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RESUMEN.

Introduccion: La funcion de la mayor parte del genoma humano estd pobremente
caracterizada. EI Dr. Zlotnik y colaboradores desarrollaron una base de datos llamada
indice Corporal de Expresion Génica o BIGE (por sus siglas en inglés, Body Index of Gene
Expression) que permitié analizar la expresion de los genes de 105 tejidos humanos,
incluyendo dos genes de piel y sistema inmune con minima caracterizacion, isthmin 1
(ISM1) y meteorin-like (METRNL), los cuales codifican para proteinas de secrecion.
Objetivo: Comparar la expresion de los genes ISM1 y METRNL en piel sana con la
expresion de estos genes en enfermedades inflamatorias, neoplésicas e infecciosas de la
piel. Materiales y métodos: Se utiliz6 la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(RCP-c) para medir la expresion de los genes ISM1 y METRNL en muestras de piel de
individuos sanos y de pacientes con: dermatitis atdpica, psoriasis, prarigo nodular,
escleroderma, lupus eritematoso, liquen plano, queratosis actinica, carcinoma basocelular,
carcinoma epidermoide, micosis fungoide y condiloma acuminado. Resultados: EI gen
ISM1 presentd mayor expresion en dermatitis atopica (P de 0.036) y menor en condiloma
acuminado (P menor que 0.0001). EI gen METRNL mostré mayor expresion en dermatitis
atépica (P de 0.034), psoriasis (P de 0.001), prdrigo nodular (P de 0.045) y queratosis
actinica (P de 0.017). Conclusiones: Se observo la expresion del gen ISM1 aumentada en
dermatitis atépica y disminuida en condiloma acuminado con significancia estadistica. Por
otro lado, el gen METRNL incrementd su expresion significativamente en dermatitis
atdpica, psoriasis, prarigo nodular y queratosis actinica. La expresion aumentada de los dos

genes simultaneamente s6lo se observo en dermatitis atopica.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES.

1.1. Antecedentes historicos.

El estudio de la genética inicio en el afio de 1856 cuando Gregorio Mendel realiz6 su
investigacion en hibridacion vegetal con distintas variedades de la planta Pisum sativum
(guisante). Su trabajo le permitié publicar en 1866 las leyes de Mendel o leyes de la
herencia®, que aunque ignoradas por més de 30 afios, hoy en dia forman las reglas basicas
sobre la transmision de las caracteristicas de los organismos de padres a hijos y constituyen
el fundamento de la genética. Gregorio Mendel llamd factores a las unidades basicas de la
herencia y fue en 1909 que Wilhelm Ludwig Johannsen a partir de la palabra griega yévog
que significa "generar” le asignd el término gen a la unidad fisica y funcional de la herencia

bioldgica.

A mediados del siglo XX, surgi6o el concepto de gen como la cadena de é&cido
desoxirribonucleico (ADN) que dirige la sintesis de una proteina®, y en 1953 James Watson
y Francis Crick propusieron la estructura del ADN como dos hebras complementarias, que
transcurrian en direcciones opuestas formando una doble hélice*. Adicionalmente, Francis
Crick describio en 1970 un concepto al que denomind “el dogma central de la biologia

> en el que propuso que los mecanismos de transmision y expresion de la

molecular”
informacién contenida en los genes de una célula, acontecian invariablemente en el
siguiente orden: el ADN se duplicaba en un proceso llamado replicacién, posteriormente el
ADN era transcrito a acido ribonucleico mensajero (ARNm) en un proceso llamado
transcripcion y finalmente el ARNm se traducia a proteina, en un proceso denominado

traduccion (figura 1).

Replicacion Transcripcion Traduccion

ADN = ARNmM === Proteina

A\

Figura 1. Dogma central de la biologia molecular. En 1970 se propuso que la informacidn genética se

transmitia de ADN a ARNm y de ARNm a proteina. (Esquema de Francis Crick)®.



Actualmente existe evidencia de que el flujo de la informacion genética no siempre
acontece en la manera descrita por Francis Crick®’, sin embargo la descripcién del
“dogma” hace méas de 40 afios dio a la ciencia y al mundo entero una nueva vision para

intentar comprender la existencia de la vida.

No obstante lo anterior, la investigacion biomédica evoluciond no so6lo a través del
conocimiento, sino también a partir del desarrollo de nuevas tecnologias. A finales de la
década de 1980 se hicieron grandes progresos en el area de la biologia molecular: nacié la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP)®°, se automatizo la técnica de

secuenciacion de ADN!

y se debatié el comienzo del Proyecto Genoma Humano
(PGH)***3, En el Reino Unido, Edwin Southern encontré la manera de usar la técnica de
impresion a chorro empleada en las impresoras, utilizando en lugar de los cuatro colores
basicos, cuatro nucledtidos para sintetizar secuencias oligonucleotidicas en laminillas de
vidrio™. Al mismo tiempo, Stephen Fodor, en Estados Unidos, utilizé la técnica de tincion
usada en fotopoligrafia con el mismo propésito™. Por su parte Patrick Brown propuso el
uso de pequefias secuencias de ADN pre-sintetizadas, en lugar de sintetizarlas en laminillas.
Utilizando esta variante y en asociacion con Mark Schena publicaron el primer estudio de
expresion de un genoma completo y acufiaron la palabra ‘microarreglo’ (microarray en

inglés)™.

La RCP junto a los microarreglos son hoy en dia modernos procedimientos utilizados para

el estudio de la expresion génica.
1.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP).

La técnica de la RCP la desarroll6 Kary B. Mullis en 1986 y permitié de una manera simple
la replicacion de millones de copias de una muestra pequefia de ADN®®. De esta manera es
posible amplificar un fragmento de ADN de interés, lo que tiene utilidad en multiples
areas, por ejemplo, en el diagnostico de enfermedades, en la identificacion de personas, asi
como también en la realizacion de investigacion cientifica. Para lograr la amplificacion, se
emplean de 30 a 40 ciclos, conformados cada uno de tres pasos: el primero es la
desnaturalizacion, que se realiza a una temperatura de 94°C, durante un minuto y consiste

en la ruptura de los puentes de hidrogeno del ADN. El segundo paso es la alineacion, se



realiza a una temperatura entre 50 y 60°C, durante 30-60 segundos y consiste en la
hibridacién de los cebadores con las cadenas desnaturalizadas del ADN. El tercer paso es la
elongacion, se efectia a 72°C, durante 1-7 minutos, y consiste en la extension de la
longitud de los cebadores a través de la accion de la ADN polimerasa (figura 2.A-B). En la
técnica desarrollada por Mullis (actualmente identificada como RCP punto final) posterior
a la amplificacion, es necesario colocar el ADN amplificado en un gel de agarosa, realizar

corrimiento electroforético, tincion y observacion con luz ultravioleta (LUV) (figura 2.C).
Finalmente, lo que se determina con la RCP es la cantidad de ADN complementario
(ADNCc) o el ARNm correspondiente de una muestra especifica.
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Figura 2. RCP punto final desarrollada por Kary B. Mullis en 1986. Tres pasos principales de la RCP punto
final. (Esquemas de Andy Vierstraete)"’.

No obstante lo anterior, la tecnologia de la RCP evolucioné y en 1993 Russell Higuchi
describio un sistema que permite la amplificacion y cuantificacion simultanea de un gen, a

lo que llamé: RCP cuantitativa (RCP-c)™®. La cuantificacién puede ser en niimero absoluto



de copias o en cantidad relativa cuando se normaliza el gen de interés con un gen control o
“housekeeping gene”. Algunos ejemplos de genes controles utilizados son el gen de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y el gen del acido ribonucleico
ribosomal 18S (ARNTr 18S).

El método descrito por Higuchi se basa en la utilizacion de bromuro de etidio que se
intercala entre las dos cadenas del ADN amplificado y se detecta mediante un
termociclador que permite el envio de la sefial fluorescente a un computador. La sefial se
incrementa de manera exponencial de la misma manera que se van amplificando las
cadenas de ADN. Actualmente el agente intercalante mas utilizado es SYBR Green, facil

de optimizar, econémico y a diferencia del bromuro de etidio, no es cancerigeno.

Otra forma de deteccién es a través de sondas especificas, las cuales consisten en
oligonucledtidos marcados con dos fluorocromos, uno que emite la sefial y otro que la
neutraliza; los oligonucledtidos tienen una secuencia complementaria a parte del fragmento
del ADN de interés, y se unen a éste. Durante la amplificacion, la ADN polimerasa
hidroliza a los oligonucleotidos, los fluorocromos son separados, se deja de neutralizar la

sefial y el equipo es capaz de detectarla.
1.3. Proyecto Genoma Humano (PGH).

El PGH fue una colaboracion internacional de una duracién de 13 afios (1990-2003), que
permitio la secuenciacion completa del genoma humano. De acuerdo a lo anterior el ADN
humano contiene aproximadamente 3,100,000,000 pares de bases y alrededor de 23,000

genes distintos™®2.

El conocimiento de la secuencia completa del genoma humano vino a revolucionar los
estudios de biomedicina y genética clinica y permitio, la asociacion de genes especificos
con enfermedades poco comprendidas, acelero el desarrollo de nuevas medicinas, y mejoro
los diagndsticos moleculares. La prioridad actual de la comunidad cientifica es caracterizar
y definir las funciones de los genes en salud y enfermedad®.



CAPITULO II. MARCO TEORICO.

Expresion génica es el término utilizado para describir la transmision del material genético
contenido en el ADN, transcrito a ARNm, y traducido a proteinas. Con pocas excepciones,
cada célula del cuerpo humano contiene el nimero completo de cromosomas y genes
idénticos. Sin embargo, sélo una fraccién de estos genes se activa, y son los genes
expresados los que finalmente confieren las propiedades y caracteristicas Unicas para cada
tipo celular. La expresion correcta y armoniosa de los genes es fundamental para el
crecimiento y desarrollo normal de una célula y son las interrupciones o cambios en la
expresion génica que causan una gran cantidad de enfermedades humanas®. El estudio de
los tipos y cantidades de ARNm producidos por una célula ayuda a comprender qué genes
se expresan en esa célula y proporciona informacién sobre cémo la célula responde a sus

necesidades cambiantes.
2.1. Microarreglos de ADN.

Los microarreglos de ADN son una técnica utilizada para la deteccion de moléculas de
ARNmM producidos en una célula, y permiten analizar simultdneamente la expresion de
miles de genes o la totalidad de genes que componen el genoma de un organismo®*%*. Los
perfiles de expresion génica se pueden estudiar en condiciones fisiologicas, mediante el
andlisis de la expresion de los genes en tejidos sanos, o en condiciones patoldgicas,
comparando los niveles de expresion entre genes obtenidos de tejidos patoldgicos y de

tejidos sanos (figura 3), con el objetivo de identificar los genes implicados®?’.

Aislamiento  Transcripcion Hibridacién
Tejido patolégico de ARN inversa en el microarreglo de ADN

) > o

Tejido sano

T

Figura 3. Diagrama del procedimiento de un microarreglo de ADN.




Por ejemplo, en un estudio de cancer de cerebro, se utilizaron microarreglos de ADN
(Affymetrix U95Av2) para analizar la expresion de aproximadamente 10,000 genes en 35
muestras de gliomas de diferente tipo y grado patoldgico (astrocitoma de bajo grado,
oligodendroglioma y glioblastoma), asi como en 7 muestras de cerebro normal. Los
resultados indicaron que los gliomas estudiados se pueden distinguir facilmente unos de

otros y del cerebro normal por 170 genes®.

En el campo de la endocrinologia los microarreglos de ADN se emplearon en el estudio de
obesidad y diabetes mellitus tipo 2”*° y en enfermedades cutdneas, en melanoma,
psoriasis, dermatitis atépica, entre otras>".

2.2. Indice Corporal de Expresion Génica (BIGE).

Con el fin de conocer la expresion de cada gen en el cuerpo humano, el Dr. Albert Zlotnik y
colaboradores (Departamento de Fisiologia y Biofisica, Universidad de California, Irvine,
USA.) construyeron una base de datos que Ilamaron: indice Corporal de Expresion Génica
0 BIGE (por sus siglas en inglés, Body Index of Gene Expression), que les permitié analizar
la expresién de cada uno de los aproximadamente 23,000 genes en 105 diferentes tejidos

del cuerpo humano.

Esta base de datos se construyé purificando el ARNm de tejidos de 8 personas sanas que
fallecieron accidentalmente (4 hombres y 4 mujeres). EI ARNm obtenido se utiliz6 para
sintetizar ADNc y finalmente se analiz6 por un sistema de microarreglos de ADN que
contenia la totalidad de genes que componen al genoma humano (Affymetrix U133
2.0)%% Los tejidos estudiados en el BIGE, fueron representativos de todos los sistemas
que componen al cuerpo humano: sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP),
sistema gastrointestinal, urinario, reproductor, inmune, respiratorio, endocrino, muscular y

vascular.

