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Resumen

Objetivo: Partiendo de la base de que en la alopecia areata (AA) el antigeno linfocitario cutaneo “cutaneous lymphocyte antigen” (CLA) se
expresa casi 6 veces mas que en cuero cabelludo (cc) sano[1], el objetivo de este trabajo ha sido determinar la expresién del CLA por cada uno
de los tipos celulares del infiltrado de la AA, a nivel intraepidérmico, intrafolicular, perifolicular y perivascular; asi como determinar el nivel de
expresion de E-Selectina por el endotelio vascular dérmico

Material y métodos: Para ello, hemos dispuesto de:

a) para la expresion del CLA: de 12 biopsias de la periferia de placas alopécicas de cc de pacientes afectos de diferentes formas clinicas de AA (en
las formas total y universal, se tomo de la region occipital) y de 8 secciones de la zona occipital de cc de individuos control aparentemente sanos.
Con todas las muestras se realizé una inmunofluorescencia directa doble (IFDD) con los anticuerpos monoclonales (AcMo) primarios: anti-CD1a,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 y HECA-452 y con dos anticuerpos secundarios fluorescinados frente a IgG e IgM, seguln la técnica de doble
marcaje con FITC y Rodamina.

b) para la expresion de la E-Selectina: de 12 muestras pertenecientes a las mismas biopsias de los pacientes afectos de AA que se usaron para
la determinacion de la expresion del CLA y de 8 muestras de la zona occipital de cc de individuos control aparentemente sanos. Con todas las
secciones, se realizé una tincion de los vasos dérmicos mediante la técnica de Ulex y posteriomente, en los respectivos cortes consecutivos de cada
biopsia, una tincién para E-Selectina segun la técnica de la peroxidasa indirecta Envision de Dako.

Resultados: Todos los tipos celulares estudiados expresaron, en grado variable, el CLA. Globalmente, fueron HECA-452+, el 58% del conjunto
de células del infiltrado de las muestras de AA, casi 6 veces méas que en las de cc sano en el que el recuento fue del 10%. En la AA, el mayor
porcentage de expresion del CLA correspondié a las células T, siendo similar para los linfocitos T CD4+ (71%) y los linfocitos T CD8+ (70%). El
4rea de mayor expresion fue la perifolicular con un 61% del infiltrado CLA+. En cuanto al cc sano, la maxima expresion también la presentaron las
células T. Respecto a la expresion de E-Selectina, de las 12 biopsias estudiadas en la AA, 7 presentaron cifras entre 79% y 97%; 3 de ellas, entre
2% y 28% y en las 2 restantes, practicamente no hubo expresion. En cc sano, la expresion global fue del 40% (rango de 29%-55%).
Conclusiones: La mayoria de los linfocitos T perifoliculares expresan el CLA. Es posible que el érgano diana se halle en las estructuras mas externas
del foliculo piloso. Quiza la diferente expresién del CLA por los linfocitos T CD4+y CD8+, en las distintas areas, podria ser clave en la composicién
del infiltrado inflamatorio de la AA y por tanto en su etiopatogenia. La interaccién CLA- E-Selectina podria ser crucial en la migracion celular
como en otras dermatosis inflamatorias.

(Lacueva L, Hausmann G, Ferrando J. Expresion del antigeno linfocitario cutaneo y de la E-Selectina en la alopecia areata. Med Cutan Iber Lat Am 2003; 31(5): 295-303)
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Summary

As we recently reported, the cutaneous lymphocyte associated antigen (CLA) is highly expressed in the patches of alopecia areata (AA) of the
scalp (1). The aim of our study is to determinate the CLA expression in the cellular components of the infiltrate at different levels: intradermic,
intrafollicular, perifollicular and perivascular; as well as to determine the E-Selectin expression in the dermal vascular endothelium.

Material and Methods. Twelve biopsies of the scalp corresponding to 12 patients affected of AA as well as 8 biopsies of the occipital region of
healthy controls were performed.

a) CLA expression: A double directe immunofluorescence technique (were performed in all samples, with the primary mononuclear antibodies:
anti-CD1a, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 and HECA-452, and two fluorescent secondary antibodies versus IgG and IgM, following the double
staining technique with FITC and Rodamine.
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b) E-Selectin expression: In all samples a Ulex staining technique followed by the E-Selectin expression with the Envision technique of Dako were
performed.

Results. CLA expression were differently manifested by the cellular components. HECA-452 were positive in 58% of the cells of the AA biopsies,
while healthy scalp biopsies expressed HECA-452 only in 10% of cells. In AA the highest expression of CLA were manifested by T lymphocytes,
similar within CD4+ (71%) and CD8 (70%) cells. The perifollicular area manifested the highest expression of CLA (61% of cells). Concerning to
the E-Selectin, 7 out of the 12 samples of AA showed within 79-97% of cellular expression of that component, while in healthy scalp samples it
was manifested within 29-55%.

