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INTRODUCCION




Durante la gestacion ocurre un conjunto de cambios metabdlicos vy
fisiolégicos que influyen sobre diferentes 6rganos incluida la piel, la cual
muestra ciertas modificaciones tales como: cambios dermatoldgicos propios
del embarazo, asi como también cambios sobre dermatosis preexistentes y
finalmente dermatosis gestacionales (DG) que ocurren en alguna ctapa del
embarazo o en el puerperiog, Las DG han sido reconocidas desde hace varias
décadas, desafortunadamente solo dos ellas poseen caracteristicas distintivas,
mientras que et resto no estan bien definidas lo que hace que la clasificacion
en ocasiones sea confusa. Las DG pueden clasificarse como: a) lesiones bien
definidas caracterizadas por placas y pépulas urticariales pruriginosas de la
gestacion (PPUPG) vy b) penfigoide de la gestacién antes llamado “herpes
gestationis”, ,, El PPUPG es la dermatosis de la gestacion mas frecuente no
solo mundialmente sino también en México, es a su vez 1a mas frecuente en ¢l
Instituto Nacional de Perinatologia de México. Ocurre en 1:200 embarazos en
forma 1nternacional .,y en el Instituto Nacional de Perinatologia su

incidencia es aun mayor ya que ocurre en i de cada 100 embarazos



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




Este estudio fue disefiado para buscar las bases inmunogenéticas en
aquellas pacientes con PPUPG no primigestas dado que esta dermatosis
gestacional suele presentarse mds en primigestas, para lo cual estudiamos a
las pacientes con PPUPG con el proposito de reconocer las caracteristicas
distintivas entre primigestas vs multigesias. Se compararon fambién las
diferencias entre estos dos grupos con respecto a sus antecedentes gineco-
obstétricos asi como también la presencia de distintas parejas en diferentes

gestaciones.



ANTECEDENTES BIBLIOGRATFICOS




GENERALIDADES

Las dos DG bien caracterizadas son: el penfigoide de la gestacion (antes mal
llamado “herpes gestationis™) y las placas y papulas urticariales v pruriginosa
de la gestacidon (PPUPG). El motivo de nuestro estudio se enfocd a ésta dltima
por ser la DG maés frecuente en el Instituto de Perinatologia. La literatura

reporta una incidencia de 1 en 160-200 embarazos. ;5

El PPUPG representa la DG més frecuente, fue descrita originalmente por
Lawley TJ y colaboradores en 1979, y en su inicio se le conocid con el
nombre de pririgo tardio del embarazo o erupcién polimoérfica del embarazo.

(1,6)

Desde el punto de vista fisiopatogénico ¢! 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 colagena la cual se piensa que se vuelve antigénica, siendo
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las caracteristicas desencadenantes: primer embarazo, tercer trimestre de la

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

peso del RN 7501103

Publicaciones mas recientes reportan una respuesta materma a los antigenos
paternos presentes en el componente fetal de la placenta como posible
causante de esta DG. La naturaleza de la influencia matema parece ser
determinante, pero se expresa presuntamente en forma de antigenos paternos
presentes en el componente fetal de la placenta. Esta expresion de antigenos
patermnos puede ocurmrir tardiamente en el embarazo o ser liberados a la
cirenlacién materna con degeneracidn placentaria cercano al término o al
nacimiento, la consiguiente reaccidén inmunoldgica no dafia al feto, el cual
permanece protegido por la tolerancia inmune que rodea al alomjerto.g,
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 ¢l mismo autor se detectod
DNA masculino en dermis o epidermis de las lesiones de Ia piel lo que podria

estar relacionado con el desarrolio del PPUPG. 4



En un estudio que incluyd la determinacion de los antigenos de HLA en los
recién nacidos encontrdé HLA 1dénticos en ambos RN afectados y no
afectados excluyendo relacidon alguna entre PUPPG v los antigenos HLA de
clase I. Sin embargo se piensa que existe un factor genético no reconocido,
basado en una observacion de la existencia de la enfermedad inusual entre

familiares con hermanos casados con hermanas v hermanos gemelos casados

con hermanas gemelas 4,

En el instituto Nacional de Perinatologia, las dermatosis de Ia gestacidn
constituyen un 25% de 1a consulta de Dermatologia y su importancia no solo
reside en la frecuencia dentro del Instifuto sino en el reto diagnostico que

representa ya que es una patologia poco conocida desde el punto de vista
clinico.

