ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CELULAR
"IN SITU EN ERITEMA DISCROMICO
PERSTANS Y VITILIGO

INTRODUCCION

El Eritema Discromico Perstans
(EDP} es un desorden dermatolbgico
poco comun, caracterizado por discro-
mias persistentes maculares cenicien-
tas-grisdceas, asociadas comunmente
con un borde externo policfclico acti-
vo.(') La mayoria de los casos descri-
tos han sido en Latino-Americanos!?
(2)®
casos en dife.:ntes partes del mundo.
(4)5) Los hallazgos histologicos inclu-
yen una degeneracién hidropica o li-
quefaccion de la capa basal epidérmi-
ca, gue explicaria la “incontinencia
pigmentaria’ en la dermis. La melani-
na es fagocitada por los macrofagos,
causando la caracteristica coloracion
gris-cenicienta, Otros hallazgos histo-
patologicos incluyen edema de las pa-
pilas dérmicas y un infiltrado perivas-
cular de intensidad variable en la der-
mis papilar y sub-papilar constituido
principaimente por linfocitos e histio-
citos. Ocasionalmente, .pueden ser vis-
tos cuerpos coloides o cuerpos de Ci-
vatte. (1)(5) La ultraestructura, ines-
pecifica, incluye retraccion desmoso-
mica, vacualizacién y melanofagocito-
sis dérmica (¢

El Vitiligo es otra patologia cutanea
caracterizada por méculas depigmenta-
das, demarcadas en forma irregular y
usualmente rodeadas por pi€l hiperpig-
mentada.(?) EI proceso esencial en Viti-
ligo es la destruccion progresiva de me-
lanocitos (8)(®) Se ha descrito la pre-
sencia de un infiltrado de leve a mode-
rado linfocitico en el borde de las
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] ~l’t::l(fpgﬂ:as sugleren una importante participacionde la i lnmum
,,.;dad celular en la drscrom;a de diversns desbrdenes plgmenta-

areas depigmentadas (1°)(11)" Ademas
se han reportado variaciones en el nu-
mero de |as células de Langerhans en la
epidermis vitiliginosa.(")(ge

estudios uitraestructurales han confir-
mado la ausencia de melanocitos en
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areas de vitiligo de larga evolucion(!2)
y degeneracion de melanocitos alrede-
dor de las méculas hipopigmentadas.
(*) Los mecanismos patogénicos tanto
de EDP como de Vitiligo no son cla-
ros.
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Figura A:

Pacients con Eriteama Discrémico Perstans,
donde se aprecian las t{picas manchas ceni-
cientas, con su borde sxterno policiclico,
bien definido.

Figura B:

Manchas gris pizarra, localizadas en la espalda de un paciente con

Eritema Discrémico Perstans.

Figura C:
Vitiligo: Méculas acrdmicas de distribucitn simétrica, tipicas de ls
enfermedad.
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Ya que el EDP y el Vitiligo han sido
asociados con desérdenes del sistema
inmune(®X(7) hemos estudiado las in-
terrelaciones de {a inmunidad celular,
analizando las subpablaciones de célu-
las mononucleares en la piel de pacien-
tes con estas enfermedades, usando
técnicas de immunoperoxidasa y anti-
cuerpos monoclonales.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes:

Basandose en criterios clinicos e
histologicos se caracterizaron tanto a
los pacientes de EDP {n=10) como a
los de Vitiligo (n=5)(1)(**)(1%), La du-
racién de la enfermedad varié de 10
meses a 6 aios en EDP y de 2 semanas
a 4 afios en Vitiligo. La edad media +
DS fue de 33 * 24 aiios en EDP y de
31 £ 22 anos en Vitiligo.

Bajo anestesia local (xilocafna 29/0)
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Figura D:

Figura E:
Eritama Discrémico Perstans; H.E. 200X.

