A TF SAN L61S PETE

NCA INDIRECTA.

AL

54

Z TRISTAN.

e = e ¥ E
s A
e

™
S

o Yaliedd

G

S

BE S S

¥ b o

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS
. 0OH viliLigs.”

HUNGFLIGR

RS (o e , 1) I L 3 b
1 i

CONA A & .3.- i N Y :"’ b“ :a"._{g‘ A ,-,_‘ :
.'ff-ﬁéiéiﬁiﬁtﬁ CLARA RAMIR







MR MR




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

“ BUSQUEDA DE ANTICUERPOS ANTI-MELANINA
FIADORES DE COMPLEMENTO EN PACIENTES
CON VITILIGO.”

POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACOBIOLOGO
.8 £ 5. E B 1 &

MARIA CLARA RAMIREZ TRISTAN

n ‘A._" .

Koo, Y
et

Tz o Ty L

SAN LUIS POTOSI S. L. P. 1992



/(‘)>\
‘2
Q%




A DIOS.
EN .QUIEN ME SOSTENIDO ESPIRITUALMENTE TANTAS

VECES PARA PODER SEGUIR SUPERANDOME,Y QUE SIN
CONOCERLO SIENTO SU PRESENCIA CERCA DE MI,



Con mi agradecimiento muy especial al
Dr. BENJAMIN MONCADA G. y a la Dra.
CARMEN LOREDO L., por su valicsa colabaractidn.

Con carifioc a mis amigoss
Q.F.8. SARA PATRICIA CELGADO P,
Dra . Ma. de LOURDES BARANDA.
Dr, ROBERTO GONZALEZ A.

R.F.B. ALEJANDRO SALAZAR N,
R.F.B. JOSE LUIS HERNANDEZ M,

Para mis amigas: {UTIS,LUCILA,AIDA,LUCIA.B.,GJADALUPE y SILVIA.



A LA ESCLELA DE CIENCIAS QUIMICAS

A LA UNIVERSIDAD

A MIS MAESTROS

A MIS SINODALES:

&@.F.B. JESUS GAMA Y SILVA.
Dra. FLORISA ALANIS de AZUARA.
Q.F.8. REMEDIOS PEREZ ZAMORA.
@.F.B. LUCIA MENDOZA TRONCOSO.
H.F.B. LEONOR PINEDA.



A MI MADRE,
POR LA CONFIANZA QUE SIEMPRE DEPQSITO EN MI.
Y EL APOYO QUE SIEMPRE ME OFRECIO PARA POLER
SALIR ADELANTE. CON PROFUNDO CARINO RESPETO

Y ADMIRACION POR SER LO MEJOR QUE TENGO EN
ESTA VIDA,

S5RA. MARIA GUADALUPE TRISTAN V.de RAMIREZ

A LA MEMORIA DE MI PADRE (+)



A mis queridcs hermanos:

ISMAEL .Que con su ejemplo
me ha impulsado a
seguir siempre adelante.

ROGELID.

RAFAEL .

FERNANDO.

GERARDO,

Ma.DOLORES.

GRACIELA,

LUPITA.

YESIKA JOVANI.

Por la confianza que siempre de

positardn en mi.



Este trabajo fue realizado en el Laboratoric de Inmunologfa de
la Escuela de Medicina de la U.A.S5.L.P.,bajo la diresccién ael

Dr.Benjamin Moncada Gonzdlez,a quian agradezco profundamente su
asesorfa.



CONTENIDO

INTRODUCCION

MATERIAL Y METCODO
RESULTADOS

RESUMEN Y CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA



I.-.INTRODUCCTION.



INTRODUCCION

€1l término Vitiligo deriva de la palabra latina "Vitelius"
que significa ternera; se usé primeroc por sl médico romano Celso
200 anos D.C, y se refiere a manchas caracterfsticas de la enferme—
dad, se asemejan a las manchas blancas de la termera (1,10).
Clfinicamente el Vitiligo consiste de manchas blancas lechosas con
despigmentacidn que pueden ser redondas, ovales o irrsgulares. Las
lesiones pueden variar de tamafio, son usualmente bilaterales, pero
no necesariamente simétricas. Los sitios m&s cominmenta afectados
son:
a) Areas descubiertas del cuerpo (cara, parte superior del
pecho, parte dorsal de las manos ) ;
b) Pliegues del cuerpo (axilas e ingles);
c) Areas alrededor de los orificios (ojos, nariz, .boca,
ombligo, vulva, ano, pezones y pene);
d) Areas propensas a traumas (codos y rodillas);
e) Regiones pilosas;
f) Areas distribuidas segmentarlamente, insrvadas por una
misma rama nerviosa (dermatémero) (12), como se muestra

en la Fig. 1.

Otras veces el signo inicial de la enfermedad puedsz ser
encanecimiento prematuro y puede prsceder a las manchas en la piel

por tiempo variable de meses hasta afios.
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El Vitiligo afecta a todas las razas, y ambos sexos parecen
ser igualmente vulnerables (1), aunque se ha observado que es mds
frecuente en la mujer y en personas entre 10 y 40 afios; pueden en—
contrarse en nifios y ancianos (47). La incidencia general es alre—
dedor del T (1,2,42) presentando una variacidn entre 0.14 y B8.8%6
para la poblacién mundial (3,10,31).

En nuestro medio se observa entre un S y 6 en relacién a
todas las enfermedades de la piel .Este padecimiento consiste en la
presencia de manchas acrdmicas en partes expuestas y no sxpuestas
de la piel, pero si causan sfntomas psicolégicos, y que habitualmen
te condicionan ciertos trastornos serios en la perscna qué las pa-
dece, es de evolucidn variable la mds de las veces crdédnica (7) y el
'motivo de la consulta suele ser problema estético y pintofobia del
paciente.

