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Resumen

Objetivos. Establecer si los polimorfismos en la region promotora del gen de la IL-10
localizados en las posiciones -819 y -592 estdn asociados con la urticaria papular causada
por la picadura de pulga, en pacientes pediétricos que asistieron a consulta de alergia o de
dermatologia a la Fundacién Santa Fe de Bogotd, Colombia.

Métodos. La frecuencia de estos dos polimorfismos en el ADN fue analizada en 25 nifios
con urticaria papular y 22 controles por medio de PCR (Polymerase Chain Reaction) y
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms).

Resultados. No hubo diferencias significativas entre las frecuencias alélicas y genotipicas
de cada polimorfismo individual o SNP (-819 0 -592) entre pacientes y controles (p=0,21,
OR=1,87, IC95% 0,79-4,40) cuando fueron calculados por la prueba exacta de Fisher.

Conclusiones. Aunque en este trabajo preliminar no se encontré asociacion de los poli-
morfismos reportados en otras poblaciones con la enfermedad alérgica, hay una tendencia
en nuestros experimentos a encontrar un mayor nimero de haplotipos AT en pacientes que
en controles.
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Los resultados publicados por nuestro grupo de
investigacion, en cuanto a que la secrecion de IL-
10 in vitro se encuentra disminuida en pacientes
con urticaria papular y no en controles sanos, indi-
carfan que la expresion genética de esta citocina
estarfa alterada en pacientes y, por consiguiente,
esta condicion estaria exacerbando la enfermedad.
Los niveles disminuidos de esta citocina reguladora
permitirfan el desarrollo de condiciones
hiperinmunes, como la alergia y la autoinmunidad.

Palabras clave: citocinas, SNP, alergia, urticaria
papular.

Title

Association of Interleukin 10 (IL-10) gene
promoter region polymorphisms with Flea Bite
Papular Urticaria

Abstract

Objectives: In this study we aimed to establish
whether IL-10 promoter region genetic
polymorphisms in positions -819 and -592 were
associated with papular urticaria caused by flea
bite in pediatric patients from the Fundacién Santa
Fe de Bogot4, Colombia.

Methods: The frequency of these DNA
polymorphisms was analyzed in 25 infants
suffering papular urticaria and 22 healthy controls,
after amplification of their corresponding DNA
through polymerase chain reaction (PCR) and
further analysis of resulting restriction fragment
length polymorphisms (RFLP).

Results: We found no significant differences in
allelic and genotypic frequencies of either -819 or
-592 SNPs between patients and healthy controls
(p=0.21, OR=1.87, 95% IC=0.79-4.40).

Conclusions: Although we did not find in this
preliminary study a genetic association between
papular urticaria and previously reported allergy-
associated SNPs such as -819 and -592, we found
higher numbers of allergy-associated AT
haplotypes in patients than in controls. Previously
published results from our group showed in vitro
adiminished IL-10 secretion in patients and not in

healthy controls. This finding, together with our
present results, would indicate that the genetic
expression of this cytokine could be altered in
patients and that this condition could determine the
exacerbation of papular urticaria. Low levels of
this cytokine would allow for the development of
hyperimmune conditions such as allergy and
autoimmunity.

Key words: cytokines, SNP, allergy, papular urti-
caria

Introduccion

La urticaria papular ha sido defini-
da tradicionalmente como una enfer-
medad alérgica crénica, causada por
la exposicién a ectopardsitos como la
pulga. Se ha demostrado que las ma-
nifestaciones clinicas de urticaria
papular por picadura de pulga son mads
frecuentes en nifios de un afio de edad,
aproximadamente, y, en la mayoria de
los casos, mejoran alrededor de los
siete afios de edad[1].

La presencia de eosinéfilos en
muestras de biopsias de esta condicién,
el predominio de células T CD4 posi-
tivas en las lesiones y la respuesta de
IgE, sugieren una respuesta inmune
tipo Th2 a las proteinas de la pulga en
estos pacientes[2]. Aunque se ha de-
finido como una reaccion alérgica, los
mecanismos inmunolégicos de la ur-
ticaria papular por picadura de pulga
no se han establecido. Se ha demos-
trado que, en cultivos de células
dendriticas de pacientes con urticaria
papular estimuladas con lipopolisaca-
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ridos, éstas secretan niveles menores
de IL-10 que las células dendriticas de
controles sanos en las mismas condi-
ciones[3]. Los factores genéticos po-
drfan desempefiar un papel importante
en la predisposicion a esta condicion.