Conclusions. Perifollicular T lymphocytes mainly shows CLA expression and probably follicular target structures in AA are located in the most
external components of the hair follicle. May be the different expression of CLA by CD4+ and CD8+ cells, in the different areas, gives the key to
the specific infiltrate as well as the pathogenesis of this disorder. E-Selectin-CLA interaction may play a primordial role in the migratory process
in that and others inflammatory dermatosis.

Key words: alopecia areata, E-Selectin, cutaneous lymphocyte antigen.

En un trabajo realizado previamente[1] sobre la composi-
cion, distribucion y expresion global del CLA por parte del
infiltrado inflamatorio hallado en las placas afectas de AA,
comprobamos que la expresion del antigeno linfocitario cu-
taneo (CLA) por las células de ese infiltrado era casi 6 veces
superior en las muestras de AA que el expresado por las
secciones de cuero cabelludo (cc) sano. Este gradiente, es-
tadisticamente significativo (p < 0,05), nos permitié deducir
que, probablemente, el CLA estaba implicado en la etiopato-
genia de la AA, posiblemente favoreciendo o modulando los
movimientos migratorios que, en este proceso inflamatorio
y autoinmune, podrian establecer las células inmunoldgica-
mente activas entre la piel, el sistema circulatorio sanguineo
y el sistema linfatico.

Partiendo de este supuesto, hemos realizado un nuevo
trabajo para determinar si todos los tipos celulares observa-
dos en el infiltrado inflamatorio de la AA tienen la capacidad
de expresar el antigeno linfocitario cutaneo, el porcentage
de expresion del CLA por cada uno de ellos, el predominio
de la expresion del CLA por cada fenotipo celular en las di-
ferentes areas observadas; asi como también, la capacidad
de expresion de su contrarreceptor en la piel, la E-selectina,
por las células del endotelio vascular dérmico.

El CLA es una molécula de adhesion glicoprotéica de la
superficie celular, de la cual el carbohidrato sialil Lewis (a)
y sialil Lewis (x) son los posibles epitopos o determinantes
antigénicos reconocibles por el AcMo HECA-452[2].

La expresion del CLA se realiza de un modo tejido-es-
pecifica, fundamentalmente por los linfocitos T cutaneos[3,
4], por lo que se le considera un marcador de dichas células
T cutaneas[5]. Estos linfocitos T adquieren la capacidad de
expresar el CLA durante la transicion de células T virgenes
a células T memorial6] en los ganglios linfaticos periféricos
asociados a la piel. También hay otras células capaces de ex-
presar el CLA: las células de Langerhans[71, células NKI[8],
los macroéfagos[9, 101, células B memoria de sangre perifé-
rica y amigdalas[11] y neutrdfilos circulantes[10].
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Funcionalmente, el CLA es el ligando de la E-Selectina
endotelial[12, 13].

La E-Selectina (ELAM-1, CD62E, molécula de adhe-
sion endotelial leucocitaria) es una molécula de adhesion
expresada por las células del endotelio vascular dérmico
activado.

Como el resto de las selectinas (P-Selectina y L-Se-
lectina), se trata de una molécula transmembrana con un
nudcleo central comun y una serie de dominios extracelula-
res propios, homdlogos a los que aparecen en las proteinas
de control del complemento (por ej. el factor H). La region
extracelular contiene un dominio relacionado con el factor
de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor) y
otro dominio en el extremo amino con propiedades pareci-
das a las que poseen las lectinas (es decir, con capacidad
para unirse a hidratos de carbono). Por ello se denominan
selectinas y légicamente sus ligandos son de naturaleza
glucidica.

En el caso de la E-Selectina, su ligando es el Sialil Lewis
(x), un oligosacarido presente fundamentalmente en las
glicoproteinas de superficie de leucocitos circulantes, asf
como en otras muchas células, tal como hemos indicado
anteriormente al referirnos al CLA. El Sialil Lewis (x) también
puede actuar como ligando de la P-Selectina (expresada por
el endotelio vascular activado y las plaquetas) y en su forma
sulfatada (Sialil Lewis (x) sulfatado), de la L-Selectina (expre-
sada por linfocitos naive y algunos con memoria, neutrdéfilos,
monocitos, macréfagos y eosindéfilos)[15].

