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Resumen Abstract

Fundamento: el cancer de piel es una complicacién Foundation: skin cancer is a complication of
del xeroderma pigmentoso, por lo que el diagndstico xeroderma pigmentosum; early diagnosis is important.
temprano es importante. El ensayo cometa alcalino con The alkaline comet assay with ultraviolet C radiation

radiacion ultravioleta C y el ensayo western blot son and the western blot assay are useful for diagnosis.
Utiles en el diagndstico de la enfermedad. Objective: to evaluate the capacity of deoxyribonucleic
Objetivo: evaluar la capacidad de la reparacién del acid repair against ultraviolet C radiation and to
ADN frente a radiacion ultravioleta C y determinar la determine the expression of eta polymerase in Cuban
expresién de la ADN polimerasa eta en pacientes patients.

cubanos con diagnéstico presuntivo de la enfermedad. Methods: a case series study, including four patients
Métodos: se realizé un estudio de serie de casos, en el with a presumptive diagnosis of xeroderma
que se incluyeron cuatro pacientes cubanos con pigmentosum, established by a multidisciplinary
diagnéstico presuntivo de xeroderma pigmentoso, national medical commission. The capacity of
establecido por una comisién médica nacional deoxyribonucleic acid repair against ultraviolet C
multidisciplinaria. Se evalu6 la capacidad de reparacién radiation was evaluated by the alkaline comet assay
del ADN frente a radiacién ultravioleta C mediante el and the expression of eta polymerase was determined
ensayo cometa alcalino y se determind la expresién de by the western blot assay. Peripheral blood
la polimerasa eta mediante el ensayo western blot. Se lymphocytes were used.

utilizaron linfocitos de sangre periférica. Results: in two patients, the alkaline comet assay
Resultados: en dos pacientes el ensayo cometa showed a competent repair phenotype (62.3% and
alcalino evidencié un fenotipo reparador competente 139% respectively). The other two patients had

(62,3 % y 139 %). Los otros dos pacientes tuvieron una deficient repair, suggesting the presence of one of the
reparacion deficiente (10 % y 3 %), lo que sugirié que classic forms of the disease. In all four patients,
pudieran presentar alguna de las formas clasicas de la expression of eta polymerase was detected by western
enfermedad. En los cuatro pacientes, con el western blot; in the two who had normal repair, the protein band
blot, se les detect6 expresion de la polimerasa eta; en was weak, indicating that they might have the variant
los dos que tuvieron la reparacién normal, la banda de of the disease.

la proteina se observo débil, lo que indic6é que pudieran Conclusions: the evaluation of the deoxyribonucleic

presentar la forma variante de la enfermedad. acid repair phenotype with ultraviolet C radiation and of
Conclusiones: la evaluacién del fenotipo reparador del the expression of eta polymerase in peripheral blood
ADN con radiacién ultravioleta C y de la expresion de la lymphocytes contributes to a precise clinical diagnosis
polimerasa eta en linfocitos de sangre periférica of xeroderma pigmentosum in Cuban patients.
contribuye a precisar el diagndstico clinico del XP en

pacientes cubanos. Key words: xeroderma pigmentosum, nucleotide

excision repair, dna polymerase, alkaline comet test,
Palabras clave: xeroderma pigmentoso, reparacion de western blot
escisién nucledtida, ADN polimerasa, ensayo cometa
alcalino, western blot
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Introduccion

Las radiaciones ultravioletas (rUV) son la causa
fundamental del cancer de piel.”> En el ADN
inducen de forma directa dimeros de pirimidina y
fotoproductos en regiones de pirimidinas
adyacentes, que distorsionan la estructura de la
doble hebra. Estas fotolesiones son eliminadas
por el mecanismo de reparacién del ADN por
escision de nucledtidos (REN).“? En las regiones
donde la REN no ha reparado el dafio actla la
polimerasa eta (gen POLH) mediante la sintesis
translesidn, al evitar que el dafio se fije como
mutacién durante la replicacién.??

