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Moléculas de adhesion y activacion celular en la epidermis

Tabla XXXIb. Moléculas de adhesion y activacion celular en la psoriasis, antes

y al cabo de 2 semanas de fratamiento con antralina

HLA-DR riL-2 LFA-]

| Antes 24.98+9.40 8.3348.20 33.93+14.68 |
| Alas2s | 15.3745.35 2.7417 21.5+5.21 |
| ' p=0.0002 p=0.0002 p=0.0044 |

Fig 58. Moléculas de adhesion y activacion epidérmica en la psoriasis, antes y

a las 2 semanas de frafamiento con antralina al 0.5%.
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Moléculas de adhesion y activacion celular en la epidermis

€2. En el liquen plano (tabla XXXIl y fig 59).

HLA-DR. En el liguen plano el HLA-DR es expresado, como promedio
~ por-22.96+8.08 células por compb, con un rango entre 4y 39 células,
observandose marcaje tanto de «células redondas como de células
dendriticas. En 9 de las biopsias se tifieron 20 0 menos células y en las 15
restantes se fifien entre 20 y 40 células. , |

rl-2 (CD25). En el liquen plano se 'riﬁen como promedio 13.9243.65
células que infiltran la epidermis, con un rango entre 7 y 21 células. En 23 de
las biopsias se tifieron 20 o menos células y unicamente en 1 se tiferon
 més de 20.

LFA-1/CD11a (Fig 52 y 53). El n° de células que se fifieron 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 tiferon con LFA-1
20 o menos células y en las 8 restantes mas de 20. |

ICAM-1/CD54. (Fig 51) En 12 casos hemos detectado imagen en pdnal
de abeja en multiples 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 tincion ICAM-1.
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Moléculas de adhesién y activacion celular en la epidermis

TABLA XXXII. UQUEN PLANO. MOLECULAS DE ADHESION Y MARCADORES DE ACTIVACION CE-

LULAR A NIVEL DE LA EPIDERMIS.
Pac n° HLA-DR r-iL2 LFA-1 ICAM-1
5 22 9 18 0
8 16 16 16 0
12 21 18 22 3
26 18 13 12 3
32 19 10 - 14 3
46 12 11 18 3
47 27 n 6 3
53 23 21 | 15 ]
54 29 7 ' 19 1
55 14 14 23 3
57 27 17 15 2
66 4. 8 2 2
71 25 12 19 3
74 22 15 L 3
80 17 14 10 0
99 15. 18 16 0
102 31 16 17 3
127 35 11 19 3
129 27 20 20 3
132 39 14 23 2
134 .18 12 25 2
135 30 15 26 3
143 27 16 23 0
146 33 16 22 2
Fig 59. Moléculas de adhesion y acfivacion en la epidermis. Liquen plano.
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Moléculas de adhesion y activacion celular en la epidermis

e3. En la neurodermitis (tabla XXXl y fig 60)

HLA-DR. En la neurodermitis el HLA-DR es expresado, como prome-
dio por 25.86x11.24 células dél infiltrado epidérmico, con un rango entre 7 y
48 células por campo, observandose marcgje tanto de células.redondas
como de células dendriticas. En 3 de las biopsias se fifieron 20 o menos -
células, en 9 entre 21y 40 y en las 2 restantes se fifieron entre 20 y 40
células. | | |
- 12 (CD25). En la neurodermifis son riL-2+ como promédio 20.71+
10.36 células por campo, a nivel de la epidermis, con un rango enfre 4y 36
células. En 6 de las biopsias se fifieron 20 o menos células y en las 8
restantes se fifieron entre 20 y 40.

LFA-1/CD11a. El n° de células que se tifieron con LFA;] 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 tineron con
LFA-1 20 o menos células y en las 8 restantes entre 20 y 40. -

ICAM-1/CD54. (Fig 55). Unicamente en 1 biopsia detectamos moltiples
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 tincion ICAM-1.

TABLA XXXIIl. NEURODERMITIS. MOLECULAS DE ADHESION Y MARCADORES DE ACTIVACION

CELULAR A NIVEL DE LA EPIDERMIS
Pacn® . HLA-DR r-IL2 LFA-1 ICAM-1

N1 48 23 28 1
15 28 25 24 2
24 22 12 20 2
67 23 16 16 0
69 7 34 20 3
95 3 21 23 0
98 30 29 21 2
104 31 14 24 2
105 43 .36 23 1
120 22 1 12 0
133 7 31 _ 20 0
14 25 28 17. 0
147 25 4 - 23 0
148 20 6 30 2

204



Moléculas de adhesion y activacion celular en la epidermis

Fig 60. Moléculas de adhesion y activacion en la epidermis. Neurodermitis.
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Moléculas de adhesion y activacion celular en la epidermis

e4. Comparacion 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 estadisticas respecto a

la expresion de ril-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 prbmedio 34 células por campo

enfre las que invaden la epidermis en la psoriasis y Onicamente 18 en el

liquen plano.

Fig 61. Moléculas de adhesion y activacién en la epidermis. Comparacion de resulfados.
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HLA-DR r-IL2 LFA-1

Ps 24,99 8,34 33,93

P 22,96 13,92 18,33

ND 2586 207 21,5

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

TABLA XXXIV. INFILTRADO EPIDERMICO. ANTIGENOS DE ACTIVACION Y MOLECULAS DE ADHE-

SION. COMPARACION ENTRE LA PSORIASIS, EL LIQUEN PLANO Y LA NEURODERMITIS.

HLA-DR riL-2 LFA-) ,
Ps 24.99+9.41 8.3418.21 33.93+14.69
LRP" 22961808 | 13.92+3.65 18.33+4.32
ND 25.86111.24 20.71+10.36 21.5+4.65
' " p=0.5545 p=0.0000 p=0.0000
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

(x40).

Fig 21. Psoriasis. Maltiples células OKT-11+ en el infiltrado dérmico y epidérmico. H-E. (x200}

207



Relacién de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

Fig 22. Psoriasis. Miltiples células Leu-3a a nivel del infiltrado dérmico y epidérmico. En la epidermis se pro-
duce fincién tanto de células mononucleares como de células dendriticas. 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.
Infiltracion moderada de la epidermis. H-E (x200).
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

Fig 24. Psoriasis. CD68/EMBI1. Psoriasis,’moderada tincién a nivel de la dermis, donde marca células re-
dondas, fusiformes y dendriticas. Las células adoptan morfologia dendritica a medida que se acercan a la
epidermis. HE (x200}. '

Fig 25. Psoriasis. CD68/EMBII. Tincién moderada/intensa a nivel de la dermis. Exocitosis epidérmica con
tincién de células dendriticas. (x200).
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesidn y activacion
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Fig 27. Psoriasis. CDI/OKT6. Las células se agrupan en dermis formando “nédulos”, H&E (x100)
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

Fig 31. Liquen plano. CD68/EMBI1. Tincidn moderada/intensa a nivel de la dermis, donde marca células
dendriticas. H&E (x200).
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion
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Fig 33. Liquen plano. OKT6/CD1. Exocitosis importante a nivel de la epidermis. H&E. (x200). -
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesién y activacion

Fig 42. Psoriasis en placas. Inténsa fincish HLA-DR+ en-dermis. Células dendriticas en dermis
superior y epidermis H&E (x200). o :

Fig 43. Psoriasis. HLA-DR. Detalle de la anterior. Epidermis. x400.
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" Relacién de figutds: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesién y activacion

epidermis. H&E. x100.

AP
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Fig-45. Psoriasis. ICAM-1/CD54. Intensa tincién a nivel de papilas cérmicas. En la-epidermis se aprecian fo-
cos de imagen en "panal de abeja" asi como tincion de células dendriticas. H&E (x200).
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Relacién de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

Fig 46. Psoriasis. ICAM-1 (CD5 cél del ado y de células
endoteliales. En epidermis fincion de células dendrificas, de queratinocitos basales e imagen en “panal de
abeja” suprapapilar. {x100). :

Fig 47. Psoriasis. ICAM-1: En dermis tincién de células endoteliales y redondas. En epidermis son ICAM-1+ al-
gunas células dendriticas, los queratinocitos basales y algunos suprapapilares, donde se aprecia imagen
“en panal de abeja"
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Relacién de figuras: Subpoblaciones celulares y moléculas de adhesion y activacion

Fig 51. Liquen plano. anti-ICAM-1/CD54. En dermis fincién de células endotelidles.y redondas. En epidermis
marca algunas células dendriticas y se aprecia en un foco laimagen "en panal de abeja" '
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Relacion de figuras: Subpoblaciones celuldres y moléculas dé adhesién y activacion

Fig 55. Neurodermitis. anti-ICAM-1/CD54. Tincién ligera del infiltrado, tincién evidente de células endoteliales
en dermis. Epidermis con ligera fincién de querdtinocitos basales, sin observarse imagen en panal.de abeja.

(x40).
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Doble tincion secuencial inmunohistoquimica

f. DOBLE TINCION SECUENCIAL INMUNOHISTOQUIMICA

Tal como hemos comentado, es técnica que consta de 2 fases. En la
primera se aplica un Ac monoclonal, el cual es somefido a una técnica
inmunohistoquimica de estreptavidina-biotina-peroxidasa y se revela con
diaminobencidina. Seguidamente se aplica un segundo Ac monoclonal,
dirigido frente a diferentes moléculas de superficie, el cual es somefido a
una técnica de fosfatasa alcalina-anfifosfatasa alcalina (FAAFA) el cual es
revelado con neofucsina. El primer Ac monoclonal que se aplica en la
‘mayoria de las muestras es el Ki-67 -que marca los nicleos de las células |
en fase de proliferacion-, aunque en algunos casos es la ICAM-1, con el fin
- de observar la relacion de la mismo.con la LFA-1.

Con esta técnica se pretende objetivar: 1) el subtipo celular que en la
dermis estda proliferando, 2) si se observa una clara. relacion espacial entre
los queratinocitos proliferantes (Ki-67+) y los inmunocitos que .infiliran la
epidermis, 3) si alguno de los inmunocitos que invaden la epidermis estan
en fase de proliferacion y 4) si existe relacion espacial entre los
queratinocitos que expresan ICAM-1Yy las células que expresan LFA-1.

Como hemos dicho en material y métodos, para evaluar el fipo de
células proliferantes se deferminé en 2 campos significativos de 1000 au-
mentos la cantidad de células dérmicas que expresaban Ki-67 y uno de los
Ac monoclonales de superficie anteriormente citados. El resultado se
expresé en porcentaje. No confrafefiimos con hematoxilina dado que
dificultaba la inferpretacion de los resultados.

Asimismo intentamos valorar si el infilirado 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 area o
zona de transicion, que correspondia a la zona de inicio de la acantosis,
entre el borde de piel sana y la zona de psoriasis preestablecida. En la
mayoria de casos exisfia un discreto infilirado perivascular en dermis
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Doble tincion secuencial inmunohistoquimica

superficial en la zona de piel sana. El aumento en la intensidad de dicho
infiltrado coincidia con el de la acantosis en casi todas las biopsias, aunque
en 12 casos, uiilizando esta técnica, detectamos exocitosis mononuclear a

nivel de la piel sana perilesional.

