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Resumen

El objetivo de este trabajo ha sido el analisis cualitativo y cuantitativo del infiltrado inflamatorio presente en las placas alopécicas de cuero cabelludo
de pacientes con alopecia areata (AA), a nivel intraepidérmico, intrafolicular, perifolicular y perivascular, asi como la expresion del antigeno
linfocitario cutaneo “cutaneous lymphocyte antigen” (CLA) por las células de ese infiltrado, en esas mismas areas.

Material y métodos: Para ello, hemos contado con 20 muestras de cuero cabelludo(cc): 12 obtenidas de la periferia de placas alopécicas de
pacientes con diferentes formas clinicas de AA (en los casos de AA total y AA universal se tomaron de la region occipital) y 8 de individuos control
aparentemente sanos.

Se realiz6 estudio inmunohistogquimico con los anticuerpos monoclonales[AcMo) anti-CD1a, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 y HECA-452 (anti-
CLA) segun la técnica de la biotina-estreptoavidina-peroxidasa.

Resultados: Los resultados mostraron que la mayor celularidad correspondioé a las placas de AA, a las areas perifolicular y perivascular, donde
observamos un 34% y 36% de las células del infiltrado respectivamente. El fenotipo predominante fue de linfocitos T cooperadores (CD4), que
suponian el 41% del total de células. La relacion linfocitos T CD4/CD8 fue 5,2. En cuanto a las secciones de cc sano, el predominio del infiltrado
se observé a nivel intraepidérmico (51%). El 76% de ese infiltrado eran células de Langerhans y el cociente CD4/CD8 fue de 1,47.

Respecto a la expresién del CLA, el 29% de las células en las muestras de AA se tifieron con HECA-452; es decir, fue casi seis veces superior a la
expresion del CLA en las secciones de cc sano, en las que solo el 5% de las células fueron HECA-452 positivas.

Conclusién: Los datos obtenidos dan soporte a la hipétesis de que el CLA probablemente estd implicado en la etiopatogenia de la AA, posiblemente
favoreciendo los movimientos migratorios de las células inmunocompetentes de la piel, secundarios a la manifestacion autoantigeno.

(Lacueva L, Hausmann G, Ferrando J. Expresion del antigeno linfocitario cutdneo en las placas alopécicas de pacientes con alopecia areata. Med Cutan Iber Lat Am 2003; 31(3): 161-172)
Palabras clave: alopecia areata, infiltrado inflamatorio, antigeno linfocitario cutaneo.

Summary

The cutaneous lymphocyte associated antigen (CLA) is a glycoproteic adhesion molecule of the cellular surface whose epitopes (sialyl Lewis -a-
and sialyl Lewis -x- carbohydrates) are recognized by the monoclonal antibody HECA-452.CLA is the ligand of the endotelial E-selectin and an
appropriate marker of memory cutaneous T cells.

We have studied immunophenotypic characterisation and specially the expression of the CLA in the inflammatory infiltrates of the initial patches
of alopecia areata (AA) at intraepidermic, intrafollicular, perifollicular and perivascular level.

Material and Methods: Twenty biopsies of the scalp corresponding to 12 patients affected of AA and 8 healthy controls were performed. The
biopsies of the patients were performed in the margin of an initial patch, except for the patients with AA totalis and AA universalis that were
performed in the occipital area.

Immumunohistochemical studies were performed with monoclonal antibodies anti-CD1a, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 and HECA-452 (anti-
CLA), following the byotin-streptoavidin-peroxidasa method.

Results: The highest cellularity were found in the biopsies of the patches of AA, specially in the perifollicular and the perivascular areas (34% and
36%, respectively]. The predominant phenotype were T-helper lymphocytes (CD4)(41% of total cellularity]. The CD4/CD8 ratio was 5.2. In the
healthily controls the highest cellularity was at the intraepidermic site. The predominant phenotype were Langerhans cells (CD1a)(76%) and the
CD4/CD8 ratio was of 1.47.

The CLA expression was 29.34% in the biopsies of AA (HECA-452 positive cells), while in the biopsies of healthily controls was 5%.

Comment: These data support the hypothesis that the CLA play a role in the ethiopathogenesis of AA. CLA should help the migration of the
immunocompetent cells of the skin induced by the impact of the autoantigen in the hair follicle.

Key words: alopecia areata, cutaneous lymphocyte associated antigen, inflammatory infiltrated.
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La alopecia areata (AA) es una enfermedad que afecta al
foliculo piloso de un modo potencialmente reversible, oca-
sionando una o varias placas alopécicas e incluso alopecia
universal.

La etiologia de la AA es desconocida; sin embargo,
existen argumentos para considerarla como un proceso de
naturaleza autoinmune, como son:

1) La asociacion a otras enfermedades de naturaleza
autoinmune, como: atopiall,2], diabetes mellitus tipo
|[3], tiroiditis de Hashimoto[4,5], artritis reumatoide,
anemia perniciosa[6], enfermedad de Addison, gas-
tritis atréfica, miastenia gravis[7], vitiligo[8,9], ane-
mia hemolitica autoinmune[10] o lupus eritematoso
discoide[11].

2) Se beneficia de tratamientos inmunomoduladores-
inmunosupresores[12,13,14,15,16,17,18].

3) La predisposicion genética. Puede observarse una
incidencia valorable de AA en gemelos univiteli-
nos[19,20], en pacientes con sindrome de Down[21]
y en familiares de pacientes con AA[1,22,23]. Ade-
mas, existe una asociacion entre antigenos de clase
[l del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA)
y la AA[24,25,26,27,28,29].

