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1.1 DERMATOMIOSITIS

1.1.1 CONCEPTO

La dermatomiositis (DM) es una enfermedad sistémica de probable origen
autoinmune que combina una miopatia inflamatoria, que se manifiesta por
debilidad muscular proximal simétrica, con lesiones cutdneas caracteristicas.
Junto con la polimiositis (PM) y la miopatia por cuerpos de inclusion comprende
las miopatias inflamatorias idiopaticas (Dalakas y cols., 1996). La DM y la PM
se han agrupado clasicamente bajo el complejo DM/PM, siendo la presencia de
lesiones cutaneas la caracteristica diferencial de la DM. Sin embargo, la
observacion de ciertas diferencias en el cuadro inmunopatolégico permite
suponer hoy dia que la DM y la PM serian dos enfermedades distintas (Banker

y Engel,1986, Urbano-Marquez y cols., 1991).

Epidemiologia

La incidencia del complejo DM /PM oscila entre 1 y 30 casos por millon de
habitantes y afio con una prevalencia de 10 casos por millon de habitantes. La
DM es menos frecuente que otras conectivopatias como el lupus eritematoso
sistémico, la esclerosis sistémica o el sindrome de Sjogren. Es dos veces mas
frecuente en mujeres que en varones. Puede presentarse a cualquier edad
pero existen dos picos de maxima incidencia: uno por debajo de los 10 afios y

el otro entre los 45 y 60 afios (Dalakas,1991).

La causa de la DM es desconocida y actualmente su tratamiento se basa en
farmacos inmunosupresores y/o inmunomoduladores (Bombardieri 'y
cols.,1989; Heckmatt y cols.,1989; Miller y cols.,1992; Dalakas y cols.,1993;
Cherin y cols.,1994; Grau y cols., 1994). A pesar de que el prondstico de la DM
ha mejorado notablemente gracias a estos tratamientos, seguimos asistiendo a

pacientes refractarios en los que la enfermedad es causa de gran morbilidad e
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incluso de evolucion fatal (Dalakas y Engel,1988; Mird y cols.,1999). Por ello,
son necesarios avances en la inmunopatogenia de la DM que posibiliten el

desarrollo de nuevos tratamientos.

1.1.2 Clasificacion

A lo largo de los afios se han propuesto multiples clasificaciones de los subtipos
de PM/DM pero actualmente la mas utilizada es la clasificacion de Bohan y
Peters (Bohan y Peter, 1975) modificada por Euwer y Sontheimer (Euwer y
Sontheimer,1993) y que se enumera a continuacion:

1.Polimiositis

2.Dermatomiositis

3.Miositis asociada a neoplasia

4.Dermatomiositis/polimiositis juvenil

5.Miositis asociada a otras conectivopatias (sindromes de solapamiento)

6.Dermatomiositis amiopatica.

Bohan y Peters establecieron los criterios diagnosticos de la PM/DM:

1- Debilidad simétrica de los musculos de las cinturas escapulares y pélvica, de
los musculos flexores del cuello, progresiva en el curso de semanas o0 meses,

con o sin disfagia o afectacion de la musculatura respiratoria.

2- Biopsia muscular con evidencia de necrosis de fibras musculares,
fagocitosis, regeneracion, nucleos sarcolemales grandes y vesiculosos con
nucleolos prominentes, atrofia de distribucion perifascicular, variacion en el

tamafo de las fibras e infiltrado inflamatorio frecuentemente perivascular.

3- Elevacion plasmatica de enzimas musculares, especialmente de la
creatinfosfoquinasa 'y frecuentemente de la aldolasa, aspartato

aminotransferasa, alanina aminotransferasa y lactato deshidrogenasa.
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4- Triada electromiografica de unidades motoras polifasicas pequefias y cortas,
fibrilaciones, ondas positivas agudas e irritabilidad insercional y descargas

repetitivas anémalas de alta frecuencia.