De esta manera, aquellos genes que exhiben alta expresion en un 6rgano o tejido en
particular, son candidatos interesantes para ser estudiados en ese 6rgano en condiciones
fisiologicas y patoldgicas. Por ejemplo, en la figura 4 se muestra el perfil de expresion del

gen calicreina 3 (KLK3) que codifica para una glicoproteina de 34 kDa mejor conocida



como antigeno prostatico especifico (APE), por su alta expresion en prostata y su valiosa
utilidad en el diagnéstico de enfermedades prostaticas®*.
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Figura 4. Perfil de expresion génica del gen calicreina 3 (KLK3) en el BIGE. Affymetrix de microarreglos de
ADN muestran valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresién del gen
KLK3 en 105 tejidos del cuerpo humano. U: uretra, Pr: prdstata, B: bazo, CF: cerebro fetal. (Con autorizacion
de Albert Zlotnik, Departamento de Fisiologia y Biofisica, Universidad de California, Irvine, USA).

Durante el analisis del BIGE, se identificaron dos genes altamente expresados en piel y en
sistema inmune, isthmin 1 (ISM1) y meteorin-like (METRNL).

2.3. Perfil de expresion del gen ISM1 en el BIGE.

El perfil de expresion del gen ISM1 en el BIGE, se muestra en la figura 5 y tabla 1. De 105
tejidos humanos analizados, el pericardio fue el sitio de mayor expresion de ISM1, las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) activadas ocuparon el quinto lugar de
mayor expresion, la piel se observo en el octavo lugar mientras que los linfocitos T CD4"

activados se localizaron en el noveno lugar.
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Figura 5. Perfil de expresion del gen ISM1 en el BIGE. Affymetrix de microarreglos de ADN muestran
valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresion del gen ISM1 en 105 tejidos
del cuerpo humano. MO: mucosa oral, TS: tejido sinovial, P: piel, Pc: pericardio, GT: glandula tiroides, GM:
glandula mamaria, CMSPa: células mononucleares de sangre periférica activadas, CD4": linfocitos T CD4"
activados, CF: cerebro fetal. (Con autorizacion de Albert Zlotnik, Departamento de Fisiologia y Biofisica,
Universidad de California, Irvine, USA).

Tabla 1. Sitios de mayor expresién del gen ISM1 en el BIGE.

Orden Sitio Expresion relativa
1 Pericardio 292
2 Tejido sinovial 229
3 Glandula tiroides 182
4 Cerebro fetal 162
5 Mucosa oral 162
6 CMSP activadas 159
7 Glandula mamaria 110
8 Piel 105
9 Linfocitos T CD4" activados 103
10 Traquea 99




2.4. Caracteristicas del gen ISM1.

El gen ISM1 se localizd en el brazo corto del cromosoma humano 20 (20p12.1).
Inicialmente, se identificd por su alta expresion en el cerebro de Xenopus, en una region
llamada istmo, motivo por el cual se le asignd el nombre de isthmin®®; posteriormente se
encontraron otros genes pertenecientes a la misma familia por lo que a isthmin se le

design6é como isthmin 1 (ISM1) o simplemente como isthmin (ISM).

No obstante lo anterior, de acuerdo al analisis del BIGE, ISM1 presenté nula 0 minima
expresion en SNC de humanos, a diferencia de la alta expresion que mostré en el cerebro
de Xenopus.

El gen ISM1 codifica para una proteina de secrecion de aproximadamente 60 kDa que
contiene en su estructura un péptido sefial de 29 aminoacidos, un dominio trombospondina
tipo 1 (TSP1) localizado en el centro de la proteina y un dominio de adhesion asociado en
MUC4 y otras proteinas (AMOP, del inglés adhesion-associated domain in MUC4 and

other proteins) el cual se localiza en la regién C-terminal de la proteina®.

El dominio TSP1 forma parte de la estructura de proteinas inhibidoras de la angiogénesis®.
Por otro lado, el dominio AMOP esta presente en proteinas antagonistas de la agregacion
plaquetaria, en proteinas de secrecidn involucradas en el sistema inmune y se observé su
participacion en mecanismos de adhesién celular®’. Por motivo de su estructura, los trabajos

previos centraron su investigacion en los efectos antiangiogénicos de 1SM1%%°.
2.5. Perfil de expresion del gen METRNL en el BIGE.

El perfil de expresion del gen METRNL en el BIGE se muestra en la figura 6 y tabla 2. De
105 tejidos humanos analizados, la expresion mas alta de este gen fue en monocitos
activados, seguidos de CMSP activadas, mucosa oral, mucosa faringea y piel en el quinto
lugar.
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Figura 6. Perfil de expresion del gen METRNL en el BIGE. Affymetrix de microarreglos de ADN muestran
valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresion del gen METRNL en 105
tejidos del cuerpo humano. MO: mucosa oral, MF: mucosa faringea, P: piel, CMSPa: células mononucleares
de sangre periférica activadas, Ma: monocitos activados. (Con autorizacion de Albert Zlotnik, Departamento

de Fisiologia y Biofisica, Universidad de California, Irvine, USA).

Tabla 2. Sitios de mayor expresion del gen METRNL en el BIGE.

Orden Sitio Expresion relativa
1 Monocitos activados 981
2 CMSP activadas 947
3 Mucosa oral 690
4 Mucosa faringea 604
5 Piel 589
6 CMSP 579
7 Esdfago 564
8 Pez6n 436
9 Pericardio 429
10 Aorta 419
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2.6. Caracteristicas del gen METRNL.

El gen METRNL se localiz6 en el brazo largo del cromosoma humano 17 (17qg25.3).
Codifica para una proteina de secrecién de un peso molecular de aproximadamente 29 kDa
y posee un péptido sefial de 45 aminoéacidos. Se le asigné el nombre de METRNL debido a
que su estructura es similar a la proteina meteorin (METRN), de ahi el nombre de meteorin-
like (‘semejante a meteorin’). METRN es un factor de crecimiento neurotréfico y su
homologia con METRNL es de aproximadamente 40%*". La descripcién de METRNL en
la literatura es minima, existen 2 publicaciones acerca de este gen. Por una parte, se
estudiaron a pacientes con amiloidosis cutanea localizada primaria familiar o FPLCA
(familial primary localized cutaneous amyloidosis), la cual es una enfermedad que se
hereda de modo autosémico dominante, caracterizada por prurito crénico y licuefaccion de
la piel. La expresion del genoma humano completo se analizé a través de microarreglos de
ADN en 6 muestras de lesiones de piel de pacientes con FPLCA y en 6 muestras de piel
sana (grupo control)**. Los resultados mostraron una mayor expresion del gen METRNL en
FPLCA excediendo 2.14 veces a la expresion observada en piel sana. Estos datos se
comprobaron a través de RCP-c donde se evidencio la mayor expresion del gen METRNL

en lesiones de piel de pacientes con esta enfermedad.

Por otro lado, se buscaron genes involucrados en la transduccion de sefiales durante el
"proceso latente™ en el cual las neuronas se preparan para la maduracion y extension de
procesos neuronales (neuritas). Se encontraron 3 genes, Metrnl, Dclkl y Serpinbla, cuya
expresion se indujo de manera transitoria en estas células®. Ademés, se observé que la
neutralizacion de cualquiera de estos genes usando ARN de interferencia (ARNI) inhibio la
formacion de neuritas después del 'proceso latente'. Estos resultados indicaron que estos
genes participaron en la diferenciacion de las células y en la preparacién que éstas
requieren para completar sus funciones celulares. EI hecho que Metrnl codifique para una
proteina de secrecion sugiere que podria influir en la funcion de células vecinas para activar

sus funciones una vez terminado el proceso latente.
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2.7. Importancia del estudio de enfermedades de la piel.

La piel, con aproximadamente 2 m? de superficie, 5 kg de peso y un espesor de 0.5 a 4 mm,
representa el 6rgano mas grande del cuerpo humano. Es un 6rgano complejo que actla
como barrera entre el medio interno y externo para la proteccion contra agresiones fisicas,
quimicas y microbiolégicas; ademas es drgano de percepcion, termorregulacion y

evaporacion.

Por otra parte, la piel es una fuente importante de mediadores, como citocinas
proinflamatorias, prostaglandinas, leucotrienos, péptidos antimicrobianos y neuropéptidos,
funcionando de esta manera como un Organo inmunoldgico. Sin embargo, estos
mecanismos que normalmente son encaminados para mantener la homeostasis, pueden
ocasionar una alta reactividad inmunoldgica, lo que resulta en enfermedades como

psoriasis, lupus eritematoso, dermatitis atdpica, escleroderma, entre otras™.
2.8. Caracteristicas de las enfermedades de piel incluidas en este trabajo.
2.8.1. Dermatitis atdpica.

La dermatitis atopica, también conocida como eczema atdpico, es una dermatosis cronica
recidivante, inflamatoria, caracterizada por xerosis y prurito. Su prevalencia es del 1 al 3%

en adultos y del 10 al 20% en nifios™.

La distribucion de las lesiones varia segun la edad. Los infantes tienden a tener lesiones en
las mejillas y cuero cabelludo, los nifios en las mejillas, extremidades, la frente y el cuello,
mientras que los adultos en la cabeza, el cuello y zonas de flexion, como las fosas
antecubital y poplitea. En ocasiones la enfermedad se observa en todo el tegumento. Las
lesiones agudas comienzan como papulas eritematosas y exudados serosos. Las lesiones
secundarias incluyen excoriaciones, costras y erosiones debidas a rascado. Las lesiones
subagudas aparecen como papulas y/o placas eritematosas, descamativas*.

Su etiologia es multifactorial, participan una predisposicion genética e importantes
mecanismos inmunoldgicos como son las reacciones de hipersensibilidad a antigenos
variados (alimentos, neumoalergenos y proteinas bacterianas) y la infiltracién de linfocitos
T CD4", que en las lesiones agudas de dermatitis atopica se diferencian predominantemente

12



al linaje Th2, con la liberacion de citosinas proinflamatorias incluyendo la interleucina 4
(IL-4), IL-13, IL-31, mientras que en las lesiones cronicas se diferencian principalmente al
linaje Th1, con la secrecién de interferén gamma (IFN-y) e IL-12*".

Por otro lado, en los pacientes con dermatitis atopica existe un defecto en la funcién de
barrera de la piel, que predispone a los pacientes a frecuentes infecciones cutaneas,

causadas generalmente por Staphylococcus aureus®.

El tratamiento de la dermatitis atopica se basa en el empleo de esteroides topicos y/o

sistémicos, antihistaminicos, e inhibidores de la calcineurina®.

Figura 7. Dermatitis atopica. Lesiones eritematosas en dorso y cara posterior de extremidades superiores.

(Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Disseldorf, Alemania).
2.8.2. Psoriasis.

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria, autoinmune, cronica de la piel. Su prevalencia
es del 2 al 3% en la poblacion general representando una importante causa de morbilidad.
Afecta por igual a ambos sexos, y puede iniciar a cualquier edad, aunque suele hacerlo
entre los 15 y los 35 afios. Existen distintas formas de presentacion clinica, no obstante mas

del 90% de los casos corresponden a psoriasis vulgar, tabla 3°°°2

La etiologia de la psoriasis es desconocida. Sin embargo, existe una hiperplasia epidérmica
resultado de una proliferacion aberrante de queratinocitos, en la que contrario a la
renovacion normal de estas células cada 28-30 dias, se realiza cada 3-5 dias, lo que genera
acumulacion celular en la capa mas superficial de la epidermis dando la apariencia de
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escamas en las lesiones tipicas de psoriasis. Por otra parte, se genera un proceso
inflamatorio dérmico, mediado por una interaccién entre monocitos, células dendriticas,
linfocitos Thl y Th17, que liberan citocinas y quimiocinas proinflamatorias, por ejemplo,
factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a), IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17, 1L-12, IL-23, entre

otras®>®*,

Tabla 3. Tipos de psoriasis y principales caracteristicas.

Tipo Caracteristicas

Vulgar Es el tipo méas comun (90%). Se presenta en forma de placas
eritematosas, simétricas, circunscritas, con bordes gruesos y bien
delimitados. Las lesiones se observan recubiertas por abundantes
escamas blancas nacaradas, imbricadas, y facilmente desprendibles.
Su localizacion es predominante en codos, rodillas, cuero cabelludo,
y region lumbosacra.

Gutata Se presenta con lesiones eritematosas en forma de "gotas" o
pequefios puntos de 1 cm, con localizacion preferentemente en el
tronco. Suele desarrollarse posterior a una infeccion estreptocécica
de las vias respiratorias superiores.