La pérdida de la funcién de cualquiera de estos
mecanismos produce la enfermedad xeroderma
pigmentoso (XP). Fue a partir de esta disfuncién
que se identificd la relacién entre la REN y el
cancer de piel. El XP es una enfermedad genética
autosémica recesiva, que ocurre en 1:1000000
de individuos en Estados Unidos y Europa y es
mas frecuente en Japén, el norte de Africa o el
Oriente Medio, debido a variantes fundadoras o
alta tasa de consanguinidad. Puede afectar a
cualquier etnia sin distinguir el color de la piel.
Los pacientes aquejados por uno u otro
mecanismo presentan sensibilidad incrementada
a la rUV y riesgo elevado de céncer de piel,
principalmente, lo que puede causar la muerte a
edades muy tempranas. Variantes patogénicas
bialélicas en ocho genes de la REN: DDB2, ERCC1,
ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, XPA y XPC,
originan las formas clasicas de la enfermedad:
subtipos genéticos XPE, ERCC1, XPD, XPB, XPF,
XPG, XPA, XPC, respectivamente y funcionan en
el reconocimiento y escisién del dafio. Cuando
ocurren mutaciones en el gen de la ADN
polimerasa eta (POLH) se produce el XP variante
(subtipo XPV). La mayoria de los casos
pertenecen a los subtipos XPA, XPC, XPD o XPV.
En el 25 % ocurre neurodegeneracion progresiva
(subtipos ERCC1, XPA, XPD, XPB, XPF, XPG). La
enfermedad no tiene cura. El diagndstico
temprano, la estricta proteccién de las rUV y del
humo de tabaco, asi como el manejo 6ptimo,
pueden mejorar la calidad y esperanza de vida
de estos pacientes.?*%

El diagndstico se basa en las manifestaciones
clinicas de comienzo temprano, pero representa
un reto dada la gran variabilidad clinica.® Existe
solapamiento entre los diferentes subtipos
genéticos y puede semejar caracteristicas de la
piel actinica y de otros desdrdenes con REN
afectada que cursan con fotosensibilidad. Se
requieren pruebas funcionales y moleculares

para confirmar el diagndstico clinico, lo que
complejiza el proceso al encontrarse
habitualmente disponibles en laboratorios de
investigacién. Entre las primeras, la reactivacién
celular del huésped y la sintesis de ADN no
programada, permiten analizar la capacidad de
la REN frente a rUV y determinar el grupo de
complementacién afectado,®** también el
ensayo cometa alcalino permite evaluar el
funcionamiento de este mecanismo frente a
ruVv-C con resultados mas rapidos que las
técnicas anteriores, al no requerir cultivo de
células.®” Las otras pruebas incluyen: el analisis
de secuencias del gen afectado para identificar la
mutacién presente; estudios de expresién del
ARN mensajero y a nivel de proteinas, ya que la
mayoria de las mutaciones que causan el XP
resultan en niveles reducidos o ausentes de la
proteina mutada.?® Es posible detectar
pacientes XPA, XPC y XPV por
inmunohistoquimica o western blot con
anticuerpos especificos, mientras que en
pacientes XPB y XPD son menos apropiados, al
no producirse una reduccion significativa de las
proteinas.®?

En Cuba, desde el 2003, una comision médica
nacional multidisciplinaria designada por el
Ministerio de Salud Publica evalla a los pacientes
con manifestaciones clinicas sugestivas de XP.
En el pais no estdn disponibles las técnicas
moleculares para la identificacién de la mutacién
presente y confirmacion diagndstica, pero se ha
aplicado el ensayo cometa alcalino para evaluar
el funcionamiento de la REN frente a rUV-C en
pacientes evaluados por la comisién. Los
resultados demostraron la utilidad de esta
técnica para delinear el fenotipo reparador de
estos pacientes, y determinar que la mayoria de
ellos no clasificaban como XP clasico, sino que
podrian presentar la forma variante de la
enfermedad o tratarse de una marcada
sensibilidad a las radiaciones solares debido a
fototipos bajos de piel.®'® Como parte de la
estrategia diagndstica y para continuar el estudio
de pacientes identificados por la comisién fue
posible introducir el ensayo western blot para la
deteccién de la ADN polimerasa eta (POLH/XPV).
Por lo que en la investigacién se evalud la
capacidad de la reparacién del ADN frente a la
radiacion ultravioleta C y se determind la
expresiéon de la polimerasa eta en pacientes
cubanos con diagndéstico presuntivo de la
enfermedad.

Métodos
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Se realizd un estudio de serie de casos de enero
a junio del ano 2018 en el Centro Nacional de
Genética Médica (CNGM). Incluyd a cuatro
pacientes con diagndstico presuntivo de
xeroderma pigmentoso, previamente evaluados
por la comisién nacional multidisciplinaria de la
enfermedad y con seguimiento en la consulta de
Genética Clinica de Referencia Nacional del
Hospital Pediatrico Universitario Juan Manuel
Marquez. Se aplicé un algoritmo de trabajo para
contribuir al diagnostico de la enfermedad,
fundamentado en los hallazgos clinicos, la
historia natural de la enfermedad, la evaluacion
de la capacidad de reparacion por escisiéon de
nucledtidos frente a rUV-C y la determinacién de
la expresion de la polimerasa eta. Se realizé una