5- Cualquiera de las manifestaciones cutaneas caracteristicas de la

dermatomiositis.

Los pacientes que cumplan los 4 criterios musculares tienen un diagnostico de
certeza de polimiositis. EI cumplimiento de 3 criterios musculares permite
establecer el diagnostico de probabilidad y el de posibilidad cuando solo se

cumplen dos.

En los pacientes con 3 0 mas criterios musculares y el 5° (criterio de afectacion
cutanea) se establece el diagnéstico de certeza de dermatomiositis; el de
probabilidad se establece con dos criterios musculares y el criterio de
afectacién cutanea, y el de posibilidad con un criterio muscular y el criterio

cutaneo.

Segun estos criterios un paciente con clinica cutanea -caracteristica en
ausencia de afeccidon muscular evidente no podia ser diagnosticado de DM.
Este criterio fue clarificado por Euwer y Sontheimer al proponer el término de
DM amiopatica para estos casos.

El término DM amiopatica (Euwer y Sontheimer, 1993) se aplica en los casos
de pacientes con lesiones cutdneas de DM pero en ausencia de evidencia de
afectacidon muscular durante dos afios. En mas de la mitad de los casos las
lesiones cutaneas preceden a la afectacion muscular. Muchos de estos
pacientes desarrollardn posteriormente, a veces afios mas tarde, lesiones
musculares. En muchos casos en que la miositis no es evidente clinica e
histologicamente es posible detectar la afectacion muscular por métodos mas
sofisticados como la microscopia electronica y la resonancia nuclear magnética
(Olsen vy cols.,1992; Southwood y cols.,1992; Grau, 1992; Park y cols., 1995).
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1.1.3 CLINICA

La DM puede presentarse de muchas formas clinicas y practicamente todos los
organos del cuerpo pueden verse afectados aunque inicial vy

predominantemente se afectan piel y musculo.

Manifestaciones cutaneas

La dermatomiositis presenta dos lesiones cutdneas patognomoénicas, las
papulas de Gottron y el eritema en heliotropo, que cuando estan presentes
permiten establecer un diagndstico de certeza. Existen lesiones cutaneas que
son caracteristicas aunque no patognomoénicas y otras que son inespecificas
aunque dentro de un cuadro compatible pueden ayudar a establecer un
diagnéstico (Dalakas y cols.,1992; Campo y cols.,1999). Entre estas
manifestaciones o lesiones cabe destacar: la fotosensibilidad, el eritema difuso
en areas fotoexpuestas, alteraciones periungueales, manos de mecanico,
zonas eritematosas y/o alopécicas del cuero cabelludo y el edema
periorbicular.  Otras  manifestaciones  menos  frecuentes incluyen:
dermografismo, lesiones ampollosas, lesiones urticariformes, eritema nodoso,
eritema  multiforme, eritrodermia, queratosis folicular, hipertricosis,
hiperhidrosis, erupciones psoriasiformes, pitting ungueal, dermatitis exfoliativas,
livedo reticular, Ulceras cutaneas, paniculitis, erupcion papular folicular
eritematosa hiperqueratdsica en cara, espalda, cuello, tronco, dorso de pies y
manos y areas palmoplantares (pacientes orientales), erupciones tipo pitiriasis
rubra pilaris ( Requena y cols.,1997), fenbmeno de Raynaud y eritema

flagelado (similar al inducido por la bleomicina) ( Jara y cols.,1997).

Manifestaciones musculares

La afectacion muscular de la dermato/polimiositis se manifiesta por una

debilidad simétrica de instauracion subaguda (en semanas 0 meses), en
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ocasiones insidiosa, pero raramente aguda. Es constante y progresiva a
diferencia de lo que ocurre en otros procesos como la miastenia gravis, en los
cuales presenta un curso intermitente. Es practicamente siempre bilateral y
simétrica y afecta fundamentalmente a los masculos estriados del tronco y de
las cinturas escapulares y pélvica. Estos muasculos se afectan antes y con
mayor frecuencia que los periféricos. El paciente suele consultar por dificultad
para levantarse de sillas, dificultad para subir escaleras o incapacidad para
mantener los brazos elevados (impidiendo el peinado). La atrofia muscular
acostumbra a ser tardia y los reflejos musculotendinosos estan preservados
salvo en musculos severamente afectados y atroéficos.

