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INTRODUCCION 
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Durante la gestación Ocurre un conjunto de cambios metabólicos y 

fislOlógicos que influyen sobre diferentes órganos incluida la piel, la cual 

muestra clertas modificacioues tales como: cambios dermatológicos propios 

del embarazo, así como también cambios sobre dermatosls preexistentes y 

finalmente dermatosis gestacionales (DG) que ocurren en alguna etapa del 

embarazo o en el puerperio(l) Las DG han sido reconocidas desde hace varias 

décadas, desafortunadamente solo dos ellas poseen características distintivas, 

mlentras que el resto no están bien definidas lo que hace que la clasificación 

en ocasiones sea confusa. Las DG pueden clasificarse como: a) lesiones bien 

defmidas caracterizadas por placas y pápulas urtJcariales pruriginosas de la 

gestación (PPUPG) y b) penfigoide de la gestación antes llamado "herpes 

gestationis"(l.2) El PPUPG es la dermatosis de la gestación más frecuente no 

solo mundialmente sino también en México, es a su vez la más frecuente en el 

Instituto Nacional de Perinatología de México. Ocurre en 1 :200 embarazos en 

forma mtemacional (3.4)y en el Instituto Nacional de Perinatología su 

mcidencia es aún mayor ya que ocurre en I de cada 100 embarazos (3) 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
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Este estudio fue diseñado para buscar las bases inmunogenéticas en 

aquellas pacientes con PPUPG no primigestas dado que esta dermatosis 

gestacional suele presentarse más en primigestas, para lo cual estudiamos a 

las pacientes con PPUPG con el propósito de reconocer las características 

distintivas entre primigestas vs multigestas. Se compararon también las 

diferencias entre estos dos grupos con respecto a sus antecedentes gineco

obstétricos así como también la presencia de distintas parejas en diferentes 

gestaciones. 
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GENERALIDADES 

Las dos DG bien caracterizadas son: el penfigoide de la gestación (antes mal 

llamado "herpes gestationis") y las placas y pápulas urticariales y prunginosa 

de la gestación (PPUPG). El motivo de nuestro estudio se enfocó a ésta última 

por ser la DG más frecuente en el Instituto de Perinatología. La literatura 

reporta una incidencia de 1 en 160-200 embarazos. (3.5) 

El PPUPG representa la DG más frecuente, fue descnta originalmente por 

Lawley TJ y colaboradores en 1979, y en su inicio se le conoció con el 

nombre de prúrigo tardío del embarazo o erupción polimórfica del embarazo. 

(1,6) 

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

profundamente, eXlsten algunos artículos que hablan de posibles mecanismos 

causales sin haberse comprobado ninguno de ellos. 

Dentro de los más conocidos están la teoría del aumento de peso con 

disgregación de la colágena la cual se piensa que se vuelve antigénica, siendo 
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las características deseneadenantes: primer embarazo, tercer trimestre de la 

gestación, embarazos gemelares, gran aumento de peso durante el embarazo, 

peso del RN(7,S,9,¡¡'!3) 

Publicaciones más recientes reportan una respuesta materna a los antígenos 

paternos presentes en el componente fetal de la placenta como posible 

causante de esta DG, La naturaleza de la influencia materna parece ser 

determinante, pero se expresa presuntamente en forma de antígenos paternos 

presentes en el componente fetal de la placenta, Esta expresión de antígenos 

paternos puede ocurrir tardíamente en el embarazo o ser liberados a la 

circulación materna con degeneración placentaria cercano al término o al 

nacimiento, la consiguiente reacción inmunológica na daña al feto, el cual 

pern1aneee protegido por la tolerancia inmune que rodea al aI0111jerto'(8) 

Aractingi ha sugerido, que las células fetales pueden invadir la piel materna 

durante el embarazo y su presencia pudiera estar asociada con el desarrollo de 

alteraciones de la piel, en un estudio realizado por el mismo autor se detectó 

DNA masculino en dermis o epidermis de las lesiones de la piel lo que podría 

estar relacionado con el desarrollo del PPUPG,(tO) 
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En un estudio que incluyó la determinacIón de los antígenos de HLA en los 

recién nacIdos encontró HLA idénticos en ambos RN afectados y no 

afectados excluyendo relación alguna entre PUPPG y los antígenos HLA de 

clase I. Sin embargo se piensa que existe un factor genético no reconocido, 

basado en una observación de la existencia de la enfermedad inusual entre 

familiares con hermanos casados con hermanas y hermanos gemelos casados 

con hermanas gemelas (8). 

En el Instituto Nacional de Perinatología, las dermatosis de la gestacIón 

constituyen un 25% de la consulta de Dermatología y su importancia no solo 

reside en la frecuencia dentro del Instituto sino en el reto diagnóstico que 

representa ya que es una patología poco conocida desde el punto de vista 

clínico. 