comparacién de pacientes XPV de la literatura
con los pacientes del estudio que presentaron
caracteristicas clinico-bioquimicas de XP variante.
Se tuvo en cuenta que los pardmetros
hematolégicos y de bioquimica sanguinea
(hemoglobina, leucograma, glicemia, creatinina,
acido Urico y actividades enzimdticas hepaticas)
estuvieran normales. Se excluyeron, el embarazo,
la lactancia, las enfermedades infecciosas y
crénicas descompensadas, la exposicién a rayos
Xy rayos gamma y la ingesta de medicamentos
30 dias previos a la toma de la muestra. Para la
determinacion de los marcadores de interés se
utilizé sangre periférica, 3 mL colectados en tubo
con EDTA y 2 mL en tubo seco, que fueron
procesados antes de las 4 horas de extraidas.
(Fig.1).
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Fig. 1. Algoritmo d= trabajo parazl disgnostico dal xerodarma piemantose en Cuba

Aislamiento de los linfocitos de la sangre

Los linfocitos aislados de un mL de sangre, segun
procedimiento habitual™ se re-suspendieron en
un medio de cultivo Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) (por sus siglas en inglés) 1640
frio a 1x10° células/mL, para realizar el ensayo
cometa alcalino. Las células aisladas de dos mL
de sangre se utilizaron en la obtencién de los
lisados celulares.

Capacidad de reparacion frente a UV-C mediante
ensayo cometa alcalino

Se indujo dafio en el ADN con rUV-C (254 nm)

para evaluar la eficiencia de la REN.7*? E|
tratamiento de las células y los tiempos de
incubacién de la cinética de reparacién tuvieron
modificaciones respecto a lo descrito
previamente por el grupo de trabajo.** En el
procedimiento, la suspensién celular de linfocitos
en RPMI 1640 frio se irradié seis segundos en
placas de cultivo de 35 mm sobre hielo con una
lampara UV Chromato-Vue C-70G, a dosis de 20
J/Im%. La intensidad de la irradiacion se midi6 con
un foto-radiémetro HD2 102.2 con sonda UV-C.
Los linfocitos irradiados se mezclaron con
agarosa de bajo punto de fusién al 0,5 % y se
aplicaron sobre duplicados de ldminas
portaobjetos.*¥ A continuacién, las laminas se
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incubaron en un medio de cultivo Quantum PBL a
37°Cy 5 % CO, durante 0, 15, 45, 60 y 240
minutos. Continud la lisis, el desenrollamiento, la
desnaturalizacién del ADN, la electroforesis
alcalina y la cuantificacién del dafio del ADN en
unidades arbitrarias (UA) de los nucleos tefidos
con nitrato de plata, segun el procedimiento.®

La capacidad de reparacién del ADN frente a la
rUV-C (fenotipo de la REN) se determiné como el
porciento de la diferencia (PD) entre los 0 y 45
minutos posteriores a la radiacion. La REN se
consideré competente cuando la reparacién
mostré una eficiencia mayor del 20 %. ©®!% Se
utilizé como referencia la cinética de sujetos
aparentemente sanos, controles del laboratorio,
con igual disefio experimental.

Deteccion de la polimerasa eta (POLH/XPV)

mediante western blot

Obtencién de lisados celulares o extractos
proteicos totales: las células aisladas de dos mL
de sangre se re-suspendieron en 75 uL de
tampoén fosfato salino frio, (PBS) (por sus siglas
en inglés), suplementado con una mezcla de
inhibidores de proteasas, (nUmero de catalogo:
P8340, Sigma-Alcrich), orto vanadato de sodio
(nimero de catdlogo: S6508, Sigma-Alcrich) y
fenilmetano sulfonil fluoruro (nimero de catélogo:
P7626, Sigma-Alcrich). Se afadieron 75 uL de
tampon Laemmli 2x (numero de catalogo:
5C-286962, Santa Cruz Biotechnology, USA), se
agité en vértex durante 30 segundos y los
extractos se hirvieron durante 5 minutos de 95 a
100¢°C.

La electroforesis de proteinas se realizd en geles
de poliacrilamida al 10 %, de 1 mm de grosor
(peso molecular de XPV 78.4KDa; OMIM 603968)
a 100 V durante 1 h y 30 minutos, con tampén
Tris-Borato-SDS pH 8.64 en la camara superior y
tampén Tris-HCl pH 9.18 en la cdmara inferior. Se
aplicaron 25 pL de los extractos proteicos,
equivalentes a 35 ug de proteina total y 10 L de
marcadores de peso molecular de amplio rango
(nimero de catdlogo: sc-2361, Santa Cruz
Biotechnology, USA)

Se realizé la transferencia proteica por difusién
pasiva a una membrana de nitrocelulosa de 0,45
um (nimero de catdlogo: sc-3724, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) con tampén Tris-HCL,
metanol al 20 % y SDS al 0,02 %, durante toda la
noche a temperatura ambiente. El gel y la
membrana se lavaron 20 minutos con este
tampoén. El gel, la membrana y una torre de 5 cm

de papeles de filtro de dimensiones iguales se
colocaron sobre un soporte dentro de una
bandeja que contenia tampén de transferencia.
Se utilizé un puente de papel de filtro, cuyos
extremos quedaron embebidos en el tampén y se
colocd un peso de 1 kg sobre el sistema. La
transferencia de las proteinas se comprobé
tinendo las membranas de nitrocelulosa con
solucién de rojo Ponceau y 4cido acético al 5 %.

