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Resumen

El Prúrigo Actínico (PA) es una fotodermatosis
crónica en la cual factores genéticos e inmunológicos
han sido relacionados con la patogénesis de la
enfermedad. Este trabajo fue diseñado con el
propósito de investigar la existencia de poblaciones
clonales de linfocitos T y B en lesiones de labio y
conjuntiva de pacientes con PA. A partir de muestras
de tres pacientes con PA se aisló y purificó DNA de
alto peso molecular el cual fue analizado por
hibridación tipo Southern utilizando sondas
específicas para el receptor para antígeno de la
célula T subunidad β (RCT β) y para las cadenas
pesadas de los genes de inmunoglobulinas (lg-JH).
En las biopsias fueron detectados tanto rearreglos
genéticos del RCT β como para los genes de
inmunoglobulinas. La presencia de poblaciones
clonales de células T y B en pacientes con PA indican
que el sistema inmune juega un papel importante en
la patogénesis de la enfermedad.

Palabras Clave: Prurigo actínico, RCT, inmuno-
globulinas, poblaciones clonales

Summary

Actinic prurigo (AP) is a chronic photodermatosis
in which genetic and immunological factors has been
implicated in the pathogenesis of the disease. This
work was designed to investigate the existence of
clonal populations of T and B lymphocytes in lesions
of the labial mucosa and conjunctiva of patients with
actinic prurigo. Genomic DNA of three patients with
actinic prurigo and controls were analyzed in
Southern blots using DNA molecular probes for the
b subunit of the T-cell receptor for antigen (TCR β)
and for the heavy chain of immunoglobulin genes
(lg-JH). Clonal rearrangements of T-cell receptor
genes were detected in biopsy samples taken from the
labial mucosa of two patients and of immunoglobulin
genes in DNA extracted from the conjunctiva of a
different patient. The presence of distinct clonal T or
B lymphocyte populations in patients with actinic
prurigo indicates that the immune system may play a
relevant role in the pathogenesis of the disease.

Key words: Actinic prurigo, TCR, immunoglobulins,
clonal populations
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Introducción

El Prurigo Actínico (PA) es una fotodermatosis
idiopática la cual presenta un desarrollo en edades
tempranas y tiene una alta incidencia entre miem-
bros de la población natural de América y en algunas
áreas del Reino Unido.1-3 Los primeros síntomas del
PA comienzan alrededor de los 6 a los 8 años de
edad. Existe una marcada predominancia en las
mujeres con una relación de 2:1 hasta 4:1 con
respecto a los hombres. El PA afecta casi exclusiva-
mente a grupos Mestizos con tipos de piel IV o VI los
cuales habitan a 1000 m sobre el nivel del mar. La
enfermedad tiene un curso crónico, con recaídas
durante el año, especialmente en zonas tropicales,
en donde casi no existen variaciones estacionales
con referencia a la radiación solar.1-7 Los pacientes
con PA tienen una reacción adversa a la luz del sol,
principalmente a la luz ultravioleta (UV) tipo B (290-
320 nm) así como a la luz UV tipo A (320-400 nm).2,9

El PA es caracterizado por lesiones en las áreas
de la piel expuestas a la luz solar, principalmente en
labios, cara y brazos. Las lesiones son polimórficas,
hiperpigmentadas e incluyen máculas y pápulas
que pueden evolucionar a costras y placas
liquenificadas.1

La conjuntiva puede estar afectada hasta en un
45 % de los casos. Los cambios comienzan con
hiperemia y, en algunos casos, fotofobia y lagrimeo.
Posteriormente, existe una pigmentación café e
hipertrofia de la pupila. Estas lesiones, usualmente
son asintomáticas, pero puede ocasionar prurito y,
en algunas situaciones, pueden llegar a ser tan
severas que interfieren con la vista.1-11

La prevalencia del PA en Mexicanos al parecer
es particularmente alta con respecto a otros paí-
ses, sugiriendo una predisposición genética
influenciada por rasgos étnicos ancestrales ya que
diferentes miembros de una misma familia casi
siempre son afectados.4-7,12-14 Por otro lado, se ha
sugerido la participación del sistema inmune en la
patogenia de esta enfermedad ya que pacientes
con PA expresan predominantemente HLA-A24 y
HLA-Cw4.15-19 Moncada y col.20 sugirieron que el PA
está relacionado con una respuesta inmune anor-
mal en la piel; ellos encontraron un incremento de
linfocitos T en sangre periférica y demostraron que
linfocitos T CD4+ estaban presentes en infiltrados
de lesiones inducidas artificialmente en la piel.