1) Naturaleza de las células dérmicas Ki-67+

En la mayoria de los casos se detectd expresion simultanea de Ki-67
y ofro de los anfigenos estudiados, lo que indica que las células proli-
ferantes son tanto de estirpe linfoide como de la linea monocito-macrofd-
gica/célula de Langerhans. | |

El 45% de las células Ki-67+ eXpresdbon en superﬁcie Leu- 3a/CD4
(Fig 62), el 44% LFA-1/CD1a (Fig 63), el 35% HLA-DR (Figs 64), el 30% EMB--
11/C068 (Fig 65), el 30% OKT6/CD?, el 21% rlL-2/CD25 y el 11% Leu-2a/CD8.

En la doble fincion Ki-67/ICAM-1, a nivel de la dermis la. ICAM-1
makcdba principalmente los vasos y opénas marcaba el infilirado. El Ki-67
en la dermis era de predominio perivascular aunque exisfia varios vasos
con células endoteliales cuyo nicleo era Ki-67+ (Fig 66). Esto se producia
con mayor frecuencia en las zonas de fransicion. No se evidencio ICAM-1 en
la epidermis, probablemente por blogqueo o destruccion del mismo por
parte de la DAB, lo cual impidid valorar si las células ICAM-1+ - eran
proliferantes o no. La fincién ICAM-1 endotelial se iba haciendo mas intensa
a medida que nos ibamos acercando al centro de la biopsia donde
también algunds células endofeliales eran ICAM-1+. Habian células
mononucleares del infiltrado ICAM-1+ especialmente a nivel de las papilas

dérmicas.

2) Reloéién queratinocitos Ki-67+ e inmunocitos

El contacto se aprecid practicamente con todos los anfigenos
éstudiados. |

Existe contacto infraepidérmico, en 1 o varios campos, entre querati-
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Doble tincién secuencial inmunohistoquimica

nocitos Ki-67+ e inmunocitos en 13/22 biopsias tefidas con EMB-11/CD68
(Fig 67), en 12/22 marcadas con LFA-1/CD1lq, en 12/22 marcadas con HLA-
DR (Fig 64 y 68), en 10/22 marcadas con OKT6/CDI (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 mas
infenso, en la epidermis, en la zona de transicién y en el borde que en el
centro -de la placa y se sit0a por lo general en la mitad superior de la
epidermis, a diferencia de los queratinocitos proliferantes, Ki-67+, que se
sifuan en la mitad inferior (fig 71). De todos modos existen muchas biopsias
en las que vemos relacion espacial entre ambas células (10/22 como
hemos comentado) y zonas en las que existe 1 célula de Longerhans.

rodeada por varios querafinocitos proliferantes.

‘ 3) Proliferacion de inmunocitos intraepidérmicos

Existe doble fincion intraepidérmica (inmunocitos en fase de prolife-
racién), en 1 o varios campos, en 11/22 biopsias marcadas con OKT6/CDI
(Fig 72), en 11/22 marcadas con LFA-1/CD1lq, en /22 marcadas con riL-
2/CD25, en 9/22 marcadas con HLA-DR (Fig 73), en 7/22 tehidas con EMB-
11/CD68, en 7/22 marcadas con Leu-3a/CD4, y en 5/22 marcadas con Leu-

2a/CD8.

4) Relacion ICAM-1/LFA-1.

| Para esta valoracion dispusimos de 7 biopsias y en 5 de ellas
defectamos una relacién clara enfre queratinocitos ICAM-1+ y células
inmunitarias LFA-1+ que invadian la epidermis, especialmente en dreas
suprapapilares (figs 74 y 75), aunque también en las mismas biopsias
exisfian areas de expresion de ICAM-1 sin que se evidencie la presencia de

LFA-1 en la vecindad.
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¥

Fig 62. Doble tincién secuencial inmunohistoquimica Ki-67/Leu-3a. Linfocitos CD4+ dérmicos en fase de
proliferacion (El Ki-67 marca el nicleo'y es revelado con DAB, color marrdn, mientras que el Leu-3a es reve-.
lado con neofucsing, color fucsia). x1000. '

Fig 63. Linfocito T activado LFA-1+ en fase de proliferacion. Dermiis. x1000.
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- Doble fincién secuencial inmunohistoquimica

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

Fig 65. Macréfagos dérmicos CD68+ en fase de proliferacion. Dermis. x600.
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Fig 67. Doble tincién Ki-67/EMB-11. Vision de conjunto. Se aprecia exocitosis de macréfagos que en determi-
nadas areas coinciden con zonas de proliferacion de queratinocitos (—). x100.
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Doble tincién secuencial inmunohistoquimica

Fig 69. Células OKT6+ junto a queratinocitos proliferantes. x400.
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Doble tincion secuencial inmunohistoquimica

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

Fig 71. Doble tincion Ki-67/0KT-6. Los queratinocitos proliferantes se situan 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 tincién secuencial inmunohistoquimica

Fig 73. Célula HLA-DR+ infraepidérmica en fase de proliferacion.
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COMENTARIO

Tal como hemos dicho, el sustrato histopatolgico fundamental en la
psoriasis consiste en una hiperplasia epidérmica y un infilirado Iin_fomono-
nuclear a nivel de la dermis, con exocitosis de dichas células hacia la epi-
“\édermis. También se -observan cambios vasculares, que probablemente
sean secundarios a la liberacion de factores angiogénicos por células del
propio infilirado o bien por los queratinocitos y un infiltrado- por po-
limorfonucleares cuya importancia en la efiopatogenia de la enfermedad no
esta bien dilucidada. Parece claro que se frata de una enfermedad heredi-
taria, de base généﬁca, dado el elevado nimero de casos familiares, la
coexistencia en gemelos y la asociacion a determinados HLA, en especial el
Cwé. Sobre esta base genética actdan como desencadenantes mecanis-
mos inmunoldgicos (brote de psoriasis en gotas después de una amigdalifis
estreptocdcicas) y mejora con inmunomoduladores como la ciclosporina A.
Asimismo puede ser desencadenada por fraumatismos (fendmeno de

Koebner) y por la ingesta de determinados férmacos.
Quedan muchos interrogantes por responder aunque probablemen-
" te uno de los principales sea si la.alteracion genéﬁca que causa la enfer-
medad se localiza a nivel de los genes gque controlan la proliferacion del
qUeraﬁn‘ocito (teoria clasica) -en cuyo caso los cambios dérmicos (infiltrado
y vascularizacion) serian secundarios a.la liberacion de mediadores. por el
queratinocito, la exocitosis a factores quimiotdcticos y moléculas de adhe-
sion .d_erivodas de los mismos y los tratamientos actuarian frenando la
actividad mitotica de las células epidérmicas (Cormane RH, 1981; Krueger G,
1984; Nickoloff BJ, 1991)-, o bien si el defecto basico reside en el sistema
inmune (teoria inmune) -segin la cual la hiperplasia epidérmica seria
secundaria a la liberacion de citocinas hiperproliferativas por parte de la
propia células CD4+ o por ofros inmunocitos y los tratamientos actuarian
como inmunomoduladores (Valdimarsson H, 1986; Gottlieb AB, 1988; Bos

JD, 1988; Baadsgaard O, 1990)-. Esta Gltima feoria ha cobrado un gran
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interés en .Ios ultimos afos, especialmente por el popel de Id ciclovsporina A
en el tratamiento de la psoriasis. |

La teoria inmune se fundamenta en los siguientes hallazgos: 1) la
deteccion de linfocitos T activados, linfocinas y factores de crecimienfo en las
placas de psoriasis, (Cormane RH, 1981; Goftlieb AB, 1986; Grossman RM,
1989), 2) el hallazgo de inmunocitos (linfocitos T, monocitos-macrofagos y
dendrocitos dérmicos) yuxtapuestos a los querafinocitos proliferantes, lo
- que permifiria un intercambio de citocinas enfre ambas células, unidas por
sus moléculas de adhesion LFA-1 e ICAM-1 (Nickoloff BJ, 1991), 3) la aparicion
de un brote de psoriasis en gofas fras una infeccién estreptocécica (Swerlick
RA, 1986), (como la fiebre reumatica o la glomerulonefritis, de probable ori-
gen autoinmune), 4) el aumento de frecuencia de los HLA anteriormente
citados (Russell TJ, 1972; White SH, 1972) y, 5) el efecto inmunomodulador de
la mayoria de antipsoriasicos, en especial la ciclosporina A (Ellis CN, 1986).
Podrian actuar como inmundgenos, activando a los linfocitos T, anfigenos
" ocultos en el estrato comeo (Beutner EH, 1982), proteinas no histonas -
(Ashgar SS, 1984), el estreptococo, que actuaria como un superanfigeno o
bien ofros agentes infecciosos (micobacterianos y protfeinas refrovirales)
(Guithou JJ, 1987; Duvic M, 1987).
| Para determinar si se produce en primer lugar la activacion -y
proliferacion del queratinocito o bien la de las células del infiltrado, se han
 estudiado lesiones incipientes, en fase de macula y los bordes de lesiones
de psoriasis en crecimiento, aunque los resultados han sido confradictorios.
En las lesiones incipientes unos han detectado que los cambios ‘mas
precoces se detectan en la epidermis (Chrjstophers E, 1970), mientras ofros
afirman que el aumento del infiltrado y la exocitosis se produce antes del
inicio de la acantosis epidérmica.(Chowaniec O, 1982; Braun-Falco O, 1984;
Heng MCY, 1985; Placek W, 1988; Haftek M, 1989). Tampoco hay acuerdo
respecto a los bordes de las lesiones de psoriasis en crecimiento. Mientras

unos han detectado que el cambio mas periféerico es el infilirado
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mononuclear {van de Kerkhof PCM, 1983; de Mare S, 1990), por fuera del
inicio de la acantosis, ofros han comprobado que los cambios morfolgicos
epidérmicos son mds periféricos que el infiltrado dérmico (Braun-Falco O,
1971). -

La presente tesis consta de 3 partes bien definidas en relacién. con
los objetivos planteados al inicio de la misma: 1) La valoracion de la
proliferacion en la psoriasis con Ki-67, 2) La determinacion de las
subpoblaciones celulares y de moléculas de adhesion y activacion
caracteristicos del infilirado dérmico y epidérmico de las lesiones y 3) la
aplicacion de una técnica inmunohistoquimica de doble tincion con el fin de
valorar las caracteristicas de las células proliferantes dérmicas vy
epidérmicas, la yuxtaposicion de inmunocitos a queratinocitos proliferantes
y la relacién ICAM-1/LFA-1.

