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¢) Estudio fotobiolbiigo

‘La exnloracién fotobioldgica practicada en nuestros enfermos permitid

- obtener los siguientes resultados.

Determinacién del MZD: (Luz policromitica -~ L&mparz de Henovia 150 ).

BEn todos los enfermos la determinacién del MED did resultados normales

situéndose el ¥SD en umbrales normales (15" --v1,65x102 /Mw/cmz/seg).

La administracién de DED (120" - 8x1,65x102/uﬂ/cm2/seg), dié lugar a
respuestas normales tanto en piel cuﬁierta habitualmente como en piel des
cubierta, excepto en los casos 1, 6y 7 en que la respuesta fué edematosa
(papulosa) si bien no se pudo constatar ninguna lesién especifica que pu-

diera considerarse como reproduccién de la lesibn.

Acoidn espectro: (Lémparéyde Hanovia 150 W - Filtros Schott Serie UG

¥y WG)(Monocromator tipo prisma - Magnus, I.A. y cols.). Bl estudio de la
sensibilidad de estos enfermos a las diferentes longitudes de onda de es-
bectro efectuadas segin las condicioneslde nuestras instalaciones no per-
mitieron establecer la existencia de sensibilidades anormales excepto en
- lo8 casos nos. 1, 4, 6, 7 y 10 en los que en la banda 290-320 nm. si bien
el umbral eritema era normal (10" - distancia £ - P 4 cm. - 1,25 x 102
/Aﬂ/omz/Seg) la respuesta era eritemato-edematosas
BEstos resultados de la exploracién fotobiolégica clfnica no aportan co
mo vemos ningfin dato definitivo sobre la etiopatogenia del hydroa y en es
»'te resultado decepcionante de la exploracién fotobiolégica coincidimos
con otros autoies (Mac Grae y Percy, Jaschke, Reinker y Frisch) que afir-

man que hasta ahora no se ha demostrado en todos los casos de Hydroa pu-



EXPLORACION  FOTOBIOLOGICA

CASO MED DED ACCION
ESPECTRO
J NORMAL RESPUESTA HIPERSENSIBILIDAD
PAPULOSA | A 2p0-320 nr1
2 NORMAL INORMAL NORMAL
J NORMAL NORMAL NORMAL
4 NORMAL NORMAL HIPER SEN S| BILUBAD
T A 2%0-320 NN
5 NORMAL  NORMAL NORMAL
6 RESPUESTA HIPERSENSIBILIDAD
NORMAL PAPULOSA A 250-320 NM
7 NORMAL RESPUESTA HIPERSENII BILIOAD
PAPULOSA A Nd.o,..NNe NM
8 - NORMAL. NORMAL NORMAL
9 NORMAL. NORMAL NORMAL
B | . | x%mwumzﬂzts
_ L (] ,
NORMA - NORMAL A 2%0-320 NN
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blicados ningunn alteracidn objetiva de 1z sensibilided a 1o luz en vi-

vo, oon unz meyoris de pruebas fotobvioldsicas normales,

Las alteraciones minimas halladas correspondientes a las respuestas
papulosas seiialadas para los casos 1, 4, 6, T y 10 freate a las radizcio
- nes de 290-320 nm. que corresponden sin embargo a umbrales normales, Zs—
tas alteraciones pueden superponerse al hallazgo de Schiff y Jillson aun
que evidentemente es dificil comparar objetivamenie exploraciones foto-~
bioldgicas diversas dada la diferencia de condidiones en gue sﬁelen prac

ticarse.

Como observacién final quisiéramos indicar que evidentemente el resul
tado de la exploracidén fotobiolbgica en cada Easo depende del momento en
que se practica puesto gue la sensibilidad del enfermo puede variar ex-
tremadamente seglin la localizacidn de las pruébas ¥ 1abevolucién de la
. misma entidad. Para explicarlo en forma més clara, el fendmeno fotobiolS
gico en el hydroa dependerfa de factores cqmparables é los que'se presen
tan en los oasos de porfiria y que determinan que también en estos enfer
mos si bien es incuestionable la fotosensibilidad, &sta no sea demostra-

‘ble en todo momento.

Daebemos ooncluir por tanto que no hemos podido establecer ningin pa~-

“4rén de fotosensibilidad'fijg y espec{fico de esta entidad.



d) Otres exploraciones

En relacibén a otras posibles exploraciones en esios enfermos creimos
que el problemz debia centrarse ante todo én las determinaciones de porfi
j rinas por la simple razén gue la ausencia de alteracién en el metabolismo
'de las mismas conétituye un parimetro primordial del diagnéstico del hy-
droa. Adem&s a2 lo largo de la historia de esta entidad, como Ya hemos vis
to,fel metabolismo de las porfirinas ha sido materia de gran discusidén en
tofno a la naturaleza-efiopatogénica de esta entidad, especialmente desde
que Fischer afirmé que "no habfa hydroa sin porfirinuria", afirmacién que
no ha podido ser totalmente rebatida hasta ahora (Mc Grae y Percy 1963)
(100).

En nuestro servicio disponemos de un laboratorio especializado en la

determinacién de porfirinas Técnica de Rimington (127).

Se efeotuaron en todos nuestros enfermos screenings completos de porfi
rinas en orina, sangre y heces., Determinaciones que siempre dieron resul-

tados normales,

Otro punto de controversia en relacién con el hydroa- lo constituye tam
bién la alteracién del metaboiismo aminoicido. Evidentemente dado que el
problema etiopatogénico;del hydroa parece insoluble y dado que también pa
rece evidente su relacién con el factor radiacién luminica, es 16gico su~
poner que todos los autores que han trabajado en este tema han intentado
por lo menos determinar una posible relacién de este proceso con altera-
ciones metabdlicas que pudieran condicionar fotosensibilidad, cuales son
ademés del metabolismo porfirfnico que ya hemos mencionado, el metabolismo
de los amino&cidos. Como sea que en investigaciones amplias realizadas en
enfermos fotosensibles se han observado alteraciones especialmente del me
tabolismo de la histidina, con excrecién urinaria elevada de la misma que

algunos autores (132, 133) quieren relacionar con el 4cido urocidnico, sus-
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OTRAS _EXPLORACIONES
PORF IRINAS |
CASO sahgre orin@ | heces AMINOACIDURIA
COPROPORFIRINA
] — 36 y /24 koRRs
2 - _
3 4 — -
4 — — —
| COPROPORFIRINA Py [5r|| 4 4-METR - HISTIDINA
5 — _— PROToPoRFTRT 3-METIL~ HISTIDINA
Yo y /gr: VALINR METIONINA_TTROSINA
6 + HISTIDINA
7 _ — —
8 — — —
9 — —_— —
10 — —_ —_
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tancia que actfia como absorbente de radiacidn U.V. en la caja cdrinea. le-
mos efectu=zdo estss determinaciones en nuestros enfermos con los resulta-—

dos siguientes:

llo se observa ningfin patrén de alteracidn excretoria de aminoédcidos
que permita caracterizar al hydroa ni vermita superar la accidn patogéni-

ca de una alteracién metabdlica de aminoicidos.