Fase inmunoldgica para la deteccién de la
proteina XPV: el bloqueo de la membrana se
realizé en tampon Tris-salino (TBS), Tween 20 al
0,05 % y albumina de suero bovino (BSA) al 1 %
durante 1 h. Se incubd con el anticuerpo primario
monoclonal de ratén POL H (B-7), niUmero de
catalogo sc-17770 (dilucién 1:50), en tampdn de
bloqueo toda la noche a 17°C y agitacién lenta.
La membrana se lavé 5 minutos por cuatro veces
con tampon TBS-Tween 20 al 0,05 %. Se incubd
con el anticuerpo secundario anti 1gG Fab
especifico de ratén conjugado con fosfatasa
alcalina, nimero de catalogo A2179,
Sigma-Alcrich (dilucién 1:5000), en tampdn de
bloqueo y agitacion lenta, 1h a temperatura
ambiente. La membrana se lavé de forma similar
y se realiz6 el revelado con BCIP/NBT (nGmero de
catalogo B3679, Sigma-Alcrich). Como control de
carga de las muestras se utilizé la deteccién de
la beta actina con el anticuerpo monoclonal de
ratén, nimero de catalogo A2228, Clone AC-74,
Sigma-Alcrich, a 0,5 ug/m vy el referido anticuerpo
secundario en iguales condiciones de trabajo.

Al dafio cuantificado en UA en cada tiempo de
incubacién le fue restado el dafio basal medido a
los 0 minutos. La eficiencia de reparacién se
evalud a los 45 minutos de incubacién. Como
valores de referencia del laboratorio se utilizd
una cinética de reparacién en sujetos
aparentemente sanos en el rango de edades de
los pacientes y con igual disefio experimental. De
acuerdo a esta cinética, el dafio promedio de
ADN fue mayor a los 45 minutos. El tercer cuartil
del dafio del ADN en este punto (158,5 UA) se
empled como punto de corte; y el valor promedio
de la actividad de reconocimiento y escision de la
REN (100,4 % =+ 26), se considerdé como el 100 %.
Se realizé la evaluacién cualitativa de la
expresion de la proteina XPV: normal, cuando la
banda de la proteina fue del tamafio molecular
esperado y de intensidad similar a la del control
positivo (C+); disminuida: cuando la banda de la
proteina fue del tamafio molecular esperado,
pero de intensidad menor a la del C+ (banda
clara); ausente: cuando no se detectd la banda
de la proteina del tamafio molecular esperado.
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Esta investigacién siguid los principios éticos
para las investigaciones médicas en seres
humanos establecidos en la Declaracién de
Helsinki y fue aprobada por el Comité de Etica de
la Investigacion y el Consejo Cientifico del Centro
Nacional de Genética Médica. En el proceso de
consentimiento informado se comunicé a los
participantes los potenciales riesgos, beneficios y
todos sus derechos. Los pacientes expresaron la
voluntariedad de participar mediante la firma del
consentimiento informado (los tutores, en el caso
de los menores de edad). Se garantizé la
confidencialidad de la informacién.

Resultados

Cinética de reparacion frente a rUV-C y fenotipo

reparador del ADN

Tres pacientes presentaron el dafio del ADN por
debajo del punto de corte (158,5 UA, punto de
corte de los valores de referencia del laboratorio,
tercer cuartil del dafio del ADN a los 45 minutos
de incubacidn), sin embargo, en dos de ellos, la
capacidad de reparacion (PD a los 45 minutos)
fue mayor del 20 % del valor promedio de
referencia del laboratorio, considerado como el
100 % de la actividad de reconocimiento y
escision de la REN (100,4 % = 26), por lo que el
fenotipo de la REN se clasifica como competente.
Los otros dos pacientes mostraron una cinética
de reparacién con una curva plana y una
reparacién incompetente, al tener un PD menor
del 20 % del valor promedio de referencia del
laboratorio. (Tabla 1).

