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Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

Tabla XXXIb. Moléculas de adhesión y activación celular en la psoriasis, antes
y al cabo de 2 semanas de tratamiento con antralina

HLA-DR rlL-2 LFA-1
Antes

A las 2 s
24.98±9.40
15.37+5.35
p=0.0002

8.33+8.20
2.711.7

p=0.0002

33.93±14.68
21.5+5.21
p=0.0044

Fig 58. Moléculas de adhesión y activación epidénnica en la psoriasis, antes y
a las 2 semanas de tratamiento con antralina al 0.5%.

p=0.0002 p=0.0002 p=0.0044
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— Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

e2. En el liquen plano (tabla XXXII y fig 59).

I HLA-DR. En el liquen plano el HLA-DR es expresado, como promedio

m por 22.96+8.08 células por campo, con un rango entre 4 y 39 células,

observándose mareaje tanto de células redondas como de células

• dendríticas. En 9 de las biopsias se tiñeron 20 o menos células y en las 15

restantes se tiñen entre 20 y 40 células.

I rll-2 ÍCD251. En el liquen plano se tiñen como promedio 13.92±3.65

g células que infiltran la epidermis, con un rango entre 7 y 21 células. En 23 de

™ las biopsias se tiñeron 20 o menos células y únicamente en 1 se tiñeron

• más de 20.

LFA-1/CD11a (Fig 52 y 53). El n° de células que se tiñeron con LFA-1 a

| nivel de la epidermis, en el liquen plano, como promedio fue de 18.33+.4.32,

_ con un rango entre 10 y 26 células. En 16 de los casos se tiñeron con LFA-1

™ 20 o menos células y en las 8 restantes más de 20.

• ICAM-1/CD54. (Fig 51) En 12 casos hemos detectado imagen en panal

de abeja en múltiples focos intraepidérmicos. En 5 hemos detectado focos

| aislados formando dicha imagen, en 2 la presencia de células positivas

aisladas y en las 5 biopsias restantes no hemos detectado tinción ICAM-1.

I
I
I
I
I
I
I
I
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Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

TABLA XXXII. UQUEN PLANO. MOLÉCULAS DE ADHESIÓN Y MARCADORES DE ACTIVACIÓN CE-

Pacn°
LULAR A NIVEL DE LA EPIDERMIS.

HLA-OR r-)L2 LFA-1 ICAM-1

5
8
12
26
32
46
47
53
54
55
57
66
71
74
80
99
102
127
129
132
134
135
143
146

22
16
21
18
19
12
27
23
29
14
27
4
25
22
17
15
31
35
27
39
18
30
27
33

9
16
18
13
10
11
11
21
7
14
17
8
12
15
14
18
16
11
20
14
12
15
16
16

18
16
22
12
14
18
16
15
19
23
15
21
19
11
10
16
17
19
20
23
25
26
23
22

0
0
3
3
3
3
3
1
1
3
2
2
3
3
0
0
3
3
3
2
2
3
0
2

Fig 59. Moléculas de adhesión y activación en la epidermis, liquen plano.
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Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

e3. En la neurodermHís (tabla XXXIII y fig 60)

HLA-DR. En la neurodermitis el HLA-DR es expresado, como prome-

dio por 25.86+11.24 células del infiltrado epidérmico, con un rango entre 7 y

48 células por campo, observándose mareaje tanto de células redondas

como de células dendríticas. En 3 de las biopsias se tiñeron 20 o menos

células, en 9 entre 21 y 40 y en las 2 restantes se tiñeron entre 20 y 40

células.

rll-2 (CD251. En la neurodermitis son rlL-2+ como promedio 20.71±

10.36 células por campo, a nivel de la epidermis, con un rango entre 4 y 36

células. En 6 de las biopsias se tiñeron 20 o menos células y en las 8

restantes se tiñeron entre 20 y 40.

LFA-1/CD11a. El n° de células que se tiñeron con LFA-1 a nivel de la

epidermis, en la neurodermitis, como promedio fue de 21.5±4.65 por

campo, con un rango entre 12 y 30 células. En 6 de los casos se tiñeron con

LFA-1 20 o menos células y en las 8 restantes entre 20 y 40.

ICAM-1/CD54. (Fig 55). Únicamente en 1 biòpsia detectamos múltiples

focos de células ICAM-1+ formando imagen en panal de abeja, en 5

detectamos focos aislados formando dicha imagen, en 2 observamos la

presencia de células positivas aisladas y en las 6 biopsias restantes no

detectamos tinción ICAM-1.

TABLA XXXIII. NEURODERMITIS. MOLÉCULAS DE ADHESIÓN Y MARCADORES DE ACTIVACIÓN

Pacn°
CELULAR A NIVEL DE LA EPIDERMIS

HLA-DR r-IL2 LFA-1 ICAM-1

n
15
24
67
69
95
98
104
105
120
133
141
147
148

48
28
22
23
7
31
30
31
43
22
7
25
25
20

23
25
12
16
34
21
29
14
36
11
31
28
4
6

28
24
20
16
20
23
21
24
23
12
20
17
23
30

1
2
2
0
3
0
2
2
1
0
0
0
0
2
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Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

Fia 60. Moléculas de adhesión y activación en la epidennis. NeurodennHis
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Moléculas de adhesión y activación celular en la epidermis

e4. Comparación de resultados (tabla XXXIV y fig 61)

Muchas de las células que invaden la epidermis expresan HLA-DR en

las 3 enfermedades. Ahora bien, existen diferencias estadísticas respecto a

la expresión de rlL-2, que se da especialmente en las células que invaden la

epidermis en la neurodermitis y es escasa en la psoriasis y respecto a las

que expresan LFA-1, que lo expresan como promedio 34 células por campo

entre las que invaden la epidermis en la psoriasis y únicamente 18 en el

liquen plano.

Fig 61. Moléculas de adhesión y activación en ta epidermis. Comparación de resudados.

p=0/5545 p=0,0000 p=0,0000

TABLA XXXIV. INFILTRADO EPIDÉRMICO. ANTIGENOS DE ACTIVACIÓN Y MOLÉCULAS DE ADHE-
SIÓN. COMPARACIÓN ENTRE LA PSORIASIS, EL LIQUEN PLANO Y LA NEURODERMITIS.

HLA-DR rlL-2 LFA-1

Ps
LRP
ND

24.9919.41
22.96±8.08
25.86±11.24
p=0.5545

8.34±8.21
13.92±3.65
20.71±10.36
p=0.0000

33.93±14.69
18.33±4.32
21.5±4.65
p=0.0000
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 20. Psoriasis. Intenso infiltrado OKT-11+ a nivel de la dermis, donde representa más del 75% del total. H-E
(x40).

Fig 21. Psoriasis. Múltiples células OKT-11+ en el infiltrado dérmico y epidérmico. H-E. (x200)
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Relación de figuras: Subpobladones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 22. Psoriasis. Múltiples células Leu-3a a nivel del infiltrado dérmico y epidérmico. En la epidermis se pro-
duce tinción tanto de células mononudeares como de células dendríticas. HE (x200).

Fig 23. Psoriasis. Entre un 25 y un 50% de las células del infiltrado en este caso se marcan con Leu-2a/CD8.
Infiltración moderada de la epidermis. H-E (x200).
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 24. Psoriasis. CD68/EAAB11. Psoriasis," moderada tinción a nivel de la dermis, donde marca células re-
dondas, fusiformes y dendríticas. Las células adoptan morfología dendrítica a medida que se acercan a la

epidermis. HE (x200).

Fig 25. Psoriasis. CD68/EMB11. Tinción moderada/intensa a nivel de la dermis. Exocitosis epidérmica con

tinción de células dendríticas. (x200).
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Rg 26. Psoriasis. Células dendriticas CD68+en dermis y epidermis. (x400).

Fig 27. Psoriasis. CD1/OKT6. Las células se agrupan en dermis formando "nodulos". H&E (xlOO)
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

• •':> ~'J^:&f$lf»&?íï?, "4Aa¿r '. . - *f£™,

Rg 28. CD1/OKT-6. Psoriasis. Detalle del infiltrado dérmico y epidérmico. H&E (X200).

Fig 31. Liquen plano. CD68/EMB11. Tinción moderada/intensa a nivel de la dermis, donde marca células
dendríticas. H&E (x200).
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 32. Liquen plano. OKT-6. Tinción moderada a nivel de la dermis. H&E IxlOO).

! ̂ -•^&¿;^*!?mg^&?3~m

Fig 33. Liquen plano. OKT6/CD1. Exocitosis importante a nivel de la epidermis. H&E. 1x200).
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 42. Psoriasis en placas. Intensa tinción HLA-DR+ en dermis. Células dendriticas en dermis
superior y epidermis H&E (x200).

Rg 43. Psoriasis. HLA-DR. Detalle déla anterior. Epidermis. x400.
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Relación dé figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 44. Psoriasis. rlL-2/CD25 que tiñe algo más del 25% del infiltrado dérmico. Discreta exocitosis hacia la

epidermis. H&E. xlOO.

Fig 45. Psoriasis. ICAAA-1/CD54. Intensa tinción a nivel de papilas cérmicas. En la epidermis se aprecian fo-
cos de imagen en "panal de abeja" así como tinción de células dendríticas. H&E 1x200).
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Relación de figuras: Subpoblaáones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 46. Psoriasis. ICAM-1 (CD54). En dermis tinción de células redondas del infiltrado y de células
endoteliales. En epidermis tinción de células dendríticas, de queratinodtos básales e imagen en "panal de

abeja" suprapapilar. (xlOO).

•'ssr.çe'yjSK?''%•'•<& ••''«-. i't**,-iMÜt -,-íi^- '.^--il

^^SP
s .̂  í'-J?:v2íïí
.¿"EiStp

• ^i¥rífc|y%'-•fe-'̂ H*^!

Rg 47. Psoriasis. ICAM-1: En dermis tinción de células endoteliales y redondas. En epidermis son ICAM-1+ al-
gunas células dendríticas, los queratinodtos básales y algunos suprapapilares, donde se aprecia imagen
"en panal de abeja"
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 48. Psoriasis. Anti-LFA-l/CD11. Tinción muy intensa en dermis y exocitosis epidérmica. H&E (X200)

Fig 51. Liquen plano. anti-ICAM-l/CD54. En dermis tinción de células endoteliales y redondas. En epidermis
marca algunas células dendríticas y se aprecia en un foco la imagen "en panal de abeja"
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Relación de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesión y activación

Fig 52. Liquen plano. anti-LFA-1/CDH. Tinción muy intensa en dermis. H&E (X200)

Fig 53. Liquen plano. anti-LFA-1/CDÏI. Exodtosis epidérmica. H&E (X200)
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Relación de figuras: Subpoblacionès celulares y moléculas dé adhesión y activación

t * ' ~ " " "*ï*32r'T.yèK.*"- 'ryy^íf:x^R:f^(?·

È·.'·̂ í̂S^S^&^̂ ^MfSí. -•-.;• í_;.-.:% •>5»fr j»xa ;̂JHBsSSS«8»ábisS'.• ' •-.--·l'·:zaí··*.-;>î «jS !̂S&,«4SSE8

t̂ó^̂ ^̂ 5f̂ *.|||̂ P^g

Rg 55. Neurodermitis. anti-ICAM-1/CD54. Tinción ligera del infiltrado, tinción evidente de células endoteliales
en dermis. Epidermis con ligera tinción de queratinocitos básales, sin observarse imagen en panal de abeja.

1x40).
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I f. DOBLE TINCIÓN SECUENCIALINMUNOHISTOQUIMICA

_ Tal como hemos comentado, es técnica que consta de 2 fases. En la

• primera se aplica un Ac monoclonal, el cual es sometido a una técnica

• inmunohistoquímica de estreptavidina-biotina-peroxidasa y se revela con

diaminobencidina. Seguidamente se aplica un segundo Ac monoclonal,

I dirigido frente a diferentes moléculas de superficie, el cual es sometido a

B una técnica de fosfaíasa alcalina-aníifosfatasa alcalina (FAAFA) el cual es

• revelado con neofucsina. El primer Ac monoclonal que se aplica en la

• mayoría de las muestras es el Ki-67 -que marca los núcleos de las células

en fase de proliferación-, aunque en algunos casos es la ICAM-1, con el fin

| de observar la relación de la mismo con la LFA-1.