Las alteraciones halladas en dos de nuestros enfermos no pueden consi-

derarse como valorables por su inconstancia.
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e) Estudio de los mecanismos de reparzcidn del DA

Para realizar el estudio del estado de estos mecanismos en nuestros ca
sos de Hydroa (casos escogidos Nos. 4, 5, 6, 7, y 8) hemos procedido se-
. gin los métodos de Cleaver J.E., (1), establecidos para el estudio del Xe-

' roderma pigmentosum.

fara.poner en préctica dicha técnica se requiere el establecimiento

defcultivos de fibroblastos técnica que se describe a continuacién:

" Cultivo de fibroblastos

Para procedér al ocultivo de fibroblastos hemos ntilizado lzs técnicas
¥ procedimientos empleados por Cleaver (1) y mis tarde por Reed, Landing,
Sugarman, Cleaver y Melnyk (2) y Goldstein (3), Goldstein Littlefiel,
Soeldner (123) y Cleaver (67). .

Método.- Para establécer el cultivo se utiliza dermis procedente de
una biopsia cﬁténea de piel normal, recogida en condiciones de absoluta
esterilidad. De la misma se recorta y elimina el tejido graso y epidérmis
Y la dermis aislada se fragmenta.en pequeﬁas'porciones con unas tijeras,
Los fragmentos se implantan_en el fondo de un frasco de cultivo tipo Fal-
con. Una vez depositado se aliade a ocada frasco una pequéﬁa cantidad (1 -2
cc?) de medio de cultivbzuE14medic empleado .por nosotros es el siguiente

(be Vries (124)):

Para 1.000 ccot M.E.M. (DIFCO) - 95.gra.
Rojo Penol (DIFCO) - 0,02 grs.
HEPES Buffer (GIBCO) - 10 co.
Penil-Estreptomicina 100,000 uw.u.
Suero AB , ,
I~Glutamina (GIBCO) 10 cc.



CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Aspecto de las extensiones en fase avanzada de crecimiento
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Este medio de cultivo se equilibra a pd 7°4 alcalinizando si es preci-

8o con solucibén acuosa de KaOH 1N o se acidifica con Hepes Buffer.

Durante la primera scmana se cambia el medio de cultivo diariamente a-
- fladiendo cantidades progresivas de medio de cultivo. 4si el primer dia

se ahade OfS'cc. Se procura que esta cantidad de medio de cultivo impreg-
ne todo el fondo del frasco y seguidamente se deja este en posicibn verti
calfpara permitir una mejor adherencia de los fragmentos de dermis al fon
doJ A las 24 horas se ha préducido ya la adherencia. Se cambia el medio a
fiadiendo 1 cc. y se ponen los frascos ya en posicién horizontal correcta.
Sucesivamente se va afiadiendo m4s medio de cultivo a razén de 0°5 cc. més

por dfa hasta alcanzar 5 cc. Los cultivos se mantienen en estufa a 372 C.

A los 15 dfas de iniciado el cultivo puede observarse el crecimiento
dé los fibroblastos que empiezan a emerger del fragmento de dermis adheri
do y se extienden por el fondo. El cultivo se mantiene envestas condicio-
nes hasta que el crecimienfo.celular sea considerable, lo que permite paw
sar a la siguiente fase, el establecimiento de cultivos en monocapa. Todo

el proceso se realiza en condiciones de absoluta esterilidad.

Cultivos monocapa (Trinsinizacién)

Una vez el cultivo inicial de fibroblastos esti en buenas condiciones
de crecimiento puede procederse a su paso a monocapa en frasco adecuado

para efectuar la investigacién deseada.

Para someter a las células a irradiacién U.V., posterior marcado y fi-
nalmente autorradiograffa, debemos situar las células en monocapa sSobre
una superficie de'cubreobjetos que permita su irradiacién, y por otra par

te sea manejable para poder efectuar la aplicacién de las placas de auto-
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rradiografia. Con este objetivo hemos utilizado cfpsulas de Petri de 10
cm, de difmetro sobre.cuyo fondo hemos disruesto cubreobjetos de 32 x

24 mm. para que sobre ellos se adhieran las células.

Para conseguir esta finalidad procedimos a la tripsinizacién del cul
tivo inicial, Para ello se utiliza una solucién de tripsina al 0,55 en

1fquido de Hanks.
- La técnica es la siguiente:

Se decanta el medio de cultivo del frasco. Se afiade 1 cc. de sol. de
tripsina al 0°5%. Se mantiene durante 2 minutos y después se comprueba
8i las células han comenzado a desprenderse del fondo del frasco de cul-
tivo al que estaban adheridas. Ellocr se observa fdcilmente al microsco-
'pié esteroscépico viendo que los fibroblastos que normalmente tienen un
aspecto triangular o poligonal se redondean y empiegan a flotar en el

1{fquido.

En este momento se afiade 5 cc. de 1lfguido de Hanks para inhibir la ac
cién de la tripsina. Se pipetea para ayudar el desprendimiento de las cé

lulas, que se recogen con el liguido de Hanks.

Sé lava de nuevo el frasgo con 5 cc. de Hanks para reoogér células
que hubieran podido quedér y seguidamente ée precede a su lavado. La sus
pensién de células se centrifuga a 2000 rpm/10 mn., y se realizan dos sus
pensiones sucesivas de las células recogidas con lfquido de Hanks y lava

das con centrifugacién a 2000 rpm. ‘durante 10 mine
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Una vez efectuados los dos lavados las célulzs se resuspenden en 1
oc. de medio de cultivo, en esta suspensién se obtiene unz goiz cue se
tifie con cristal de violeta y se diluye mediznte una pipeta de recuento.
Se dispone de una cfmara de recuento y se efectla un contaje para deter-
minar si disponemos de una cantidad de células suficiente. Si obteneﬁos
5 millones de células, es sufieiente., Esta cantidad se diluye a razén de
500.000/cc. de medio de cultivo y la suspensién se dispone en la chpsula
de Petri con los cubres.

i

Irradiacidn y marcado

A les 24 horas de haber dispuesto la cépsula de Petfi con los cubres
se observa que los fibroblastos ya se han adherido a los mismos. Con su
proliferacién han de llegar a fofmar un sincicio reticulado que los cu~
bre completamente, De esta forma ya tenémos un cultivo monocapa que~pue~
de utilizarse para prosecucién de la experiencia. Se procede a la irra-

diacibén de estas células segin la técnica siguiente:

Una vez preparado el cultivo se decanta el medio. Se lava con liguido

de Hanks que también se decanta,

Se procede a la irradiacidn de las células adheridas a los cubres me-

diante un tubo de luz germicida con una longitud de onda predominante de
. : B .

2570 A con una iptensidad de 10 ergs/mm2.fSe destapa -la cépsula de Pe-

tri y se somete a una irradiacién de 50 seg. a 30 cm. de distancia.