Los cambios moleculares inducidos en la superficie de
las células endoteliales por mediadores proinflamatorios,
activan en dichas células la expresion de moléculas de ad-
hesidn, las cuales parecen participar de un modo decisivo
en la respuesta inflamatoria. Concretamente, la expresion
de E-Selectina participa en la adhesion de los leucocitos al
endotelio frenandolos (también la P-Selectina) durante la
primera fase del proceso de migracion.
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Figura 1. Linfocitos T CD8 epi-  Figura 2. Linfocitos T CD8 pe-  Figura 3. Linfocitos T CD8 fo-  Figura 4. Linfocitos T CD8 pe-
dérmicos en la AA. rivasculares en la AA. liculares en la AA. rifoliculares en la AA.

Figura 5. Linfocitos T CD4 pe- Figura 6. Linfocitos T CD4 fo-

la AA.

Durante la respuesta inflamatoria, los linfocitos deben ser
dirigidos desde el torrente circulatorio, donde viajan a gran

Figura 7. Linfocitos T CD4 epi- Figura 8. Células de Langer-
rivasculares en la AA. liculares y perifoliculares en dérmicos en la AA. hans CD1a foliculares y perifo-

liculares en la AA.

MAdCAM-1 o molécula de adhesién celular dirigina
de la mucosa respectivamente).

velocidad por el centro del vaso, hacia el tejido inflamado. 2) la adhesién estrecha de los leucocitos al endotelio
En este contexto, el enlentecimiento del flujo linfocitario mediante la unién con mucha firmeza de las inte-
mediante la adherencia al endotelio vascular a través de la grinas B2, en particular moléculas como la LFA-1
interaccion de moléculas de adhesién es fundamental para (antigeno asociado a la funcién linfocitaria- 1), a con-
facilitar la llegada de los linfocitos al area diana. trarreceptores de las células endoteliales ICAM-1 e
La migracion y el reclutamiento de las células inflama- ICAM-2). Este contacto intimo y esta fijacion firme
torias en los lugares de agresion se realiza mediante un hace que el linfocito se aplane.
proceso fisiolégico que consta de tres pasos: 3) latransmigracién de los leucocitos (diapédesis) entre

1) la adherencia y rodadura de los linfocitos a través
de las células de las paredes vasculares, que se
consigue mediante la unién del ligando leucocitario
tetrasacarido fucosilado sialil-Lewis (x) a la E-Selec-
tina y a la P-Selectina endoteliales. Asi, los linfocitos,
que circulaban con rapidez, se adhieren a las pa-
redes vasculares del tejido hacia el cual se dirigen,
donde el flujo circulatorio es mas lento. Después de
este proceso de adherencia, el linfocito rueda a lo
largo de la célula endotelial, en parte a través de la
interaccién con las selectinas, pero ahora cada vez

células endoteliales adyacentes hacia el tejido extra-
vascular, para dirigirse al lugar de la lesion cutanea,
gracias a gradientes de moléculas quimiotacticas que
se originan en dicho lugar. El linfocito aplanado se
vale de la interacciéon LFA-1/ICAM-1 y de PECAM-1
(CD31), una molécula de adhesién de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, para deslizarse entre las
células endoteliales y dirigirse hacia el tejido subepi-
telial.

Como hemos dicho anteriormente, el CLA es el ligando

més a través de la union de las integrinas linfocitarias de la E-Selectina. Teniendo en cuenta que el CLA, como
o4 Bl (subfamilia VLA-4) o a4f7, a sus respectivos también hemos comentado, es expresado por diversas
ligandos (fibronectina o FN, VCAM-1y FN, VCAM-1, células, todas estas células, en teoria serian capaces de
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interaccionar con la E-Selectina vascular. Podriamos, por
tanto, formular la hipétesis de que si las diferentes células
inmunorreactivas estudiadas expresan el CLA y a su vez,
la E-Selectina endotelial esta significativamente aumentada
respecto a cuero cabelludo sano, la interaccion de ambas
moléculas de adhesion probablemente sea un hecho im-
portante en la etiopatogenia de la AA al igual que sucede en
otras dermatosis inflamatorias cuténeas.

Objetivo del estudio

Partiendo del razonamiento previamente expuesto, el objetivo

de este trabajo ha sido:

1. Estudio de los porcentages de expresiéon del CLA por
los diferentes tipos celulares hallados en el infiltrado de
las muestras de AA y cc sano, a nivel intraepidérmico,
intrafolicular, perifolicular y perivascular. Las células es-
tudiadas fueron: células de Langerhans CDla+, linfocitos
T CD4+ cooperadores, linfocitos T CD8+ citotdxicos y
macréfagos CD68+.

2. Determinar el nivel de expresién de E-Selectina por las
células endoteliales de los vasos dérmicos, en las sec-
ciones de AA 'y de cc sano.

Material y métodos

Este estudio se realizd con el consentimiento informado es-

crito de los pacientes para la obtencion de las biopsias.