Se obsarva la degeneracion por licliefaccion de la capa basal epidér-
mica, la calda de pigmento hacia la dermis y el infiltrado perivas-
cular leve en dermis supsrior constituido principalments por linfo-
citos o histiocitos, tfpico de la enfermedad.

se realizaron biopsias con bisturi {10x
15mm) y con “‘sacabocado” {5mm en
diametro), de ias lesiones y de piel no
lesionada. Las lesianes de piel no lesio-
nada fueron tomadas usualmente de
un 4rea distante, no expuesta al sol.
Biopsias de piel normal (n=4), tam-
bién fueron tomadas de voluntarios sa-
nos sin patologia cutanea evidente. Pa-
ra los estudios de inmunoperoxidasa,
las biopsias de piel fueron embebidas
en OCT {(Lab Tek, Miles Labs, Inc.,
U.S.A.), congeladas en Nitrdgeno Ii-
quido (N5lig) y almacenadas a —20°C
hasta su uso.

Anticuerpos Monoclonales:

Anticuerpos monocionales bien ca-
racterizados fueron diluidos en una so-
lucion bufer-fosfato salina modificada
a pH 7.2 (PBS)(*®). Estos anticuerpos
reconocen los marcadores de células
mononucleares para las siguientes sub-
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Manchas acrébmicas, de bordes bien definidos, con localizacion
acral t{pica de los pacientes con Vitiligo. '
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poblaciones:(’’)  T-Supresores/Cito-
toxicos (CDB=Leu-2, dil 1:100), Pan
T (Leu-4, dil 1:100), células de Lan-

.gerhans (CD1=Leu-6, dil 1:100), T -

Supresores (Leu-15, dil 1:25), Macroé-
fagos (Leu-M3, dil 1:50), adquiridos
de Becton Dickenson, Inc., US.A.; T -
Cooperadores (CD4=0KT4, dil 1:50),
ddquiridos de Ortho Diagnostics, Inc.,
US.A.; HLA-DR (12, dil 1:100), ad-
quirido de Coulter Cione inc., U.S.A.;
Interieucina-2 {IL2, dil 1:100), recep-
tor de Interleucina-2 {CD22=TAC, dil
1:5000) donado por el Dr. S. Gillis
(Immunex Corp, Seatle, U.S.A.); célu-
las asesinas naturales {natura! killer=
NK)} (B73.1, dil 1:100) y Gamma In-
terferon (B133.3, dil 1:100) donado
por el Dr. G. Trinchieri {The Wistar
Institute for Anatomy and Cell Biolo-
gy, Philadelphia, U.S.A.).

Procedimiento de Marcaje por
Inmunoperoxidasa:

Cortes congelados (Suym) fueron
realizados con un criostato, se dejaron
secar al aire durante ia noche antes de
realizar la inmunotincion. Se tifieron
algunos cortes con hematoxilina-eosina
{H&E).

La inmunotincién se realizé de
acuerdo a la técnica de inmunoperoxi-
dasa de avidina-biotina (ABC)(*8) con
cortes tratados de la siguiente manera:
1.) Fijacion en acetona, 10 minutos:
2) PBS, 5 minutos; 3.} Anticuerpo
monocional primario {dilucibn 6pti-
ma), 15 minutos; 4.) PBS, 5 minutos;
5.) 1gG de caballo antirraton biotinada
{Vector Labs, Inc.,, U.S.A.) 1:30 en
P8BS (50ug/ml), 15 minutos; 6.) PBS, 5
minutos; 7.) ABC {Vectastain kit, Vec-
tor Labs, Inc,, U.S.A)) 1:100, 15 mi-

Figura F:

Vitiligo, borde de
lesion; H.E. 200X,
Se observa el
infiltrado leve de
predominio
linfoc(tico, propio
del borde de Ias
areas
depigmentadas.

nutos; 8.) PBS, b minutos; 9.) Revela-
do por 10 minutos con S0uM H,05 v
3-amino-9-ethylcarbazole (concentra-
cion final de 0.88mM) que fue a su vez
disuelto en 50 mM de N-N-dimethyl-
formamide en 0.1 M de bufer-acetato,
pH 5.2; 10.) Lavado en agua; 11.) Tin-
cion de contraste con hematoxilina de
Mayer y montaje en gelatina glicerina-
da.

Los controles consistieron en la
omision del anticuerpo primario.

