significado patogénico, si es que
tuviese alguno, seria necesario estudiar los subtipos de este haplotipo.

Con respecto a DQ o y DQ B apenas se encuentran caracterizados en la poblacion
Mexicana por lo que es dificil concluir su significado en este padecimiento o en otros.

El haplotipo HLA-DR 4 0407 y 0411, que estuvo presente en un 25% de las pacientes
con PPUPG se sabe que es un haplotipo muy constante en la poblacion Mexicana.

En conclusion podemos decir que no obstante no hay un haplotipo constante, pero la
comibancion de ciertos haplotipos pudiera favorecer la presencia de esta dermatosis
gestacional. La aseveracion anterior la basamos en el hecho de haber encontrado 6 casos
de pacientes multigestas que desarrollaron la enfermedad. Como sabemos este un
padecimientos de primigestas y las pacientes con gestas mutiples manifestaron la
dermatosis en las primeras gestas cuando éstas fueron de parejas diferentes con historia

de abortos u dbitos en sus primeras gestaciones de parejas diferentes.
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Discusidn

La dermatosis de la gestacion PPUPG e¢s la més frecuente en la gestacion y sus
mecanismos fisiopatogénicos son hasta ahora desconocidos. Como se menciond antes
muchas teorias han sido planteado hasta el momento " * ™ ** ®* aunque no han sido
demostradas. Dado que en nuestro grupo de pacientes estudiado solo una de ellas
(menos del 1%) tuve un embarazo gemelar. Consideramos que la teoria del exceso de
peso v la distension no son las 1a (nica causa del padecimiento.

La posibilidad de que se trate de un antigeno paterno como desencadenante de
PPUPG parace ser una teoria mas factible, ya Weiss y cols lo plantearon inicialmente *.
Estos autores describen a dos parejas de gemelos monozigotos casados con gemelas
homozigotas, ambas parejas presentaron PPUPG en sus primeras gestaciones y
concluyeron que la combinacion de ciertos haplotipos predispone a despertar una
reaccion materna durante la gestacion.

En nuestro grupo seis pacientes con PPUPG no fueron primigestas, sino que
presentaron el padecimiento en gestas subsecuentes, curiosamente de diferentes parejas
(con una historia de sus primeras gestaciones termindas en abortos en la mayoria de los
casos). - "

Sabemos que el embarazo es un modelo natural de aloinjerto donde en un inicio existe
un reconocimiento de antigenos paternos (presentes en tejido trofoblastico) por parte de

la madre lo que ocasiona produccion de citocinas y de factores de crecimiento que

favorecen el desarrollo placentario y por consiguiente del feto, segin se ha demostrado
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en modelos murinos *> *. Este reconocimiento inmune por parte de la madre hacia

[ %% Aparentemente células

antigenos paternos parece ser dirigido a antigenos clase
CD8+ maternas responden a antigenos paternos clase 1 presentes en las células
placentarias *,

Modelos murinos han demostrado que este reconocimiento a antigenos placentarios
puede dar como consecuencia un aborto en ciertos casos donde existe una combinacion
determinada entre ciertas especies murinas * €.

En base a los hallazgos encontrados por nosotros y la informacién de trabajos de otros
autores pensamos que esta dermatosis de la gestacion es una forma de manifestar un
reconocimiento antigénico, hacia antigenos paternos presentes en el feto o en la
placenta. Representaria el PPUPG una forma de enfermedad de injerto contra huesped.
Creemos que esta respuesta Unicamente se presenta cuando hay una cierta combinacion
de haplotipos matemo/paternos y por ello no se presenta en el 100% de los embarazos.

La tipificacion de antigenos clase I y II del SPH no mostr6 ser diferente de los
controles Mexicanos, se sabe que HLA-DR4 es muy constante en la poblacion
Mexicana, asi como lo son los subtipos HLA-DR4 0407 y 0411 en nuestra poblacion ¥y
no privativos de ningun padecimiento. En lo que se referiere a DQ a y DQ 8 apenas
estan siendo caracterizados en México y su significado no se conoce completamente.

Nosotros estamos de acuerdo con otros autores ™

' al decir que no existe un haplotipo
determinado asociado a esta dermatosis gestacional.