Posteridrmente‘se aiiade para el marcado 5 cc. de medio de cultivo adi
cionado de Timidina marcada (TdH3R)(proporcionado por el laboratorio Ham
mgrsham) en proporcién de 5 por oc. de medio de cultivo, posteriormen
te se incuba durante 3 horas enlas condiciones habituales de mantenimieg

to (en estufa a 372 C) y en total oscuridad.
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A las'3 horas se retiran de la estufa y se procede zal lavado y fija-

cién de las células de la siguiente forma:

Se decanta el medio de cultivo 4 TdHE3R. Se lava con solucién moler de
Citrato sédico y Clk¥a de pH 7. Se fija con Ac. Acético y Etanol 3/1 du-
. rante 15 minutos. Se lava con alcohol de T0. Se secan al aire. Una vez

. fijadas las célules se recogen los cubres que se disponen sobre portaob-

' jetps como soporte y guedan preparados para la autorradiografia.

/

;Preparacién para Autorradiografia
Una vez los cubres estén recubiertos con las células fijadas, irradia
das y marcadas, montados sobre el soporte de un portaobjetos, se puede

proceder a la autorradiografia para poder obtener la imagen del marcado.

Autorradiografia

En estos filtimos afios se ha hecho un sorprendente progreso en el mejo
ramiento y utilizacién de la sensibilidad de las emulsiones fotogréficas
para registro de particulas atémicas cargadas tales como electrones, me-
sones, protones y particulas alfa. Actualmente se dispone de materiales
capaces de registrar particulas cargadas de cualquier eﬁergia, que tienen
ﬁna amplia aplicacién en todos los campos de investigacién cientifica,

iLa base de la técnica fotogréfica para.registrar huellas isotépicas
es la puesta en contacto con la muestra, tal como puede sefuna seccién
histolbgica conteniendo el material radioactivo con una pelfcula o placa
adecuadas., Despnés de la exposicidn y el procesado, la capa fotogréifica
revela la localizacién del material radioactivo dentro de la muestra. La

imagen as{ obtenida se denomina autorradiografia.
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Una de las aplicaciones m&s simples de la técnica de autorradiogra=—
fia es 1z del estudio de unaz mocroestructura de un tejido o dentro de
la microestructura de un elemento celular. La emisién de electrones a
gran velocidad a partir de los 4tomos maorcados produce la ionizacién
de los granos de aluro de plata de la emulsidén y los hace revelables,
demostrando después del proceso la distribucidén que ha adguirido el e-
lgmento radioactivo.

f

Como sea que el registro final deberéd ser examinado al microscopio
én la técnica de autorradiografia debe también conseguirse un,buenvg:g
do de resolucién combinado con una alta sensibilidad del material fotg
grifico. Este problema ha sido resuelto mediante el uso de material a-
decuado especificamente al registro de partficulas nucleares, de alta

sensibilidad intrinseca, grano fino y concentracién muy elevada de alu

ro de plata en una emulsidén sobre gelatina.

Este tipo de emulsién es particularmente adecuado para la autorra-
diografia.de'microsecciones Ya que proporciona una alta resoluciém com
binada con una gran sensibilidad frente a las partfculas atémicas car-
gadaS. A causa de la divergehcié de las particulas que se originan y
su diseminacién dentro del mismo, se ha calculado queies necesario un
eSpesorbméximo de 5 micras o menor para una resoluciéﬁ Sptima. Se han
sﬁgerido diversas técﬁicas‘para la autorrgdiografia d§ microsecciones,
De acugrdo con ello el porte puede colocarse sobre la capa de emulsién
fotogréfica o bien apiicar la capa de emulsién sobre aquél, probablemen
te el método mis conveniente es una pelfcula o placa despegable (Strip~

ping film).
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La casa Xodak fabrica dos tipos de placas para la técnica de "JStrip-

ping" la iR. 10 y la AR. 50.

La placa AR. 10 tiene unz emulsién més lentz y de grano fino (Fine-
grain autorradiographic Stripping Plates), mientras que la AR. 50 (Past
Autorradiographic Strinping Plates) tiene una emulsidn més rénsida de
grano mis grueso.bsta segunda es muy apropiada si se requiere una rapi-
dez intermedia entrc la placa AR. 10 y la placa radiogrifica de doble ¢
mulsionado. La velocidad depende enteramente del isétoro radioactivo
que se emplee, es decir, de la energia de los electrones a particulas |
alfa emitidas. Como guia indicaremos que una placa AR. 50 posee una ve-—

locidad superior a la placa AR. 10.

Estos materiales poseen una capa de emulsién muy fina adherida a un
soporte también muy fino y se puede despegar globalmente de otro sopor-
te temporal y transferida sobre la preparacién. Este segundo soporte es

necesario por cuanto la capa de emulsién de solo unas micras de espesor

- se dafiarfa muy f&cilmente y seria imposible manipular. En la placa AR.

10 la emulsién es de un espesor de 5 micras reforzada por otra capa de
gelatina de 10 micras. En la placa AR, 50 la capa de emulsidén es de 12

micras transportada sobre un soporte de gelatina de 10 micras,

De esta forma la emulsién se puede poner en contacto permanente con
la preparacién ya que. las soluciones para su procesado puede atravesar

la capa de gelatina.

Técnica: El procedimiento empleado en la técnica de la autorradiogra
fia utilizando las placas descritas es como sigue. Se corta sobre la ca
pa de emulsién un 4rea suficiente para cubrir la preparacién entera de-

jando alrededor un margen de menos de 6 mm. El portaobjetos que sostie-
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ne la preparzcidén conteniendo el isétopo radioactivo se coloca entonces
en el fondo de una cubeta de cristzal llenz de agua destilzda. Lo emul-
8ién y su soporie de gelatina se desprenden entonces de la placa de
cristal que constituye el soporte temporally se depositan sobre la su-
perficie del ague con la emulsidén cara abajo mirando la preparacidn.

Al entrar en contacto con le superficie acuosa, la pelicula desrpegada
S8e arruga primero y se extiende més tarde gquedando completamente aplana
de. Se debe dejar gue la pelicula se esponje durante 2 o 3 minutos v en
tonces se saca del agua levanténdola con el portaobjetosique previamen—
te hemos depositado en el fondo de la cubeta. El portaobjetos se levan
ta en wn 4ngulo de unos 30 grados de forma que el contacto con la peli-
cula sea inicialmente por el borde. De esta forma una vez se efectida el
primer contacto la pelficula se adhiere después espontaneamente sobre el
portaobjetos escurriéndose simultaneamente'el agua a medida que vamos
extrayendo la placa y el portaobjetos del agua. Una vez queda la pelicu
la bien aplicada sobre la preparacién debe procederse a su secado en ci
mara hermética y mediante una corriente de aire frio, y posteriormente
se incuba en una caja hermética con un desécante durante los dias que
deba prolongarse la exposicién. La temperatura dentro de la caja no de-
be exceder de los 21 grados. La exposicidén puede requerir desde unos
cuantos dfas a varias semanas, dependiendo de la actividad del isétopo
radiocactivo y su vida media.

Iluminacién de seguridad: Hasta la fase de fijado, las placas AR.10

¥ AR.50 y las capas de emulsién transferidas deben ser manejadas bajo i
luminacién de una pantalla de seguridad Wratten, serie I (rojo). Para
la AR.50 solamente se puede trabajar con una iluminacién de seguridad

m4is brillante mediante el uso de una pantalla Wratten, serie 6B (parréy
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Cuando se emplee AR.10 en lus técnicas de contzje de grano se reco-
mienda que no se permita incidir sobre la placa més que la minima canti

dad de luz posible hastz comnletzar el fijado.