4) La observacion de fendémenos inmunolégicos gene-

rales como autoanticuerpos[AuAc] circulantes ines-
pecificos y 6rgano-especificos contra estructuras
foliculares y no foliculares. Tobin[30,31] encontro
mediante inmunofluorescencia indirecta, hasta en
un 90% de los pacientes examinados, la presencia
de AuAc frente antigenos de la vaina epitelial externa
y menos frecuentemente de la vaina interna, matriz
y tallo piloso. Por otro lado, Mc Elwee[32] hallé
AuAc frente a diferentes estructuras epidérmicas
del foliculo piloso en animales de experimentacion.
También Randall[33] cita una reaccién entre el
suero de pacientes con AA y diferentes estructuras
foliculares, asi como también con el estrato basal
de la epidermis. No es menos significativo el hecho
de que en un nuamero variable de pacientes con AA
se encuentran AuAc antitiroideos[34], anticélula
parietal gastrica[35], antiadrenales y anti-musculo
liso[35,36]. Segun algunos autores, la frecuencia del
hallazgo de estos AuAc es de 2-5 veces superior en
pacientes con AA[7] que en individuos sanos.
La coexistencia de AuAc especificos con otros au-
toanticuerpos, propia también de otras enfermeda-
des autoinmunes, se interpreta como una pérdida de
la autotolerancia inmunoldgica.
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5) El hallazgo de fenémenos inmunlégicos “in situ”.
Como por ejemplo el infiltrado inflamatorio perifo-
licular y/o perivascular de linfocitos T, macréfagos
y células de Langerhans; el papel patogenético que
parecen jugar los linfocitos T[37]; el depdsito de
inmunocomplejos y complemento (c) perifolicula-
res[18,38] cuestionado por lgarashi[39,40] que
observé también depdsitos de C en foliculos pilosos
aparentemente sanos; y el perfil de expresion de
moléculas de adhesion, similar a otras enfermeda-
des autoinmunes (ICAM-1, ELAM-1,VCAM-1, LFA-
1)[41,42].

Moléculas de adhesion y alopecia areata
Entre las diversas moléculas de adhesion descritas en rela-
cion a enfermedades autoinmunes, hay una que parece estar
implicada en diversos procesos inflamatorios cutaneos y que
es el objeto esencial de este trabajo: el antigeno linfocitario
cutaneo cutaneous lymphocyte antigen (CLA).

El CLA es una molécula de adhesion glicoproteica de la
superficie celular, de la cual el carbohidrato sialyl Lewis (a)
y sialyl Lewis (x) son los posibles epitopos o determinantes
antigénicos reconocibles por el Ac Mo HECA-452[43].

La expresion del CLA se realiza de un modo tejido-espe-
cifico, fundamentalmente por las células T cutédneas[44,45].
Estas células T adquieren la capacidad de expresar el CLA
durante la transicion de células T virgenes a células T me-
moria[46]. Este proceso se realiza en los ganglios linfaticos
periféricos asociados a la piel, después de ser activadas por
el correspondiente estimulo antigénico especifico. EI CLA es
pues un marcador de las células T memoria cutaneas[47].

El modo de accién seria el siguiente[48]: La presencia
cutanea del antigeno pondria en marcha el procesamiento
del mismo por las células presentadoras de antigenos (CPA)
y la formacién del complejo péptido antigénico-sistema
HLA-CPA. De esta forma, las CPA, con el antigeno expresa-
do en su superficie, migrarian hacia los ganglios linfaticos
periféricos correspondientes que drenan esa superficie
cuténea y allf entrarian en contacto con los linfocitos T, si-
multaneamente secuestrados, de un modo inespecifico en
es0s ganglios. La interaccion del complejo antigénico con el
receptor de células T del linfocito tendria como resultado la
activacion del linfocito T, que sufriria un proceso de madu-
racién y proliferacién traducido en la expresién de moléculas
de activacion y también del CLA.

Funcionalmente, el CLA es el ligando de la E-selectina
endotelial[49,50] y, seglin algunos autores, una forma espe-
cializada de la glicoproteina ligando-1 de la P-selectina[51],
una conocida glicoproteina de la superficie celular expresada
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constitucionalmente por practicamente todas las células T
de sangre periférica humana, a diferencia del CLA que se
expresa fundamentalmente por las células T asociadas a la
piel. Asi pues, las célulasT CLA+ podrian interaccionar con
la P-selectina y la E-selectina; mientras que, las células T
CLA- lo harian solamente con la P-selectina.

En esta misma linea, otras publicaciones definen el CLA
como un componente fundamental del ligando leucocitario
de la P-selectina y también de los ligandos leucocitario y
endotelial de la L-selectina leucocitaria[52,53].

En contraste con los estudios que sugieren que el car-
bohidrato (tetrasacérido sialylatado y fucosilado) sialyl Lewis
X es un importante componente del ligando leucocitario de
la E-selectina y de la P-selectina vasculares, existen tra-
bajos[54] con una variante estable de células HL60 s-Lex
deficiente, los cuales podrian ser una evidencia de que ese
carbohidrato no es esencial para la interaccién del CLA con
las selectinas vasculares.

Ademas de las células T, existen otras células capaces
de ser HECA-452+, como las células de Langerhans[55],
células NK[56], células CD68[57,58], células B memoria/
efectoras de sangre periférica y amigdalas[59]1, y neutrdéfilos
circulantes[58].