Eritrodérmica Lesiones eritematosas generalizadas comprometiendo mas del 90%
de la extensién corporal, presentando fiebre y leucocitosis.

Pustulosa Variante aguda e infrecuente, se acompafia de sintomas sistémicos:
fiebre, mal estado general y leucocitosis.

Intertriginosa Afecta a los pliegues cutdneos, principalmente: axilares,
genitocrurales (ingles), intergluteos y submamarios.

Artritica Representa el 7%, es mas invalidante que la psoriasis estrictamente
cutanea, afectando articulaciones de manos, mufiecas, rodillas y
tobillos.

Mas del 70% de los pacientes con psoriasis pueden ser tratados con el uso de terapia topica.
Los analogos de la vitamina D3 (calcipotriol y tacalcitol) y el retinoide tépico tazarotene, se
usan con mayor frecuencia a la antralina y el alquitran de hulla. La mayoria de estas
sustancias pueden causar irritacion de la piel, por lo que, los corticosteroides topicos se
utilizan en combinacion. En pacientes con psoriasis severa, el uso de fototerapia y/o
farmacos sistémicos (ciclosporina, fumaratos, metrotrexate, retinoides sistémicos) son

recomendados®>°.
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Los tratamientos bioldgicos son una alternativa de terapia para la psoriasis. Las dos clases
principales son agentes biologicos dirigidos a las células T y dirigidos a citocinas. Entre
estos Ultimos se incluyen los farmacos inhibidores del FNT (infliximab, etarnecept,
adalimumab), el anticuerpo monoclonal anti-1L-12 e IL-23 (ustekinumab), el anticuerpo
monoclonal anti-1L-17 (ixekizumab) y el anticuerpo monoclonal dirigido al receptor de la
IL-17 (brodalumab), todos los cuales han mostrado ser de gran eficacia en el tratamiento de

esta enfermedad®®°,

Figura 8. Psoriasis. Lesiones eritemato-escamosas en codos, region lumbar y gluteos. (Cortesia del Hospital

Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania).
2.8.3. Prurigo nodular.

El prarigo nodular es una neurodermatitis de curso cronico, etiologia desconocida, que se
caracteriza por la formacion de papulas y nodulos indurados e hiperqueratosicos de 1 a 3
cm de didmetro, localizados comunmente -de forma simetrica y en nimero variable- en las
superficies extensoras de las extremidades inferiores. El tronco puede estar involucrado,
mientras que la cara y las manos son raramente afectadas. Su caracteristica mas
significativa y constante es su naturaleza extraordinariamente pruriginosa. De hecho, esta
enfermedad representa una condicién dermatolégica primaria 0 una manifestacion
dermatoldgica secundaria como consecuencia de una manipulacion traumatica repetida

posterior al prurito crénico causado por otras enfermedades sistémicas®™.
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En su patogénesis se implico el factor de crecimiento nervioso (FCN), el péptido
relacionado al gen de la calcitonina (PRGC) y los nervios inmunorreactivos a la sustancia
P, los cuales se encontraron incrementados en las lesiones de prdrigo nodular en
comparacion con la piel normal. Estos péptidos podrian ser los mediadores de la

inflamacion neurogénica cutanea y el prurito®.

El tratamiento de eleccion son los glucocorticoides tdpicos o intralesionales, la vitamina D3
topica y la capsaicina. Entre los tratamientos orales utilizados estan los antihistaminicos, la

ciclosporina y la talidomida®.

Figura 9. Prarigo nodular. Papulas y nddulos indurados en cara anterior de ambas piernas. (Cortesia del

Hospital Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania).

2.8.4. Escleroderma.

Escleroderma que significa “piel dura” es una enfermedad crénica, autoinmune,
inflamatoria del tejido conectivo difuso, de etiologia desconocida, caracterizada por fibrosis
en piel, vasos sanguineos, musculos esqueléticos y 6érganos internos. Se divide en dos
grupos: localizada, en la que solo existe fibrosis en piel y sistémica (llamada esclerosis
sistémica), en la que piel y érganos internos presentan fibrosis, 1o que tiene repercusiones
clinicas severas que ocasionan dafio a los sistemas cardiovascular y respiratorio, asi como

al tracto gastrointestinal, principalmente®,
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Su prevalencia es de 50 a 300 casos por millon de personas, su incidencia varia desde 2.3 a
22.8 casos por millon de personas por afio y al igual que en la mayoria de enfermedades
autoinmunes, las mujeres se ven mas afectadas que los hombres en una relacion de 4-14:1.

El pico de incidencia de esta enfermedad se encuentra entre la tercera y quinta década.

Los pacientes con la variedad sistémica pueden presentar una cantidad importante de
autoanticuerpos, incluyendo anticuerpos anti-nucleares, anti-topoisomerasa y anti-
centromero®. La tabla 4 resume la clasificacion de escleroderma y sus principales

caracteristicas®®,

Tabla 4. Clasificacion de escleroderma y principales caracteristicas.

Tipo Caracteristicas
Localizada Se le llama localizada porque solo hay fibrosis en la piel y no afecta
a drganos internos. Se divide en morfea, lineal y golpe de sable.
Morfea Forma mas comun del tipo localizada. Se presenta como parches de

piel abultada con aumento o disminucién de la pigmentacion.
Afecta solo a capas superficiales de la piel.

Lineal Es una banda o linea de piel abultada. Puede afectar al tejido
subcutaneo y masculo adyacente. Presentacion en piernas y brazos.
Mas frecuente en nifios y adolescentes.

Golpe de sable Es la escleroderma lineal con localizacion en cara 0 cuero
cabelludo. Ocasionalmente se asocia con anormalidades en el
crecimiento de los huesos faciales, produciendo deformaciones
considerables.

Sistémica Se le llama sistémica porque hay fibrosis de piel y de 6rganos
internos. Se clasifica en limitada y difusa, atendiendo a la
distribucion corporal del endurecimiento de la piel.

Limitada El endurecimiento de la piel se limita a la cara y parte distal de
extremidades (antebrazos, manos, pies y piernas). Otros signos y
sintomas incluyen: calcinosis, fendmeno de Raynaud,
telangiectasias, artritis. Afecta a &rganos internos, esofago,
pulmones, corazon, rifiones, esdfago.

Difusa El endurecimiento de la piel afecta a cara, cuello, torax, abdomen,
parte distal y proximal de extremidades superiores e inferiores.
Afecta con mayor severidad a dérganos internos que la variedad
limitada.
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Figura 10. Escleroderma localizada. Endurecimiento de la piel en forma de lesiones circunscritas localizadas

en abdomen. (Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Diisseldorf, Alemania).
2.8.5. Lupus eritematoso.

Lupus eritematoso (LE) es una enfermedad que presenta un amplio espectro de
manifestaciones cutaneas, sistémicas y que ha sido objeto de investigacion durante mas de
100 afios. Se le asignd el nombre a esta enfermedad en el siglo XII porque la lesion de la
piel semejaba la mordedura de un lobo: "lupus" del latin que significa lobo y “eritematoso”
que significa rojo. Su etiologia es desconocida, sin embargo, la herencia, el medio
ambiente, cambios hormonales y alteraciones en el sistema inmune tienen un papel
importante en su patogénesis. Su prevalencia es mayor en mujeres que en hombres (9:1) y

su edad de inicio es por lo comun entre los 20 y 40 afios®.
De manera general el lupus eritematoso se clasifica en tres tipos (tabla 5):

1. Lupus eritematoso cutaneo (LEC) o también llamado discoide (LED)
2. Lupus eritematoso sistémico (LES)

3. Lupus eritematoso inducido por medicamentos (LEIM).

Hay diferencias importantes en la severidad y presentacion clinica de las tres clases de
lupus, sin embargo las manifestaciones cutaneas se observan en las tres condiciones.

El LEC es limitado a la piel, principalmente de la cara, oidos, cuello y cuero cabelludo.

Rara vez afecta o6rganos internos y los anticuerpos antinucleares por lo general son
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negativos. Luego de varios afios de evolucién del padecimiento, aproximadamente el 10%

de los pacientes desarrolla sintomas sistémicos®®.

El LES es el tipo mas severo y afecta a cualquier 6rgano del cuerpo humano. Cursa con
periodos de pocos o ningln sintoma y con épocas de gran actividad. Entre las
manifestaciones clinicas se presentan: erupciones cutaneas, artritis, anemia, convulsiones.
La afeccion al rifion, los pulmones y el corazon también es comun. Una alta y variada
produccion de autoanticuerpos se encuentran en estos pacientes, incluyendo: anticuerpos
anti-nucleares, anti-ADN, anti-ribonucleoproteinas, anti-fosfolipidos, anti-histonas, entre

otros’.

El LEIM ocurre luego del uso, por lo general prolongado, de algunos farmacos como la
procainamida, hidralazina y quinidina™. En los ltimos afios, se asocié con el uso de
farmacos anti-FNT’2. Por lo general los sintomas son de menor severidad que en el LES y
en la mayoria de los casos, hay remision de la sintomatologia al suspender el medicamento

responsable.

Tabla 5. Clasificacion de lupus eritematoso y principales caracteristicas.

Tipo Caracteristicas

Cuténeo Se caracteriza por manchas rojas, que aparecen sobre ambas
mejillas y el puente de la nariz (“eritema en forma de mariposa™).
Algunas de las lesiones dejan cicatrices y cambian la pigmentacion
de la piel, otras lesiones sanan sin dejar cicatriz. Estas manchas
aparecen sobre todo en areas expuestas al sol, acompafiandose de
fotosensibilidad y pérdida de cabello.

Sistémico Afecta a cualquier 6rgano y sistema del cuerpo humano, es la
variante mas severa. Cursa con periodos de remision vy
exacerbacién. Entre las manifestaciones clinicas estan: erupciones
cutaneas, artritis, anemia, convulsiones, proteinuria y afeccion
cardiovascular. Se desarrolla una importante produccion de auto-
anticuerpos incluyendo, anticuerpos anti-nucleares, anti-ADN, anti-
ribonucleoproteinas, anti-fosfolipidos, anti-histonas, entre otros.

Inducido por Es resultado del uso de farmacos (procainamida, hidralazina y

medicamentos quinidina). Afecta cualquier 6rgano, aunque los sintomas no son
severos, y remiten al suspender el medicamento responsable.
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Figura 11. Lupus eritematoso cutaneo. Lesiones en forma de placas eritematosas en espalda superior.
(Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Disseldorf, Alemania).

2.8.6. Liquen plano.

El liguen plano es una enfermedad inflamatoria, autoinmune, crénica, de etiologia
desconocida, que afecta piel, mucosa oral, mucosa genital, cuero cabelludo y ufias. Su
prevalencia se estima entre el 0.1 al 4% de la poblacion general. La mayoria de los casos
inician entre los 30 y 60 afios de edad y afecta a las mujeres mas que a los hombres en una

relacion 3:27°,

Los elementos que describen a las lesiones o erupciones tipicas de un liquen plano son las 5
p’s: papulas, placas, poligonales, pruriticas, pigmentadas. El inicio suele ser de caracter
agudo, afectando a las superficies de flexion de las mufiecas, los antebrazos y las piernas.
Las lesiones son a menudo cubiertas por lineas reticulares, blanquecinas conocidas como
estrias de Wickham. En la patogénesis del liquen plano la participacion de un componente

inmunitario mediado por células T es fundamental ™.

Los corticosteroides tdépicos son la primera linea de tratamiento. Los corticosteroides

sistémicos se utilizan en casos generalizados.

El liquen plano puede resolverse espontaneamente en uno o dos afios, aunque las recidivas
son frecuentes y la erupcion tiende a sanar dejando una coloracion en la piel azul negruzca

o marrén’,
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Figura 12. Liquen plano. Pequefias papulas pigmentadas localizadas en region anterior-interna de antebrazos.
(Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Disseldorf, Alemania).

2.8.7. Queratosis actinica.

La queratosis actinica es una enfermedad neoplésica de la piel causada por la exposicion
excesiva a la radiacion con LUV. En los Estados Unidos de Ameérica representa la tercera
causa mas frecuente de consulta con dermatdélogos. En Australia, la prevalencia se estimo

en un 40-50% de la poblacién mayor de 40 afios’.

Su frecuencia es mayor en hombres que en mujeres, los pacientes pueden tener lesiones
Unicas o multiples, pero el namero medio por persona es de seis a ocho lesiones. Estas
lesiones son de crecimiento lento, pequefias (menores a 1 cm de didmetro), asperas, de
color rosa, rojo o marrén. También se pueden presentar como papulas eritematosas en
placas grandes, con telangiectasias, cubiertas por escamas adherentes de color amarillo™.
Se desarrolla mas comunmente en las areas expuestas al sol (cara, pabellones auriculares,

cuello, manos, antebrazos).