En este trabajo se planteó la posibilidad de
definir la naturaleza de los infiltrados linfocitarios en
lesiones de pacientes con PA mediante estrategias
de Biología Molecular. Los resultados de estos
experimentos mostraron que tanto los genes que
codifican para el receptor para antigeno de la célula
T subunidad β (RCTβ) como los genes que codifi-
can para la cadena pesada de las inmunoglobulinas
(lg-JH), presentan rearreglos genéticos, lo que su-
giere la presencia de poblaciones clonales de célu-
las T y B en PA.

Material y métodos

Pacientes

Las características generales de las tres pa-
cientes femeninas con PA incluidas en este estudio
se presentan en el Cuadro I. El diagnóstico de PA
fue realizado en base a las características y distri-
bución de las lesiones observadas en áreas ex-
puestas: piel, labio y conjuntiva. En general, las
lesiones fueron polimórficas, predominantemente
máculas y pápulas las cuales en algunos casos
evolucionaron en placas y costras. También fueron
observadas áreas de hiperpigmentación y
liquenificación en las pacientes. El diagnóstico dife-
rencial se realizó en comparación con la erupción
lumínica polimórfica (ELP) y con infiltración secun-
daria debida a desórdenes linfoproliferativos. Las
pacientes en este estudio respondieron satisfacto-
riamente a las dosis apropiadas de talidomida.

Biopsias

Se obtuvieron muestras quirúrgicas de los labios
de las tres pacientes. Además, se obtuvo una mues-
tra de conjuntiva de una de ellas. Un fragmento de
cada muestra fue procesada para análisis histológico.
El resto de la muestra fue congelado inmediatamen-
te a -700C hasta la purificación de DNA.

Las alteraciones histopatológicas correspondie-
ron a las descritas previamente por otros autores.1

Las lesiones en piel estaban caracterizadas por
hiperqueratosis, acantosis, áreas de ulceración y un
infiltrado linfoide difuso en la dermis. La mucosa
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labial presentó áreas de ulceración, capilares dilata-
dos y un infiltrado inflamatorio mixto compuesto de
eosinófilos y linfocitos los cuales en algunas áreas
estaban organizados en nódulos foliculares. En la
conjuntiva, el infiltrado celular estaba compuesto de
linfocitos los cuales se organizaban en nódulos
similares a los descritos en labio.

Controles

Tejidos no linfoides. Se incluyeron ácidos
nucleicos purificados a partir de tejidos no linfoides
como riñón o testículo, obtenidos de autopsias.
Estos controles se utilizaron como líneas germinales
de DNA.

Líneas celulares. Se incluyeron lineas celulares
de estirpe T (HUT102) y de estirpe B (OCY-L43) las
cuales fueron donadas generosamente por el Dr.
E. Hersh (Arizona Cancer Center, U.S.A.). Estas
células fueron cultivadas in vitro en medio RPMI
1640 suplementado con suero fetal al 10 %, L-
glutamina 1 mM, y 1% de aminoácidos no-esencia-
les, piruvato de sodio, y una combinación de
antibióticos (Life Technologies Inc. Gibco-BRL,
U.S.A.).21

Cuadro I. Características clínicas e histopatológicas de pacientes con PA incluidos en este estudio.

