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Introduccion. La urticaria papular por picadura de pulga se conoce como una enfermedad alérgica.
Sin embargo, las investigaciones no muestran una clara relacion con las enfermedades alérgicas.
Objetivo. Estudiar la expresion de IL-10, IL-4 e IFN-y, como marcadores de la respuesta efectora de
células T en lesiones de piel de pacientes con urticaria papular por picadura de pulga.

Materiales y métodos. Se incluyeron 14 biopsias de lesiones de piel de nifios con diagnéstico de
urticaria papular por picadura de pulga y 5 biopsias de piel sana obtenidas de nifios sometidos a cirugia
por enfermedades no inflamatorias. Todas las muestras se obtuvieron de nifios menores de 12 afos.
Se extrajo ARN con trizol y se cuantificaron los niveles de expresion de las citocinas con la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Resultados. En los pacientes con urticaria papular por picadura de pulga, se encontr6 amplia diversidad
en los niveles de expresion de IFN-y e IL-10, y valores bajos constantes para IL-4. Se observaron tres
perfiles que no corresponden a un patrén comun en los pacientes. Las muestras obtenidas de tejidos
sanos no presentaron expresion de las citocinas.

Conclusiones. Los datos corresponden a la primera descripcion de citocinas que median la respuesta
inmunitaria en el sitio de la lesién cutanea en nifios con con urticaria papular por picadura de pulga,
lo cual indica que la respuesta local es mixta ya que no se encuentra predominio de un fenotipo
especifico en ninguno de los pacientes.
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Expression of IL-10, IL-4 and IFN-y in active skin lesions of children with papular urticaria

Introduction: Papular urticaria caused by the bites of fleas traditionally has been defined as a chronic
allergic disease. However, currently no clear relationship has been described between this pathology
and common allergic diseases.

Objective: The expression of IL-10, IL-4 and IFN-y as markers of effector T cell responses was
examined in skin lesions of patients with papular urticaria by flea bite.

Materials and methods: Fourteen skin lesion biopsies were sampled from children with a clinical
diagnosis of papular urticaria by flea bite and were compared with 5 healthy skin biopsies of children
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with no history of the disease. All children were under 12 years old. RNA was extracted with trizol and
the expression levels of cytokines were analyzed by real time PCR technique.

Results: A wide range in the expression levels of IFN-y and IL-10 was noted as well as constant low
values of IL-4. Three distinct profiles were observed, but which did not correspond to a recognizable
pattern among the patients. The samples obtained from healthy tissues showed no expression of any

of the cytokines.

Conclusions: This is the first characterization of cytokines that mediate the immune response at the
site of the skin lesion in children with papular urticaria by flea bite. The data indicated that the local
response was mixed and that a single phenotype is not predominant among the patients.

Key words: urticaria, cytokines, interleukin-4, interleukin-10, gamma interferon.

La urticaria papular ha sido definida tradicional-
mente como una enfermedad alérgica cronica,
causada por la exposicion a ectoparasitos. Sin
embargo, las investigaciones realizadas a la fecha
no muestran una clara relacién de esta entidad con
las enfermedades alérgicas comunes.

En estudios previos realizados en 45 pacientes por
nuestro grupo de investigacién en urticaria papular
por picadura de pulga, se encontro que la poblacion
estudiada no reportaba antecedentes familiares
o personales de atopia, las pruebas cutaneas de
alergia frente al extracto de pulga eran negativas
y habia una baja asociacion con las enfermedades
alérgicas comunes. En las biopsias de piel humana a
partir de las diferentes lesiones clinicas, se observé
un infiltrado con predominio de células TCD4+ y de
eosinofilos, y una respuesta aumentada mediada por
IgE sérica frente a las proteinas de extracto de pulga
completa, especialmente las de 30 a 35 kDa de peso
molecular, con relacién al grupo control (1).

Aunque no existe claridad con respecto alapatogenia
de la urticaria papular, la respuesta de anticuerpos
IgE e IgG (1), la dinamica de participacion de
los isotipos de IgG de acuerdo con el tiempo de
evolucion de la enfermedad (2) y el aparente estado
atépico de los pacientes de acuerdo con el balance
Th1/Th2 (3), indican la participacion de la respuesta
inmunitaria sistémica en la manifestacion de la
enfermedad y que la reaccion inmunitaria frente a
las proteinas de la pulga es compleja e involucra
mas de un mecanismo.