La radiacion con LUV causa cambios quimicos en los queratinocitos, que histolégicamente
se evidencian como una proliferacion y diferenciacion anormal de estas células. La
evolucion de las lesiones puede seguir una de tres vias: regresion, persistir sin cambios, o
evolucionar a carcinoma epidermoide en un 0.1 hasta un 20% de los casos’®"”.

Hay muchos tratamientos eficaces para la queratosis actinica, quirdrgicos (curetaje,

electrocirugia, laser, criocirugia, dermoabrasion, extirpacion quirdrgica) y farmacoldgicos
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(fluorouracilo, imiquimod y diclofenaco tdpicos). Sin embargo, evitar la exposicion solar

excesiva es la mejor prevencion’®.

Figura 13. Queratosis actinica. Mdltiples lesiones en forma de méculas eritematosas localizadas en areas

expuestas al sol. (Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania).
2.8.8. Carcinoma basocelular.

El carcinoma basocelular representa el 75% de los canceres de piel. Recibe su nombre
debido a que se origina de los queratinocitos localizados en la capa basal de la epidermis.
Su etiologia es multifactorial, participan factores extrinsecos e intrinsecos en su desarrollo,
tabla 6. La radiacion con LUV es responsable de la mayor parte del dafio cutaneo y se le
considera como el factor de riesgo principal para este cancer. Otros factores de riesgo
incluyen los carcin6genos quimicos, como la ingestidn de acido arsénico e hidrocarburos, y
la administracion topica de mostaza nitrogenada. Los factores intrinsecos (constitucionales)

son el sexo, la edad y la predisposicién genética™.

Tabla 6. Factores de riesgo implicados en la patogénesis del carcinoma basocelular.

Extrinsecos Intrinsecos
Radiacion con LUV Edad > 60 afios
Inmunosupresion Sexo masculino
Carcindgenos quimicos Piel tipo |
Radiacion ocupacional y terapéutica Historia familiar de carcinoma basocelular
Quemaduras Enfermedades genéticas: xeroderma

pigmentosa, albinismo
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En base a criterios clinico-patolégicos, el carcinoma basocelular se divide en subtipos,
especificados como nodular y superficial. Los tipos nodular son mas frecuentes en areas de
la cabeza expuestas al sol, mientras que los de tipo superficial ocurren con mayor

frecuencia en el tronco®.

Figura 14. Carcinoma basocelular. Nédulo Unico, perlado, con bordes eritematosos y superficie central
ulcerada, localizado en cabeza. (Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Disseldorf,
Alemania).

El tratamiento del carcinoma basocelular incluye reseccion quirdrgica, cirugia de Mohs,
crioterapia, curetaje y electrodesecacion; tratamientos médicos como el imiquimod Yy

fluorouracilo son una opcién, aunque menormente utilizados®".

2.8.9. Carcinoma epidermoide.

El carcinoma epidermoide es el segundo en frecuencia de los céanceres de npiel,
representando del 15 al 20% del total de los casos. Al igual que en el carcinoma
basocelular, el factor de riesgo mas importante en su desarrollo es la exposicion a la
radiacion con LUV. Se origina de los queratinocitos, localizados en las capas mas
superficiales de la epidermis. Las lesiones aparecen como papulas o placas firmes, color
rosa, suaves e hiperqueratdsicas, que pueden presentar ulceracion. Crecen con mayor

rapidez y son mas invasivas que las lesiones del carcinoma basocelular®.
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El riesgo de metéstasis varia del 1 al 5%, sin embargo en algunas variedades puede ser de
hasta un 40%. Las metéastasis pueden diseminarse via linfatica (a ganglios linfaticos) o

hematdgena (a pulmones)®.

El uso apropiado de curetaje y electrodesecacion o criocirugia puede eliminar hasta el 90%

de los tumores que sean pequefios, localizados y con bajo riesgo de metastasis. La escision

quiruargica y la cirugia de Mohs ofrecen menores tasas de recurrencia y de metastasis en
81,82

pacientes con tumores de alto riesgo

Figura 15. Carcinoma epidermoide. Tumoracion nodular localizada en cabeza. (Cortesia del Hospital

Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania).
2.8.10. Micosis fungoide.

El término micosis fungoide significa «enfermedad flungica parecida a hongos», sin
embargo, no es una infeccién fangica, fue llamada asi por el primer dermatélogo que la
describié en 1806 y la observo en un caso grave de un paciente en el que las lesiones tenian

aspecto de hongo®,

La micosis fungoide es un trastorno progresivo, cronico y no contagioso de la piel que
forma parte de los linfomas no-Hodgkin. Se caracteriza por una proliferacion de células T

CD4" en piel y representa el tumor cutneo méas comdn de células T%.

La causa de esta enfermedad no se conoce, sin embargo se sugiri6 como posible agente

etioldgico al virus linfotrépico T humano tipo 1 (VLTH-1)%.
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Es mas frecuente en hombres que en mujeres (2:1) y su edad de inicio es entre los 55 y 60
afios de edad. Los sintomas tipicos incluyen lesiones tipo maculas o papulas que pueden ser
descamativas. El curso clinico de la micosis fungoide se desarrolla en tres etapas. La
primera etapa es eritematosa caracterizada por una erupcion localizada, que suele causar
prurito. La segunda etapa se caracteriza por la presencia de manchas en forma de placas
induradas, con bordes bien delimitados y ligeramente elevadas por encima del plano de la
piel. Finalmente, en la tercera etapa aparecen lesiones tipo tumor o placas protuberantes y

que pueden formar tlceras pequefias®.

El tratamiento incluye terapia topica (mecloretamina, carmustina, esteroides y gel de
bexaroteno), asi como terapia sistémica (interferon, retinoides orales, bexaroteno,

vorinostat y denileucina diftitox) para pacientes en etapas tardias®’.

Figura 16. Micosis fungoide. Lesiones multiples en forma de papulas uniformes, localizadas en dorso.
(Cortesia del Hospital Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania).

2.8.11. Condiloma acuminado.

El condiloma acuminado, también llamado verrugas genitales, es una enfermedad de
transmision sexual altamente contagiosa, causada por el virus del papiloma humano (VPH).
Hasta la fecha, se conocen mas de 120 tipos diferentes del VPH, sin embargo los tipos 6 y

11 son responsables del 90% de los casos de condiloma acuminado®.
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Las lesiones son de color rosa o blanquecinas, planas o elevadas, blandas, solas o en
racimos, preferentemente localizadas en zonas humedas (genitales, region anal y mucosa

oral).

El aumento de su incidencia en pacientes inmunosuprimidos en células T sugiere
fuertemente que las respuestas de las células T CD4" y/o CD8" desempefian un papel vital
en el control de la infeccion del VPH. La naturaleza de estas respuestas inmunes y sus
mecanismos aun no se entienden completamente, sin embargo se considera que en las
lesiones de condiloma acuminado se instala una respuesta inmune que genera un infiltrado
de linfocitos T CD4" en los queratinocitos, lo que da lugar a su vez a una respuesta celular
de tipo Th que finalmente producira interferones para revertir la infeccion viral®.

Las opciones de tratamiento actualmente disponibles estan en gran medida dirigidas a la
eliminacion del crecimiento verrugoso en lugar de a la eliminacion de la infeccién viral
subyacente. Ninguna terapia definitiva ha surgido como el estandar ideal y generalmente la
seleccion se realiza de una manera especifica dependiendo el paciente. Entre los
medicamentos tépicos mas utilizados se encuentran: la podofilina, el imiquimod y las
sinecatequinas. Los tratamientos destructivos y quirurgicos incluyen: el uso de &cido

tricloroacético, la crioterapia, la electrocirugia y la escision quirtrgica®™.

Figura 17. Condiloma acuminado. Lesiones mdltiples, nodulares y de color rosado en region anal. (Cortesia

del Hospital Universitario de Dermatologia, de Diisseldorf, Alemania).
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2.9. Planteamiento del Problema.

Las patologias antes presentadas representan un importante problema de morbilidad a nivel
mundial, muchas de ellas comparten caracteristicas inflamatorias, tendencia a la cronicidad
y desconocimiento de las causas que las originan. Por otra parte, no existe un completo
entendimiento de la expresion de los genes de piel que acompafian a todas estas patologias.
ISM1 y METRNL son genes recientemente descritos que se expresan en piel sana y en
otros tejidos humanos como en el sistema inmune, lo que los hace candidatos a ser
investigados en el contexto patoldgico de la piel para observar si muestran mayor o menor

expresion en enfermedades inflamatorias, neoplasicas e infecciosas de la piel.

2.9.1. Pregunta de Investigacion.

¢En qué magnitud se expresan los genes ISM1 y METRNL en enfermedades inflamatorias,

neoplasicas e infecciosas de la piel?
2.10. Justificacion.

Esta época ofrece una oportunidad Unica para implementar proyectos de investigacion
enfocados en estudiar genes nuevos de los cuales no existe informacion y de esta manera
dilucidar su funcion y propiedades. El conocer la funcion de los genes aporta informacion
sobre enfermedades poco comprendidas, permite el desarrollo de nuevas medicinas, y/o de

diagnosticos mas precisos.

Las causas que originan algunas patologias de la piel como psoriasis, dermatitis atopica y
escleroderma, son una incognita. Estas enfermedades tienen como denominador comun
cronicidad, inflamacién y autoinmunidad**%>*%, Por su parte, los procesos neoplésicos de

79,80,82,91

la piel son un problema cada vez mayor a nivel mundial incluyendo México , Y las

infecciones cutaneas son parte de la practica médica diaria®®".

La tecnologia molecular que existe actualmente, nos brinda una oportunidad sin precedente
para estudiar dos genes (ISM1 y METRNL) que muestran una alta expresion en piel y
sistema inmune, y que no se conocen en el contexto de enfermedades cutaneas. Por lo
anterior, estudiamos la expresion de estos genes en algunas de las enfermedades mas

importantes y frecuentes de la piel.
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2.11. Objetivos.
2.11.1. Objetivo general.

Comparar la expresion de los genes ISM1 y METRNL en piel sana con la expresion de

estos genes en enfermedades inflamatorias, neoplasicas e infecciosas de la piel.
2.11.2. Objetivos especificos.

e Cuantificar por medio de la RCP-c la expresion de los genes ISM1y METRNL en piel

Sana.

e Cuantificar por medio de la RCP-c la expresion de los genes ISM1y METRNL en seis

enfermedades inflamatorias de la piel.

e Cuantificar por medio de la RCP-c la expresion de los genes ISM1 y METRNL en

cuatro enfermedades neopléasicas de la piel.

e Cuantificar por medio de la RCP-c la expresion de los genes ISM1 y METRNL en una

enfermedad infecciosa de la piel.
2.12. Hipotesis.

Ho: No existe diferencia significa en la expresion de los genes ISM1 y/o METRNL en

enfermedades inflamatorias, neoplasicas e infecciosas de la piel y en piel sana.

H1: Si existe diferencia significativa en la expresion de los genes ISM1 y/o METRNL en

enfermedades inflamatorias, neopléasicas e infecciosas de la piel y en piel sana.
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Disefio del estudio.
El presente trabajo es un estudio descriptivo y transversal.
3.2. Seleccidn de los pacientes.
Los pacientes se eligieron de acuerdo a los requisitos sefialados.
3.2.1. Criterios de inclusion.

1. Ambos géneros, mayores de 18 afios.

2. Pacientes con diagndstico de alguna de las siguientes enfermedades: dermatitis atopica,
psoriasis, prdrigo nodular, escleroderma, lupus eritematoso, liquen plano, queratosis
actinica, carcinoma basocelular, carcinoma epidermoide, micosis fungoide y condiloma
acuminado.

3. Tiempo de evolucion de la enfermedad indistinto.

4. Con tratamiento o sin tratamiento.
3.2.2. Criterios de exclusion.

1. Falta de consentimiento informado.
3.3. Poblacién y muestra.

Se incluyeron a los pacientes que acudieron durante el periodo de octubre de 2010 a
octubre de 2012 al Hospital Universitario de Dermatologia, de Dusseldorf, Alemania
presentando alguna de las enfermedades descritas anteriormente. Se consideraron como
minimo 5 pacientes por enfermedad y se incluyé ademas un grupo de controles sanos. Los
pacientes y controles recibieron una hoja informativa que leyeron, y firmaron una carta de
consentimiento informado. De cada paciente se obtuvo una biopsia de la lesion de piel y de
las personas que participaron como controles una biopsia de piel sana. Todos los
diagnosticos clinicos fueron comprobados a traves de un estudio histoldgico realizado por
un médico patélogo. La tabla 7 resume las enfermedades de piel, controles sanos y nimero

de muestras incluidas.
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Tabla 7. Muestras de enfermedades de piel incluidas y controles sanos.