CARACTERlSTICAS CLINICAS 

El PPUPG suele presentarse en el tercer trimestre de la gestación, se presenta 

pnncipalmente en pacientes primigestas en el 75% de los casos'(14.16) aunque 
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también ocurre en multigestas y sobre todo en embarazos gemelares en un 

porcentaje que va del 10 hasta 30%.(1.2,7) 

Esta derrnatosls gestacional tiene una topografia característlca, aparecen 

primero en el abdomen, suelen empezar sobre las estrías en el 90% de los 

casos (17) Y respetan el ombligo, las leslOnes se extienden a miembros 

inferiores, superiores y glúteos, respetando la cintura escapular y cara. 

Clímcamente la lesión primaria es una pápula urtlcanal que confluye con 

otras para formar placas urticanales muy pruriginosas, siendo el principal 

síntoma el prunto en el 100% de las pacientes, se ha reportado que en el 74% 

de las pacientes presentan dificultad para domnr por la presencia del 

PruritO(8.12) La erupción desaparece después del parto. (14.\5) 
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Figura 1 Esta fotografia ilustra la imagen del PPUPG en una paciente en el tercer trimestre 

de la gestación. Las lesiones inician en las estrías, respetan ombligo y después se extienden a 

miembros superiores e inferiores_ 
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Debido a que el PPUPG se presenta solo en mujeres embarazadas se han 

propuesto mecanismos honnonales para lo cual se han hecho mediciones de 

fracción B de gonadotropina coriónica en sangre, estradiol y cortisol además 

de estriol urinarIo no encontrándose alteraciones honnonales en pacientes con 

PPUPG comparadas con mujeres embarazadas nonnales. (4) 

RIESGOS PERINATALES 

El PPUPG no está asociado con riesgos pennatales pero puede ser de dificIl 

diagnóstico y tratamiento cuando no se está familiarizado con la enfennedad. 

En estudios reportados no se ha observado la presencia de lesiones en los 

recién nacidos o la ocurrencia de bajo peso o prematurez'(7.14.16.19.20) 

HISTOPATOLOGIA 

En la histología del PPUPG no existe un patrón específico, usualmente se ha 

encontrado un infiltrado mononuc1ear perivascular con eosinófilos y edema 

en dennis papIlar, con espongiosis focal en epidennis y paraqueratosis. 

(J.4.2¡Generalmente la inmunofluorescencia directa de la piel afectada no 

muestra depósitos de IgG o de e3 (6.14.21,221 
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Figura 2. Microfotografia de una bIOpsia de piel teñida con hematoxilina/eosina 
afectada con PPUPG. La imagen corresponde a una mticaria con infiltrado 
linfocitario perivascular y eosinófilos. 
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FI¡,'Ura 3. Imagen correspondIente a inmunofluorescencia directa en piel 

afectada de una paciente con PPUPG sin depósitos inmunes. 
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Se ha descrito que en la dermis de las pacientes con PPUPG existe un 

depósito de substancias que inducen la proliferación de fibroblastos, por lo 

que se asume que esta substancia (substancia F) se produce solamente en el 

embarazo y es probablemente producto de la placenta ya que durante el tercer 

tnmestre hay un envejecimiento de la placenta y se libera la substancia F a la 

circulación e induce la proliferación de fibroblastos en la piel; se considera 

que esta es la causa por la que la mayoría de las pacientes sufren de esta 

dermatos1s en el tercer trimestre y el hecho de que no exista recurrencia en 

embarazos posteriores se debe a la presencia de inmunidad contra la 

substancia F. (17) 

TRATAMIENTO 

El tratamiento es sintomático, la mayoría de las pacientes obtienen ahvio de 

las manifestaciones clínicas con el uso de esteroides tópicos como la 

hidrocortisona, betametasona o triamcinolona al 0.1 % o ha1cinónido dos 

veces por día; con ello mejoran el prurito y también las lesiones hasta en el 

80% de los casos. Debido a que esta DG se presenta al final de la gestación su 

tratamiento no suele prolongarse más allá de dos semanas. El uso de 

antihistamínicos no es recomendable y por otra parte, su acción sobre el 
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prurito no es mayor que la de los esteroides tópicos; por lo que su uso 

constituye un riesgo innecesario que debe evitarse'(20) 

EXlsten casos más agresivos desde el punto de vista clínico, generalmente 

corresponden a los que se presentan en embarazos gemelares o en los casos 

refractarios al tratamiento tópico. En estos casos se pueden utilizar esteroides 

sistémicos como la prednisona a dosis de O.5mglkg/día en una sola dosis 

matutina para posteriormente disminuir la dosis paulatinamente. (20) 

Se debe evitar el uso de jabones perfumados y alcalinos ya que aumentan el 

prurito, deben sustituirse por productos hechos con lauril sulfato sódico. Se 

recomienda evitar la exposición al sol y los baños con agua caliente, ya que 

ésta aumenta la degranulaclón de mastocitos y por lo tanto el prurito. Con o 

sin tratamiento la dennatosis y el prurito desaparecen espontáneamente pocos 

días después del parto. (6.12.23) 

PRONOSTICO 

El pronóstico de las pacientes con PPUPG es bueno, los síntomas desaparecen 

de lOa 14 días postparto y no existe recurrencia en embarazos subsecuentes. 

