
ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CELULAR
IN SITU EN ERITEMA DISCROM leo

PERSTANS y VITILIGO

Pérez A., R.
Henrtquez A., J. J.
Gross, A.
Tapia, F. J.
Mosca, W. y
Convit, J.

INSTITUTO DE BIOMEDICrNA
Caracas

DERMATOLOGIA VENEZOLANA · 89

\!DLZ\f rCf te

áreas de vítiligo de larga evoluclónl12)
Y degeneraci ón de melanocitos alrede
dor de las máculas hipopigmentadas.
(9) Los mecanismos patoq énicos t.anto
de EDP como de Vitiligo no Son cla
ros.
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áreas depigmentadas.cIO) ( 11 )' Además
se han reportado variaciones en el nú
mero de las células de LaQ.!Jerhans en la
epidermis vitiliginosa.(7 )(.12X13 ) Los
estudios ultraestructurales han confir
mado la ausencia de melanocitos en

INTRODUCCION

El Eritema Discrómlco Perstans
(EDP) es un desorden dermatológico
poco común, caracterizado por discro
mías persistentes maculares cenicien
tas-qriséceas, asociadas comúnmente
con un borde externo polictclico acti
VO.(I) La mayoría de los casos descri
tos han sido en Latino-Americanos( 1 )

(2}(3) sin eml,argo se han reportado
casos en diíe, entes partes del mundo.
(4)(5) Los hallazgos histológicos inclu
yen una degeneración hidrópica o li
quetacción de la capa basal epidérmi
ca. que explicaría la "incontinencia
p igmentaria" en la dermis. La melani
na es faqocitada por los macrófagos.
causando la característica coloración
gris-cenicienta. Otros hallazgos histo
patológicos incluyen edema de las pa 
pilas dérmicas y un infiltrado perivas

cular de intensidad variable en la der
mis papilar y sub-papilar constituido
principalmente por linfocitos e histio
citos. Ocasionalmente, .pueden ser vis
tos cuerpos coloides o cuerpos de Ci
vaneo (1)(5) La ultraestructura ines
pecífica, incluye retracción desrnosó 
mica, vacuolizaci6n y meJanofagocito
sis dérmica .(6)

El Vit iligo es otra patología cutánea
caracterizada por máculas depiqrnenta
das, demarcadas en forma irregular y
usualmente rodeadas por piel hiperpiq
mentada. (7) El proceso esencial en Viti
ligo es la destrucc ión progresiva de me
lanocitos.(B)(9) Se ha descrito la pre
sencia de un infiltrado de leve a rnode
rado linfocrtico en el borde de las
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Figura B:
Manchas gris pizarra, localizadas en la espalda de un paciente con
Eritema Oiscr6mico Pe~t21ns.

se realizaron biopsias con bisturí (1Ox
15mm) y con "sacabocado" (5mm en
diámetro), de las lesiones y de piel no
lesionada. Las lesiones de piel-no lesio 
nada fueron tomadas usualmente de
un área distante, no expuesta al sol.
Biopsias de piel normal (n=4I, tam
bién fueron tomadas de voluntarios sa
nos sin patología cutánea evidente. Pa
ra los estudios de inrnunooeroxidasa,
las biopsias de piel fueron embebidas
en OCT (Lab Tek, Miles Labs, lnc.,
U.S.A.), congeladas en Nitrógeno Ij

quido (N2Iiq) y almacenadas a -2O"C
hasta su uso .

Anticuerpos Monoclonales:

Anticuerpos monoclonales bien ca
racterizados fueron diluidos en una so 
lución bufet-fosfato salina modificada
a pH 7.2 (PBS)( 16). Estos anticuerpos
reconocen los marcadores de células
mononucleares para las siguientes sub-

FigUra O:
Manchas acr6micas, de bordes bien definidos, con localiuclbn
acral tfpica de los pacientes con Vitiligo.

Pacientes:

Basándose en criterios clínicos e
histológicos se caracterizaron tanto a
los pacientes de EDP (n=101 como a
los de Vitiligo (n=51(1)(14)(15). la du 
ración de la enfermedad varió de 10
meses a 6 años en EDP y de 2 semanas
a 4 años en Vitiligo. La edad media :t

OS fue de 33 :t 24 años en EDP y de
31 :t 22 años en Vitiligo.