Cuantificacion de células mononuclea-
res: '

. El contaje celular fue realizado
usando un microscopic de luz con un
ocular con escala milimetrada (Carl
Zeiss, Germany), para determinar- el
nomero de células/mm? de infiltrado
dérmico o epidérmico. Sélo las células
gue mostraron una inmunotinciéon ma-

~ rrén-rojiza y un ntcleo visible fueron

contadas como positivas. Los porcen-
tajes fenotipicos en los infiltrados dér-
micos fueron calculados asumiendo
que existen 3600 células/mi? de infil-
trado.(*®

Analisis Estadistico:

La cuantificaciébn celular fue expre-
sada como la media * DS por mm? de
infiltrado dérmico o epidérmico.

Los andlisis estadisticos fueron rea-
lizados usando el test de suma de ran-
gos de Wilcoxon.

RESULTADOS

Los analisis histologicos de la piel
de las dos patologias confirmaron el
diagnostico de EDP y de Vitiligo.

’

Los estudios inmunocitogquimicos
mostraron una alta densidad de céluias
mononucieares marcando el fenotipo
Leu4, Leu-2, OKT4 y Leu-M3 en el
infiltrado dérmico de pacientes con las

“dos enfermedades (Tabla 1}). Los linfo-

citos - T que poseian el fenotipo Leu-2
tendfan a organizarse en la periferia de
los infiltrados, mientras que ios linfoci-
tos OKT4 +, presentaron mayor locali-
zacion hacia el centro (Fig. 1a, b). La
observacion mas importante fue una
acumulacion selectiva de linfocitos - T
Leu-4 + Leu-2 +, Leu-15 —, en la epi-
dermis, principaimente en la capa ba-
sal y hacia la capa de Malpighio, en le-
siones de EDP y de Vitiligo activo.
Linfocitos Leu-15 +s6io se observaron
en los infiltrados dérmicos. La acumu-
lacién de linfocitos - T en la capa basa!
de la epidermis fue generalmente ob-
servada en las dreas de ““incontinencia
pigmentaria’ y en las dreas depigmen-
tadas del Vitiligo (Fig. 2, 3. Tabla Il).
Células T - Citotdxicas, pero en mucho
menor namero, fueron también obser-
vadas en la epidermis de los controles
sanos, sin embargo su densidad era mu-
cho mayor en las lesiones de ambas en-
fermedades.

Ademas, se observé un aumento en
el nimero de las células de Langerhans
epidérmicas, Leu-6 + en algunos casos
de ambas enfermedades (Fig. 4. Tabla
t1). En EDP habfa también células den-
driticas Leu-6 + dentro del infiltrado
dérmico, generalmente adyacente al
pigmento mel4nico (Fig. 5).

La relacion CD4/CD8 en ambés pa-
tologias, tanto en lesién como en piel
no resultd significativamente diferente
{Fig. 6, Tabla I). Sin embargo, valores 7
menores de 1 solo se observaron en las
lesiones de ambas enfermedades.

Los mac:rbfagos Leu-M 3+ ocuparon
aproximadamente el 1090 del infiltra-
do en ambas enfermedades {Tabla I).

Los linfocitos que expresaban el an-
tigeno de superficie para TAC, IL2 y
gamma interferén eran muy poco fre-
cuentes en los infiltrados dérmicos,
tanto en EDP como en Vitiligo, En
forma similar, observamos pocas célu-
las expresando el marcador 873,1 de
las células asesinas naturales {NK), pe-
ro algunas se localizaban en la capa ba-
sal epidérmica de las lesiones.
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TABLA |

Densidades de células mononucleares en los infiltrados dérmicos de lesiones
de eritema discromico perstans {EDP), vitiligo (VL), piel no lesionaca de
- pacientes vitiliginosos (PPV) y piel normal control (PN)

AR EDP PN p VL PPV p
Monoclonal .

CD4=0KT4 12862252 845+256 - <.05 7112318 795+400 NSb
CD8=Leu-Z2 1118355 594+302 <01 7273491 722+394 NS

Leu-5 1589+342 819441 <05 571135 527104 <05
Leu-4 15884342 819+441 <05 - 8601391 803298 NS

Leu-M3 405153 344185 NS 381+185 569+133 NS

CD4/CD8 1.2320.37 1.5220.31 NS 1.2930.69 1.17+0.30 NS

a NOmero de células/mm? en el infiltrado dérmico * la desviacion estandar.
b NS= No significativo.