Se han postulado varias teorfas sobre la eticlogfa de la
enfermedad, sobresaliendo entre éllas por su mayor probabilidad las
gue se refieren al desgaste de los melanocitos y a interaccidn neu—
rohumoral s, Obviamente si se comprobara .su etiologfa se podria enfo-
car el tratamiento especffico en cada caso.

Esta enfermedad es muchas veces progresiva y el tratamiento
es especffico, es inseguro, pues se desconoce la etiologfa de la en
fermedad,

E1l tratamiento consiste en provocar pigmentacién cutdnea me
diante la administacién de Psoralenos, sustancias fotosensibilizantes
seguidas de la exposicidn a la luz solar, & por medios artificiale

con 1l&mparas que emiten luz UV de onda larga tipo A (320-400 nm)



gue es necesario para fotosensipilizar dichcs pacientes (5,6,36).
En el Cuadro I se encuentra el espectro electromagné€tico con la
escala de luz V.

Aungque lo anterior conduce a mejorfa y & curacidn em muchos
casos, otros no sufren alteracidn alguna y, adn mds, por evolucidn
natural de la enfermedad otros se agravan. Los distintos resulta-—
dos obtenidos con el tratamiento indicado se explican probablemqg
te si lo que conocemos actualmente como Vitiligo fuese m&s bien un
conjunto de enfermedades. Hay ocasiones en que el defecto de pigmen
tacidn ocurre por desgaste de los melanocitos (2) y probablemente
haya otras explicaciones como pudiera ser las interacciones andma~
las reurchumorales). Obviamente en cada situacidn planteada, el

tratamiento debe ser distinto (8).

TIPOS DE VITILIGO
E1l vitiligo ha sido clasificado (1,3,10,31) de acuerdo a la
extencidn y distribucidn de las 4reas involucradas en:
I. Localizado:
a) Focal.- La despigmentacidn de la piel o del cabello
estd restringido a una sfla 4rea (Fig. 2);
b) Segmental.- E1 patrdn de la lesién puede ser lineal y
parece corresponder a la distribucidn nerviosa del
Dermatémero (Fig. 3):
c) Area Mucosa.- A lo largo de la membrana mucosa
(Fig. a).
IT.Generalizado:
a) Acrofacial.— Partes distales de extremidades y cara

(Fig. s).
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III. Vulgar

Manchas dispersas sin un arreglo espscial (Fig. 6).

IV. Univerasal

Despigmentacisn completa, o casi completa {Fig. 7).

HISTORIA OEL VITILIGO

Las lesiones del Vitiligo muestran una completa ausencia de

melanocitos como se demostro con la reaccidn DOPA {10) precursor de

melanina, observéndose esta reaccién negativa.

Por microscopia electrénica se ha confirmado la ausencia de

melanocitos en &reas hipopigmentadas (13). Morchashi y col. (14) es

tudiarén los melanocitos de la periferia de las lesicnes y reporta

rén que muchos melanocitos tenfan sefiales de degeneracifén, tales co
mo vacuolizacidn de melanosomas o agregacidn grasa. Estos investiga

dores también buscarén las terminaciones nerviosas en las dreas pig

mentadas e hipopigmentadas que rodeaban las lesiones y demostrardn

continuidad directa entre las céflulas basales de Schwann y los me

lanccitos normales y anormales.

INICIO DE LA ENFERKZDAD

El Vitiligo puede iniciarse en cualquier etapa de la vida

del hombre, desde la infancia hasta la vejez (31). El-Mofty reporté

que el S50 de los casos de Vitiligo empiszan entre la segunda y la

tercera dé&cada de la vida. Lerner reportd que aproximadamente el
el 506 de 200 pacientes estudiados se dieron cuenta de su enfermedad

antes de los 10 arios de edad.
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Aparecen &reas hipopigmentadas sobre la piel del sujeto nor-
mal, esto puede ocurrir espontdneamente o quizd debido a bafios de sol
o por trauma fisico o emocional (35). Generalmente la pérdida de pig
mento disminuye 1-2 afios después de la aparicién del Vitiligo (47).

Hasta hace pocos anos se descart$ la posibilidad de que el
Vitiligo ocurriera dnicamente en seres humanos encontrdndose que tam—
bién ocurre en muchos animales mamfferos como: chimpancés, elefantes,

caballos, cerdos, cuyos, gatos y ratones (2).

ETICLOGIA DEL VITILIGO

La causa del Vitiligo se desconoce (5,33}; se cree que es
heredado como un cardcter autosémico dominante por lo que quizf los
pacientes hereden un defecto genético enzim&tico o estructural (15)
(a6). Se espscula sobre una transformacién de los melanocitos en cé
lulas no funciocnales como responsables del Vitiligo, en &stas no hay
melanina debidoc a que en los melanocitos afectados hay Falfa de acti
vidad de tirosinasa (11). Se han encontrado pruebas que permiten su
gerir que el Vitiligo es el resultado ds algdn trastorno inmunitario
(18).

Lermer (2) resportd que hay probabilidades de que el Vitili
go sea de origen hereditario y en un estudio realizado por &1, encaon
tré que un 30% era probablemente un nédmero mfnimo para la frecuencia
de vitiligo en pacientes que tienen una historia familiar de &1,

En 545 casos reportados por El-Mofty, aproximadamente un 3%

de los familiares de los pacientes tienen Vitiligo.



PATOGENESIS DL VITILIGD

La patogenicidad del Vitiligo no ha sido completamente acla
rada, sin embargo hay 3 diferentes tipos de Vitiligo, clasificados
por etiologfa tratamiento y prondsticos

1) vitiligo Autoirmune, Progresivo, Idiopidtico.

2) vitiligo Dermatolégico o Segmental.

3) Vitiligo Qufmico o de Contacto.