Pacientes

a) para la expresion del CLA se incluyeron 12 biopsias de la
periferia de placas alopécicas de cc de pacientes afectos
de diferentes formas clinicas de AA (en las formas totales
y universales, se biopsio la zona occipital) y 8 secciones
de la zona occipital de cc de individuos control aparen-
temente sanos.

b) para la expresion de la E-Selectina dispusimos de 12
muestras pertenecientes a las mismas biopsias de los
pacientes afectos de AA que se usaron para la determi-
nacién de la expresién del CLA y de 8 muestras de la
zona occipital de cc de individuos control aparentemente
sanos

Recogida de las muestras

Las muestras para estudio se obtuvieron de biopsias del
margen de placas alopécicas de cc de pacientes afectos de
alopecia areata y de la zona occipital de cc de individuos
sanos, con diferentes grados de alopecia androgenétia, so-
metidos a autotransplante de cabello con fines estéticos.

A todas las muestras obtenidas, tanto de cuero cabelludo
afecto de AA como de controles sanos, se les realizd estudio
histopatolégico, inmunofluorescencia directa (IFD) con an-
ticuerpos conjugados fluorescinados frente a IgG, I1gM,IgA 'y
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C3 (fraccion 3 del complemento) humano (Behringerke AG,
Malburg, Germany), una inmunofluorescencia directa doble
(IFDD) con los anticuerpos monoclonales (AcMo) primarios:
anti-CDla, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 y HECA-452 y
con dos anticuerpos secundarios fluorescinados frente a IgG
e IgM, segun la técnica de doble marcaje con FITC y Roda-
mina, una tincién para vasos con lectina Ulex y posteriomen-
te, en cortes consecutivos de cada biopsia, una tincion para
E-Selectina segln la técnica Envision (Tabla 1).

Tabla 1. Anticuerpos empleados.

Ac. conjugados Ractividad Isotipo Procedencia
Anti-ELAM-1 ELAM-1 1gG-1 mouse Bender Med
Systems

Ac. secundario  anti-ELAM-1
para ELAM-1

Dextrén conjugado  DAKO
con Peroxidasa
mouse

Ulex Europaeus célula endotelial lectina tipo 1 rabbit DAKO
lectin (UEA-1)  vascular

Ac. secundario  Ulex (lectina)  antilectina tipo 1 DAKO
para Ulex conjugado con
peroxidasa rabbit

Ac. primarios (DIF)
anti-CD1a CDla 1gG1, Kappa mouse Immunotech
anti-CD4 CD4 1gG1, Kappa mouse Dikinson
anti-CD8 CD8 1gG1, Kappa mouse Dikinson
anti-CD68 CD68 1gG1, Kappa mouse Dakopatts
HECA-452 CLA Rat IgM Louis Picker. USA

University of Texas
Ac. secundario Rat IgM Igs de Goat ICN

(DIF) anti-Rat conjugadas con FITC
IgM antirat

Ac. secundario IgG de mouse
(DIF) anti-IgG de
mouse

Igs de rabbit DAKO
conjugadas con
Rodamina antimouse

DIF (Inmunofluorescencia)
*Correspondencia reactividad/especificidad:
CD1a (células de Langerhans)
CD4 (linfocitos T cooperadores)
CD8 (linfocitos T citotdxicos-supresores)
CD68 (macrofagos)
CLA (células que expresan el CLA)

Preparacion de las secciones

Una vez obtenidas las muestras, una de tres porciones de
cada una (T,), previa fijacion del tejido con formol tampo-
nado, se incluy6 en parafina, se corté mediante microtomo
a temperatura ambiente en secciones seriadas de 4 micras
de espesor y se tifid para estudio histopatolégico, con fines
diagnosticos, con hematoxilina-eosina segun la técnica con-
vencional. Las dos porciones restantes se procesaron para
IFD (T,), y para doble inmunofluorescencia directa, Ulex y
Envision (T,).
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Las muestras destinadas a estudio mediante IFDD, Ulex
y Envision, fueron congeladas en metilbutano y guardadas en
el congelador a —70° C. Posteriormente se practicaron cortes
seriados de 4 micras de espesor en microtomo criostatico
a —26° C. Se dejaron secar los cortes durante 24 horas a
temperatura ambiente. Las muestras destinadas a Ulex'y En
Vision fueron fijadas en acetona durante 10 minutos. Final-
mente, todas ellas se guardaron en una caja de plastico en
el congelador a =70° C hasta su procesamiento.