Antigeno linfocitario cutaneo y dermatosis
inflamatorias

El CLA parece implicado en diversos procesos inflamatorios
cutédneos. Un trabajo de Picker et al. de 1990[44], refiere
que el 85% de células T cutdneas de piel inflamada son
CLA+, Jones et al. en 1997[60] encuentran un 52% de cé-
lulas T HECA-452+ en lesiones cutaneas de psoriasis, asf
como Pitzalis en 1996[61], que también menciona la pre-
sencia variable de células T CLA + en las lesiones cutédneas
psoriasicas. Ademas, en varias enfermedades inflamatorias
cutaneas se ha demostrado un incremento de la expresion
del CLA por las células T, entre ellas: dermatitis alérgica de
contacto[62,63], dermatitis atopical63,64,65,661, enfer-
medad cutdnea injerto contra huésped[48,671, vitiligo[68],
linfoma cuténeo de células T[48] y liquen plano[69].

A diferencia de las enfermedades antes mencionadas,
en la AA no se ha estudiado hasta el momento la expresion
del CLA por el conjunto de las células implicadas en su
desarrollo, por lo que el principal objetivo de este trabajo
ha sido la observacion del infiltrado inflamatorio en las
lesiones cutaneas de pacientes con AA a cuatro niveles:
intraepidérmico, intrafolicular, perifolicular y perivascular, y
también determinar la expresion del CLA por las células de
ese infiltrado.

Material y métodos

Este estudio se realizd con el consentimiento informado es-
crito de los pacientes para la obtencion de las biopsias.
Pacientes

Se incluyeron un total de 20 muestras de cuero cabelludo
(cc): 12 de las cuales se tomaron del margen de placas
alopécicas de pacientes con diferentes formas clinicas de
AA (en los casos de AA total y AA universal, se obtuvieron
de la region occipital) y las 8 restantes, de individuos control
sanos, también de la regién occipital.

Los 8 controles sanos eran varones entre los 21 y 42
afios de edad (media de 31,5 afos). Los 12 pacientes es-
tudiados eran 4 varones y 8 mujeres entre 16 y 44 afios de
edad en el momento de la primera consulta, con una media
de edad de 28,5 afios.

La media de edad de inicio de la AA fue de 24,54 afios
(rango de 1,5-39 afios).

El tiempo de evolucion del episodio de AA objeto de este
estudio fue de una media de 3,97 afios con un rango de 15
dias-23 afios.

En cuanto a la forma clinica de AA, 5 de los pacientes
padecian AA universal, un paciente AA total, 4 pacientes
AA multifocal, un paciente AA focal y otro paciente AA
ofiasica.

Entre los antecedentes patolégicos personales, 5 pacien-
tes habian padecido enfermedades relacionadas con la AA
y entre los antecedentes patolégicos familiares, 6 pacientes
tenfan uno 0 mas parientes afectos de alteraciones relacio-
nadas con la AA y alguna otra no relacionada, en principio,
con la AA (carcinoma de colon y retraso mental).

Recogida de las muestras

Como material de estudio se utilizaron los husos obtenidos
mediante biopsia del margen de una placa alopécica de cc
de cada paciente, realizada con fines diagnoésticos y de la
zona occipital de cc de individuos aparentemente sanos.

A todas las muestras obtenidas, tanto de cc afecto de
AA como de controles sanos, se les realizé estudio histo-
patolégico, inmunofluorescencia directa (IFD) con anticuer-
pos conjugados fluorescinados frente a IgG, IgM, IgAy C3
(fraccién 3 del complemento) humano (Behringerke AG,
Marburg, Germany) y estudio inmunohistoquimico con los
AcMo: anti-CDla, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 y HECA-
452 (Tabla 1).

A todos los pacientes de AA, se les practicd examen de
sangre periférica (analitica general, complemento (c), Ac
antitisulares e inmunocomplejos circulantes (ICC)).
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales empleados.

Ac conjugados  *Reactividad Isotipo Procedencia
Anti-CD1a CDla lgG1, Kappa mouse Immunotech
Anti-CD4 CD4 IgG1, Kappa mouse Dikinson
Anti-CD8 CD8 IgG1, Kappa mouse Dikinson
Anti-CD68 CD68 IgG1, Kappa mouse Dakopatts
HECA-452 CLA Rat IgM Louis Picker. USA

University of Texas
Ac Secundario —
Anti-Rat I1gM

Ac Terciario —

Igs biotinadas antimouse BIO-Genex

Rat Igs Rabbit antimouse Dakopatts

Estreptoavidina BIO-Genex
conjugada con

peroxidasa

*Correspondencia reactividad/especificidad: CD1a (células de Langerhans),
CD4 (linfocitos T cooperadores), CD8 (linfocitos T citotéxicos-supresores),
CD68 (macrdéfagos), CLA (células que expresan el CLA).

Preparacion de las secciones

Una vez obtenidas las muestras, un tercio de cada una (T1),
previa fijacion del tejido con formol tamponado, se incluyd
en parafina, se corté mediante microtomo a temperatura
ambiente en secciones seriadas de 4 micras de espesor y
se tifi¢ para estudio histopatolégico, con fines diagnosticos,
con hematoxilina-eosina segun la técnica convencional. Los
dos tercios restantes se procesaron para IFD(T?) y para el
estudio inmunohistoquimico(T?). Se sometieron a congela-
cién brusca en nitrégeno liquido con isopentano a —180°C.
Posteriormente se practicaron cortes seriados de 4 micras
de espesor en un microtomo criostatico a —25°C. Se dejaron
secar los cortes durante 24 horas a temperatura ambiente.
Finalmente se fijaron en acetona fria durante 10 minutos
para dejar secar nuevamente a temperatura ambiente. Lle-
gados a este punto se guardaron en el congelador a —80°C
hasta su procesamiento.