TABLA Il

Densidad de células mononucleares en la epidermis de lesiones de eritema
discromico perstans (EDP), vitiligo (VL), piel no lesionada vitiliginosa (PPV)
y piel normal control (PN)

Anticuerpo EDP PN p VL PPV p
Monoclonal

CD1=Leu6 108449052 658:265 <05 B57+333 842+330 NSP
CD8=Leu-2 113+85 416 <05 40422 119 <05

a Numero de células por mm? de epidermis.
b NS=No significativo.
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DISCUSION

La presencia de linfocitos - T con el
fenotipo T - supresor/citotéxico en la

.union dermoepidérmica y dentro de la

epidermis ha sido previamente descrito
en lesiones tempranas de psoriasis 20

1) |upus eritematoso 20) |iquen pla-
no(x_))(n)(”), dermatitis atgpica ¥y
en el epitelio duodenal en- pacientes
con dermatitis herpetiforme.(3¥) En
forma similar estos grupos de células T
han sido también observados en |a epi-
dermis de piel normal(%) y en el epite-
lio intestinal(*®), sugiriendo que estas
células sean epiteliotropicas. Sin em-
bargo, el observado aumento de estas
células en las lesiones es una fuerte
evidencia de un posible rol fisiolégico,
bien como células de vigilancia o como
participes del proceso patogénico que
altera el melanocito u otra célula epi-
dérmica.

Este estudio mostro una acumula-
cién selectiva de linfocitos - T Leu-2 +
en la capa basal epidérmica de estas
dos patologias cutaneas no relaciona-
das. Ademas, e! uso en este estudio de
un anticuerpo monoclonal nuevo, Leu-
15, que permite la diferenciacion de T-
supresores de las subpoblaciones T-
citotoxicas(?7N8N?®) ayudé a la
identificacion de estas células epidér-
micas Leu-2 +como linfocitos T - cito-
toxicos, ya que células Leu-15 +nose
observaron en la epidermis. También
hemos observado que el anticuerpo

Figura 1a:

Colaracién Leu-2 en ol infiltrado de Eritema
Discrémico Perstans. Las células que marca-
ron positivas para el fenotipo Supresar/Cito-
téxico, tendian a organizarse hacia la perife-
ria del infiltrado.

X 500, escala de ia barra=20um.
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Figura 1b:
Coloracion OKT4 en el infiltrado de Eritama Discr6mico Perstans. Las células con el fenati-
po de cooperadoras se distribuyeron por el infiltrado (anillos pequedios oscuros).

X 500, escala de 1a barra=20um. .
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Figura 2:

Coloracidn Leu-2 en la epidermis de una lesion de Eritemna Discro-
mico Perstans. Células positivas (marcadas con flechas) se observan

en la capa basal y en la capa de Malpighio.
X 500, escala de la barra=10pm.

Figura 3:

Coloraciébn Leu-2 en )a epidermis de una lesibn reciente {4 me-
ses) de Vitiligo. Una acumulacién en la capa basal epidérmica

con algunas en la dermis.
X 500, escala de la barra=1 Opm.

Leu-15 hace reacciones Cruza_das con
algunas células dendriticas epidérmi-
cas, mas probablemente células de
Langerhans gue se encuentran aumen-
tadas en los dos desordenes cutaneos
estudiados. Estas cétulas dendriticas
Leu-15 + podrfan constituir un subgru-
po funcional diferente de céiulas inmu-
nes epidérmicas.

La distribucién topografica de las
células T - Supresoras/Citotoxicas y de
los linfocitos Cooperadores en el infil-
trado dérmico observado en EDP y en
los casos de Vitiligo es similar a aquél
visto en los granulomas de pacientes
con lepra tubercuioide(*®), sugiriendo
que este hallazgo pueda ser tipico de
infiltrados con una buena respuesta de
actividad inmunoldgica. Si aceptamos
la idea, de la piel como un érgano “‘in-
munologico mayor"(”), la presencia
de células T - Citotoxicas en la epider-
mis normal y su aumento en diversas
patologias cutadneas, sugiere la posible

Figura 6:

Relacion entre célu-
las TV-cooperadoras/
Tsupresoras en pa-
cientes con Eritema
Discréomico Pers-
tans, Vitiligo, piel
no lesionada de pa-
cientes con vitiligo
vy piel normal con-
trol.