(6,14,23) 
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL 

Se debe hacer principalmente con el penfigoide gestacional, ya que este 

úlnmo SI tiene repercusión perinataL En el cuadro siguiente se exponen las 

principales característIcas de ambas dermatosis. (20) 
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CARACTERISTICAS PPUPG PENFIGOIDE 

GESTACIONAL 

Clinzcas O Eritema o Eritema 

o Pápulas o Ronchas 
o Pápulas 

o Placas urticariales o Vesículas 
o Bulas tensas a la presión 

Localización anatómlca O Abdomen o Abdomen 
o Extremldades superiores 

o Extremidades superiores e inferiores 
e inferiores o Afecta palmas y plantas 

o Respeta cara y mucosas o Respeta cara y mucosas 

SintomatologÍa o Prurito ++ o Prunto ++++ 

o Malestar general, fiebre 

O Naúsea 
Laboratono O Ninguno específico o Leucocitosis,eosinofiha 

Histopatologia o Infiltrado inflarnatono o Vesículas 

perivascular, eosinófilos , subepldénnicas, 

edema papilar, infiltrado lmfocítlco 

espongiosis focal en o Inrnunofluorescencia 
directa positiva para 

epidemis. depósitos de C3 en la 
unión dennoepidénnica 

o lrununofluorescencia o Detección de antígeno 
directa negativa HG por ELISA 

Tratamlento o Esteroides tópicos o Prednisona lrng/kg/día 

Riesgos perinatales O Ninglll10 o Prematurez 

o Bajo peso al nacer 
o Oligohidramnios 
o Muerte fetal. 
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS DE LA GESTACION 

Durante la gestación existe una interacción bidireccional entre el sistema 

inmune materno y el sistema reproductivo basado en las células TH, y TH2> 

En términos generales las TH, son contrarias al sostenimiento del embarazo 

porque tienen un papel central en el rechazo agudo de injertos por 

mecanismos como la hipersensibilidad retardada y la actividad cito tóxica de 

los linfocitos T De la misma manera el interferón gama inhibe el crecimlento 

trofoblástico y junto con el factor de necrosis tumoral alfa inhiben el 

desarroIlo embrional y fetal. (5,24,25) 

En contraste, las citocinas provenientes de células TH2 (interIeucinas 3,4,5 y 

10) son esenciales para inducir y mantener la tolerancia de injerto por lo 

tanto son muy importantes durante el período que dura el embarazo, 

considerando al embarazo como un injerto'(24,26) 

A nivel de la interfase materno fetal es donde la interacción de factores THl y 

TH2, las citocinas THl tratando de inhibir el embarazo mientras que las TH2 

lo favorecen; este tipo de interacciones biológicas se realiza directamente a 

través de las citocinas antes mencionadas'(24,26) 



23 

La progesterona por su parte favorece la producción de citocmas TH2 

específicamente en la interfase materno fetal, estas citocinas también regulan 

el factor inhibidor de leucemia que es Imprescindible para la Implantación del 

embnón. 

Recientemente se ha postulado que una respuesta inmune celular anormal TH¡ 

a antígenos reproductivos es la bipótesis más plausible para la pérdida 

gestacional inmunológica, estas mujeres tienen disminución en la producción 

de lL-4 e lL-l O por la decidua y elevados niveles séricos de células NK'¡27.28) 

Se sabe también que la respuesta TH2 en embarazos normales provoca 

incremento en la prodUCCIón de anticuerpos haciendo al embarazo un período 

vulnerable para el desarrollo de enfermedades autoinmunes (mediadas por 

anticuerpos). Sin embargo la respuesta TH2 permite la producción de 

anticuerpos que son útiles para el feto, ya que éstos pasan la barrera 

placentaria, lo que resulta en una inmunidad protectora para el neonato antes 

del desarrollo de su propio sistema inmune. (5)) 
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En contraste, la mujer embarazada sufre cambios en su inmunidad mediada 

por células lo que resulta en suscepllbilidad aumentada para desarrollar 

mfecciones también existe modificación del curso de otras enfermedades 

como la artritis reumatoide en la que puede ocurrir remisión temporal durante 

la gestación. 