Por otra parte se sabe que algunas células fetales principalmente linfocitos, células

trofoblasticas y eritrocitos nucleados pueden entrar a la circulacién materna . El
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contacto con células fetales y sistema inmune materna potencialmente podria dar lugar a
un reconocimiento antigénico que se manifestara como PPUPG. Esta reaccion a su vez
activara células CD4+ las cuales pueden convertirse en liberadoras de [L-3 6 [L.-4 que
son capaces de atraer e inducir la maduracion de MC y éstos Gltimos a los eosinofilos **
341 Nuestros resultados demuestran que la presencia de MC domina en el infiltrado
inflamatorio de la piel afectada junto con la presencia de eosindfilos. Como ya se discutio
antes, los MC una vez activados producen IL-5 0 RANTES que atraen a eosinofilos 3%3*
. El no encontrar niveles elevados de IgE en sangre periférica, no descarta la posibilidad
de que ésta esté presente in situ en la piel afectada, ya que para el estimulo de los MC es
fundamentalla presencia de IgE.

En algunos casos la piel afectada mostro escasos MC y consideramos que se deba a
que éstos hayan estado ya degranulados.

El unico estudio sobre PPUPG desde el punto de vista inmunologico es de Carli y
cols. * los cuales encontraron que el predominio de células del infiltrado inflamatorio es
predominantemente células T activadas (HLA-DR+, CD25+, LFA-1+) presentes en
dermis y por células dendriticas CDla+, CD54+ (ICAM-1) y células de Langerhans
epidérmicas CD1la+ en la piel lesionada. En el infiltrado inflamatorio encontraron un
predominio de las células CD4+ sobre las CD8+ en la mayoria de las biopsias de piel
lesionada en comparacion con piel sana de la misma paciente. Nuestros hallazgos se
correlacionan con los anteriores en lo que se refiere a células CD4+ encontrando un
mayor predominio en la piel afectada.

PPUPG es un modelo natural fascinante desde el punto de vista inmunolégico por
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parte de la madre hacia posibles antigenos externos. Abre de este modo un panorama de

gran interés en conceptos actuales de fertilidad con bases inmunolégicas.

Direcciones futuras

Este trabajo deja las bases para contestar nuevas preguntas no solo relacionadas con el
PPUPG sino con aspectos inmunoldgicos de la gestacion misma. Las preguntas mas
concretas a resolver son:
- jeste grupo de pacientes tienen anticuerpos anti HLA y de ser positiva la respuesta cudl
es el papel que juegan en su fisiopatogénesis?
- iexiste in situ IgE o IL-4 6 [L-5 como mediadores de la activacion de MC?
- (por qué existe aumento de las células de Langherhans en la epidermis de estas
pacientes, cual (es) antigeno las esta activando?
- identificacion de células fetales en piel atraves de la determinacion del cromosoma Y
con PCR. Esto ayudara a contestar la pregunta si las células fetales pueden ser las
desencadenantes de una respuesta inmune materna y por consiguiente desencadenar

urticaria en la gestacion,
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Abreviaturas

DG dermatosis de la gestacion

HLA “human leukocyte associated antigen”

MC mastocitos

PPUPG placas y papulas urticariales pruriginosas de la gestacion
SPH sistema principal de histocompatibilidad

PCR “polymerase chain reaction”
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Figura 1. Esta fotografia clinica ilustra la imagen de PPUPG en una paciente en el tercer
trimestre de la gestacién. Lo caracteristico de esta dermatosis es el inicio de las lesiones
sobre las estrias (respetando el ombligo) para después extenderse a miembros inferiores y
superiores.



Figura 2. Es una microfotografia de una biopsia tefiida con hematoxilina/eosina de piel
afectada con PPUPG. La imagen corresponde a una urticaria con infiltrado linfocitario
perivascular y eosindfilos.



Figura 3 A y 3 B. “A” corresponde a una inmunofluorescencia directa en piel afectada de
una paciente con PPUPG, es negativa (sin depositos inmunes) como es esperable. La figura
“B” es un control positivo correspondiente a una paciente con penfigoide de la gestacion y
depasitos de C3.
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Figura 4. Esta figura representa la localizacion de los locus genéticos que codifican para la
subunidades  transmembranales de las proteinas del complejo principal de
histocompatibilidad clase Iy II.



Figuras A

Figura S A y S B. La figura “A” es un corte de piel normal de una paciente con PPUPG
tefida con avidina fluoresceinada para identificar mastocitos tisulares, note lo escaso de

estas células. La figura “B” muestra piel afectada de esta dermatosis con un mayor numero
de mastocitos fluorescentes en dermis,



Figura 6 A

Figura 6 A y 6 B. La figura “A” corresponde a un corte de piel normal de una paciente con
PPUPG teflido con inmunoperoxidasa para células CD4+, existen pocas células
perivasculares. La figura “B” muestra un predominio de CD4+ perivasculares en un corte de
piel afectada. la figura “C” es la imagen de piel afectada tefiida con anticuerpos anti CD8,
existen escasa células positivas perivasculares.