Esta clasificacién estd basada en los descubrimientos Etio—
patolégicos e Inmunolégicos. E1 Vitiligo es probablemente heredado
como un cardcter autosdmico dominante y en todos estos tipos, quizé
los pacientes hereden un defecto genético enzimdtico o estructural.

(1,2,10,15).

Vitiligo Autoinmune.- Este tipo quizd aparezca como milti-
ples manchas blanquecinas mds o menos distribuidas en forma simé&tri-
ca y algunas de estas pueden confluir, El1 tiempo entre la localiza—
cidn entre las manchas de Vitiligo y la aparicidn de Vitiligo disemi
nado varfa desde algunas semanas hasta afios. El Vitiligo Autoinmune
(4,22,44), quiz& afecte la cara, el tronco y las extremidades., En
raras ocasiones la enfermedad puede progrésar a pérdida general del
pigmento sobre la superficie de la piel. La evidencia de esta pato-
génesis es principalmente circunstancial debido a que &sta se basa en
el incremento que ocurre del Vitiligo asociado con algunas Enf. Auto—

inmunes (3,10,20), las que se enumeran en el cuadro II,
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La asociacidn de 1 o 2 de estas Enf., Autoinmunes es posi~
ble (5).

Adn en la ausencia de manifestaciones clfnicas de algunas
enf ermedades Autoinmunes asociadas, un marcado aumento de la pre-
sencia de anticuerpos contra células parietales g&stricas, tiroi-
des y suprarrenales han sido encontrados en pacientes con Vitiligo
(10). Los pacientes con Vitiligo tienen Anticuerpos elevados en
comparacifn con la poblacién general (26,27). Uno de los proble-
mas para aceptar una base Autoinmune del Vitiligo ha sido la ausen
cia de "Anticuerpos Antimelanocitos Circulantes", Langhof (36) y
Col. reportaron haber encontrado "Anticuerpos Antimelanina Precipi
tantes" en el suero de la mayorfa de 26 pacientes con Vitiligo.
Sin embargo en 42 casos estudiados por Woolfson y Col (31) no se
encontraron los anticuerpos precipitantes. En 1971 Dobmeir y Sams
[32) no fueron capaces de encontrar "Anticuerpos Antimelanocitaos"®
en 10 pacientes con Vitiligo usando Inmunofluorescencia Directa e
Inmunofluorescencia Indirecta. £n un estudio reciente realizado
por Hertz y Col. (25) se evalu$ el estudio de 2 pacientes con Viti
ligo, Alopecia Areata y Candidiasis Mucocutdnea buscando en estos
pacientes Anticuerpos contra Células productoras de Melanina. Los
resultados por Inmunofluorescencia Indirecta e Inmunofluorescencia
Directa fueron negativos para los depdsites de Ig (Inmunoglobulinas)
perg la Prueba de Fijacidn de Complemento demostrd un factor sérico
en ambos pacientes, este factor se unid intracelularmente a los me-
lanocitos normales, c#lulas nerviosas y células del melamnoma. La
identificacifn de este factor demostrd que s& trataba de una IgG la

cual activa la Vfa Clésica del Complemento.
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En 1979 Betterle y Col. (29) evaluaron el estado de 2 pa-
cientes gque tenfan Miltiples Deficiencia Endocrinas buscando los

Anticuerpos contra Células Productoras de Melanina por la Prueba de

Fijaci8n de Complemento por IFI, encontraron Anticuerpos en unc de

los dos pacientes. Como en otras enfermedades autoinmunes se han
hecha intentos para encontrar Antigenos HLA (Antfgenos Leucocita—

rios Humanos) ligados al Vitiligo. En un reporte de 90 pacientes

con Vitiligo comparado con 241 controles normales, no se encontrdé
ningdn marcador especffico HLA ligado al Vitilige (234, 37).

Vitiligo Dermatoldgico o Segmental.~ Debido a gque los me-
lanocitos se ériginan en la cresta neural es 18gico pensar gue los
factores neurales juegan un papel muy importante en la patogénesis
del Vitiligo en casos en los cuales tiene una distribucidn dermato-
mé&rica (38, 39).

Clfnicamente este tipo de Vitiligo aparece distribuido uni-
lateralmente, hay la pérdida de color de una gran &rea a 4reas aisla
das gue involucran una regién especffica inervada por una sola rama
del trigémino facial y/o los nervios intercostales (Fig. 3).

Las Areas afectadas terminan bruscamente en las &reas medias
del cuerpo usualmente su medida es mdxima y la extensidn y los rema—
mentes estacionarios en ese lugar sin algdn signo de provocacidén o
extensifn es un tipe relativamente raro representando solamente el T
(15).

Kuga.[BS] ha demostrado que en el Vitiligo distribuido der—

matom&ricamente hay un descenso en la sudoracién y una elevacidn de

la misma en la etapa tardfa, En el Vitiligo de distribuciéin no der-

matomérica la actividad de los nervios simpdticos no tuvé ningdn cam—
bio (15).
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Por microscopia electrénica se encontrd gue en algunas

&reas Vitiliginosas nabfa cambios degenerativaos en la porcién ter—

minal del rervioc periférico (41). Este descubrimiento proporciona

una base morfolégica para observaciones de los cambios de tempera-

tura de la piel. Lerner {2) sostiene que la hipopigmentacién es

producida por el exceso de un agente neurotdxico liberado en la
proximidad de un melanocito, este agente puede ser Norepinefrina

o alguna otra Catecolamina, liberada en mayor cantidad en las ter-—

minaciones nerviosas periféricas.

Vitiligo Qufmico o de Contacto.- Vitiligo Qufmico es el

nombre dado por la pérdida del pigmento en las manos de las gentes

qgue trabajan con detergentes, germicidas o gomas que contienen Mo-

nobenzoato de Hidrogquinona [2,15,30131). Algunos compuestos como

Monohidroxifenil y Dihidroxifenil tienen la propiedad de destruir

los melanocitos. Una vez gque el proceso de despigmentacién se ini

cia, la pérdida del pigmento ocurre en algunas partes muy remotas
al sitio inicial de contacto (15,30).

