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RESUMEN

Introduccion: deficiencias en los mecanismos de reparacion del 4cido
desoxirribonucleico constituyen un factor de riesgo para el desarrollo del cancer, como
ocurre en el xeroderma pigmentoso.

Objetivos: evaluar el fenotipo de la reparacion por escision de nucledtidos en
pacientes cubanos con una elevada hipersensibilidad al sol, y la sospecha clinica de
xeroderma pigmentoso en la fase eritematopigmentaria, mediante la variante alcalina
del ensayo cometa.

Métodos: se estudiaron 28 pacientes, con predominio de las edades pediatricas.
Como inductor del dafio al acido desoxirribonucleico se utilizé la radiaciéon ultravioleta
C (254 nm) a una dosis de 40 J/mZ2. El dafio del &cido desoxirribonucleico se cuantificd
inmediatamente, después de irradiar las células (tiempo O minutos) y un tiempo
después de la irradiacion, incubado a 37 ©C en medio de cultivo, enriquecido con
suero fetal al 10 % (tiempo 45 min). Con estos datos se determiné el por ciento de la
diferencia en las unidades arbitrarias (UA) entre ambos momentos.

Resultados: no se obtuvieron diferencias significativas (p= 0,080976) entre el grupo
de pacientes (224,23 UA) y el grupo de sujetos controles (195,43 UA). Los pacientes
reconocieron y escindieron el dafo inducido en el acido desoxirribonucleico por luz
ultravioleta C, con una eficiencia similar a la de los controles.
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Conclusiones: el ensayo cometa alcalino acoplado a radiacion ultravioleta C permitio
identificar, claramente y de forma indirecta, el funcionamiento de los mecanismos de
reparacion por escision de nucleétidos, donde actlan las proteinas XPA a XPG. Los
sujetos en estudio fueron excluidos de presentar la forma clasica de la enfermedad.

Palabras clave: dafo del ADN, reparacion del ADN, reparacion por escision de
nucledtidos, electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa, xeroderma
pigmentoso.

ABSTRACT

Introduction: deficiencies in the deoxyribonucleic acid repair mechanisms are a risk
factor for cancer as is the case of xeroderma pigmentosum.

Objectives: to evaluate the phenotype of nucleotide excision repair in Cuban sun
hypersensitive patients with clinical suspicion of xeroderma pigmentosum at
erythematopigmentary phase, by using the Comet assay alkaline variant.

Methods: twenty eight patients mainly at pediatric ages were studied. The used DNA
damage inducer was ultraviolet radiation C (254 nm) at 40 J/m2 dose. The DNA
damage was quantified immediately after cell irradiation (O minutes) and some time
afterwards, then cultured at 37 ©C and enriched with 10 % fetal serum (45 minutes).
This data allowed determining the percentage of difference in arbitrary units (AU)
between both moments.

Results: there was no significant differences (p= 0.080976) between the group of
patients (224.23 AU) and the control group (195.43 UA). The UV-C induced DNA
damage was recognized and excised in the patients with similar effectiveness to that
of the controls.

Conclusions: the UV-C radiation-coupled alkaline comet assay allowed clearly and
indirectly identifying the functioning of the nucleotide excision repair mechanisms in
which XPA to XPG proteins influence. The studied subjects did not show the classical
form of this disease.

Keywords: DNA damage, DNA repair, nucleotide excision repair, single cell gel
electrophoresis or Comet repair, xeroderma pigmentosum.