En la mitad de los casos la debilidad muscular se asocia a mialgias aunque
suelen aparecer en grado mucho mas leve que en las miopatias infecciosas
(Dalakas, 1992); Casademont y Grau, 1997)

Otras manifestaciones

En la DM pueden presentarse ademas de la clinica cutanea y muscular mal
estado general, fiebre y pérdida de peso, mas frecuentemente en casos de
sindrome de solapamiento de conectivopatias. La calcinosis universalis,
depdsitos de calcio que se localizan mas a menudo en codos y manos, se
puede encontrar en 15% de los adultos y en 50% de los casos infantiles de DM.
La disfagia debida a la afectacion del musculo cricofaringeo o de la
musculatura estriada del esofago es la manifestacion digestiva mas frecuente.
Muchos pacientes con DM presentan al inicio de la enfermedad artralgias si
bien la artritis es mas frecuente en aquellos con sindrome de solapamiento de
conectivopatias. El fenbmeno de Raynaud y el sindrome de Sjégren tambien
son mas frecuentes en pacientes con DM y sindrome de solapamiento de
conectivopatias (Herrero y cols.,1991, Schepers y Herrero,1997). Las
manifestaciones pulmonares pueden deberse a hipoventilacion por debilidad
muscular, infiltrados pulmonares por farmacos, vasculitis y neumonias por
aspiracion, pero el cuadro mas frecuente es la enfermedad intersticial pulmonar

que suele ir asociado a enfermedad grave aunque si se tratan de forma
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agresiva con farmacos inmunosupresores no comporta un peor prongstico que
aquellos pacientes sin enfermedad intersticial pulmonar (Grau y cols., 1996).
Los pacientes con enfermedad intersticial pulmonar presentan mas
frecuentemente manos de mecanico, artralgias, y fiebre y tienen anticuerpos
séricos anti jo-1 en 75% de los casos. En los pacientes de DM sin enfermedad
intersticial pulmonar sélo se encuentran anticuerpos anti jo-1 en un 3% de los
casos. Se ha descrito la afectacion miocardica en forma de miocarditis, fibrosis
miocérdica y trastornos de conduccién. También pueden presentar pericarditis.
En aproximadamente el 20% de las DM de adulto existe unna neoplasia
asociada. Habitualmente el tratamiento de la neoplasia subyacente consigue
mejorar las manifestaciones de la DM y éstas pueden reaparecer cuando se
produce la recidiva o la diseminacion metastasica del cancer ( Bernard y
cols.,1993; Schepers y cols., 1995). Las infecciones y el cancer son las causas
mas frecuentes de muerte en la DM (Mird y cols.,1999).
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1.1.4 HISTOLOGIA

Histologia cutanea en la DM.

Las alteraciones histolégicas de las biopsias de lesiones cutdneas de
dermatomiositis dependeran del estadio evolutivo de la enfermedad.

En las lesiones agudas, los cambios histologicos recuerdan a los propios del
lupus eritematoso subagudo (Bielsa y cols., 1994; Herrero y cols., 1988) con la
salvedad de que los infiltrados inflamatorios son mucho més escasos. A nivel
epidérmico se observa una degeneracion vacuolar de la capa basal con
degeneracion de la membrana basal. Se objetiva un infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos T CD4+, macréfagos y en menor medida células de
Langerhans de predominio perivascular y subepidérmico focal (Hausmann y
cols., 1991) y un edema de la dermis que por lo general es mas extenso al

observado en el lupus eritematoso cutaneo subagudo.