En la medida que los fenoles vinieron a tener un amplio.
uso desde 1867 cuando Lister (43) encontrs la utilidad del Acido
Carboxflico como antiseptico en Cirugfa, estudios posteriores han
demostrado que este Acido provoca despigmentacidn de la piel. E1
uso de desinfecta-tes gufmicos durante la dltima década del siglo
XX se2 ha difundido su usc por métodos relativamente efectivos de
control bactériolﬁgico de nuestro medio,

Los fenoles se han convertido en una ayuda casera popular

como desinfectante y son ampliamente usados en Instituciones donde

la primera etapa de la limpieza y desinfectacifn reduce favorable-
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mente los costos laborales,

Las fenoles son resistentes a prolongados calentamientos
y secados, dejan una pelfcula residual estable sobre las superfi-
cies tratadas, hacifndolas ideales para combatir la contaminacidén
suéerficial causada por microorganismos. Desafortunadamente la
adicién de los fenoles a los detergentes los ha hecho mds irritan—
tes para las personas expusstas a &llos debido a su penetracién a
través de la piel.

Las Sustancias Qufmicas que produce despigmentacidn inclu-—
yen 3 Tiéles, Catecoles, Quinonas, Mercaptoaminas, Compuestos Fend
licos, Derivados de Catecoles. .

La pérdida de la pigmentacién es el resultado de la inhibi-
cién de la Tirosinasa, enzima del interdior de los melanocitos (2,43)
necesaria para la produccién de la melanina a partir de Tirosina y
también a partif del efecto citotéxico, de los compuestos menciona—
dos anteriormente (43), En la Fig. 9 sé muestra la Qufmica General
de la vfa metabdlica de Tirosina a Melanina basada en los estudios

de Hempel, Swan y Nicolaus group. (From (2), with permission.)
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TRATAMIENTO

Para los pacientes con Vitiligo se dispone en la actualidad

de cuatro posibilidades terapéuticas:

1.-

3--

Blanquear la piel que rodea las placas de Vitiligo con el fin
de evanecer los bordes o, incluso ,eliminar 1a totalidad de la
pigmentacidén residual en los casos severos generalizados. Los
bordes de las lesiones pueden disminuirse mediante la aplica=-
cidn de Compuestos de Hidroguinona (Artra,Elquuin,Novo—DermE
quineona). Para eliminar el pigmento permanente es necesario
aplicar una crema de Monobenciléter de Hidrogquinona [Benoguin).
La aplicacifin de esta crema requiere de muchas precauciones ya
que puede producir la despigmentacidin de 4reas distantes de la
zona tratada.

Evitar completamente la exposicidn al sol,con lo que disminuye
la intensidad de la pigmentacidn normal en individuos de piel
clara y haciendo por consiguiente menos visible las placas de
Vitiligo.

Intentar la repigmentacién cutdnea mediante compuestos fotosen
sibilizantes habitualmente Psoralenos de uso tépico o sistémico.
Como norma general,en los casos snzque la piel afecta de Vitiligo
tenga una extencién menor de 10 cm puede utilizarse Psoralen t&§
pico;si la superficie afectada sobrepasa el 4% de la superficie
corporal se empleara Psoralen por vfa general complementindolo
con la accifn de la luz solar;si la superficie afectada es su-—
perior al S50% debe pensarse en la conveniencia de utilizar Mong
bencilé&ter de Hidroquinona.Es cpnveniente que los Pscoralenos de
aplicacién tfpica se apliquen al paciente en el consultorio con
la exposicién cronometrada subsiguiente a una ldmpara de luz

UV=A apropiada.
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Los compuestos de Psoralen, gque s encuentran al sstado natural
en distintas plantas, y gue ademds se producen en forma sintéti
ca, actfian fundamentalmente aumentando la respuesta cutdrea a
la accién de los rayos solares o UV-A (320-400 nm), tanto si se
aplican tépicamente como si se administran sistémicamente, por
esta razén el tratamiento debe ser gradual.

La administracidn general se inicia con 30 mg de Trimetil—-psora
len (Dermetrix) dos horas antes de la exposicién por espacio de
20 a 30 min. a radiacidn solar o radiacidén UV-A, ambas exposi-
ciones se aumentan 15 seg. por dfa, antes que alcance despuds

de cada exposicidn un enrojecimiento que se inicia a las 8 hr,
de haberse expuesto a la radiacién solar o UV=A y gue alcanza su
m&xima intensidad a las 24 o 36 hr. Si tras una hora y media
de exposicidn a la radiacidn no se produce el enrojecimiento es
perado, la cantidad de trimetil-psoralen administrado se pueds
aumentar gradualmente de 10 en 10 mg hasta totalizar S0 mg.

La repigmentacién de inicia alrededor de los folfculos pilosos,
extendiéndose y confluyendo progresivamente, E1 tratamiento debe
prolongarse durante un perfodo comprendido entre 3 y 18 meses y,
a menudo, durante varios arios. Las lesiones de la cara y del
cuello se repigmentan mfs fécilmente que las situadas a nivel de
las prominencias dseas, como dorso de las manos, codos y rodi-
llas. El tratamiento con Psoralen aumenta la tolerancia cutdnea
a los rayos solares y Uv=-A, gracias al sumento de la pigmentacidn
de la capa cérnea. En consecuencia puede resultar Gtil para au-
mentar la tolerancia a la accifin de la radiacién en los indivi-

duos de piel clara.
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Cuando los psoralencos se aplican tdpicamente (y Gnicamente so-
bre superficies pequefias) da, me jores resultados irradiar con

luz negra (360 nm). La exposicién, inclusc por un corto espa—-
cio de tiempo, a la luz solar intensa puede determinar la for-

macidn de ampollas.