La IL-10 es una citocina con pro-
piedades antiinflamatorias que tiene la
caracteristica de inhibir la funcién de
los macréfagos y de las células
dendriticas, lo que afecta la produc-
cion de citocinas proinflamatorias,
como IL-4, IL-5, INF-g y FNT-a[4].
La produccién de IL-10 estd asociada
a los niveles de transcripcion de esta
proteina[5], los cuales, a su vez, se han
relacionado con polimorfismos
genéticos localizados en la regién
promotora del gen de esta citocina[6].
Se ha reportado, en particular, la aso-
ciacioén de tres polimorfismos en las
posiciones -1082, -819 y -592 con los
niveles de expresion de IL-10, y se ha
encontrado que el haplotipo para los
alelos -1082A/-819T/-592A (o ATA)
estd asociado con disminucién de la
produccién de IL-10, al compararlo
con el haplotipo -1082G/-819C/-592C
(o GCO)[5, 7, 8.

Varios estudios han reportado aso-
ciacién del haplotipo ATA con enfer-
medades alérgicas, como asma[9-11]
y dermatitis atépica[12, 13]. También,
fue asociado con niveles elevados de
IgE en suero y con recuentos altos de
eosinofilos[10, 13].
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El objetivo de este estudio fue es-
tablecer si existe asociacién entre los
polimorfismos -592 C/A y -819 C/T
en la regién promotora del gen que
codifica para la IL-10 y la presencia
de urticaria papular por picadura de

pulga.

Materiales y métodos

Poblacion

La poblacién de estudio incluy6 25
pacientes con edades de 0 a 16 afios,
con diagndstico clinico de urticaria
papular por picadura de pulga, aten-
didos por el Servicio de Dermatologia
y Alergia en la Fundacién Santa Fe,
Bogotd, Colombia. Se incluyeron 22
controles sanos de la misma institucién
con indicacién quirtirgica ambulatoria,
que pertenecian al mismo grupo de
edad y presentaban las mismas carac-
teristicas socioeconémicas de los pa-
cientes del estudio.

Esta investigacion fue aprobada por
los comités de ética de la Fundacién
Santa Fe de Bogoti y de la Pontificia
Universidad Javeriana.

El diagnéstico de urticaria papular
por picadura de pulga fue hecho acor-
de a las siguientes caracteristicas clini-
cas: lesiones que se presentaron
usualmente como pdpulas con prurito,
que aparecian intermitentemente en un
curso crénico y se convirtieron en ma-
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culas hipopigmentadas o hiperpigmen-
tadas, localizadas en las 4reas en las que
las prendas presionan la piel, como los
tobillos (calcetines) y la cintura (preti-
na). En algunos pacientes, se encon-
traron 4areas expuestas afectadas,
principalmente en las extremidades.

Genotipificacion

El ADN se extrajo por el método
de salting out, a partir de sangre total
que contenia EDTA. Posteriormente,
todas las muestras extraidas se sepa-
raron en alicuotas y se conservaron a
-20°C.

Se realizé el andlisis de los polimor-
fismos de IL-10 en las posiciones -819
y -592. El segmento de la regién
promotora del gen de la IL-10 entre
las posiciones -1120 y -533, se ampli-
ficé por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), realizada en el
termociclador (iCicler, Bio Rad), en un
volumen de reaccién de 50 pl, asi: 250
ng de ADN, 20 mM Tri HCI, pH 8,0,
100 mM de KCI (Corpogen, Colom-
bia), 2 mM MgCl,, 200 uM de cada
dGTP, dATP, dTTP, dCTP (Promega,
Madison, WI), 0,5 uM de cada inicia-
dor (5’-ATCCAAGACAACACTA
CTAA-3" y 5°- AAATATCCTCA
AAGTTCC-3’) y 2,5 unidades de Taq
polimerasa (Corpogen, Colombia). El
ADN se amplificé con las siguientes
condiciones: 95°C por 3 minutos; 30
ciclos de 95°C por 3 segundos, 46°C
por 30 segundos y 72°C por 1 minu-

to; y una extension final a 72°C por 3
minutos. El producto obtenido fue de
587 pb.

Se tomd una alicuota de 10 pl del
producto de PCR y se someti6 a la di-
gestion enzimdtica correspondiente,
por 4 horas a 55°C con la enzima Mae
11l para el polimorfismo -819, y con
la enzima Rsal por 4 horas a 37°C,
para el polimorfismo -592. Los frag-
mentos se separaron en gel de
poliacrilamida al 12% (30:1).