Frocesado: Jurante y después de la exposicidn, la capa de emulsién
permanece en contacto con el especimen y la preparacidén compuesta gueda

r4 inmersa en las diferentes soluciones procesadoras. Al ser el contac-

to permanente se podrid obtener un registro adecuado.

/
i

El revelador general recomendado para ambas emulsiones es el Kodak

D19 B sin diluir.

REVELADOR KODAK D-19 B

Agua, aprox. 50 2 Coevovocosnonnsecscassancanas 500 . cc,

Agente Revelador Kodak EloNesessesescosnscenss 2.0 grms.
Sulfito 56dico KodakK, 5€COssessssssssscssssncs T2.0 grms.
Hidroquinona KodaKeeeesooossooosssoscccssasoes 9.0 grms,
Carbonato Sédico Kodak, monohidratadoescecessss 50.0 grms.,
Bromuro Pot&sico KodaKesssooeoenoesonoosoccios 4,0 grms,

Agua fria hasta haCelessessssosoosscoscssssssane - 1}0 litro

Si la exposicién ha sido suficiente la resolucidén Sptima se obtendréd
con estas emulsiones revelando durante no:m4s de 5 minutos a una tempe-
rafura de 20 grados en dicho revelador. No obstante cuando se dude de
Bi la exposicién es adecuadz, pueden ser necesarios tiempos de revelado
mayores para aumentar la rapidez efectiva de la emulsién. La emulsién
AR.10 es de tal flexibilidad que permite emplear tiempos de revelado
hasta '~ 20-30 minutos proporcionando un incremento sustancial de la ra
pidey efectiva con algin sacrificio de la resolucién. Con la emulsién

AR.50 se deben dar 10 min. como tiempo méximo con el mismo revelador.
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Parg neutralizar cualguier exceso de revelador el es:ecimen y la e-
mulsidn adherida deben sumergirse en un bafio de aguz limpia a 192-21%
por un periodo no inferior a 30 segundos y se procede después a 1z fija
cién a2 la misma temperatura en unz solucién de Fijador &cido répido du~
rante un tiempo doble al reguerido para la clarificacién. Finzlmente se

lava con agua corriente durante 2 -3 min. y se seca al aire.

/ Las placas empleadas por nosotros han sido tipo AR. 10.

/
i

PLACAS AUTORRADIQOGRAFICAS KODAK DE GRANO FINO TIPOQ STRIPPING AR, 10

ETAPA SOLUCION : TIENPO TEMPERATURA
1.Revelado Revelador Kodak D-19b 5 min, ’ 20 ¢ €
2 .Paro Agua corriente 30 seg. 18-21 ¢ ¢
3.Fijado Fijador Kodad - 18-21 ¢ ¢
4.Lavado Agua corriente 2~3 min. 18-21 ¢ ¢

5e«Secado Lentamente con aire filtrado ——

El tiempo de fijado debers ser el doble de lo que tarda la pelficula

en clarificarse.,



Valoracidn de lz técnica sutarradiosrifica del "Dark renair"

Método para evidenciar el funcionazniento del mecanismo de "Dor re-

pair" mecdiante téonica de iutorradiografis (Cleaver, 1968){1).- B1 fa-

llo de la reparacibn por replicacién se puede evidenciar vrocediendo
con la siguiente técnica autorradiogréfica. Los cultivos de fibroblas-
to0s obtenidos segin el método antes descrito se irrsdian con una dosis
detérminada de luz U.V., se marcan con TdR=H3 durante 3 horas, se fijan
Y se procede a autorradiografia. En los cultivos de fibroblastos norma-
les se produce con cualquier dosis de irradiacién un marcado del 100%
de las células. En cambio en los cultivos de enfermos con xeroderma pig
mentosum por ejemplo, el indice o~p6rcentaje de células marcadas no su-
fre variacién alguna ni después ni antes de la irradiacién, segin puede
evidenciarse con la autorradiografia después de la 12 semana o mis de
eiposicién. En el caso de fibroblastos normales en que el porcentaje de
marcado después de la irradiacién es del 100% de la poblacién celular,
se obeérva.la presencia de dos fracciones de células, una muy densamen-
te marcada y otra compuesta por células ligeramente marcadas. Lag prime
ras corresponden a la misma fraccién de células que en el control no i-
rradiado ya aparecen marcadas. Por tanto en las preparaciones irradia-
das corresponderfan a las células que se hallaban en la fase 5 en el mo
meﬁto en que se adicione ellmedio de cultivo con TdR-H3, correspondien-
do las restantes a células en otras fases (Gl, G2 o mitosis). En estos
casos la incorporacién de TdR-H3 en estas;fases (61, G2, o mitosis).ré-
preéenta por tanto la objetivacién durante la fase S pero en este caso
queda camuflada por la gran cantidad de TdR-H3 incorporada por la repli

cacién semiconservadora normal, del DNA de la célula.
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La informacién mas importante cue la evidenciacidn autorradiogrfifica
del funcionamiento del mecanismo de reparacién nos procuraré, vendré‘dg
da complementarizmentie por el contaje de granos sobre los nidcleos de
las células ligeramente marcadzs. El ndmero de granos representg una
funcién lineal cde la cantidad de I'dl-H3 incorporada. Como sea que la ma
yor parte del dafio biolégico que la radiacién U,V. produce a nivel del
DA se supone es la formacién de dimeros de Timina, la relacidén de dosis
nimero de granos puede estimarse como traduccidén del nfimero de bases
nuevas insertadas. Asi por ejemplo tenemos que una dosis de 100 ergs./
mm? convierte un 0,5% de bases timidinicas en dimeros y la mitad de ells
son escindidas en las c¢élulas de los mamiferos normales, hallamos gue
ello se traduce autorradiogréficaméﬁte en la aparicién de unos 37 grancs
por nficleo marcado en las fases Gl y G2 tras una exposicién autorradio-
grifica de T dfas. Con estos datos podemos establecer unos parimetros
cuantitativos que nos permitiréin extraer consecuencias objetivas ce mes

tras experiencizs. Como datos en orden a posibles comparaciones y esta-~

blecimiento de coniroles tenemos:
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VALORES DE LOS CONTRGES DE ERANULACIONES
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Resultados oblenidos en nuestra investigacidn

Siguiendo pucs la técnica descrita y una vez establecidos los culti-
vos en monocaza, fueron irradiados con uha dosis de SOO.ergs/mm2 de 254
nme y otro cultivo se mantuvo con control sin irradizr. Se aliadié des-—
pués de la irradiacidn medio de cultivo con Td2-H3 manteniéndose en in-

cubacién en la oscuridad durante tres horas,

En los cultivos de individuos normales los mecanismos de reparacidn
actuaron con normalidad, produciéndosegﬁj@spreparaciones irradiadas una
reparacién de un 100% (es decir, todos los niicleos celulares aparecie-
ron marcados). De la poblacién celular poco marcada (Fase Gl, G2 o0 S) y
que es la que con la incorporacién de timidina traduce la actuacidén de
los mecanismos de reparacién sin actividad de replicacién semiconservea-
dora normal, se practicé un estudio de los nificleos procediéndose al con
taje de granos incorporados con el resultado siguiente:

Fibroblastos normales: Nimero de grinulos 476.