_ Con esta técnica se pretende objetivar: 1) el subtipo celular que en la

• dermis está proliferando, 2) si se observa una clara relación espacial entre

• los queratinocitos proliferantes (KÍ-67+) y los inmunocitos que infiltran la

epidermis, 3) si alguno de los ¡nmunodtos que invaden la epidermis están

I en fase de proliferación y 4) si existe relación espacial entre los

queratinocitos que expresan ICAM-1 y las células que expresan LFA-1.

m Como hemos dicho en material y métodos, para evaluar el tipo de

• células proliferantes se determinó en 2 campos significativos de 1000 au-

mentos la cantidad de células dérmicas que expresaban Ki-67 y uno de los

I Ac monoclonales de superficie anteriormente citados. El resultado se

expresó en porcentaje. No contrateñimos con hematoxilina dado que

I dificultaba la interpretación de los resultados.

• Asimismo intentamos valorar si el infiltrado dérmico se iniciaba antes

o después que la acantosis epidérmica, sin que hayamos podido

• determinar claramente el inicio de la misma. Por ello definimos un área o

zona de transición, que correspondía a la zona de inicio de la acantosis,

I entre el borde de piel sana y la zona de psoriasis preestablecida. En la

. mayoría de casos existía un discreto infiltrado perivascular en dermis
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I
superficial en la zona de piel sana. El aumento en la intensidad de dicho

| infiltrado coincidía con el de la acantosis en casi todas las biopsias, aunque

_ en 12 casos, utilizando esta técnica, detectamos exocitosis mononuclear a

• nivel de la piel sana perilesional.

I
1) Naturaleza de las células dérmicas KÍ-67+

| En la mayoría de los casos se detectó expresión simultanea de Ki-67

_ y otro de los antígenos estudiados, lo que indica que las células proli-

• ferantes son tanto de estirpe linfoide como de la linea monocito-macrofá-

• gica/célula de Langerhans.

El 45% de las células KÍ-67+ expresaban en superficie Leu- 3a/GD4

| (Fig 62), el 44% LFA-1/CDlla (Fíg 63), el 35% HLA-DR (Figs 64), el 30% EMB-

, 11/CD68 (Fig 65), el 30% OKT6/CD1, el 21% rlL-2/CD25 y el 11% Leu-2a/CD8.

• En la doble tinción Ki-67/ICAM-l, a nivel de la dermis la ICAM-1

• marcaba principalmente los vasos y apenas marcaba el infiltrado. El Ki-67

en la dermis era de predominio perivascular aunque existía varios vasos

I con células endoteliales cuyo núcleo era KÍ-67+ (Fig 66). Esto se producía

con mayor frecuencia en las zonas de transición. No se evidenció ICAM-1 en

I la epidermis, probablemente por bloqueo o destrucción del mismo por

• parte de la DAB, lo cual impidió valorar si las células ICAM-1+ eran

proliferantes o no. La tinción ICAM-1 endotelial se iba haciendo más intensa

8 a medida que nos íbamos acercando al centro de la biòpsia donde

también algunas células endoteliales eran ICAM-1+. Habían células

| mononucleares del infiltrado ICAM-1+ especialmente a nivel de las papilas

_ dérmicas.

8 2) Relación queratinocttos KÍ-67+ e ¡nmunodtos

El contacto se apreció prácticamente con todos los antígenos

| estudiados.

— Existe contacto intraepidérmico, en 1 o varios campos, entre querati-
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nocitos KÍ-67+ e inmunocitos en 13/22 biopsias teñidas con EMB-11/CD68

I (Fig 67), en 12/22 marcadas con LFA-1/CDlla, en 12/22 marcadas con HLA-

. DR (Fig 64 y 68), en 10/22 marcadas con OKT6/CD1 (fig 69), en 10/22

• marcadas con Leu-3a/CD4 (fig 70), en 10/22 marcadas con rlL-2/CD25 y en

• 5/22 marcadas con Leu-2a/CD8. El OKT6 en 15 de los casos es más

intenso, en la epidermis, en la zona de transición y en el borde que en el

| centro de la placa y se sitúa por lo general en la mitad superior de la

— epidermis, a diferencia de los queratinocitos proliferantes, KÍ-67+, que se

• sitúan en la mitad inferior (fig 71). De todos modos existen muchas biopsias

• en las que vemos relación espacial entre ambas células (10/22 como

hemos comentado) y zonas en las que existe 1 célula de Langerhans

| rodeada por varios queratinocitos proliferantes.

• 3) Proliferación de inmunocHos intraepidérmicos

• Existe doble tinción intraepidérmica (inmunocitos en fase de prolife-

ración), en 1 o varios campos, en 11/22 biopsias marcadas con OKT6/CD1

I (Fig 72), en 11/22 marcadas con LFA-1/CDlla, en 11/22 marcadas con rlL-

2/CD25, en 9/22 marcadas con HLA-DR (Fig 73), en 7/22 teñidas con EMB-

I

I

I

11/CD68, en 7/22 marcadas con Leu-3a/CD4, y en 5/22 marcadas con Leu-

2a/CD8.

• 4) Relación ICAM-l/LFA-1.

Para esta valoración dispusimos de 7 biopsias y en 5 de ellas

I detectamos una relación clara entre queratinocitos ICAM-1+ y células

• inmunitarias LFA-1+ que invadían la epidermis, especialmente en áreas

suprapapilares (figs 74 y 75), aunque también en las mismas biopsias

• existían áreas de expresión de ICAM-1 sin que se evidencie la presencia de

LFA-1 en la vecindad.

I
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Doble tinción secuencial ¡nmunohistoquímica

Fig 62. Doble tinción secuencial inmunohistoquímica Ki-67/Leu-3a. LJnfodtos CD4+ dérmicos en fase de
proliferación (El Ki-67 marca el núcleo y es revelado con DAB, color marrón, mientras que el Leu-3a es reve-

lado con neofucsina, color fucsia). xlOOO.

Rg 63. Linfodto T activado LFA-1+ en fase de proliferación. Dermis. xlOOO.
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Doble tinción secuencia! inmunohistoquímica

Fig 64. Células HLA-DR+ en fase de proliferación en dermis y epidermis (->). Algunas de las células HLA-DR+
están en contacto con queratinocitos en fase de proliferación (=>). x400.

Fig 65. AAacrófagos dérmicos CD68+ en fase de proliferación. Dermis. xóOO.
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Doble tinción secuencia! ¡nmunohistoquímica

Fig 66. Células endoteliales ICAM-1+ en fase de multiplicación.

Rg 67. Doble tinción Ki-67/EMB-ll. Visión de conjunto. Se aprecia exocitosis de macrófagos que en determi-
nadas áreas coinciden con zonas de proliferación de queratinocitos (-»). xlOO.
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Doble tinción secuencial inmunohistoquímica

Fig 68. Células HLA-DR+ en un área donde se aprecia proliferación de varios queratinocitos. x400.

11
«• KX-^-.nif., ¿^;,~

Fig 69. Células OKT6+ ¡unto a queratinocitos proliferantes. x400.
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Doble tinción secuencial ¡nmunohisíoquímica

Fig 70. Células Leu-3a+ en fase proliferativa a nivel de la dermis (-»). Yuxtaposición de linfocitos CD4+ y que-
ratinoátos proliferantes (= )̂.

Fig 71. Doble tinción KÍ-67/OKT-6. Los queratinocitos proliferantes se sitúan especialmente en la mitad inferior
de la muestra, mientras que las células de Langerhans ocupan preferentemente la mitad superior. x200.
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Doble tinción secuencia! inmunohistoquímica

Rg 72.3 células dendríticas intraepidérmicas OKT6+ en fase de proliferación (KÍ-67+).

Fig 73. Célula HLA-DR+ intraepidérmica en fase de proliferación.
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Doble tinción secuencial inmunohistoquímica

;..:;-

Rg 74. Doble tinción ICAM-1/LFA-
1. Las células LFA-1+ se disponen
alrededor de los vasos ICAM-1+ e
infiltran la epidermis en la zona
de máxima expresión de dicha
molécula. (xlOO).

Rg 75. Detalle de la anterior.
1x200).
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J Tal como hemos dicho, el sustrato histopatológico fundamental en la

psoriasis consiste en una hiperplasia epidérmica y un infiltrado linfomono-

I nuclear a nivel de la dermis, con exocitosis de dichas células hacia la epi-
\

• ^dermis. También se observan cambios vasculares, que probablemente

sean secundarios a la liberación de factores angiogénicos por células del

• propio infiltrado o bien por los queratinodtos y un infiltrado por po-

limorfonucleares cuya importancia en la etiopatogenia de la enfermedad no

I está bien dilucidada. Parece claro que se trata de una enfermedad heredi-

• taria, de base genética, dado el elevado número de casos familiares, la

coexistencia en gemelos y la asociación a determinados HLA, en especial el

I Cw6. Sobre esta base genética actúan como desencadenantes mecanis-

mos inmunológicos (brote de psoriasis en gotas después de una amigdalitis

I estreptocócicas) y mejora con inmunomoduladores como la ciclosporina A.

• Asimismo puede ser desencadenada por traumatismos (fenómeno de

Koebner) y por la ingesta de determinados fármacos.

• Quedan muchos interrogantes por responder aunque probablemen-

te uno de los principales sea si la alteración genética que causa la enfer-

I medad se localiza a nivel de los genes que controlan la proliferación del

_ queratinocito (teoría clásica) -en cuyo caso los cambios dérmicos (infiltrado

™ y vascularización) serían secundarios a la liberación de mediadores por el

• queratinocito, la exocitosis a factores quimiotácticos y moléculas de adhe-

sión derivadas de los mismos y los tratamientos actuarían frenando la

I actividad mitótica de las células epidérmicas (Cormane RH, 1981; Krueger G,

B 1984; Nickoloff BJ, 1991)-, o bien si el defecto básico reside en el sistema

• inmune (teoría inmune) -según la cual la hiperplasia epidérmica sería

• secundaria a la liberación de atocinas hiperproliferativas por parte de la

propia células CD4+ o por otros inmunocitos y los tratamientos actuarían

| como inmunomoduladores (Valdimarsson H, 1986; Gottlieb AB, 1988; Bos

JD, 1988; Baadsgaard O, 1990)-. Esta última teoría ha cobrado un granI
I
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interés en los últimos años, especialmente por el papel de la ciclosporina A

J en el tratamiento de la psoriasis.

— La teoría inmune se fundamenta en los siguientes hallazgos: 1) la

• detección de linfocitos T activados, linfocinas y factores de crecimiento en las

• placas de psoriasis, (Cormane RH, 1981; Gottlieb AB, 1986; Grossman RM,

1989), 2) el hallazgo de inmunocitos (linfocitos T, monocitos-macrófagos y

I dendrocitos dérmicos) yuxtapuestos a los queratinocitos proliferantes, lo

que permitiría un intercambio de citocinas entre ambas células, unidas por

• sus moléculas de adhesión LFA-1 e ICAM-1 (Nickoloff BJ, 1991), 3) la aparición

• de un brote de psoriasis en gotas tras una infección estreptococia (Swerlick

RA, 1986), (como la fiebre reumática o la glomerulonefritis, de probable ori-

• gen autoinmune), 4) el aumento dé frecuencia de los HLA anteriormente

citados (Russell TJ, 1972; White SH, 1972) y, 5) el efecto inmunomodulador de

I la mayoría de antipsoriásicos, en especial la ciclosporina A (Ellis CN, 1986).

• Podrían actuar como inmunógenos, activando a los linfocitos T, anfígenos

ocultos en el estrato córneo (Beutner EH, 1982), proteínas no histonas

I (Ashgar SS, 1984), el estreptococo, que actuaría como un superanfígeno o

bien otros agentes infecciosos (micobacterianos y proteínas retrovirales)

I (GuilhouJJ, 1987; DuvicM, 1987).