Bajo anestesia local (xilocatna 2%1

MATERIALES Y METOOOS

Ya que el EDP y el Vitiligo han sido
asociados con desórdenes del sistema
inrnunel,5)(7) hemos estudiado las in
terrelaciones de la inmunidad celular,
analizando las subpoblaciones de célu
las mononucleares en la piel de pacien
tes con estas enfermedades, usando
técnicas de inrnunoperoxidasa y anti
cuerpos monoclonales.

Figura A:
Paciente con Eritema Oiscr6mico Pantans,
donde se aprecian las tlpicas manchas ceni
cientas, con su borde externo poIicfclico,
bien definido.

•

Figura C:
Vitiligo: M~culas actómicas de distribuci6n simétrica, trpicas de l.
enfermedad.

~ -- . , ~ . . .. ~ I

v:· "

Figura E:
Eritltma Discr6mico Perrtans; H. E. 200X.
Se observa la degeneracibn por licúefacci6n de la capa basal epidér
mica, la ca(da de pigmento hacia la dermis y el infiltrado perillas
eular leila en dermis superior constituido principalmena por linfo
citos e histicx:itos, tfpico de la enfermedad.
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poblecionssI17) T-Supresores/Cito
tóxicos (CDB=Leu-2, dil 1:100). Pan
T (Leu-4, di! 1 :100}. células de Lan-

. gerhans (CD1=Leu-S, dil 1 :1001, T 
Supresores (Leu·15, dil 1:25), Macró
fagos (Leu-M3, dil 1:50). adquiridos
de 8ecton Dickenson, lnc., U.S.A.; T
Cooperadores (CD4=OKT4, dil 1 :50),
adquiridos de Ortho Diagnostics , lnc.,
U.S.A.; HLA-DR (12, dil 1 :100), ad
quirido de Coulter Clone lnc., U.S.A.;
Interleucina-2 (1 L2, dil 1:100), recep
tor de Interleucina-Z (CD22=TAC, dil
1 :50001 donado por el Dr. S. Gillis
(Immunex Corp, Seatle, U.S .A.I; célu
las asesinas naturales (natural killer=
NKI (B73.1, dil 1 :100) y Gamma In
terferón (8133.3, dil 1: 100) donado
por el Dr. G. Trinchieri [The Wistar
lnstitute for Anatomy and Cell Biolo·
sv. Philadelphia, U.S.A.).

Procedimiento de Marcaje por
Inmunoperoxidasa:

Cortes congelados (5~m) fueron
realizados con un criostato, se dejaron
secar al aire durante la noche antes de
real izar la inrnunotinción. Se tiñeron
algunos cortes con hematoxilina-eosina
(H&EI.

La inmunotinción se realizó de
acuerdo a la técnica de inmunoperox i
dasa de .avidina-blonna (ABC)(18) con
cortés tratados de Ia siguiente manera:
1.1 Fijación en acetona, 10 minutos;
2.) PBS, 5 m inutos; 3.1 Anticuerpo
monoclonal primario (dilución ópti
ma), 15 minutos ; 4j PBS, 5 minutos;
5.) IgG de caballo antirratón biotinada
(Vector Labs , lnc., U.S.A.) 1 :3 0 en
PBS (50~g/ml), 15 minutos ; s.: PBS, S
minutos; 7.) ABC (Vectastain kit, Vec
tor Labs, lnc ., U.S.A.I 1:100, 1S mi·

Figura F :
Vitiligo, borde de
lesión; H.E. 200X.
Se observa el
infiltrado leve de
predominio
linfocCtico, propio
del borde de las
áreas
depigmentadas.

nutos; 8.) PBS, S minutos; 9.1 Revela
do por 10 minutos con 90~ M H202 Y
3-amino·9-ethyl-carbazole (concentra
c ión final de O.B8mM) que fue a Su vez
disuelto en SO mM de N-N-dimethyl.
formamide en 0.1 M de bufer-acetato,
pH 5_2; 10.) Lavado en agua; 11.1 Tin
ción de contraste con hematoxilina de
Mayer y montaje en gelatina glicerina
da .

Los controles consistieron en la
omisión del anticuerpo primario.

Cuantificación de. células mononuclea
res:

El contaje celular fue realizado
usando un microscopio de luz con un
ocular con escala milimetrada (Carl
Zeiss, Gerrnanvl, para determinar el
número de c élules/rnm" de infiltrado
dérmico ~ epidérmico. Sólo las células
que mostraron una inmunotinción ma
rrón-rojiza y un núcleo visible fueron
contadas como positivas. Los p orcen
tajes fenotípicos en los infiltrados dér
micos fueron calculados asumiendo
que existen 3600 células/min2 de infil-
trado.c19) _

Anál isis Estadístico:

La cuantificación celular fue expre
sada como la media :t OS por mm 2 de
infiltrado dérmico o epidérmico.