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) 

El MHC está formado por un grupo de genes localizados en el brazo corto del 

cromosoma 6 humano (6p21.3). Ocupa 4000 Kb de DNA y está constituido 

por tres cIases de genes. Hacia la región telomérica se localiza la región clase 

I que mc1uye los loó HLA-A,B,C; hacia el centrómero está la región cIase II 

que se subdivide en cuatro regiones (DP,DO/DZ, DQ, DR). Entre las regiones 

cIase 1 y clase II está la región cIase III, con una gran variedad de genes entre 

los que están los que codifican para los componentes C2, factor B, C4A y 

C4B·(29.30) 

Los genes cIase 1, II Y III se heredan de manera mendeliana codominante, las 

moléculas cIase I se expresan en las membranas de todas las células nucIeadas 

excepto en neuronas y trofoblastos maduros, difícilmente localizables en los 
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'ÍlroCltOS. Las moléculas de clase Il se expresan en macrófagos, linfocitos B, 

élulas endoteliales, células de Langerhans y células dendríticas. 

~os alelas de los ¡oei del MHC de cada cromosoma en particular constituyen 

un haplotlpo en consecuencia el genotIpo de un individuo está dado por dos 

haplotipos, uno de origen materno y otro paterno'(30) 

El estudio de asociación del MHC con un padecimiento eS complejo, ya que 

los alelas asociados con algunas enfermedades también están presentes en la 

población normal; además, en otros casos un mismo alelo se asocia con más 

de una enfermedad'(3D) 

En el caso de las dermatosis gestacionales solo en el penfigoide gestacional se 

ha encontrado que los haplotipos predisponentes están marcados por los 

alelas HLA-DR3 y DR4. (11) 

La placenta es el factor principal en la supen'lvencla del feto. El 

citotrofoblasto extravelloso invade el tejido materno y está expuesto 

directamente al sistema inmune materno. El trofoblasto no expresa las 

moléculas clase 1, lo cual es esencial para evitar una respuesta inmune 
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materna, cuando se expresa la clase II en el trofoblasto puede ocun'ir el 

aborto. La regulación en la expresión de las moléculas clase 1 del MHC es un 

fenómeno de adaptación biológica mayor, que protege al feto del 

reconocImiento de las células mmunes y su destrucción'(5) 

Se sabe que el crtotrofoblasto extravelloso expresa un gen específico del 

MHC clase 1, es una molécula recientemente descnta que se conoce como 

HLA-G. Las células trofoblásticas positIvas para HLA-G pueden migrar a la 

circulacIón materna y pueden ser detectadas por citometría de flUJO. Se ha 

sugerido que el HLA-G puede tener un papel importante en las interacciones 

inmunológicas maternofetales durante el embarazo, pero su función no está 

aún bien precisada; a pesar de ello, se ha propuesto que protege al trofoblasto 

de la acción de las células NK maternas, 

La expresión del HLA-G es importante en el reconocimiento inmune del 

tejido fetal así como en la invasión trofoblástica. (5.31\ 

Por otro lado se sabe que existen anticuerpos matemos específicos producidos 

por los línfocitos B que reaccionan contra antígenos HLA paternos (21). 



JUSTIFICACION 

)' -, 
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El PPUPG es la dennatosis gestacional más frecuente en el Instituto NacIOnal 

de Perinatología, se ha descrito la presencia de DNA fetal en las lesiones lo 

que sugiere que la dennatosis se debe a una respuesta inmune materna contra 

las células fetales localizadas a nivel de la dermis y epidennis, lo que se 

sustenta por la presencia de infiltrado inflamatorio en dIchas lesiones. De ahí 

la importancia de analizar el locus HLA-DRB 1 del MHC para describir su 

dIstribución en las pacientes, parejas y controles. 
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OBJETIVOS 



JO 

1) Descnbir la presencIa del PPUPG en pacientes primigestas o multigestas 

2) Describir y analizar la frecuencia de los alelos del locus DRB 1 del MHC 

en pacientes con PPUPG. 

3) Comparar las frecuencias de los alelos del locus DRB 1 entre paCIentes y 

controles, pacientes y esposos. 
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MATERIAL YMETODOS 
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PACIENTES 

Se incluyeron en el estudio a 55 pacientes con PPUPG que fueron vistas de 

manera consecutiva en el Instituto Nacional de Perinatología de la ciudad de 

MéXICO de Enero de 1996 a Mayo de 1999, se entrevistó a las pacientes y 20 

de ellas aceptaron acudir con sus parejas aceptaron. Se revisaron los 

expedientes clínicos y se pidió firmar un consentimIento previo a la toma de 

muestras. Para el diagnóstico se tomó en cuenta tanto los CrIterios clímcos 

como los datos histológicos de la biopsia de piel en luz normal y en 

mmunofluorescencia directa. 