Condicién Numero de Género Edad media + DE
muestras Hombres Mujeres (afos)

Enfermedades inflamatorias

Dermatitis atopica 12 9 3 455+18.1

Psoriasis 12 11 1 49.8+12.8

Prarigo nodular 6 3 3 70.3+6.8

Escleroderma 7 2 5 52.7+12.8

Lupus eritematoso 10 4 6 51.2+14.4

Liquen plano 12 11 1 59.2£215
Enfermedades neoplésicas

Queratosis actinica 6 5 1 76.1+7

Carcinoma basocelular 12 8 4 67.5+11.2

Carcinoma epidermoide 9 7 2 80+6.5

Micosis fungoide 8 6 2 68.7 +18.1
Enfermedades infecciosas

Condiloma acuminado 12 10 2 39.5+12.38
Controles sanos 10 5 5 62.5+ 15
Muestras totales 116 81 35 58.7+18.4

DE = desviacién estandar.
3.4. Instrumentos y procedimientos.
3.4.1. Obtencidn de la biopsia.

Se realizd asepsia y antisepsia de la piel, se infiltré piel y tejidos profundos con un
anestesico local (clorhidrato de lidocaina a una dosis de 2 a 3 mg/kg) y se colocaron
campos estériles. Las muestras obtenidas -de aproximadamente 0.6 x 0.3 cm- se
depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL las cuales se congelaron inmediatamente en

nitrogeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta ser procesadas.
3.4.2. Procesamiento de las biopsias.

Con cada biopsia de piel de pacientes y controles sanos se realizd: homogeneizacion del
tejido, aislamiento de ARN total, cuantificacion de ARN total, sintesis de ADNc asi como
también RCP-c de los genes ARNr 18S, ISM1y METRNL.
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3.4.2.1. Homogeneizacion del tejido.

Se aniadieron 10 pL de B-mercaptoetanol (B-ME) (Sigma-Aldrich, Alemania) por cada mL
de amortiguador RLT para la lisis de tejidos y células (Qiagen, Alemania). Se agregaron
600 pL del amortiguador RLT a las muestras colocadas en tubos Falcon de 5 mL. De esta
manera las muestras se homogeneizaron utilizando el homogeneizador de tejidos, Polytron
PT 2500 E (Kynematica AG, Lucerna, Suiza) a una velocidad de 23,000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 30 a 60 segundos. Posterior a su homogeneizacion, cada muestra fue

mantenida en hielo hasta el comienzo del aislamiento de ARN total.
3.4.2.2. Aislamiento de ARN total.

El aislamiento de ARN total se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo RNeasy Mini Kit
para purificacion de ARN total de tejidos de origen animal (Qiagen, Alemania).

Del volumen total de cada muestra lisada resultado de la homogeneizacién, se tomaron 700
uL como méximo, se colocaron en las columnas de centrifugacion QIAshredder que
estaban incorporadas en tubos de coleccion de 2 mL y se centrifugaron durante 2 minutos a
una velocidad de 13,000 rpm. Los eluidos se transfirieron a tubos de 1.5 mL y se
centrifugaron por 3 minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se transfirié cuidadosamente
con una pipeta a nuevos tubos de 1.5 mL y se agregaron 600 uL de etanol al 70%
mezclandose inmediatamente con la pipeta. La mezcla resultante fue de aproximadamente
1.3 mL (sobrenadante + etanol). Se tomaron 700 puL de esta mezcla, se colocaron en las
minicolumnas RNeasy que estaban incorporadas en tubos de coleccion de 2 mL y se
centrifugaron por 15 segundos a 10,000 rpm. Se desecho el primer eluido, se coloco el
volumen restante de la mezcla (aproximadamente 600 pL) en las mismas minicolumnas
RNeasy incorporadas en tubos de coleccion y se centrifugaron las muestras durante 15
segundos a 10,000 rpm. También se desechd el segundo eluido de los tubos de coleccion, se
agregaron 700 uL del amortiguador RW1 a las minicolumnas RNeasy para lavar la
membrana donde se adhiere el ARN, posteriormente se centrifugaron durante 15 segundos
a 10,000 rpm. Se desechd el eluido y los tubos de coleccion. Las minicolumnas RNeasy se
transfirieron a nuevos tubos de coleccion de 2 mL. Se adicionaron 500 pL del amortiguador

RPE a las minicolumnas para un segundo lavado de la membrana y se centrifugaron
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durante 15 segundos a 10,000 rpm. Se desechd el eluido y se agregaron 500 pL del
amortiguador RPE a las minicolumnas y se centrifugaron durante 2 minutos a 10,000 rpm.
Se desechd el eluido y los tubos de coleccién. Las minicolumnas RNeasy fueron colocadas
en nuevos tubos de coleccion de 2 mL y se realizé una centrifugacion de un minuto a
13,000 rpm para secar la membrana. Los tubos de coleccion fueron desechados y las
minicolumnas RNeasy fueron transferidas a tubos estériles de 1.5 mL. Se agregaron 50 pL
de agua libre de ribonucleasa (RNasa) directamente a la membrana de las minicolumnas
RNeasy y se realizd una centrifugacion de un minuto a 10,000 rpm. Se tomo el eluido de
esta Ultima centrifugacion, se colocé de nuevo directamente en la membrana de las
minicolumnas y se realiz6 otra centrifugacion de un minuto a 10,000 rpm. Finalmente, las
columnas RNeasy se eliminaron. El eluido resultante se congel6 a -80°C hasta ser utilizado
para la cuantificacion de ARN total.

Los pasos que requirieron centrifugacion se efectuaron a temperatura ambiente (25°C) en

una microcentrifuga estandar (Eppendorf, Alemania).
3.4.2.3. Cuantificacion de ARN total.

La cuantificacion de ARN total se realizd con el espectrofotometro NanoDrop 2000C
(Thermo Scientific, USA). Una cantidad de 1.2 pL por muestra fue suficiente para la
cuantificacion. Las muestras con una concentracion de ARN total mayor o igual a 30 ng/puL.
se incluyeron en el estudio. La pureza del ARN se evalu6 de acuerdo con la relacion de
absorbancia del ARN a 260/280 nandémetros. Se considera que las relaciones cercanas a 2.0
unidades de absorbancia indican ARN de buena calidad. En general todas las muestras

incluidas tuvieron un valor cercano a 2.0 unidades.
3.4.2.4. Sintesis de ADNc.

Para la sintesis de ADNCc se utilizaron 4 ug de ARN total en un volumen final de 10 pL de
agua tratada previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) (Carl Roth, Alemania).

Se preparé la mezcla A en las siguientes cantidades:

e 1.5 uL de amortiguador de la primera hebra 5X (250 mM de hidrocloruro de Tris,
pH 8.3 a temperatura ambiente, 375 mM de KCI, 15 mM de MgCl,; Invitrogen).
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e 1 uL de inhibitor de RNasa/Rnasin (40 U/uL; Promega).

e 1 uL de desoxirribonucleasa | (DNasa I) recombinante, libre de RNasa (10 U/uL;
Roche).

e 2.5 uL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

Se agregaron 6 puL de la mezcla A a los 10 uL de ARN total, se mezcl6 con la pipeta y se
realiz6 una centrifugacion breve. Los tubos se incubaron durante 20 minutos a 37°C y 10
minutos a 70°C, en el programa -0 del termociclador Biotron Trio (Biometra, Alemania).

Se preparé la mezcla B en las siguientes cantidades:

e 1 uL de oligodesoxitimidilato (0.5 pg/uL; Invitrogen).
e 0.4 uL de hexadmero aleatorio (252.2 uM; Promega).
e 2.6 uL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

Se agregaron 4 uL de la mezcla B a cada muestra, se mezcld con la pipeta y se realizd una
centrifugacion breve. Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 70°C, en el programa

-1 del termociclador Biotron Trio (Biometra, Alemania).
Se preparé la mezcla C en las siguientes cantidades:

e 4.5 uL del amortiguador de la primera hebra (5X; Invitrogen).

e 1.5 uL de desoxirribonucleésidos 5’-trifosfato (10 mM; Bioline).

e 1 puL de ditiotritol (0.1 M; Invitrogen).

e 0.5 pL unidades de inhibidor de RNasa/Rnasin (40 U/uL; Promega).
e 1.5 uL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

Se agregaron 9 pL de la mezcla C a cada muestra, se mezclo con la pipeta y se realizd una
centrifugacion breve. Las muestras se incubaron durante 2 minutos a 42°C en el programa -

2 del termociclador Biotron Trio (Biometra, Alemania).

e Se agregd 1 pL de transcriptasa reversa (200 U/uL; Invitrogen) a cada muestra, se
mezcldé con la pipeta y se realizd una centrifugaciéon breve teniendo un volumen

final de reaccion de 30 uL.
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Finalmente, en términos de concentracion por tubo quedd: amortiguador de la primera
hebra (50 mM de hidrocloruro de Tris, 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,), 2 U/uL del
inhibidor de RNasa/Rnasin, 0.33 U/uL de DNasa I recombinante, 0.016 pg/pul de
oligodesoxitimidilato, 3.3 uM de hexamero aleatorio, 500 uM de desoxirribonucledsidos
5’-trifosfato y 3.3 mM de ditiotritol.

Para llevar a cabo la reaccion de retrotranscripcion las muestras se incubaron durante 50
minutos a 42°C y posteriormente 10 minutos 70°C en el programa -3 del termociclador

Biotron Trio (Biometra, Alemania).

Al final de la reaccion de amplificacion se ajustd la concentracion de ADNc a 10 pg/uL.
Para llevar a cabo la RCP-c el ADNCc se ajusto a 2.5 pg/ul, y se congeld a -20°C hasta ser
utilizado.

3.4.2.5. RCP-c.

Como gen control se seleccion6 el gen ARNr 18S, que previamente se utilizd para

comparar la expresion de genes en piel sana y en tejidos patolégicos®™.
Se prepard la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen ARNr 18S:

e 12.5 uL de la mezcla maestra de RCP universal TagMan (2X; Applied Biosystems).

e (.15 pL del cebador hacia delante del gen ARNr 18S (10 uM; Life Technologies).

e (.15 pL del cebador hacia atras del gen ARNr 18S (10 uM; Life Technologies).

e (.15 puL de la sonda del gen ARNr 18S (40 uM; Life Technologies).

e 2.05 uL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

e Se colocaron 15 pL de la mezclay 10 uL del ADNc (2.5 pg/pL) de cada muestra en
una placa optica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied
Biosystems). El volumen final de reaccion fue de 25 uL que en términos de
concentracion quedo: 1X de la mezcla maestra de RCP universal TagMan, 0.06 uM
del cebador hacia delante del gen ARNr 18S, 0.06 uM del cebador hacia atras del
gen ARNr 18Sy 0.24 uM de la sonda del gen ARNr 18S.
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Se cubrid la placa con una cubierta de adhesivo éptico (Applied Biosystems), se centrifugd
por 2 minutos a 1,200 rpm y se coloco en el termociclador ABI Prism 7000 (Applied

Biosystems).

So6lo las muestras que obtuvieron un valor de expresion del gen ARNr 18S entre 14.00 y

15.90 ciclos fueron incluidas en el estudio.
Se preparé la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen ISM1.:

e 12.5 pL de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green (2X; Applied
Biosystems).

e 2.5 uL de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen ISM1 (2 uM;
Eurofins MWG).

e Se colocaron 15 pL de la mezclay 10 uL del ADNc (2.5 pg/uL) de cada muestra en
una placa Optica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied
Biosystems). El volumen final de reaccion fue de 25 pL que en términos de
concentracion quedo: 1X de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Greeny 0.2

uM de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen ISM1.

Se cubrio la placa con una cubierta de adhesivo 6ptico (Applied Biosystems), se centrifugo
por 2 minutos a 1,200 rpm y se coloco en el termociclador ABI Prism 7000 (Applied

Biosystems).
Se preparé la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen METRNL.:

e 12.5 uL de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green (2X; Applied
Biosystems).

e 2.5 uL de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen METRNL (2
uM; Eurofins MWG).

e Se colocaron 15 pL de la mezclay 10 uLL del ADNc (2.5 pg/ul) de cada muestra en
una placa optica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied
Biosystems). El volumen final de reaccion fue de 25 pL que en términos de
concentracion quedo: 1X de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Greeny 0.2

UM de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen METRNL.
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Se cubrid la placa con una cubierta de adhesivo éptico (Applied Biosystems), se centrifugd
por 2 minutos a 1,200 rpm y se coloco en el termociclador ABI Prism 7000 (Applied

Biosystems).