Sin embargo, teniendo en cuenta la importancia
de los diferentes microambientes tisulares en
la regulacion de la respuesta inmunitaria, nos
formulamos la siguiente pregunta: ;cuales son los
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niveles de expresion de las citocinas IFN-y, IL-10 e
IL-4, como marcadoras de la respuesta efectora de
células T en las lesiones activas de piel de nifios
con urticaria papular por picadura de pulga?

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
analizar la expresion de las citocinas efectoras de
la respuesta inmunitaria en las lesiones de piel de
pacientes con urticaria papular por picadura de
pulga, para lo cual se utilizé la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR), con el fin de precisar los niveles de expresion
de cada una de ellas. Esta es la primera descripcion
de citocinas que median la respuesta inmunitaria a
nivel local en lesiones activas de nifios con urticaria
papular por picadura de pulga.

Materiales y métodos
Muestras

Sedisefd un estudio exploratorio en el que se tomaron
14 biopsias de 2 mm de lesiones de piel de nifios de
ambos sexos, menores de 12 afios, con diagndstico
clinico de urticaria papular por picadura de pulga, que
asistieron a los Servicios de Dermatologia y Alergia
Pediatricas de la Fundacién Santa Fe de Bogota.
Ademas, como control, se obtuvo piel sana de 5 nifios
sin antecedentes de este tipo de urticaria, menores
de 12 afos de edad, sometidos a otro tipo de cirugia,
como herniorrafia. Todos los pacientes, sanos vy
enfermos, aceptaron voluntariamente participar
en el estudio mediante la firma del consentimiento
informado por parte del representante legal. Este
proyecto fue avalado por el Comité de Etica de la
Fundacién Santa Fe de Bogota.

Extraccion de ARN de piel

El aislamiento del ARN total de las muestras
de biopsias de pacientes con urticaria papular
por picadura de pulga, se hizo con el método
de extraccion fendlica con trizol (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo el
protocolo publicado por Chomczynsky en 1987 (4).
Como valor indicativo aproximado de la cantidad
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de ARN por utilizar en la RT-PCR, se calcul6
la concentracién por espectofotometria con el
equipo SmartSpec® Plus Spectrophotometer
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). La
integridad del ARN se evidencié mediante un
corrido electroforético en gel de agarosa al 1,5 %y
coloracién con bromuro de etidio.

Reaccion en cadena de la polimerasa para
sintesis del ADN

Se sintetiz6 el ADNc utilizando el estuche de
aislamiento de cDNA Superscript First Strand
cDNA® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), siguiendo las indicaciones del
fabricante, asi: 100 ng de ARN, 1 pl de dNTP y
0,5 ng/pl de oligonucledtidos al azar. Inicialmente,
se incubd la reaccion a 65 °C por cinco minutos
y, posteriormente, se agregaron 4 pl de solucion
tampdén 10X RT, 2 pl de solucién mixta de dNTP
10 Mm, 1 pl de la enzima transcriptasa inversa (RT
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
ajustada a 10U. Se incubé una hora a 42 °C, en un
termociclador (MJ Mini Personal Thermal Cycler®,
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Reaccioén en cadena de la polimerasa en tiempo
real

Como gen constitutivo, se utilizé6 el gen de la
hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa
(HGPRT). Para la RT-PCR se utilizé FastStart®
TagMan qRT-PCR master mix, que contiene todos
los reactivos, excepto los oligonucleétidos cebadores
y muestra. La reaccion se estandarizé con las
siguientes condiciones: FastStart TagMan® Probe
Master, Hydrolysis Probe (12,5 pl), oligonucleétidos
cebadores forwardy reverse del gen constitutivo y de
cada una de las citocinas 200 mM (0,3 pl), sonda del
gen constitutivo y de cada una de las citocinas 250
mM y de ADNc (7,5 ng/pl). El volumen se completd
a 45 pl con agua ultrapura de grado PCR.