CONTROLES 

Las muestras para los mdividuos del grupo control se obtuvieron de 96 

sUjetos mestizos mexicanos sanos que nacieron en México al igual que sus 

últimas dos generaciones. 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Estudio de casos y controles. Transversal, observacional y prospectivo. 
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CRITERIOS DE INCLUSION 

o Pacientes gestantes mestizas mexIcanas con diagnóstico de PPUPG 

realizado en base a sus características clínicas antes descritas y por 

mmunofluorescencia indirecta. 

o No haber recibido ningún tipo de tratamiento. 

o No padecer enfermedad de tipo autoinmune. 

CRITERIOS DE EXCLUSION 

o Pacientes con dermatosis gestacional en las cuales no se corroboró 

diagnóstico de PPUPG. 

o Pacientes no mestizas mexicanas. 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

o Pacientes en las cuales no se logró la extracción de DNA. 

o Abandono voluntario del estudio. 
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TECNICAS UTILIZADAS PARA LA TlPIFICACION DEL LOCUS 

DRBI del MHC. 

Equipo 

• Campana de extracción 

• Terrnociclador 

• Lámpara de rayos UV 

• Incubadora para hibridación 

• Baño de agua 

• Fuente de vacío 

• Cámara fotográfica 

Material 

• Tubos Fa1con de 50 cc estériles 

• Pipetas pasteur 

• Mlcropipetas de 20 y 100 ul 

• Tubos ependorf de 2.5 cc 

• Bolsas de hibridación 

• Película de rayos X 

• Película fotográfica 
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Reactivos 

• buffer de fosfatos 

• solución de liS1S (NH4CI 0.155 M + K2C03 O.OIM) 

• solución RBC (NaCI 10mM + Tris-base 10 mM + EDTA 25 mM) 

• buffer Tris-EDTA 

• buffer de Tns-Base 0.5 M, pH 8.0 

• solución de duodecil sulfato de SOdlO (SDS) al 10% 

• proteinasa K (10 mg/ml) 

• fenol 

• clorofonno 

• alcohol etílico absoluto 

• iniciadores derecho e izquierdo para las regiones DRB y DQB 

• cloruro de magnesio 

• deoxinucleótidos (ATP, CTP, GTP y TTP) 

• Taq polimerasa 

• agarosa al 1 % 

• bromuro de etidlO (lO mg-ml) 

• solución de Naranja G (lO mI de Ficoll al 20%, 2 gr de Tris-base y 

suficiente Naranja G para dar color) 
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• NaOHO.5 M 

• NaCl \.5 M 

• Tns-base 0.5 M pH 7.4 

• tenninal transferasa 

• CoC125 mM 

• oligonucleótidos (sondas) en concentración de 10 pmoles/ul 

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

• EDTA 0.2 M pH 8.0 

• glicógeno 

• LiCl4 M 

• etanol al 70% 

• membranas de nylon 

• solución de hibridación, SSPE 6X, solUCIón Denhardt 5X, Launl

sarconine de sodio 0.1 %, SDS 0.02% 

• SSPE 30X: NaCl4.5 M, NaH2P04 0.3 M, EDTA 30 mM 

• solución de Denhardt: PVP y Ficol! 400 al 2%, 2 g de albúmina sérica 

bovina solución de cloruro de tetrametil amonio 5 M (TMAC) 

• solución de revelado 1: Ac maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M 

• solución de revelado 2: buffer 1 más 0.3% de Tween 20 
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• solución de revelado 3: solución de bloqueo diluida 1: lOen 

amortiguador 1 

• solución de revelado 4: Tris-Base O.IM pH 9.5, NaCl O.IM y Mg 

• solución 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, NaC1 O.lM y MgCl2 50 

mM 

• dioxetano 

Material biológico 

Por venopunción se tornaron 3ml de sangre periférica de pacientes y esposos 

y se usó corno anticoagulante EDTA (ácido etilendiamino tetracético), al 

2%. 

Técnicas 

Extracción del DNA 53 

• colocar 3 ml de sangre (EDTA) en un tubo Falcon de 50 mI 

• agregar 30 ml de PBS y centrifugar a 2000 rpm durante 10 min 
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• tirar el sobrenadante y al botón agregarle 50 mI de solución de lisis 

CAKC), incubar 30 minutos y centnfugar 1500 rpm por lO minutos 

• desechar el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm 

por 5 minutos 

• desechar el sobrenadante y agregar AKC, agitar y centnfugar a 1500 rpm 

por 5 minutos 

• desechar el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm 

por 5 minutos 

• desechar el sobrenadante y agregar 3 mI de buffer de RBC, 300 ul de 

SDS al 10% Y 100 ul de proteinasa K (lO mg/ml). Incubar la mezcla 

durante la noche en baño maría a 65-70'C 

• al día sIguiente saturar el fenol utilizando Tris-Base 0.5 M pH 8.0 

volumen a volumen 

• sacar los tubos del baño y agregar a cada uno de 3 mI de fenol saturado, 

agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos 

• separar la fase acuosa y agregarle 2 mI de amortiguador de Tris-EDTA y 

5 mI de cloroformo, agitar y centrifugar como en punto anterior 

• obtener la fase acuosa y agregarle otros 5 mI de cloroformo, agllar y 

centrifugar, hasta que la fase acuosa está cristalina 



39 

• separar la fase acuosa y agregar NaCl 5M (la décima parte del volumen 

final, de manera que el NaCl quede a 0.5 M en solución) 