Los resultados de los 2 primeros apartados del parrafo anterior se
cdmpardn con los de biopsias obtenidas en pacientes con una dermatosis
clinica e histolégicamente similar como es la neurodermitis dentro de la
esfera de la dermatiis atdpica) y con ofra de muy probable causa inmune

como es el liquen plano.
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1. Proliferacion celulaf |
la. La hiperproliferacion del queratinocito psoridsico
Desde 1963 {van Scott, 1963) se conoce que uno de Ios_hallozgos ba-
“sicos de la epidermis psoriasica es la hiperplasiq, la cual es secundaria.a la
hiperproliferacion del queratinocito. Esta se caracteriza por una reduccién
del ciclo celular a una octava parte del tiempo normal(36 vs 311 horas), un
aumento del n° de células germinativas en fase de proliferacion (100% vs
60% segUn una técnica de timidina trifiada) y de la fraccion de crecimiento
(56.1£18,6% vs 5.2+1%) Rijzewijk JJ, 1989). También se ha detectado un au-
mento en el indice de captacion de la 3H-timiding, en el n° de mitosis, un
aumento del n° de células en fase ciclica, eSpecidlmen’re en fase S (Hell 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
evidencia en el raton dfimico de que la proliferacion epidérmica de
trasplantes de piel de pacientes con psoriasis es mds elevada que la de la
piel normal (Krueger CG, 1981; Fraki JE, 1983), aunque no aparecen lesionés
clinicas de psoriasis.
Uno de los principales datos que apoyan que la alterdci()n b'ésica‘de_'
la psoriasis se halla en el queratinocito es el hecho de que la piel sana de
‘ .pacienfes.con psoriasis también presenta caracteristicas hiperproliferdﬁvas, |
cerca del doble de lo normal {Hell E, 1966; Weinstein GD, 1983). Por ofra
parte, algunos autores han detectado que la hiperproliferacion oparéce
antes de que se detecte el infiltrado dérmico (Beurskens T, 1989).

En los Oltimos afios se ha puesto en duda la validez del fest de lafi-
midina ftritiada para valorar la proliferacion epidérmica ya que los querati-
nocitos son capaces de catabolizarla (Davison P, 1979; Schwariz PM, 1988;
Schwariz PM, 1988) y la radioactividad observada podria derivarse de dicho
catabolismo. Ademas la timidina exégena puede estimular la sintesis de |
DNA (los medios de culfivo para queratinocitos confienen fimidina) y falsear

los resultados (Schaer J-C, 1978) y, por ofra parte, la sintesis de DNA también
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puede originarse de novod partir de bases libres, azicares y fosfdto,, sin
integrar timidina exégena.
~ Anteriormente se creia que la produccion celular epidérmica se regu-
laba principalmente por variaciones en la duracién del ciclo ceIuIdr y que la
mayoria de células germinativas estaban en fase ciclica. Gelfant (Gelfant S,
1976) comprobéd que una elevada proporcion de células basales epidérmi- |
cas no se marcaban con 3H-timidina y por tanto estaban en fase Gg y que
la hiperproliferdcién epidérmica en la psoriasis se conseguia gracias a la -
entrada de células en fase latente (Gp) a fase ciclica (Gelfant S, 1976; Bauer
_ FW 1983; van Erp PEJ, 1989). La mayoria de células ciclicas se identifican
mediante la fincién con Ki-67, Ac monoclonal que reacciona con un Ag nu-
clear que se expresa en las células en fase Gy tardia, S, M y Go (Gerdes J,
1983; Gerdes J, 1984; Gerdes J, 1986). La naturaleza exacta del Ag se des-
conoce aunque parece consistir en un doblete proteico grande de Mr 345 y
395 kD que inferactia con la cromafina durante el ciclo celular. El uso de
este anticuerpo permite diferenciar las células en fase de divison activa de
las células en reposo y tiene la ventaja respecto a la fimidina fritiada que se
trata de un método no radioactivo y mas rapido para cuantificar la prolife-
racién epidérmica. Ademas marca todas las células en fase de multiplica-
cion no sélo aquellas implicadas en la sintesis de DNA y no hay problemas
con el catabolismo del marcador (Knaggs HE, 1994). El Ki-67 se ha utilizado
principalmente en la valoracién de la proliferacion en diferentes tumores .
(Gerdes J, 1986; Moreﬂi S, 1990; Zehr RJ, 1990). En dermatologia se ha apli- -
cado en la valoracion de la proliferacion de la piel normal, la de las vainas
del pelo (Miyauchi S, 1990}, la del conducto Sebdceo en el acné (Knagss HE,
1994) y la de los queratinocitos psoridsicos (von. Erp PEJ, 1987; Beurskens T
1989; Rijzewiik 1J, 1989; de Mare S, 1990). Los resultados obtenidos son su-
perponibles a los obtenidos con la fimidina (Miyauchi S, 1990; Knaggs HE,
1994). -
En la epidermis normal se marcan con Ki-67 12.8+1.5 ndcleos/mm
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(Rijzewijk JJ, 1989) y la fraccién de crecimiento (porcem‘oié de poblociéh_
germinotiva en fase ciclica) es de 5.241%. En el centro de una placa crénica
-de psoriasis estable se marcan 340.3+112.9 nicleos/mm por quvue la frac-
cion de crecimiento calculada es de 56.1+18.6%, mas de 10 veces superior a
la de la piel normal. En la piel normal, el Ki-67 da lugar a una fincion cito-
plasmica, mientras que en la pSo'riasis se produce una fincion exclusiva-
mente nuclear, tanto a nivel de los queratinocitos basales como de los
suprabasales (de Mare S, 1990)..'Los capas suprabasales tambien captan
marcadores que indican aumento del crecimiento epidérmico como el anti-
tuerpo monoclonal Ks8.12 que se une a la keratina 16 {de Mare S, 1989).

Segun la teoria inmune sobre la patogénesis de la psoriasis, el inicio
de la hiperproliferacion del queratinocito se produciria por accion de
citocinas liberadas por células inmunes (linfocitos-dendrocitos-células de
Langerhans), sobre los receptores de membrana de los querafinocitos.. Se
ha demostrado in vitro que distintas clonas de linfocitos T psoridsicos
poseen la capacidad de aumentar la proliferacion de los queratinocitos
(Baadsgaard O, 1989), lo que apoya que la interaccion entre ambas células
puede dar lugar a la hiperplasia epidérmica caracteristica-de la psoriasis.
 Esto daria lugar a cambios del cifoesqueleto celular que llevarian la sefial al.
nucleo y:se iniciaria la multiplicacion celular. En resumen, el EGF se uniria a
su receptor, el receptor se uniria luego al complejo Grb2-mSosl, que a su
vez activa el Ras. El Ras acfiva la Raf-1cinasa y ésta al resto de la cascada de
las MAPci‘nqsaS, cuiminando finalmente en la fosforilacion de factores de
franscripcion y otras proteinas celulares que dan lugar a la 'proliféracién |
celular. A partir de este momento podria producirse una multiplicacion en
cadena.

‘Con el fin de reevaluar la proliferacion del queratinocito psoriésico
hemos escogido una serie de 74 pacientes (54 con psoriasis en placas y 20
con psoriasis en gotas) a los que se ha practicado una biopsia en cuia que

se ha sometido a fincién inmunohistoquimica con Ki-67, el cual se ha
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procesado con una fécnica de esireptavidina-biotina-peroxidasa que se ha
revelado con DAB. No hemos redlizada contratefido con hematoxilina ni
otros colorantes dado que habiamos cdmprobado que dificultaban la
valoracién de los resultados. En un campo significativo de 400 aumentos
hemos contabilizado el n° de queratinocitos suprabasales que sé. tefian
con Ki-67. También hemos contabilizado cuantos queratinocitos en la capa
basal se tefiian pbr cada 20 queratinocitos basales. |

En 13 de los pacientes anteriormente citados hemos practicado una
biopsia en cuia que comprendia un 50% de piel sana perilesional con el fin
de comparar los resultados del centro de la lesion con los de la zona de
fransicion y el borde de la misma. .

También hemos obfenido biopsias de 16 pocien'reé al cabo de 2 se-
manas de tratamiento con antralina, con mejoria clinica variable, con el fin
de comparar la proliferacion 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 liqguen plano y en 14 con neuro-
dermitis. |

En las 74 biopsids estudiadas, de cada 20 queratinocitos basales se
fiien con Ki-67 4.12+3.31 por campo como promedio. En cuanto a los
_ querotinoc'itos suprabasales, como promedio se tifien con Ki-67 61.18+
33.46 por campo, con un rango entre 16 y 222 (fablas IXa y b, figs 4-8).v La
mayor proliferacion se da en las areas donde confluyen varias crestas
inferpapilares para formar una cresta de base ancha y alli podemos
detectar en varios.casos 5 y 6 hileras de nucleos positivos.

| Tomando el subgrupo de 13 pacientes en los que se practico biopsia

en cuia que incluia un 50% de piel sana, de cada 20 queratinocitos basa- |
les, se fineron como promedio 4.62+4.96 por campo en el centro, 3.38+
3.40 en la zona de fransicién y 1.08+0.76 en el borde perilesional. Respecto
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 de
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transicion y 7.69+3.84 en la piel sana perilesional (tablas Xa y.b, fig 9). En la
mayoria de los casos la proliferacion es mayor en el centro que en la zona
de tronsicién,'excepto en los casos 3, 6 y 13 (pacientes 56, 6 y 145 de la
serie). Existen diferencias sighiﬁcativas_ (p<0.05) entre las 3 areas estudidd‘as
(cenfro, zona de ftransicion y borde) respecto al n° de células en fase de
proliferacion tanto respecto a los queratinocitos basales como a- los
suprabasales (tabla Xb). |

Al cabo de 2 semanas de fratamiento con antralina se ha reducido la
cantidad de células basales que se tifien con Ki-67, que en este caso son
2.5611.78 por campo como promedio y también la- de querafinocitos
suprabasales, ya que captan Ki-67 36.93+27.32 por campo. Existen
diferencias estadiasticas (p<0.05) en cuanto a la proliferacion de
- queratinocitos suprabasales proliferantes, si comparamos dichos parame-
tros con los de anfes de iniciar el tratamiento {tablas Xla y b, fig 10). |

En resumen, en la psoriasis la hiperproliferacion epidérmica se da.
principalmente a expensas de los queratinocitos suprabasales, que en
a@reas de maxima mulfiplicacion da lugar a la formacién de crestas inter-
papilares anchas. Si comparamos estos datos con los de la zona de transi-
cion, la proliferacion es practicamente el doble en la zona ceniral, mientras
que la piel sana perilesional fiene un indice de proliferacion mucho mas
| bajo, aproximadamente una décima parte de 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 reduccion significativa de los
querahnocntos basales y suprabasales proliferantes, oproxmadamente en
un 40% de los valores pretratamiento.

~ En las 24 biopsias de liquen plano, como promedio se fineron con Ki-

67 5+2.36 de cada 20 querafinocitos basales. Por su morfOlogia,'muchos
* de esfas células parecen queratinocitos necréficos (Fig 12-14, tabla XIl) por lo
que creeemos que este dato no es comparable. A nivel de la epidermis, la

fincibn con Ki-67 es escasa y se fiken 13.63+7.93 queratinocitos.
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suprabasales por campo.