Es frecuente hallar depdsitos dérmicos de mucina. El tejido celular subcutaneo
puede presentar también infiltrados inflamatorios linfocitarios o degeneracién
mucoide. Existe una disminucién en el niumero de capilares y éstos se

encuentran dilatados rodeados por células endoteliales tumefactas.

En lesiones mas avanzadas la epidermis se atrofia, con aplanamiento de los
procesos interpapilares e incrementos en los depdsitos de melanina en la capa
basal. Se observa un engrosamiento, homogeneizacion y esclerosis de la
dermis, con engrosamientos de las paredes vasculares. A nivel del tejido
celular subcutaneo se pueden observar igualmente fendmenos de fibrosis o

calcificacion.

Los estudios de inmunofluorescencia demuestran depdsitos globulares de 1gG,
IgM y ocasionalmente de IgA en la dermis superficial y en la unién dermo-
epidérmica de forma no constante (Dalakas,1992).

Histologia del musculo afecto de DM
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La biopsia muscular es la prueba para establecer el diagnostico de la afeccion
muscular de la DM y para descartar otras enfermedades neuromusculares.

La resonancia magnética nuclear puede ser util para identificar los grupos
musculares afectos, permitiendo hacer una biopsia mas dirigida. Las lesiones
histolégicas de la DM son muy focales y parcheadas y frecuentemente son muy
discretas por lo cual puede ser necesario efectuar varias biopsias musculares y
realizar cortes seriados tanto transversales como longitudinales de todas las

muestras para detectar el foco (Comola y cols.,1987).

La dermatomiositis se caracteriza por la aparicion de infiltrados inflamatorios
de células mononucleares. Por inmunohistoquimica se identifican linfocitos B,
linfocitos T, sobretodo CD4+ vy macréfagos que se distribuyen
fundamentalmente por areas perivasculares, en la zona perimisial, por los
septos interfasciculares y rodeando mas que infiltrando los fasciculos

musculares (Pedro-Botet y cols.,1988).

La densidad de capilares vasculares estda reducida. Existen depdsitos
vasculares de inmunoglobulinas (lgG, IgM), de factor C3 del complemento y
del complejo de ataque de membrana del complemento (MAC) (C5b-9)
(Kissel y cols.,1986). Esto se asocia a fenOmenos de trombosis de arteriolas y
necrosis venular con disminucién de la red capilar. Por microscopia
electronica las células endoteliales lesionadas presentan estructuras tubulo-
reticulares intracitoplasmaticas (Casademont y cols.,1990; Estruch vy
cols.,1992).

Existe necrosis isquémica focal de las fibras musculares que resulta en atrofia
perifascicular. La presencia de esta atrofia perifascicular es diagndstica de
dermatomiositis, incluso en ausencia de inflamacion (Mantegazza y cols.,1997).
Son frecuentes las imagenes de macrofagia que son macrofagos llenos de las
fiboras musculares en fase de necrosis. Las imagenes en “sacabocados” o

“punched out” son imagenes que parecen artefactuales pero que en realidad
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representan una agresion subletal de los miocitos cuyos filamentos

citoplasmaticos se encuentran muy disminuidos.

En los casos asociados a otras conectivopatias pueden observarse fenémenos
de vasculitis. Contrariamente, en la PM el infiltrado inflamatorio est4
predominantemente compuesto por linfocitos T supresores, CD8+, y se halla
distribuido en el endomisio, rodeando e infiltrando las fibras musculares. Asi se
piensa que la PM es una enfermedad mediada por citotoxicidad celular
mientras que la DM representa una micoangiopatia mediada por la
inmunidad humoral y el complemento (Engel y Arahata, 1986; Pedro-Botet y
cols., 1988; Dalakas y Sivakumar, 1996).