CARACTERISTICAS CLINICAS

El PPUPG suele presentarse en ¢] tercer trimestre de la gestacion, se presenta

principalmente en pacientes primigestas en el 75% de 1os cas0s, ;.. aunque



también ocurre en multigestas y sobre todo en embarazos gemelares en un

porcentaje que va del 10 hasta 30%.,

Esta dermatosis gestacional tiene una topografia caracteristica, aparecen
primero en €l abdomen, suelen empezar sobre ias estrias en el 90% de los
casos o, y respetan el ombligo, las lesiones se extienden a miembros
inferiores, superiores y gliteos, respetando la cintura escapular y cara.
Ciinicamente la lssion primaria es una papula urticanal que confluye con
otras para formar placas urticariales muy pruriginosas, siendo el principal
sinioma. ¢l prunto en el 100% de las pacientes, se ha reporiado que en el 74%
de las pacientes presentan dificultad para dormur por la presencia del

Prurito 5, La erupcion desaparece después del parto. (445
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Figura 1 Esta fotografia ilustra la imagen del PPUPG en una paciente en el tercer trimestre
de Ia gestacion. Las lestones mician en las estrias, respetan ombligo y después se extienden a

wiembros superiores e inferiores.
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Debido a que €l PPUPG se presenta solo en mujeres embarazadas se han
propuesto mecanismos hormonales para io cual se han hecho mediciones de
fraccién B de gonadotropina coridnica en sangre, estradiol y cortisol ademas
de estriol urinario no encontrandose alteraciones hormonales en pacientes con

PPUPG comparadas con mujeres embarazadas normales. .,

RIESGOS PERINATALES

El PPUPG no esta asociado con riesgos perinatales pero puede ser de dificil
diagnéstico y tratamiento cuando no se estd familiarizado con la enfermedad.
En estudios reportados no se¢ ha observado la presencia de lesiones en los

recién nacidos o la ocurrencia de bajo peso o prematurez. ; 416 1520

HISTOPATOLOGIA

En la histologia del PPUPG no existe un patrén especifico, usualmente se ha
encontrado un infiltrado mononuclear perivascular con eosindfilos y edema
en dermis papilar, con espongiosis focal en epidermis y paraqueratosis.
namGeneralmente la inmunofluorescencia directa de la piel afectada no

muestra depositos de I1gG o de C; (1412



Figura 2. Microfotografia de una biopsia de piel teflida con hematoxilina/eosina
afectada con PPUPG. La imagen corresponde a una witicaria con infiltrado
linfocitario perivascular y eosinofilos.



Figura 3. Imagen correspondiente a inmunoflucrescencia directa en piel

afectada de una paciente con PPUPG sin depdsitos inmunes.
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Se ha descrito que en la dermis de las pacientes con PPUPG existe un
depdsito de substancias gue inducen la proliferacién 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 va que durante el tercer
trimestre hay un envejecimiento de la placenta y se libera la substancia F a la
circulacién e induce la proliferacién de fibroblastos en la piel; se considera
que esta es la causa por la que la mayoria de las pacientes sufren de esta
dermatosis en e} tercer trimestre y el hecho de que no exista recurrencia en

embarazos posteriores se debe a la presencia de inmunidad contrz la

substancia F.

TRATAMIENTO

El tratamiento es sintoméatico, la mayoria de las pacientes obtienen alivio de
las manifestaciones clinicas con el uso de esteroides tépicos como la
hidrocortisona, betametasona o triamcinolona al 0.1% o halcinénido dos
veces por dia; 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 gestacion su
tratamiento no suele prolongarse mas alld de dos semanas. El uso de

antihistaminicos no es recomendable y por ofra parte, su accion sobre el
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prurito no es mayor que la de los esteroides topicos; por lo que su uso

constituye un riesgo innecesario que debe evitarse. 4,

Existen casos mas agresivos desde el punto de vista clinico, generalmente
corresponden a los que se presentan en embarazos gemelares o en los casos
refractarios al tratamiento tdpico. En estos casos se pueden ufilizar esteroides
sistémicos como la prednisona a dosis de 0.5mg/kg/dia en una sola dosis