INTRODUCCION

La reparacion del acido desoxiribonucleico (ADN) constituye un sistema de defensa
para proteger la integridad del genoma y garantizar la supervivencia celular.
Deficiencias en este sistema pueden resultar en el desarrollo del cancer, como ocurre
en el xeroderma pigmentoso (XP).1* Esta enfermedad es un raro defecto de la
reparacion del ADN, que presenta una herencia autosémica recesiva, se ha reportado
en todos los continentes, y afecta los dos sexos y todas las etnias. A nivel
internacional la incidencia es de 1:250 000 nacimientos en Estados Unidos, mientras
que en el Medio Oriente es de 2,3 por millén de nacimientos. Se caracteriza por una
severa sensibilidad a las radiaciones ultravioletas (uv), cambios pigmentarios
progresivos, y un riesgo de mas de 10 000 veces de padecer cancer de piel y de las
membranas mucosas en las zonas expuestas al sol, con respecto a la poblacion
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normal. Aproximadamente el 25 % de los pacientes presentan también degeneracion
neurolégica progresiva.>’

De acuerdo con el defecto molecular que esté presente, la enfermedad se manifiesta
molecularmente de 2 formas. En la forma clasica esta alterado alguno de los genes
implicados (grupos de complementacion XPA a XPG) en los pasos iniciales de la
reparaciéon por escisiéon de nucleédtidos (REN).57 En la no clasica, o XP variante (XPV),
estd afectado el gen POLH que codifica la polimerasa n (eta), encargada de la
replicacion del ADN que contiene dafo inducido por radiacion uv no reparado, 0
sintesis de ADN translesion.®?®

En Cuba, una comisién nacional multidisciplinaria de médicos especialistas ha
identificado un grupo de mas de 80 individuos, que presenta manifestaciones clinicas
similares a la fase | de XP. Es una enfermedad mutilante grave, en la que los
pacientes requieren de un manejo pediatrico y dermatoldgico especiales. Por lo que,
la existencia de este grupo numeroso de personas con sospecha clinica de XP -
mayoritariamente nifios- se ha convertido en un problema de salud. La enfermedad
los conduce a llevar una vida limitada y de extremos cuidados, lo que inherentemente
trae implicaciones psiquicas, sociales y clinicas para estos pacientes y sus familias.
Establecer el correcto diagndstico, desde los primeros sintomas de la enfermedad,
resulta muy valioso para estos pacientes.

Es importante sefalar que las manifestaciones clinicas en la primera etapa de la
enfermedad pueden ser comunes a otras entidades, por lo que el diagnéstico puede
resultar poco preciso en esta etapa del XP. Consecuentemente, seria oportuno realizar
un analisis diagndstico apoyado en técnicas de laboratorio para definir,
tempranamente, a los pacientes XP, al iniciarse su estudio.

El ensayo cometa, o electroforesis en gel de células individuales, es una técnica
sensible y versatil muy utilizada internacionalmente como método estandar para la
deteccion de diferentes tipos de dafio y la reparacién del ADN en células nucleadas.°-
12 varios autores han reportado su aplicacién en estudios de genotoxicidad y
biomonitoreo humano, asi como en el analisis de situaciones clinicas.13-16

Para contribuir al diagnéstico del XP, en el presente trabajo se aplico el ensayo
cometa alcalino acoplado a radiacion uv C (uv-C) en el estudio de pacientes cubanos
con diagnostico presuntivo de XP. Se evalué la competencia de los mecanismos de la
REN, lo que permitié definir, de forma indirecta, el fenotipo de reparacion de estos
individuos.

METODOS

La inclusion de los pacientes y controles estuvo sujeta al proceso de consentimiento
informado establecido para la investigacion, lo que permitié dar constancia de su
voluntariedad para participar en el estudio. La investigacion siguio los principios éticos
establecidos por la Declaracion de Helsinki, y fue aprobada por el Comité de Etica de
la Investigacion del Centro Nacional de Genética Médica.

Se incluyeron 28 pacientes procedentes de diferentes regiones del pais, de los cuales
82,14 % pertenecio a la provincia de Villa Clara. Las edades comprendieron entre 4 y
44 aios, con predominio de las edades pediatricas: 25 nifios (10,44 + 3,2 afios) y 3
individuos adultos (36,6 = 8 afos). Los pacientes acudieron a la Consulta de Genética
Clinica del Hospital "Juan Manuel Marquez". Como criterio de seleccion se considerd
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que los pacientes estuvieran identificados como individuos con clinica similar a la fase
eritematopigmentaria de XP, por la comision multidisciplinaria que atiende la
enfermedad en Cuba.