Tabla 1. Dafio del ADN post rUV-C, capacidad de reparacion v
fenotipo de la REN en los individuos estudiados

Daiio del ADN

Capacidad de

Paciente  a los 45 minutos reparacion del Fﬁ:ﬁ:de
(UA) ADN (%) :

P37 126.5 623

P18 282 139 Competente

Eis o . Incompetente

P13 5.5 3

Expresion de la polimerasa eta (POLH/XPV)

En todos los pacientes se detecté la proteina XPV
del tamafo esperado, aunque en los dos que
mostraron una REN competente por ensayo
cometa, la banda de la proteina se observé de
intensidad débil en P7 y P18. En los dos
individuos con REN deficiente (P11 y P13) la
evaluacién cualitativa de la sefial de la proteina

se considerd normal.
Para el andlisis bioquimico de los pacientes se
realizaron:

A: Cinética de la REN frente a radiacién
ultravioleta C, mediante ensayo cometa alcalino.
Al dafio del ADN cuantificado en unidades
arbitrarias (UA) en cada tiempo de incubacién le
fue restado el dafio basal medido a los 0 minutos
de incubacién. (Fig. 2A).
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Fig. 2 A, Cinstica de la REN frants a radiacion ultravicleta C mediants ensave comsta alealing
Nota: Cinatica da refemncia (m), cada punto reprasenta la media dalas UA v 1as barms da errorrepresantanla desviacion
estandar; pacientas con REN compsatanta P7 (#) v P18 (+); pacientas con EEN deficienta P11{ &) v P13 ().

Como control positivo se utilizaron extractos
proteicos de la linea celular BJAB (nUmero de
B: Expresién de POLH/XPV mediante ensayo catdlogo sc-2145) y extractos controles (EC).
western blot en lisados totales de linfocitos. Expresion normal: P11 y P13. Expresién
disminuida: P18 y P7. (Fig. 2B).

MPM EC PI8 BIJAB

9T k
o POLH/XPV

e B-Actina

MPM P11 EC P13 EC P7 BJAB

97 kDa
POLH/XPVY

44 kDa f-Actina

Fig. 1B. Exprasionds POLHZXFVY mediante ensavo western blor en lisados totales dzlinfocitos

De la revisién de la historia clinica genética, el
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cuestionario y los ensayos de laboratorio se
obtuvieron datos para caracterizar los pacientes
segun el sexo, la edad, el momento de inicio de
los sintomas, caracteristicas clinicas y otros que
mostraron un predominio del sexo femenino y
edades comprendidas entre los 16 y 21 afios, con
una edad minima de inicio de los sintomas a los
2 aflos de edad. En el caso de dos pacientes la
capacidad de reparacién del ADN frente a rUV-C

determinada mediante ensayo cometa alcalino
mostré un fenotipo de la REN incompetente, con
valores normales de la expresién de la
polimerasa eta determinado por el ensayo
western blot. De igual forma los otros dos
pacientes presentaron valores consecuentes de
fenotipo de la REN competente y expresidn
disminuida de la polimerasa eta para los dos
ensayos realizados. (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas v bioquimicas de los pacientes

Edad de Expresion
Pacientes Sexo/Edad m“l:::; e Caracteristicas clinicasTE iaﬂult;%;, leﬂfl::ﬂSﬂ
sintomas eta
P11 M/21 afios 5 aros  Fototipo 11 de piel Incompetente Normal
Eritema a minima exposicidn solar (PDx: 10 %)
Efelides escasas en cara v hombros
Piel seca
APF cancer de piel I1 grado
FEI
P13 F/19 afios 3 afios  Fototipo 111 de piel Incompetente Normal
Eritema a minima exposicion solar {PD: 3 %)
Efélides escasas en zonas de
eXposiclon, cara, region en VW,
brazos
Piel ligeramente seca
(Queratosis actinica a los 11 arios
FEII
P7 Fi24 afios 3 arios  Fototipo 11T de piel Competente  Disminuida
Efélides abundantes en zomas de (PD: 62,3 %) (Banda
exposicion solar clara)
MMaculas hipocrdmicas
FEIL
P18 F/16 afios 2 arios  Fototipo 11 de piel Competente  Disminuida
Efélides aisladas en zomas de (PD: 139%) (Banda
exposicion solar clara)
Fotofobia
FEI

INotn: FE: Fasa avolutivadala snfarmadad; CCE: carcinoma da calulas bassles; APF: antacadantas patclosicos familisvas.