En el caso del enfermo afecto de Sindrome de Rothmund-Thompson 1la
replicacién también fué de un 100% y el contaje de granulaciones en los
nicleos dié como resultados

Ne de granulos: 384.

En el caso del Xerfoderma pigmentosum se observé que la irradiacién
‘en tas condiciones indicadas no producfan un aumento del nilmero de célu
las marcédaé quevse mantenfa en una cifra de un 1l% como en las prepara
Eiones de control. El contaje de las granulaciones en estos nGcleos mar

cados dié el resultado siguiente:
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Ne de grénulos: 170,

Los cinco cultivos de fibroblastos pertenecicntes a los enfermos de
Hydroa aestivalis o vacciniforme fueron estudiczdos en las mismas condi-
ciones, Después de lz irradiacidn no se observd un marcado evidente de
los nficleos celulares que' solamente a gran aumento (100 x ) vermitfan
descubrir 1la presencia de una granulecién minima en ei 90> de los mis-

mos.

Los contajes repetidos de estas granulaciones dieron como resultado

las cifras promedio que se tabulan o continuacidn.



FIBROBLASTOS PORCENTAJE N® de éRANULOS

(1RRODIRDOS - 500 cps/rm¥ DB MUCLEGS
B e e e —————e e )

NORMALES (3) 4100% Y76

- SIND. ROTHMUND-THOMSON (4) | 400% 33y

 YERODERMA PI6MENTOSUN ({) A1% 430
Hyporon 4  (CRso ) 0% 75
Mvorop 2 (CRso ?) - 90% 3Y
FyDROp 3 ((Rsd ¢) 9% 5
HYOROR Y ( (RSO §) " 90%, q2

Hyoron & (Chpé) . - | o | 9.
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Las im&zenes gue aportomos a continuzcidn corresponden:

P4£.158 : Fotografiess ée un campo cuzlquiera de los cultivos en monoca-
pa de fibroblastos correSpondiEntes segin se indica a tres sujetos nor-
males, 2 un enfermo afecto de sindrome de Rothmund~?hompson ¥ & un en-
fermo afecto de Xeroderma pigmentosu, antes y después de ser sonetidos
a la accién de la luz. Zn este segundo caso las fotografias fueron tonma

das después de lz incubacién de tres horas segiin la técnica descrita.

oy ol . "

P5g.159 : Fotografias de un campo cualquiera escogido al azar de los
cultivos en monocapa de fibroblastos correspondientes a cinco de los en
fermos afectos de Hydroa estudiados antes y después de haber sido irra-

diados tal como esti indicado.




REPARACION POR EXCISION ("DARK REPAIR")

CULTIVOS DE FIRBOBLASTOS CONTROL

Individuo normal

Individuo normal

Individuo normal

Sindrome Rothmund-
Thomson

Xeroderma pigmentosum
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REPARACION POR EXCISION ("DARK REPAIR")

CULTIVOS DE FIBROBLASTOS DE ENFERMOS AFECTOS DE HYDROA

ANTES DESPUES DE IRRADIAR
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Las imfigenes siguientes corresponden a'lmsampliaciones fotogrificzs
practicadas sobre los nicleos marcados de forma cue se posibilite el
contaje objetivo del nlimero de granos correspondientes a moléculas de
Timidina marcada incorporadas a los nficleos después de la irradiacidn e
inewbameitnenmmediorde eultivo con dicho componente radioactivoe.

Istas imfgenes constituyen la materializacidén autorradiogréfica y fo

S

togréfica del ”I)W?@PW\ segin la técnica empleads y ya descrita.
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CONTROL -~ FIBROBLASTOS NORMALES

T ¢
-+ t 4 t A g m t wﬂ
. wya ! gaeaisy . ! [$ 494

L $4 bid & 4 b
SsEASEresE
. [} I supNEENn 3 t anese P13 - t1 1311
. T T 3 355 RS e Azt isRRen
. . . HH dtpasrnd Re t ‘ pite FERREN
. HH T iE : T
‘ passypaszises '] s EREsetin HEATIT Y 113 M. a0

*
;
3
)
1

.
[
*

+
e
i

T

F
e

By
. i
. . H gazs ST T
33T 1 ! r@ TR ned
APEN v 44444 . [ e | ‘ ¢ YNL b4 4
T » upaww Wewsgns BesSuLTeESoEEysARLTY PRy SRpATSSSHY Fagseypuzy
pusgs Eaei shis Hii1ds sggaduddnugi ygtssas piele .. IRRe i et innss
Hyiiyids spengifsuiyses 1 seglyl gesteseaniian Hiunr
H 1l i I e BT LTI i N IR TERR BRR
HiH & T S EpaRq byssd
uss = g o awana . "o
H HH T i | shesiisesls HHHE
Espdguani n 4 Rgbiy et TIRE
3 F 3+
b4 o
: 1
puw T
i I =
wYNRERR pUESH T
gt I nd
1
.
. T 1 SN e
r a8 i
a
14 T3l
1
gagyae
T T
L begiet et =
5 BIRss RN
! ERE
13
i u . ; E

I

T

H -
' {17 5
1 ¥ H T
3 ¥ H 1 ESaavy
1] 3 SRERNE L4
7 H Fi 4 b 444
. FTHH H

H b 111 0

']

L]
e

e
Shass

[ ]
]
.
K
L
H

rt

Lo e
i
ke
o




—~162-

SIND, DE ROTHWUND -~ TEQRSON:
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HYDROA- VACCINIFORME

3o
1

. ' . 1
: ritrt e s 1
™ : Iy HT Tt 588
_ i : e Seniastievlseats
- 1
*o- | F +
° “ ” T e
. . + RBERN
THH th H
L ] Fod
L 0 t
A‘ +4
++4 -1
HH H
siiis b
i - }
L }Hm
Easaitantl !
: Tttt
1 " +
_ 58 g T SREERYES 2Lagibies FHT
BB pEl 28ud 1 5 Py 3 1 : -
1 e T i us
| 1 St sEpatase . 5
T 4] o L3l T
1 i IRV 3 3 8 wWL
§ e T ;!
3 4 : = i1
shit a1 s -
NRE ey [ A e
RO @ﬁ. HikE
E=Rptisaal itz oats) +
SUANY A N1 9% pe 1337 -
s ﬂw*Wuw Fesa m.uul H !
b RAEEALE ﬁ w& S
- % + : : +
¥ H g T
H ,?ﬁnq 1is i 35 i
SHE B k L
: ‘.Uk 1 - 3
1 4
+ JPiate
T
+
§ SR
D I11 th Nr
1.
Ay f S




-—165—

HYDROA VACCINIFORME
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Incorporscin de Timidina m recada en los liafocitos de enfermos zfco-

toc de Hydroa vacciniforme,

La investigacién de la incorporacién de itimidina marcadz en los lin-
focitos en una técnica comparable a la estavlecide por Cleaver fue reo~
lizada por Herkay, Tamasi y Usongor (1973)(129). Estos autores procedig
ron mediante una técnica personzl gue consistiz en la irradiacién de
linfocitos suspendidos en una solucién de Dextrano y contenidos en una
oépsula de Petri con dosis progresivas de radiacién U.V. (260 nm.). Pos
teriormente estos linfocitos irradiados se incubaban a 372 C en medio
de cultivo Parker TCrl99 adicionado de 1O~3M de Hydroxyurea como inhibi
dor de la replicacién semiconservédora y Timidina tritiada. Después de
una incubacidén de 4 horas los linfocitos pasaban a suspenderse en 1fgui
do para centelleo y a la lectura de lz radiacién incorporada después de .

lavados previos con solucién salina y de TCA al 5%.