1.1.5 ETIOPATOGENIA

Actualmente sé6lo se conocen piezas aisladas del complejo rompecabezas que
explicaria la etiopatogenia de la DM. El grado en el que cada una de estas
piezas contribuye al rompecabezas y la forma de interrelacionarse entre ellas
estas piezas es desconocida. No se sabe si existe uno o varios mecanismos
etiopatogénicos diferentes, si son los mismos en todos los pacientes, si son
diferentes segun la forma clinica de DM o si difieren segun los oOrganos

afectados (Hausmann y cols.,1991).

La DM se engloba dentro del grupo de las enfermedades autoinmunes por
diversas razones. Entre ellas cabe destacar la asociacion de la DM con otras
enfermedades consideradas autoinmunes por su respuesta inmune alterada
como el lupus eritematoso, la esclerodermia sistémica y el sindrome de
Sjogren, la deteccion de autoanticuerpos en sangre que en algunos casos se
correlacionan con la actividad de la enfermedad, la existencia de una
respuesta inflamatoria en los 6rganos diana, la microangiopatia mediada por el
sistema del complemento y finalmente el efecto beneficioso del tratamiento
inmunosupresor y/o inmunomodulador en muchos pacientes (Dalakas y
cols.,1993).

10
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Parece ser que en la etiopatogenia de la DM interviene una respuesta inmune
anomala en un paciente predispuesto genéticamente y desencadenado todo

ello por unos agentes exogenos.

1.1.5.1 FENOMENOS QUE INDICAN UNA REACCION INMUNE.

Existen numerosos hallazgos que evidencian que en la DM interviene una
respuesta inmune. Entre ellos los mas importantes son los que se enumeran a
continuacion y que se desarrollaran en los siguientes apartados:

I. Autoanticuerpos

Il. Respuesta inmune en los 6rganos afectos.

[ll. Endotelio vascular

IV. Depositos de inmunocomplejos y complemento.

I. Autoanticuerpos

En la dermatomiositis (DM) se detectan autoanticuerpos en casi el 90% de los
pacientes. Muchos de ellos son inespecificos, si bien en un 45% a 55% de los
pacientes con DM se detectan anticuerpos de definida especificidad contra un
antigeno determinado, ademas de autoanticuerpos especificos de la miositis
denominados genéricamente MSA (myositis specific antibodies) en un 35% a
40% de los casos (Targoff, 1993).

No se sabe si estos anticuerpos tienen un papel directo en la inmunopatogenia
de la DM porque no se ha logrado comprobar que jueguen un papel patogénico
y tampoco se ha demostrado el depdésito de estos anticuerpos en las lesiones
cutaneas ni musculares de la PM/DM. Posiblemente aparezcan simplemente

como un epifenémeno.

Lo que si es conocido es que se han relacionado diferentes grupos de MSA

con subtipos clinicos determinados y su titulo también se ha correlacionado con
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la actividad clinica de la enfermedad (Miller y cols., 1990). De esta forma,
dentro de los MSA se diferencian 5 grupos de autoanticuerpos que detallamos

a continuacion:

a). Antisintetasas.

Son el grupo de anticuerpos mas frecuente. Reaccionan contra las aminoacil-
ARN-sintetasas, que catalizan la unién de un aminoacido a su ARN de
transferencia especifico. La antisintetasa mas frecuente es la anti-Jo-1 que va
dirigido contra la histidil-RNA-sintetasa (Mathews y cols.,1983). Aparece en el
18% de todas las DM-PM. Es mas frecuente en la PM que en la DM y
practicamente todos los pacientes son adultos (Vazquez-Abad vy
Rothfield,1996). Estos autoanticuerpos se han asociado en un 50%-75% con
un sindrome clinico determinado designado sindrome antisintetasa
(Targoff,1993). Este sindrome comprende la enfermedad pulmonar intersticial
en un 50%-70%, artritis (>90%), fenbmeno de Raynaud (>60%), manos de
mecanico (hiperqueratosis, hiperpigmentacion y fisuracion en las zonas
radiales y palmares de los dedos y de las palmas de la manos). Este sindrome
se asocia también con frecuentes recidivas al reducir el tratamiento
inmunosupresor. La presencia de antisintetasas es mas frecuente en pacientes
con HLA-DR 3. Se han descrito otras antisintetasas que incluyen la anti-PL-7,
anti-PL-12, anti-OJ y la anti-EJ.
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b) Otros anticuerpos anticitoplasmaticos