La aplicacién de una solucién tdpica de methoxipsoralen al 1% (Der-

max)

a)-—

S I

d)e—

E)--

f)em

debe hacerse del modo siguiente:

Inicialmente se aplicard4 cada cinco dfas y posteriormente con
una frecuencia de 3 en 3 dfas.

E1l methoxipsoralen debe aplicarse con un algoddn dejéndolo se-
car por espacio de 1 a 2 min. y sefectuar una nusva aplicacidn
al cabn-da ese tiempo, |

Al cabo de dos horas se somete la misma 4rea a la accién de la
luz negra a 4 cm de distancia por espacio de 4 min, Puedse uti
lizarse cualquier tipo de 1l4mpara de luz de Wood, o peguefias
14mparas port&tiles de luz negra (p.ej.,UVL-21, de UV .Products,
San Gabriel, California) o simplemente tubos fluorescentes de
luz negra (p.ej.,F—408L;GE]).

La zona afecta debe lavarse con agua y jabdn despuds del trata
tamienta.

81 no se consigue la aparicidén del eritema (primeras manifesta
ciones eritematosas a las 24 horas despu#s de un eritema médxi-
mo a las 48 horas) debe aumentarse gradualmante la exposicidn
de 2 en 2 min, en las siguientes exposiciones, hasta alcanzar
la respuesta deseada.

Debe evitarse la exposicidn del &rea afectada a la luz soler
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por espacio de las 12 horas siguientes. S1 las lesiones tra-
tadas estédn en parte descubiertas,deben cubrirse con una capa
protectora de un filtro solar de Benzofenona (Uval). Los pro
ductos que contienen Benzofenona tienen un espectro de absor
cién amplio y protegen desde 250 a 360 nm, aunque por otro ‘
lado séflo ofrecen una proteccién parcial. Este tipo de pre-—
parados se desprende ficilmente de la superficie cuténea por
lo que debe aplicarse frecuentemente,

g).— Las lesiones pueden disimularse con la aplicacién de coloran
tes o cosméticos, tipo Covermack,que constituyen un excelente
magquillaje, Neo-Dyoderm que contiene anilina y dioxiacetona
o Walnut Stain Depelle.

4.- Otro tipo de tratamiento cuando la despigmentacién es incipien
te y no mayor del 10%, consiste en aplicacidn tdépica de poma—
das conteniendo glucocorticoides y al mismo tiempo administrar
tranquilizantes por vfa oral ya que se ha dado importancia al

stress psicolégico en la patogénesis del Vitiligo.

Los Psoralenos son compuestos furocumarinos de accidn fototdxi
ca que se encuentran al estado natural en muchas plantas inclu
yendo el "Ammima jus-linn"{planta de origen egipcio),la Umbelli
fere y la Bergamot. Adem&s se produce en forma sintética,actd-—
an fundamentalmente aumentando la respussta de pigmentacidn a
la acciSn de los rayas solares o luz UV=A,tanto si se aplican
t8picamente como si se administran sistémicamente, por esta

raz&n el tratamiento debe ser gradual.

Los Psoralenos m&s comfinmente empleados en nuestro estydio fue
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ron:
De aplicacién Fépica:
Dermox (8 Metox—psoralen)
Locoid (Butirato de Hidrocortisona)
Meladinina (Metoxi-fureno, cumarino)
Cartarquin (Cortisona, alquitrdn de hulla y quinoleina)
aplicado segin se explicd anteriorments.
D= uso Sistémico:

Dermetrix (Trimetil—psoralen)



II- MATERIAL
Y

METODO



e
I.- MATERIAL BIOLOGICO

1+— Cortes de Tejido

a) Cortes de Neva.Laos nevos obtenidos
para este trabajo se emplearon como fuente de células melénicas,
por lo que la seleccidn del nevo fue espec{fica.Se obtuvo de pa—
cientes con problemas de Nevos de Células Névicas (Lunares) que
acudfan al Servicio de Dermatologfa del Hospital Central "Dr.Ig-
nacio Morones Prieto de San Luis Potosi S.L.P,,La obtencién de es -
tos nevos se realiz§ mediante Técnica Quirdrgica especial los cua
les después de su extraccidn se congelaban inmediatamente en Nitro
geno Lfquido para ser transportade al Cridéstato,el cual conserva
constantemente una temperatura de -2000 que es la temperatura ide

al para cortes de tesjido.De estos tejidos se hicierdn cortes con-

gelados de 4 micras de grusor para facilitar la observacién al mi

croscopio de inmunofluarescencia,

b) Cortes de Hfgado de Ratén.El hfgado

se obtuvo de un ratén previamente sacrificado,conservéndose inme-
diatamente después a temperatura de -20°C en el Cridstato en donde
posteriormente se efectdan los cortes de 4 micras de grosor;estos
cortes se emplearon como fuente de Antigeno para la prueba control
de la Técnica de Anticuerpos Fijadores de Complemento por IFI.
2.~ Sueros

a) Sueros Problema. Se obtuviercon 25
muestras de suero problema de pacientes con Vitiligo,que se encon
traban en tratamiento y bajo observacién mé&dica periddica en el
Servicio de Dermatologfa del Hospital Central "Dr.Ignacio Morones
Prieto" de San Luis Potosf S.L.P.Las 25 muestras fuerdn enviadas

al Lab.de Inmunclogfa de la Esc.de Medicina de San Luis Potost,
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Las muestras de suerc fueron conservadas a temperatura de =20°C
por un parfodo no mayor de una semana bajo estrictas condiciones
estériles.

b) Suero Fuente de Complemsnto Normal.
El suero se obtuvo de personas sanas empledndose el mismo dfa,de
bido a que el complemento se inactiva a las pocas horas de haber
ce extraldo.

c) Sueros Controles. Se emplea suero
fuents de complemento previamente inactivado en bafio marfa a 56°C
ademds de suero positivo (1:100) de Anticuerpos Antinucleares de
pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado Activo.