Estudio inmunohistoquimico

Se practicé mediante tincién simple para CDla, CD4, CD8,
CD68Yy CLA, con los AcMo citados anteriormente y segun la
técnica de la biotina-estreptoavidina-peroxidasa.

Después de rotular y rehidratar las muestras con PBS
(phosphate-buffered salina) al 1x10 durante 10 minutos, se
procedié a la supresiéon de fondo con suero normal de Goat
al 1/20 durante 15 minutos. Posteriormente se sometié a
incubacién con el AcMo primario correspondiente durante
30 minutos a las siguientes diluciones: anti-CDla: 1/20,
anti-CD4: 1/10, anti-CD8: 1/10, anti-CD68: 1/50 y HECA-
452: 1/20.

Después de tres lavados de 5 minutos cada uno con
PBS, se incuban con el anticuerpo secundario: Ig antirabbit
biotinada durante 20 minutos y después con el anticuerpo

Med Cutan Iber Lat Am 2003; 31(3): 161-172

terciario: estreptoavidina conjugada con peroxidasa durante
20 minutos mas.

Finalmente se revela con diaminobencidina (DAB), se
contrasta con hematoxilina y se procede a montar cada
muestra.

Recuento de las células de las muestras

El recuento de las células se hizo a partir de los elementos
celulares tefiidos, con nucleo visible en el plano de seccién,
comprendidos en todo el campo del microscopio 6ptico, a
1x40 aumentos. Para ello seleccionamos, de cada muestra,
un infiltrado celular representativo en cada una de las areas
estudiadas.

Analisis estadistico

El estudio estadistico de los resultados obtenidos fue rea-
lizado por la Unidad de Bioestadistica del Hospital Clinico
de Barcelona.

Se compararon los datos referentes a la expresion del
CLA por las células del infiltrado inflamatorio de las muestras
procedentes de la biopsia del margen de placas alopécicas
de pacientes con AA, con los obtenidos a partir de secciones
de cuero cabelludo sano de individuos control. Se contem-
plaron 4 variables: variable 1 (area intraepidérmica), variable
2 (area intrafolicular), variable 3 (area perifolicular) y variable
4 (area perivascular).

El método estadistico utilizado para este estudio fue el
Wilcoxon Rank Sum test. Se calculé la media y la desviacion
estandar en ambos grupos (grupo afecto de AA y grupo
control), asi como el valor de p, segln el programa State
Corp 1999 Release 7.0.

Resultados

Anticuerpos circulantes

En el 90% de los pacientes, encontramos: Ac circulantes
6rgano-especificos, Ac. antimusculo liso, Ac. antitiroideos,
Ac anticélula parietal gastrica) a titulos inferiores a 1/640 y/o
aumento moderado del C y/o ICC (no superior a 3).

Inmunofluorescencia directa
La IFD fue negativa en todos los casos, tanto de AA como
de cc sano.

Inmunohistoquimia
Una vez hecho el recuento celular del modo indicado en pa-
rrafos anteriores, podemos constatar los siguientes datos:

Caracteristicas del infiltrado inflamatorio

El infiltrado inflamatorio resulté ser aproximadamente 7 veces
mas intenso en la AA que en las biopsias de cc sano. Asi,
la media de células contadas por seccién fue de 331 y 48
células, respectivamente.
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Distribucion del infiltrado (Tabla 2)

En las muestras de AA, la media de células por muestra
fue de 331 células. La mayor celularidad se observé a nivel
perivascular (media de 118) y perifolicular (media de 111),
lo que supone un 36% y 34% respectivamente respecto al
total de la media de células por muestra del infiltrado. Las
células intraepidérmicas (media de 43 células por muestra)
suponian un 13% y las células intrafoliculares (media de 59
células por muestra) un 18% del total.

En las secciones de cc sano, la celularidad absoluta
fue de una media de 48 células por muestra. EI mayor
porcentaje de infiltrado ocupaba al area intraepidérmica
(media de 24 células por muestra) con un 51% respecto a
la media de la totalidad del infiltrado por muestra. A las areas
intrafolicular, perifolicular y perivascular les correspondié un
25%, 9% y 15% (media de 12,4 y 7 células por muestra)
respectivamente.

Tabla 2. Distribucion del infiltrado.

AA cc sano
n° de células (%) n° de células (%)
Células intraepidérmicas 43 (13%) 24 (51%)
Células intrafoliculares 59 (18%) 12 (25%)
Células perifoliculares 111 (34%) 4 (9%)
Células perivasculares 118 (36%) 7 (15%)

Porcentages calculados respecto a una media de 331 células por muestra
en la AA 'y de una media de 48 células por muestra en cc sano.

Fenotipo del infiltrado (Tabla 3)

En las biopsias de AA, las células predominantes fueron los
linfocitos T CD4+ (Figura 1) con una cifra media de 134
células por muestra, lo cual suponia un 41% de la media
del total de células del infiltrado por muestra. Le seguian los
macroéfagos CD68+ que sumaban una media de 89 células
por muestra (27%), las células de Langerhans CDla+ que
se hallaron en nimero de 81 célula de media por muestra
(25%) y por ultimo, los linfocitos T CD8+ con una media de
26 células por muestra (8%).