matutina para posteriormente disminuir la dosis paulatinamente. (5,

Se debe evitar el uso de jabones perfumados y alcalinos ya que aumentan el
prurito, deben sustituirse por productos hechos con lauril sulfato sédico. Se
recomienda evitar la exposicidn al sol y los bafios con agua caliente, ya que
ésta aumenta la degranulacion de mastocitos y por lo tanto el prurito. Con o
sin tratamiento la dermatosis y el prurito desaparecen espontineamente pocos

dias después del parto. (523

PRONOSTICO
El prondstico de las pacientes con PPUPG es bueno, los sintomas desaparecen
de 10 a 14 dias 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
ultimo s1 tiene repercusion perinatal. En el cuadro siguiente se exponen las

principales caracteristicas de ambas dermatosis. (,
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CARACTERISTICAS PPUPG PENFIGOIDE
GESTACIONAL
Climicas a Eritema o Eritema
0 Pépulas © Ronchas
@ Papulas
0 Placas urticariales Q  Vesiculas
o Bulas tensas a la presion
Localizacicn anatémica 2 Abdomen o  Abdomen
2 Extrermdades supeniores
a Extremidades supertores ¢ inferiores
¢ inferiores o Afecta palmas y plantas
0 Respetacara y mucosas |0 Respetacara y mucosas
Sintomatologia o Prurito ++ o Prurto ++4++
o Malestar general, fiebre
0 Naisea
Laboratorio o Ninguno especifico o Leucocitosis,eosinofiha
Histopatologia a Infilirado  inflamatonio|o  Vesiculas
perivascular, cosindfilos , subepidérmicas,
edema papilar, infiltrado hnfocitico
espongiosis  focal en|o Inmunofluorescencia
directa positiva para
epidernis. depdsitos de C3 en la
unién dermoepidénmica
a Inmunofluorescencia o Deteccidn de antigeno
directa negativa HG por ELISA
Tratamiento a Esteroides topicos o Prednisona Img/kg/dia
Riesgos perinatales o Ninguno o Prematurez
o Bajo peso al nacer
o Oligohidramnios
2 Muerte fetal.
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS DE LA GESTACION

Durante la gestacién existe una interaccion bidireccional entre el sisiema
inmune materno y el sistema reproductivo basado en las células TH; v TH,.
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 1a hipersensibilidad retardada v la actividad citotoxica de
los linfocitos T. De la misma manera ¢l interferén gama mmhibe el crecinmento

trofoblastico y junto con el factor de necrosis tumnoral alfa inhiben el

desarrollo embrional y fefal. s 545

En contraste, las citocinas provenientes de células TH, (interleucinas 3,4,5 v
10) son esenciales para inducir y maniener la tolerancia de ingerto por lo
tanto son muy importantes durante el periodo que dura el embarazo,

considerando al embarazo como un IJerto. o, »;

A nivel de la interfase materno fetal es donde la interaccion de factores THI v
TH?2, las citocinas THI1 tratando de inhibir el embarazo mientras que las TH2
lo favorecen; este tipo de interacciones biologicas se realiza directamente a

través de las citocinas antes mencionadas. ;4 5
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La progesterona por su parte favorece la produccién de citocinas TH,
especificamente en la interfase materno fetal, estas citocinas también regulan

¢l factor inhibidor de leucemia que es imprescindible para la implantacién del

embrion.

Recientemente se ha postulado que una respuesta inmune celular anormal TH|
a antigenos reproductivos es la hipdtesis mas plausible para la pérdida
gestacional inmunoldgica, estas mujeres tienen disminucion en la produccién

de IL-4 ¢ IL-10 por la decidua y elevados niveles séricos de células NK. ;55

Se sabe también que la respuesta TH, en embarazos normales provoca
incremento en la produccién de anticuerpos haciendo al embarazo un periodo
vulnerable para el desarrollo de enfermedades autoinmunes (mediadas por
anticuerpos). Sin embargo la respuesta TH, permite la produccion de
anticuerpos que son utiles 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. 4
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En contraste, la mujer embarazada sufre cambios en su inmunidad mediada
por células lo que resulta en susceptibilidad aumentada para desarrollar
infecciones fambién existe modificacion del curso de otras enfermedades

como la artritis reumatoide en la que puede ocusrir remision temporal durante

la gestacidn.