3.= Conjugados de Isotioclanato de Fluoresc
eina.Anti-IgG, Anti-C3. Las observaciones importantes de estos
conjugados son las siguientess
E1l Isotiocianato de Fluarescencia (ITCF) es uno de los fluorocro-
mos mds empleados en la actualidad por ser altamente especffico,
tiens un espectro de absorcidn méxima a 490 nm y emiten fluore-

scencia de color verde. La f@&rmula de este fluorocromo es:
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El proceso de marcar o conjugar Anticuerpos con este fluorocromo im
plicé.la unién covalente de la fluoresceina con los residuos Epsi-
lon=Amino de Lisina y los grupos Aminoterminales de la proteina
(Anticuerpo). Estas uniones se 1llevan a cabo espontdneamente a un
pH alcalino y en esta forma es como se pronCB la conjugacién,
Posteriormmente se somete a dialisis contra 08BS y asf se elimina el
ITCF no unido al anticuerpc. Una vez hecho esto, el conjugado esté

listo para su caracterizacién.

Las caracteristicas principales de los conjugados son las siguien-—

tes?
1.~ Especificidad.
2.=- La relacidn Fluocresceina—Froteina (F/P),
3.—- La relacién Anticuerpo-Proteina (Ac/P).
ESPECIFICIDAD

Se refiere a la selectividad del sitio activo del anticuerpo produci
do, es decir hacia qué antfgeno estd dirigido este anticuerpo. De
los conjugados mencionados anteriormentey las Anti-IgG, Anti-IgA, An-
ti-IgM estdn dirigidas en contra de las cadenas pesadas que son ca-—
racterfsticas de tipo de inmunoglebulinas {Gamma). E1 conjugado con
actividad Anti-C3 se utiliza para detectar proteinas (Factor C3 del

Complemento) depositadas en tejidos.

RELACION FLUORESCE INA-PROTEINA
La cantidad de fluaresceina y de proteina en un conjunto, es propor-.
cionada usualmente por el fabricante., 0Oicha cantidad es del orden

da mcg y €l de proteina es de mg. La relacién fluoresceina-proteina



(F/P) se abtiene simplemente dividiendo ambas cantidades, esta re-

lacidn se puede expresar en peso/pesoc y en mol/mol, sisndo este ¢l-
timo més frecuente.

€s evidanta que mientras meyor sea lLa relacidn, serd més alto el
contenido de fluoresceina en los anticuerpos y asf-durante la obser
vacidn de estos al microscopio producirdn una mayor fluorescencia y
por esta razdn es necesario utilizar siempre en una detsrminada prue
ba conjugados con similar relaciédn F/P.

En base a la relacién F/P, los conjugados se calsifican an:

Bajo 1.0 a 1.4 (molar)
Intermedio 1.8 a 2,5 (molar)
Altc

Mayor de 3 (molar)

RELACION ANTICUERPO-PROTEINA

La oantidad de anticusrpo es tambidn usualmente proporcionada por el
fabricante. La relacién (Ac/P) indica la propesicién de anticuerpos
aspecfficos en relacidn con el contenido total de proteinas que con-
tiene al conjugado. Es acuerdo general el considerar aceptable un
conjugado sélo si la relacidn es mayor de 0.1 (106 de Ac).

Mientras mayor sea la relacidn Ac/P serd mayor la dilucidén que se

usa para sl conjugado. En general para Inmunoflucarescencia Indirec-
ta, se utilize a 25-50 mcg/ml.

SELECCION DE CONJUGADDS

La seleocidn de conjugados se hizo en base a sy especificidad, rela-
cidn F/P y cantidad de Ac, todas las cuales ya han sido descritas.



I1.- EQUIPO DE LABSORATORIO

1.~ Microscopio de Inmunofluorescencia.

2.~ Criéstata.

3.~ CAmara Himada.

4.- Centrifuga.

5.~ Termémetro.

6.- Potencidmetro.

7 .= Gradillas.

8.- Otros {porta—objetos, cubre—objetos, pipe
tas, 14piz diamante, jarras EBoplin, matraces volumétricos, vasos de
precipitado y picetas).

Breve desarrvlloc de IF y la importancia del Microscopio de IF emplea
dos en el desarrollo de Ac Fijadores de Complemento en el suero de
pacientes con vitiligo por IFI,

La inmunofluorescencia se basa en la utilizacidn de anticuerpos "Mar
cados" dirigidos en contra de la sustancia a detectar; asf por esjem—
plo =i se desea detectar un anticuerpo Anti-C3, como en el caso de
la bdsqueda de Ac i jadores de complemento.en pacisentas con vitiligo
que se desea detectar, este componente del complemento en la unidén
dermo-epidérmica de una biopsia. E1 antisuerpo se marca uniendo a &1
una sustancia que produzca fluorsescencia mediante un procedimiento
1llamado de conjugaciﬁn; De este modo si observamos que al afadir un
anticuerpo marcado con actividad Anti-C3 a una biopsia de piel (nevo)
la unién dermo—epidérmica, esto significa que existen depésitos de C3
en ese sitio de la piel.