. Para determinar sí se produce en primer lugar la activación y

• proliferación del queratinocito o bien la de las células del infiltrado, se han

• estudiado lesiones incipientes, en fase de mácula y los bordes de lesiones

de psoriasis en crecimiento, aunque los resultados han sido contradictorios.

| En las lesiones incipientes unos han detectado que los cambios más

^ precoces se detectan en la epidermis (Christophers E, 1970), mientras otros

• afirman que el aumento del infiltrado y la exocitosis se produce antes del

• inicio de la acantosis epidérmica (Chowaniec O, 1982; Braun-Falco 0, 1984;

Heng MCY, 1985; Placek W, 1988; Haftek M, 1989). Tampoco hay acuerdo

Q respecto a los bordes de las lesiones de psoriasis en crecimiento. Mientras

unos han detectado que el cambio más periférico es el infiltradoI
I
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I
mononuclear (van de Kerkhof PCM, 1983; de Mare S, 1990), por fuera del

| inicio de la acantosis, otros han comprobado que los cambios morfológicos

^ epidérmicos son más periféricos que el infiltrado dérmico (Braun-Falco O,

1 1971).

• La presente tesis consta de 3 partes bien definidas en relación con

los objetivos planteados al inicio de la misma: 1) La valoración de la

• proliferación en la psoriasis con Ki-67, 2) La determinación de las

subpoblaciones celulares y de moléculas de adhesión y activación

I característicos del infiltrado dérmico y epidérmico de las lesiones y 3) la

• aplicación de una técnica inmunohistoquímica de doble tinción con el fin de

valorar las características de las células proliferantes dérmicas y

I epidérmicas, la yuxtaposición de inmunocitos a queratinocitos proliferantes

y la relación ICAM-l/LFA-1.

I Los resultados de los 2 primeros apartados del párrafo anterior se

• comparan con los de biopsias obtenidas en pacientes con una dermatosis

clínica e histológicamente similar como es la neurodermitis (dentro de la

• esfera de la dermatitis atópica) y con otra de muy probable causa inmune

como es el liquen plano.

I
I

I
I
I

I

I

I

I
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1. Proliferación celular

| la. La híperprolrferaáón del queratínocHo psoriásíco

Desde 1963 (van Scott, 1963) se conoce que uno de los hallazgos bá-

• sicos de la epidermis psoriásica es la hiperplasia, la cual es secundaria a la

• hiperproliferación del queratinocito. Esta se caracteriza por una reducción

del ciclo celular a una octava parte del tiempo normal (36 vs 311 horas), un

• aumento del n° de células germinativas en fase de proliferación (100% vs

60% según una técnica de timidina tritiada) y de la fracción de crecimiento

I (56.1±18,6% vs 5.2±1%) (Rijzewijk JJ, 1989). También se ha detectado un au-

• mentó en el índice de captación de la 3H-timid¡na, en el n° de mitosis, un

aumento del n° de células en fase cíclica, especialmente en fase S (Heli E,

• 1966; Marks R, 1978; Rowe L, 1978; Beurskens T, 1989; Bauer FW, 1981; Bauer

FW, 1986), una respuesta regenerativa acelerada tras la prueba del celo y la

I evidencia en el ratón afímico de que la proliferación epidérmica de

• trasplantes de piel de pacientes con psoriasis es más elevada que la de la

• piel normal (Krueger CG, 1981; Fraki JE, 1983), aunque no aparecen lesiones

• clínicas de psoriasis.

Uno de los principales datos que apoyan que la alteración básica de

| la psoriasis se halla en el queratinocito es el hecho de que la piel sana de

_ pacientes con psoriasis también presenta características hiperproliferativas,

" cerca del doble de lo normal (Hell E, 1966; Weinstein GD, 1983). Por otra

• parte, algunos autores han detectado que la hiperproliferación aparece

antes de que se detecte el infiltrado dérmico (Beurskens T, 1989).

| En los últimos años se ha puesto en duda la validez del test de la t¡-

midina tritiada para valorar la proliferación epidérmica ya que los querati-

• nocitos son capaces de catabolizarla (Davison P, 1979; Schwartz PM, 1988;

• Schwartz PM, 1988) y la radioactividad observada podría derivarse de dicho

catabolismo. Además la timidina exògena puede estimular la síntesis de

• DNA (los medios de cultivo para queratinocitos contienen timidina) y falsear

los resultados (Schaer J-C, 1978) y, por otra parte, la síntesis de DNA también
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puede originarse de novo a partir de bases libres, azúcares y fosfato, sin

| integrar timidina exògena.

— Anteriormente se creía que la producción celular epidérmica se regu-

• laba principalmente por variaciones en la duración del ciclo celular y que la

• mayoría de células germinativas estaban en fase cíclica. Gelfant (Gelfant S,

1976) comprobó que una elevada proporción de células básales epidérmi-

• cas no se marcaban con 3H-timidina y por tanto estaban en fase Gn y que

la hiperproliferación epidérmica en la psoriasis se conseguía gracias a la

I entrada de células en fase latente (Grj) a fase cíclica (Gelfant S, 1976; Bauer

• FW, 1983; van Erp PEJ, 1989). La mayoría de células cíclicas se identifican

mediante la tinción con K¡-67, Ac monoclonal que reacciona con un Ag nu-

I clear qué se expresa en las células en fase GI tardía, S, AA y 0>i (Gerdes J,

1983; Gerdes J, 1984; Gerdes J, 1986). La naturaleza exacta del Ag se des-

I conoce aunque parece consistir en un doblete proteico grande de Mr 345 y

m 395 kD que ¡nteractúa con la cromatina durante el ciclo celular. El uso de

este anticuerpo permite diferenciar las células en fase de divisan activa de

I las células en reposo y tiene la ventaja respecto a la timidina tritiada que se

trata de un método no radioactivo y más rápido para cuantificar la prolife-

| ración epidérmica. Además marca todas las células en fase de multiplica-

. ción no sólo aquellas implicadas en la síntesis de UNA y no hay problemas

" con el catabolismo del marcador (Knaggs HE, 1994). El Ki-67 se ha utilizado

• principalmente en la valoración de la proliferación en diferentes tumores

(Gerdes J, 1986; Moretti S, 1990; Zehr RJ, 1990). En dermatología se ha apli-

| cado en la valoración de la proliferación de la piel normal, la de las vainas

_ del pelo (Miyduchi S, 1990), la del conducto sebáceo en el acné (Knagss HE,

" 1994) y la de los queratinocitos psoriásicos (van Erp PEJ, 1987; Beurskéns T,

• 1989; Rijzewijk JJ, 1989; de Mare S, 1990). Los resultados obtenidos son su-

perponibles a los obtenidos con la timidina (Miyauchi S, 1990; Knaggs HE,

| 1994).

En la epidermis normal se marcan con Ki-67 12.8±1.5 núcleos/mmI
I
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(Rijzewijk JJ, 1989) y la fracción de crecimiento (porcentaje de población

I germinativa en fase cíclica) es de 5.2+1%. En el centro de una placa crónica

— de psoriasis estable se marcan 340.3+112.9 núcleos/mm por lo que la frac-

B ción de crecimiento calculada es de 56.1+18.6%, más de 10 veces superior a

• la de la piel normal. En la piel normal, el Ki-67 da lugar a una tinción cito-

plásmica, mientras que en la psoriasis se produce una tinción exclusiva-

| mente nuclear, tanto a nivel de los queratinocitos básales como de los

suprabasales (de Mare S, 1990). Las capas suprabasales también captan

• marcadores que indican aumento del crecimiento epidérmico como el anti-

• cuerpo monoclonal Ks8.12 que se une a la keratina 16 (de Mare S, 1989).

Según la teoría inmune sobre la patogénesis de la psoriasis, el inicio

I de la hiperproliferación del queratinocito se produciría por acción de

citocinas liberadas por células inmunes (linfocitos-dendrocitos-células de

I Langerhans), sobre los receptores de membrana de los queratinocitos. Se

• ha demostrado in vitro que distintas clonas de linfocitos T psoriásicos

poseen la capacidad de aumentar la proliferación de los queratinocitos

I (Baadsgaard 0, 1989), lo que apoya que la interacción entre ambas células

puede dar lugar a la hiperplasia epidérmica característica de la psoriasis.

| Esto daría lugar a cambios del citoesqueleto celular que llevarían la señal al

M núcleo y se iniciaría la multiplicación celular. En resumen, el EGF se uniría a

™ su receptor, el receptor se uniría luego al complejo Grb2-mSosl, que a su

• vez activa el Ras. El Ras activa la Raf-lcinasa y ésta al resto de la cascada de

las MAPcinasas, culminando finalmente en la fosforilación de factores de

| transcripción y otras proteínas celulares que dan lugar a la proliferación

g celular. A partir de este momento podría producirse una multiplicación en

• cadena.

• Con el fin de reevaluar la proliferación del queratinocito psoriásico

hemos escogido una serie de 74 pacientes (54 con psoriasis en placas y 20

J con psoriasis en gotas) a los que se ha practicado una biòpsia en cuña que

se ha sometido a tinción inmunohistoquímica con Ki-67, el cual se haI
i
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procesado con una técnica de estreptavidina-biotina-peroxidasa que se ha

• revelado con DAB. No hemos realizada contrateñido con hematoxilina ni

otros colorantes dado que habíamos comprobado que dificultaban la

• valoración de los resultados. En un campo significativo de 400 aumentos

• hemos contabilizado el n° de queratinocitos suprabasales que se teñían

con Ki-67. También hemos contabilizado cuantos queratinocitos en la capa

• basal se teñían por cada 20 queratinocitos básales.

, En 13 de los pacientes anteriormente citados hemos practicado una

I biòpsia en cuña que comprendía un 50% de piel sana perilesional con el fin

• de comparar los resultados del centro de la lesión con los de la zona de

transición y el borde de la misma.

I También hemos obtenido biopsias de 16 pacientes al cabo de 2 se-

manas de tratamiento con antralina, con mejoría clínica variable, con el fin

| de comparar la proliferación de estos casos con los anteriores.

• Los resultados del centro de las placas de psoriasis se han compa-

• rado con los obtenidos en 24 pacientes con liquen plano y en 14 con neuro-

• dermitis.

En las 74 biopsias estudiadas, de cada 20 queratinocitos básales se

| tiñen con Ki-67 4.12+3.31 por campo como promedio. En cuanto a los

_ queratinocitos suprabasales, como promedio se tiñen cort Ki-67 61.18±

™ 33.46 por campo, con un rango entre 16 y 222 (tablas IXa y b, figs 4-8). La

• mayor proliferación se da en las áreas donde confluyen varias crestas

interpapilares para formar una cresta de base ancha y allí podemos

g detectar en varios casos 5 y 6 hileras de núcleos positivos.

— Tomando el subgrupo de 13 pacientes en los que se practicó biòpsia

" en cuña que incluía un 50% de piel sana, de cada 20 queratinocitos basa-

• les, se tíñeron como promedio 4.62+4.96 por campo en el centro, 3.38±

3.40 en la zona de transición y 1.08±0.76 en el borde perilesional. Respecto

I a los queratinocitos suprabasales, captaron Ki-67 82.38±53.34 por campo

a nivel del centro de la placa de psoriasis, 47.38+32.98 en la zona deI
I
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transición y 7.69±3.84 en la piel sana perilesional (tablas Xa y b, fig 9). En la

• mayoría de los casos la proliferación es mayor en el centro que en la zona

de transición, excepto en los casos 3, 6 y 13 (pacientes 56, 6 y 145 de la

I serie). Existen diferencias significativas (p<0.05) entre las 3 áreas estudiadas

• (centro, zona de transición y borde) respecto al n° de células en fase de

proliferación tanto respecto a los queratinocitos básales como a los

• suprabasales (tabla Xb).