Inmunofluorescencia doble directa (IFDD)
Se realizd segun la técnica de doble marcaje con FITC y
Rodamina. Después de rotular los portas y rodear la pieza
con un lapiz diamantado, se rehidrataron los cortes con PBS
(phosphate-buffered salina) al 10% durante 10 minutos y se
procedié a la supresion de fondo con suero normal de Goat
al 1/20 durante 15 minutos. Posteriormente, se incubaron
con los dos anticuerpos monoclonales (AcMo) primarios
mezclados (anti-CDla, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 y
HECA-452), en diluyente especial de Dako durante 30 mi-
nutos. Después de tres lavados de 5 minutos cada uno con
PBS, se incubaron con los dos anticuerpos (Acs) secunda-
rios fluorescinados (lg de Goat anti-IgM de Rat conjugado
con FITC al 1/20y Ig de Rabbit anti-1gG de Mouse conjugado
con Rodamina al 1/20) durante 30 minutos. Nuevamente se
realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS y se
montaron con Glicerina Tamponada.

Ulex

Después de rehidratar los cortes con PBS, se procedi6 al
bloqueo de la peroxidasa enddgena con solucién de DAKO
durante 7 minutos. Posteriormente se incubé con lectina
(Ulex) a una dilucion de 1/200 durante 1 hora y después de
varios lavados con PBS, se incubd nuevamente con el Ac
secundario: rabbit anti-Ulex europaeus conjugado con pe-
roxidasa a una dilucion de 1/200 durante 1 hora. Finalmente
y después de varios lavados, se reveld con AEC (3-amino-
9-etil-carbazol), se contrastd con hematoxilina acuosa y se
mont6 con acuatex.

Técnica ELAM-1 (Envision)

El procedimiento de esta técnica fue idéntico al de Ulex,
aunque obviamente con anticuerpos diferentes. El Ac Mo
primario se diluy6 con un diluyente especial de DAKO a 1/20
y el Ac secundario fue Dextran conjugado con peroxidasa.
Ambos se incubaron durante 30 minutos.

Contaje de las células de las muestras
a) para la expresion del CLA: Se visualizaron las muestras
en un microscopio confocal, a 1x40 aumentos, seleccio-

nando una sola seccidn transversal de la muestra inclui-
da en el porta y dentro de ella, un campo representativo,
el cual fue guardado, mediante sistema informatico, en
un disco compacto para el posterior recuento de células.
Este se hizo a partir de los elementos celulares teflidos,
con nucleo visible, comprendidos en la totalidad de la
imagen captada.

b) para la expresion de E-Selectina: En primer lugar se con-
t6 el numero de vasos dérmicos tefiidos con la técnica de
Ulex, en todo un campo del microscopio éptico, a 1x10
aumentos. Posteriormente, en una seccién consecutiva
de la misma muestra, se hizo el recuento de los vasos
teflidos para ELAM-1, igualmente en todo un campo del
microscopio éptico, a 1x10 aumentos. Por ultimo, se
extrajo el porcentage de expresion de los vasos tefiidos
para ELAM-1 en relacién a los vasos totales; es decir, a
los vasos contados con la técnica de Ulex.

Resultados

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

Inmunofluorescencia directa doble

A) En la alopecia areata

La relacion linfocitos T CD4 + / linfocitos T CD8+ resultd
ser de 4.

Todos los tipos celulares estudiados expresaron, aunque
en diferente grado, el CLA.

La expresion global del CLA fue del 58,13%, casi 6 veces
mayor que en cc sano (Tabla 2), cifra superponible a los
datos obtenidos en nuestro primer trabajo sobre el CLA[1].

Respecto a las diferentes areas estudiadas (Tabla 3),
encontramos diferencias muy discretas de expresion del CLA
entre la zona intrafolicular, perifolicular y perivascular. La
de mayor expresion fue la region perifolicular con un 61%,
seguida de la perivascular con un 59% y de la intrafolicular
con un 57%.

Tabla 2. Porcentage medio de expresion del CLA por los diferentes tipos
celulares.

CD1a CD4 CD8 CD68  HECA global (%)
AA 33,08% 70,97% 70,22% 20,06% 58,13
CCsano 593% 17,05% 1545% 8,75% 10,46

Tabla 3. Porcentage medio de expresion del CLA en las diferentes areas.

intraepidérmica
AA 41%
CC sano 3,17%

intrafolicular  perifolicular
56,9% 60,77%
5,10% 14,15%

perivascular
59,46%
14,72%
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En la epidermis, observamos una expresién moderada-
mente menor: 41%.

En cuanto a los fenotipos celulares (Tabla 2), el mayor
porcentage de expresion global del CLA correspondié a
las células T, siendo similar para los linfocitos T CD4+ co-
operadores (71%) y para los linfocitos T CD8+ citotdxicos
(70%).

Las células que expresaron mas intensamente el CLA
en epidermis fueron los linfocitos T CD8+ (90%) y a nivel
perifolicular y perivascular, los linfocitos T CD4+ (72% y 74%
respectivamente) (Tabla 4).