Participaron 19 sujetos controles procedentes de La Habana en el rango de edad de
los pacientes. Fueron seleccionados mediante encuesta, teniendo en cuenta que
refirieran la presencia de antecedentes de salud aparente, especificamente que no
presentaran hipersensibilidad al sol, enfermedades croénicas, infecciones agudas,
habito de fumar, asi como la no ingestion de medicamentos, ni exposicion a
radiaciones en los ultimos 30 dias, previos a la toma de la muestra de sangre.

Los participantes de la investigacion donaron 3 mL de sangre total, que fueron
colectados por puncidon venosa en condiciones de asepsia y antisepsia en tubos
heparinizados a cargo de personal capacitado de laboratorio clinico. Las muestras se
transportaron hacia el laboratorio, refrigeradas, protegidas de la luz, y debidamente
identificadas, antes de las 3 horas de realizada la flebotomia. Los linfocitos de la
sangre se aislaron utilizando el reactivo Histopaque 1077 (Sigma Aldrich) por
centrifugacion a 2 200 rpm durante 30 minutos. Se colecto6 la capa de la interfase
mediante micropipeta en un tubo separado, y se realizaron 3 lavados con tampén
fosfato salino frio (PBS), por centrifugacion. El sedimento de células se resuspendio
en un volumen apropiado de tampdn PBS frio, para obtener una concentracion
aproximada de 1 x 10° células/mL. La supervivencia celular se determiné con azul
tripan y fue > 90 %.

Se desarroll6 la variante alcalina del ensayo cometa siguiendo las condiciones
descritas por Collins y otros, con algunas modificaciones.1® Los linfocitos aislados se
mezclaron con agarosa de bajo punto de fusiéon al 0,5 %, y se aplicaron sobre
duplicados de ldminas portaobjetos, previamente codificadas y cubiertas con agarosa
regular al 0,75 %. Se evaluaron varios momentos en los sujetos controles: 0, 35, 45,
120 y 180 minutos; mientras que en los pacientes se analizaron solo 2 momentos: O
y 45 minutos. Las células embebidas en agarosa de bajo punto de fusién se irradiaron
con uv-C (254 nm) a una dosis de 40 J/m? para provocar dafio en el ADN, utilizando
una lampara germicida Camag. Seguidamente, las células de tiempo 45, 120 y 180
minutos se incubaron en medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Aldrich), suplementado
con suero fetal de ternero al 10 %, mientras que las células en el tiempo 0 no
recibieron este tratamiento.

Los pasos siguientes (lisis de las células, desenrollamiento del ADN, electroforesis,
neutralizacidn) se realizaron segln establece el procedimiento referido.'® Se utilizé la
tincion con nitrato de plata (AgNO3s) (Sigma Aldrich) para tefiir los nucleos.

Cuantificacion del dafo en el ADN. Los nucleos tefidos con nitrato de plata se
observaron al microscopio 6ptico de campo claro con un aumento de 400x. Se
visualizaron 100 nucleos por lamina, de forma que se abarcé toda la lamina, evitando
los bordes y las burbujas. En total, se observaron 200 nucleos por cada tiempo. El
dafio del ADN se cuantifico en UA, para lo que se establecieron 5 niveles de dafno (O,
1, 2, 3y 4) desde la no presencia de dafo (nivel 0), hasta la mayor evidencia de este
(nivel 4).15

Reconocimiento y escision del dafio inducido por uv-C. El disefio experimental
empleado permitié evaluar la eficiencia de la REN frente al dafio inducido in vitro en el
ADN por la radiacion uv-C. Especificamente, se evalu6 la competencia de los
mecanismos de la REN que reconocen y escinden el dafo inducido. Para ello, se utilizé
la formula que se presenta mas adelante,**'7 la cual permitié determinar el por ciento
de la diferencia (PD) en las UA entre los momentos estudiados to y tss de los
pacientes, con respecto a los controles. El valor calculado es igual al por ciento de
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reconocimiento y escision del dafio al ADN con el que los pacientes respondieron a la
radiacion uv-C.