Al cabo de 2 semanas de tratamiento con antralina se ha reducido la

I cantidad de células básales que se tiñen con Ki-67, que en este caso son

• 2.56±1.78 por campo como promedio y también la de queratinocitos

suprabasales, ya que captan Ki-67 36.93+27.32 por campo. Existen

I diferencias estadíasticas (p<0.05) en cuanto a la proliferación de

queratinocitos suprabasales proliferantes, si comparamos dichos paráme-

| tros con los de antes de iniciar el tratamiento (tablas Xla y b, fig 10).

m • En resumen, en la psoriasis la hiperproliferación epidérmica se da

principalmente a expensas de los queratinocitos suprabasales, que en

• áreas de máxima multiplicación da lugar a la formación de crestas inter-

papilares anchas. Si comparamos estos datos con los de la zona de transi-

| ción, la proliferación es prácticamente el doblé en la zona central, mientras

« que la piel sana perilesional tiene un índice de proliferación mucho más

• bajo, aproximadamente una décima parte dé la zona central en nuestra

• serie. Al cabo de 2 semanas de tratamiento con antralina al 0.5% aplicada

durante 30 minutos, hemos observado una reducción significativa de los

| queratinocitos básales y suprabasales proliferantes, aproximadamente en

_ un 40% de los valores pretratamiento.

• En las 24 biopsias de liquen plano, como promedio se tiñeron con K¡-

• 67 5±2.36 de cada 20 queratinocitos básales. Por su morfología, muchas

de estas células parecen queratinocitos necróticos (Fig 12-14, tabla XII) por lo

| que creeemos que este dato no es comparable. A nivel de la epidermis, la

tinción con Ki-67 es escasa y se tiñen 13.63+7.93 queratinocitosI
I
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suprabasales por campo.

I En las 14 biopsias de neurodermitis (tabla XIII, fig 15-17), de cada 20

queratinocitos básales se tiñen con Ki-67 2.64+2.10 como promedio,

• mientras que el n° de queratinocitos suprabasales positivos es de 15.79±

• 10.27.

Como conclusión podemos decir que en la psoriasis existe una ele-

• vada captación de Ki-67 a nivel de la epidermis, especialmente a expensas

de los queratinocitos suprabasales y que existen diferencias estadísticas

I (p<0.05) entre las 3 enfermedades (tabla XIV y fig 18), respecto al número de

• células KÍ-67+ a nivel de los queratinocitos básales y de los suprabasales

(en la psoriasis la tinción es mayor). En la psoriasis, la tinción con Ki-67 es

I mayor en el centro de la placa que en la zona de transición y que en el

borde, con diferencias estadísticas significativas, y dicha tinción se reduce al

I 60% de los valores iniciales al cabo de 2 semanas de tratamiento con

• antralina al 0.5%. Estos datos apoyan que el transtorno fundamental en la

psoriasis es la hiperprolilferación del queratinocito. En la neurodermitis, a

• pesar de que se caracteriza también por una acantosis epidérmica, el

número de queratinocitos proliferantes es mucho menor, aunque nuestra

| serie comprende un n° reducido de enfermos.

• Ib. La proliferación de las células del infiltrado

• Varios autores han afirmado que en la psoriasis los linfocitos T dér-

micos están en fase GQ o de descanso (son KÍ67-) (Turbitt ML, 1986; Ral-

| fkiaer E, 1986) y que únicamente son + los que infiltran la epidermis. Esto

~ significaría que los linfocitos T proliferarían en los ganglios linfáticos,

• pasarían posteriormente a la circulación general y finalmente llegarían a la

• epidermis donde se .activarían. En la psoriasis sólo se marcan con Ki-67,

según dichos autores, los linfocitos T intraepidérmicos, y no los dérmicos ni

| las células endoteliales ffurbitt ML, 1986; Ralfkiaer E, 1986; Nickoloff BJ, 1990).

Según estos mismo autores, también son Ki-67 negativos los linfocitos T
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dérmicos en otras dermatosis inflamatorias benignas como la infiltración

g linfocítica de Jessner, "dermatitis", erupciones por fámacos o el lupus

mientras que en la micosis fungoide son positivos un n° muy reducido de

• células del mismo (Nickoloff BJ, 1990). Los trabajos referidos indican que

• estos linfocitos T intraepidérmicos KÍ-67+ coinciden con la zona de mayor

expresión de ICAAA-1 por los queratinocitos y además se sitúan encima de

• las papilas dérmicas que exudan células inflamatorias.

En nuestra serie hemos detectado una proporción no despreciable

• de células KÍ-67+ en el infiltrado dérmico en las 3 dermatosis (tablas IX a

• XIV y figs 4-18)

En la psoriasis hemos detectado proliferación de las células del infil-

• trado dérmico en 72 de los 74 casos. Como promedio se tiñen con KÍ-67

17.19±11.83 células, en un campo de 400 aumentos. En el subgrupo de 13

I pacientes en los que la cuña cutánea incluía un 50% de piel sana se tiñe-

• ron con Ki-67 26.85±16.60 de las células del infiltrado en el centro de la le-

sión, 10.15±6.34 en la zona de transición y 1.62±1.85 a nivel del borde peri-

I lesiona!. Al cabo de 2 semanas de tratamiento con antralina la proliferación

de las células del infiltrado dérmico se había reducido a 6.68±5.75 como

| promedio.

_ De los datos anteriormente referidos podemos afirmar que en la

™ psoriasis existe una determinada cantidad de células del infiltrado dérmico

• en fase de proliferación. No podemos establecer con exactitud el porcentaje

de las mismas respecto al total del infiltrado dado que no realizamos

I contratinción con hematoxilina. De todos modos estimamos que el

• porcentaje debe situarse entre un 10 y 20% lo cual consideramos que no es

™ un dato despreciable.

• En el liquen plano el número absoluto de células dérmicos en fase

proliferativa es mayor y como promedio se tiñeron con Ki-67 52.83±30.97

g células, tomando un campo de 400 aumentos. Si tomamos como referencia

— la epidermis, en el liquen plano existe una proliferación mucho mayor en
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las células del infiltrado dérmico, lo que en principio indicaría que el defecto

I básico de esta dermatosis se localizaría a este nivel. Dado que no hemos

practicado contratinción, no podemos determinar tampoco el porcentaje de

• células proliferantes respecto al total del infiltrado aunque dado que éste es

• mucho mayor que en la psoriasis, no podemos descartar que el porcentaje

sea similar.

• En las 14 biopsias de pacientes con neurodermitis, como promedio

se tiñeron con Ki-67 11±9.72 células del inifltrado dérmico, tomando un

I campo significativo de 400 aumentos. Nos ha sorprendido el reducido

• número de inmunocitos proliferantes en esta dermatosis, dado que si la

consideramos como una forma localizada o frustre de dermatitis atópica,

I sería de esperar una mayor actividad proliferativa de los mismos. Quizá

expliquen estos resultados la cronicidad de las lesiones biopsiadas, que

I como promedio tenían unos 2 años de evolución.

m Gomo conclusión podemos decir que en la psoriasis existe una mo-

™ derada captación de Ki-67 a nivel de la dermis, mientras que en el liquen

I plano la cantidad de núcleos KÍ-67+ es mayor y en la neurodermitis es bajo.

Existen diferencias estadísticas (p<0.05) entre las 3 enfermedades (tabla ), a

I favor del liquen plano, lo que apoyaría que en la etiopatogénia de esta

_ dermatosis el papel de los inmunocitos es más relevante.

I
•\

I
I
I
I
I
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2. Las características del infiltrado dérmico y epidérmico. Subpoblacio-

I nes celulares y moléculas de adhesión y activación.

2a. Subpoblaciones celulares

• En estudios previos se había comprobado que el infiltrado dérmico

• de una lesión de psoriasis estaba compuesto por linfocitos T, dendrocitos

dérmicos/macrófagos y células de Langerhans. Los linfocitos T

• predominantes son los de tipo helper CD4+ (Baker BS, 1984; Gottlieb AB,

1986; Placek W, 1988; Nikaein A, 1991), que representan un 75% dé los

I linfocitos del infiltrado, y el resto son CD8+ (Schlaak JF, 1994). También se ha

• detectado un elevado número de dendrocitos y macrófogos (Bjerke JR,

1982; Bos JD, 1983) y neutrófilos, que se acumulan formando las pústulas

• de Kogoj y los microabscesos de Munro (Bjerke JR, 1978; Baker BS, 1984). En

las placas activas, en fase de crecimiento, hay un aumento de la proporción

I linfocitos T CD4+/CD8+ (Baker BS, 1985), variable según el tipo de psoriasis

• estudiado (Ramirez-Bosca A, 1988). Estos linfocitos Th se encuentran

™ activados y expresan en superficie HLA-DR y receptor para IL-2 (Gottlieb AB,

• 1986).

Se había afirmado que cuando las lesiones de psoriasis

| involucionan, ya sea espontáneamente o por la acción del tratamiento,

• predominaban los linfocitos Ts (Baker BS, 1984; Baker BS, 1985; Ramirez-

• Bosca A, 1988), mientras que se observa una reducción de los mismos en

• las placas crónicas (Bos JD, 1985). Según estos autores, la erupción y

cronicidad de las lesiones de psoriasis estaría relacionada con el influjo y

f activación intraepidérmica de linfocitos Th (CD4+, HLA-DR+, ML-2+), mientras

que la resolución de las mismas coincidiría con la penetración y activación

• epidérmica de linfocitos Ts (CD8+).

• A nivel del infiltrado se han detectado las citocinas proinflamatorias

IL-2 e IFN-y, mientras que están ausentes las citocinas antiinflamatorias IL-4

| e IL-10 (Uyemura K, 1993; Schlaak JF, 1994). Este perfil corresponde al secre-

tado por los linfocitos Thl, que al parecer son los que predominan en el in-I
I
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filtrado de la psoriasis. Esto podría ser uno de los motivos por los cuales los

J linfocitos T intraepidérmicos y los queratinocitos no son capaces de

interrumpir el proceso hiperqueratósico autoperpetuante que da lugar a

• esta dermatosis.

• También se ha afirmado que los linfocitos no proliferan a nivel de la

dermis. La proliferación tendría lugar en el ganglio linfático y alcanzarían las

I zonas de inflamación de la dermis al ser atrapados por moléculas de adhe-

sión del endotelio vascular, de las cuales la más importante por ser especí-

• fíca de la piel parece ser la selectina-E. Esta molécula es la responsable de

• la atracción hacia la piel de un subtipo de linfocitos T de memoria que se

caracterizan por expresar en superficie los marcadores CD4, VLA-4, LFA-1 y

I CLA. Este subtipo de leucocitos posteriormente se desplazaran hacia la epi-

dermis bajo la influencia de factores quimiotácticos, como la IL-8, y se

I fijarían al queratinodlo al unirse a la molécula de adhesión del mismo, la

• ICAM-1. Esta molécula, a su vez, es expresada en la superficie del querati-

nocito bajo el estímulo del IFN-y o del TNF-a liberado por los propios linfoci-

• tos T activados (Griffiths CEM, 1989) y es el ligando específico de la molécula

de adhesión linfocitaria LFA-1 (Nickoloff BJ, 1988; Nickoloff BJ, 1990). Una vez

| unidas ambas células se podría producir la presentación del Ag, situado

_ sobre la molécula HLA-DR del queratinocito, lo que mantendrá al linfocito

™ permanentemente activado. Los linfocitos activados también secretan otras

• linfocinas y factores de crecimiento autocrino como el TGF-a el cual se ha

comprobado que es capaz de inducir la proliferación de los queratinocitos.

I También hay estudios que remarcan la importancia de la célula de

_ Langerhans en la etiopatogenia de la psoriasis ya que presenta cambios

• similares a los que sufre en las reacciones de inmunidad celular (Platt JL,

• 1983) y se ha comprobado que hay un incremento de las mismas en la fase

inicial de las lesiones de psoriasis (Haftek M, 1989), aunque en fases más

J avanzadas su número es más reducido que en la piel normal.