En'las 14 biopsias de neurodermitis (tabla XIll, fig 15-17), de cada 20
querafinocitos basales se tifien con Ki-67 2.64+2.10 Como, promedio,
mienfras que el h° de querafinocitos suprabasales positivos es de 15.79+
1027. |

Como conclusién podemos decir que en la psoriasis existe una ele-
vada captacion de Ki-67 a ‘nivel de la epidermis, especialmente a expe'nsos
de los queratinocitos suprabasales y que existen diferencias estadisticas
(p<0.05) entre las 3 enfermedades (tabla XIV y fig 18), respecto al nUmero de
células Ki-67+ a nivel de los tweratinocitos basales y de los suprabdsoles
(en la psoriasis la fincion es mayor). En la psoriasis, la tincién con Ki-67 es
mayor en el centro de la placa que en la zona de transicidn y que en el
borde, con diferencias estadisticas significativas, y dicha tincién se reduce al
60% de los valores iniciales al cabo de 2 semanas de fratamiento con
antralina al 0.5%. Estos datos apoyan que el transtorno fundamental en la
psoriasis es la hiperprolilferacion del querafinocito. En la neurodermitis, a
pesar de que se caracteriza también por una acantosis epidérmica, el
nimero de queraﬁhocitos proliferantes es mucho menor, aunque nuestra

serie comprende un n° reducido de enfermos.

1b. La proliferacion de las células del infiltrado

Varios autores han afirmado que en la psoriasis los linfocitos T dér-
micos estan en fase Gg o de descanso (son Ki67-) (Turbitt ML, 1986; Ral-
fkiaer E, 1986) y que Unicamente son + los que infiltran la epidermié. Esto
significaria que los linfocitos T proliferarian en los ganglios linfaficos,
pdsdrian posteriormente a la circulacién general y finalmente llegarian a la
: epidermis donde se activarian. En la psoriasis sblo se marcan con Ki-67,
segun dichos autores, los linfocitos T intraepidérmicos, y no los _dérfnicos ni
las células endoteliales (Turbitt ML, 1986; Ralfkiaer E, 1986, Nickoloff BJ, 1990).

SegOn estos mismo autores, tambien son Ki-67 negafivos los linfocitos T
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dérmicos en otras dermotoéis inflamatorias benignas como la infiliracion
linfocifica de Jessner, "dermatitis”, »erupciones por famacos o el lupus
mientras que en la- micosis fungoide son positivos un n® muy reducido de
células del mismo (Nickoloff BJ, 1990). Los frabajos referidos indican que
estos linfocitos T intraepidérmicos Ki-67+ coinciden con la zona de mayor
expresion de ICAM-1 por los queratinocitos y ademds se sitban encima de
las »papilos dérmicas que'éxudan células inflamatorias.

En nuestra serie hemos defectado una proporcion no despreciable
de células Ki-67+ en el infiltrado dérmico en las 3 dermatosis {tablas IX a.
XIVy figs 4-18) | |

En la psoriasis hemos defectado proliferacion de las células del infil-
trado dérmico en 72 de los 74 casos. Como promedio se fifien con Ki-67
17.19411.83 células, en un campo de 400 aumentos. En el subgrupo de 13
pacientes en los que la cuia cutanea incluia un 50% de piel sana se fifie-
ron }con Ki-67 26.85£16.60 de las células del infilirado en el centro de la le-
sién, 10.15£6.34 en la zona de transicion y 1.62+1.85 a nivel del borde peri-
lesional. Al cabo de 2 semanas de tratamiento con anfralina la proliferacion
de las células del inﬁltrodo dérmico se habia 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 infilirado dérmico
“enfase de proliferacion. No podemos establecer con exactitud el porcentaje
de las mismas respecto al total del infilrado dado que no realizamos
contratincion con hematoxiling. De todos modos estimomos‘ que el
porcentaje debe situarse entre un 10 y 20% lo cual consideramos que no es
un dato despreciable.

En-el liquen plano el nimero absoluto de células dérmicos en fase
proliferativa es mayor y como promedio se fifieron con Ki-67 52.83+30.97
células, tomando un campo de 400 aumentos. Si tomamos como referencia

la epidermis, en el liquen plano existe una proliferacion mucho mayor en
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las calulas del infilirado dérmico, lo que en principio indicaria que el defecto
basico de esta dermatosis se localizaria a este nivel. Dado que no hemos
practicado contratincion, no podemos deferminar tampoco el porcentaje de
células proliferantes respecto al total del infilirado aunque dado que éste. es
mucho mayor que en la psoriasis, no podemos descartar que el porcentaje
sea similar, \
En las 14'biopsias de pacienfes con neurodermitis, como promedio
se fifieron con Ki-67 1149.72 células del inifitrado dérmico, tomando un
campo significaivo de 400 aumentos. Nos ha sorprendido el reducido
nOmero de inmunocitos proliferantes en esta dermotosis, dado que si la.
consideramos como una forma localizada o frustre de dermatitis. atopicaq,
seria de esperar una mayor aclividad proliferativa de los mismos. Quiza
expliquen estos resultados la cronicidad de las Iesuones blopsmdos que
como promedlo tenian unos 2 afos de evolucion. |
Como conclusion podemos decir que en la psoriasis existe una mo-
- derada captacion de Ki-67 a nivel de la dermis, mientras que en el liquen
plano la cantidad de nacleos Ki-67+ es mayor y en la neurodermitis es bajo.
Existen diferencias estadisficas (p<0.05) entre las 3 enfermedades (tabla ), a
favor del liquen plano, lo que apoyaria que en la efiopatogenia de esta

dermatosis el papel de los inmunocitos es mas relevante.
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2. Las caracteristicas del infiltrado dérmico y epidérmico. Subpoblacio-
- nes celulares y moléculas de adhesion y activacion.
2a. Subpoblaéiones celulares
En estudios previos se habia comprobado que el infilirado dérrﬁicb
~de una lesion de psoriasis estaba compuesto por linfocitos T, dendrocitos
dérmicos/macréfagos y células de Llangerhans. Llos linfocitos T
predominantes son los de fipo hejper CD4+ (Bdker BS, 1984;-Gotﬂi_eb AB,
1986; Placek W, 1988; Nikaein A, 1991), que 'represen_tan un 75% de los
linfocitos del infiltrado, y el resto son CD8+ (Schiaak JF, 1994). También se ha
detectado un elevado nimero de dendrocitos y macréfagos (Bjerke R
1982; Bos JD, 1983) y neutrofilos, que se acumulan formando las pUstulas
de Kogoj y los microabscesos de Munro (Bjerke JR, 1978; Baker BS, 1984). En
las placas acfivas, en fase de crecimiento, hay un aumento de la proporcion
linfocitos T CD4+/CD8+ (Baker BS, 1985), variable segin 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 (Goftlieb AB,
1986 | | |
Se habia afirmado que cuando las lesiones de psoriasis

involucionan, ya sea espontaneamente o por la accion del tratamiento,
predominaban los linfocitos Ts (Baker BS, 1984; Baker BS, 1985; Ramirez-
Bosca A, 1988), mientras que se observa una reduccion de los mismos en
las placas crénicas (Bos JD, 1985). Segin estos autores, la erupcion y
cronicidad de las lesiones de psoriasis estaria relacionada con el influjo y
acfivacion intraepidérmica de linfocitos Th (CD4+, HLA-DR+, rlL-2+), mientras
que la resolucion de las mismas coincidiria con la penetracion y activacion
epidérmica de linfocitos Ts (CD8+).

A nivel del infilirado se han detectado las citocinas p'roinﬂomatorids_, |
- IL-2 e IFN-y, mienfras que estan ausentes las citocinas anfiinflamatorias IL-4
‘e IL-10 (Uyemura K, 1993; Schlaak JF, 1994). Este perfil corresponde al secre-

~ tado por los linfocitos Th1, que al parecer son los que predominan en el in-
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filtrado de la psoriasis. Esto podria ser uno de los mofivos por los cuales los
linfocitos' T intraepidérmicos y los querafinocitos no son capaces de
interrumpif el proceso hiperqueratésico autoperpetuante que da lugar a
~ esta dermatosis. | | |
También se ha afirmado que los linfocitos no proliferan a nivel de la
dermis. La proliferacién tendria lugar en el ganglio linfafico y alcanzarian las
zonas de inflamacion de la dérmis_al ser qtrapados por moléculas de adhe-
sion del endofelio vascular, de las cuo‘lés la mas importante por ser especi-
fica de la piel parece ser la selectina-E. Esta moléculd es la responsable de
~ la afraccién hacia la piel de un subtipo de linfocitos T de-memoria que se
‘caracterizan por expresar en superficie los marcadores CD4, VLA-4, LFA-Ty
- CLA. Esfe subtipo de leucocitos posteriormente -se‘desplozar'én hacia Id_-epi-
dermis baijo la influencia de factores quimiotacticos, como la IL-8, y se
fijarian al queratinocito al unirse a la molécula de adhesion del mismo, la
ICAM-1. Esta molécula, a su vez, es expresada en la superficie del querati-
nocito baijo el esfimulo del IFN-y o del TNF-a. liberado por los propios linfoci-
tos T activados (Griffiths CEM, 1989) y es el ligando especifico de la molécula
de adhesion linfocitaria LFA-1 {Nickoloff BJ, 1988; Nickoloff BJ, 1990). Una vez
unidas ambas células se podria producir la presentacion del Ag, situado
sobre la molécula HLA-DR del queratinocito, lo que mantendra al linfocito
permohentemem‘e activado. Los linfocitos activados también secretan ofras
linfocinas y factores de crecimienfo autocrino como el TGF-a. el cual se ha
comprobado que es capaz de inducir la proliferacion de los queratinocitos.
Tambien hay estudios que remarcan la importancia de la célula.de
Langerhans en la efiopatogenia 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 mas
avanzadas su nOmero es mds reducido que en la piel normal.

Oftros autores proponen que la célula central en la etiopatogenia de
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la psoriasis es el DD-macrofago (Nickoloff BJ, 1991), ya que fiene capacidad
para procesar una gron variedad de anfigenos (bacterias, virus, inmuno-
complejos) les una potente CPA), sintetiza mdas de un centenar de potentes
mediadores de la inflamacion incluyendo el TNF-a. (Nathan C, 1987) y se lo-
caliza en un lugar estratégico, alrededor.de los vasos de la dermis superidr,
entre los esfimulos que llegan dé la epidermis y los que llegan por la sangre
(Nickoloff BJ, 1990). En la psoriasis se ha comprobado la presencia de célu-
las dendrificas en la dermis con caracteristicas 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 conocérse recientemem‘e-io importancia de los
superanfigenos como el estreptococo en la patogénesis de la- misma (Leung
DYM, 1993). Tras una faringitis estreptocdcica, IoS DD residentes, por su
- capacidad de captar superanfigenos transportados por la son.gre y de
presentarlos a las células T, podrian iniciar la red de citocinas psoriasicas
que dan lugar a la hiperproliferacion de los queratinocitos en el
compartimento epidérmico, probablemente al combinarse con un defecto
genético en la puesta en marcha de dicha sefal hiperproliferafiva.