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

EIMHC esté formado por un grupo de genes localizados en el brazo corto del
cromosoma 6 humano (6p21.3). Ocupa 4000 Kb de DNA y estd constituido
por tres clases de genes. Hacia la region telomérica se localiza la regidn clase
[ que incluye los loct HLA-A B.,C; hacia el centrémero estd la region clase 11
que se subdivide en cuatro regiones (DP,DO/DZ, DQ, DR). Entre las regiones
clase 1y clase IT esta la region clase I, con una gran variedad de genes entre
los que estdn los que codifican para los componentes C2, factor B, C4A y
C4B. 930

Los genes clase I, IT y III se heredan de manera mendeliana codominante, las
moléculas clase T se expresan en Ias membranas de todas las células nucleadas

excepto en neuronas y trofoblastos maduros, dificilmente localizables en los
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Jtrocttos. Las moléculas de clase II se expresan en macréfagos, linfocitos B,

élulas endoteliales, células de Langerhans y células dendriticas.

05 alelos de los loci del MHC de cada cromosoma en particular constituyen
un haplotipo en consecuencia el genotipo de un individuo estd dado por dos

haplotipos, uno de origen materno y otro paterno. g,

El estudio de asociacion del MHC con un padecimienio es complejo, ya que
los alelos asociados con algunas enfermedades también estan presentes en la
poblacién normal; ademés, en otros casos un mismo alelo se asocia con mas

de una enfermedad. 5,

En el caso de las dermatosis gestacionales solo en el penfigoide gestacional se
ha encontrado que los haplotipos predisponentes estin marcados por los
aielos HLA-DR3 y DR4.

La placenta es el factor principal en la supervivencia del feto. El
citotrofoblasto extravelloso invade el tejido materno y esta expuesto
directamenie al sistema mmmune materno. El trofoblasto no expresa las

moléculas clase I, lo cual es esencial para evitar una respuesta immune



materna, cuando se expresa la clase Il en el trofoblasto puede ocurrir el
aborto. La regnlacion en la expresion de las moléculas clase I det MHC es un
fenémeno de adaptacién bioldgica mayor, que protege al feto del

reconocimiento de las células imnmunes y su destruccion. g

Se sabe que el citotrofoblasto extravelloso expresa un gen especifico del
MHC clase I, es una molécula recientemente descrita que s€ conoce ¢ome
HLA-G. Las células trofoblasticas positivas para HLA-G pueden migrar a la
circulacién materna y pueden ser detectadas por citometria de flujo. Se ha
sugerido que el HLA-G puede tener un papel importante en las interacciones
inmunologicas matemofetales durante el embarazo, pero su funcion no estd
ain bien precisada; a pesar de ello, se ha propuesto gue protege al trofoblasto
de 1a accion de las células NK maternas.

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

tejido fetal asi como en la invasidn trofobléstica. 54,

Por otro lado se sabe que existen anticuerpos maternos especificos producidos

por los linfocitos B que reaccionan contra antigenos HLA paternos



JUSTIFICACION
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El PPUPG es la dermatosis gestacional mas frecuente en el Instituto Nacional
de Perinatologia, se ha descrito ia presencia de DNA fetal en las lesiones lo
que sugiere que la dermatosis se debe a una respuesta inmune materma contra
las células fetales localizadas a nivel de ia dermis y epidermis, lo que se
sustenta por la presencia de infilirado inflamatorio en dichas lesiones. De ahi
la importancia de analizar el locus HLA-DRBI del MHC para describir su

distribucion en las pacientes, parejas y controies.
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OBJETIVOS
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1) Descnibir ia presencia del PPUPG en pacientes primigestas o multigestas

2) Describir y analizar la frecuencia de los alelos del locus DRRI1 del MHC

en pacientes con PPUPG,

3) Comparar las frecuencias de los alelos del locus DRB1 entre pacientes ¥

controles, pacientes ¥ esposos .



3

MATERIAL Y METODOS
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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 Perinatologia de la ciudad de
México de Enero de 1996 a Mayo de 1999, se entrevisto a las pacientes y 20
de ellas aceptaron acudir con sus parejas aceptaron. Se revisaron los
expedientes clinicos y se pidié firmar un consentimiento previo a la toma de
muestras. Para el diagndstico se tomd en cuenta tanto los criterios clinicos

como los datos histoldégicos de la biopsia de piel en tuz normal y en

mmunofluorescencia directa.