Es hecho de que en epidermis hallemos un 90% de
linfocitos T CD8+ CLA+, cifra notablemente superior a la de
linfocitos T CD4+CLA+ (56%) (Tabla 4), es un dato suscep-
tible de reflexion si tenemos en cuenta que el porcentage de
linfocitos T CD4+ que infiltra la epidermis es 4 veces superior
al de los lifocitos TCD8+[1]. En el resto de las areas, los
porcentages de expresion del CLA por los linfocitos T coope-
radores y linfocitos T citotoxicos fueron mas aproximados.

Un 33% de las células de Langerhans CDla+ fueron
CLA+, observandose el minimo porcentage de células
CDla+ CLA+ en el area intrafolicular (21%) y el maximo, a
nivel perifolicular (56%) (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentage de expresion del CLA de cada tipo celular en las
distintas &reas.

B) En cuero cabelludo sano
La relacion linfocitos T CD4+/CD8+ fue 1,17

Todas las células estudiadas expresaron, aunque en di-
ferente grado, el CLA. Estas diferencias en los porcentages
de expresion del CLA por los diferentes fenotipos celulares
fueron, sin embargo, notablemente menores que en el caso
de la AA.

La expresion global del CLA fue del 10,46%, como
hemos dicho anteriormente, casi 6 veces menor que en la
AA (Tabla 2).

Respecto a las diferentes areas estudiadas, se observé
una expresién similar del CLA por el conjunto de células,
entre las zonas perivascular (15%) y perifolicular (14%). Tam-
bién fue semejante la expresion del CLA entre las regiones
intraepidérmica (3%) e intrafolicular (5%) (Tabla 3).

En cuanto a los diferentes tipos celulares (Tabla 2), el
mayor porcentage de expresion correspondid, igual que en
la AA, a las células T, con poca diferencia entre los linfocitos
T CD4+ CLA+ (17%) y los linfocitos T CD8+ CLA+ (15%).

Un 9% de los macréfagos CD68+ fueron CLA+.

El menor porcentage de expresion del CLA correspondio
a las células de Langerhans CDla+ con un 6%.

Expresion de la E-Selectina endotelial
A) En la alopecia areata
De las 12 biopsias estudiadas (Tabla 5), 7 de ellas presen-

AA CC sano taban un grado de expresion de E-Selectina entre el 79% y
Intraepidérmica  CDla 44,75% 2.59% 97% (una media aproximada del 89%). En las 5 restantes,
b4 55,75% 7,69% en cambio, fue por debajo del 28%. De estas 5 biopsias,
cos 90,32% 6,66% en 3 de ellas se observé un rango de 12%-28% (media de
CD68 25% 2,70% alrededor del 17%) y en dos de ellas, practicamente no hubo
Intrafolicular CDla 21,27% 5,21% expresion de E-Selectina (2% en ambos casos).
CD4 70,80% 4,16%
cD8 76,13% 27,27% Tabla 5. Porcentage de expresion de E-Selectina.
CD68 31,25% 0% Caso n° AA CC sano
Perifolicular CDla 56,16% 7,46% 1 89,47% A2%
CD4 71,71% 16,12% 9 27.68% 55,26%
cD8 67,28% 16,86% 3 12.10% 44,299
CD68 18,65% 12,74% . 85.71% 32.82%
Perivascular CDla 41,73% 11,76%
CD4 73,69% 22,54% ° 91,17% 3589%
co8 63,41% 14,41% 6 1,96% 35,29%
CD68 17,46% 9,70% 7 90,41% 29,41%
8 2,14% 46%
El menor porcentage de expresion del CLA correspondio 9 11,53%
a los macréfagos CD68 + con un 20%. No se observaron 10 97,05%
grandes diferencias entre las diferentes areas, aunque las 1 19,379
células CD68+CLA+ fueron porcentualmente mas abundan- b 92’59%

tes en epitelios y predominaron en la regién intrafolicular
(31%).
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Figura 9. Alta expresion de E-

Selectina en la AA.

Selectina (detalle).

Tabla 6.
Linfocitos CD4+ CLA+  Linfocitos CD8+ CLA+
epidérmicos 55,75% 90,32%
intrafoliculares 70,80% 76,13%
perifoliculares 71,71% 67,28%
perivasculares 73,69% 63,41%
% global 70,97% 70,20%

B) En cuero cabelludo sano
La expresion global de las muestras control estudiadas fue
del 40% con un rango de 29%-55%.

Comentario

Algunos de los datos que se desprenden de este trabajo
suscriben los obtenidos en publicaciones previas, como
el cociente de la relacién de linfocitos T CD4+/linfocitos
TCD8+, tanto en las muestras de cc afecto de AA como de
cc sano. Asi mismo, al igual que los dos fenotipos de linfoci-
tos T estudiados, las células de Langerhans y los macréfagos
también son capaces de expresar el CLA.