Las secuencias de los oligonucleétidos cebadores
y de las sondas conjugadas con diferentes
fluorocromos, utilizadas para la deteccién de cada
una de las citocinas (5) y el gen constitutivo (6),
fueron las siguientes:

IL-4(149 pb)
FW:5"CCACGGACACAAGTGCGATA-3"
RV:5'CCCTGCAGAAGGTTTCCTTCT-3"
Sonda:5 " TCTGTGCACCGAGTTGACCG
TAACAGAC-3. Cal Fltor red 610

IL-10 (138 pb)

FW: 5-GTGATGCCCCAAGCTGAGA-3’

Citocinas en lesiones de piel en nifios con urticaria papular

RV: 5-CACGGCCTTGCTCTCTGTTTT-3’
Sonda:5-CCAAGACCCAGACATCAAGGCGCA-S.
Cal fluor orange 560

IFN-y (120 pb)

FW: 5-TCAGCTCTGCATCGTTTTGG -3°

RV: 5-GTTCCATTATCCGCTACATCTGAA -3’
Sonda: 5 TTGGCTGTTACTGCCAGGACCCATAT
GT-3. Quasar 707

HGPRT hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa
(101 pb)

FW: 5 -GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3”

RV: 5-AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG-3’
Sonda: 5" TTTCACCAGCAAGCTTGCGACCTTGA
-3". FAM

Las tres citocinas se corrieron bajo el mismo
protocolo, excepto por las temperaturas de
alineamiento, asi:programade desnaturalizacion,
95 °C cinco minutos, programa de amplificacién
y cuantificacion, 94 °C por 20 segundos, 68 °C
por 45 segundos y 72 °C por 50 segundos con 35
ciclos. Las temperaturas de alineamiento fueron
de 55 °C para IL-10 y de 60 °C para IFN-y e IL-4.
Para la cuantificacién, se utilizaron los valores
correspondientes al primer ciclo de amplificacion
del templado, relativos al gen normalizador
de referencia HPRT, utilizando la siguiente
formula: 22T (ACT=CT del gene de interés - CT
normalizador) (7).

Analisis de la informacion

Los resultados se presentan de manera descriptiva,
como medianas y percentiles 25 y 75. Para la
comparacion de los niveles de expresion de las
citocinas estudiadas, se usé la prueba U de Mann-
Whitney, con un nivel de significancia menor de
0,05.

Resultados

Se hizo un andlisis de cuantificacion relativa de
la expresién de los genes de IL-10, IL-4 e IFN-y.
Se encontraron niveles de las tres citocinas
estudiadas: IFN-y (mediana=163,5; percentil 25:
67,75 y percentil 75: 38320), IL-10 (mediana=166;
percentil 25: 97,75 y percentil 75: 21510) e IL-4
(mediana=49; percentil 25: 27 y percentil 75: 64).
Los niveles de expresion de ADNc de las citocinas
IFN-y e IL-10, mostraron una gran variabilidad en el
grupo, mientras que, para IL-4 se encontré que los
niveles de expresion se mantuvieron constantes en
todos los pacientes (figura 1). La comparacién entre
las tres citocinas estudiadas mostrd una expresion
significativamente mas baja de IL-4 con respecto a
IL-10 (p=0,0003) e IFN-y (p=0,0008) (figura 1).
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Las 14 muestras se pudieron agrupar segun
la produccion de las citocinas, en tres perfiles
diferentes. El primer grupo correspondié a 36 %
(n=5) de las biopsias que presentaron niveles
aumentados de IL-10 y niveles bajos de IL-4 e
IFN-y (figura 2A). El segundo grupo correspondi6
a 36 % (n=5), y mostré niveles altos de IFN-y y
bajos de IL-4 e IL-10 (figura 2B). En el tercer grupo
de cuatro biopsias (28 %), los niveles fueron bajos
para las tres citocinas (figura 2C). Estos perfiles
no presentaron una relacion con edad, tiempo de
evolucion o antecedentes personales y familiares
de alergia de los pacientes.

En cuanto a las biopsias de individuos sanos, en
ninguna de las muestras procesadas se encontrd
expresion de las citocinas estudiadas.

Discusion

Existe abundante informacién que indica que
las citocinas presentes en la piel influyen en los
fendbmenos inmunoldgicos, como activacion,
patrones de migracién, quimiotaxis, diferenciacion
y proliferacion (8). En la piel sana se encuentra,
aproximadamente, el doble de células T que en la
sangre periférica (9). Esto, sumado al hecho de que
los individuos receptores de trasplantes que reciben
medicamentos inmunosupresores tienen 65 a 250
veces mayor riesgo de desarrollar carcinomas de
células escamosas (10), sugiere que existe un
mecanismo eficiente de inmunovigilancia en la piel,
aun en ausencia de estimulos inflamatorios.