El CD68 es una glucoproteina de 110 kD expresada precozmente en
las células mielomonociticas, retenido durante la  diferenciacion del
monocito (Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988). Es expresada por los fagocitos
del sistema mononuclear fagocitico y se considera un buen marcador para
distinguir a los macréfagos de las células accesorias/dendriticas CD68-
(Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988; Weber-Matthiesen K, 1990). En la ,vpiel es
expresado por los macrofagos de la dermis (Weber-Matthiesen K, 1990) y
no por las células de Langerhans i vivo (Kreipe H, 1987; Radzun HJ, 1988;
Weber-Matthiesen K, 1990), ni en cultivo (Teunissen MBM, 1990), aunque el
CD68 si 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 sélo se ven células CD68 aisladas. Segdn la informacion

de que disponemos, a nivel de la epidermis, Onicamente se han detectado
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gran canfidad de células dendriticas CD68+ en el pénfigo folidceo
(Petzelbauer P, 1993). Casi ninguna presentaba granulos de Birbeck ni
CDla.

Con el fin de reevaluar la composicion del infilirado dérmico y epi-
dérmico en una serie numerosa de pacientes, hemos somefido las 74
biopsids de psoriasis a la ﬁhcién inmunbhisfoquimica con 5 Ac monoclbno-
| les: 3 dirigidos frente a linfocitos (OKT‘-H/CDZ, Leu-3a/CD4 y‘_Leu-20/CD8), 1
frente a células de Langerhans (OKT6/CD]) y 1 frente a macréfagos (EMB-
11/CD68). La fincién con dichos Ac monoclonales se puso de manifiesto con - '.
una .técn_ita de estreptavidina-biotina-peroxidasa que fue revelada con
DAB. La valoracion de los resultados se hizo de forma semicuantitativa:
dando los siguientes valores: "0"=ausencia de infiltrado; "1"=0-25% del infil-
trado, "2"=25-50%, "3"=50-75% y "4" mas del 75%.

2ql. Infiltrado dérmico: |

En la psoriasis (fablas XV y XVI y figs 19-28) a nivel de la dermis se
-tifen 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 Lleu-3a+, que
corresponden a los linfocitos T Aejper o colaboradores. Esto podria estar |
causado por el hecho de que, en ocasiones, las células de Langerhans
pueden expresar Leu-3a. Con leu-3a/CD4 se titien un n° de células
ligeramente superior {3.1510.72). La tincion con Leu-2a/CD8 (linfocitos -T
supresores) fue alrededor del 25% de las células del infilirado dérmico (1.46
+0.58). Con EMB-11/CD68 se fifieron entre un 25 y-un 50% de las células :
inflamatorias dérmicas (2.32+0.78). La tincion fue difusa por todo el espesor
de la de,rfnis, incluyendo células fusiformes situadas entre los haces de
colageno, aunque era mds pronunciada a nivel de los vasos de la dermis
superior y media y las células adoptaban rhorfologio dendritica 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 infilirado. Este es un marcador
caracteristico de las células de Langerhans y el n° de las mismas fue
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 rhismo tipo de célula. En 23 de los pacientes el infiltrado detectado a nivel
de la dermis formaba un patron nodular. ‘ o
A las 2 semanas de fratamiento con antralina al 0.5%, ounquévse

redUio la cantidad de infilirado en la mayoria de Ios-tasos, se mantenia el
porcentaje de subpdblaciones que compohion el mismo. Hubo diferehcias-
“estadisticas en la compos_itién de OKT-11 (p=0.0373) y de células OKT-6/CD1
(células de -Langerhans) (p=0.0188). |

Como resumen podemos decir que en la composicion del infiltrado
dérmico de la psoriasis predominaban los linfocitos T de 'ripovCD4+, las
células CD68+ (macrdfagos) y las células de Langerhans, las. cuales con
frecuencia ddoptobon un pairén nodular. Dichos resultados coinciden en
términos generales con los expfesados en la literatura. A las 2 semanas de
tratamiento con antralina se mantiene la proporcién-de células Leu-3a, Leu-
2ay CD68, y se reduce el porcentaje de células CD2 y CD1.

En el liquen plano a nivel de la dermis se fifieron 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 fifieron 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 componian el
infiltrado (1.7540.61). -Cbn EMB-11/CD68 se fifieron del 50 al 75% de las
células del infilirado como promedio (3.08+0.50) y con OKT-6/CD1 se
iiﬁeroh,' como promedio, del 25 al-50% del infiltrado (2.58+0.5).

En la neurodermitis se marcaron con OKT11/CD2 como promedio del
50 al 75% de las células del infiltrado dérmico (3.1440.66), valor similar al
obtenido con Leu-3a/CD4 (fambién 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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defectado, ya que fefiia Unicamente alrededor del 25% de las células (1.71+
0.47). Con EMB-11/CD68 se tifieron del 25 al 50% de las células delinfilirado
(2.6410.63) y con OKT-6/CD1 una cifra muy similar {del 25 al 50%, o sea
2.5810.5). | |

En resumen podemos decir que en la psoriasis la célula predomi-
nante es la que expresa Leu-3a/CD4 (linfocitos T helper) mientras que las
células. Leu-2a/CD8 (linfocitos T supresores) son las mas escasas. En el
liquen plano la célula preddminante es la. OKT-11/CD2 - (marcador pan-T),
| siendo_ tambien las células Leu-2a/CD8 las menos detectadas. En la neuro-
dermifis los hallazgos son similares al liquen plano. Las diferencias entre las
3 enfermedades respecto a la composicion celular del infilirado dérmico
son estfadisticamente significativas (p<0.05), tanto si nos referimos a la ex-
presion de leu-3a/CD4 como de Leu-2a/CD8 aunque la diferencia es
mucho mayor respecto al EMB-11/CDé68 (macréfagos), que predominan en
el infiltrado del liquen plano, y las que expresan -OKT-6/CD] (célula ‘de
- Langerhans), cuya expresion es mayor en la neurodermitis. Estos datos,
junto con las diferencias en cuanto al grado de expresion de dichos
marcadores en una misma enfermedad apoyan el concepto de que la
informacion que nosofros obtenemos al aplicar estos marcadores del
inmunofenofipo celular para el estudio de dermatosis inflamatorias es de
dificil evaluacion, ya que probablemente algunos de estos marcadores no
son exclusivos de un sélo tipo celular o bien el cuadro que observamos
corresponde a diferentes estadios de evolucion (activacion, maduracion) de

una misma CPA.

~ 202. Infilirado epidérmico:
| Como hemos comentado el n° de células que infiltraban la epidermis
se contabilizé de forma cuantitivativa fomando un campo significativo de
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 fifieron con OKT11/CD2 (Figs 20 y 21) fue de 36.15+26.02,
siendo las mas abundantes. Con Leu-3a/CD4 (Fig 22) se tifieron 22.16+18.18
por campo, como promedio. Este Ac monoclonal también marcaba algunas
de las células dendriticas intraepidérmicas (Fig 22). Con Leu-2a/CD8 (Fig
23) se tineron como promedio 17.91£15.54 células del infilirado, nOmero
ligeramente superior al de células CD68+. En 25 de los casos la cantidad de
células Leu-2a/CD8 que infiliraba la epidermis era mayor que el de Leu-
30/.CD4, a pesar de que en el infiltrado dérmico el nOmero de células T
CD4+ era muy superior y el promedio de éstas es prc’:cﬂcdmente el doble.
Con EMB-11/CD68 (Figs 24 y 25) se fiferon 16.53£10.26 células, lo que
representa el menor n°® de células entre. las que componen el infilirado
epidérmico. Muchas de las células CD68+ adoptaban morfologia dendritica
(ﬁg 25_ y 26). No hemos hallado informacion de estudios previos Can este
marcador en la psoriasis. A nivel de la epidermis se tifieron con OKT-6,
como promedio 23.818.58 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 IUgdr se situaria las células OKT-6/CD1 (células de Langerhans).
Existe ademé‘s una moderada canfidad del linfocitos CD4+ (iinfocitos T
colaboradores), siendo mas escasas las células EMB-11/CD68 (macrofagos)
y las células Leu-2a/CD8. Estos resultados coinciden eh lineas generales
con los reflejados en la literatura. |

Queremos resaltar la presencia intraepidérmica de células CDé8+,
las cuales, que nosotros sepamos, no habian sido evaluado previamente
en la psoriasis. Como hemos comentado, el CD68 es un marcador
especifico del monocito-macréfago y que se habia afirmado que no tefia
las células de Langerhans ni los dendrocitos dérmicos. Su presencia en la
epidermis psoridsica, marcando células dendrificas indica la existencia de
dichos ‘macréfagos a nivel infraepidérmico o, mas probablemente, el

marcaje de una célula en fase de fransicion entre el macréfago, el
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dendrocito dérmico y la propia célula de Langerhans, en lo que podriamos
considerar un continuo enfre el monocito y dicha célula infraepidérmica. Las
existencia de diferencias significativas en cuanto al n° de células de
Langerhans y.célulos- CD68+ que infiltran la epidermis reafirma la idea que
o son la misma célula. Mediante estudios de doble 'nnaon con OKT-6 y
EMB- 11 hemos comprobado que dIChOS Ac monoclonales no marcan las
mismas células aunque existe coincidencia de marcador en algunas de
ellas. - |

A las 2 semanas de fratamiento con antralina al 0.5% se habian
reducido en nomeros. absolutos fodas las subpoblaciones de células que
infiltraban la epidermis (tablas XXla y b"_y fig 37), aunque de forma
significativa la de linfocitos T fotales (OKT-11) y muy especialmente la de
céIUIqs Leu-2a (CD8), dato que es conirario a lo reflejado en la literatura
(Baker BS, 1984; Baker BS, 1985; Ramirez-Bosca A, 1988). o

'En la epidermis del liquen plano (tablas XXIl y fig 38) se marcan con
OKT11/CD2 como promedio 25.08+11.18 céldlas por.campo, con Leu-3a/CD4
17.33+5.88, con Leu-2a/CD8 como promedio 13.63+6.21 células por campo,
nomero ligeramente superior al de células EMB-11/CD68+, que fue de 13.38
14.24 células por campo lo que representa también el nOmero mas bajo
en el total del infiltrado epidérmico. La mayoria de las células CD68+
intfraepidérmicas adoptaban morfologia dendritica (fig 31). Segin nuestra
informacion, este Ac monoclonal tampoco habia sido evaluado previa-
‘mente en la.epidermis del liquen plano. Finalmente se tifien con OKT-6/CD1
como promedio 31.7118.00 células por campo, lo que significa la célula
'OKTé+ es la. que se encuentra en mayor nimero entre las. que infiliran la
epidermis de los pacientes con liquen plano. |

En la neurodermitis (tabla XXIll) el promedio de células que se
| tiﬁerdn con OKT11/CD2 fue de 18.79+6.90 por campo, con Leu-3a/CD4 17+
10.96, con Leu-2a/CD8, como promedio 9.93+7.11, con EMB-11/CDé68 9.79+

4.92 células por campo, lo que representa también el menor n° de células,
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entre las que nosotros hemos comprobado, en el fotal del infilirado epi-
dérmico, mientras que con OKT-6/CD]1 se fiferon 17.07+7.23 células por
campo.