Se dirigen contra otras proteinas citoplasmaticas. La mas importante es la
particula anti sefial de reconocimiento (SRP), que aparece en
aproximadamente el 4% de PM-DM. El SRP interviene en la translocacion de
las proteinas hacia el reticulo endoplasmatico. Se encuentra sobre todo en
paciente adultos con PM y muy raramente en la DM. Asi mismo, se ha
correlacionado con enfermedad grave y muy resistente al tratamiento
(Targoff y cols.,). Otros autoanticuerpos dirigidos contra proteinas
citoplasmaticas involucradas en la translocacién incluyen el anti-Fer, el anti-

Mas y el anti- KJ.

c) Autoanticuerpos especificos de la DM.

Existe Unicamente un autoanticuerpo que se relaciona especificamente con la
DM y no con la PM: es el anti Mi-2 (Mierau, 1996). Se dirige contra un
complejo proteico nuclear. Aparece en pacientes con DM con miositis y solo
excepcionalmente en pacientes con DM amiopética. A diferencia de los
autoanticuerpos anti-Jo se encuentran tanto en la DM del adulto como en la DM
juvenil. Se asocia con un cuadro clinico de DM clasica con papulas de Gottron
en los nudillos de los dedos, eritema en el escote, crecimiento cuticular y
suelen responder rapidamente al tratamiento y el prondstico suele ser
relativamente favorable (Miller y cols.,1990). Aparece en el 5-10% de todos
los casos y a pesar de correlacionarse con pacientes con una DM clasica solo
se encuentra en un 20-30% de pacientes con DM aparentemente clasica. Se
asocia al HLA-DR?7.

d) Autoanticuerpos en sindromes de solapamiento

El hallazgo de autoanticuerpos es frecuente en los sindromes de solapamiento

entre diferentes enfermedades autoinmunes y especialmente en el caso de la

PM/DM con la esclerodermia o escleromiositis. El autoanticuerpo mas
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frecuente es el anti-PM-Scl que se ha encontrado en el 8% de pacientes con
miositis y en el 3% de pacientes con Esclerodermia. Estos autoanticuerpos
también pueden encontrarse en pacientes con DM o esclerodermia
aisladamente pero en mas del 50% de los casos existe solapamiento entre las
dos enfermedades. El autoanticuerpo esta dirigido contra un complejo proteico
del nucleolo (Alderuccio y cols.,1991). La presencia del anti-PM-Scl es mucho
mas frecuente en pacientes con HLA-DR3. Otros antianticuerpos asociados
con la escleromiositis son el anti ULRNP, el anti U2RNP y el anti Ku que
también se encuentran en otros sindromes de solapamiento y en el LES. Los
autoanticuerpos anti Ro/SSA y anti LA/SSB también puede encontrarse en la
PM/DM. Estos autoanticuerpos se encuentran sobretodo en el LE subagudo,
neonatal y sistémico pero también en los sindromes de solapamiento y en el

sindrome de Sjogren.

e) Otros autoanticuerpos

El anticuerpo anti 56-kD se ha encontrado en todos los subgrupos de DM pero
no es totalmente especifico para la miositis porque también se ha encontrado
en otras enfermedades como el lupus eritematoso sistémico (Arad-Dann y
cols.,1989).