Figura 4:

Coloracioén Leu-6 en la epidermis de piel vitiliginosa. Los cuerpos y
las dentritas de las células de Langerhans son claramente inmuno-

tenidas.

X 500, escala de la barra=10pm.

Figura 5:
Coloracibn Leu-6 en Ia dermis de Eritema Discrémico Perstans,
Las células con el fenotipo Leu-6 {flechas) se encuentran general-
mente adyacentes al pigmento melinico {puntas de flechas).

X 500 escala de 1a barra=10pm,
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importancia de este subgrupo celular
en las etapas tempranas y mas activas
de la respuesta inmune. Nosotros pro-
ponemos un posible modelo inmuno-
logico (Fig. 7} para tratar de explicar
la posible secuencia de eventos en las
enfermedades estudiadas, donde tas cé-
lulas epidérmicas sa encuentran envuel-
tas. Nuestras observaciones sugieren
que una posible causa de la discromia
en las enfermedades liquenoides sea un
factor o grupo de factores, todavia por
establecerse, que actuarian localmente
eliminando la normal faita de respues-
ta antigénica de los melanocitos como
es sugerido por la presencia de anti-
cuerpos contra los melanocitos en el
suero de pacientes con Vitiligo(32), De
esta forma proponemos a las células de
Langerhans como células presentado-
ras de antfgeno y a los linfocitos T -
Citotéxicos como células efectoras,
que pueden selectivamente danar los
melanocitos.
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Figura 7:

Una hipbtesis posible de |a
naturaleza inmunolbgica de
varios desdrdenes epidérmi-
cos:

1.- Los linfocitos T presen-
tes en ia piel normal, pro-
bablemente funcionen co-
mo células de inmuno-vigi-
lancia.

2.- Cuando apareca un des-
orden gpidérmico, un sub-
grupo de linfocitos T inte-
raccionan con células de
Langerhans y/o con macro-
fagos.

3.- Después de desarrollarse
una respuesta inmune bajo
la forma de un infiltrado
dérmico, células T-Cito-
toxicas migran s la epider-
mis, donde atacardn y des-
truirdn los melanocitos vy
otros tipos celulares.

L.C= Célutas de Langerhans, Tc= Células T-Citotoxicas. M= Melanocitos.
mé = Macrofagos. Ts=— Células T-Supresoras. Th= Células T-Cooperadoras

K= Queratinocitos
113: 755-766, 1977.

10. Bazek, A, Balas, D, Bazek, J: Maladie
de Vogt-Koyanagi-Harada. Ann Derma-
tol Venereol 104: 849853, 1977.

11. Norlund, JJ, Albert, D, Forget, B: Halo
nevi and the Vogt-Koyanagi—Harada
syndrome. Arch Dermatol 116: 690
692, 1980.

12, Birbeck, MS, Breathnach, AS, Everall,
JD: An electron microscope study of
basal melanocytes and high level clear
cells {Langerhans cells) in vitiligo. J.
Invest Dermatol 37: 5164, 1961,

13. Riley, RA: A study of the distribution
of epidermal dentritic cells in pigmen-
ted and unpigmented skin., J Invest
Dermatol 48: 28-38, 1967.

14. Lerner, AB: Vitiligo. J Invest Dermatol
32:.285-310, 1959,

15. Pinkus, H: Vitiligo-what is it? J Invest
Dermatol 32: 281-284, 1959.

16. Hofman, FM, Billing, RYJ, Parker, JW,
Taylor, CR: Cytoplasmatic as opposed
to surface la antigens expressed on hu-
man peripheral blood lymphocytes and
monocytes. Clin Exp Immunol 49:
355-363, 1982.

17. Bernard, A, Bernstein, [, Boumsell, L,
Dausset, J, Evans, R, Hansen, J, Hay-
nes, B, Kersey, J, Knapp, W, Mc Mi-
chaei, A, Milstein, C, Reinherz, E,
Ritts, RE, Schlossman, SF: Commitee
on human leukocyte differentiation an-
tigens: IUIS-WHQ Nomenclature Sub-
commitee. BUlWHO5: 809-811, 1984.