Como resumen comparafivo 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/CDé68. En el liquen plano en la
epidermis predominan las células OKT6/CD1y las Leu-2a/CD8 son las me-
nos defectadas. La exocitosis en la neurodermitis es menor, predominando
las células OKT-11/CD2. Las Leu-2a/CD8 son las menos detectadas. Existen
diferenéios estadisticas entre las 3 enfermedades (p<0.05) en cuanto a la
cantidad de células intraepidérmicas que expresan OKT-11/CD2 y EMB-
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-1],
mucho mds abundantes en la psoriasis, podria justfificarse por un-mayor
grosof de la epidermis en esta dermatosis y por fanto una mayor drea de
posible infiliracion. No podemos» decir lo mismo de las células OKT-6/CD1+
(células de Langerhans) en el liquen plano, cuya diferencia hace pehsor que
esta célula debe intervenir activamente en la patogenia de esta dermatosis.
Destacaremos asimismo la presencia de células CD68 intraepidérmicas,
mas abundantes en la psoriasis y el liquen, aunque con un nOmero escaso
de células expresando este marcador. Como hemos dicho creemos que
ma'rca una célula en transito enfre el dendrocito y la célula de Langerhons;
dado que el n° de células que expresan ambos marcadores es muy

diferente.

2b. Moléculas de adhesion y activacion

'Las moléculas HLA-DR son glucoproteinas de membrana que perte-
necen al CMH y a nivel de la dermis son expresadas por IOs‘,.Iivnfocifos T
activados, los dendrocitos macréfagos y las células endoteliales activadas. |

- En la respuesta inmune normal, la activacion de los linfocitos T se consigue
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tras el reconocimiento del Ag, situado sobre las moléculas HLA-DR de una
CPA (Babbit BP, 1985). En la epidermis normal, la Unica 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 querafinocitos también
expresan HLA-DR. Se ha comprobado recienfemente que estos
'queratinocitos HLA-DR+ pueden actuar como célula dccesoria en la
preSentacién de superanfigenos (Leung DYM, 1993) y de esta forma
activarian a las células T Baadsgaard O, 1988). El responsable de la ex-
presion de dicho HLA-DR seria el IFN-y secretado a su vez por_lbs linfocitos T
activados. |

La ICAM-1 es una molécula de adhesion de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. En la piel normal se 'eXpresa consfitutivamente en las
células endoteliales (Grifﬁfhs CEM, 1989; Vejlsgaard GL, 1989) y su expresion
a nivel de las mismas aumenta bajo el esfimulo de la IL-1, el TNF-a 0 el IFN-~y
~al tiempo que puede ser expresada por ofras células como los
queratinocitos o los fibroblastos. Si anadimos TNF-a e IFN-y a queratinocitos
humanos en cultivo, induciremos en ellos la expresion de ICAM-1 (Griffiths
CEM, 1989; Norris DA, 1990). En varias dermatosis inflamatorias, como la
psoriasis, el liquen plano y la dermatitis atdpica, se ha comprobado un
aumento de la expreSién de ICAM-1 a nivel de los queratinocitos y de las
células endoteliales (Grifiths CEM, 1989; Vejlsgaard GL, 1989), lo que
proporciona una evidencia indirecta de la presencia de citocinas primdrias ‘
(IFN-y, TNF-a e IL-1) en dichas dermatosis. Su principal ligando es la infegrina
leucocitaria LFA-1. La ICAM-1 es fundamental en la adhesion del leucocito al
endotelio y tambien en la atraccion y union del leucocito al queratinocito
(Hynes RO, 1987). El responsable de la expresion de ICAM-1 por los
queratinocitos parece ser el IFN-y liberado por los linfocitos T aclivados
(Griffiths CEM, 1989). La interocdén entre la ICAM-1 de los queratinocitos y la

LFA-1 de los linfocitos T proporcionaria una union estable entre ambas
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células lo que permitiria a un superAg asociado al HLA-DR del.qUeroﬁnocito
estimulase al receptor CD3 del linfocito T (Messadi DV, 1988).

La LFA-1, ligando de la ICAM-1, es una molécula de adhesion que
pertenece a la familia de las integrinas y se expresa en la superficie de
todos los leucocitos, especialmente en los linfocitos T mémoriq (Shimizu Y,

1990).

2b1. Moléculas de adhesion y activacién en el infiltrado dérmico.
Resultados de nuestra serie. | |

Con el fin de valorar la expresion en superficie de moléculas de ad-
hesion ICAM-1y LFA-1) y de marcadores de activacion celular (HLA-DR y rlL- -
2), a nivel de la dermis, en una serie larga de pacientes con psoriasis, las 74
~ biopsias de los mismos fueron somefidas a tincién inmunohistoquimica con
los Ac monoclonales correspondientes. Estos Ac fuerOnv incubados en un kit
de estreptavidina-biofina-peroxidasa y 'ﬁnalm_ente.reve'lados con DAB. La
valoracién de los resultados se hizo de forma semicuantitativa seg_(m el
siguiente esquema: "0"=ausencia de fincion en el infiltrado; "1"=0-25% del
infiltrado, "2°=25-50%, "3"=50-75% y "4" mas del 75%. o

En la psoriasis (tablas XXVa y b y fig 41) se fifieron con HLA-DR (Figs
42 y 43) como promedio dlrededor del 75% de las células del infilirado (3.18
+0.63). Tal como hemds dicho, este marcador es expresado, a nivel de la
dermis, por los linfocitos y los macréfagos activados y por las células endo-
teliales. Con rlL-2 (CD25) {marcador de linfocitos y macréfagos activados) {Fig
44) se tifieron alrededor del 25% de las calulas del infitrado como promedio
(1.20+0.55). Con ICAM-1/CD54 (Fig 45-47) en nuestra serie hemos detectado
una infiltracion difusa de foda la dermis, marcandose células redondas,
fusiformes y dendriticas, ademas de las células endofeliales. Se. han
marcado, como promedio, cerca de un 50% de las células del infiltrado |
(2.42+0.66), siendo mas intensa la tincion de las.células endoteliales. Con

LFA-1/CD11a (Figs 48) se fiferon mas del 50% de las células del infilifddo, -
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dérmico (3.01£0.65). En 12 de las biopsias se observé un inﬁltrodo‘epidér-
mico por células LFA-1+ en la zona del borde de piel sana perilesional,
antes del inicio de la acantosis psoridsica. |

A las 2 semanas de tratamiento tablas XXVia y b y fig 49), a nivel de
la dermis psoriésica,v a pesar de habérse reducido el nimero tofal de
células del infillrado, se mantenia el porcentaje de las mismas que
expresaba HLA-DR y LFA-1, aunque habia aumentado de forma si'gniﬁcdﬁvd
la expresion de rlL-2 y de ICAM-1 por las células del infiltrado. El aumento
del Ac anti-rll-2 y de anti-ICAM-1 signiﬁcofion una mayor actividad
inmunolégica/proliferativa de dichas células y no tenemos una explicacion
satistactoria para este hallazgo.

En resumen, en nuestra serie las células del infiltrado dérmico de la
'psbriasis expresan en superficie HLA-DR y LFA-1 alrededor del 75% de las
- células de dicho infiltrado. La expresion de riL-2 fue escasa, Iigerdmemef
superior al 25% de las células como promedio, mientras que el 1ICAM-1
marc_abo ‘marcaba alfededor de un 50% de las células del infiltrado
ademds de marcar las células fusiformes y dendriticas y, con r‘hayor
intensidad, las endoteliales. Estos resultados coinciden también con los
expresados previamente en arficulos, e indican qué en la dermis psoriasica
existe una elevada actividad inmunoldgica, con numerosas células
expresando en superficie HLA-DR, con capacidad de presehtatién .
anfigénicay LFA-1. A las 2 semanas de tratamienfo detectamos un aumento
en el porcentaje de expresion de riL-2 e ICAM-1 para el que no encontramos
explicacion logica.

En el liquen plano (fabla XXVIl y fig 50), expresan HLA-DR en
superficie como promédio alrededor del 75% de las células del infiltrado
(3.50+0.59). Con rlL-2/CD25 entre el 25.y el 50% de dichas células (2.21+
0.72), cbn ICAM-1/CD54 (fig 51) del 50 al 75% de las células del infiltrado
(3.00+£0.66) ademas de marcar con fnoyor infensidad las células

endoteliales, algo menos que con LFA-1/CD1la (Figs 52 y 53) (3.29+0.46)
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que también captaron del 50 al 75% de las células del infiltrado dérmico
como promedio.

En la neurodermitis (tabla XXVill y fig 54) captan HLA-DR, como
promedio alrededor del 75% de las células del infiltrado dérmico 379+
0.43), con rlL-2 (CD25) se tifieron alrededor del 25% de las mismas (1.36+
0.5), con ICAM-1/CD54 (fig 55) en la neurodermitis también se'apréci() una
tincion difusa de la dermis, y marcaba tontd las células fusiformes como las
células redondas, ademds de las células endofeliales. Se marcaron, como
promedio, entre un 25 y un 50% de las células (2.4310.51), siendo las fincidn
mas infensa a nivel de las células endoteliales. Con LFA-1/CD1la se fifieron
un promedio de 3.4310.51 de las células, lo que representa alrededro del
75% del infilrado. |

A modo de résumen comparativo {tabla XXIX y ﬁg_56) podemos decir
que en la psoriasis mas del 75% de las células del infilirado, como pro-

medio, expresaban HLA-DR, mientras que la expr'esiénvde ri.-2 era mucho

‘mdas baja. Dichos hallazgos coincidian en el liquen plano-y en la neuro-

dermitis. Entre las 3 enfermedades encontramos diferencias estadisticas: la
neurodermitis era la que presentaba mayor expresion de HLA-DR y de LFA-1
y el liqguen plano de riL-2 y de ICAM-1. La existencia de una mayor tincion
con HLA-DR en la neurodermitis podria corresponder a una mayor
participacion de alergenos, expresados en la superficie de esta moléculq,
como ‘agentes implicados en la patogenia de esta enfermedad. Para el
resto de hallazgos no tfenemos una explicacion racional, aunque la mayor
presencia proporcional de Ac anti-ri.-2 en el liquen plano y la mayor
proliferacion de las células. del infiltrado en el mismo, sugieren una fnayor

actividad linfocitaria en esta dermatosis.