Paciente

Característica PAl  PA2 PA3
Edad 25 15 9
Sexo F F F
Edad de inicio 18 5 8
Muestra Labio Labio Labio

Conjuntiva
Respuesta a Talidomida + + +

Biopsias de Labio:
Hiperqueratosis + + -
Acantosis + + +
Engrosamiento de la lámina basal + + +
Infiltrado linfocitario denso (patrón folicular) + + -
Infiltrate linfocitario escaso +

Biopsia de Conjuntiva:
Engrosamiento epitelial SM SM +
Infiltrado linfocitario denso (patrón folicular) SM SM +
Vasodilatación SM SM +

F: Femenino; +++: Buena respuesta; +: Positivo; SM: Sin Muestra.

Extracción de DNA e hibridación tipo Southern

DNA de alto peso molecular fue extraído de cada
muestra, de las líneas celulares y de los tejidos
control mediante procedimientos convencionales.22

Los ácidos nucleicos fueron digeridos con dife-
rentes enzimas de restricción (BamHl, EcoRl ó
HindIII de acuerdo a las recomendaciones del fabri-
cante; Amersham Pharmacia Biotech, UK). Poste-
riormente las muestras fueron sometidas a
electroforesis en geles de agarosa al 0.9 %. El DNA
fue desnaturalizado in situ y transferido a filtros de
nitrocelulosa (Hybond C-extra, Amersham
Pharmacia Biotech, UK) de acuerdo al procedi-
miento descrito por Sambrook.22 Las condiciones
de hibridación y lavados se realizaron como se ha
descrito anteriormente.21 Los filtros fueron expues-
tos de 3 a 5 días a -700C a películas X-OMAT
(Kodak, México) con pantallas intensificadoras.

Sondas

Se utilizaron las siguientes sondas moleculares:
(a) El fragmento Pstl de 770 pares de bases (pb) de
la región Cβ223 el cual reconoce la subunidad β del
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RCT y (b) El fragmento BamHl-Hindlll de 6000 pb el
cual reconoce a los genes de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas (JH).

Resultados

El análisis del DNA extraído a partir del labio de
dos de las pacientes mostró que los genes del
RCTβ estaban rearreglados (Cuadro II, Figura 1).
Aunque los genes del RCT presentaron una confi-
guración germinal en el último paciente, existe la
posibilidad de no haber detectado poblaciones
clonales mínimas debido a la limitación de la técni-
ca. Sin embargo los hallazgos en los pacientes
PA1 y PA2 sugieren que una respuesta inmune
mediada por células T puede estar involucrada en
la patogénesis de la enfermedad.

Por otro lado, cuando el DNA de los tres pacien-
tes fue analizado con la sonda JH, los patrones
electroforéticos mostraron rearreglos para los ge-
nes de inmunoglobulinas solamente en la muestra
tomada de la conjuntiva de la paciente PA3 (Cuadro
II, Figura 2). La rehibridación del mismo filtro con la
sonda dirigida contra RCTβ mostró un patrón
germinal (Cuadro II) descartando la posible degra-
dación del DNA o una digestión parcial.

Discusión

En este reporte demostramos los rearreglos
genéticos del RCTβ y de las lg-JH en muestras de
lesiones provenientes de pacientes con PA . La
expresión de distintas moléculas es indicativa de

expansiones clonales de linfocitos en esta
fotodermatosis y apoya la participación del sistema
inmune en la patogénesis de la enfermedad.

Estudios previos realizados por otros grupos
han mostrado una correlación positiva entre los
antígenos HLA-A24, HLA-Cw4 y la susceptibilidad
para desarrollar PA.15,17,18 Algunos de los péptidos
presentados por estos alelos de HLA en pacientes
con PA pueden corresponder a productos de de-
gradación de proteínas anormales codificadas por
genes que presentan mutaciones inducidas por
irradiación UV. Por lo tanto, el reconocimiento de
péptidos antigénicos por linfocitos T citotóxicos
puede disparar el desarrollo de una respuesta
inmune lítica en contra de células presentadoras de
antígeno y por lo tanto ser responsable del desarro-
llo de lesiones en áreas expuestas del cuerpo. Sin
embargo, es importante mencionar que los pacien-
tes con PA expresan diferentes alelos HLA;18 estas
diferencias en el haplotipo no necesariamente res-
tringen la participación del sistema inmune en la
patogénesis de la enfermedad. De hecho, la hete-
rogeneidad en la expresión de antígenos HLA pue-
de aumentar la capacidad del complejo principal de
histocompatibilidad para presentar péptidos
antigénicos y para inducir una respuesta inmune
mediada por células T en las cuales otras molécu-
las del repertorio del RCT pudieran ser expresadas
por diferentes subtipos de linfocitos.