CONTROLES

Las muesiras para los individuos del grupo control se obfuvieron de 96
sujetos mestizos mexicanos sanos gue nacieron en México al igual gue sus

Gltimas dos generaciones.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de casos v controles. Transversal, observacional y prospectivo.



CRITERIOS DE INCLUSION

o Paclentes gestantes mestizas mexicanas con diagnostico de PPUPG
realizado en base a sus caracteristicas clinicas antes descritas v por
mmunofluorescencia indirecta.

a No haber recibido ningtin tipo de tratamiento.

a No padecer enfermedad de tipo autoinmune,

CRITERIOS DE EXCLUSION

o Pacientes con dermatosis gestacional en las cuales no se corroboro

diagnostico de PPUPG.
o Pacientes no mestizas mexicanas.

CRITERIOS DE ELIMINACION

o Pacientes en las cuales no se logrd la extraccidén de DNA.

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

DRBI del MHC.

Equipo

* Campana de extraccidon

* Termociclador

* Lampara de rayos UV

= Incubadora para hibridacién
= Bafio de agua

= Fuente de vacio

= (Carmnara fotografica
Material

* Tubos Falcon de 50 cc estériles
* Pipetas pasteur

. Mjlcropipetas de 20y 160 ul
= Tubos ependorf de 2.5 cc

= Bolsas de hibridacién

* Pelicula de rayos X

* Pelicula fotografica



Reactivos

buffer de fosfatos
= golucion de lisis (NH4CL 0.155 M + K2C03 0.01M)

* solucion RBC (NaCt 10mM + Tris-base 10 mM + EDTA 25 mM)

= buffer Tris-EDTA

= buffer de Tris-Base 0.5 M, pH 8.0

* solucion de duodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%
* proteinasa K (10 mg/ml)

= fenol

= cloroformo

= alcohol etilico absoluto

* imiciadores derecho e izquierdo para las regiones DRB y DQB
= cloruro de magnesio

* deoxinucledtidos (ATP, CTP, GTP y TTP)

= Taq polimerasa

= aparosaal 1%

= bromuro de etidio (10 mg-ml)

» solucidén de Naranja G (10 ml de Ficoll al 20%, 2 gr de Tris-base y

suficiente Naranja G para dar color)
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NaOH 0.5 M
NaCl 1.5M
Tris-base 0.5 M pH 7.4
terminal transferasa
CoCl 25 mM
oligonucledtidos (sondas) en concentracién de 10 prnoles/ul
digoxigenina (ddUTP-Dig) en concentracidn de 1 nmol/ul
EDTA 0.2 M pH 8.0
glicogeno
LiCl 4 M
etanol al 70%
membranas de nylon
solucién de hibridacién, SSPE 6X, solucion Denhardt 5X, Launl-
sarconmmne de sodio 0.1%, SDS (.02%
SSPE 30X: NaCl 4.5 M, NaH2P04 0.3 M, EDTA 30 mM
solucién de Denhardt: PVP y Ficoll 400 at 2%, 2 g de albimina sérica
bovina solucién de cloruro de tetrametil amonio 5 M (TMAC)
solucion 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
» solucidn de revelado 4: Tris-Base 0.1M pH 9.5, NaCl 0.IM y Mg
= solucion de bloqueo: reactivo de bloqueo al 10% en amortiguador |
= anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina

= amortiguador de revelado 4: Tris 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1M y MgCI2 50

M

= dioxetano

Material biolégico
Por venopuncion se tomaron 3mt de sangre periférica de pacientes y esposos

y se usO como anticoagulante EDTA (4cido etilendiamino tetracético), al

2%.

Técnicas
Extracciéon del DNA ¥
= 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



tirar el sobrenadante y al botén agregarle 50 ml de solucién de lisis
(AKC), incubar 30 minutos y centnfugar 1500 rpm por 10 minutos
desechar el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm

por 5 minutos

desechar el sobrenadante y agregar AKC, agitar y centrifugar 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 ml de buffer de RBC, 300 ui 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 unc de 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 mi de cloroformo, agitar y centrifugar como en punto anterior

obtener la fase acuosa y agregarle otros 5 ml de cloroformo, agitar y

cenfrifugar, hasta que la fase acuosa esta cristalina
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* separar la fase acuosa v agregar NaCl 5M (la décima parte del volumen
final, de manera que ¢l NaCl quede a 0.5 M en solucién)
la mezcla anterior sc¢ agita y se agrega etanol absoluto en proporcién 1:4
Viv
* 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
Tipificaciéon molecular de alelos DRB1 del MHC
Esta tipificacion molecular se hizo usando la técnica de amplificacién de
DNA por reaccion en cadena de polimerasa, seguida de hibridacion con
sondas especificas para cada uno de los alelos conocidos. Las sondas se

marcaron con quimiluminisencia para su deteccion.