18. Hsu, S-M, Raine, 1, Fanger, H: Use of
avidin-biotin-peroxidase complex
{ABC) in immunoperoxidase techni-
ques. J Histochem Cytochem 29: 577-
580, 1981.

19. Modtin, RL, Hofman, FM, Horwitz,
DA, Husmann, LA, Gillis, S, Taylor,
CR, Rea, TH: In situ identification of
cells in human teprosy granulomas with
monoclonal antibodies to interleukin-2
and its receptor. J Immunol 132:
3085-3090, 1984,

20. Bjerke, JR: Subpopulations of moro-
nuclear celis in lesions in psoriasis, li-
chen pianus and discoid lupus erythe-
matosus studied using monoctonal anti-
bodies. Acta Dermato Venereol {Sto-
ckn} 62: 477483, 1982.

21. Hammar, H, Gu, S-Q, Johannesson, A,
Sundkvist, K-G, Biberfeld, P: Subpopu-
lations of mononuclear cells in micros-
copic lesions of psoriatic patients. Se-
lective accumulation of suppressor/cy-
totoxic T cells in epidermis during the
evolution of the skin. J Invest Derma-
tol 83:416-420, 1984.

22. De Panfilis, G, Manara, GC, Ferrari, C,
Manfredi, G, Allegra, F: Imbalance in
phenotypic expression of T cell subpo-
pulations during different evolutional
stages of lichen planus lesions. Acta
Dermato venereol (Stockni 63: 369-
375, 1983.

23. Buechner, SA: T cell subsets and ma-
crophages in lichen planus. In situ iden-
tification using monoclonal antibodies
and histochemical techniques. Derma-
tologica 169: 325-329, 1984.

24, Rocha, C, de Maubeuge, J, Sarfati M
Song, M, Delespesse, G: Characteriza-
tion of cellular infiltrates in skin le-
sions of atopic eczema by means of
monoclonal antibodies. Dermatologica
169: 330-338, 1984.

25. Ljunghall, K, L&of, L, Forsum, U,: T
lymphocyte subsets in the duodenal



;\‘. .;J‘ ]
.“" -
|

*

! 26.
o

\

1.

1

L 27.
{

L

epithelium in dermatitis herpetiformis.

Acta Dermato Venereol {Stockn) 62:

485489, 1982.

Jannosy, G, Tidman, N, Selby, WS,
Thomas, JA, Grenger, S, Kung, PC,
Goldstein, G: Human T tymphocytes
of inducer and suppressor type occupy
different microenvironments. Nature
288: 81-84, 1980.

Landay, A, Clement, LT, Grossi, CE,
Gartland, GL: Morpholigic and pheno-

29,

30.

typic features of the subpopulations of
Leu-2+ cells that suppresses B cell di-
fferentiation. J Immuno! 133: 2461-
2468, 1984.

Clement, LT, Dagg, MK, Landay, A:
Characterization of human limphocyte
subpopulations: alloreactive cytotoxic
T-lymphocyte precursor end ‘effector
cells are phenotypically distinct from
Leu-24 suppressor cells, J Clin immu-
nol 4: 395402, 1984.

Modlin, RL, Hofman, FM, Taylor, CR,

31.

32.

Rea, TH: T lymphocyte subsets in the
skin of lesions of patients with leprosy.
J Am Acad Dermatol 8: 182-189, 1983.

Edeison, RL, Fink, JM: The immuno-
logic function of the skin. Sci Am 252:
3441, 1985.

Naughton, GK, Eisinger, M, Bystryn,
JC: Detection of antibodies to melano-
cyes in vitiligo.by specific imfunopre-
cipitation. J Invest Dermatol 81: 540
542, 1983.

Y anm

INFORME PRELIMINAR SOBRE
RESULTADOS OBTENIDOS POR LA APLICACION
DEL L.N 2 MAS RIFAMPICINA
EN HERPES SIMPLE RECURRENTE

10 pacientes con Herpes Simple Re-
currente con cronicidad regular se tra-
taron con la aplicacidn de nitrogeno
liquido mds Rifampicina topica.

Los pacientes 3 afos después del
tratamiento se encuentran asintomati-
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