Los análisis estadísticos fueron rea 
lizados usando el test de suma de ran
goS'de Wilcoxon.

RESULTADOS

Los análisis histológicos de la p iel
de las dos patologías confirmaron el
diagnóstico de EDP y de Vitiligo.

Los estudios inmunocitoqu (rnicos
mostraron una alta densidad de células
mononucleares marcando el fenotipo
Leu-4, Leu-2, OKT4 y Leu·M3 en el
infiltrado dérmico de pacientes con las

. dos enfermedades (Tabla 11. Los linto
citos - T que poseían el fenotipo Leu-2
tendían a organizarse en la periferia de
los infiltrados, mientras que los linfoci
tos OKT4 +, presentaron mayor locali 
zación hacia el centro (Fig . la, b) . La
observación más importante fue una
acumulación selectiva de linfocitos - T
Leu·4 +, Leu-Z +, Leu-15 - , en la epi
dermis, principalmente en la capa ba o
sal y hac ia la capa de Malpighio, en le
siones de EDP y de Vitiligo activo.
Linfocitos Leu ·15 + sólo se observaron
en los infiltrados dérmicos. La ecurnu
lación de linfocitos· T en la capa basal
de la epidermis fue generalmente ob
servada en las áreas de "incontinencia
pigmentaria" y en las áreas depigrnen
tadas del Vitiligo (Fig. 2, 3. Tabla 111.
Células T - Citotóxicas, pero en mucho
menor número, 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.

Además, se observó un aumento en
el número de las células de Langerhans
epidérmicas, Leu-S +, en algunos casos
de ambas enfermedades (Fig. 4. Tabla
111. En EDP habra también células den
dr(ticas Leu-6 + dentro del infiltrado
dérmico, generalmente adyacente al
pigmento melán ico (Fig. 51.

La relación CD4/CDB en ambás pa
tologías, tanto en lesión como en piel
no resultó significativamente diferente
(Fig. 6, Tabla 11. Sin embargo, valores
menores de 1 sólo se observaron en las
lesiones de ambas enfermedades.

Los macrófagos Leu-M 3+ ocuparon
aproximadamente el 1Dala del infiltra 
do en ambas enfermedades (Tabla 11.

Los linfocitos que expresaban el an
tígeno de superficie para TAC, IL2 Y
gamma interferón eran muy poco freo
cuentes en los infiltrados dérmicos,
tanto en E DP como en Vitiligo. En
forma similar, observamos pocas célu
las expresando el marcador B73,1 de
las células asesinas naturales IN K}, pe
ro algunas se localizaban en la capa bao
sal epidérmica de las lesiones.
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Anticuerpo
EDP PN VL PPV

Monoclonal
p p

CD4=OKj4 1286 ±225a 845±~56 <'05 711±318 795±400 NSb

CD8==Leu-2 1118±355 594±302 <'01 727±491 722±394 NS

Leu·5 1589±342 8l9±44l <'05 571±135 527±104 <05

Leu-4 1589±342 819±441 <05 860±391 803±298 NS

Leu·M3 405±153 344±85 NS 381±185 569±133 NS

CD4/CD8 1.23±0.37 1.52±O.31 NS 1.29±O.69 1.17±O.30 NS

a Número de células/rnrn'' en el infiltrado dérmico ±Ia desv iac ión estánda r.
b NS= No significativo.- TABLA II

l'

I..

DISCUSION

La presencia de linfocitos - T con el
fenotipo T - sup resor/citotóxico en la

\ un ión de rmoepidérmica y dentro de la
ep idermis ha sido prev iamen te descrito
en lesiones tempranas de psorias is(20)
(11), lupus er itematoso( 20 ), liquen pla
no(~ )(11 )(:1.3 ), dermatit is_atópica(H) y
en el ep itel io duodenal en - pac ientes
con dermatitis herpetiformeJ15) En
forma sim ilar estos grupos de células T
han sido también observados en la ep i
dermis de piel normal (10) y en el ep ite
lio intesti nal(16), sug iriendo que estas
células sean ep itel iotrópicas. S in em
bargo , el observado aumento de estas
células en las lesiones es una fuerte
evidenc ia de un pos ible rol fisiológico,

. bien como células de vigilanc ia o como
partíc ipes del proceso patogénico que
altera el melanocito u otra célula ep i
dérmica .