Otros autores proponen que la célula central en la etiopatogenia deI
I
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la psoriasis es el DD-macrófago (Nickoloff BJ, 1991), ya que tiene capacidad

| para procesar una gran variedad de antígenos (bacterias, virus, inmuno-

_ complejos) (es una potente CPA), sintetiza más de un centenar de potentes

• mediadores de la inflamación incluyendo el TNF-a (Nathan C, 1987) y se lo-

• caliza en un lugar estratégico, alrededor de los vasos de la dermis superior,

entre los estímulos que llegan de la epidermis y los que llegan por la sangre

f (Nickoloff BJ, 1990). En la psoriasis se ha comprobado la presencia de célu-

_ las dendriticas en la dermis con características inmunofenofipicas de DD

• (Bos JD, 1983; Poulter LW, 1984; Bos JD, 1985; Bos JD, 1986) y su papel en la

• psoriasis se ha reforzado al conocerse recientemente la importancia de los

superanlígenos como el estreptococo en la patogénesis de la misma (Leung

I DYM, 1993). Tras una faringitis estreptocócica, los DD residentes, por su

capacidad de captar superantígenos transportados por la sangre y de

• presentarlos a las células T, podrían iniciar la red de atocinas psoriásicas

• que dan lugar a la hiperproliferación de los queratinocitos en el

compartimento epidérmico, probablemente al combinarse con un defecto

I genético en la puesta en marcha de dicha señal hiperproliferativa.

El CD68 es una glucoproteina de 110 kD expresada precozmente en

I las células míelomonocíticas, retenido durante la diferenciación del

. monocito (Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988). Es expresada por los fagocitos

del sistema mononuclear fagocítico y se considera un buen marcador para

• distinguir a los macrófagos de las células accesorias/dendríticas CD68-

(Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988; Weber-Matthiesen K, 1990). En la piel es

| expresado por los macrófagos de la dermis (Weber-Matthiesen K, 1990) y

_ no por las células de Langerhans in vivo (Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988;

• Weber-Matthiesen K, 1990), ni en cultivo (Teunissen MBM, 1990), aunque el

• CD68 sí es expresado por algunas células de Langerhans aberrantes en la

histiocitosis de células de Langerhans (Groh V, 1988; Ornvold K, 1990). En la

| epidermis normal sólo se ven células CD68 aisladas. Según la información

de que disponemos, a nivel de la epidermis, únicamente se han detectado
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gran cantidad de células dendríticas CD68+ en el pénfigo foliáceo

g (Petzelbauer P, 1993). Casi ninguna presentaba granulos de Birbeck ni

CDla.

B Con el fin de reevaluar la composición del infiltrado dérmico y epi-

• dérmico en una serie numerosa de pacientes, hemos sometido las 74

biopsias de psoriasis a la tinción inmunohistoquímica con 5 Ac monoclona-

| les: 3 dirigidos frente a linfocitos (OKT-11/CD2, Leu-3a/CD4 y Leu-2a/CD8), 1

frente a células de Langerhans (OKT6/CD1) y 1 frente a macrófagos (EMB-

I 11/CD68). La tinción con dichos Ac monoclonales se puso de manifiesto con

• una técnica de estreptavidina-biotina-peroxidasa que fue revelada con

DAB. La valoración de los resultados se hizo de forma semicuantitativa

I dando los siguientes valores: "0"=ausencia de infiltrado; T=0-25% del infil-

trado, "2"=25-50%, T=50-75% y "4" más del 75%.

• 2a1. Infiltrado dérmico:

• En la psoriasis (tablas XV y XVI y figs 19-28) a nivel de la dermis se

• tiñen con OKT11/CD2 del 50 al 75% (2.99±0.69) de las células del infiltrado.

Este es un marcador pan-T y curiosamente el n° de células detectadas con

| este Ac monoclonal es algo inferior al de las células Leu-3a+, que

• corresponden a los linfocitos T helper o colaboradores. Esto podría estar

• causado por el hecho de que, en ocasiones, las células de Langerhans

• pueden expresar Leu-3a. Con Leu-3a/CD4 se tiñen un n° de células

ligeramente superior (3.15±0.72). La tinción con Leu-2a/CD8 (linfocitos T

| supresores) fue alrededor del 25% de las células del infiltrado dérmico (1.46

±0.58). Con EMB-11/CD68 se tiñeron entre un 25 y un 50% de las células

• inflamatorias dérmicas (2.32+0.78). La tinción fue difusa por todo el espesor

• de la dermis, incluyendo células fusiformes situadas entre los haces de

colágeno, aunque era más pronunciada a nivel de los vasos de la dermis

J superior y media y las células adoptaban morfología dendrítica a medida

que se iban acercando a la epidermis. Con OKT-6/CD1 se marcaron
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alrededor del 25% de las células del infiltrado. Este es un marcador

J característico de las células de Langerhans y el n° de las mismas fue

m diferente del de células EMB-11+ (como promedio 1.65±0.63 frente a 2.32±

• 0.78 de las células CD68), lo que indica que dicho Ac monoclonal no marca

• el mismo tipo de célula. En 23 de los pacientes el infiltrado detectado a nivel

de la dermis formaba un patrón nodular.

I A las 2 semanas de tratamiento con antralina al 0.5%, aunque se

redujo la cantidad de infiltrado en la mayoría de los casos, se mantenía el

• porcentaje de subpoblaciones que componían el mismo. Hubo diferencias

• estadísticas en la composición de OKT-11 (p=0.0373) y de células OKT-6/CD1

(células de Langerhans) (p=0.0188).

I Como resumen podemos decir que en la composición del infiltrado

dérmico de la psoriasis predominaban los linfocitos T de tipo CD4+, las

I células CD68+ (macrófagos) y las células de Langerhans, las cuales con

• frecuencia adoptaban un patrón nodular. Dichos resultados coinciden en

términos generales con los expresados en la literatura. A las 2 semanas de

• tratamiento con antralina se mantiene la proporción de células Leu-3a, Leu-

2a y CD68, y se reduce el porcentaje de células CD2 y CD1.

| En el liquen plano a nivel de la dermis se tiñeron con OKT11/CD2 del

_ 50% al 75% de las células del infiltrado dérmico (3.37±0.65 como promedio).

™ Con Leu-3a/CD4 el promedio de células que se tiñeron fue entre un 50 y un

• 75% de las células del infiltrado (2.96±0.86). Con Leu-2a/CD8 se marcaron

un n° reducido de células, alrededor de un 25% de las que componían el

| infiltrado (1.75±0.61). Con EMB-11/CD68 se tiñeron del 50 al 75% de las

_ células del infiltrado como promedio (3.08±0.50) y con OKT-6/CD1 se

• tiñeron, como promedio, del 25 al 50% del infiltrado (2.58±0.5).

• En la neuroderm'rtis se marcaron con OKT11/CD2 como promedio del

50 al 75% de las células del infiltrado dérmico (3.14±0.66), valor similar al

| obtenido con Leu-3a/CD4 (también entre un 50 y un 75% o sea 3±0.68). El

Leu-2a/CD8 también fue, en la neurodermitis, el Ac monoclonal menos
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detectado, ya que teñía únicamente alrededor del 25% de las células (171±

I 0.47). Con EMB-11/CD68 se tiñeron del 25 al 50% de las células del infiltrado

(2.64±0.63) y con OKÍ-6/CD1 una cifra muy similar (del 25 al 50%, o sea

I 2.58±0.5).

• En resumen podemos decir que en la psoriasis la célula predomi-

nante es la que expresa Leu-3a/CD4 (linfocitos T helpeft mientras que las

f células Leu-2a/CD8 (linfocitos T supresores) son las más escasas. En el

> liquen plano la célula predominante es la OKT-11/CD2 (marcador pan-T),

• siendo también las células Leu-2a/CD8 las menos detectadas. En la neuro-

• dermitis los hallazgos son similares al liquen plano. Las diferencias entre las

3 enfermedades respecto a la composición celular del infiltrado dérmico

I son estadísticamente significativas (p<0.05), tanto si nos referimos a la ex-

presión de Leu-3a/CD4 como de Leu-2a/CD8 aunque la diferencia es

I mucho mayor respecto al EMB-11/CD68 (macrófagos), que predominan en

• el infiltrado del liquen plano, y las que expresan OKT-6/CD1 (célula de

Langerhans), cuya expresión es mayor en ja neurodermitis. Estos datos,

• junto con las diferencias en cuanto al grado de expresión de dichos

marcadores en una misma enfermedad apoyan el concepto de que la

| información que nosotros obtenemos al aplicar estos marcadores del

. inmunofenotipo celular para el estudio de dermatosis inflamatorias es de

dificil evaluación, ya que probablemente algunos de estos marcadores no

• son exclusivos de un sólo tipo celular o bien el cuadro que observamos

corresponde a diferentes estadios de evolución (activación, maduración) de

| una misma CPA.

• 2a2. Infiltrado epidérmico:

• Como hemos comentado el n° de células que infiltraban la epidermis

se contabilizó de forma cuantitivativa tomando un campo significativo de

J 400 aumentos para cada uno de los Ac monoclonales estudiados.

En la psoriasis (tablas XXa, b y fig 20-28) el promedio de células por
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campo que se tiñeron con OKT11/CD2 (Figs 20 y 21) fue de 36.15+26.02,

I siendo las más abundantes. Con Leu-3a/CD4 (Fig 22) se tiñeron 22.16±18.18

por campo, como promedio. Este Ac monoclonal también marcaba algunas

• de las células dendríticas intraepidérmicas (Fig 22). Con Leu-2a/CD8 (Fig

• 23) se tiñeron como promedio 17.91±15.54 células del infiltrado, número

ligeramente superior al de células CD68+. En 25 de los casos la cantidad de

I células Leu-2a/CD8 que infiltraba la epidermis era mayor que el de Leu-

• : . 3a/CD4, a pesar de que en el infiltrado dérmico el número de células T

• CD4+ era muy superior y el promedio de éstas es prácticamente el doble.

• Con EMB-11/CD68 (Figs 24 y 25) se tiñeron 16.53+10.26 células, loque

representa el menor n° de células entre las que componen el infiltrado

I epidérmico. Muchas de las células CD68+ adoptaban morfología dendrítica

(fig 25 y 26). No hemos hallado información de estudios previos con este

I marcador en la psoriasis. A nivel de la epidermis se tiñeron con OKT-6,

• como promedio 23.8±8.58 células por campo (Figs 27 y 28).

Es decir: en la psoriasis la célula predominante a nivel de la

• epidermis es la que expresa en superficie OKT-11/CD2 (marcador pan-T). En

segundo lugar se situaría las células OKT-6/CD1 (células de Langerhans).

I Existe además una moderada cantidad del linfocitos CD4+ (linfocitos T

_ colaboradores), siendo más escasas las células EMB-11/CD68 (macrófagos)

• y las células Leu-2a/CD8. Estos resultados coinciden en lineas generales

• con los reflejados en la literatura.

Queremos resaltar la presencia intraepidérmica de células CD68+,

| las cuales, que nosotros sepamos, no habían sido evaluado previamente

• en la psoriasis. Como hemos comentado, el CD68 es un marcador

™ específico del monocito-macrófago y que se había afirmado que no teñía

• las células de Langerhans ni los dendrocitos dérmicos. Su presencia en la

epidermis psoriásica, marcando células dendríticas indica la existencia de

| dichos macrófagos a nivel intraepidérmico o, más probablemente, el

mareaje de una célula en fase de transición entre el macrófago, elI
I
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dendrocito dérmico y la propia célula de Langerhans, en lo que podríamos

| considerar un continuo entre el monocito y dicha célula intraepidérmica. Las

^ existencia de diferencias significativas en cuanto al n° de células de

• Langerhans y células CD68+ que infiltran la epidermis reafirma la idea que

• no son la misma célula. Mediante estudios de doble tinción con OKT-6 y

EMB-11 hemos comprobado que dichos Ac monoclonales no marcan las

| mismas células aunque existe coincidencia de marcador en algunas dé

. ellas.

• A las 2 semanas de tratamiento con antralina al 0.5% se habían

• reducido en números absolutos todas las subpoblaciones de células que

infiltraban la epidermis (tablas XXIa y b y fig 37), aunque de forma

I significativa la de linfociíos T totales (OKT-11) y muy especialmente la de

células Leu-2a (CD8), dato que es contrario a lo reflejado en la literatura

I (Baker BS, 1984; Baker BS, 1985; Ramirez-Bosca A, 1988).