Tabla 3. Fenotipo del infiltrado

AA cc sano
n° de células (%) n° de células (%)
Células de Langerhans 81 (25%) 36 (76%)
Células T CD4 134 (41%) 4 (8%)
Células T CD8 26 (8%) 3 (5%)
Células T CD68 89 (27%) 5(11%)

Porcentages calculados a partir de una media de 331 células por muestra
enla AAy 48 en cc sano.
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Figura 1. Abundantes infiltrados perivasculares y perifolicula-
res en una muestra de AA a expensas de linfocitos T coope-
radores.

En las biopsias de cc sano, predominaban las células
de Langerhans (Figura 2) con un nimero medio de 36 cé-
lulas por muestra, un 76% del total de la media de células
del infiltrado por muestra. Con una gran diferencia de esta
cifra, a las células T CD4+, T CD8+ y células CD68+ les
correspondié un 8%, un 5% y un 11% (una media de 4, 3
y 5 células por muestra) respectivamente.

Respecto a los linfocitos T colaboradores, la mayor
diferencia del infiltrado entre AA y cc sano, a favor de la
AA, tanto porcentual (39% y 23% respectivamente) como
en valores absolutos (una media de 52 y 0,8 células por
muestra respectivamente), se observa a nivel perifolicular. En
cuanto a valores absolutos solamente, le sigue en predominio
el area perivascular de la AA con una media de células por
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muestra de 47,2 y porcentualmente, la zona intrafolicular con
un 19% (media de 25 células) en la AAy un 10% (media de
0,3 células) en cc sano.

Respecto a las zonas intraepidérmica y perivascular, el
gradiente porcentual relativo del infiltrado disminuye en la AA
respecto al cc sano (6%-19% y 37%-48% respectivamente)
(Tabla 4).

Tabla 4. Infiltrado de células T CD4.

AA cc sano
epidermis 8 (6%) 0,7 (19%)
intrafolicular 25 (19%) 0,3 (10%)
perifolicular 52 (39%) 0,8 (23%)
perivascular 49 (37%) 1,8 (48%)
Media por muestra 134 4

Media de células por muestra en las diferentes areas y % de distribucion
por regiones de ese n° de células.

En cuanto a los linfocitos T supresores, el gradiente total
entre AA y cc sano, aunque escaso, estaria a favor de la AA
(una media de 26 células) respecto al cc sano (una media de
3 células). Por otra parte, el gradiente porcentual relativo se-
ria a expensas del infiltrado perivascular con un 54% y 48%
respectivamente (14 células de mediaen la AAy 1.2, en cc
sano) y perifolicular con unos porcentajes de 29% (media
de 7 células por muestra) y 24% respectivamente(idem 0,6),
que en ambos casos es superior en la AA. Sucede a la inver-
sa en las areas intraepidérmica e intrafolicular (6%-14% y
11%-14% respectivamente), en las que los porcentajes son
mayores en cc sano (Tabla 5).

Tabla 5. Infiltrado de células T CD8.

AA cC sano
epidermis 2 (6%) 0,4 (14%)
intrafolicular 3(11%) 0,4 (14%)
perifolicular 7 (29%) 0,6 (24%)
perivascular 14 (54%) 1,2 (48%)
Media por muestra 26 3

Media de células por muestra en las diferentes dreas y % de distribucion

por regiones de ese n° de células.

Al observar la distribucion del infiltrado de macréfagos
CD68, puede verse que la mayor diferencia porcentual entre
AA'y cc sano se da a nivel perifolicular (40% y 29% respec-
tivamente). El porcentaje perivascular es parecido en ambos
casos (48% en la AAy 46% en cc sano). En cuanto a las
areas intraepidérmica e intrafolicular, sucede algo similar a
lo anteriormente referido con respecto a los linfocitos T su-
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presores. Esas areas tienen porcentajes relativos inferiores
en la AA comparados con el cc sano (6%-15% y 6%-10%
respectivamente) (Tabla 6).

Tabla 6. Infiltrado de macréfagos.

AA cc sano
epidermis 5(6%) 1(15%)
intrafolicular 6 (6%) 0,5 (10%)
perifolicular 35 (40%) 1,5 (29%)
perivascular 43 (48%) 2 (46%)
Media por muestra 89 5

Media de células por muestra en las diferentes areas y % de distribucién
por regiones de ese n° de células.

Las células de Langerhans (CDla+) también superan en
términos absolutos los valores del infiltrado en las lesiones
de AA (una media de 82 células por muestra) respecto a las
muestras de cc sano (una media de 36 células por muestra);
sin embargo, los porcentajes comparativos son similares a
nivel intrafolicular (30% en ambos casos). Son mayores en
la AA que en cc sano, en regiones perifolicular (20% y 3%)
y perivascular (15% y 5%) respectivamente; y menores asi
mismo en la AA en epidermis (34% y 62% respectivamente)
(Tabla 7).

Tabla 7. Infiltrado de células de Langerhans

AA cc sano
epidermis 28 (34%) 22 (62%)
intrafolicular 25 (30%) 11 (30%)
perifolicular 17 (20%) 1(3%)
perivascular 12 (15%) 2 (5%)
Media por muestra 82 36

Media de células por muestra en las diferentes dreas y % de distribucion
por regiones de ese n° de células.