Por otra parte, podemos decir que ademas de aumentar
el niumero absoluto de las células de cada cada substrato
celular hallado en las placas de AA en relacién a los grupos
controles sanos, existe también un incremento de la capa-
cidad de expresar la molécula de adhesion CLA, por parte
de cada uno de los tipos celulares del infiltrado.

En la AA la mayoria de linfocitos T expresan el CLA, en
igual medida los linfocitos T cooperadores que los linfocitos
T citotéxico-supresores (71% y 70% respectivamente), de
modo que hay un importante predominio de las células T
memoria; es decir, de aquellas que han acusado un estimulo
antigénico especifico durante su secuestro inespecifico en
los ganglios linfaticos que drenan la zona cutanea inflama-
da.

Los linfocitos T CD8+ CLA+ predominan fundamen-
talmente a nivel intraepidérmico; es decir, el 90% de las

Figura 10. Alta expresion de E-  Figura 11. Baja expresion de E-  Figura 12. Baja expresion de

Selectina en la AA. E-Selectina (detalle).

células T citotdxico-supresoras epidérmicas expresan el an-
tigeno linfocitario cutaneo en su superficie (Figura 1). Los
linfocitos T CD8+ van incrementando la expresion del CLA
progresivamente desde la posicion perivascular, perifolicular,
intrafolicular, hasta la epidérmica (63%, 67%, 76%, 90%
respectivamente) (Figuras 2, 3y 4) donde llega a ser nota-
blemente superior a la expresion del CLA por parte de los
linfocitos T CD4+ (Tabla 4). Sin embargo, el porcentage de
células T CD4+ que infiltra la epidermis es 4 veces superior
al de las células T CD8+[1]. A nivel intrafolicular, la dife-
rencia de expresion del CLA es menor en ambos fenotipos
de células T, aunque sigue estando a favor de los linfocitos
T cititoxicos. La razén de ese incremento porcentual de la
expresion del CLA por estas células T CD8+CLA+ podria
explicarse por el hecho de que llegaran a las estructuras fo-
liculares y epidérmicas preferentemente aquellos que fueran
capaces de expresar el CLA en su superficie.

Los linfocitos T CD4+ CLA+ son mayoritarios funda-
mentalmente en la region perivascular (74%) (Figura 5).
Le siguen muy de cerca, en intensidad de expresion de la
molécula glicoprotéica, las areas perifolicular e intrafolicular
(Figura 6). Con ellos ocurre lo contrario que con los linfo-
citos T CD8+CLA+; es decir, las células T cooperadoras
van disminuyendo la expresién del CLA desde la posicion
perivascular, perifolicular, intrafolicular, hasta la epidérmica
(Figura 7) (74%, 72%, 71% y 56% respectivamente). Podria
deducirse que quizéa su actividad fundamental ocurre entre
los foliculos y los vasos dérmicos y que pudieran ir perdiendo
parcialmente la capacidad de presentar en su superficie el
CLA después de su extravasacion a los tejidos y durante su
proceso de migracion hacia el foco inflamatorio.

En definitiva, no conocemos los mecanismos que expli-
quen esta “inversion direccional” (Tabla 6) de la expresion
del CLA por estos dos substratos celulares Ty por supuesto,
tampoco la importancia etiopatogénica que tiene en el desa-
rrollo de la AA. Algo que si podemos intuir es que el grado
de expresion del CLA, similar a nivel global en las células
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T CD4+y en las células T CD8+ (71% y 70% respectiva-
mente), podria condicionar de algin modo la composicion
linfocitaria del infiltrado inflamatorio en las diferentes areas
estudiadas.

Un dato de interés es el hecho de que el minimo por-
centage de expresion del CLA por las células de Langerhans
CDla + (células presentadoras de antigeno por excelencia)
sea en el area intrafolicular (21%) y el maximo, a nivel
perifolicular (56%) (Figura 8). Quiza este hecho junto a la
observacion de que el drea de mayor expresion global del
CLA es la perifolicular (61%) (Tabla Ill) y que la mayoria
de linfocitos T en esta zona son CLA+, podria orientar la
localizacion de/de los érgano/s diana, en la AA, hacia las
estructuras mas externas del foliculo piloso.

Respecto a los macréfagos CD68+CLA+, puede obser-
varse que, a nivel intrafolicular, tienen su méaxima expresion
porcentual (31%). Este dato pudiera ser significatico ya que
contrasta con lo expresado en las secciones de cc sano
donde ocurre todo lo contrario; en esa area, la expresion del
CLA por los macrofagos es practicamente de 0%, la menor
de todas las regiones exploradas. También hay una notable
diferencia entre las cifras halladas en la zona intraepidérmica
en las muestras de AA y de cc sano (25% y 3% respectiva-
mente). A nivel perifolicular y perivascular el porcentage de
células CD68+CLA+ respecto a cc sano tiene un gradiente,
a favor e la AA, mucho mas discreto. Estas diferencias,
posiblemente, contribuyen a localizar el lugar de maxima
inflamacién en el foliculo piloso.