Cada gel se coloreé con bromuro
de etidio y se visualizé con luz
ultravioleta. Existian dos alelos en la
posicién -819 C y T. La enzima Maelll
caus6 una escision en el sitio de res-
triccién en la posicién -819 cuando
estaba presente el alelo C, dando los
siguientes fragmentos: 79, 217 y 292
pares de bases, o 79 y 509 pb cuando
el alelo T estaba presente. Similarmen-
te, en la posicion -592, existen 2 alelos
C y A. La enzima Rsal causé una es-
cisioén en el sitio de restriccion en la
posicién -592, cuando el alelo A esta-
ba presente, llevando a fragmentos de
42, 66, 232 y 240 pb, 6 42, 232, y
306 pb, cuando el alelo C estaba pre-
sente. Los individuos heterocigotos se
identificaron por la presencia de una
banda adicional.

Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias
genotipicas y alélicas por conteo di-
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recto. Estas frecuencias se compara-
ron entre pacientes y controles me-
diante la prueba de ji al cuadrado (?%).
Se calculé el equilibrio de Hardy-
Weinberg en pacientes y controles.

Resultados

Se examinaron los polimorfismos
de la regién promotora del gen de IL-
10 en 25 pacientes con diagnéstico de
urticaria papular, 16 nifios (64%) y 9
nifias (36%). Los controles incluyeron
16 nifios (73%) y 6 niflas (27%), con
un promedio de edad de 5,03 afios.

La historia personal fue negativa
para enfermedades atdpicas (asma,
rinitis alérgica, dermatitis atdpica) en
52% de los pacientes, y ocho (32%)
tenfan historia familiar de urticaria
papular.
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Los alelos -819 y -592 se analiza-
ron, ademds, en conjunto porque pre-
sentan transmisién ligada, lo cual
corresponde a los genotipos TA o CC
previamente descritos[7].

No se encontré desviaciéon del
equilibrio de Hardy-Weinberg en los
grupos examinados; valor de p de IL-
10 -592C/A, -819C/T fue de 0,991.

Las frecuencias genotipicas y
alélicas de los polimorfismos se pre-
sentan en la tabla 1. No se encontra-
ron diferencias estadisticamente
significativas de las frecuencias
alélicas (OR=1,87; IC95% 0,79-4,40;
p=0,21 de T/A vs C/C) y genotipicas
de los polimorfismos -819/-592 entre
pacientes y controles (OR=2,5; IC95%
0,43-14,43; p=0,52 de TT/AA vs CT/
CA + CC/CC; OR=2,12; 1C95% 0,65-
6,95; p=0,33 de TT/AA + CT/CA vs
CC/CC).

Tabla 1
Frecuencias genotipicas y alélicas de polimorfismos de la regiéon promotora
de IL-10
Pacientes (n=25) Controles (n=22) p

Genotipo -819/-592
Ccc/cC 8 (32%) 11 (50%) 0,33
CT/CA 12 (48%) 9 (43%)
TT/AA 5 (20%) 2 (10%) 0,52
Alelos -819/-592
Cc/C 56% 70% 0,21
T/A 44 % 30%
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Discusion

Las citocinas son mediadores criti-
cos de la inmunidad y la inflamacién,
incluida la inmunidad innata, la pre-
sentacion de antigenos, la diferencia-
cion celular y la expresién de
moléculas de adhesion. La IL-10 des-
empefia un papel importante en la re-
gulacién inmunitaria, ya que inhibe la
secrecion de muchas citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-4, IL-5,
IL-6 y FNT-4.

Por su parte, la IL-10 es la princi-
pal citocina producida por las células
TReg en alergia[14, 15]. Se ha demos-
trado el efecto de la IL-10 en enfer-
medades alérgicas, que se basa en la
induccién de la tolerancia a alérgenos
por células T[16], inhibicién de la su-
pervivencia de eosindfilos y potencial
supresion de la IgE total y especifica
para el alérgeno, incrementa simult-
neamente la produccién de IgG4 en
cultivos celulares[15, 17]. También, se
ha demostrado que juega un papel
importante en la regulacién de los
mastocitos, ya que tiene un efecto in
vivo en el FcaRI en modelos de ratdn,
en los cuales la IL-10 sirve como un
mediador de la homeostasis de los
mastocitos, previniendo la activacién
excesiva y el desarrollo de inflamacién
cronical18].