Amplificacién por reaccién de polimerasa en cadena (PCR) 5%,
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Se prepard una mezcla que contenga mezcla de todo lo necesario para
realizar la amplificacion y que a continuacion se hista:

* agua 1762.5ul

* buffer de PCR 10X 250 ul

* deoxinucledtido 2mM 250 ul

* 1miciador derecho 50.0 ul

® Iniciador izquierdo 50 ul

* agitar bien vy ponerlo en hielo

= Taqg polimerasa 12.5 ui

Antes de afiadir la enzima a la mezcla se colocaron 2ul de DNA de cada
individuo en los tubos de PCR. Se afiadieron 47.5 ul de la mezcla anterior a2
cada tubo (mezclando DNA y solucion) y se agregaron dos gotas de aceite

mineral para evitar la evaporaciOn

Posteriormente los tubos se colocaron en el termociclador el cual se
programd con las siguientes condiciones:
= Desnaturalizacion 1 minuto a 94°C

*  Anillamiento 1 minuto a 60°C
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* Extensién 1 minuto 30 segundos a 72°C

= Extensién final | minuto 30 segundos a 72°C

= Extensién final 7 minutos a 72°C

* Todo el proceso se realiza durante 30 ciclos

Una vez finalizado el proceso de amplificacion, éste se corrobord por medio
de un gel se agarosa al 1%. Se mezclaron 5 ul de cada muestra con 7 ul de
colorante naranja G. Esta mezcla se corrid en el minigel de agarosa a 50
volts durante 30 minutos. Las bandas son positivas se observaron en un
transiluminador UV y se compard su corrimiento con €l de un marcador de

peso molecular conocido.

Fnalmente las muestras amplificadas se guardaron para realizar la

hibridacidn.

Los iniciadores usados en el presente trabajo son los especificos para las
regiones genéricas DRB1, ademas del especifico para la region DRB3

(izquierdo y derecho en ambos casos).



Marcaje de las sondas

Cada sonda en cantidad de 95 pmoles se mezcld con 4ul de buffer para
terminal transferasa, 4 ul de solucidn de CoCl 25 mM, 1 ul de ddUTP-Dig (1

nmol/ul) y 1.5 unidades de terminal transferasa.

La mezcla se incubd a 37°C durante 30 minutos y después se colocd en
hielo. Por otro lado se mezeld 1 ul de glicogeno con 200 ul de EDTA 0.2 M

pH 8.0y de esta solucion se afiadieron 2 ul a la mezcla inicial.

El ohgonucledtido marcado se precipité con 2.5 ul de LiCl 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 realizé el siguiente procedimiento. Centrifugar a 12,000 ¢
durante 20 minutos a 4°C, eliminar ¢l 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.

Hibridacion
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Tratamiento de la membrana: La membrana de nylon se cortd en
cuadros de 10 cm® y se marcoé en cuadros pequefios de I cm? La
membrana se humedecid con agua destilada, posteriormente se coloca en

una solucion de SSPE 10X durante 15 minutos. Se secd en el horno a

60°C.

Colocacidon de las muestras: En cada cuadro de 1 cm? se colocaron 2 ul
del DNA amplificado. La membrana se secd a temperatura ambiente y
posteriormente en €l homo a 80°C (puede fijarse el DNA usando un
transiluminador UV). Una vez colocado ei DNA en la membrana se
procedié a desnaturalizarlo, colocando la membrana en una solucion de
NaOH 0.5 M/NaCl 1.5 M por 5 minutos. Después de la
desnaturalizacién, la membrana se neutralizdé colocindola en una
solucién de NaCl 1.5M/Tris-Base 0.5M pH 7.4 por un minuto.
Finalmente la membrana se homed a 80°C y se colocd en el

transiluninador UV por 3 minutos.