Por ultimo, cabe decir que la méaxima diferencia por-
centual de la expresién del CLA por las muestras de las
placas afectas de AA, en relacién a las secciones de cc
aparentemente sano, en funcién del drea estudiada, es a
nivel intrafolicular (57% y 5% respectivamente) y perifolicular
(61% y 14% respectivamente). Respecto al fenotipo celular,
el mayor gradiente entre AA 'y cc sano es a expensas de las
células T, tanto CD4+ como CD8+, las cuales juegan un
papel fundamental en la respuesta inflamatoria.

En cuanto a la diferencia de expresion del CLA por los
diferentes tipos celulares, en las distintas areas, vemos que
la mayor diferencia entre AA y cc sano, en epidermis es a
expensas de las células T CD8+ y en las regiones intra-
folicular, perifolicular y perivascular, esta en relacion a las
células T CD4+.

En cc sano, los diferentes tipos celulares estudiados
también expresaron el CLA en su superficie, aunque todos
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ellos, en grado notablemente inferior a las muestras de AA.
En concreto, el porcentage medio de expresion global del
CLA por las células observadas en las muestras de cc sano
fue casi 6 veces inferior a las células del infiltrado de las
secciones de AA. El grado de expresion fue similar en los
dos subgrupos de linfocitos T; sin embargo, el fenémeno de
“inversion direccional” no fue observado.

Por otra parte, los porcentages tan diversos, incluso por
debajo de los controles sanos, obtenidos en el estudio de la
expresion de la E-Selectina (Figuras 9, 10, 11,12) por las
células endoteliales vasculares dérmicas, no se pudieron
relacionar con ninguna variable clinica: tiempo de evolucion
de la enfermedad o del episodio actual, tratamientos previos
o actuales, forma clinica de AA, edad, sexo, etc. Probable-
mente, podrian obedecer a una percepcidon momentanea
de esa expresion, en funcién probablemente del momento
en que se produce el estudio. Es de interés recordar aqui
un trabajo de llaria Ghersetich[15] en el que estudi¢ la ex-
presién de E-Selectina en la fase progresiva y estable de
la AA, en cc afecto y no afecto de lesiones alopécicas. Los
resultados obtenidos fueron que la E-Selectina solamente
tiene una expresion intensa, en la piel afecta de cc durante
la fase progresiva de la enfermedad. Durante esta fase, el
cc no afecto tiene una expresion moderada y durante la fase
estable de la AA, no hay expresion de E-Selectina en ningiin
caso, ni en las placas alopécicas ni en las zonas de cuero
cabelludo aparentemente no afectado.

Parece ser pues que la expresion de la E-Selectina, no
esta relacionada con la extension de la enfermedad sino con
la actividad de la misma, momento en el cual, tendria lugar
la activacion o reactivacion del endotelio vascular dérmico
por determinadas citocinas proinflamatorias.

De cualquier forma, en la mayoria de las muestras se
observa un nivel de expresién de E-Selectina del 89%, lo
cual es indicativo de que el proceso inflamatorio desarrollado
durante la enfermedad, esta relacionado con la activacion
del endotelio vascular. La consecuencia seria la expresion
por las células endoteliales de moléculas de adhesion, en-
tre ellas la E-Selectina, que posibilitarian la extravasacion y
migracion de las células capaces de expresar el ligando de
la E-Selectina; es decir, el CLA.

Por ultimo, hay que remarcar que, a diferencia de lo
publicado en otros trabajos, la expresion de E-Selectina
mostré un nivel basal de alrededor de un 40%, observable
en los controles sanos.
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CO“C'USiOﬂES El 6rgano diana en la AA quizé podria localizarse en las
1. La mayorfa de linfocitos T expresan el CLA. estructuras mas externas del foliculo piloso.
2. La actividad fundamental de los linfocitos T CD4+ proba- La expresion de la E-Selectina parece ser que no esta
blemente esta entre los foliculos y los vasos dérmicos. relacionada con la extension de la AA, sino con la acti-
3. El porcentage de expresién del CLA por los diferentes vidad de la misma.
tipos celulares, podria ser clave en la composicion del La interaccion entre las moléculas de adhesion CLA'y E-
infiltrado inflamatorio hallado en las lesiones de AA'y por Selectina probablemente es crucial para la extravasacion
tanto desempefiar un papel importante en la etiopatoge- y migracion de las células inmunocompetentes en la AA,
nia de la misma. al igual que sucede en otras dermatosis inflamatorias.
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