TECRIA DE LA FLUORESCENCIA

La luz es una forma de energfa electro-magnética a la que se le de~

nomina radiante. Los electrones que se encuentran en orbitales de

enlace de moléculas orgdnicas, pueden ser excitadas por este tipo de
energfa. Este proceso de excitacidn implica un salto de electrdn

(o electrones) a un estado de mayor energfa, que en el caso de fluo=-
rescencia es casi siempre el denominado "de singulete excitado". La
vida media de este estado es muy corta, volviéndose al estado funda—
mental mediante un proceso llamado de desactivacidng este proceso pue
de llevarse a cabo por diversos mecanismos, uno de 8llos aes la smi-
sifn de fluorescencia y asf hacer que esa molScula en particular fue
ra no fluorescente, En vista que essto es muy frecuente, son pocos
los compuestos orgdnicos que tienen la propiedad de emitir fluores—
cencia. Cada molécula en particular es excitada m&ximamente por una
luz de cierta longitud de onda, denominindose a este espectro de ab-
sorcidn,

La fluorescencia tiene dos caracterfsticas notables, la primera de
&£llas es que desaparece casi al mismo tiempo que lo hace la radia-
cidn electromagnética excitadora y la segunda es que presenta el fe-
nédmeno de apagamientoj esto se refiere al hecho de que al someterse
a la luz excitadora un compuesto fluorescente, dste va perdiendo pro
gresivamente su capacidad de emitir fluorescencia, esto es debido a
fendmenos complejos no bien conocidos, dos de &llos podrian ser el
da autoexcitacifn que se produce al chocar las moléculas fluorescen—

tes, desactivéndose, sin emisidn de fluorescencia y el de autoabsor-

cifn que se produce al absorber un compuesto fluorescente, la misma

radiacidn qué astd emitiando,
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MICROSCOPIO DE INMUNOFLUOPRESCENCIA

E1l microscopio de inmunofluorescencia que se empled en el desarrollo
de la técnica de anticuerpas fijadores de complemento en pacientes
con vitiligo fue el "Microscopio de Inmunofluorescencia de Ilumina—
cifn Vertical" llamado tambidn de Epi-Iluminacién (Fig.11) descrite
en seguida:

Este microscopio difiere de un microscopio convencional en dos par-
tes muy importantes que son:
‘a) Fuente luminosa.

b} Uso de filtros.

FUENTE DE LUZ

Este microscopio utiliza fuente luminosa de alta intensidad, y las
l&mparas usualmente empleadas son de HalSgeno-Cuarzo. La fuente lu
minosa se encuentra entre los oculares y objetives y a través de
estos Gktimos llega al porta—cbjetos, implica adem&s el uso de es-
pejos dicrdicos que tienen la prupiedad de reflejar la luz excitado
ra y emitir la luz producida por el fluorocroma; en este caso los

objetivos funcionan como condensador, prefiriéndose el uso de cb je—

tivos con alto N.A (apertura numérica) ya que mientras mayor es &sta

. es mejor la iluminacidn,

UsO DE FILTROS
Son de dos calses:
| 1e— Filtros Excitadores.
2.= Filtros Barrera.

Los filtros excitadores se encuentran colocados entre los objetivos



Fig. 11 Muestra esquemdtica del microscopio de inmuno—

flucrescencia con sistema de Epi=Iluminacidén.

Filtro barrera

Filtro excitador

Luz flucrescente

Espejo dicrdico

Especie




y tienen la funcidn de eliminar la luz indeseabls, permitiends el
paso de la luz Cuya longitud de onda sea la ideal para excitar al
fluorocromo. Los filtros barrera se encuentran colocados entre el
portea-objetos y los oculares y tiene la funcién de impedir el paso
de la luz cuya longitud de oﬁda No corresponda a la producida por

la sustancia fluorescents y asf facilitar su visualizacidn.

Marca del Microscopio: AMERICAN OPTICAL (Spercer) con:
1+~ Iluminador Vértical 2070H.
2= La&mparas de Hal&geno-Cuarzo.
3= Filtros Excitadores BG-12.
4.~ Filtros Barrera 0G-51S.
S.= Espejos Dicrdicos.
6.~ Longitud de Onda S0G nm,

PREPARACION DE SOL. BUFFER FOSFATOS (PBS):

Na C1 6.798 g
Na_HFO | 1.478 g
KHPO 0.430 g -

Se colocan las sales anteriores en las cantidades sefialadas, en 500
ml de agua destilcda, se agita hasta disolver y se afora a 4000 ml,.
El pH deberd sar de .0.

PREPARACION DEL MEDIO DE MONTAJE:
Glicercl 2 partes

£BS 1 parte




Se realiza la mezcla anterior y se determina el pH wue deberd ser
de 7.0, Debido a la velocidad del medio no es posible hacerlo con

potencifmetros convencionales y en la prdctica se realiza con tiras

reactivas comerciales.
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TECNICA OE IFI CON FIJACION DE COMPLEMENTO

Gran parte de los anticuerpos activan ("fijan") al sistema comple
mento,actuando este sistema como amplificador de la respuesta in
mune humoral.As{ se sabe que un sdlo complejo Ag-Ac puede fijar
muchas moléculas de complemento.En ocasiones las té&cnicas de IFI
convencionales no son capaces de detectar un anticuerpo, debido a
que estos se encuentran en cantidades muy pequefas. Si este anti-
cuerpo es fijador de complemento, al unirse al antfgeno provocard
el depdsito de factores de complemento en el sitio que se lleve a
cabo la reaccién Ag-Ac.

La IFha aprovechado ese hecho y asf{ s{ es incapaz de detectar al
anticuerpo,puede en cambio hacer evidentes las moléculas de com-
plemento,ya que dstas se encuentran en mayor cantidad. Esto se
hace mediante la técnica de IFI modificada. En Vitiligo se han
detectado anticuerpos antimelanocitos sélo mediants esta técnica.
El procedimiento que se emplea es el siguiente:

1.~ S5 inactiva el suero problema incubéndplo a 56Ub por 30 min en

bafic marfa.

2.~ 52 hacen las siguientes diluciones del suero problema:

1:4,1:8 y 1:16.

1:1,1:2,

3.~ Se preparan laminillas de cortes congelados da un nevo pigmen
tado,

4.-Se coloca cada una de las dlluciones del suero sobre uno de los
cortes y se incuban a temperatura ambiente durante 30 mins.en
cdmara hdimeda. Se realizan ademds incubaciones con suero huma
no normal sin diluir y con un suero positivo a tftulos altos

para AAN.Estos sueros deben estar también inactivados.