El paradigma descrito en 1986 por Coffman
y Mosmann, propone que las reacciones de
hipersensibilidad retardada y que la actividad
ayudadora para la inmunidad humoral dependen
de dos tipos diferentes de células T CD4+, en virtud
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Figura 1. Niveles de expresion de IL-4, IL-10 e IFN-y, con
respecto al gen constitutivo hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa (HGPRT) en las muestras de 14 pacientes con
urticaria papular por picadura de pulga. Los resultados se
presentan en medianas y percentiles 25y 75.
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del tipo de citocinas secretadas por estas células
(11,12). Asimismo, se describié que la activacion
adecuada de las células T induce un proceso de
diferenciacion que resulta en la polarizacion de la
respuesta linfoide a Th1 o Th2, de acuerdo con el
tipo de citocinas secretadas, como IFN-y o IL-4,
respectivamente.

Aunque este patrén de respuesta se ha estudiado
en diferentes enfermedades, se han demostrado
claras diferencias en la respuesta inmunitaria local
y sistémica estudiada en lasangre periférica. En la
sangre, las células T CD4+ Th1y Th2 se encuentran
normalmente en una proporcién 7:1 (13), mientras
que en la piel sana, tomada de pacientes adultos
sometidos a lipectomia, se encontré que 95 % de
las células T CD4+ se encuentran polarizadas hacia
el fenotipo Th1 (9). A diferencia de los adultos, los
estudios previos realizados en piel sana de nifios
sin antecedentes de urticaria papular por picadura
de pulga, no encontraron un infiltrado inflamatorio
(1), lo cual sustenta el hallazgo de la ausencia de
las citocinas analizadas en este estudio en la piel
sana de los nifios del grupo control.

En cuanto al papel de las citocinas descrito en
enfermedades inflamatorias de la piel, se ha
propuesto que el proceso inflamatorio depende
no sélo del balance Th1/Th2, sino, ademas, y de
forma importante, de la participacién de las células
Th17 en enfermedades como la dermatitis atépica
(14) y la dermatitis de contacto (15). El papel
de las células Th17 en la respuesta local de la
urticaria papular por picadura de pulga, no se ha
determinado hasta el momento.

Ademas, se han descrito otros fenotipos efectores de
linfocitos T CD4+ con funcion reguladora y que tienen
un papel importante en la regulacion de la respuesta
inflamatoria alérgica (16). En estas poblaciones
celulares se encuentran células T reguladoras
naturales, en las cuales se ha descrito actividad en
enfermedades alérgicas como la dermatitis atépica
(17). Otras poblaciones de células T reguladoras
inducidas por el estimulo antigénico, se caracterizan
por la secrecién de citocinas reguladoras de la
respuesta inmunitaria, como IL-10 o factor beta de
crecimiento transformador (TGF-B) (18).

Algunos estudios sobre la evaluacién de las
citocinas de las células T obtenidas de lesiones
de pacientes con dermatitis de contacto a niquel,
informan la produccion de altos niveles de IL-5 y
niveles variables de IFN-y e IL-4, con predominio
de la respuesta Th2 (19). Sin embargo, en otros
estudios se sugiere que estos individuos tienen un
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Citocinas en lesiones de piel en nifios con urticaria papular
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Figura 2. Perfiles de niveles de expresion de citocinas en lesiones activas de pacientes con urticaria papular por picadura de pulga.
A. Cinco muestras presentaron alta expresion de IL-10 y baja expresion de IFN-y B. Cinco muestras presentaron niveles altos de
IFN-y y baja expresion de IL-10. C. Cuatro muestras presentaron niveles similares de expresion de las tres citocinas analizadas.

Los resultados se presentan en medianas y percentiles 25y 75.

patron de respuesta con predominio de Th1 con
mayor produccion de IFN-y (20), lo cual indica que
puede haber una respuesta variable en cuanto al
balance Th1/Th2 en la patogenia de la dermatitis
de contacto.

El estudio de los mecanismos involucrados en la
iniciacion y mantenimiento de la inflamacién en la
piel de pacientes con dermatitis atdpica, muestra
que a nivel local se expresan abundantemente
IL-4 e IL-5, citocinas asociadas al fenotipo Th2,
aunque en las lesiones agudas se encuentra
predominantemente IL-4, mientras en las lesiones
crénicas predomina la IL-5 (21).