En funcion del area estudiada, observamos que en epi-
telios, tanto en AA (Figura 3) como en cc sano (Figura 4),
predominaban las células de Langerhans (66% y 42% de
la media de células epidérmicas e intrafoliculares respecti-
vamente en la AA, y 92% y 90% en cc sano, en las mismas
areas); mientras que a nivel perifolicular y perivascular,
predominan las células T CD4+en la AA (47% y 42% de la
media de células perifoliculares y perivasculares respecti-
vamente) y los macréfagos CD68+ en cc sano (35% y 33%
de la media de células perifoliculares y perivasculares res-
pectivamente). En la AA, el predominio del area folicular es
compartido por dos tipos celulares: las células T CD4+ con
un porcentaje del 43% vy las células de Langerhans CDla
con un 42% (Tabla 8).
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Tabla 8. Fenotipo del infiltrado por areas.

Predominio AR o6 sano
celular

Intraepidérmica células CDla 66% 92%
Intrafolicular células CDla 42% 90%

células T CD4 43% _

Perifolicular ceélulas T CD4 47% _
células CD68 — 35%

Perivascular células T CD4 42% —
células T CD68 — 33%

Porcentages calculados a partir de la media del n° de células totales y de la
media del n° de células especificas de cada é&rea.

Por lo que respecta a la distribucion de cada tipo celular
en las diferentes areas (Tabla 9), las células de Langerhans
tienen mayor apetencia por la epidermis, tanto en AA como
en cc sano (34% y 62% de la media del total de células de
Langerhans, respectivamente). Las células T CD4 infiltran
fundamentalmente el area perifolicular[39%) y el area peri-
vascular (37%) en la AA'y en cc sano el 48% corresponde
al area perivascular (Figura 5). Las células T CDS8 se hallan
sobre todo a nivel perivascular en AA (54%) y en cc sano
(48%). Los macrdfagos CD68 fueron méas abundantes en
la region perifolicular en la AA (40%) y en la perivascular,
tanto en la AA (48%) como en cc sano (46%)(Figura 6). El
cC sano expresd menos intensamente células T CD4+ (23%)
y macroéfagos (29%) a nivel perifolicular.

Tabla 9. Distribucién de células en las diferentes areas.

Area c_le. AA cc sano
predominio
Células CD1a epidermis 34% 62%
Células CD4 perifolicular 39% 23%
perivascular 37% 48%
Células CD8 perivascular 54% 48%
Células CD68 perifolicular 40% 29%
perivascular 48% 46%

Porcentages calculados a partir de la media del n° total de cada clase celular por
muestra y la media del n° de esa misma clase celular en la diferentes areas.

Relacion linfocitos T CD4/CD8
En las secciones de AA, se hall6 una relacion de linfocitos
T CD4+/CD8+ de 5,2. Esta cifra variaria segun las areas
estudiadas: 4,71 (intraepidérmica), 8,95 (intrafolicular), 7
(perifolicular) y 3,54 (perivascular).

En las muestras de cc sano, la relacion linfocitos T
CD4/CD8 fue de 1,47 y por areas, de 2 (intraepidérmica),1
(intrafolicular),1,4 (perifolicular) y 1,5 (perivascular).

Expresion del antigeno linfocitario cutaneo (CLA) por
las células del infiltrado

En las biopsias de AA, de una media de 331 células por
muestra, un promedio de 97 células expresaron el CLA, lo
gue supone que el 29% de esas células fueron positivas para

el AcMo HECA-452, que define al CLA. El mayor indice de
expresion corresponde a las areas perifolicular: de una me-
dia de 111 células, 41 células son HECA-452+ (36%) (Figura
7) y perivascular: de una media de 118 células, 42 células
fueron HECA-452+ (35%) (Figura 8). El porcentaje de ex-
presion del CLA fue notablemente inferior en la epidermis
(17%), aproximadamente la mitad de las dos localizaciones
anteriores y en la region intrafolicular (13%), practicamente
un tercio de las areas perivascular y perifolicular.

En las biopsias de cc sano, de una media de 48 células
por muestra, un promedio de 3 células expresaron el CLA;
es decir, 5% de las células fueron HECA-452+. Igual que en
el caso de la AA, el mayor indice de expresion se observo
a nivel perifolicular (15%) (Figura 9) y perivascular (17%)
(Tabla 10).

Tabla 10. Expresion del CLA por las células del infiltrado.

AA cc sano
células células % células células células % células
HECA+ HECA+ HECA+ HECA+
epidermis 42,57 7,16 17% 24,37 0,5 20

intrafolicular 58,66 7,91 13% 12,12 0,25 2%

perifolicular 111,31 40,58 36% 4,25 0,62 15%
perivascular 118,07 41,66 35% 7,24 1,25 17%
Por muestra 330,62 97,33 29% 47,99 2,62 5%

Resultado del estudio estadistico

Segun el analisis estadistico de los datos referentes a la ex-
presion del CLA por los dos grupos de muestras estudiados:
las pertenecientes a pacientes afectos de AA y a individuos
controles sanos, se obtuvieron para las cuatro variables
contempladas, valores de p que oscilaron entre 0,001 y
0,008 (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacién del % de HECA en los dos grupos segun el area.

Grupo
Individuos sanos Afectos de AA Total
(8) (12) (20)

Variable Media DS Media DS Media DS  valor-p
Zonal | 3281069 553702 | 2030513 20.33639 | 134955  17.99853 | (0.004
Zona?2 | 129629 2527528 | 1367111 9287194 | 8721188 9538134 | 0.001
Zona3 | 1395833 119169 | 4051406 2361382 | 29.89177 2352247 | 0.008
Zonad | 127904 1531218 | 3519413 1312943 | 2623264 17.69134 | 0.004

DS: desviacion standard. Zona 1: intraepidérmica. Zona 2: intrafolicular.
Zona 3: perifolicular. Zona 4: perivascular.