Comparacion de los pacientes del estudio con

pacientes XPV de la literatura

Se realiz6 una comparacién de los pacientes que
tuvieron la REN normal y la banda de la POLH
disminuida con pacientes XPV reportados en la
literatura que, por inmunodeteccién, mostraron
bandas claras de la proteina del tamafo
esperado. Los pacientes descritos tuvieron una

clinica variable, desde fenotipos leves, sin
presencia de cancer de piel (XP737VI, XPV18KO),
hasta aquellos méas graves con multiples lesiones
tumorales en la piel a edades tempranas
(XP853VI, XP872VI). La generalidad tuvo un inicio
de los sintomas en los primeros afios de la
infancia, excepto el paciente XPV3KO de la
referencia 15, del que no se describié la edad de
inicio, el fototipo de piel ni las caracteristicas
clinicas; del mismo modo, la edad de inicio del
cancer de piel en los pacientes de la referencia
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14 no se informo.

En comparacion, los pacientes P7 y P18, también,
tuvieron los primeros sintomas en la infancia
temprana y una presentacion leve de los rasgos
clinicos, sin la presentacion de cancer de piel. El
analisis de las mutaciones realizado mediante
secuenciaciéon del ADN gendédmico, comprobado

por secuenciacién de Sanger, identifico en la
mayoria de los pacientes referidos en la
literatura, mutaciones con sentido erréneo en
homocigosis o heterocigosis. En el caso de los
pacientes de esta investigacion no fue posible
realizar estos estudios para identificar la
mutacién presente. (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de pacientes XPV de la literatura con los pacientes del estudio con caracteristicas clinico-
| bioguimicas de XP varante

— Cancer
Cm:!lgu de_l Sexo/ Fototipo Egﬂd Caracteristicas  de piel Prueba WEB Tipo de
PRy edad  depiel S clinicas (edad de funcional (POLH) mutacion
referencia inicio inicio)
XPAOGVIE 13 F/42 v 5afios  Cambios MM (32) SANP Banda Edicion
pigmentarios en CCE SCC clara del Inl
piel 37 (2)
XP737VIE1:  Fi46 v 13 afios  Mhaltiples nevus No SANP Banda Edicidn
v lentigos sSCC clara del Inl
(2)
XP853VI 13 h41 v Antes de ND Multiple SANP Banda Sentido
los 14 sCCB v sCC clara erroneo
arios CCE (= (2)
14)
MM (28)
XP603VI 13 F/64 111 Infancia Multiples MM (32) SANP Banda Sentido
temprana efélides, CCB SCC clara erronen
queratosis (413 Marco de
actinica, Xerosis CCE lectura
42)
XP8T72VI 13 F/29 I 10 afios  Eritema v CCE SANF Banda Sentido
quemadura a (21) s5CC clara erronec
minima (2)
exposicion
Poiquilodermia
Multiples
keratosis
actinica
XP224EBE 4 Fi3l Nds Infancia [Efelides CCB RCH Banda Sentido
temprana S| clara erronec
Marco de
lectura
XP10TA Fr33 Nds Infancia Efélides MMM RCH Banda Sentido
temprana clara erroneo
_ @)
XPVIKO 13 M50 Nd Nd Nd MM (36) SCC Banda Sentido
SANP clara erroneo
@
XPVISKO & M1l Nd 4 afios  Efelides Mo FCC Banda  Marco de
clara lectura
(2)
PEN en
Exll
P7 Fr24 111 3 afios  Efélides No EC Banda ir
abundantes en clara
zonas de
exposicion solar
Maculas
hipocromicas
P18 F/16 II 2 afios  Efélides aisladas No EC Banda i?
en zonas de clara
exposicion solar
Piel seca

Nota: CCB: cancar da oslulas bazala:. CCE: Cancer da calulas azpinocas. NN malanoma malimmoe. F.CH reactivacion calular dsl hospadars. FCC: Formacion de
colonias en prasanciade cafaina SANP: sintesiz da ADN no programa SCC: supervivenciacalulsr con cafeina In: Intron. Ex: ewon; PSI. polimorfizmo de
simplas puclaotide. Wd: no descrite. EC: ansavo comata alcaline. ;7 Mo dotarminada

{2) La mutacion es homocigotica y afecta a ambos alslos.

 Harmanss
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Discusion

Fenotipo reparador del ADN frente a rUV-C y

expresiéon de la ADN polimerasa eta (POLH XPV)
en los pacientes

De acuerdo con el algoritmo de trabajo para
contribuir al diagndstico de la enfermedad, se
determiné la capacidad de reparacién por
escisiéon de nucledtidos frente a la rUV-C por
ensayo cometa alcalino. El ensayo cometa
alcalino con rUV-C se ha utilizado como prueba
funcional para determinar el fenotipo reparador
del ADN en pacientes con mutaciones en genes
de la REN.®" La fase inicial de este mecanismo,
de reconocimiento y escisién del dafio, es donde
participan las proteinas XPA a XPG y ERCC1, que,
de estar mutadas, causan las formas clasicas de
la enfermedad. Como consecuencia de la
actividad de estas enzimas, el ensayo cometa
alcalino detecta un mayor niimero de roturas del
ADN, lo que evidencia el funcionamiento de la
REN.” En la investigacién realizada, con similitud
a resultados anteriores del grupo de trabajo,*”
esta fase se correspondié con el intervalo entre 0
y 45 minutos de incubacién posterior a la
irradiacion; tiempo donde se cuantifico el
maximo dafio.