Una interpretación alterna para los resultados
obtenidos con los genes del RCTβ puede ser que
las donas detectadas corresponden a linfocitos
CD4+ como sugiere Moncada et al.20 utilizando
anticuerpos monoclonales. En este caso, la secre-
ción de TNFβ por células TH-l y de TNFα por
eosinófilos pudo ser al menos parcialmente res-
ponsable del daño tisular. La discriminación entre
estas posibilidades está todavía por dilucidarse.

Otro hallazgo interesante fue la identificación de
rearreglos genéticos de los genes de inmuno-
globulinas en la muestra proveniente de conjuntiva
pero no en la muestra de labio del mismo paciente.
En este momento no se tiene una explicación satis-
factoria para la diferencias moleculares detectadas
en muestras obtenidas de diferentes regiones del
cuerpo, sin embargo es posible que algunas de las
características del PA puedan ser consecuencia de
una red compleja de interacciones la cual incluye
tanto células del sistema inmune como sus produc-

Cuadro II. Análisis genómico de pacientes con PA.

RCTβ JH

Muestra B E H B E H

Controles
Testículo G G G G G G
Riñón G G G G G G
HuT102 R R R G G G
OCY-L43 G G G R R R

Pacientes
PA1 R R R G G G
PA2 R R R G G G
PA3L G G G G G G
PA3C G G G R R R

B: BamHl; E: EcoRI; H: Hindíll; G: Línea Germinal; R: Rearreglo; L:
Labio; C: Conjuntiva.
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tos. Las diferencias en la naturaleza del infiltrado
linfocitario en el labio o en la conjuntiva habían sido
previamente sugeridas por Torres-Alvarez et al.25 y
por Santos-Martínez et al.26 utilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra moléculas de adhe-
sión como LFA-l y determinando la expresión de
diferentes interleucinas respectivamente. Finalmen-
te, el PA es una enfermedad más compleja de lo que
originalmente se pensaba por lo que existe la posibi-
lidad de que mediante estrategias de genética

Figura 1. Análisis tipo Southern de los genes RCTβ en pacientes con
PA. Panel (A): DNA genómico digerido con EcoRI y analizado con la
sonda RCTβ: (1) Riñón normal, (II) Línea celular HuT-102, y labio de
los pacientes PAl (III) y PA2 (IV). Las flechas indican la posición de
las bandas de DNA rearregladas. Los números a la izquierda de la
autorradiografía corresponden a los fragmentos del marcador 1 DNA
digerido con HindIll expresados en kilobases (miles de pares de
bases, Kb). Panel (B): Análisis densitométrico de las bandas de DNA
rearregladas que mostraron una baja intensidad. Esta determinación
se llevó a cabo mediante un analizador de imágenes digitales AMBIS
versión 4.3 (AMBIS, U.S.A.). Los fragmentos rearreglados se indican
con flechas.

Figura 2. Análisis tipo Southern de los genes de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas. El DNA genómico de riñón normal (I), línea
celular OCY-L43 (II) y de la conjuntiva del paciente PA3(lIl) fue digerido
con BamHl e hibridado con la sonda JH. Las flechas indican los
fragmentos de DNA rearreglados. Los números a la izquierda de la
autorradiografía corresponden a los fragmentos del marcador 1
HindIll expresados en Kb.

molecular se logren identificar subtipos, estable-
ciendo parámetros más definidos para el diagnósti-
co y tratamiento del mismo
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