PD = ﬂ x100
Xty

to: dafo del ADN de los pacientes en tiempo O, inmediatamente después de la
irradiacion (cuantifica el dafio basal).

tss: dafio del ADN de los pacientes a los 45 minutos de incubacion en medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado con suero fetal de carnero al 10 %, posteriores a la
irradiacion (cuantifica el dafio inducido).

X tys-to: diferencia de los promedios de las UA cuantificadas entre los momentos tssy
tode los sujetos controles.

Los valores del ensayo cometa se expresaron como la media de las UA cuantificadas
=+ error tipico de la media (ETM). Para determinar si existieron diferencias
significativas entre el grupo de pacientes y los controles, se determindé el estadigrafo
U de Mann Whitney. Se utiliz6 el paquete estadistico Statistica 7.

RESULTADOS

Fenotipo de la REN en sujetos sanos

Antes de evaluar la competencia de los mecanismos moleculares de la REN en los
pacientes, se determind la cinética completa en sujetos sanos no fumadores, que no
manifestaran hipersensibilidad al sol. Esta ultima se refiere a la aparicion de lesiones
en la piel en relacidon con la exposicion al sol, como enrojecimiento de la piel o
ampollas, y cambios de pigmentacion (efélides, sequedad de la piel, hiperqueratosis,
atrofia de la piel, maculas hipopigmentadas e hiperpigmentadas).®

El dafio del ADN inducido por uv-C en los linfocitos aislados, se cuantificd en
diferentes tiempos de incubacién para analizar las fases de la REN, de reconocimiento
y escision del dafio (primera fase); y de sintesis y unién de la brecha del ADN
(segunda fase), en el mismo experimento. La figura 1 muestra que el dafio del ADN
fue cuantificado inmediatamente después de la irradiacion (tiempo 0), y a diferentes
tiempos de incubacion (35, 45, 120 y 180 minutos) a 37 °C en medio con suero fetal
de ternero, después de provocar el dafio.
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Fig. 1. Cingfica de lareparacidn por escisidn de nucledtidos (REMN)
de 5 individuos controles frente al dafio inducido por la radiacidn
ultravioleta (uv-C) en linfocitos aislados de sangre periférica. Los
valores se expresan como la media de unidades arbitrarias (LAY +
errar tipico de la media (ETM),

La cinética completa de la REN describio 2 intervalos fundamentales en los individuos
controles, frente al dafo inducido en el ADN por radiacion uv-C. Un intervalo mostr6
aumento de las UA sobre los niveles basales (tiempo 0), que alcanzé un incremento
maximo a los 45 minutos para todos los sujetos. Este incremento evidencié que el
dafio inducido fue reconocido y escindido. A continuacion, el otro intervalo, exhibio
una disminuciéon gradual del dafio a los 120 minutos, y alcanzé niveles basales a los
180 minutos de incubacién. La disminucién de las UA refleja que ha ocurrido la
sintesis de ADN y unién de los extremos, como evidencia de que el proceso de
reparacion del ADN se completé.

Fenotipo clinico y de la REN de los pacientes en estudio

Se estudiaron 28 pacientes con manifestaciones clinicas similares a la fase
eritematopigmentaria de XP, en los que predominé el sexo masculino (64,28 %).
Desde el punto de vista clinico, se distinguieron por presentar hipersensibilidad al sol
como rasgo clinico relevante, que se manifesté como efélides (100 %), eritema
intenso tras la exposicion solar de corta duracién (83,3 %) y sequedad de la piel (50
%). Ademas, se observo que los pacientes presentan los fototipos de piel 1 y Il. Se
identific6 consanguinidad en 1 solo paciente.