• En la epidermis del liquen plano (tablas XXII y fig 38) se marcan con

• OKT11/CD2 como promedio 25.08111.18 células por campo, con Leu-3a/CD4

• 17.33+5.88, con Leu-2a/CD8 como promedio 13.63+6.21 células por campo,

número ligeramente superior al de células EMB-11/CD68+, que fue de 13.38

| ±4.24 células por campo lo que representa también el número más bajo

_ en el total del infiltrado epidérmico. La mayoría de las células CD68+

™ intraepidérmicas adoptaban morfología dendritica (fig 31). Según nuestra

• información, este Ac monoclonal tampoco había sido evaluado previa-

mente en la epidermis del liquen plano. Finalmente se tifien con OKT-6/CD1

I como promedio 31.71±8.00 células por campo, lo que significa la célula

_ OKT6+ es la que se encuentra en mayor número entre las que infiltran la

" epidermis de los pacientes con liquen plano.

• En la neurodermrtis (tabla XXIII) el promedio de células que se

tiñeron con OKT11/CD2 fue de 18.79±6.90 por campo, con Leu-3a/CD4 17±

I 10.96, con Leu-2a/CD8, como promedio 9.93+.7.11, con EMB-11/CD68 9.79±

4.92 células por campo, lo que representa también el menor n° de células,I
I
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entre las que nosotros hemos comprobado, en el total del infiltrado epi-

| dérmico, mientras que con OKT-6/CD1 se tiñeron 17.07±7.23 células por

campo.

B Como resumen comparativo podemos afirmar que en la psoriasis, la

• célula predominante entre las que infiltran la epidermis es la que expresa

OKT-11/CD2 y la menos detectada la EMB-11/CD68. En el liquen plano en la

• epidermis predominan las células OKT6/CD1 y las Leu-2a/CD8 son las me-

nos detectadas. La exocitosis en la neurodermitis es menor, predominando

1 las células OKT-11/CD2. Las Leu-2a/CD8 son las menos detectadas. Existen

• diferencias estadísticas entre las 3 enfermedades (p<0.05) en cuanto a la

cantidad de células intraepidérmicas que expresan OKT-11/CD2 y EMB-

I 11/CD68, pero especialmente en las OKT-6/CD1, que predominan clara-

mente en el liquen plano. Las diferencias en la cantidad de células OKT-11,

I mucho más abundantes en la psoriasis, podría justificarse por un mayor

g grosor de la epidermis en esta dermatosis y por tanto una mayor área de

posible infiltración. No podemos decir lo mismo de las células OKT-6/CD1+

• (células de Langerhans) en el liquen plano, cuya diferencia hace pensar que

esta célula debe intervenir activamente en la patogenia de esta dermatosis.

| Destacaremos asimismo la presencia de células CD68 intraepidérmicas,

_ más abundantes en la psoriasis y el liquen, aunque con un número escaso

™ de células expresando este marcador. Como hemos dicho creemos que

• marca una célula en tránsito entre el dendrocito y la célula de Langerhans,

dado que el n° de células que expresan ambos marcadores es muy

I diferente.

P 2b. Moléculas de adhesión y activación

• Las moléculas HLA-DR son glucoproteinas de membrana que perte-

necen al CMH y a nivel de la dermis son expresadas por los linfocitos T

• activados, los dendrocitos macrófagos y las células endoteliales activadas.

En la respuesta inmune normal, la activación de los linfocitos T se consigue
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tras el reconocimiento del Ag, situado sobre las moléculas HLA-DR de una

g CPA (Babbit BP, 1985). En la epidermis normal, la única célula HLA-DR + es la

célula de Langerhans CD1+ (Murphy GF, 1983), aunque, en varias

• dermatosis inflamatorias como la psoriasis o el liquen plano (Aiba S, 1984;

• Aubock J, 1986; Gottlieb AB, 1986; Terui T, 1987), los queratinocitos también

expresan HLA-DR. Se ha comprobado recientemente que estos

• queratinocitos HLA-DR+ pueden actuar como célula accesoria en la

presentación de superanfígenos (Leung DYM, 1993) y de esta forma

I activarían a las células T (Baadsgaard O, 1988). El responsable de la ex-

• presión de dicho HLA-DR sería el IFN-y secretado a su vez por los linfocitos T

activados.

I La ICAM-1 es una molécula de adhesión de la superfamilia de las

inmunoglobulinas. En la piel normal se expresa constitutivamente en las

I células endoteliales (Griffiths CEM, 1989; Vejlsgaard GL, 1989) y su expresión

m a nivel de las mismas aumenta bajo el estímulo de la IL-1, el TNF-a o el IFN-y

al tiempo que puede ser expresada por otras células como los

• queratinocitos o los fibroblastos. Si añadimos TNF-a e IFN-y a queratinocitos

humanos en cultivo, induciremos en ellos la expresión de ICAM-1 (Griffiths

| CEM, 1989; Norris DA, 1990). En varias dermatosis inflamatorias, como la

f psoriasis, el liquen plano y la dermatitis atópica, se ha comprobado un

• aumento de la expresión de ICAM-1 a nivel de los queratinocitos y de las

• células endoteliales (Griffiths CEM, 1989; Vejlsgaard GL, 1989), lo que

proporciona una evidencia indirecta de la presencia de citocinas primarias

I (IFN-y, TNF-a e IL-1) en dichas dermatosis. Su principal ligando es la integrina

— leucocitaria LFA-1. La ICAM-1 es fundamental en la adhesión del leucocito al

w endotelio y también en la atracción y unión del leucocito al queratinocito

• (Hynes RO, 1987). El responsable de la expresión de ICAM-1 por los

queratinocitos parece ser el IFN-y liberado por los linfocitos T activados

J (Griffiths CEM, 1989). La interacción entre la ICAM-1 de los queratinocitos y la

, LFA-1 de los linfocitos T proporcionaría una unión estable entre ambas
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células lo que permitiría a un superAg asociado al HLA-DR del queratinocito

| estimulase al receptor CD3 del linfocito T (Messadi DV, 1988).

La LFA-1, ligando de la ICAM-1, es una molécula de adhesión que

• pertenece a la familia de las integrinas y se expresa en la superficie de

• todos los leucocitos, especialmente en los linfocitos T memoria (Shimizu Y,

1990).

I
: 2bl. Moléculas de adhesión y activación en el infiltrado dérmico.

• Resultados de nuestra serie.

• Con el fin de valorar la expresión en superficie de moléculas de ad-

hesión (ICAM-1 y LFA-1) y de marcadores de activación celular (HLA-DR y rlL-

I 2), a nivel de la dermis, en una serie larga de pacientes con psoriasis, las 74

biopsias de los mismos fueron sometidas a tinción inmunohistoquímica con

I los Ac monoclonales correspondientes. Estos Ac fueron incubados en un kit

• de estreptavidina-biotina-peroxidasa y finalmente revelados con DAB. La

valoración de los resultados se hizo de forma semicuantitativa según el

É siguiente esquema: "0"=ausencia de tinción en el infiltrado; T=0-25% del

infiltrado, M2B=25-50%, "3"=50-75% y M4M más del 75%.

I En la psoriasis (tablas XXVa y b y fig 41) se tiñeron con HLA-DR (Figs

_ 42 y 43) como promedio alrededor del 75% de las células del infiltrado (3.18

• ±0.63). Tal como hemos dicho, este marcador es expresado, a nivel de la

• dermis, por los linfocitos y los macrófagos activados y por las células endo-

teliales. Con rlL-2 (CD25) (marcador de linfocitos y macrófagos activados) (Fig

| 44) se tiñeron alrededor del 25% de las células del infiltrado como promedio

m (1.20+0.55). Con ICAM-1/CD54 (Fig 45-47) en nuestra serie hemos detectado

• una infiltración difusa de toda la dermis, marcándose células redondas,

• fusiformes y dendríticas, además de las células endoteliales. Se han

marcado, como promedio, cerca de un 50% de las células del infiltrado

• (2.42+0.66), siendo más intensa la tinción de las células endoteliales. Con

LFA-1/CDlla (Figs 48) se tiñeron más del 50% de las células del infiltrado^ ^

I Is
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dérmico (3.01+0.65). En 12 de las biopsias se observó un infiltrado epidér-

I mico por células LFA-1 + en la zona del borde de piel sana perilesional,

antes del inicio de la acantosis psoriásica.

I A las 2 semanas de tratamiento tablas XXVIa y b y fig 49), a nivel de

• la dermis psoriásica, a pesar de haberse reducido el número total de

células del infiltrado, se mantenía el porcentaje de las mismas que

I expresaba HLA-DR y LFA-1, aunque había aumentado de forma significativa

la expresión de rlL-2 y de ICAM-1 por las células del infiltrado. El aumento

I del Ac anti-rlL-2 y de anti-ICAM-1 significarían una mayor actividad

m inmunológica/proliferaíiva de dichas células y no tenemos una explicación

satisfactoria para este hallazgo.

I En resumen, en nuestra serie las células del infiltrado dérmico de la

psoriasis expresan en superficie HLA-DR y LFA-1 alrededor del 75% de las

I células de dicho infiltrado. La expresión de rlL-2 fue escasa, ligeramente

g superior al 25% de las células como promedio, mientras que el ICAM-1

" marcaba marcaba alrededor de un 50% de las células del infiltrado

• además de marcar las células fusiformes y dendríticas y, con mayor

intensidad, las endoteliales. Estos resultados coinciden también con los

I expresados previamente en artículos, e indican que en la dermis psoriásica

— existe una elevada actividad inmunológica, con numerosas células

• expresando en superficie HLA-DR, con capacidad de presentación

• antigénica y LFA-1. A las 2 semanas de tratamiento detectamos un aumento

en el porcentaje de expresión de rlL-2 e ICAM-1 para el que no encontramos

f explicación lógica.

_ En el liquen plano (tabla XXVII y fig 50), expresan HLA-DR en

• superficie como promedio alrededor del 75% de las células del infiltrado

• (3.50±0.59). Con ML-2/CD25 entre el 25 y el 50% de dichas células (2.21±

0.72), con ICAM-1/CD54 (fig 51) del 50 al 75% de las células del infiltrado

• (3.00±0.66) además de marcar con mayor intensidad las células

endoteliales, algo menos que con LFA-1/CDlla (Figs 52 y 53) (3.2910.46)
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que también captaron del 50 al 757o de las células del infiltrado dérmico

J como promedio.

En la neurodermrtis (tabla XXVIII y fig 54) captan HLA-DR, como

B promedio alrededor del 75% de las células del infiltrado dérmico (3.79±

• 0.43), con rlL-2 (CD25) se tiñeron alrededor del 25% de las mismas (1.36±

0.5), con ICAM-1/CD54 (fig 55) en la neurodermitis también se apreció una

• tinción difusa de la dermis, y marcaba tanto las células fusiformes como las

células redondas, además de las células endoteliales. Se marcaron, como

I promedio, entre un 25 y un 50% de las células (2.43±0.51), siendo las tinción

• más intensa a nivel de las células endoteliales. Con LFA-1/CDlla se tiñeron

un promedio de 3.43±0.51 de las células, lo que representa alrededro del

• 75% del infiltrado.

A modo de resumen comparativo (tabla XXIX y fig 56) podemos decir

I que en la psoriasis rnás del 75% de las células del infiltrado, como pro-

• medio, expresaban HLA-DR, mientras que la expresión de rlL-2 era mucho

más baja. Dichos hallazgos coincidían en el liquen plano y en la neuro-

• dermitis. Entre las 3 enfermedades encontramos diferencias estadísticas: la

neurodermitis era la que presentaba mayor expresión de HLA-DR y de LFA-1

I y el liquen plano de rlL-2 y de ICAM-1. La existencia de una mayor tinción

g con HLA-DR en la neurodermitis podría corresponder a una mayor

• participación de alérgenos, expresados en la superficie de esta molécula,

• como agentes implicados en la patogenia de esta enfermedad. Para el

resto de hallazgos no tenemos una explicación racional, aunque la mayor

| presencia proporcional de Ac anti-rlL-2 en el liquen plano y la mayor

^ proliferación de las células del infiltrado en el mismo, sugieren una mayor

• actividad linfocitaria en esta dermatosis.

I
2b2. Moléculas de adhesión y de activación en el infiltrado ep¡-

I dérmico.