2b2. Moléculas de adhesion y de activacién en el infiltrado epi-
dérmico.
Como hemos comentado el nOmero de células del infiltrado
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epidérmico que expresaban en superficie los marcadores de activacion
celular (HLA-DR y riL-2) o bien la molécula de adhesion LFA-1 se valoraron de
forma cuantitativa en un campo de 400 aumentos. La expresion de ICAM-]
en la epidermis valoro de forma semicuantitativa de la siguiente forma:
O=ausencia de células intraepidérmicas ICAM-1+; "1"=expfesi6n por células
aisladas; "2"=expresion en focos aislados formando la fipica imagen en
"panal de abeja" y "3"=expresion multifocal y muy evidente. |

En la psoriasis (tablas XXXa y b y fig 57) el HLA-DR (Figs 42 y 43) era
expresado por 24.99+9.41 células por campo como promedio,
observandose marcaje tanto de células redondas como de células
dendrititas, y en menor medida los queratinocitos, en cuyo caso se
apreciaba .imagen en "panal de abeja" (no contabilizado) lo que se
producia especialmente en areas suprapapilares, coincidiend’o' con las de
mayor infiltracion. Con rlL-2/CD25 (Fig 44) el promedio de células que se
ﬁﬁefon con este marcodor de superficie fue de 8.3418.21 pdr campo. En 17
casos pudimos opfecior una exocitosis de células riL-2 + en la ZOno'
‘correspondiente al bordevde la biopsiq, en la zona de piel sano,périlesional,
por fuera del inicio-de Ia acantosis. Con LFA-1/CD1a (Fig 48) el nﬁmero de
célulos que se fieron como promedio de 33.93114.69 por campo, mientras
que con ICAM-1/CD54 (figs 45-47) observamos fincion alrededor de las
células basales practicamente en fodas nuestras biopsias. Ademés en 33
casos detectamos imagen en panal de abeja en molfiples focos
infraepidérmicos, en 21 en focos aislados, en 8 células positivas aisladas y
en las 12 biopsias restantes no detectamos fincidn 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 patron es mixto. Cuando se situaba a nivel
'suprapapilar solia coincidir con las areas de “exudacion” papilar (de donde
parte el infilirado y donde se produce la exocitosis).

A las 2 semanas de fratamiento (tablas XXXla y b y fig.58), se habia
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reducido el nOmero de células que expresaban HLA-DR, rlL-2 y LFA-1 enla
epidermis psoriasica, y de forma especialmente - significativa- en las 2
primeras (p=0.0002), lo que esta en relacion con una reduccion en la
actividad inmunitaria en la epidermis psoridsica a medida que se produce
una mejoria clinica y una disminucion de la actividad proliferafiva del
queratinocito. Habria una reduccion de la actividad de presentacion de Ag
y/o superAg, y de linfocitos expresando moléculas de activacion como la
riL-2 o la LFA-1, con la consiguiente disminucion de la capacidad de unién
de los mismos a la ICAM-1 del queratinocito, que tambiéh, se habia
reducido. -

En el liquen plano (tabla XXXlla y fig 59) el HLA-DR es éxpresodo,l
como promedio por 22.96+8.08 células, con rll-2 (CD25) se fifien como
promedio 13.92+3.65 células, con LFA-1/CD1a (Fig 52 y 53) 18.33_i4.32 y
con ICAM1/CD54 (fig 51) en 12 casos hemos detectado imagen en panal de
abeja en mdltiples focos infraepidérmicos, en 5 hemos focos aislados, én.2
células positivas aisladas y en las 5 biopsias restantes no-hemos defectado
fincion ICAM-. |

~ En la neurodermitis (tabla XXXINl y fig 60) el HLA-DR es.expresado,
como promedio por 25.86211.24 células, observandose marcaje tanto de
células redondas como de células dendriticas. Con riL-2 (CD25) se tifien -
como promedio 20.71+10.36 células, con LFA-1/CD1la como promedio 21.5+
4,65, y con ICAM-1/CD54 unicamente en 1 biopsia hemos detectado
molfiples focos de células ICAM-1+ formando imagen en panal de abeja, en
5 hemos detectado focos aislados, en 2 células positivas oislodds y en las
6 biopsias restantes no hemos defectado fincién ICAM-1.
Como resumen (tabla XXXIV y fig 61) podemos decir que la mayoria
de las células que invaden la epidermis expresan HLA-DR en las 3
enfermedades. Ahora bien, existen diferencias estadisﬁcos.respecto ala
expresion de riL-2/CD25, que se da especialmente en la neurodermitis y es

escasd en la psoriasis y respecto a las que expresan LFA-1, que lo expresan
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como promedio 34 células por campo entre las que invaden la epidermis
en la psoriasis y Onicamente 18 en el liqguen plano. Estas diferencias
probablemente reflejen una red de citocinas y una patogenia en las 3
dermatosis. No hemos realizado estudio estadistico respecto a la expresion
de ICAM-1 dado el tipo de valoracion en forma de patrones. La union
queratinocito ICAM-1/linfocito LFA-1 probablemente sea mas importante en

el intercambio de citocinas en la psoriasis.
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f. DOBLE TINCION SECUENCIAL INMUNOHISTOQUIMICA
Tal como hemos comentado se frata de una técnica-que consta de 2
fases. En primer lugar las biopsias se incubaron con Ki-67, marcador de los
‘ndclos de las células en proliferacion, el cual fue procesado mediante una
técnica inmunohistoquimica de estreptavidina-biofina-peroxidasa que se
revel6 con DAB. Seguidamente se aplicdé un segundo Ac monoclonal,
dirigido frente a diferentes moléculas de superficie, el cual fué sometido a
una técnica de fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina que fue revelada
con neofucsina. No hicimos contratefiido con hematoxilina dado que
dlﬁcul'raba a0n mas la interpretacion de los resultados.
La técnica en si tiene 2 dificultades en su valoracion. En primer lugar
existe una dificultad tedrica debida a que se ufilizan onﬁcuerpos mo-
noclonales de raton en los 2 pasos, para tefiir los Ag problema, y dado que
el anticuerpo secundario es en ambos de conejo anti-raton, tanto. al usar la
estreptavidina-biotina-peroxidasa como la FAAFA, se podrian obfener
resultados cruzados. Este problema queda en parte solventado al quedar -
- bloqueados los anticuerpos primarios con la diaminobencidina. y también
porque en la mdyorio de ocasiones se usa en primer lugar un anficuerpo
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 t&cnicas de un
s6lo paso ya que hemos comprobado que con la técnica utilizada en 2°
lugar (la FAAFA) se obtiene mucha menor tincion sobre .todo a nivel de la
epidermis (Fig 23 y 27), aunque también a nivel de la dermis. Ello puede ser
‘consecuencia del bloqueo y/o destruccion de anfigenos por la DAB. De
todos modos, los resultados, han sido valorados con espiritu crifico,
descartando la existencia de artefactos, por lo que creemos que deben ser
considerados vdlidos, aunque por debajo de su probable valor real, y como

tal tenemos en cuenta esta técnica.
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proliferantes y los inmunocitos que infiltraban la epidermis; y si alguno de
los inmunocitos intraepidérmicos estaba en fase de proliferacion. Con el fin
de comprobar si realmente exisfia relacion espacial entre los queratinocitos
que expresaban ICAM-1 y las células que expresaban LFA-1, 7 de las
biopsias fueron incubadas en primer lugar con ICAM-1y posteriormente con
LFA-1.

Asimismo intentamos deferminar si el infiltrado. dérmico se iniciaba
antes (mas perifericamente) o después del inicio de la acantosis. No
pudimos deferminar exactamente el inicio de dicha acantosis y por ello
definimos un area o zona de transicion, que correspondia a la region de
inicio de la acantosis, entre el borde de piel sana perilesional y la zona de
psoriasis establecida. En la mayoria de casos exisfia un discreto infilirado
perivascular en dermis superficial en la zona de piel sana perilesional. El
aumento en la intensidad de dicho infilirado coincidia con el de la acantosis
en casi fodas las biopsias, aunque en 12 de ellas, ufilizando esta técnicq, se

detectd exocitosis mononuclear a nivel de la piel sana perilesional.

1) Naturaleza de las células dérmicas Ki-67+ |

Para determinar el fipo de células proliferantes en la dermis se
tomaron 2 campos significafivos 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 calculd la media y el resultado se expresd en
porcentaje.

En la mayoria de los casos se detectd expresion simultanea de Ki-67
y ofro de los anfigenos estudiados, lo que indica que las células proli-
ferantes eran tanto de estirpe linfoide como de la linea monocito-macrofa-
gica/célula de Langerhans.

El 45% de las células Ki-67+ expresaban en superficie Leu- 3a/CD4
(Fig 62), el 44% LFA-1/CD1a (Fig 63), el 35% HLA-DR (Figs 64), el 30% EMB-
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11/CD68 (Fig 65), el 30% OKT6/CD], el 21% rlL-2/CD25 y el 11% Leu-2a/CD8.
En la doble tincion Ki-67/ICAM-1, a nivel de la dermis, el ICAM-1
marcaba principalmente los vasos y apenas.marcaba el infilirado. El Ki-67
era de pfedominio perivascular aunque exisfian varios vasos con células
endoteliales cuyo nicleo era Ki-67+ (Fig 66). Esto se producia Eon'mayor
frecuencia en las zonas de transicion. La tincion ICAM-1 endotelial se iba
haciendo mas intensa.a medida que nos ibamos acercando al centro de la
biopsia. Habian células rhononucleares del infiltrado ICAM-1+
especialmente a nivel de las papilas dérmicas. No se evidencié ICAM-1 en
la epidermis, probablemente por bloqueo o destruccion de la misma por
parte de la DAB, lo cual nos impidid evaluar si las células ICAM-1+ eran

proliferantes o no.

2) Relacion queratinocitos Ki-67+ e inmunocitos

El contacto entre queratinocitos proliferantes e inmunocitos que
invadian la epidermis se aprecid practicamente con todos los onvﬁgenos
esludiados. | X

Exisfia contacto intraepidérmico, en 1 o varios campos, entre querati-
nocitos Ki-67+ e inmunocifos en 13/22 biopsias tefiidas con EMB-11/CD68,
en 12/22 marcadas con LFA-1/CD11q, 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/CDA4 {fig 70), en 10/22 marcadas con riL-2/CD25 y en 5/22 marcadas
con Leu-2a/CD8. El OKT6 en 15 de los casos fué mas infenso, en la
epidermis, en la zona de transicion y en el borde que en el ceniro de la
placa y se situaba por lo general en la mitad superior de la epidermis, a
diferencia de los queratinocitos proliferantes, Ki-67+, que se situaban en la
mitad inferior (fig 71). De todos modos exisfian muchas biopsias en las que
observamos relacion espacial entre ambas células (10/22 como hemos
comentado) y zonas en las que exisfia 1 célula de Langerhans rodeada por

varios queratinocitos proliferantes.

259



Comentario: Doble tincion

3) Proliferacion de inmunocitos intraepidérmicos

Detectamos doble tincion intraepidérmica (inmunocifos exociticos en
fase de proliferacion), en 1 o varios campos; en 11/22 biopsias marcadas
con OKT6/CD1 (Fig 72), en 11/22 marcadas con LFA-1/CD1lq, en 11/22
marcadas con riL-2/CD25, en 9/22 mofcadas con HLA-DR (Fig 73), en 7/22
tenidas con EMB-11/CD68, en 7/22 marcadas con Leu-3a/CD4, y en 5/22

marcadas con Leu-2a/CDS8.