Teniendo en cuenta que en los controles, 45 minutos de incubacion fueron suficientes
para verificar los mecanismos de la REN que reconocen y escinden el dafio del ADN,
en los pacientes en estudio se analizaron solamente 2 momentos experimentales: 0 y
45 minutos. Como resultado, se obtuvo que los pacientes mostraron un aumento de
las UA a los 45 minutos de incubacion, con respecto al dafio medido en el tiempo O,
sin incubacion (figura 2). No existieron diferencias significativas entre los intervalos
de tiempo 0 y tiempo 45 minutos de ambos grupos, después de la radiacion con uv-C
(p= 0,080976). Igualmente no hubo diferencias entre los nifios y los adultos, dentro
del grupo de pacientes (p= 0,0956). El por ciento de reconocimiento y escision del
dafio del ADN con el que los pacientes respondieron al dafio inducido con uv-C in vitro
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fue similar al de los controles (tabla), en correspondencia con el aumento de las UA a
los 45 minutos de incubacion. La tabla resume el fenotipo clinico y de la REN de los
pacientes, comparado con el de los controles.

Dafio en el ADMN {LIA)
350

200
250 7
200 7
150
100

20

0 ; !
0 minutos 45 minutos

Momentos evaluados
—m-Pacientes
——Controles

Fig. 2. Cinéfica de lareparacidn por escisidn de nucledtidos (REMN)
en la fase de reconocimiento y escisidn de dafio inducido por la
radiacidn ultravioleta (uv-C) en los linfocitos aislados frescos de
pacientes vy controles, Se muestran los niveles de dafio del ADN,
como la media de las unidades arbitrarias (U&) £ error tipico de la
media (ETM), alcanzados entre los momentos de tiempo de 0
minutos ¥ 45 minutos, despues de la radiacidn con uy-C,

Tabla. Fenotipo clinica v de la reparacian por escision de nucledtidos {REN) de los pacientes
versus controles

Rango % del valor
Grupa Fenu:u.tipcu de edad tn t4s tas-to de |05 controles
clinico {en (LAY (A (LAY {fenotipo
afos) de la_REM)
Controles | Normal® 2-44 E5,56 251 195, 42 100
pacientes | Persensibiidad |, o 54,8 | 279 | 224,232 114,7b

al sol**

*Se refiere a que no existe antecedente personal de hipersensibilidad al sol
**5e manifestd fundamentalmente como presencia de efélides y eritema intenso
tras la exposicion solar de corta duracian
p= 0,080976
bEste walor representa el por ciento de reconocimiento v escision del dafio al ADM
de los pacientes
U4 unidades arbitrarias
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DISCUSION

La capacidad de reparacion del ADN en los humanos se define como la reparacién o
eliminacién de los diferentes tipos de dafios que se producen en el ADN, a través de
diferentes vias bioquimicas. El analisis de la capacidad de reparacion constituye un
biomarcador de interés en las investigaciones clinicas, debido a que, alteraciones en
estas vias de reparacion, pueden estar vinculadas a enfermedades heredables o
esporadicas en el humano.® La informacién que describe la literatura internacional
acerca de la metodologia del ensayo cometa para evaluar in vitro la capacidad de
reparacion del ADN por escision de nucleétidos, frente a la radiacion uv, es muy
amplia.1?14.19.20 En este trabajo se aplicé el ensayo cometa alcalino acoplado a
radiacion uv-C para evaluar, de forma indirecta, la competencia de los mecanismos
moleculares de la REN, en un grupo de pacientes con hipersensibilidad al sol y
sospecha clinica de la fase eritematopigmentaria de XP. Previamente, se realizaron
experimentos para analizar el comportamiento de la REN en sujetos controles.