• la mezcla anterior sc agita y se agrega etanol absoluto en proporción 1:4 

VIV 

• El DNA precipitado se obtiene en un tubo ependorf de 2.5 mI. Este DNA 

se lava con etanol absoluto, el cual se descha. El DNA se deja secar ya 

sea cOn N2 ó 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 

Tipificación molecular de alelo s DRBl del MHC 

Esta tipificacIón molecular se hizO usando la técnica de amplificación de 

DNA por reacción en cadena de polimerasa, seguida de hibridación con 

sondas específicas para cada uno de los alelos conocidos. Las sondas se 

marcaron con quimiluminisencia para su detección. 

Amplificación por reacción de polimerasa en cadena (PCR) 54.55. 
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• Se preparó una mezcla que contenga mezcla de todo lo necesario para 

realizar la amplificación y que a continuación se hsta: 

• agua 1762.5 ul 

• buffer de PCR ) OX 250 u) 

• deoxinucleótido 2mM 250 ul 

• miciador derecho 50.0 ul 

• iniciador izquierdo 50 ul 

• agitar bien y ponerlo en hielo 

• Taq pohmerasa 12.5 u! 

Antes de añadir la enzima a la mezcla se colocaron 2ul de DNA de cada 

mdividuo en los tubos de PCR. Se añadieron 47.5 ul de la mezcla anterior a 

cada tubo (mezclando DNA y solución) y se agregaron dos gotas de aceite 

mineral para evitar la evaporacIón 

Posteriormente los tubos se colocaron en el termociclador el cual se 

programó con las siguientes condiciones: 

• Desnaturalización 1 mmuto a 94°C 

• Anillamiento 1 minuto a 60°C 
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• Extensión 1 minuto 30 segundos a noc 

• Extensión final 1 minuto 30 segundos a noc 

• Extensión final 7 minutos a n'c 

• Todo el proceso se realiza durante 30 ciclos 

Una vez finalizado el proceso de amplificación, éste se corroboró por medio 

de un gel se agarosa al 1 %. Se mezclaron 5 ul de cada muestra con 7 ul de 

colorante naranja G. Ésta mezcla se corrió en el minigel de agarosa a 50 

volts durante 30 minutos. Las bandas son positivas se observaron en un 

transiluminador UV y se comparó su corrimiento con el de un marcador de 

peso molecular conocido. 

Fmalmente las muestras amplificadas se guardaron para realIzar la 

hibri dac; ón. 

Los iniciadores usados en el presente trabajo son los específicos para las 

regiones genéricas DRB 1, además del específico para la región DRB3 

(izquierdo y derecho en ambos casos). 
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Marcaje de las sondas 

Cada sonda en cantidad de 95 pmoles se mezcló con 4ul de buffer para 

terminal transferasa, 4 ul de solución de CoCI25 mM, I ul de ddUTP-Dlg (1 

nmol/ul) y 1.5 unidades de terminal transferasa. 

La mezcla se incubó a 3TC durante 30 minutos y después se colocó en 

h1elo. Por otro lado se mezcló I ul de glicógeno con 200 ul de EDTA 0.2 M 

pH 8.0 Y de esta soluCIón se añadieron 2 ul a la mezcla inicial. 

El ohgonucleótido marcado se precipitó con 2.5 ul de L1Cl 4 M Y 85 ul de 

etanol absoluto pre-enfriado a -20'C, después de mezclarlas se mantuvieron 

a - 80'C durante 15 minutos y después a -20'C durante 2 hrs o toda la noche. 

Posteriormente se realizó el siguiente procedimiento. 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 lO minutos a 4°C, eliminar el 

sobrenadante y secar el tubo a vacío o al aire. 

Hibridación 
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• Tratamiento de la membrana: La membrana de nylon se cortó en 

cuadros de 10 cm' y se marcó en cuadros pequeños de 1 cm'. La 

membrana se humedeció con agua destilada, posteriormente se coloca en 

una solución de SSPE IOX durante 15 minutos. Se secó en el horno a 

60'C. 

• Colocación de las muestras: En cada cuadro de 1 cm' se colocaron 2 ul 

del DNA amplificado. La membrana se secó a temperatura ambiente y 

posteriormente en el horno a 80'C (puede [ljarse el DNA usando un 

transiluminador UV). Una vez colocado el DNA en la membrana se 

procedió a desnaturalizarlo, colocando la membrana en una solución de 

NaOH 0.5 MINaCI 1.5 M por 5 minutos. Después de la 

desnaturalización, la membrana se neutralizó colocándola en una 

solución de NaCl 1.5M/Tris-Base O.SM pH 7.4 por un minuto. 