Hibridacion: Las membranas que contienen el DNA amplificado, fueron

pre-hibridisadas en la solucion de hibridacion (0.1-0.2 ml/cm?2 durante al
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menos 30 minutos a 42°C en bafio marfa y usando bolsas de pléstico
selladas. Después de lo anterior las membranas fueron empapadas en la
solucion de hibridacion que contiene el oligonucledtido marcado con la
digoxigenina (2 a 4 pmoles de sonda por cada mi de solucion de
hibridacidon). Esta solucion también se agrega a 0.1 a 0.2 ml por c¢m® de
membrana. este proceso se realizd a 42°C durante toda la noche. Las
membranas fueron 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 esto recipientes de plastico adecuados al
tamafio de la membrana. Finalmente la membrana se lavé con una
solucion de TMAC 3M durante 10 minutos a temperatura ambiente vy
finalmente se lavd 2 veces con esta misma solucion durante 15 minutos a
59°C. La solucion de hibridacién con e! oligonucledtido marcado puede

conservarse a -20°C y usarse nuevamente hasta 2 veces mas.

Revelado por quimioluminiscencia
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Después del tltimo lavado con TMAC en el proceso de hibridacion, se
elimind el exceso de iiquido poniendo la membrana sobre un papel filtro
unos segundos, sin dejarlos secar.

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

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

Se mcubod en solucién 3 contemendo el anticuerpo anti-digoxigenina en
una solucidén de 1:10000 durante 30 minutos.

Se lavd la membrana 2 veces durante 15 minutos cada vez con solucién
de revelado 2 vy después de esto equilibrar la membrana durante 5
minutos en sokucidn de revelado 4.

Se incubo la membrana durante 5 minutos en la solucién de revelado 4
conteniendo ¢l sustrato de la fosfatasa alcalina (AMMPPD) en cantidad
de 0.1 mg de AMPPD/mtl de solucion 3 (ditucion 1:100)

Se elimind el exceso de AMPPD poniendo la membrana unos segundos
en papel filtro (no dejar secar). La sotucién diluida de AMPPD se

conservo a 4°C en la obscuridad vy se reutilizo varias veces.
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Se colocd la membrana en una bolsa nueva de hibridacién y se selid e
incubo a 37°C durante 15 munutos en bafio maria.

Finalmente se expusé la membrana cn 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 ia misma.

* Se incubd la membrana en una soluciéon de NaOH 0.4 M a 42°C durante
20 minutos. Se quitd el exceso de NaOH con papel filtro y 1a membrana
se incubd en una solucién de Tris-HC! 0.2M pH 8.0, SSPE 0.1X y SDS
0.1% a 42°C durante 20 minutos con agitacion constante. La membrana
se dejd secar a temperatura ambiente y se verificé la ausencia de

oligonuclestido utilizando el transiluminador UV.

ANALISIS ESTADISTICO
La significancia de las diferencias entre los grupos fue realizada utilizando
el andlisis de X* de Mantel-Haenszel combinando las tablas de contingencia

de 2X2 para lo cual se uso el programa estadistico EPIINFO (STATCALC).



Si el nimero de alguna célula era <5 se utiliz6 la prueba exacta de Fisher. El
valor de P se corrigié de acuerdo a Yates. La razén de momios (RM)

determino los mntervalos de confianza al 95% (95% CI).
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De las 20 pacientes estudiadas, a 3 pacientes no se les pudo extraer DNA
util por lo que el ndmero de pacientes incluidas fue 17 (n=17), de las cuales

7 pacientes fueron primigestas [41%}]y 10multigestas [59%]. gunea:

GRAFICA 1

ANTECEDENTES OBSTETRICOS

PRIMIGESTAS
EMULTIGESTAS

El 11.7% (2) de las pacientes cursaba con embarazo gemelar. Se evalud

ademas el nimero de eventos obstéiricos. gue2

GRAFICA 2
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ANTECEDENTES OBSTETRICOS

B PARA
EABORTO
OCESAREA

PRIMIGESTA
SECUNDIGESTA
TERCIGESTA

La edad promedio de las pacientes fue de 28.2 afios con un margen de 16 a 38
aflos. gype, 3 Bl desarrollo de la dermatosis ocurri6 en 16 pacientes {94.1%) cn
el tercer trimestre de la gestacién y 1 paciente (5.9%) lo desarrolld en el
puerperio inmediato. La paciente que presentd la dermatosis gestacional
durante €l puerperio icio en el primer dia postcesirea. La edad gestacional

promedio en la cual se desarrolld la dermatosis fue a las 36.2 semanas de



51
gestacion con margenes de las 27-40.2 semanas. .., , El 100% de las
pacientes presentaron prurito. Solo 2(11.7%) pacientes tuvieron diferente

pareja en esta gestacion y ninguna habia presentado la dermatosis en

gestaciones anterlores.