Comentario

La intensidad del infiltrado celular observado en las mues-
tras de AA[maés de 7 veces superiores que en cc sano),
fundamentalmente a nivel perifolicular y perivascular (34% y
36% respectivamente), y a expensas sobre todo de células T,
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Figura 2. Intenso infiltrado de células de Langerhans en area
epidérmica de cuero cabelludo sano.

Figura 3. Células de Langerhans epidérmicas en placas alo-
pécicas de AA.

- ¥é

Figura 4. Células de Langerhans en areas intrafoliculares de
cuero cabelludo sano.

muestra una vez mas, que la AA es una dermatosis inflama-
toria mediada por linfocitos T[70,71]. Cuando se ejerce un in-
sulto sobre la piel, el fenémeno de inmunovigilancia cutanea
permanente posibilita una respuesta inflamatoria “in situ”
mediada por diferentes células del sistema inmunitario, entre
ellas las células T, que habitualmente se hallan distribuidas
por todo el organismo y que ahora se concentraran en el
lugar de la agresion para participar en el proceso inflamatorio
cutédneo desarrollado para la defensa del organismo. Las
células T serian reclutadas especificamente en esos lugares
de inflamacién cutéanea crénica.

En menor cuantia, forman también parte de ese infiltrado
los macroéfagos y las células de Langerhans.

La epidermis presenta el porcentaje inferior (13%) del
infiltrado inflamatorio de la AA (Tabla 2), orientando la mayor
actividad inflamatoria hacia otras estructuras. No obstante,
las células residentes no hematopoyéticas de la epidermis 'y
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Figura 5. Infiltrado de linfocitos T cooperadores perifolicula-
res y perivasculares en cuero cabelludo sano.

la piel en general[queratinocitos epidérmicos, fibroblastos,
células endoteliales etc.] tienen también una importancia
vital en la generacién de la respuesta inflamatoria, probable-
mente produciendo citocinas, después de una estimulacion
adecuada, que afectan de una manera decisiva la conducta
y funcién de los linfocitos, granulocitos y monocitos[72].

En la AA existe un incremento total del infiltrado inflama-
torio respecto a cc sano. Es a expensas fundamentalmente
de los linfocitos T CD4+ perifoliculares y perivasculares.
También estan aumentadas en valor absoluto, las células
CD68+ preferentemente a nivel perifolicular y perivascular,
las células CD1a, sobre todo, en las areas intraepidérmica e
intrafolicular y en menor cuantia los linfocitos T CD8+.

El mayor gradiente de media de células por muestra,
entre cc afecto de AA y cc sano, esta en el infiltrado de
linfocitos T colaboradores (134 y 4 células respectivamente)
y el menor, en el de linfocitos T supresores (26 y 3 células
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Figura 6. Tincién para mondfagos en dreas perivasculares de
lesiones de AA.

Figura 7. Expresion del CLA por el infiltrado inflamatorio pe-
rifolicular en la AA.

Figura 8. Expresion del CLA por las células inflamatorias peri-
vasculares en la AA.

respectivamente). Posiblemente estos dos hechos sean
fundamentales en la etiopatogenia de la AA.

El estudio de los porcentajes relativos de esas células,
en las diferentes areas, da lugar a comentarios mas deta-
llados:

La distribucion del aumento porcentual de linfocitos T co-
laboradores parece orientarse hacia las estructuras folicula-
res y perifoliculares en la AA (estructuras que corresponden
al punto de mira fundamental en el estudio del desarrollo de
esta enfermedad) cuando lo comparamos con el cc sano, a
pesar de que haciendo una valoracién absoluta de las cifras
obtenidas, el predominio de los linfocitos T colaboradores en
la AA es, sin duda, perifolicular y perivascular (39% y 37%
respectivamente).

Podria decirse, que mdas que un gran incremento de
linfocitos T supresores, que es discreto, en la AA tiene lugar

Figura 9. Tincion con el AcMo HECA-452 en areas perifolicu-
lares de cuero cabelludo sano.

una redistribucién del infiltrado de estos linfocitos diferente
al que se observa en cc sano (hecho, este ultimo que, como
puede observarse en las diversas tablas, ocurre también
con el resto de las células del infiltrado). Esta redistribucion
comparativa estarfa orientada hacia las areas perifolicular y
perivascular.

En cuanto a las células CD68 +, parece ser pues, que
una vez instaurada la enfermedad, las principales areas de
actuacion de los macroéfagos son las perifoliculares y las
perivasculares. De modo que, a partir del cc sano, la redistri-
bucién de los mismos se hace fundamentalmente hacia los
vasos Y la periferia de las estructuras foliculares.

La mayor diferencia porcentual de las células de Lan-
gerhans es a nivel intraepidérmico y perifolicular. En este
caso, la redistribucion celular partiria de la epidermis hacia
las estructuras perifoliculares.
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Expresion del CLA

Por parte de las células del infiltrado, observamos que el
significativo aumento del mismo en la AA (29% versus 5%
en cc sano) es consecuencia del notable incremento a nivel
perifolicular (36%) y perivascular (35%) en las muestras
afectas de la enfermedad.