Este estudio mos tró una acumula
ción selectiva de linfoc itos - T Leu -Z +
en la capa basal epidérmica de estas
dos patologías cutáneas no relac iona 
das. Además, el uso en este estudio de
un anticuerpo monoclonal nuevo, Leu
15, que pe rmite la diferenciación de T
sup resores de las subpoblaciones T
ci to tóxicas( n X18)(19), ayudó a la
identi ficac ión de estas células ep idér 
m icas Leu-2 +como linfoc ito s T . cito
t óxicos, ya que células Leu·15 + no se
observaron en la epidermis. También
hemos observado que el anticuerpo

Figura lb:
Coloración OKT4 en el infiltrado de Eritllma Discr6mico Pentans. Las células con el fenot i·
po de cooperadoras se distribuyeron por el infiltr ad o (anillos pequeños oscurosl .
X 500, esCala de la barra=20lIm.
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Densidades de células mononucleares en los infiltrados dérmicos de lesiones
de eritema discrómico perstans (EDPI, vitil igo (VLI , piel no lesionada de

. pacientes vitilig inosos (PPV) y piel normal control (PNI

TABLA I

Densidad de células mononucleares en la epidermis de lesion es de eritema
discrámico perstans (EDPl. vitiligo (VL), piel no lesionada vitiliginosa (PPV)

y piel normal control (PNI

Anticuerpo EDP PN p VL PPV p
Monoclonal

CD1=Leu·6 1084±905a 65B±265 <05 857±33j 842±330 NSb

CD8=Leu·2 l13±85 4±6 <05 40±22 11±9 <05

a Número de células por mm? de ep idermis.
b NS=No significativo.
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Fioura la :
Coloración Leu -2 en el infi ltra do de Er itema
Discr6mico Perstans. Las células que milrca
ron posit ivas para el fenotipo Supresor/Cito
tóxico, tlIndfan a organizilrH hacia la perife
ria del infiltrado.
X 500, escala de la bilmr=20Ilm.

1



•

T

1

i
I

r¡

'1

..

,~

~., t. ~.. ~

"f;( IIY • " . T
, r ' LA . . ( ,;.....~. _ ...b_ .. ~._.

figur41 2:
Coloración Leu-Z en la epidermis de una lesión de Eritema Oi5Cl'ó,
mico Perstans. Célul815 positivas (marcadas con flechas) se observan
en la capa basal y en la capa de Malpighío.
X 500, escala de la barra=o10"m.

Figura 4:
Coloración Leu-ó en la epidermi5 de piel YitiliginD58. Los cuerpos y
las denttitas de las células de Langerhans son claramente inmuno
teñidas.
X 500, escala de la barra=TO"m.
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Figura 5 :
Coloracibn Leu-ó en la dermis de Eritema Discrbmico Perstans.
Las células con el fenotipo Leu-ó /fleches) se encuentran general.
mente adyacentes al pigmento rnalánieo 1puntas de flechasl.
X 500 eScala de la barra=TO~m,

Figura 6:
Relación ,ont.. célu
las T-cooperadoras!
T-S Upt'8SOt'as en pa 
cientes con Eritema
Oiscrámico Pers
taos, Vitiligo, piel
no I~onada de pa
cientes con yitiligo
y piel normal con
trol.

Leu-t S hace reacciones cruzadas con
algunas células dendríticas epidérmi.
cas, más probablemente células de
langerhans que se encuentran aumen
tadas en 105 dos desórdenes cutáneos
estudiados. Estas células dendrfticas
Leu-LB + podrran constituir un subqru
po funcional diferente de células inmu-

. nes epidérmicas.

la distribución topográfica de las
células T • Supresoras/Citotóxicas y de
los linfocitos Cooperadores en el mf il
trado dérmico observado en E DP Yen
los casos de Vitilígo es similar a aquél
visto en los oranulornas de pacientes
con lepra tuberculoi de(3o). sugi riendo
que este hallazgo pueda ser típico de
infiltrados con una buena respuesta de
actividad inmunológica. Si aceptamos
la idea, de la piel como un órgano "in
munológico mayor,,(31), la presencia
de células T . Citotóxicas en la epider
mis normal y su aumento en diversas
patologías cutáneas, sugiere la posible
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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 aplicación de nitrógeno
Iíqu ido más Rifampicina tópica.

Los pacientes 3 años después del
tratamiento se encuentran asintomáti
COSo
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