Figura 6 B
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Figura 7. Este diagrama muestra los porcentajes de las subpoblaciones de células CD4+y
CDS+ en una paciente control (A) en comparacion con una paciente con PPUPG (B). Los
valores sefialados con un * son muy semejantes. Las demés pacienies tampoco mostraron

ser muy diferentes de los controles.



Tabla 1. Se detallan las pacientes (23) con PPUPG comprendidas en este estudio. La

paciente 24 y 25 no cuentan con estudios de citometria de flujo pero fueron incluidas en el
grupo de pacientes con PPUPG en gestas multiple.

edad. edad en afios de la paciente; G (gesta); P (para); A (aborto); C (cesirea); sdg. edad
gestacional en semanas cuando se presentd la dermatosis; padecimentos asociados, APP.
amenaza de parto prematuro; EHAG. enfermedad hipertensiva asociada a la gestacion;
esterl. prim. esterilidad primaria, DM-I gest. diabetes mellitus tipo I gestacional; infertl.
1a. infertilidad primaria; esteril. 1a. esterilidad primaria; AA. amenaza de aborto.



paciente

(¢!
11
12
13
14
15
16
17
I8
19
20
21
22

23

24++

25++

edad

1

20

25

32

16

23

25

24

40

28

29

21

25

41

36

40

25

21

30

13

17

31

31

40

27

G-P-A-C

1-0-0-0
11-0-1-0
1-0-0-0
1#40-0-0
1-0-0-0
10-0-0
1-0-0-0
1-0-0-0
11-0-0-1
1-0-0-0
IV-0-11-0
1-0-0-0
1-0-0-0
1-0-0-0
V-I-IIL
1-0-0-0
11-0-1-0
1-0-0-0
1-0-0-0
1-0-0-0
1-0-0-0
II-H-0-0

HI-0-11-0

H-1-6-0

I11-11-0-0

sdg

puerp.
K}
36
33
36
26
36
36
puerp.
35
35
40
32
35
29
36
36
36
35
puerp.
35
36

36

38

26

padecimientos
asociados

APP
EHAG

esterl. prim.

DM-I gest.

infertl. la.

esterl. la.
EHAG
DM-I1

enf. Raynaud

hipotiroidea

atopia

infertl. la.
AA

urticaria



-

paciente edad G-P-A-C  pareja padets.
asociados
2 20 1I-I-1-0 2a. -
9 40 [i-I-0-0 ia. diabetes 11
15 39 V-T*-11-1 2a. diabetes II
e. Raynaud
17 37 I1-0-1-0 la, hipotiroid.
24 40 H-1-0-0  2a, -
25 28 M-10-0  2a. -
*Sbito

Tabla 2. Aqui se enlistan las pacientes con gestaciones miiltiples, es llamativo que 4 de ellas

tuvieron gestaciones multiples de diferente pareja siendo en las gestas subsecuentes cuando
desarrollaron PPUPG. Lo habitual es que esta dermatosis s¢ presente en primigestas.
Padcts. asociades. padecimientos asociados. Las pacientes 24 y 25 no contaron con
estudios de citometria de flujo.



Mastocitos en piel con PPUPG

avidina fluorescinada

piel sana piel afectada

18 casos ++ 4 casos +

6 “  +++ 16 ¢  ++
12 ¢+t

12 % 444+

Tabla 3. La piel afectada de pacientes con PPUPG mostr6 una mayor cantidad de
mastocitos en comparacion con la piel no efectada. Los MC se identificaron usando técnicas
de inmunofluorescencia directa en piel con avidina fluoresceinada.