En la AA, es evidente pues, que todas las células que
componen el infiltrado inflamatorio observado en las lesiones,
incluyendo la expresion del CLA por las mismas, presentan
su maximo incremento porcentual relativo respecto a las
muestras de cc sano, fundamentalmente a nivel perifolicular,
es decir los distintos tipos de células, al incrementarse en
numero absoluto por el proceso inflamatorio desarrollado
durante la enfermedad, tienden a orientarse fundamental-
mente hacia las estructuras perifoliculares. En este punto,
es interesante recordar un trabajo de Ghersetich[62] en el
que estudiaba la composicién fenotipica de los infiltrados
inflamatorios en piel afecta de AAy en piel no afecta. Pare-
ce poder deducirse de sus conclusiones que los infiltrados
perivasculares preceden a los perifoliculares o, lo que es lo
mismo, que las células implicadas en dicho proceso infla-
matorio se dirigen hacia el &rea perifolicular. También es
constante una cifra porcentual relativa menor, de las distintas
clases de células y de la expresion del CLA, a nivel intrae-
pidérmico, en las secciones de AA en relacion a las de cc
sano. Como ya hemos comentado en parrafos anteriores, la
epidermis, aparentemente, pierde protagonismo a favor del
area perifolicular fundamentalmente.

En cc sano predomina la presencia intraepitelial de
células de Langerhans, tanto a nivel folicular (90%) como
epidérmico (92%). Estas células, cuyo papel esencial es la
identificacién del antigeno en la piel y la presentacién del
mismo a los linfocitos T en los ganglios linfaticos periféricos
que drenan la zona cutédnea correspondiente, son funda-
mentales en la funcién de inmunovigilancia cutanea que el
sistema inmunitario tiene desarrollada con mucha eficacia
en la piel, para proteger al organismo de posibles agresiones.
Alrededor de los foliculos y de los vasos dérmicos de cc
sano, la actividad fundamental, seglin nuestros resultados,
podria ser la de proteccién macrofagica por las células
dendriticas dérmicas.

Observando el fenotipo del infiltrado en las diferentes
areas estudiadas (Tabla 8), unicamente el predominio celular
a nivel intrafolicular en la AA es compartido por las células de
Langerhans y las células T CD4 a partes iguales, las cuales
suman entre las dos el 85% de las células observadas en esa
area. Esta presencia similar (42% y 43% respectivamente)
de ambos tipos celulares, en donde podrian ubicarse la/s
posible/s estructura/s folicular/es diana, podria definir esta
area como el punto de partida y de llegada respectivamente
de dichas células, a través de un movimiento sincronizado de
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recirculacion cutéanea-linfatica-sanguinea-cuténea, desde la
manifestacion del autoantigeno hasta la constitucion del pro-
ceso inflamatorio propiamenta dicho. Asi mismo, partiendo
de la afirmacion de Ghersetich[73] de que la semejanza del
infiltrado linfocitario y el infiltrado de células de Langerhans
se da fundamentalmente en la fase progresiva de la enfer-
medad o lo que es lo mismo, en los momentos de maxima
actividad inflamatoria, podriamos extrapolar que la similitud
porcentual de esos dos tipos de células en el lugar clave
del proceso inflamatorio, juega un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad en cuestion.

Por otra parte, la escasez relativa de células T CD8
citotdxico/supresoras respecto a las células T CD4 coopera-
doras, como lo muestra la relacion CD4/CD8 de 5,2 en la AA
versus 1,47 en cc sano, sugiere, abundando en lo dicho por
otros autores[74,75], que el defecto en la inmunoregulacion
que sin duda esté presente en la AA, podria ser debido, total
o parcialmente, a la falta de actividad supresora por parte de
esos linfocitos T supresores. Compatible con esta hipétesis
seria el hecho de que esta falta de actividad supresora de
las células T CD8 es comparativamente mayor en la zona
intrafolicular (CD4/CD8=8,9) que en otras areas estudiadas,
seguida del area perifolicular (CD4/CD8=7), las areas intrae-
pidérmica (CD4/CD8=4,7] y perivascular (CD4/CD8=3,5)
respectivamente. Un trabajo de Todes-Taylor de 1984[74],
refiere que la relacion Leu 3a/Leu 2a varia desde 2,6 hasta
19,8y que el cociente més alto corresponde a los pacientes
con enfermedad clinicamente activa. Ademés, se ha obser-
vado un predominio de células T cooperadoras sobre células
T citotéxico-supresoras circulantes en diversas enfermeda-
des autoinmunes, como la enfermedad aguda de injerto
contra huésped[76], el lupus eritematoso sistémico[771y la
dermatitis atépical78,79]. Cabe citar también que el uso de
alergenos de contacto para el tratamiento de la AA, produce
un incremento de los linfocitos T supresores[80,811].

El alto indice de pacientes (90%) en los que en sangre
periférica se hallaron anticuerpos circulante érgano-espe-
cificos y/o un aumento moderado de complemento y de
inmunocomplejos circulantes, coincide con otros trabajos
y corrobora la hipétesis de disfunciéon inmunolégica de la
AA.

En cuanto a la expresion del CLA, el hecho de que sea
mas de 5 veces superior en las secciones de AA estudia-
das que en las de cc sano, induce a pensar que probable-
mente el CLA esta implicado en la etiopatogenia de la AA.
Es posible que el CLA favorezca alguno de los pasos que
comprenden los movimientos migratorios de las células
inmunocompetentes de la piel a través de los sistemas cu-
taneo, linfatico y sanguineo, secundarios a la manifestacién
cuténea del autoantigeno.
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La hipétesis anterior podemos emitirla en funcién de
que el analisis estadistico de los resultados obtenidos, es
estadisticamente significativo, ya que existe una diferencia
valorable entre la expresion del CLA por las células del infil- 3.
trado inflamatorio de las muestras obtenidas de las placas
alopécicas de pacientes con AA, respecto a las secciones

de cc sano.

Conclusiones

A la luz de los resultados obtenidos, podemos concluir
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