Finalmente la membrana se horneó a 80'C y se colocó en el 

transiluninador UV por 3 minutos. 

• Hibridacion: Las membranas que contienen el DNA amplificado, fueron 

pre-hibridisadas en la solución de hibridación (0.1-0.2 ml/cm2 durante al 
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menos 30 minutos a 42'C en baño maría y usando bolsas de plástico 

selladas. Después de lo anterior las membranas fueron empapadas en la 

solución de hibridación que contlene el oligonucleótldo marcado con la 

digoxigenina (2 a 4 pmoles de sonda por cada ml de solución de 

hibridación). Esta solución también se agrega a 0.1 a 0.2 ml por cm2 de 

membrana. este proceso se realizó a 42'C durante toda la noche. Las 

membranas fueron posteriormente lavadas 2 veces (5 minutos cada una) 

con una solución de SSPE 2X y SDS 0.1 % a temperatura ambiente con 

agitación utilizando para esto recipientes de plástico adecuados al 

tamaño de la membrana. Finalmente la membrana se lavó con una 

solución de TMAC 3M durante 10 minutos a temperatura ambiente y 

finalmente se lavó 2 veces con esta misma solución durante 15 mmutos a 

S9'C. La solución de hibridación con el oligonucleótido marcado puede 

conservarse a -20oe y usarse nuevamente hasta 2 veces más. 

Revelado por quimiolumiuisceucia 
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• Después del últImo lavado con TMAC en el proceso de hibridación, se 

eliminó el exceso de líquido poniendo la membrana sobre un papel filtro 

unos segundos, sm dejarlos secar. 

• Los lavados siguientes se realizaron a temperatura ambiente en agitación 

y usando recipientes de plástico cubriendo las membranas. 

• Una vez eliminado el exceso de TMAC las membranas fueron lavadas en 

la solución de revelado 2 durante 5 mmutos, después se lavaron en 

solución de revelado 3 durante 30 minutos 

• Se mcubó en solución 3 contemendo el anticuerpo anti-dlgoxigenina en 

una solución de 1: 10000 durante 30 minutos. 

• Se lavó la membrana 2 veces durante 15 minutos cada vez con solución 

de revelado 2 y después de esto eqUIlibrar la membrana durante 5 

minutos en solUCIón de revelado 4. 

• Se incubó la membrana durante 5 minutos en la solución de revelado 4 

conteniendo el sustrato de la fosfatasa alcalina (AMMPPD) en cantidad 

de 0.1 mg de AMPPD/ml de solución 3 (dilución 1:100) 

• Se eliminó el exceso de AMPPD poniendo la membrana unos segundos 

en papel filtro (no dejar secar). La solución diluida de AMPPD se 

conservó a 4°C en la obscuridad y se reutilizó varias veces. 
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• Se colocó la membrana en una bolsa nueva de hibridación y se selló e 

incubó a 37'C durante 15 mmutos en baño maría. 

• Finalmente se expusó la membrana cn una película de rayos X a 

temperatura ambiente durante 1 a 3 hrs. 

Deshibridación de la membrana 

Una mIsma membrana puede usarse para varias hibridaciones para la cual se 

requiere un adecuado lavado de la misma. 

• Se incubó la membrana en una solución de NaOH 0.4 M a 42'C durante 

20 minutos. Se quitó el exceso de NaOH con papel filtro y la membrana 

se incubó en una solución de Tris-HCl 0.2M pH 8.0, SSPE O.IX y SDS 

0.1 % a 42'C durante 20 minutos con agitación constante. La membrana 

se dejó secar a temperatura ambiente y se verificó la ausencia de 

oligonucleótido utilizando el transiluminador UV. 

ANALISIS ESTADISTICO 

La significancia de las diferencias entre los grupos fue realizada utilizando 

el análisis de X' de Mantel-Haenszel combinando las tablas de contingencia 

de 2X2 para lo cual se usó el programa estadístico EPIINFO (STATCALC). 
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Si el número de alguna célula era <5 se utilizó la prueba exacta de Flsher. El 

valor de P se corrigió de acuerdo a Yates. La razón de momios (RM) 

determinó los intervalos de confianza al 95% (95% CIJo 
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RESULTADOS 
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De las 20 pacientes estudiadas, a 3 pacientes no se les pudo extraer DNA 