Baséndonos en la técnica empleada por estos autores practicamos en
nuestros enfermos (casos 4, 5, 6 ¥y T) un test de incorporacién de timi-
dina a los linfocitos para establecer la tasa de incorporacibn relativa
de timidina tritiada en alinfogitos no‘irradiédos ¥ linfocitos irradia-

dos con dosis progresivas de radiacidén U.V. (254 nm.).

Técnica del test linfocitario

—

“

En la seccién de Inmunologfa dermatoldgica de nuestro servicio diri-
gida por el Prof. Castells Rodellas se procedid a la preparacidn de los

Y
cultivos linfocitarios de la siguiente forma (125):

Se procedid a la extraccién de 20 cc., de Ssangre venosa con heparina.

A esta sangre se aladieron 40 cc. de PBS., En otro tubb aparte se dispu~
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sieron 5 cc, de Fico}l-?iélograf a los que se aladieron lentomente de-
Jando resbalor vor la pared del tubo T cc. de la sangre exiraida adicio
nada de P35. Se procedid entonces a su centrifugado =z 1300 rpm. durante
20 min. Con ello se separan -en distinteas fases los componentes formes
heméticos. Se extraen>entonces los linfocitos gue han quedado separadoss
Se procedid entonces a su centrifugado a 2000 rpm. durante 10 min. ¥y se}

lavaron posteriormente dos veces con PBS,

Entre tanto se habian preparado aparte sendas cépsulas de Petri a
las que se a‘iadieron 5 cc. de linfocitos suspendidos después de lavados

con TCC 199 adicionado de 20% de suero AB. (500.000 cels./cc.).

Estas cipsulas de Petri se utilizaron entonces para proceder a la i-
rradiacién de estos linfocitos con las siguientes dosis: 500 ergs./mm2

¥ 1000 ergs./mm2,

Una vez irradiados se afiadié timidina tritiada ( 10 }ACi/cc.) Y se

dejaron en incubacidén durante 3 horas,

Finalmente se recogieron los cultivos ya incubados, se procedié a su
lavado con solucién de Hanks y centrifugado a 2000 rpm. durante 10 min.
para resuspenderlos en lfquido de centelleo y proceder a las lecturas

en un Packard 3000. = -~
Resultados

Los resultados obtenidos en este test se han traducido en una grafi-
ca de incorporacién relativa en funcién de la dosis de irradiacién reci
bida. En los linfocitos de individuos normales los mecanismos de repara

cién del DNA que funcionan normalmente.dan lugar a una incorporacién de
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timidina progresiva al aumentar la dosis de irradiacidn, lo cue se ira-
duce en una curvz ascendente. s decir lz tase de incortoracidén releii-

va es una proporcién directa de la dosis de la radiacidn recibida.

Zn nuestros enfermos en cambio, estas curvas muestran un perfil des-
cendente o se aplanan, es decir, traducen unz falta de incorporacién de
timidina en los linfocitos subsiguiente al estimulo de la radiacién ad-

ministrada,

Las grificas obtenidas fueron las siguientes.
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Conclusidn

De los resultados de los tests de incorporacién de timidina a los
cultivos de linfocitos se deduce que coincidiendo con los resuitados
obtenidos en las autorradiograffas de los cultivos de fibroblastos, en
los linfocitos también se produce un déficit de incorporacidén de timi-
dina, por tanto existe una alteracién de los mecanismos de reparacién

del DNA.
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Resultsdos teranénticos

Iste test més simple nos ha permitido por oira nurte valorar los re-

sultados de lz terapéuticz ensayada en estos enfermcs,.

En el tratamiento de esta afeccidn y vista la ineficacia de los tra-
tamientos habituales de las dermatosis lumfnicas, ensayamos la terapéu—
tica sugerida por Londofio (130) para el tratamiento del prurigo actini-
co. Bl tratamiento fue posible en cinco de nuestros enferinos & los que
se ﬁrescibié uns dosis inicial de talidomida de 7 mgrs./kgf/dia. En tres
de estos casos la mejoria se presentd a los pocos dfas de tratamiento,
remitiendo las lesiones progresivamente hasta su total desaparicidén en
el espacio de unas dos semanas, lo gue permiti$ unz disminucidn progre-
siva de la dosis hasta establecer como tratamiento de sostén una dosis

de 25 mgrs./dia en total.

La dificultad en la obtencidén de este férmaco obligaba en muchas oca
sioneé a la interrupcién de la terapéutica lo aue nos permitié observar
que una vez suspendida la medicacién sebproducia una recidiva de las le
siones a corto plazo por lo que hemos de considerar que el efecto tera-

péutico de la talidomida es puramente transitorio.

Sin embargo la eficacia del mismo es evidente y se traduce incluso
en la modificacién del test 1infocitario;fcomo se pudo comprobar en los
casos 5 y 7. En estos enfermos una vez regreSadas las lesiones clinicas
y sometidos a la simple dosis de sostén de talidomida, se practicé un
nuevo test de incorporacién de timidina a los linfocitos para comparar
su resultado con el obtenido antes de iniciar la terapéutica, es decir

en la fase de estudio.



o] )

in estos eafermos el tratamiento producia durante su administracién
una tendencia a la normzl incorporacién de timidina con curves ascenden
tes en las gréifices establecidas, gr&ficas cue aportamos a continuacién
¥ que pueden compararse a las aportadas anteriormente nara los mismos

CasosS.
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PARTE IX - COXCLUSIONES
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a) Desde el ~unto de vista clinico

El estudio de nuestros casos nos permite concluir cue los aspectos
clfnicos de la entidad no son uniformes. Destaca entre los factores de
diversidad la multiplicidad de las posibles localizaciones de las lesio
nes con aparicién de elementos lesionales incluso en partes de la super

~ ficie cuténea habitualmente cubiertas,

‘En segundo lugar la morfologia de las lesiones tampoco es uniforme y
podemos describir una forma major, una forma minor, una variedad con ca

cécter impetigoide,

Por otra parte se describe un cuadro clfnico muy peculiar dentro del-
polimorfismo clinico del Hydroa, cual es la forma de Hidroa periorifi-
cial. '

b) Histologia

El estudio de 1as>1esiones de nuestfos enfermos nos ha llevado al es
tablecimiento de unas caracterfsticas histoldégicas perfectamente defini

das y que hasta el momento no hablan sido fijadas de forma clara. Histo

légicamente el Hydroa vacciniforme es un cuadro histolégico uniforme de

—

finido por:
1) Una secuencia lesional caracteristica y monSiona.