Las lesiones que se producen en el ADN debido a la radiaciéon uv, ocurren en regiones
de pirimidinas adyacentes formando aductos que distorsionan la doble hélice del ADN
(dimeros de ciclobutano de pirimidina y dimeros de pirimidina 6-4 pirimidona); estas
son consideradas de mayor relevancia bioldgica debido a su efecto mutagénico y
carcinogénico.?-23 En este trabajo, el dafio del ADN cuantificado inmediatamente
después de la exposicion a la radiacion uv-C y el observado en las células no tratadas,
fueron similares (datos no mostrados), indicando que la radiacion uv-C no indujo
roturas de simple hebra o sitios labiles al alcali de forma directa en el ADN. El ph
alcalino (> 13) utilizado en el ensayo cometa durante el desenrollamiento y
electroforesis, no provocd migraciéon de lazos de ADN por roturas de hebras, debido a
la presencia de los dimeros de pirimidinas en las células irradiadas.
Consiguientemente, no se produjo un aumento de las UA. Resultados similares han
sido descritos por otros autores, que explican que las rupturas que se originan en el
ADN mediante los mecanismos de la REN frente a un dafo inducido, surgen como
rupturas intermediarias de corta vida, en el intento de las células por repararlas.®11.2°
Esto es posible evidenciarlo, solo si las células se incuban a 37 °C en medio de
cultivo, durante un tiempo, para propiciar que las proteinas que interviene en la REN,
entre ellas, XPA a XPG, actlien eliminando el dafio.19:24:25

En correspondencia con lo anterior, la cinética de la REN en los sujetos controles se
manifestd en el tiempo, a través de 2 intervalos: uno en el que se reconoce y escinde
el dafio, seguido de otro en el que este se repara (sintesis y unién de la brecha).
Estos resultados fueron similares a los descritos por Cipollini y Zheng.2%:26

En el presente estudio, 45 minutos de incubacion en el medio de cultivo fueron
suficientes para evidenciar la competencia de los mecanismos que reconocen y
escinden el dano inducido al ADN por radiacion uv-C, en los sujetos controles. Es en
estas fases de la REN, donde estan implicadas las proteinas XPA a XPG.19:2425 De
manera analoga, Alapetite y otros describieron resultados parecidos al evaluar la
cinética REN frente a la radiacion uv-C en fibroblastos y amniocitos de sujetos
sanos.'* En comparacion, Cipollini?®y Zheng?® reportaron tiempos de incubacion de 60
y de 90 minutos, respectivamente, necesarios para constatar la eficiencia de estos
mecanismos.

Tiempos de incubacion posteriores, de 120 y 180 minutos, mostraron una notable
recuperacion del dafio en las células irradiadas de los sujetos controles, incluso por
debajo de los valores cuantificados en tiempo O, que corresponden al dafio basal
(figura 2). Cipollini y otros obtuvieron resultados semejantes, al estudiar la cinética
de reparacion de la REN en un grupo de sujetos sanos.?° Por otra parte, Zheng y otros
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necesitaron 240 minutos para conseguir la recuperaciéon completa de las células
tratadas con la radiacién uv-C.2%

Las diferencias en los tiempos de incubacion reportados por Cipollini?® y Zheng?® para
verificar los mecanismos de la REN se explican, probablemente, por el hecho de que
cada laboratorio establece sus condiciones experimentales propias, que determinan el
comportamiento de los resultados. Varios estudios de ensayo cometa han mostrado
que la capacidad de reparacion del ADN esta disminuida en pacientes con sindromes
en los cuales los mecanismos de reparacion del ADN estan alterados, como en el
XPp.14.18 Al estudiar el fenotipo de la REN en los pacientes con clinica similar a la fase
eritematopigmentaria del XP, se evidencié que fue muy semejante, incluso superior, a
la de los sujetos controles. Estos resultados indicaron que los pacientes no presentan
la forma clasica de la enfermedad, referida a la presencia de mutaciones en algunos
de los genes de los grupos de complementacion XPA a XPG, implicados en los
mecanismos de reconocimiento y escision del dafio al ADN, por la via de la REN. El
razonamiento anterior se apoya en los trabajos de Alapetite y otros'* y Green y
otros,*® que reportan la aplicacién del ensayo cometa para realizar el diagnéstico de la
enfermedad, excepto para el XPV.