INMUNQPEROXIDASA en PPUPG

piel normal piel afectada
CD4+ 20% n=20 CDh4+ 60% n=20
CD8+ 10% n=20 CD3+ 20% n= 20

Tabla 4. Las tinciones de piel normal y piel afectada en pacientes con PPUPG mostré un
predominio de células T cooperadoras (CD4+) en el infiltrado inflamatorio de Ia piel
afectada en comparacion con células CD8+.



grupo n CD4+ Cbs+ indice NK

NGM 26 41+-6 29+-5 1.5+40.3 7.5+-2
ler T 45 40+-6 2946 1.4+0.4 10.6+-4
2do T 43 40+-7 3i+-6 1-3+0.4 14+-9
3erT 44 36+-8 29+-8 1-4+-0.6 12+-8
PPUPG 23 38+-9 28+-7 1.6+-0.8 8+-5

p 0.05 vs NGM

p 0.05vs

PPUPG

Tabla 5. Muestra los porcentajes correspondientes a las subpoblaciones celulares CD4+,
CD8+ y de células NK (“natural killer”) con citometria de flujo.

PPUPG. placas y papulas urticariales de la gestacion; NG-M. controles no gestantes
Mexicanas, ler-T. primer trimestre de la gestacion; 2do-T. controles del segundo trimestre
y 3er-T. tercer trimestre de la gestacion.



TAMIZ de HLA CLASE Iy II en PPUPG

HLA-DR4  40% DQa 03 100%
“0407  25% DQB 0302 75%
0301 25%

HLA-DR S 18% DQ o 0501 50%
DQ B 0302 30%

HLA-DR8 15% DQ a 0401 100%
HLA-DR 1al 10 2% DQ B 0402 100%

Tabla 7. La tipificacion de moléculas clase 1 y 1 del complejo principal de
histocompatibilidad en las pacientes Mexicanas con PPUPG (n= 23) no mostrd ser diferente
de los controles def mismo grupo étnico (n= 100).



AF

paciente G-P-A-C  sdp sexo/peso gm
{ 1-0-0-0 376 m/2800
2 11-0-1-0 41 /3250
3 1-0-0-0 35 /3000
4 [*+.00-0 374 my2000

2100
5 I-0-0-0 39 mf3210
6 [-0-0-0 35 m/3660
7 1-0-0-0 36 m/3500
8 1-0-0-0 38 /3500
9 11-0-0-1 376 3150
10 1-0-0-0 35 m/3500
11 IVO-lII-0 36 m/3000
12 10-0-0 35 m/3500
13 i-0-0-¢ 39 m/3450
14 1-0-0-0 40 m/3250
15 V-I-II-1 36.5 2770
16 1-0-0-0 39 m/2970
17 [1-0-1-0 38 m/2840
18 1-0-0-0 36 {73300
19 1-0-0-0 i5 m/3200
20 1-0-0-0 386 12825
21 [-0-0-0 40 £72525
22 11-0-11-0 386 /3500
23 H1-0-11-0 38 72735
24 10-11.0-0 39 /2525
25 HIA1.0-0 37 m/2800
e **gemelar

Tabla 6. Aqui se detallan las caracteristicas de los recién nacidos en cuyas gestaciones s¢
presentd PPUPG. G-P-A-C G (gesta), P (para), A (aborto), C (cesarea), sdg. semanas de
gestacion; f. femenino, m. masculino; peso gm (peso en gramos).

NOTA: los casos correspondientes a las pacientes 3, 7, 12, 18 y 19 fueron pacientes no
atendidas en el INPer



IgE SERICA

PLACAS DE AGAROSA

Grifica 1. Representa una curva de calibracion para determinar IgE sérica en pacientes con
PPUPG. Los cuatro ejemplos corresponden a controles positivos, ninguna de las pacientes
con PPUPG mostro elevacion de IgE sérica.
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CITOMETRIA DE FLUJO

SUBPOBLACIONES CELULARES

Grafica 2. Tlustra los porcentajes de las subpoblaciones de células CD4+, CD8+ y NK
obtenidas con citometria de flujo en pacientes con PPUPG en comparacion con pacientes
control no embarazadas y los tres diferentes trimestres de la gestacion. Estadisticamentente
no se observaron diferencias entre estos grupos (p 0.05).

No gestantes Mexicanas (NG-M), papulas y placas urticariales pruriginosas de la
gestacion (PPUPG) y controles Mexicanas en los diferentes trimestres de la gestacion (ler-
T, 2do-T, 3er-T).
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CITOMETRIA DE FLUJO

INDICES CD4/CD8

Grifica 3. Muestra indices CD4+/CD8+ de pacientes con PPUPG en comparacién con
controles no gestantes Mexicanas (NG-M) y controles Mexicanas en los diferentes
trimestres de la gestacion (ler-T, 2de-T, 3er-T). No hubo diferencias entre los grupos
estudiados (p  0.05).

ier-T 2do-T 3er-T

PPUPG

NG-M