5.~ Eliminar el suero con un chorro débil de PBS y lavar posterior—
mente en jarras de Coplin con PBS durante 10 min.

6.~ Eliminar el exceso de PBS con papel absorvente, evitando que
los cortes se sequen,

7.~ Cubrir los cortes con suerc humano normal {T.aente de comple-

mento) e incubar durante 30 mins. a temp. ambiente en cédmara

hiimeda.,

Be= Repetir los pasos 5 y 6.

9.- Cubrir todos los cortes con conjugado anti=C3 e incubar igual

que en 7.

10.~ Repetir los pasos 5 y 6.

11— Cubrir los cortes con laminillas cubre-objetos, colocando pre-—
viamente una gota del medio de montaje.

Observar al microscopio de fluorescencia. Se considera positivo si

existe tincién de las células melénicas.

£1 control llevado a cabo con un suero positivo para AAN sirve para

probar gue la técnica fue llevada a cabo correctamente. Este corte

debe mostrar intensa fluorescencia de los ndcleos (las AAN son usual

mente fijadores de ccmplemento).

El suero fuente de complemento se diluye 1:1b con una sol, de tris—

buffer 0,15 M pH 7.0 a la que se le afade Ca y Mg ambos a una concen

tracién de 0.0025 M,

La especificacidn de la reaccién puede comprobarse utilizando como

fuente de complemento un suero humano normal, pero ahora dilufdo en

solucidn salina. Si existe tincidn signi#ica gue esta no es especffica

ya que el suerc dilufdo carece de iones (Ca y Mg) necesarios para la

activacién del complemento y asf estos deben ser suplementados.
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El presente trabajo se realizf usando la tdcnica de Anticuerpos

Fijadores de Complemento por IFI para la bdsqueda de Ac Anti-Mela
nocitos en el susro de las 25 paclentes con-Vitfligo y que segiin
los expedientes clfnicos previamente revisados no presentaban nin—

guna enfermedad autoinmune.

La prueba de Fijacién de Complemento se efectud por varios pasos

secuenciales. Como se explica en la técnica de antiguerncs fijado-

res de complemento por IFI por medio de la cual se incubaron a tem—
peratura de 37°C cortes de nevo con suero humanc fresco previaments
inactivado a 55°C, esta sueru se empled como fuente de complemento
y fluoresceinato anti C=3, anticuerpos fijadores de complemento uni-
do al antfgeno en el sustrato fijador de complemento y fuerocn obser-
vadas al microscopio de fluorescencia equipado con epi=iluminacidén.
Los pacientes acudfa; a la clfnica del Vitfligo del servicio de Der
matologfa del Hospital Central "Dr. Ignacio Morones Prieto" y reci-
bfan Psoralenos tépicos y/o por vfa aral la radiacién UV—A convencio
nales con grados variables de &xito en lo que se refiere a pigmenta—

c¢ifn, En ellos se buscaron anticuerpos antimelanocitos fijadores de

complemanto por IFI.



IV-.RESUMEN Y CONCLUSIONES
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RESUNEN Y CONCLUSIONES

El propédsito de &ste trabajo es demostrar la presencia de
Anticuerpos Fijadores de Complemento por la Técnica de Inmunoflug
rescencia Indirecta en pacientes con Vitiligo,empleando como mégg
do de comparacién Anticuerpos Antinucleares por IFI con patrén po
sitivo.En Vitiligo se ha demostrado la presencia de dichos Anti-
cuerpos Antimelanocitos Fijadores de Complemento por esta técnica
que es especifica y de alta sensibilidad,basandose en otras Inves
tigaciones anteriores y segun la revisién de la bibliograffa.
El Vitiligo es adn una enfermedad cuya etiologfa y patogenia se
desconoce por lo que se trata en forma conservadora con aplicacidn
e ingestidn de sustancias fotosensibilizantes y la exposicidén ulte
rior a rayos solares o a ldmparas artificiales que emiten radiaci-
Sn uv=-aA (320-400 nm).
En algunos casos se ha reportado mejorfa con la aplicacidn tdpieca
de Esteroides aunado a la administracién de tranquilizantes por
via sistémica.
Se han postulado varias teorfas para la etiopatigenia de la despig
merntacidn muchas veces progresiva que ocurre durante el curso de la
enfermedad, sobresaliendo entre ellas la teorfa del "desgaste", la

"neurchumoral® y la de "contacto” por sustancias qufmicas que cau-

san despigmentacidn.

A partir de la era en gue se ha dado auge a la Inmunologfa se han

estudiado bastantes enfermedades de orfgen Autocinmune (ver cuadro
No. iI) y se ha notado una asociacién bastante frecuente de &stas

enfermedades en ¢l Vitiligo,lo que ha sido demostrado por otros



autores. En nuestro estudio no encontramos dichos anticuerpos,pero
&sto no obsta para qus en estudios futuras se logrse dilucidar si
afectivamentes la despigmentacidn en pacientes con Vitiligo ocurre
por dafno mediado por complejos inmunes que activan complemento a
nivel de Melanocitos, ya sea sn pacientes que padscen solamente
Vitiligo o en aguellos que sufren ademé&s de enfermedades de origen
Autoinmune.

Por otra parte gueda también la posibilidad de que sea una altera
cién genédtica a nivel enzim&tico o estructural en los Melanocitos
y que trasmita en forma autosSmica dominante con penetrancia varia
ble ya que se han demostrado antecedentes positivos hasta en 30%
de los familiares de pacientes con Vitiligo.

Esperamos gue estudios posterliores sobre todo en éstas dos dltimas
disciplinas logren dilucidar la etiopatogenia del Vitiligo para pg

der astablecer un tratamiento especffico y esperamos que mds efec—
tivo.
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