GRAFICA 3

DISTRIBUCION POR EDAD
MATERNA

6
5
4
No pac. 3
2
(1] ’ Edad

Menos
20
25
30
35
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GRAFICA 4

EDAD GESTACIONAL AL MOMENTO DEL
DIAGNOSTICO

E No pacientesJ

27-30 31-33 34-37 38-41
SEMANAS DE GESTACION

El andlisis de frecuencia génica de alelos de DRBI en pacientes y controles
mostrd incremento de los alelos HLA- DR14, DRI comparado con los
controles [0.176 vs 0.109] y [0.147 vs 0.052] respectivamente ademas se
observé disminucid de los alelos HLA-DR3, DRS, DRI, DR7 de [0.088 vs
0.0571, [0.059 vs 0.167], [0.059 vs 0.143], [0.029 vs 0.109] respeciivamente,

pero sin significancia estadistica al corregir el valor de P. puy, 4
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TABLA 1

Pacientes Esposos Controles P

N=17 N=14 N=96 (<0.05)

PRB1 n ig n fa n fg n fa n fo n fa PvsC EvsC PvsE
DR4 9 0265 8 0.471 7 0.250 6 0429 40 0.240 38 0.396 NS NS NS
DRI14 [ G176 5 0.294 2 0071 2 0,143 21 0109 20 0.208 NS NS NS
DR1 5 0.147 3 0294 4 0.143 4 0.286 10 0.052 10 0104 NS NS NS
DR2 3 0,088 3 0176 2 0.071 2 0.143 18 0094 18 0 188 NS NS NS
DR3 3 0088 3 0.176 1 0.036 i 0071 b1 0.057 10 0.104 NS NS NS
DRS 2 G.059 2 0118 4 0143 4 0.286 32 0.167 26 0.271 NS NS NS
DRIl 2 0.059 1 0.059 2 0,071 2 0.143 18 G.094 17 0177 NS NS N8
DRI3 2 0.059 2 0118 3 0.107 3 0214 10 0.052 10 0.164 NS NS NS
DR7 1 0.029 1 0039 3 0.107 3 0214 21 0109 20 0208 NS NS NS
DR12 | 0.029 1 0059 e s 2 0010 2 0.021 NS NS NS
DR9 - - 2 0.010 2 0621 NS NS NS
DRI0 1 0.005 I 0.010 NS NS NS
{g . frecuencia gémca. E csposos n: nimero de alelos
fa - frecuencia antigénica C controles NS: Esladisticamentc no sigmficativo

N . nfimero de mdividuos P pacientes
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Al analizar la frecuencia antigénica de pacientes y controles se observo en el
alelo DR4 y DRI aumento de la frecuencia antigénica respecto a los controles
(0471 vs 0.429] y {0.294 vs 0.104] respectivamente y disminuida en los
alelos HLA-DR7, DR&, DR11 {0.059 vs 0.208], [0.118 vs 0.271] y [0.059 vs
0.177] respectivamente pero ninguna de estas diferencias tuvo significancia

estadistica al corregir el valor de P por el nimero de comparaciones. ), |
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CONCLUSIONES
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El origen det PPUPG adn es desconocido y de acuerdo al presente estudio es
dificil sustentar la asociacion de HLA y con PPUPG, 1o cual concuerda con
lo referido en la literatura internacional, sin embargo cabe notar en los casos
de PPUPG los incrementos de los alelos HLA-DRI y DR6 asi como la
disminucién del HLA-DRS los que probablemente en un tamafio de muestra

mayor pueda tener significancia estadistica.

Constderamos que el desarrollo del PPUPG es debido a una respuesta materna
a antigenos de origen paterno, creemos el grupo de pacientes estudiado es
insuficiente por lo que debe ampliarse con un mayor numero 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 incompatibihidad a los antigenos

del s1stema HLA.
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