El fenotipo reparador deficiente que exhibieron
los pacientes P11 y P13 sefialé que podrian
presentar algunas de las formas cldsicas de la
enfermedad. Resultados similares por ensayo
cometa alcalino con rUV-C fueron descritos
anteriormente en pacientes cubanos, aunque
contrasté que el 70,6 % tuvo la REN afectada.?”
En contraste, el fenotipo reparador eficiente
observado en los pacientes P7 y P18, indica que
no son pacientes XP cldsicos, sino que pudieran
presentar XP variante u otro diagndstico en el
que la REN no esté afectada. Estudios previos en
individuos con manifestaciones clinicas de
hipersensibilidad a la radiacion solar, realizados
por el grupo de trabajo, mostraron resultados
similares.®”

En virtud de la utilidad de determinar la
expresién de la polimerasa eta mediante WB
para el diagndéstico de la forma XP variante,?® se
determiné la expresién de XPV como parte del
algoritmo de trabajo para contribuir al
diagndstico de la enfermedad. La presencia de
una banda de intensidad débil en los pacientes
con REN competente, que indicé una expresion

disminuida de la proteina, sugirié que podrian ser
XP variante. Aunque se requiere identificar el
defecto molecular, estos resultados son
congruentes con varios estudios de pacientes XP
variante por medio de inmunoprecipitacién y WB
en fibroblastos y células linfoblastoides, en los
gue se observaron bandas claras de POLH,®3141518
ademds, de la ausencia de la proteina.™® Los dos
pacientes con REN incompetente mostraron una
expresion normal de la proteina, lo que permitié
verificar los resultados obtenidos en el ensayo
cometa alcalino y utilizarlos, ademas, como
controles positivos del WB.**

Pacientes con fenotipo reparador incompetente

Si se tiene en cuenta la historia natural de la
enfermedad, la evolucién clinica, la prevalencia
de cada grupo de XP a nivel mundial cabria
plantear que estos pacientes fueran XPC. Este
subtipo genético es el segundo en frecuencia.*®
Los pacientes XPC tienen conservada la via de la
REN acoplada a la transcripcion, con actividad
residual de reparacion (determinada por sintesis
no programada de ADN) del 10 al 20 % y hasta
del 40 % en individuos con diagndstico tardio.*>
En el presente estudio los pacientes con la REN
deficiente tuvieron reparaciones por debajo de
estos valores, aunque por ensayo cometa
alcalino.

El fenotipo clinico de individuos XPC presenta
efélides graduales sin una respuesta severa de
guemadura a la minima exposicién solar y el
desarrollo temprano de céncer de piel. No suele
existir afectacién neuroldgica,*® y se observa
una enfermedad ocular progresiva mas severa
con respecto a otros grupos de complementacién.®
De manera similar, los pacientes del presente
trabajo con REN deficiente iniciaron los sintomas
en la infancia temprana, con efélides y signos de
fotosensibilidad, sin reaccién exagerada a la
minima exposicién y no presentaron
manifestaciones neuroldgicas ni oftalmolégicas.

En los pacientes XPC la mutacién presente y el
fototipo de piel en relacién con la exposicién a
las rUV, definen la intensidad de los sintomas
cutdneos. En individuos con la misma mutacién y
con fototipos diferentes (alto y bajo), se ha
reportado una presentacién mas severa con
cancer de piel y cambios pigmentarios en el
sujeto de piel clara y antecedentes de no
adherencia a la proteccién de las rUV, no
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obstante, pacientes XPC con diagnéstico al
nacimiento, que se han protegido de las rUV no
han desarrollado cancer de piel.* De forma
comparable, en los pacientes en anélisis, los
sintomas cuténeos de fotodafio no han avanzado,
después de haberse protegido de la rUV una vez
diagnosticados clinicamente. Al momento del
estudio se clasificaron en las etapas evolutivas
eritemato-pigmentaria y atréfico-telangiectasica,
con fototipos de piel bajo e intermedio,
respectivamente. La REN deficiente en ellos pudo
causar que el paciente P13 desarrollara
queratosis actinica a temprana edad, aun cuando
el fototipo de piel no fuera tan bajo, mientras que
una susceptibilidad genética agregada fue
apreciada en el paciente P11, ante la presencia
de antecedentes familiares de cancer de piel,
factor que puede incrementar su riesgo.*® Por
otra parte, los pacientes XPC, también, pueden
desarrollar céancer interno. Se ha descrito la
presencia de lesiones tumorales intracraneales
en series de pacientes.” Este hallazgo parece
estar relacionado con la participaciéon de XPC en
la eliminacién del dafio oxidativo del ADN,
ademads de intervenir en la reparaciéon del dafio
directo causado por la rUV. Su ausencia induce
cambios del estado redox en la mitocondria y la
acumulacion de dafio oxidativo del ADN en este
organelo se ha asociado directamente con el
desarrollo de tumores en estos pacientes.??
Hasta el momento de esta investigacién, los
pacientes P11 y P13 no habian presentado este
tipo de complicacion.