2) Esta secuenoia lesional tiene como punto de partida una lesién

- primaria dérmica papilar.



-1 77-

3) Esta lesibn se sigue de una destruccién nrosresiva del dernis DO
pilar con aparicién de angeitis leucocitoclésica y formacién de

ampollcs subepidérmicas,

4) Finalmente se presentan las lesiones epidérmicas cue de forma si-
multénea o probablemente de forma consecutiva llevarén = la des—
truccién de la epidermis y formacidén de una ampolla intraepidérmi

ca (dobles ampollas).

'¢c) Fotobiologia

La exéloracién exhaustiva y repetida de nuestros enfermos desde el
punto de .vista fotobiolbSgico no nos ha permitido establecer ninguna al-
teracién especifica de la sensibilidad luminica de los mismos coinci-
diendo estos resultados con los obtenidos por los diversos autores gue
han estudiado especificamente 1la fotosensibilidad de los enfermos afec-—

tos de Hydroa vacciniforme.

Sin embargo co@o finico dato valorable recogemos la existencia en
nuestros casos de una sensibilidad aumentada a las radiaciones de la
banda eritrégena (280-320 nm.); en el‘SO%’de ellos (casos 1, 4, 6, 7<y
10).

'd) Otras exploraciones s .

3n las entidades olfnicas en las que etiolézicamente se sospecha 1o
presencia de una fotosensibilidad deben estudiarse aguellos factéres me
tabdlicos que puedan condicionarla. As{ el metabolismo de las porfiri-
nas ha sido el punto de estudio y de confusién en el caso del Hydroa

Vacciniforme. ‘ ' _ .
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El "screening" completo de porfirinas que se ha practicado en nues-—
tros enfermos nos permite concluir-que no existe en ellos alteracién

ninguna de las porfirinas,

Asimismo el estudio del metabolismo de los amino&cidos que también
puede implicarse en las alteraciones de la fotosensibilidad esnecialmen
te en enfermos de corta edad, es normal. Los hallazgos en los casos 5 y

6 no los consideramos valorables dada su inconstancia.

e) Diferencias entre la czptacidén de timidinz de los fibroblastos non-

males y los del xerodermz pigmentosum.~ Los fibroblastos normales dupli-

can sus cromosomas mediante el conocido mecanismo de la "replicacién se-
miconservadora”, Cuando estas células crecen en un medio que contiene ti
midina con 4tomos radioactivos, la segunda generacidn de reproducién cré
mosémica se hace a partir de una cromé&tida que consta de dos partes que
permanecen intactas y actﬁaﬁ de moldes o templates. Cada una de las cro-
métides originales después de partirse en dos, produce un partener radio
activo y por tanto los nuevos cromosomas estin también marcados y la ra-
dioactividad se distribuye por igual entre las dos crométides de cada
cromosoma. La mitad de los filamentos estin marcados y la otra mitad no
lo estén, y se produce un DNA hibrido en el que existen moléculas forma-
das por una cadena nueva que contiene timidina y otra vieja que no lo
contiene, La replicacién semiconservadora es la forma por la que se redu

plica el DNA durante el crecimiento normal en todos los tipos de célula.

« REPLICACION |
SEMICONSERVADORA
EN MEDIO CON
TdRH3

DNA - - ..
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Ello explica el por qué en los cultivos observados antes de la irra-
diacidén encontramos un cierto nfimero de elementos celulares intensamen-
te marcados cue corresponden a las células que se hallaban en fase de

premitosis con replicacién semiconservadora (Fase S).

En los cultivos observados después de la irradiacién adem&s de estos
elementos intensamente marcados (que corresponden a aquellos elementos
éue estaban en fase S'y gue por tanto hubiesen quedado marcados incluso
sin irradiacién) aparece el resto de nficleos marcados en forma meﬁos
densa que estén efectuando no la replicacién semiconservadorz, sino la
reparacidn en la oscuridad. Bstos corresponden a niicleos en las restan-
tes fases del ciclo celular, es decir, Gl, G2 y mitosis, en las que el
marcado traduce exactamente la actividad de reparacidén gue se desarrolla -

después de la radiacién.

Esta diferencia entre los cultivos irradiados y‘no irradiados objeti
va pues la actividad de los mecanismos de reparacién del DNA, traducién
dose por 1la inborporacién de timidina durante las fases Gl, G2 y mito-
sis del ciclo -celular. En la fase S la actividad queda enmascarada por
1a’masiva incorpbracién de timidina correSpondienté a la replicacién se

miconservadorae.

" Una mayor informacidn paede obtenerse mediante el contaje de las gra
nuiaciones-presentes en los nficleos de las células menos densamente mar
cadas. El nimero de gr&nulos ests en funcidén de la dosis de radiacidn
administrada y por otro lado traduce también la sensibilidad de las cé-
lulas a la radiacién. En los heterozigotos de xeroderma y en ios fibro
bléétosvnormales la sintesis con reparacién en la oscuridad va aumentan

do con la dosis de U.V. y alcanza una meseta después de los 300/400 erg
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mm? (Cleaver, 1970)(67). 31 Gafio producido & los dfmeros queda evidencia
do por el mayor o menor nfmero de granulos incorporados a la nucva cade—

na hibrida del DA,

DNA *DARX REPAIR"

Fases Gl y G2

En el xeroderma pigmentosum homozigote en el que no se produce la re-
paracién por escisién o solo se produce en grado minimo, siguen apare-
ciendo los elementos intensamente marcados correspondientes a la fase S
de la mitosis., Por el contrario faltan los niicleos menos marcados corres
pondientes a las fases Gl y G2 y mitosis del resto de las células. El ni
mero de granuléciones desciende todavia més si aumentamos la dosis de ra
diacién administrada, al revés de lo que ocurre en los fibroblastos nor-

males en los que aumenta. BEsto- es en sintesis lo que demostré Cleaver.

(1, 61, 64, 6T, 68, 69, 74).

=

Diferencias entre la captacidén de timidina marcada de los fibroblas-

tos del xeroderma pigmentosim y los fibroblastos del Hydroa vacciniforme

En el‘hydroé vacciniforme se observa el mismo fenémeno que en el xero-
derma pigmentosum pero de forma mucho més acusada. Asf como en este filti
mo las grahulaciones faltan en muchos niicleos y son escasas en otros, en
el primero, el déficit de reparacién, si bien es evidente, se produce de

manera uniforme en todos los nficleos y en mucha menor escala que en los
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fibroblastos de enfermos afectos de xeroderma pigmentosum. Z1 nimero de
dimeros de timina susceptibles de ser reparados en menor o bien los me-
canismos enziméticos de reparacibén son menos insuficientes gue en el xe-

roderna pigmentosums

Vivel & que se produce la zlteracidén de la reparacidn del I.ia ean el

Hydroa.-

- s g

i
!