Una vez obtenida la expresion de los tres genes (ARNr 18S, ISM1y METRNL) se dividié
la expresion del gen ISM1 entre la expresion del gen ARNr 18S y la expresion del gen
METRNL entre la expresion del gen ARNr 18S; los valores obtenidos se tomaron como la
cuantificacion relativa de los genes ISM1 y METRNL en las muestras estudiadas y se

representaron como unidades relativas (UR).

Las secuencias de los cebadores de los genes ISM1 y METRNL utilizados en este trabajo
se disefiaron con la herramienta “Primer-BLAST” del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) y se describen en la tabla 8. No se presentan las secuencias de los
cebadores utilizados para el anlisis del gen ARNr 18S, dado que la compafiia de donde se
adquirié este producto no revela la secuencia de los cebadores de este gen (Life

Technologies).

Tabla 8. Secuencias de los cebadores de los genes ISM1y METRNL.

Gen Secuencia del cebador hacia Secuencia del cebador hacia
adelante 5'-3' atras 5'-3'

ISM1 CCCAGCTGCCCCTGCTCCTA CAGCTTCTCCTTGGGCCCGC
METRNL CAGGAGCTGTCTGCGCCGTA TCGTCACGCGCAGGTGGATG

La sintesis de ADNc y la cuantificacion por medio de RCP-c de la expresion de los genes
ARNTr 18S, ISM1y METRNL se realizaron en tres ocasiones para verificar los resultados.

3.5. Variables.
3.5.1. Independiente.

Dermatitis atOpica, psoriasis, prurigo nodular, escleroderma, lupus eritematoso, liquen
plano, queratosis actinica, carcinoma basocelular, carcinoma epidermoide, micosis

fungoide y condiloma acuminado.
3.5.2. Dependiente.
Expresion de los genes ISM1y METRNL.
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3.6. Plan de Anadlisis.

Se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para diferentes muestras con el
programa estadistico GraphPad prism version 5.03, que nos permitié comparar las
medianas de la expresion de los genes ISM1 y METRNL en piel sana y en enfermedades
inflamatorias, neoplasicas e infecciosas de la piel, con un nivel de significancia estadistica
de P menor de 0.05.

3.7. Aspectos Eticos, Normativos y de Seguridad.

Este estudio se ajusté a la Declaracion de Helsinki®, por lo que cumplié con la
normatividad que rige a la investigacion en materia de salud, aplicada a humanos. No se
utilizaron procedimientos que pusieran en riesgo la integridad o salud de los participantes
del estudio.

Asimismo todos los pacientes que participaron en este estudio, fueron informados acerca
del uso de la muestra que ellos donaron, y firmaron un documento de consentimiento
informado, que respaldo la informacion que se les brind6 y la autorizacion del uso de las

muestras para fines de investigacion.
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CAPITULO IV. RESULTADOS.

Todos los resultados de cuantificacion por medio de RCP-c de la expresion de los genes
ISM1 y METRNL en las enfermedades estudiadas se reportaron como unidades relativas
(UR) en comparacion con la expresion del gen del ARNr 18S y todas ellas se compararon

contra la expresion de los mismos genes en 10 muestras de piel sana.
4.1. Enfermedades inflamatorias.
4.1.1. Dermatitis atdpica.

Se analizaron 12 muestras de pacientes con dermatitis atépica comparandose con 10
muestras de piel sana. La figura 18 muestra los resultados de los analisis. Como podemos
observar ambos genes mostraron una mayor expresion en esta enfermedad en comparacion
con piel sana. Los resultados fueron estadisticamente significativos con una P de 0.036 en
el andlisis del gen ISM1 y una P de 0.034 en el analisis del gen METRNL.
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Figura 18. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en dermatitis atdpica.
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4.1.2. Psoriasis.

Se analizaron 12 muestras de pacientes con psoriasis comparandose con 10 muestras de piel

sana. La figura 19 muestra los resultados de los andlisis. Como podemos observar la

expresion del gen ISM1 en psoriasis mostré un patron de expresion similar a su expresion

en piel sana; por el contrario el gen METRNL exhibié una mayor expresion en psoriasis

que en piel sana. Esta expresion fue estadisticamente significativa con una P de 0.001.
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Figura 19. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en psoriasis.
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4.1.3. Prarigo nodular.

Se analizaron 6 muestras de pacientes con prurigo nodular comparandose con 10 muestras
de piel sana. La figura 20 muestra los resultados de los andlisis. La expresion del gen ISM1
en prurigo nodular fue similar a su expresién en piel sana, mientras que la expresién del

gen METRNL fue mayor en esta enfermedad en comparacion con piel sana (P de 0.045).
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Figura 20. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en prarigo nodular.
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4.1.4. Escleroderma.

Se compararon 10 muestras de piel sana con 7 muestras de lesiones de piel de pacientes con
escleroderma: 6 pacientes con diagnostico de escleroderma variedad localizada y un
paciente con diagnostico de escleroderma variedad sistémica. Los genes ISM1y METRNL

en esta patologia no mostraron una expresion estadisticamente significativa (figura 21).
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Figura 21. Expresion de los genes ISM1y METRNL en escleroderma.
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4.1.5. Lupus eritematoso.

Se analiz6 la expresion de los genes ISM1 y METRNL en 10 muestras de lesiones de piel
de pacientes con lupus eritematoso (7 muestras de pacientes con lupus eritematoso cutaneo
y 3 muestras de pacientes con lupus eritematoso sistémico). Se compararon con 10
muestras de piel sana. En la figura 22 se muestra que los genes ISM1 y METRNL no se

expresaron significativamente (P de 0.215 y 0.755 respectivamente).
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Figura 22. Expresion de los genes ISM1y METRNL en lupus eritematoso.
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4.1.6. Liquen plano.

Se cuantificd la expresion de los genes ISM1 y METRNL en 12 muestras de lesiones de
piel de pacientes con diagndstico de liquen plano. Los analisis se compararon con 10
muestras de piel sana y se muestran en la figura 23. No se encontr diferencia significativa

en la expresion de ISM1y METRNL en esta enfermedad.
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Figura 23. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en liquen plano.

43



4.2. Enfermedades neoplésicas.
4.2.1. Queratosis actinica.

Se cuantificd la expresion de los genes ISM1y METRNL en 6 muestras de lesiones de piel
de pacientes con queratosis actinica. Los andlisis se compararon con 10 muestras de piel
sana y se muestran en la figura 24. EI gen ISM1 mostr6 la misma expresion en esta
enfermedad que en piel sana, mientras que el gen METRNL exhibi6 una expresion

estadisticamente significativa (P de 0.017).
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Figura 24. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en queratosis actinica.
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4.2.2. Carcinoma basocelular.

Se cuantificd la expresion de los genes ISM1 y METRNL en 12 muestras de lesiones de
piel de pacientes con carcinoma basocelular y se compararon con 10 muestras de piel sana.
En la figura 25 se observa que no hubo una diferencia significativa en la expresion de ISM1

y METRNL en este cancer de piel.
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Figura 25. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en carcinoma basocelular.
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4.2.3. Carcinoma epidermoide.

Se cuantificé la expresion de los genes ISM1 y METRNL en 9 muestras de lesiones de piel
de pacientes con carcinoma epidermoide. Los andlisis se compararon con 10 muestras de
piel sana y se muestran en la figura 26. Ambos genes mostraron un patrén de expresion

similar en este cancer y en piel sana.
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Figura 26. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en carcinoma epidermoide.
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4.2.4. Micosis fungoide.

Se estudio la expresién de los genes ISM1y METRNL en 8 muestras de lesiones de piel de
pacientes con diagnostico de micosis fungoide. Los analisis se compararon con 10 muestras
de piel sana y se muestran en la figura 27. Ambos genes mostraron una expresion en esta

enfermedad similar a la observada en piel sana.
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Figura 27. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en micosis fungoide.
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4.3. Enfermedades infecciosas.
4.3.1. Condiloma acuminado.

Se estudid la expresion de los genes ISM1 y METRNL en 12 muestras de lesiones de
pacientes con diagndstico de condiloma acuminado. Los analisis se compararon con 10
muestras de piel sana y se muestran en la figura 28. Esta enfermedad infecciosa presentd
una menor expresion del gen ISM1 estadisticamente significativa (P menor que 0.0001). El
gen METRNL presentd un patron de expresion similar en esta patologia al patron de

expresion mostrado en piel sana.
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Figura 28. Expresion de los genes ISM1 y METRNL en condiloma acuminado.
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Los resultados de la expresion de los genes ISM1 y METRNL en las enfermedades de piel

incluidas en este trabajo se resumen en las tablas 9 y 10 respectivamente.

Tabla 9. Resultados de la expresion del gen ISM1 en las enfermedades de piel estudiadas.

Enfermedades Pacientes Controles sanosf Valor de P*

Inflamatorias

Dermatitis atopica 143.3 (111.9-200.9) 84.1 (54.9-111.4) 0.036

Psoriasis 155 (103.2-203) 84.1 (54.9-111.4) 0.105

Prarigo nodular 62.1 (45.2-99) 84.1 (54.9-111.4) 0.3

Escleroderma 102.5 (63.5-131.5) 78.2 (62.6-102.5) 0.377

Lupus eritematoso 139.7 (95.6-152.1) 84.1 (54.9-111.4) 0.215

Liquen plano 78.1 (58.1-111.9) 84.1 (54.9-111.4) 0.734
Neopléasicas

Queratosis actinica 96.9 (60.9-118.5) 84.1 (54.9-111.4) 0.864

Carcinoma basocelular 158.5 (63.8-205.8) 84.1 (54.9-111.4) 0.177

Carcinoma epidermoide 56 (23.2-89.9) 84.1 (54.9-111.4) 0.138

Micosis fungoide 50.2 (46.7-70.5) 78.2 (62.6-102.5) 0.127
Infecciosas

Condiloma acuminado 9.6 (7.9-18.1) 78.2 (62.6-102.5) <0.0001

 Mediana expresada en UR; rango intercuartil en paréntesis.

* Significancia estadistica: P menor que 0.05.
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Tabla 10. Resultados de la expresion del gen METRNL en las enfermedades de piel

estudiadas.
Enfermedades Pacientes Controles sanosf Valor de P*

Inflamatorias

Dermatitis atopica 685.3 (523.6-744.2)  436.3 (230.6-630.1) 0.034

Psoriasis 1024 (869.8-1176.0) 436.3 (230.6-630.1) 0.001

Prarigo nodular 646.9 (515.4-744.2)  436.3 (230.6-630.1) 0.045

Escleroderma 232.3(184.7-285.9)  181.6 (136.2-238.7) 0.184

Lupus eritematoso 414.8 (342.4-564)  436.3 (230.6-630.1) 0.755

Liquen plano 499.7 (453.4-586.7)  436.3 (230.6-630.1) 0.427
Neoplésicas

Queratosis actinica 739.7 (608.7-1167.8) 436.3 (230.6-630.1) 0.017

Carcinoma basocelular 411.5(189.5-624.5) 436.3 (230.6-630.1) 0.784

Carcinoma epidermoide ~ 328.5 (268.4-613.9)  436.3 (230.6-630.1) 0.949

Micosis fungoide 209.3 (198-243.8) 181.6 (136.2-238.7) 0.395
Infecciosas

Condiloma acuminado 213.7 (112.9-238.7)  181.6 (136.2-238.7) 0.709

 Mediana de UR; rango intercuartil en paréntesis.
* Significancia estadistica: P menor que 0.05.
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CAPITULO V. DISCUSION Y CONCLUSIONES.
5.1. Discusion.

En el presente estudio se demostrd que los genes ISM1 y METRNL tienen una expresion
diferente y estadisticamente significativa en algunas enfermedades de la piel en

comparacion con piel sana.
5.1.1. Enfermedades inflamatorias.

En dermatitis atopica encontramos una mayor expresion de ISM1 (P igual a 0.036) y de
METRNL (P igual a 0.034). Esta condicion se caracteriza por un importante componente
inflamatorio e inmunitario, y siendo que ambos genes muestran expresion en sistema
inmune (figura 5 y 6), el resultado de esta significancia estadistica podria indicar una
relacion de estos genes con dicha enfermedad. Sin embargo, cuando observamos la
distribucion de la expresion en las 12 muestras estudiadas de dermatitis atdpica, es de
notarse que solo una de las muestras mostré una alta expresion, las otras 11 muestras
incluidas exhiben una expresion de ISM1 y METRNL aproximadamente en el mismo rango
que la expresion observada de estos genes en piel sana (figura 18). No logramos identificar
alguna caracteristica clinica en particular del paciente donador de esta muestra que fuera
diferente al de los otros pacientes incluidos. Sin la presencia de esta muestra con alta
expresion, aln se mantiene una tendencia por parte de ambos genes a una mayor expresion,
sin embargo no existiria significancia estadistica. No obstante lo anterior, muchas

enfermedades humanas son heterogéneas a nivel molecular'®*%

, 'y dermatitis atdpica es
probablemente una de ellas. Si esta suposicion es correcta y existen 2 0 mas tipos de
dermatitis atopica a nivel molecular, ISM1 y/o METRNL podrian estar involucrados con un
subtipo de esta enfermedad. Para confirmar esto, se podria estudiar la expresion de estos
genes en un numero mayor de muestras y analizarse en el contexto de las caracteristicas

clinicas exhibidas en cada paciente.