Para confirmar el diagndstico en estos dos
individuos estudiados, en investigaciones futuras,
se pudiera determinar, primeramente, la
expresion de la proteina XPC mediante WB® y de
acuerdo al resultado obtenido detectar las
mutaciones presentes.

Pacientes con fenotipo reparador competente y
expresién disminuida de la polimerasa eta

El analisis comparativo de los pacientes de la
actual investigacién con REN normal y expresién
disminuida de la POLH con pacientes XPV
reportados en la literatura que tuvieron un
resultado analogo de la expresién de la proteina,
(13.14.15.16) rayeld una similitud con los fenotipos
leves de los casos de la literatura. Esto podria
deberse a que con el uso de medios de
proteccién contra la rUV estos pacientes,
incluidos P7 y P18, mantuvieron un cuadro clinico
sin cambios significativos y evitaron la aparicion
de cancer de piel,'*'® hasta el momento que
entraron a la investigacion.

De acuerdo al tipo de mutacién que predominé
en la mayoria de los pacientes XPV referidos en
la literatura, las mutaciones con sentido erréneo,
aunque son menos frecuentes, a menudo
presentan alguna actividad residual. Por tanto, el
inicio de los sintomas de la enfermedad podria
ser mas tardio y la progresién depender del
fototipo de piel y los niveles de exposicion a la
ruv.?® Desde el punto de vista de la proteina,
este tipo de mutacién conservé el tamafio de la
proteina, pero causé disminucién de su expresién
a niveles casi indetectables por inmunodeteccién;
probablemente, debido a cambios en la
conformacion que desestabilizan su estructura y
la hacen mas inestable.®!"

Sobre la base de lo anterior y los resultados del
WB podria considerarse la posibilidad de que los
individuos P7 y P18 con caracteristicas
clinico-bioquimicas de XP variante, pudieran
tener una mutacién con sentido erréneo que
origine que la POLH se observe disminuida, no
obstante, el diagnéstico confirmatorio
Unicamente se realizaria si se detectan las
mutaciones en el gen POLH. Al mismo tiempo,
habria que descartar que estos pacientes
portaran algin polimorfismo del gen que
redujera los niveles de expresién y de actividad
de la proteina. Glick, en su articulo: Mutations in
DNA polymerase eta are not detected in
squamous cell carcinoma of the skin, publicado
en 2006 llegd a la conclusion de que: ni las
mutaciones, ni los polimorfismos en las regiones
codificantes de POLH son necesarios para la
generacion del carcinoma de células escamosas
de la piel humana.

La investigacién realizada tuvo como limitante
gue no se determind el grupo de
complementacién implicado en los pacientes con
REN deficiente y no se evalud la sensibilidad post
UV frente a la cafeina en los dos pacientes con
expresion disminuida de POLH. Estos criterios
bioquimicos, unidos a la clinica, son necesarios
para definir un paciente XP.®® Del mismo modo,
no se realizaron estudios de secuencia del ADN
que identificaran las posibles variantes
patogénicas o polimérficas; estos estudios no
estaban disponibles en el pais, no obstante, esta
investigaciéon constituyé un paso de avance,
aunque no definitivo, en el diagndstico del XP en
pacientes cubanos. Los marcadores bioquimicos
utilizados constituyen una herramienta util
menos costosa, que orienta el diagndstico.
Finalmente se destaca que el diagndstico clinico
temprano, la fotoproteccién, como mecanismo
principal de tratamiento y el seguimiento clinico
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continuo, previenen el desarrollo de lesiones
malignas en estos pacientes.

El estudio permitié la evaluacion del fenotipo
reparador del ADN con radiacién ultravioleta C
mediante el ensayo cometa alcalino y de la
expresion de la polimerasa eta en linfocitos de
sangre mediante el ensayo western blot como
métodos que contribuyen a precisar el
diagnostico clinico del XP en pacientes cubanos.
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