El XPV se caracteriza por mutaciones puntuales en el gen POLH, que codifica la
enzima polimerasa eta. Esta enzima interviene en los mecanismos de sintesis de
translesion, que, al estar mutada, se afecta la sintesis de hebras hijas de ADN sin
errores, a partir de un ADN molde tras la exposicién a rayos uv.827:28

En el XP existe una amplia variabilidad clinica entre los grupos de complementacion, y
a su vez, dentro de estos. Las manifestaciones clinicas, la severidad de la enfermedad
y la edad de comienzo, son, en parte, dependientes de la exposicion al sol, del grupo
de complementacion afectado, y de la mutacién puntual presente. Los defectos
moleculares en los pacientes XP resultan en un reconocimiento y reparacion alterados
del dafio inducido en el ADN por la radiacion uv, con una induccion incrementada de
mutaciones en las zonas expuestas al sol. Esta frecuencia de mutaciones explica los
cambios pigmentarios y los canceres de piel y mucosas (carcinoma de células basales,
queratosis solar, carcinoma de células escamosas y melanoma) en los pacientes XP.
Sin embargo, no todos los grupos de complementacién manifiestan una respuesta
exagerada y severa a la luz solar, como XPC, XPE y XPV. Los pacientes XP clasicos
(grupos de complementacion XPA a XPG) desarrollan cancer de piel antes de los 20
afnos, mientras los pacientes XPV desarrollan cancer de piel en la segunda o tercera
década de la vida, dado que la REN no esté afectada. Estos ultimos, ademés, no
cursan con alteraciones 6seas ni neurolégicas, por lo que el pronéstico es mas
favorable en relacion con las formas clasicas XPA, XPB, XPD y XPG, que presentan
degeneracion neurolégica.®27:28 Con el tiempo todos los pacientes desarrollan
sequedad de la piel e hiper o hipopigmentacion.®

De acuerdo con lo descrito anteriormente, a las caracteristicas clinicas de los
pacientes incluidos en este trabajo y a los resultados del ensayo cometa alcalino
acoplado a uv-C para evaluar la reparacion por la REN, es posible considerar que
estos pacientes, podrian ser XPV. El estudio de esta variante requiere la
implementacion y aplicacion de técnicas moleculares (por ejemplo, Western blot,
Dotblot, ELISA, secuenciacion) para identificar si la proteina XPV esta mutada o no.

Teniendo en cuenta la baja frecuencia reportada de XP en el mundo,>7 cémo explicar
la presencia de un grupo numeroso de pacientes XP variante, procedentes, en su
mayoria, de la provincia de Villa Clara. En este caso, cabria descartar la presencia de
un efecto fundador, que haya provocado que un alelo mutado para XPV, se haya
establecido en el acervo genético de esta poblacion, con una frecuencia mas alta que
en el resto de la poblacion cubana. Roblejo y otros concordaron en considerar la
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presencia de un posible efecto fundador en el estudio de un grupo de pacientes
cubanos con caracteristicas similares.” No obstante, la enfermedad no se ha
registrado, previamente, en esta provincia, como consecuencia de este fendmeno
genético, al que puede estar asociado un alto grado de consanguinidad. Sin embargo,
se debe sefalar que esta estuvo presente solo en 1 paciente.