útil por lo que el número de pacientes incluidas fue 17 (n=17), de las cuales 

7 pacientes fueron primlgestas [41 %] Y IOmultigestas [59%]. Geá"" 1 

GRAFICA 1 
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El 11.7% (2) de las pacientes cursaba con embarazo gemelar. Se evaluó 

además el número de eventos obstétricos. Gro"" 2 
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La edad promedio de las pacientes fue de 28.2 años con un margen de 16 a 38 

años. Gdfi" , El desarrollo de la dermatosis acumó en 16 pacientes (94.1%) en 

el tercer trimestre de la gestación y 1 paciente (5.9%) lo desarrolló en el 

puerperio inmediato. La paciente que presentó la dermatosis gestacional 

durante el puerperio inicio en el primer día postcesárea. La edad gestacional 

promedio en la cual se desarrolló la dermatosis fue a las 36.2 semanas de 
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gestación con márgenes de las 27-40.2 semanas. G"fi" 4 El 100% de las 

pacientes presentaron prurito. Solo 2(11.7%) pacientes tuvieron diferente 

pareja en esta gestación y ninguna había presentado la dermatosis en 

gestaciones anteriores. 

GRAFICA3 
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El análisis de frecuencia génica de alelos de DRB 1 en pacientes y controles 

mostró incremento de los alelos HLA- DR14, DRl comparado con los 

controles [0.176 vs 0.109] y [0.147 vs 0.052] respectivamente además se 

observó disminució de los alelos HLA-DR3, DR8, DRIl, DR7 de [0.088 vs 

0.057], [0.059 vs 0.167], [0.059 vs 0.143], [0.029 vs 0.109] respectivamente, 

pero sin slgnificancia estadística al corregir el valor de P. T,hl,l 
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TABLA 1 ~ 

Pacientes Esposos Controles P 
N=17 N=14 N=96 «0.05) 

DRBl n fg n fa u fg u fa 11 fg n fa Pvs e EvsC PvsE 

DR4 9 0265 8 0.471 7 0.250 6 0429 46 0.240 38 0.396 NS NS NS 

DRI4 6 0176 5 0.294 2 0071 2 0.143 21 0109 20 0.208 NS NS NS 

DRI 5 0.147 5 0294 4 0.143 4 0.286 lO 0.052 10 0104 NS NS NS 

DR2 3 0.088 3 0176 2 0.071 2 0.143 18 0094 18 0188 NS NS NS 

DR3 3 0088 0.176 0.036 0071 11 0.057 ID 0.104 NS NS NS 

DR8 2 0.059 2 0118 4 o 143 4 0.286 32 0.167 26 0.271 NS NS NS 

DRil 2 0.059 0.059 2 0.071 2 0.143 18 0,094 17 0177 NS NS NS 

DRI3 2 0.059 2 0118 3 0.107 3 0.214 !O 0.052 10 0.104 NS NS NS 

DR7 0.029 0059 3 0.107 3 0214 21 0109 20 0208 NS NS NS 

DRI2 0.029 0.059 .~ ..... ---------- ---.-"------------ 2 0010 2 0.021 NS NS NS 

DR9 
_. _____ H _________ ___ ' __ M_. ____ " ___ ------------------

_______ H __ H __ H ____ 

2 0.010 2 0021 NS NS NS 

DRIO 
____ H __ H _________ _ ______ H ____ H ____ 

_ ___ H __ H ________ ·_ 
• ___ H ___ • _________ 

0.005 0.010 NS NS NS 

fg : frecuenCia gélllca. E esposos n: número de aiclos 
fa . frccucncUl antigéltica e controles NS: Estadísticamente no slgmficativo 
N . número de mdividuos P paClClltcs 
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Al analizar la frecuencia antigénica de pacientes y controles se observó en el 

alelo DR4 y DRl aumento de la frecuencia antigénica respecto a los controles 

[0.471 vs 0.429] y [0.294 vs 0.104] respectivamente y disminuida en los 

alelos HLA-DR7, DR8, DRIl [0.059 vs 0.208], [0.118 vs 0.271] y [0.059 vs 

0.177] respectivamente pero ninguna de estas diferencias tuvo slgnificancia 

estadística al corregir el valor de P por el número de comparaciones. T,bI, I 



ss 

CONCLUSIONES 
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El origen del PPUPG aún es desconocido y de acuerdo al presente estudio es 

dificIl sustentar la asociación de HLA y con PPUPG, lo cual concuerda con 

lo refendo en la literatura internacional, sin embargo cabe notar en los casos 

de PPUPG los incrementos de los alelos HLA-DRl y DR6 así como la 

disminución del HLA-DR8 los que probablemente en un tamaño de muestra 

mayor pueda tener significancia estadística. 

Consideramos que el desarrollo del PPUPG es debido a una respuesta materna 

a antígenos de origen paterno, creemos el grupo de pacientes estudiado es 

insuficiente por lo que debe ampliarse con un mayor número de paCIentes. 

Por otro lado se ha observado que pacientes que en su primer embarazo han 

temdo aborto y posteriormente logran un embarazo a término con una 

diferente pareja pudiera explicar una posible incompatibihdad a los antígenos 

del sIstema HLA. 
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