En el modelo humano, Cuéllar et
al. encontraron una disminucion es-
tadisticamente significativa de los ni-

veles de IL-10 in vitro, en células
dendriticas de pacientes con urticaria
papular por picadura de pulga esti-
muladas con lipopolisacaridos[3].
Esta condicidén hace que la IL-10 se
pueda considerar un regulador clave
en la patogénesis de la urticaria
papular y se convierta en un gen can-
didato para ser estudiado para un
mejor entendimiento de la enferme-
dad. Por esta razén, analizamos la
asociacién de los polimorfismos de
la regiéon promotora de la IL-10 en
pacientes con urticaria papular y en
controles sanos.

Se han reportado tres polimorfismos
localizados en el sitio de inicio de la
transcripcion en la posicién -1082 G/
A, -819 C/T, -592 C/A. El polimorfis-
mo -1082 se encuentra en el sitio del
reconocimiento ligado al factor de
transcripcién Ets (19,20). Similarmen-
te, el polimorfismo -592 estd localiza-
do en la secuencia consenso de los
miembros de la familia de Sp1[21], que
incluye factores de transcripcién que
participan en la regulacién negativa de
la expresién de la proteina, mientras
que el polimorfismo -819 puede afec-
tar un elemento del receptor de estro-
geno[20].

En términos generales, estos poli-
morfismos pueden afectar la unién de
diferentes factores de transcripcion,
alterando la activacién genética co-
rrespondiente. Se ha encontrado aso-
ciacién del genotipo GG de -1082 con
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niveles altos de la proteina IL-10 y el
genotipo AA con disminucién de la
expresion de la IL-10, tanto in vivo
como in vitro[7]. Se ha demostrado
que el genotipo -592 afecta los nive-
les de expresion de esta proteina en
células T, B y monocitos, in vitro[22].
El desequilibrio de ligamiento entre las
posiciones -819 y -592 se ha asocia-
do, ademds, con otra sustituciéon de
nucleétidos G/A vecina en la posicion
-1082; el haplotipo ATA resultante ha
demostrado ser determinante en los
niveles de expresién de la IL-10. Asi,
los haplotipos GCC y ATA se correla-
cionan, respectivamente, con alta y
baja produccién de IL-10.

El presente podria ser el primer re-
porte en una posible asociacién de los
polimorfismos de IL-10 en urticaria
papular. En nuestro estudio, no obser-
vamos diferencias estadisticamente
significativas en los portadores de los
polimorfismos -819/-592, al comparar-
los entre casos y controles. Sin embar-
g0, observamos una clara tendencia a
la acumulacién del haplotipo TA en
los pacientes, al compararlos con los
controles, tanto como un mayor nd-
mero y proporcién de individuos con
el haplotipo CC en los controles.

Observamos que estos dos poli-
morfismos estin fuertemente ligados
en el gen de la IL-10, lo cual se refleja
en las frecuencias idénticas entre es-
tos dos polimorfismos en la poblacién

281

estudiada. Esta transmisién ligada, que
conforma un haplotipo, se ha obser-
vado en otros estudios[7, 23], pero no
en el de Chatterjee ef al., en el cual se
encontré un nuevo haplotipo T/C con-
formado por estos dos alelos[9].

Aunque en nuestro estudio no en-
contramos asociacion significativa de
los haplotipos reportados en otras po-
blaciones en enfermedad alérgica, es
importante resaltar que es la primera
vez que se estudian polimorfismos
genéticos de la IL-10 en la urticaria
papular. Los hallazgos de nuestro gru-
po de investigacion en cuanto a que
la secrecién de IL-10 in vitro se en-
cuentra disminuida en los pacientes,
hace pensar que los niveles de esta
citocina son determinantes en esta en-
fermedad.

Karjalainen et al. tampoco en-
contraron relaciéon de estos polimor-
fismos de IL-10 con susceptibilidad
al asma, aunque si encontraron aso-
ciacién con el conteo de eosindfilos
y los niveles de IgE[10]. De esta
manera, estos autores proponen que
los polimorfismos contribuirian a la
gravedad de la enfermedad, al incidir
sobre estos factores inmunoldgicos ce-
lulares y humorales de la alergia. Estos
resultados indican que los polimorfis-
mos descritos podrian estar directamen-
te asociados con la regulacién de otros
factores que intervienen en las reac-
ciones alérgicas.
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