4) Relacion ICAM-1/LFA-1. |

Para esta valoracion dispusimos de 7 biopsias y en 5 de ellas hemos
detectado una relacion clara entre quéroﬁnoc»itos ICAM-1+ y el LFA-
expresado por células inmunifarias que invadian la epidermis, especial-
mente en areas supropopi'lares'(ﬁgs 74 y 75), aunque también en las mis-
mas biopsias exisfian areas de expresion de ICAM-1 sin que se evidencie la

presencia de LFA-1en la vecindad.

Como comentario final, de los datos exiraidos de la literatura y los |
resultados obtenidos en la presente fesis, proponemos una feoria
etiopatogénica de la psoriasis. Como muchos otros autores, creemos que
la célula en la que se halla la alteracion basica de la psoriasis, donde reside
la alteracion genéfica, debe ser el queratinocito. Existen miltiples datos que
apoyan esta opihién, como el hecho de que existe hiperproliferacion
epidérmica en la piel sana psoriasica sin que alli exista apenas infiltrado.
Ahora bien, la lesion psoriasica no se produce hasta que no aparecen los
fenomenos inflamatorios, ya sean de origen inmune o no inmune. En los
mecanismos de activacién inmune, los anfigenos podrian llegar por \)io
sanguinea, unidos a células accesorias circulantes y contactar en la piel con
los linfocitos residentes, o bien podria tratarse de dnﬁgenoS/superanﬁg_enos

locales que situados sobre una célula presentadora, como los dendrocitos
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dérmicos o las células de Langerhans o, en determinadas circunstancias,
sobre las moléculas HLA-DR de los queratinocitos activados, acfivarian de
esta forma a los linfocitos T. Por otra parte, los querafinocitos pueden jugar
un importante papel en el inicio y mantenimiento de la inflamacion cutanea,
ya que son capaces de secretar multiples citocinas quimiotacticas y
proinflamatorias, las cuales pueden activar el endotelio. Esto dara lugar a la
captacion de linfocitos T memoria CD4+, VLA-4+, LFA-1+ y, probablemente,
CLA+, los cuales, a su vez, secrefaran cifocinas proinflamatorias como el
IFN-y, - la ll-l y el TNF-a. El fransporte de dichas moléculas se redlizaria 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
secretada por el queratinocito sea una de las citocinas que inicien la sefial
ya que es quimiotactica para los neutréfilos /in vivo y para los linfocitos in
vifro 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
| provocard la expresion de ICAM-1y HLA-DR por el queratinocito. La ICAM-1
facilitara la unién entre ambas células -permitiendo un intercambio de cito-
cinas-, y al mismo fiempo permitira un tipo de acfivacion del linfocito -la de-
rivadd de la inferaccion con la LFA-1-, mientras que el HLA-DR permitira la
presentacion de Ag/superanfigenos que mantendrd activado al linfocito por
su molécula CD3. Dicha interaccion dard lugar a un infercambio de
citocinas que dardn lugar por una parte a una hiperproliferacion continuada
del queratinocito y por ofra parte a una activacion matenida del linfocito. Las
citocinas psoriasicas, (defectadas en el "'medio” donde se produce la
psoriasis) son la IL-1, la IL-6, la IL-8, el TNF-o, el IFN-y y el TGF-a. Lla
activacién de las células endoteliales provendria, en defermiandos casos de
citocinas derivadas de los linfocitos circulantes y en ofros de citocinas
derivadas del propio queratinocito. Probablemente éste no sea el Onico
mecanismo que mantenga la prolfieracién del queratinocito ya que

esfimulos no inmunitarios es probable que también puedan interactuar con
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receptbres’ de membrana del queraﬁndcito qUe pongan en marcha las
reacciones infracitoplasmicas que lleven al nicleo la senal proliferativa, por
la via de las cinasas. Enire dichos esfimulos cabe destacar los
traumatismos, que probableménte faciliten también la secrecion por parte
del queratinocito de sustancias quimiotécﬁcas y den lugar de esta forma a
la atraccion de células inflamatorias. Determinados farmacos como los
~ AINE, el litio, algunos B-bloqueantes, etc, fambién pudieron desencadenar
una psoriasis por mecanismos similares. Los farmacos predominantemente
inmunomoduladores, como la Ciclosporino o los corticoides topicos,
actuaran frenando la actividad de los linfocitos, (quiza por ello el fendémeno.
de rebote, al suspenderlos, sea mads pfecoz)l mientras que los de
predominio inmunosupresor (metofrexate, PUVA) y los reductores
(alquifranes, antralina) probablemente actben mas a nivel de la

proliferacion de los queratinocitos.
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CONCLUSIONES -

1. En la epidermis psoridsica existe un incremento muy importante en la
proliferacion de queratinocitos, especialmente los suprabasales. La
proliferacion de los mismos en el centro de las placas es un 30% mayor que
en la zona de fransicion 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 histologicamente similar, incluso en el
grado de acantosis. Estos datos apoyan la hipdtesis de que el trastorno
fundamental en la psoriasis se localiza a nivel del queratinocito. En todos los

casos las diferencias son significativas desde el punto de vista estadisfico.

2. En la dermis de las 3 dermatosis estudiadas se observa un nimero
considerable de inmunocitos en fase de replicacion, lo que d_esmienfe la
hipotesis de que en las dermatosis inflamatorias los linfocitos proliferan en
el ganglio y posteriormente migran a la piel. El nOmero de células Ki-67+ en
el infilirado dérmico es mucho mayor en el liquen plano que en la psoriasis .

y que en-la neurodermitis, con diferencias significafivas.

3. En la psoriasis existe un infiltrado dérmico rico en células T, espe-
cialmente CD4+, y macréfagos (células CD68+). El CD68 se considera un
marcador para distinguir los macréfagos de las células dendriticas y con él
' se marcaron entre un 25y un 50% de las células del infilirado, incluyendo
células fusiformes, situadas entre los haces de colageno. La tincion era mas
pronunciada en las células situadas alrededor de los vasos de la dermis
superior donde algunas adoptaban morfologia dendritica. Por ofra parte,
eran escasas las células T supresoras y las células de Langerhans, que en
muchas ocasiones adoptaban un patrén nodular.

3a. A las 2 semanas de tratamiento con antralina se mantiene la
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proporcion de células Leu-3a, Leu-2a y CD68, y se reduce-el porcentaje de
células CD2 y CD1. |

~ 3b. Existen diferencias significativas en la Composicién. celular del
infiltrado dérmico éntre la psoriasis, el liquen plano y la neurodermitis. En el
liquen plano hay mayor nomero de macréfagos y de células 2a mientras

que en la neurodermitfis hay mayor nimero de células de Langerhans.

4. En la psoriasis existe un infilirado epidérmico  rico én células T,
especialmente CD4+, y células de Langerhans. Son escasas las células T
CD8+ y los macrofagos CD68+. Queremos resaltar la presencia
infraepidérmica de células CD68+ marcando células dendriticas, lo que
indica la existencia de macroéfagos a nivel intraepidérmico o, mas
probablemente, el marcaje de una célula en fase de transicion entre el
macréfago, el dendrocito dérmico y la propia célula de Langerhans. |

~ 4a. Existen diferencias estadisticas en la composicion del infiltrado
~ epidérmico entre la psoriasis, el liquen plano y la neurodermitis. En la -
psoriasis hay mayor nimero de células CD2+ (linfocitos T) y CD68+
(macréfagos) y en el liquen plano hay un mayor nomero de células OKT6+
(células de Langerhans). Las células CD68+ intraepidérmicas del liquen

plano también eran dendritcas.

5. En la dermis psoriasica alrededor del 75% de las células del infiltrado
expresaban en superficie HLA-DR y LFA-1/CD1la mienfras que la expresion
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 infilirado
(incluyendo células fusiformes y dendriticas) ademas de tedir, con mayor
intensidad, las células endofeliales.

5a. A las 2 semanas de fratamiento defectamos un aumento en-elv
porcentaje de expresion de riL-2/CD25 e ICAM-1/CD54.
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5b. Detectamos diferencias estadisticas entre la psoriasis, él .quden
plano y la neurodermitis respecto a la exprésién en dermis de marcadores.
de activacion y moléculas de adhesién. La neurodermitis era la que presen-
taba mayor expresion de HLA-DR y de LFA-1/CDTla y el liquen planb. de riL-
2/CD25 y de ICAM-1/CD54. |

6.Enla pSoriasis existe un infiltrado epidérmico en que las células expré-
san HLA-DR y LFA-1/CD1la, y es menor el nimero de células
infraepidérmicas con riL-2 +/CD25. |

6a. Existen diferencias estadisticas entre la psoriasis, el liquen plano
y la neurodermitis respecto a la expresion de riL-2/CD25, que se da
especialmente en la neurodermitis y es escasa en la psovriosis y respecto a
la de LFA-1, con mayor expresion en la psoriasis y mds escasa-en el liquen
plano.v Estas diferencias probablemente reflejen una red de citocinas y una

patogenia diferente en las 3 dermatosis.

7. Mediante la doble fincion hemos comprobado que: | _

7a. En la psoriasis, alrededor del 45% de las células proliferantes del
infiltrado dérmico son linfocitos T helper acfivados que expresan en superfi-
cie LFA-1.. También hemos defectado actividad proliferativa en - los
macréfagos dérmicos y en las células de Langerhans. |

7b. Los inmunocitos intraepidérmicos que muestran mayor acfividad
proliferativa son aquellos que expresan OKTé, LFA-1, riL-2 y HLA-DR y la me-
nor aquellos marcados con Leu-2a. o

7c. Existe yuxtaposicion infraepidérmica de varios inmunocitos y

querafinocitos en fase de proliferacion.

8. Las caracteristicas del infilirado dérmico y epidérmico en la psoriasis, con
presencia de inmunocitos que expresan HLA- DR, ICAM-1 y L2, y la
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yuxtaposicion de los mismos a queratinocitos en fase de proliferacion,

apoyan la teoria inmune en la patogénesis de la psoriasis.
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PERSPECTIVAS

1. Si realmente la alteracién basica de la psoriasis reside en el
queratinocitos, creemos que parte de los esfuerzos investigadores deben ir
encaminados a la determinacion 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 senal proliferativa, desde
los factores de crecimiento hasta la via de las cinasas, pasando pof 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 citocinas que inferaccionan con el queratinocito para inducir su
proliferacion. No se conoce con tanta precision el papel del sistema
monocito-macréfago-dendrocito-célula de Langerhans. Si realmente se
trata de la célula presentadora de anfigenos/superanfigenos en la psoriasis
y su inferaccion con el linfocito en esta dermatosis no esta bioen aclarado.

Prefendemos profundizar en este campo.

3. La psoriasis, aunque incapacitante desde el punfo de vista de la -
funcion de la piel, es una dermatosis que pdr lo general no afecta la salud
general del pacienfe. Ademdas de seguir en la bisqueda de nuevos
farmacos inmunomoduladores de aplicacion topica efectivos, tambien se
deben dirigir’ los esfuerzos en encontrar un farmaco topico antiproliferativo

eficaz. -
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