• Como hemos comentado el número de células del infiltrado
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epidérmico que expresaban en superficie los marcadores de activación

f celular (HLA-DR y rlL-2) o bien la molécula de adhesión LFA-1 se valoraron de

forma cuantitativa en un campo de 400 aumentos. La expresión de ICAM-1

• en la epidermis valoró de forma semicuantitativa de la siguiente forma:

• 0=ausencia de células intraepidérmicas ICAM-1+; T=expresión por células

aisladas; "2"=expresión en focos aislados formando la típica imagen en

I "panal de abeja" y "3"=expresión multifocal y muy evidente.

' En la psoriasis (tablas XXXa y b y fig 57) el HLA-DR (Figs 42 y 43) era

I expresado por 24.99±9.41 células por campo como promedio,

• observándose mareaje tanto de células redondas como de células

dendríticas, y en menor medida los queratinocitos, en cuyo caso se

I apreciaba imagen en "panal de abeja" (no contabilizado) lo que se

producía especialmente en áreas suprapapilares, coincidiendo con las de

I mayor infiltración. Con rlL-2/CD25 (Fig 44) el promedio de células que se

• , tíñeron con este marcador de superficie fue de 8.34±8.21 por campo. En 17

casos pudimos apreciar una exocitosis de células rlL-2 + en la zona

• correspondiente al borde de la biòpsia, en la zona de piel sana perilesional,

por fuera del inicio de la acantosis. Con LFA-1/CDlla (Fig 48) el número de

| células que se tiñeron como promedio de 33.93±14.69 por campo, mientras

f que con ICAM-1/CD54 (figs 45-47) observamos tinción alrededor de las

• células básales prácticamente en todas nuestras biopsias. Además en 33

• casos detectamos imagen en panal de abeja en múltiples focos

intraepidérmicos, en 21 en focos aislados, en 8 células positivas aisladas y

| en las 12 biopsias restantes no detectamos tinción ICAM-1 intraepidérmica.

_ La imagen en panal de abeja se situaba en 45 casos predominantemente a

™ nivel suprapapilar, en 21 predominantemente a nivel del fondo de las

• crestas y en los 8 restantes el patrón es mixto. Cuando se situaba a nivel

suprapapilar solía coincidir con las áreas de "exudación" papilar (de donde

| parte el infiltrado y donde se produce la exocitosis).

A las 2 semanas de tratamiento (tablas XXXIa y b y fig 58), se habíaI
I
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reducido el número de células que expresaban HLA-DR, rlL-2 y LFA-1 en la

| epidermis psoriásica, y de forma especialmente significativa en las 2

primeras (p=0.0002), lo que está en relación con una reducción en la

• actividad inmunitaria en la epidermis psoriásica a medida que se produce

• una mejoría clínica y una disminución de la actividad proliferativa del

queratinocito. Habría una reducción de la actividad de presentación de Ag

| y/o superAg, y de linfocitos expresando moléculas de activación como la

: rlL-2 o la LFA-1, con la consiguiente disminución de la capacidad de unión

I de los mismos a la ICAM-1 del queratinocito, que también se había

• reducido.

En el liquen plano (tabla XXXIIa y fig 59) el HLA-DR es expresado,

• como promedio por 22.96±8.08 células, con rlL-2 (CD25) se tíñen como

promedio 13.92+3.65 células, con LFA-1/CDlla (Fig 52 y 53) 18.33±4.32 y

I con ICAM1/CD54 (fig 51) en 12 casos hemos detectado imagen en panal de

• abeja en múltiples focos intraepidérmicos, en 5 hemos focos aislados, en 2

células positivas aisladas y en las 5 biopsias restantes no hemos detectado

• tinción ICAM-1.

En la neurodermHis (tabla XXXIII y fig 60) el HLA-DR es expresado,

I como promedio por 25.86±11.24 células, observándose mareaje tanto de

_ células redondas como de células dendríticas. Con rlL-2 (GD25) se tiñen

™ como promedio 20.71±10.36 células, con LFA-1/CDlla como promedio 21.5+

• 4.65, y con ICAM-1/CD54 únicamente en 1 biòpsia hemos detectado

múltiples focos de células ICAM-1+ formando imagen en panal de abeja, en

| 5 hemos detectado focos aislados, en 2 células positivas aisladas y en las

_ 6 biopsias restantes no hemos detectado tinción ICAM-1.

• Como resumen (tabla XXXIV y fig 61) podemos decir que la mayoría

• de las células que invaden la epidermis expresan HLA-DR en las 3

enfermedades. Ahora bien, existen diferencias estadísticas respecto a la

J expresión de rlL-2/CD25, que se da especialmente en la neurodermitis y es

escasa en la psoriasis y respecto a las que expresan LFA-1, que lo expresanI
I
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como promedio 34 células por campo entre las que invaden la epidermis

• en la psoriasis y únicamente 18 en el liquen plano. Estas diferencias

probablemente reflejen una red de citocinas y una patogenia en las 3

I dermatosis. No hemos realizado estudio estadístico respecto a la expresión

• de ICAM-1 dado el tipo de valoración en forma de patrones. La unión

queratinocito ICAM-1/linfocito LFA-1 probablemente sea más importante en

I el intercambio de atocinas en la psoriasis.

I

I

I

I

I

I

I

I

I
I
I
I

I
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f. DOBLE TINCIÓN SECUENCIALINMUNOHISTOQUIMICA

| • Tal como hemos comentado se trata de una técnica que consta de 2

fases. En primer lugar las biopsias se incubaron con Ki-67, marcador de los

• nucios de las células en proliferación, el cual fue procesado mediante una

m técnica inmunohistoquímica de estreptavidina-biotina-peroxidasa que se

reveló con DAB. Seguidamente se aplicó un segundo Ac monoclonal,

I dirigido frente a diferentes moléculas de superficie, el cual fue sometido a

una técnica de fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina que fue revelada

I con neofucsina. No hicimos contrateñido con hematoxilina dado que

• dificultaba aún más la interpretación de los resultados.

La técnica en sí tiene 2 dificultades en su valoración. En primer lugar

I existe una dificultad teórica debida a que se utilizan anticuerpos mo-

noclonales de ratón en los 2 pasos, para teñir los Ag problema, y dado que

| el anticuerpo secundario es en ambos de conejo anti-ratón, tanto al usar la

g esírepíavidina-biotina-peroxidasa como la FAAFA, se podrían obtener

• resultados cruzados. Este problema queda en parte solventado al quedar

• bloqueados los anticuerpos primarios con la diaminobencidina y también

porque en la mayoría de ocasiones se usa en primer lugar un anticuerpo

| anti-Ag nuclear (Ki-67) y en 2° lugar un Ac anti-molécula de superficie. El 2°

_ problema es que los resultados no son superponibles a las técnicas de un

™ sólo paso ya que hemos comprobado que con la técnica utilizada en 2°

• lugar (la FAAFA) se obtiene mucha menor tinción sobre todo a nivel de la

epidermis (Fig 23 y 27), aunque también a nivel de la dermis. Ello puede ser

I consecuencia del bloqueo y/o destrucción de anlígenos por la DAB. De

_ todos modos, los resultados, han sido valorados con espíritu crítico,

• descartando la existencia de artefactos, por lo que creemos que deben ser

• considerados válidos, aunque por debajo de su probable valor real, y como

tal tenemos en cuenta esta técnica.

I
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proliferantes y los inmunocitos que infiltraban la epidermis; y si alguno de

• los inmunocitos intraepidérmicos estaba en fase de proliferación. Con el fin

de comprobar si realmente existía relación espacial entre los queratinocitos

I que expresaban ICAM-1 y las células que expresaban LFA-1, 7 de las

• biopsias fueron incubadas en primer lugar con ICAM-1 y posteriormente con

LFA-1.

I Asimismo intentamos determinar si el infiltrado dérmico se iniciaba

antes (más periféricamente) o después del inicio de la acantosis. No

I pudimos determinar exactamente el inicio de dicha acantosis y por ello

• definimos un área o zona de transición, que correspondía a la región de

inicio de la acantosis, entre el borde de piel sana perilesional y la zona de

• psoriasis establecida. En la mayoría de casos existía un discreto infiltrado

perivascular en dermis superficial en la zona de piel sana perilesional. El

| aumento en la intensidad de dicho infiltrado coincidía con el de la acantosis

_ en casi todas las biopsias, aunque en 12 de ellas, utilizando esta técnica, se

• detectó exocitosis mononuclear a nivel de la piel sana perilesional.

I
1) Naturaleza de las células dérmicas KÍ-67+

| Para determinar el tipo de células proliferantes en la dermis se

— tomaron 2 campos significativos de 1000 aumentos y se contaron las

• células que expresaban Ki-67 y uno de los monoclonales de superficie

• anteriormente citados, respecto al total de células Ki-67 en dicho cmapo. Se

sumaron los cocientes, se calculó la media y el resultado se expresó en

• porcentaje.

En la mayoría de los casos se detectó expresión simultanea de Ki-67

• y otro de los antígenos estudiados, lo que indica que las células proli-

• ferantes eran tanto de estirpe linfoide como de la linea monocito-macrofá-

gica/célula de Langerhans.

I El 45% de las células KÍ-67+ expresaban en superficie Leu- 3a/CD4

(Fig 62), el 44% LFA-1/CDlla (Fig 63), el 35% HLA-DR (Figs 64), el 30% EMB-
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11/GD68 (Fig 65), el 307o OKT6/CD1, el 21% HL-2/CD25 y el 11% Leu-2a/CD8.

• En la doble tinción Ki-67/ICAM-l, a nivel de la dermis, el ICAM-1

marcaba principalmente los vasos y apenas marcaba el infiltrado. El Ki-67

• era de predominio perivascular aunque existían varios vasos con células

• endoteliales cuyo núcleo era KÍ-67+(Fig 66). Esto se producía con mayor

frecuencia en las zonas de transición. La tinción ICAM-1 endotelial se iba

I haciendo más intensa a medida que nos íbamos acercando al centro de la

biòpsia. Habían células mononucleares del infiltrado ICAM-1+

I especialmente a nivel de las papilas dérmicas. No se evidenció ICAM-1 en

• la epidermis, probablemente por bloqueo o destrucción de la misma por

parte de la DAB, lo cual nos impidió evaluar si las células ICA/W1+ eran

I proliferantes o no.

| 2) Relación queratinocHos KÍ-67+ e ¡nmunoátos

• El contacto entre queratinocitos proliferantes e inmunocitos que

• invadían la epidermis se apreció prácticamente con todos los anfígenos

• estudiados.

Existía contacto intraepidérmico, en 1 o varios campos, entre querati-

J nocitos KÍ-67+ e inmunocitos en 13/22 biopsias teñidas con EMB-11/CD68,

_ en 12/22 marcadas con LFA-1/CDlla, en 12/22 marcadas con HLA-DR (Fig

• 68), en 10/22 marcadas con OKT6/CD1 (fig 69), en 10/22 marcadas con Leu-

• 3a/CD4 (fig 70), en 10/22 marcadas con rlL-2/CD25 y en 5/22 marcadas

con Leu-2a/CD8. El OKT6 en 15 de los casos fue más intenso, en la

| epidermis, en la zona de transición y en el borde que en el centro de la

placa y se situaba por lo general en la mitad superior de la epidermis, a

• diferencia de los queratinocitos proliferantes, KÍ-67+, que se situaban en la

• mitad inferior (fig 71). De todos modos existían muchas biopsias en las que

observamos relación espacial entre ambas células (10/22 como hemos

I comentado) y zonas en las que existía 1 célula de Langerhans rodeada por

varios queratinocitos proliferantes.
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| 3) Proliferación de ¡nmunocHos intraepidérmicos

Detectamos doble tinción intraepidérmica (inmunocitos exocíticos en

• fase de proliferación), en 1 o varios campos, en 11/22 biopsias marcadas

• con OKT6/CD1 (Fig 72), en 11/22 marcadas con LFA-1/CDlla, en 11/22

marcadas con rlL-2/CD25, en 9/22 marcadas con HLA-DR (Fig 73), en 7/22

J teñidas con EMB-11/CD68, en 7/22 marcadas con Leu-3a/CD4, y en 5/22

marcadas con Leu-2a/CD8.