En psoriasis, encontramos una mayor expresion del gen METRNL (P igual a 0.001). Este
hallazgo resulta importante porque se trata de una enfermedad con base inmunoldgica, que

manifiesta una inflamacion dérmica con hiperplasia epidérmica.
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La respuesta inmune es mediada por citocinas proinflamatorias: como el IFN-y, el FNT-a,
la IL-17, IL-22, IL-23, que son proteinas de secrecion con un peso molecular entre 20-30
kDa y producidas principalmente por monocitos activados, macrofagos, CMSP activadas y
células dendriticas'®. El FNT-a, es ademas producido por otras células como los

queratinocitos y fibroblastos, que son elementos funcionales y estructurales de la piel**®.

La participacion de estas moléculas en la patogénesis de psoriasis se maneja con farmacos
inhibidores del FNT, reflejando una mejoria de los sintomas del paciente®®. Asi mismo, el
empleo de inhibidores de la IL-17 o de su receptor, mostraron efectos positivos en los

pacientes con psoriasis® .

Antes del uso de estos medicamentos, otros estudios también mostraron una mayor
expresion de la IL-17 y del FNT-o en las lesiones de psoriasis™™'®, En este trabajo
encontramos una mayor expresion de METRNL en psoriasis, lo cual representa un hallazgo
nunca antes descrito. Por otra parte, las caracteristicas de METRNL son semejantes a las de
la IL-17 0 el FNT-a, ya que METRNL es una proteina de secrecion, con un peso molecular
de ~29 kDa, producida por monocitos activados, CMSP activadas y piel. Lo anterior
sugiere que METRNL pudiera ser una molécula presente en las lesiones de psoriasis y que
participa en el desarrollo y perpetuacion de la inflamacion que caracteriza a la patogénesis

de esta enfermedad.

En prdrigo nodular también encontramos una alta expresion del gen METRNL (P de
0.045). Esta enfermedad, se caracteriza por lesiones nodulares en piel altamente
pruriginosas. Nos parece interesante el hallazgo previo de un estudio que mostro a través de
microarreglos de ADN y RCP-c, una mayor expresion de METRNL en FPLCA*, una
enfermedad hereditaria caracterizada por prurito cronico y licuefaccion de la piel. El
prarigo nodular a pesar de ser diferente a FPLCA con respecto a su etiologia y patogénesis,
presenta de igual manera como sintoma principal el prurito. En dicho estudio se analizaron
solo 6 muestras de lesiones de pacientes con FPLCA y se compararon con un grupo control
de piel sana; anadlogamente, nosotros incluimos 6 muestras de prurigo nodular y un grupo

control.
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Por lo anterior, podemos mencionar que METRNL exhibié una alta expresion en tres
patologias que son altamente pruriginosas: FPLCA, prurigo nodular y dermatitis atdpica, lo
que podria ser indicativo de una relacion entre el gen METRNL con la presencia de prurito,
como es el caso de la IL-31'%°. Adicionalmente, se encontré un incremento en el nimero de
nervios cutaneos y en la expresion de factores neurotréficos en prurigo nodular y dermatitis
atopica™®™, lo que también podria sugerir una relacién de METRNL con prurito, dado
que METRNL pertenece a una familia de factores neurotroficos y se observé una induccion
de su expresion en neuritas®. No obstante, mas investigaciones deberéan realizarse para

establecer una posible relacion entre METRNL con prurito.

En escleroderma y lupus eritematoso no encontramos una expresion significativa de los
genes ISM1 y METRNL. Ambas enfermedades tienen un importante componente
inmunitario en su patogénesis, por lo que se esperaba mayor expresion de ISM1 o
METRNL. En el caso de escleroderma de las 7 muestras incluidas, 6 fueron representativas
de la variedad localizada (menor severidad clinica), y solo una muestra fue de la variedad
sistémica, (mayor severidad clinica). En el caso de lupus eritematoso, de las 10 muestras
incluidas, 7 correspondieron a la variedad cutanea y 3 a la variedad sistémica.
Anélogamente al caso de escleroderma, los pacientes con lupus eritematoso cutaneo,
presentan menor morbilidad en comparacion a los pacientes con lupus eritematoso
sistemico. El hecho de que nuestra poblacion estudiada sea principalmente de la variedad
localizada de escleroderma como de la variedad cutdnea de lupus eritematoso, podria
explicar el hecho de que ninguno de estos genes presentd una mayor expresion en estas

condiciones.

En liquen plano no identificamos mayor o menor expresion de nuestros genes de estudio.

Esta enfermedad tiene un proceso inflamatorio en su patogénesis™ '

, por lo que
esperabamos encontrar en ella alguna diferencia significativa de expresion en relacién con
piel sana de ISM1 y/o METRNL. Sin embargo, la expresién de estos genes en estos
pacientes fue igual a la observada en el grupo control. Consideramos que el aumentar la
cantidad de muestras no cambiaria este resultado, por el contrario, nuestros datos orientan a

suponer gue no se induce la expresion de ISM1y METRNL en esta patologia.
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5.1.2. Enfermedades neoplésicas.

En queratosis actinica encontramos una mayor expresion del gen METRNL (P igual a
0.017). Esta condicion se desarrolla por cambios en la forma, estructura y proceso de
division de los queratinocitos (atipia celular), lo que se acompafia de una inflamacion
dérmica leve’™®. Esta inflamacién podria ser una explicacién de la mayor expresion de
METRNL. En nuestro estudio incluimos 6 muestras de lesiones de queratosis actinica, de
las cuales fueron 2 las que mostraron una muy alta expresion, las 4 restantes exhibieron una
expresion similar al control (figura 24). Para realizar una comparacion mas precisa se

deber estudiar a METRNL en una cantidad mayor de muestras de esta enfermedad.

En carcinoma basocelular y carcinoma epidermoide no se observé diferencia en la
expresion de los genes ISM1 y METRNL comparados con los controles. Con nuestros
resultados no podriamos relacionar a estos genes con dichos canceres; sin embargo dado
que encontramos una alta expresion del gen METRNL en queratosis actinica, al ser
considerada ésta una lesién precursora de hasta el 20% de los casos de carcinoma

7877 serfa interesante estudiar a METRNL en un nimero mayor de muestras de

epidermoide
este cancer, analizandose en el contexto de los pacientes que tuvieron como antecedente la
presencia de queratosis actinica y compararse con los pacientes que no tuvieron este

antecedente, con el fin de identificar si existen diferencias.

En micosis fungoide no encontramos relacion de la expresion de los genes ISM1 y
METRNL. Esta enfermedad representa una neoplasia de la piel en la que hay un exceso de
produccién de células T CD4* a nivel cutaneo®. Dado que ISM1 es producido
particularmente por estos linfocitos (figura 5), supusimos que este gen podria mostrar una
mayor expresion en esta condicion. No obstante, nuestros resultados no indicaron sobre-
expresion de este gen con esta neoplasia. Por otra parte, hay una muestra que exhibio una
expresion muy alta de METRNL (figura 27), lo cual es interesante ya que micosis fungoide
es una condicion que presenta prurito como parte de su sintomatologia, especialmente al
comienzo de la enfermedad. No nos fue posible comprobar o descartar si el paciente
donador de esta muestra presentd prurito, sin embargo consideramos seria interesante
estudiar en un mayor numero de muestras, para poder identificar o descartar alguna relacion

de METRNL con esta enfermedad o con el prurito que se presenta en ella.
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5.1.3. Enfermedades infecciosas.

En condiloma acuminado, encontramos una menor expresion del gen ISM1 con una alta
significancia estadistica (P menor que 0.0001). El agente etiologico es el VPH, el cual es
exclusivamente intraepitelial y hasta la fecha su capacidad infecciosa s6lo se manifiesta en
queratinocitos®®. El organismo en un intento de combatir esta infeccion genera una
respuesta inmune celular caracterizada por un infiltrado de linfocitos T CD4" en los sitios
de la lesion. Estos linfocitos se diferencian en distintos linajes (Thl, Th2, Thl7 y Treg)
dependiendo del proceso que el organismo este enfrentando™. En el caso de condiloma
acuminado el linaje predominante es el Th1, que conduce a una produccion de interferones,

con lo que eventualmente podria eliminar al virus®®°.

Dado que ISM1 es expresado por linfocitos T CD4" activados (figura 5), seria importante
determinar si se expresa por un linaje en particular (Th1, Th2, Th17 o Treg) ya que estos se
inhiben entre ellos'*?. El linaje Thi inhibe al Th2 y Th17, el linaje Th2 inhibe al Thl y
Th17, mientras que los linajes Th17 y Treg se inhiben entre si. De acuerdo con nuestros
resultados, la expresion del gen ISM1 estd ‘inhibida’ en condiloma acuminado, por lo que
suponemos que ISM1 es producido por linfocitos T CD4" del linaje Th2 o Th17, ya que
estos dos linajes son inhibidos ante la presencia de células derivadas del linaje Thl

(interferones).

La correcta funcion del gen ISM1 puede ser de tal importancia en piel, que el tener una
menor expresion de éste podria ser un factor para que el virus se establezca y cause la

enfermedad.

Contrastando los resultados de la expresion de los genes ISM1 y METRNL en los tres
grupos de enfermedades de piel (inflamatorias, neoplasicas e infecciosas), observamos una
tendencia de mayor expresién de ambos genes en procesos inflamatorios, no asi en los
procesos neoplasicos, en los que solo nos fue posible asociar una mayor expresion del gen
METRNL en queratosis actinica. Por el contrario, en el caso particular del gen ISM1, fue
altamente significativa su menor expresion en condiloma acuminado, lo cual nos sugiere

que este gen tenga participacion en procesos virales.
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5.2. Conclusiones.

En este trabajo se comparé la expresion de los genes ISM1 y METRNL en piel sana y en
distintas patologias de la piel que incluyeron enfermedades inflamatorias, neoplésicas e
infecciosas. Encontramos que estos genes se expresan diferencialmente, de tal manera que
observamos expresion aumentada estadisticamente significativa de ambos genes en
dermatitis atdpica. Por su parte, psoriasis, prarigo nodular y queratosis actinica exhibieron
una expresion estadisticamente significativa mayor de METRNL en comparacion con piel
sana y solo en condiloma acuminado se observo una inhibicion de la expresion de ISM1.
Lo anterior nos permitié aceptar la hipétesis alterna y rechazar la hipétesis nula. Otras
patologias como escleroderma, lupus eritematoso, liquen plano, carcinoma basocelular,
carcinoma epidermoide y micosis fungoide, no mostraron diferencia significativa en la
expresion de estos genes con respecto a piel sana. En conjunto nuestros hallazgos abren la
posibilidad de nuevos estudios que nos permitan elucidar los factores que participan
regulando la sobreexpresion o inhibicion de estos genes y su participacion en el desarrollo

de las patologias aqui estudiadas y algunas otras.
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ANEX0S.

Anexo 1. Lista de abreviaturas.

Abreviatura. Significado.

ADN acido desoxirribonucleico.

ADNCc acido desoxirribonucleico complementario.
AMOP dominio de adhesion asociado en MUC4 y otras proteinas.
APE antigeno prostatico especifico.

ARNmM acido ribonucleico mensajero.

ARNI acido ribonucleico de interferencia.

ARNr 18S acido ribonucleico ribosomal 18S.

BIGE Indice Corporal de Expresion Génica.

B-ME B-mercaptoetanol.

CCL20 ligando de quimiocina 20 tipo CC.

CMSP células mononucleares de sangre periféerica.
DE desviacion estandar.

DEPC dietilpirocarbonato.

Dnasa desoxirribonucleasa.

FCN factor de crecimiento nervioso.

FNT-a factor de necrosis tumoral alfa.

FPLCA amiloidosis cutanea localizada primaria familiar.
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
IFN-y interferon gamma.

IL interleucina.

ISM isthmin.

ISM1 isthmin 1.

KLK3 calicreina 3.

LE lupus eritematoso.

LEC lupus eritematoso cutaneo.

LED lupus eritematoso discoide.

LEIM lupus eritematoso inducido por medicamentos.
LES lupus eritematoso sistémico.

LUV luz ultravioleta.

METRN meteorin.

METRNL meteorin-like.

NCBI Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica.
PGH Proyecto Genoma Humano.

PRGC péptido relacionado al gen de la calcitonina.
RMA promedio de multichip robusto.