Aunque en estudios previos sobre la respuesta
inmunitaria en pacientes con urticaria papular por
picadura de pulga, se sugiere una respuesta con
predominio de Th2 a nivel local, en virtud de un
infiltrado en el que predominan las células TCD4+
y los eosindfilos (1).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que no se encuentra un predominio claro de
citocinas a nivel local en todos los pacientes que
pueda sugerir un patrén Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4)
o de citocinas reguladoras (IL-10). El predominio
de eosindfilos en los infiltrados inflamatorios, es
una demostracion indirecta del predominio de la
respuesta Th2; sin embargo, desde el punto de vista
bioldgico y dada la heterogeneidad de la respuesta

linfoide inducida por un estimulo antigénico,
es posible que el mecanismo involucrado en
la reaccién inflamatoria esté definido por la
actividad que ejercen las citocinas presentes, mas
probablemente relacionado con la calidad de un
tipo de respuesta que por la cantidad de la misma.

Actualmente, el tratamiento para la enfermedad
alérgica incluye esquemas de corta duracion
con antihistaminicos o corticoesteroides, que
inducen una supresién temporal de la alergia,
y el Unico tratamiento que induce tolerancia
por largos periodos es la inmunoterapia, la cual
se ha relacionado con el aumento de citocinas
reguladoras (22). Después de la inmunoterapia
se ha mostrado una desviacién de la respuesta
inmunitaria con supresién de la proliferacion de
células T, acompafnada por aumento en la secrecion
de IL-10 y TGF-B por células T especificas para
el alérgeno, asi como aumento en el niumero de
células reguladoras (23). Segun Jutel, después de
la inmunoterapia, la produccién de IL-10 y TGF-8
aumenta a niveles similares a los encontrados en
individuos sanos frente al mismo alérgeno, como
un mecanismo que restaura la tolerancia (24).

Los hallazgos obtenidos en este trabajo demuestran
que, en los pacientes con mayor expresién de
IL-10, los niveles de IFN-y fueron menores,
mientras que los pacientes con gran expresion
de IFN-y, tenian menores niveles de expresion
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de IL-10. Previamente, nuestro grupo demostro
que la estimulacién de linfocitos T CD4+ de
sangre periférica refleja un predominio de células
secretoras de IL-4, al comparar con células de
controles sanos en las que se observd predominio
de linfocitos secretores de IFN-y (3).

Estos hallazgos, sumados a la variabilidad
encontrada a nivel local en las lesiones de los
pacientes, nos permiten sugerir que en la urticaria
papular por picadura de pulga, los pacientes tienen
un estado atopico basal con predominio de la
respuesta de tipo Th2 a nivel sistémico, que no se
ve reflejado a nivel local, dado que las muestras
obtenidas para las dos mediciones se tomaron en
el mismo momento en el mismo individuo.

Debido a que la frecuencia de picaduras por pulgas
es un parametro de dificil control en la poblacion
pediatrica, es posible que aquellos individuos que
hayan estado expuestos a una mayor cantidad
de antigenos de pulga, similar a lo que podria
ocurrir en una inmunoterapia, tengan la capacidad
de producir mas IL-10 a nivel local con un efecto
regulador sobre las células Th1 y, probablemente,
sean estos los pacientes mas cercanos a la
tolerancia a los antigenos de pulga, fenémeno
observado en la mayoria de los pacientes con
urticaria papular por picadura de pulga. Y, aunque la
manifestacion clinica de la enfermedad sea similar,
los mecanismos de regulacion de la respuesta
inmunitaria en los diferentes individuos varian de
acuerdo con el fondo genético, la frecuencia del
contacto con el antigeno inductor y la cantidad de
antigeno presente en cada contacto.

Los datos aqui reportados corresponden a un
estudio exploratorio en el que se describen las
citocinas que median la respuesta inmunitaria en
el sitio de la lesion cutanea en nifios con urticaria
papular por picadura de pulga,lo que indica que en
la respuesta local en piel hay acumulacion de, al
menos, tres citocinas (IL-10, IL-4 e IFN-y), aunque
no se encuentra predominio de un perfil comuin de
la respuesta efectora de las células T.

Teniendo en cuenta la dificultad para la toma de
las muestras de piel de nifios enfermos y sanos, es
necesario disefar futuros estudios que analicen la
expresion de marcadores celulares en piel, como
el antigeno CLA en células de sangre periférica.
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