• 4) Relación ICAM-1/LFA-1.

Para esta valoración dispusimos de 7 biopsias y en 5 de ellas hemos

I detectado una relación clara entre queratinocitos ICAM-1+ y el LFA-1

expresado por células inmunitarias que invadían la epidermis, especial-

• mente en áreas suprapapilares (figs 74 y 75), aunque también en las mis-

• mas biopsias existían áreas de expresión de ICAM-1 sin que se evidencie la

presencia de LFA-1 en la vecindad.

I
Como comentario final, de los datos extraídos de la literatura y los

| resultados obtenidos en la presente tesis, proponemos una teoría

. etiopatogénica de la psoriasis. Como muchos otros autores, creemos que

• la célula en la que se halla la alteración básica de la psoriasis, donde reside

• la alteración genética, debe ser el queratinocito. Existen múltiples datos que

apoyan esta opinión, como el hecho de que existe hiperproliferación

| epidérmica en la piel sana psoriásica sin que allí exista apenas infiltrado.

_ Ahora bien, la lesión psoriásica no se produce hasta que no aparecen los

• fenómenos inflamatorios, ya sean de origen inmune o no inmune. En los

• mecanismos de activación inmune, los anfígenos podrían llegar por vía

sanguínea, unidos a células accesorias circulantes y contactar en la piel con

f los linfocitos residentes, o bien podría tratarse de anfígenos/superanfígenos

locales que situados sobre una célula presentadora, como los dendrocitosI
I
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dérmicos o las células de Langerhans o, en determinadas circunstancias,

| sobre las moléculas HLA-DR de los queratinocitos activados, activarían de

_ esta forma a los linfocitos T. Por otra parte, los queratinocitos pueden ¡ugar

• un importante papel en el inicio y mantenimiento de la inflamación cutánea,

• ya que son capaces de secretar múltiples citocinas quimiotácticas y

proinflamatorias, las cuales pueden activar el endotelio. Esto dará lugar a la

| captación de linfocitos T memoria CD4+, VLA-4+, LFA-1+ y, probablemente,

_ CLA+, los cuales, a su vez, secretarán citocinas proinflamatorias como el

' IFN-y, la IL-1 y el TNF-a. El transporte de dichas moléculas se realizaría a

• través del vértice de las papilas dérmicas siguiendo la red queratinocito-

dendrocito-célula endotelial-linfocito T y viceversa. Es probable que la IL-8

I secretada por el queratinocito sea una de las citocinas que inicien la señal

ya que es quimiotáctica para los neutrófilos in vivo y para los linfocitos in

• vitro y se ha detectado un aumento de la misma y de su mRNA en las

• lesiones de psoriasis. El IFN-y secretado por los linfocitos activados

provocará la expresión de ICAM-1 y HLA-DR por el queratinocito. La ICAM-1

I facilitará la unión entre ambas células -permitiendo un intercambio de cito-

cinas-, y al mismo tiempo permitirá un tipo de activación del linfocito -la de-

I rivada de la interacción con la LFA-1-, mientras que el HLA-DR permitirá la

• presentación de Ag/superantígenos que mantendrá activado al linfocito por

su molécula CD3. Dicha interacción dará lugar a un intercambio de

• citocinas que darán lugar por una parte a una hiperproliferación continuada

del queratinocito y por otra parte a una activación matenida del linfocito. Las

I citocinas psoriásicas, (detectadas en el "medio" donde se produce la

• psoriasis) son la IL-1, la IL-6, la IL-8, el TNF-a, el IFN-y y el TGF-a. La

• activación de las células endoteliales provendría, en determiandos casos de

• citocinas derivadas de los linfocitos circulantes y en otros de citocinas

derivadas del propio queratinocito. Probablemente éste no sea el único

| mecanismo que mantenga la prolfieración del queratinocito ya que

estímulos no inmunitarios es probable que también puedan interactuar conI
I
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receptores de membrana del queratinocito que pongan en marcha las

I reacciones intracitoplásmicas que lleven al núcleo la señal proliferativa, por

la vía de las cinasas. Entre dichos estímulos cabe destacar los

B traumatismos, que probablemente faciliten también la secreción por parte

• del queratinocito de sustancias quimiotácticas y den lugar de esta forma a

la atracción de células inflamatorias. Determinados fármacos como los

J AINE, el litio, algunos p-bloqueantes, etc, también pudieran desencadenar

una psoriasis por mecanismos similares. Los fármacos predominantemente

• ¡nmunomoduladores, como la ciclosporina o los corticoides tópicos,

• actuarán frenando la actividad de los linfocitos, (quizá por ello el fenómeno

de rebote, al suspenderlos, sea más precoz) mientras que los de

I predominio inmunosupresor (métotrexate, PUVA) y los reductores

(alquitranes, antralina) probablemente actúen más a nivel de la

I proliferación de los queratinocitos.

I

I

I

I

I

I
I

I

I

I
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I
• CONCLUSIONES

1. En la epidermis psoriásica existe un incremento muy importante en la

I proliferación de queratinocitos, especialmente los suprabasales. La

proliferación de los mismos en el centro de las placas es un 30% mayor que

I en la zona de transición y casi nueve veces superior al de la piel sana

• perilesional. Tambiés es unas 4 veces mayor que en el liquen plano y que

en la neurodermitis, enfermedad histológicamente similar, incluso en el

• grado de acantosis. Estos datos apoyan la hipótesis de que el trastorno

fundamental en la psoriasis se localiza a nivel del queratinpcito. En todos los

I casos las diferencias son significativas desde el punto de vista estadístico.

• 2. En la dermis de las 3 dermatosis estudiadas se observa un número

• considerable de inmunocitos en fase de replicación, lo que desmiente la

hipótesis de que en las dermatosis inflamatorias los linfocitos proliferan en

I el ganglio y posteriormente migran a la piel. El número de células KÍ-67+ en

_ el infiltrado dérmico es mucho mayor en el liquen plano que en la psoriasis

' y que en la neurodermitis, con diferencias significativas.

3. En la psoriasis existe un infiltrado dérmico rico en células T, espe-

| cialmente CD4+, y macrófagos (células CD68+). El CD68 se considera un

marcador para distinguir los macrófagos de las células dendríticas y con él

• se marcaron entre un 25 y un 50% de las células del infiltrado, incluyendo

• células fusiformes, situadas entre los haces de colágeno. La tinción era más

pronunciada en las células situadas alrededor de los vasos de la dermis

I superior donde algunas adoptaban morfología dendrítica. Por otra parte,

eran escasas las células T supresoras y las células de Langerhans, que en

I muchas ocasiones adoptaban un patrón nodular.

• 3a. A las 2 semanas de tratamiento con antralina se mantiene la
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I proporción de células Leu-3a, Leu-2a y CD68, y se reduce el porcentaje de

• células CD2 y CD1.

3b. Existen diferencias significativas en la composición celular del

I infiltrado dérmico entre la psoriasis, el liquen plano y la neurodermitis. En el

liquen plano hay mayor número de macrófagos y de células 2a mientras

I que en la neurodermitis hay mayor número de células de Langerhans.

4. En la psoriasis existe un infiltrado epidérmico rico en células T,

• especialmente CD4+, y células de Langerhans. Son escasas las células T

CD8+ y los macrófagos CD68+. Queremos resaltar la presencia

I intraepidérmica de células CD68+ marcando células dendríticas, lo que

_ indica la existencia de macrófagos a nivel intraepidérmico o, más

• probablemente, el mareaje de una célula en fase de transición entre el

• macrófago, el dendrocito dérmico y la propia célula de Langerhans.

4a. Existen diferencias estadísticas en la composición del infiltrado

I epidérmico entre la psoriasis, el liquen plano y la neurodermitis. En la

^ psoriasis hay mayor número de células CD2+ (linfocitos T) y CD68+

B {macrófagos) y en el liquen plano hay un mayor número de células OKT6+

• (células de Langerhans). Las células CD68+ intraepidérmicas del liquen

plano también eran dendritcas.

I
5. En la dermis psoriásica alrededor del 75% de las células del infiltrado

• expresaban en superficie HLA-DR y LFA-1/GDlla mientras que la expresión

• de rlL-2/CD25 era escasa, ligeramente superior al 25% de las células y

ICAM-1/CD54 marcaba alrededor del 50% de las células del infiltrado

I (incluyendo células fusiformes y dendríticas) además de teñir, con mayor

intensidad, las células endoteliales.

I 5a. A las 2 semanas de tratamiento detectamos un aumento en el

• porcentaje de expresión de rlL-2/CD25 e ICAM-1/CD54.
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• 5b. Detectamos diferencias estadísticas entre la psoriasis, el liquen

• plano y la neurodermitis respecto a la expresión en dermis de marcadores

de activación y moléculas de adhesión. La neurodermitis era la que presen-

I taba mayor expresión de HLA-DR y de LFA-1/CDlla y el liquen plano de rlL-

2/CD25ydelCAM-l/CD54.

• 6. En la psoriasis existe un infiltrado epidérmico en que las células expre-

san HLA-DR y LFA-1/CDlla, y es menor el número de células

I intraepidérmicas con rlL-2 +/CD25.

6a. Existen diferencias estadísticas entre la psoriasis, el liquen plano

| y la neurodermitis respecto a la expresión de rlL-2/CD25, que se da

g especialmente en la neurodermitis y es escasa en la psoriasis y respecto a

™ la de LFA-1, con mayor expresión en la psoriasis y más escasa en el liquen

• plano. Estas diferencias probablemente reflejen una red de citocinas y una

patogenia diferente en las 3 dermatosis.

I
• 7. Mediante la doble tinción hemos comprobado que:

• 7a. En la psoriasis, alrededor del 45% de las células proliferantes del

• infiltrado dérmico son linfocitos T helper activados que expresan en superfi-

cie LFA-1. También hemos detectado actividad proliferativa en los

| macrófagos dérmicos y en las células de Langerhans.

7b. Los ¡nmunocitos intraepidérmicos que muestran mayor actividad

• proliferativa son aquellos que expresan OKT6, LFA-1, rlL-2 y HLA-DR y la me-

• ñor aquellos marcados con Leu-2a.

7c. Existe yuxtaposición intraepidérmica de varios inmunocitos y

I queratinocitos en fase de proliferación.

• 8. Las características del infiltrado dérmico y epidérmico en la psoriasis, con

presencia de inmunocitos que expresan HLA- DR, ICAAA-1 y rlL2, y la•

I
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yuxtaposición de los mismos a queratinocitos en fase de proliferación,

apoyan la teoría inmune en la patogénesis de la psoriasis.
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Conclusiones y Perspectivas

PERSPECTIVAS

1. Si realmente la alteración básica de la psoriasis reside en el

queratinocitos, creemos que parte de los esfuerzos investigadores deben ir

encaminados a la determinación del gen que da lugar a la psoriasis,

estudiando principalmente familias afectas de esta dermatosis. También

queda por esclarecer qué nivel del camino de la señal proliferativa, desde

los factores de crecimiento hasta la vía de las cinasas, pasando por los

receptores celulares, se encuentra alterado en la enfermedad.

2. Se ha estudiado con bastante profundidad el papel de los linfocitos

T en la psoriasis y se conoce el mecanismo por el que llegan a la piel y las

posibles atocinas que interaccionan con el queratinocito para inducir su

proliferación. No se conoce con tanta precisión el papel del sistema

monocito-macrófago-dendrocito-célula de Langerhans. Si realmente se

trata de la célula presentadora de antígenos/superaníígenos en la psoriasis

y su interacción con el linfocito en esta dermatosis no está bioen aclarado.

Pretendemos profundizar en este campo.

3. La psoriasis, aunque incapacitante desde el punto de vista de la

función de la piel, es una dermatosis que por lo general no afecta la salud

general del paciente. Además de seguir en la búsqueda dé nuevos

fármacos inmunomoduladores de aplicación tópica efectivos, también se

deben dirigir los esfuerzos en encontrar un fármaco tópico antiproliferativo

eficaz.
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