RCP reaccién en cadena de la polimerasa.
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RCP-c
Rnasa
rpm
SNC
SNP

UR
TSP1
VLTH-1
VPH

reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa.
ribonucleasa.

revoluciones por minuto.

sistema nervioso central.

sistema nervioso periférico.

unidades relativas.

dominio trombospondina tipo 1.

virus linfotropico T humano tipo 1.

virus del papiloma humano.
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado.
Nombre del proyecto:

“COMPARACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES ISM1 Y METRNL EN PIEL
SANA'Y EN ENFERMEDADES DE LA PIEL”

He sido informado acerca de mi participacion en el proyecto aqui citado. Estoy consciente
que me tomaran una muestra de piel requerida para esta investigacion. Se me han explicado
todas las dudas acerca de la participacion en el estudio, los riesgos y los beneficios. Se me
ha asegurado que es libre de costo y que se me informaran de los resultados derivados de

los estudios realizados si asi lo deseo.

De manera voluntaria acepto participar, y se me garantiza la confidencialidad de la

investigacion.

Nombre y firma del paciente o representante legal:

Nombre y firma del investigador:

Nombre y firma, testigo I:

Nombre y firma, testigo II:

Fecha:
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Anexo 3. Técnica de aislamiento de ARN total.

De acuerdo con el protocolo RNeasy Mini Kit para purificacion de ARN total de tejidos de

origen animal (Qiagen, Alemania).

1.

Homogeneizacion del tejido:

Anadir 10 pL de B-mercaptoetanol (B-ME) (Sigma-Aldrich, Alemania) por cada mL

de amortiguador RLT para la lisis de tejidos y células (Qiagen, Alemania).

Agregar 600 pL del amortiguador RLT a las muestras colocadas en tubos Falcon de
5 mL.

Homogeneizar las muestras utilizando el homogeneizador de tejidos, Polytron PT
2500 E (Kynematica AG, Lucerna, Suiza), a una velocidad de 23,000 revoluciones

por minuto (rpm) durante 30 a 60 segundos.
Mantener las muestras en hielo.

Del volumen total de cada muestra lisada resultado de la homogeneizacion, tomar
700 puL como maximo y colocarlo en las columnas de centrifugacion QIAshredder
que estan incorporadas en tubos de coleccion de 2 mL. Centrifugar 2 minutos a una
velocidad de 13,000 rpm.

Transferir el eluido a tubos de 1.5 mL y centrifugar por 3 minutos a una velocidad
de 13,000 rpm.

Transferir el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta a nuevos tubos de 1.5

mL, agregar 600 uL de etanol al 70% y mezclar pipeteando.

La mezcla resultante sera de aproximadamente 1.3 mL (sobrenadante + etanol).

5.

Tomar 700 pL de esta mezcla y colocarlos en las minicolumnas RNeasy que estan
incorporadas en tubos de coleccién de 2 mL. Centrifugar durante 15 segundos a

10,000 rpm. Desechar el primer eluido de los tubos de coleccién.
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6. Colocar el volumen restante de la mezcla (aproximadamente 600 pL) en las mismas
minicolumnas RNeasy incorporadas en tubos de coleccion y centrifugar durante 15
segundos a 10,000 rpm. Desechar el segundo eluido de los tubos de coleccion.

7. Agregar 700 pL del amortiguador RW1 a las minicolumnas RNeasy para lavar la
membrana donde se adhiere el ARN y centrifugar 15 segundos a 10,000 rpm.

Desechar el eluido y los tubos de coleccion.

8. Transferir las minicolumnas RNeasy a nuevos tubos de coleccion de 2 mL.
Adicionar 500 pL del amortiguador RPE a las minicolumnas para un segundo
lavado de membrana y centrifugar 15 segundos a 10,000 rpm. Desechar el eluido de
los tubos de coleccion.

9. Agregar 500 pL del amortiguador RPE a las minicolumnas, centrifugar 2 minutos a
10,000 rpm. Desechar el eluido y los tubos de coleccion.

92, Opcional, para un mejor secado de la membrana donde se adhiere el ARN: colocar
las minicolumnas RNeasy en nuevos tubos de coleccion de 2 mL y centrifugar un

minuto a 13,000 rpm. Posterior a la centrifugacion desechar los tubos de coleccion.

10. Transferir las minicolumnas RNeasy a tubos estériles de 1.5 mL, agregar 50 uL de

agua libre de RNasa y centrifugar un minuto a 10,000 rpm.

11. Repetir el paso 10 con un segundo volumen de agua libre de RNasa, centrifugar un
minuto a 10,000 rpm. Para obtener mayor concentracion de ARN total, usar el
eluido del paso 10. Se tendra 15-30% menor volumen pero se obtendra mayor

concentracion de ARN total.
12. Desechar las minicolumnas RNeasy.

13. Congelar el eluido resultante a -80°C hasta que se realice la cuantificacion de ARN

total.

Realizar los pasos de centrifugacién en una microcentrifuga estandar a temperatura
ambiente (25°C).
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Anexo 4. Técnica de cuantificacion de ARN total.

Utilizando el NanoDrop 2000/2000C (Thermo Scientific).

1.

Abrir en la computadora el programa NanoDrop 2000/2000C y seleccionar la

opcion ‘Nucleic Acid’, y posteriormente la opcion ‘RNA’.

Abrir la plataforma en el NanoDrop, colocar 1.2 puLL de agua, cerrar cuidadosamente
la plataforma y presionar la opcion en el programa de la computadora ‘blank

solution’.
Abrir la plataforma y limpiar con un papel absorbente (Kimwipes, Kimberly-Clark).

Colocar 1.2 uL. de la muestra en la plataforma, cerrar y presionar en la computadora

la opcion ‘measurement’.
Abrir la plataforma y limpiar con un papel absorbente (Kimwipes, Kimberly-Clark).

Repetir pasos 4 y5 hasta finalizar de cuantificar las muestras.

La pureza del ARN debera evaluarse con la relacién de absorbancia del ARN a 260/280

nandmetros. Se considera que las relaciones cercanas a 2.0 unidades de absorbancia indican
ARN de buena calidad.
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Anexo 5. Técnica de sintesis de ADN complementario (ADNCc).

1.

Utilizar 4 pg de ARN total en un volumen final de 10 pL de agua tratada

previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) (Carl Roth, Alemania).
Preparar la mezcla A en las siguientes cantidades:

1.5 puL de amortiguador de la primera hebra 5X (250 mM de hidrocloruro de Tris,
pH 8.3 a temperatura ambiente, 375 mM de KCI, 15 mM de MgCl,; Invitrogen).

1 uL de inhibitor de RNasa/Rnasin (40 U/uL; Promega).

1 uL de desoxirribonucleasa | (DNasa I) recombinante, libre de RNasa (10 U/uL;
Roche).

2.5 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (Carl Roth, Alemania).

Agregar 6 pL de la mezcla A a los 10 pL de ARN total, mezclar con la pipeta y

realizar una centrifugacion breve.

Incubar los tubos durante 20 minutos a 37°C y 10 minutos a 70°C, en el programa -

0 del termociclador Biotron Trio (Biometra, Alemania).
Preparar la mezcla B en las siguientes cantidades:

1 pL de oligodesoxitimidilato (0.5 pg/uL; Invitrogen).
0.4 uL de hexamero aleatorio (252.2 uM; Promega).
2.6 pL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

Agregar 4 uL de la mezcla B a cada muestra, mezclar con la pipeta y realizar una

centrifugacion breve.

Incubar las muestras durante 10 minutos a 70°C en el programa -1 del termociclador

Biotron Trio (Biometra, Alemania).
Preparar la mezcla C en las siguientes cantidades:

4.5 uL del amortiguador de la primera hebra (5X; Invitrogen).
1.5 puL de desoxirribonucledsidos 5°-trifosfato (10 mM; Bioline).
1 pL de ditiotritol (0.1 M; Invitrogen).
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e 0.5 uL unidades de inhibidor de RNasa/Rnasin (40 U/uL; Promega).
e 1.5 pL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

9. Agregar 9 uL de la mezcla C a cada muestra, mezclar con la pipeta y realizar una

centrifugacion breve.

10. Incubar las muestras durante 2 minutos a 42°C en el programa -2 del termociclador

Biotron Trio (Biometra, Alemania).

11. Agregar 1 pL de transcriptasa reversa (200 U/uL; Invitrogen) a cada muestra,
mezclar con la pipeta y realizar una centrifugacion breve con lo que se obtiene un

volumen final de reaccion de 30 pL.

En términos de concentracion por tubo equivale a: 1X del amortiguador de la primera hebra
(50 mM de hidrocloruro de Tris, 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,), 2 U/uL del inhibidor de
RNasa/Rnasin, 0.33 U/uL de DNasa I recombinante, 0.016 pg/uL de oligodesoxitimidilato,
3.3 uM de hexamero aleatorio, 500 uM de desoxirribonucledsidos 5’-trifosfato y 3.3 mM
de ditiotritol.

12. Para llevar a cabo la reaccion de retrotranscripcion incubar las muestras durante 50
minutos a 42°C y posteriormente 10 minutos 70°C en el programa -3 del

termociclador Biotron Trio (Biometra, Alemania).

13. Al final de la reaccion de amplificacion ajustar la concentracion de ADNc a 10

ug/mL.

14. Para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RCP-c),
ajustar el ADNc a 2.5 pg/mL y congelar -20°C hasta ser utilizado.
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Anexo 6. Técnica de RCP-c.

Preparar la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen ARNr
18S:

12.5 pL de la mezcla maestra de RCP universal TagMan (2X; Applied Biosystems).
0.15 pL del cebador hacia delante del gen ARNr 18S (10 uM; Life Technologies).
0.15 pL del cebador hacia atras del gen ARNr 18S (10 uM; Life Technologies).
0.15 pL de la sonda del gen ARNr 18S (40 uM; Life Technologies).

2.05 uL de agua tratada con DEPC (Carl Roth, Alemania).

Colocar 15 pL de la mezcla'y 10 pL del ADNc (2.5 pg/mL) de cada muestra en una
placa optica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied Biosystems).

El volumen final de la reaccion sera de 25 uL. que en términos de concentracion equivale a:

1X de la mezcla maestra de RCP universal TagMan, 0.06 uM del cebador hacia delante del
gen ARNr 18S, 0.06 uM del cebador hacia atras del gen ARNr 18S y 0.24 uM de la sonda
del gen ARNr 18S.

3.

Cubrir la placa con una cubierta de adhesivo éptico (Applied Biosystems), sellando

la cubierta con un aplicador; nunca tocarla con las manos.

Centrifugar la placa durante 2 minutos a 1,200 rpm.

Colocar en un termociclador para RCP-c.

Preparar la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen ISM1.:

12.5 pL de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green (2X; Applied
Biosystems).

2.5 pL de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen ISM1 (2 uM;
Eurofins MWG).

Colocar 15 pL de la mezclay 10 uLL del ADNc (2.5 ug/mL) de cada muestra en una
placa dptica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied Biosystems).
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El volumen final de la reaccion serd de 25 pL que en términos de concentracion
equivale a: 1X de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green y 0.2 uM de la
mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen ISML1.

8. Cubrir la placa con una cubierta de adhesivo dptico (Applied Biosystems), sellando

la cubierta con un aplicador; nunca tocarla con las manos.
9. Centrifugar la placa durante 2 minutos a 1,200 rpm.
10. Colocar en un termociclador para RCP-c.

11. Preparar la siguiente mezcla para la cuantificacion de la expresion del gen
METRNL.:

e 12,5 pL de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green (2X; Applied
Biosystems).

e 2.5 uL de la mezcla de cebadores hacia delante y hacia atras del gen METRNL (2
uM; Eurofins MWG).

12. Colocar 15 pL de la mezclay 10 pL del ADNc (2.5 pg/mL) de cada muestra en una
placa dptica de 96 pocillos MicroAmp Optical para RCP-c (Applied Biosystems).

El volumen final de la reaccion sera de 25 pulL que en términos de concentracion equivale a:
1X de la mezcla maestra de RCP universal SYBR Green y 0.2 uM de la mezcla de
cebadores hacia delante y hacia atras del gen METRNL.

13. Cubrir con cubierta de adhesivo éptico (Applied Biosystems), sellando la cubierta

con un aplicador; nunca tocarla con las manos.
14. Centrifugar la placa durante 2 minutos a 1,200 rpm.
15. Colocar en un termociclador para RCP-c.

Finalmente, se debera dividir la expresion del gen ISM1 entre la expresion del gen ARNr
18S y la expresion del gen METRNL entre la expresion del gen ARNr 18S. Los valores
obtenidos se toman como la cuantificacién relativa de los genes ISM1 y METRNL en las

muestras estudiadas y se representan como unidades relativas (UR).
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