Por otro lado, en el grupo de pacientes estudiados predominé el sexo masculino, y
todos los pacientes presentaron color de la piel blanca, especificamente los fototipos
de piel 1 y 11, lo cual contrasta con lo descrito en la literatura reportada sobre XP. La
poblacién afectada por XP en el mundo presenta una amplia distribucién entre las
etnias y el color de la piel, y tampoco muestra distincidon por un sexo
determinado.5":27:28 Los fototipos de piel |1 y Il condicionan una respuesta pobre de la
piel a la exposicion solar, dada por la insuficiente pigmentacién de la piel, que
conlleva un nivel bajo de bronceado y, consecuentemente, a sufrir lesiones por
hipersensibilidad al sol,32! como podria ser en el caso de los pacientes estudiados.
Razonablemente, todo lo antes expuesto, conduce a conjeturar que, probablemente,
la mayoria de estos pacientes no sean XP variante.

No obstante, al no disponer de pruebas moleculares que permitan la confirmacion de
este planteamiento, y ante el hecho de que todos los pacientes presentan los
fototipos de piel | y 11, cabe indicar la recomendacion de sugerir en el tratamiento a
estos pacientes una proteccidn estricta contra la radiacién uv para prevenir
complicaciones.

Estudios epidemioldgicos en la poblacién normal han demostrado una estrecha
relacion entre la exposicion a la radiacion solar y el desarrollo de cancer de piel.?” Uno
de los rasgos caracteristicos del melanoma es su desarrollo tras la exposicion cronica
a radiacion uv. En la actualidad, la incidencia y la mortalidad por este tipo de cancer
se han incrementado rapidamente en el mundo.? El estudio de pacientes con XP
consolida esta relacion, en los que la frecuencia incrementada y el comienzo
temprano de canceres de piel de tipo melanoma y no melanoma, tiene lugar tras la
exposicién a la luz uv.?’

Por consiguiente, como medidas de proteccion contra la luz solar, los pacientes con
hipersensibilidad al sol y clinica semejante a la fase eritematopigmentaria de XP,
deben ser instruidos en el uso de pantallas solares con un alto valor de factor de
proteccioén solar, de ropas con mangas y pantalones largos, sombrero, gafas
protectoras contra radicacion uv, cuando se expongan al sol. De este modo,
realizando la proteccion completa a la radiaciéon uv, es posible detener la progresion
de los cambios pigmentarios y suprimir el desarrollo de tumores malignos de la piel.?®

En los pacientes XP, esta medida -que debe ser de por vida- provoca una calidad de
vida alterada, que se incrementa con el surgimiento de las complicaciones, por lo que,
finalmente, estos pacientes y sus familias sufren de estrés fisico, mental y econémico.
Razonablemente, el adecuado cuidado de estos pacientes no puede ser aportado por
los médicos especialistas solamente, sino que es oportuno promover la fundacion de
grupos, con el objetivo de compartir conocimientos sobre la enfermedad, ideas de
como llevar la vida diaria, asi como los momentos de diversion y socializacion entre
los pacientes, para incrementar el cuidado de la salud.?® A su vez, en el manejo a
estos pacientes y sus familias, el asesoramiento genético y el apoyo psicolégico son
esenciales, al informar sobre la etiologia y la herencia de la enfermedad, la
probabilidad de ocurrencia en embarazos futuros, y el incremento del riesgo de
ocurrencia en matrimonios consanguineos.?’
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Finalmente, los resultados de este trabajo confirman la utilidad del ensayo cometa en
el estudio de pacientes con sospecha clinica de XP. Los criterios moleculares
indirectos, determinados mediante este ensayo, permitieron delinear el fenotipo de la
REN de los pacientes, que al ser analogo al de los controles, fue posible descartarlos
como pacientes XP clasicos. Estos resultados les confieren un mejor prondstico de
vida, y sugieren una reevaluacion clinica de estos pacientes, y por ende, un cambio
en el tratamiento y seguimiento, por el grupo multidisciplinario de médicos
especialistas.
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