Como hemos indicado anteriormente, la secuencia enziméticaﬂe'lés me-
canismos de reparacidén en ila obscuridad es muy compleja. Esta reparacién
requiere: a) un enzima que reconozca la lesibén, b) un enzima que elimine
por esciéién el fragmento lesionado. Kas tarde, ¢) un enzima que resin-:
tetice la zona eliminada y fin4dlmente d) otro que suelde el fragmento .

resintetizado a la cadena de DWA. Toda esta secuencia se produce en el

espacio de unas 4 a 8 horas,

Tal como sucede en el xeroderma pigmentosum, los datos que hemos po-
dido obtener en el estudio de la reparacién en la obscuridad del hydroa,
no parecen demostrar que exista una alteracién de los mecanismos de
resintetizacién 6 de soldadura del DNA lesionado ( alteraciones de la
polimerasa o la ligasa). Es en cambio m&s probable uné interferencia a

nivel de la Zndonucleasa en un grado menor que en el xeroderma pigmen-

o

toéwn. . : ‘ N

Por otro lado, en el xeroderma pigmentosum existen otros factores ca-
racter{sticos. Ademis de los datos que indican que existe esta frecuen-
te pero no obligada alteracién de los enzimas nucieares, hay otra alte~-

racién mis constante y hasta ahora no aclarada anomalfa de la reparacién

del DNA, que condicionarfa la obligada carcinogénesis que se presenta en
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este sindrome. Zsta tendencia a la carcinogénesis secundariz a la ex—
posicidén al sol, se transmitiria genéticamente en todos los czsos me—
diante una transmisién autosémica recesiva, constituyendo por tanto

un locus genético anormzl "sine qua non".

zllo hace insostenible el punto de vista de que el hydroa vaccini-
forme pueda representar une forma minor o una mutacién peculiar del
xeroderma pigmentosum como en ocasiones anteriores se habia postulado

por algunos autores. {Jamieson, 85).

A pesar de que tal como hemos indicado antes, pueden existir cuadros
de fotosensibilizacién cutdnes con transmisién gendtica sin trastornos
de la reparacién del DNA ( erupcién polimorfa luminica, Sf{ndrome de
Rothmund-Thomson, Sindrome de Bloom) y de que hay casos de xeroderma
pigmentosum sin anomalfas evidenciables de los enzimas reparadores (61,
62) este trastorno celular debe ser forzosamente muy importante en el
desarrollo de la fotosensibilizacién y hasta ahora constituye el dnico
que ha podido ser demostrado de forma evidente. Recordemos gue en ningu
na de estas afecciones se han logrado comprobar alteraciones de los me-
canismos de proteccidén constituidos por la accién pantalla de la mela-
nina, como sucede en el albihiémo, y de 1§'capa cérnga, ni tampoco se
han po@ido demostrar substéncias fotoactivas endégenas ( amino&cidos,
porfirinas) o exégenas (substancias fototbxicas o fotoalégicas) condi-

cionadoras de la hipérsensibilidad a la luz.

Investigaciones a realizar en el futuro:

a) Comprobacién de la limitacién del defecto reparador a los fibro-

blastos o de su ubicuidad.

Una pregunta que debemos hacernos es que si tal como sucede en el

xeroderma pigmentosum, adem&s de los fibroblastos, todas las restantes
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células de los pacientes de hydroa vacciniforme presentan igual sensibi-
lidad o disminucién de la resistencia frente a lz accidn de las radiacio
nes ultravioleta. En el xeroderma pigmentosum es de suponer que asi suce
da, ya que se trata de un proceso hereditario y de hecho ha sido probado
ya por Bootsma (60) con los cultivos de linfocitos y por Jung (66) en
los linfocitos y en célules epidérmicas. Se han practicado también expe-
:iencias "in vivo" que demuestran que las células basales de los enfer-
ﬁos afectos de xeroderma éigmentosum no pueden realizar tampoco esta sin
tesis reparadora (134). En el hydroa no puede tomarse en consideracién
una transmisién genética, por lo menos hasta ahora no ha sido probzda.
Si se hallase el mismo fendmeno en las células epiteliales podria hablar
se de un defecto general, pero hasta ahora no se ha practicado el examen
autorradiogrifico de las células epiteliales de la basal (la tnica capa
de epitelio que presente la replicacién semiconservadora) eh esta enfer-

medad. Este es pues uno de los puntos a estudiar en esta afeccién.

b) Comprobacién de su posible origen genético. Otra investigacién a

realizar en este proceso es la demostracibén de una transmisibén genética
a través de la comprobacién de la reparacién del DNA de los familiares
de estos enfermos. Se ha demostrado que los heterozigotos dél xeroderma
pigméntosum muestran igualmente una reparacién reducida de DHA cuando
sus fibroblastos son sometidos a dosis altas de U.V. (Cleaver, 61). Ello

supone un defecto pafcial heterozigético de la endonucleasa.

Por otra parte cabe la posibilidad de comprobacifén prenatal del defec
to en las células del lfquido amnidtico, por el examen mediante las téc-
nicas desarrolladas por Regan para el xeroderma pigmentosumyen las enfer

mas embarazadas afectas de hydroa vacciniforme.

¢) Posibilidad de modificacién del defecto de reparacién . Mediante

las técnicas de fusién celular, De heerd-Kastelein, Keijer y Bootsma

(1972) (131) pudieron demostrar que en el Xeroderma pigmentosum, las cé
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lulas binucleadas formadas vpor la unidén de fibroblastos procedentes de
Xeroderma pigmentosum clésico y otros de sindrome de De Sanctis Cachio-
ne presentaban una complementacibén intergénica de tal forma que irradiz
dos con U.V. proporcionzban patrones idénticos a los de los fibroblas-
tos sanos controles. #1lo indicaba gue en estas células binucleadas hi-
bridas se producfs endonucleasa normel. Lz interpretacién mé&s simple e-
ra de que en estos procesos hay una afectacién de dos diferentes genes
¥y que estos podfan tomplementarse por accién intergénica. Seria pues in
teresante practicar cultivos mixtos &e fibroblastos de hydroa vaccini-
forme con fibroblastos de xeroderma pigmentosum y con fibroblastos nor-

males para ver qué sucede en la primera enfermedad.

d) Actuacién de la talidomida « El hecho de que la sintomatologia clf
nica del hydroa desaparezca trgs la administfacién de una droga que ac- "
tfia sobre los mecanismos de divisién nuclear, si bien nos indica que el
defecto priﬁordial del hydroa estriba posiblemente en una interferencia
en la sintesis de los &cidos nucleicos'durante el estadio S de la inter
fase, no aporta datos en favor de que la alieracibén se establezca a tra
vés de un mecanismo puramente enzim&tico. Si la talidomina se incorpora
a la cadena de DNA o modifica su composicién en alglin momento de la in-
terfase, podrfa o bien proteger a la citada cadena frente a la accidén
de los rayos U.V. o lo harfa mis sensible ala awima. Resulta mis diffcil
aceptar una activacién de esta @ltima por el medicamento. Estamos en ca
mino de compleméntar la‘in;;stigacién llevada a cabo hasta ahora median
te la répeticién del test'de reparac§6n‘en la oscuridad de los fibro-
blastos en los pacientes que han estado sometidos a esta droga, para od
servar si se presentan modificaciones de esta reparacién en el sentido
‘de una normalizacién. Hasta que no tengamos datos suficientes no pode-

mos decir nada sobre este tan interesante punto.
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