También existen anticuerpos contra proteinas musculares. Se han encontrado
autoanticuerpos contra la miosina en el 90% de pacientes con miositis cuyo
titulo se correlacionaba con la actividad de la enfermedad. EIl hecho de que
también se han encontrado en otras enfermedades musculares y que no se
asocian a ningun subgrupo de PM/DM determinado hace pensar que estos
autoanticuerpos son secundarios a la lesion muscular. Asimismo se han podido
detectar la presencia de anticuerpos anticélula endotelial en el suero del
44% de casos de DM (Cervera y cols.,1991). Los anticuerpos anticélula
endotelial son otro marcador,aparte de los anticuerpos anti jo-1, de neumopatia
intersticial (Cervera y cols.,1991). Estos autoanticuerpos también se
encuentran en otras enfermedades autoinmunes en las que se cree que

interviene una microangiopatia, como en la esclerodermia sistémica y en el
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lupus eritematoso sistémico, pero su significado se desconoce (Westphal y
cols., 1994; Hill y cols.,1996).

[l. Respuestainmune en los organos afectos

a) Células presentadoras de antigeno y moléculas de adhesion

Estudios recientes coinciden en afirmar que los queratinocitos pertenecen a la
lista de las células presentadoras de antigenos. Igual que otras células
accesorias de la piel como las células dendriticas y los macrofagos, los
gueratinocitos se caracterizan por la expresién especifica de diversas
moléculas de adhesion celular y por la produccion de citocinas segun su
estado de activacion. Asi, los queratinocitos son capaces de regular directa o
indirectamente la proliferacion y la activacion de los linfocitos T (Cronstein y
Weissmann, 1993).

Los queratinocitos son capaces de expresar en su superficie la molécula de
adhesién intercelular-1 (ICAM-1). En condiciones basales el nivel de
expresion es muy bajo. Sin embargo en las lesiones de dermatomiositis, igual
que en el lupus eritematoso cutaneo y otras dermatosis inflamatorias, en
algunas zonas de la epidermis se observa una clara expresioén de ICAM-1. Ello
puede obedecer a varias causas: Por un lado se ha demostrado que las
radiaciones ultravioleta son capaces de inducir la expresion de ICAM-1,
circunstancia que parece tener importancia en el desencadenamiento del lupus

eritematoso cutaneo subagudo y también en la DM (Norris y cols., 1997).

Por otro lado, la epidermis asimismo se encuentra bajo los efectos de otras
citocinas presentes en la zona fronteriza dermoepidérmica capaces de inducir a
los queratinocitos la expresion de ICAM-1, como por ejemplo el interferon-
gamma procedente de los infiltrados inflamatorios subepidérmicos o del tumor
necrosis factor-alfa liberado por las células endoteliales y mastocitos. Se

supone que este efecto de las citocinas del infiltrado inflamatorio podria tener
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mayor importancia a nivel de los queratinocitos basales (Engel y Arahata,
1986).

La expresion de ICAM-1 por parte de las células epidérmicas facilita su
interaccion con otras células inmunolégicamente activas. La molécula ICAM-1
es el ligando del "antigeno asociado a la funcion linfocitaria” (LFA-1),
inducible en todos los leucocitos. La interaccion entre células LFA-1 positivas
con las células capaces de expresar ICAM-1 se considera un paso importante
en la induccion del reconocimiento de antigenos especificos, en la migracion
leucocitaria hacia los tejidos y en la citotoxicidad inmunoldgica (Menagé y cols.
1996).

La expresion de la molécula de adhesion vascular (VCAM) se considera uno
de los factores importantes en el proceso de migracion transendotelial de las
células inmunolégicamente activas (Rice y cols.,1991). Su expresion sobre
endotelios vasculares y células inflamatorias estd aumentada en diversas
enfermedades cutaneas como por ejemplo el lupus eritematoso (Jones y cols.,
1996).

La molécula de adhesion de célula endotelial (ELAM) se expresa de forma
escasa en piel sana pero se ha objetivado su expresion sobre las células
endoteliales en diversas enfermedades inflamatorias cutdneas como la dermatitis
atdpica, psoriasis y liquen plano (Groves y cols.,1991). Experimentos en vivo han
demostrado que primero ocurre la adhesion de neutrofilos mientras que la
adhesion de linfocitos T ocurre mas tarde cuando la expresion de ELAM es mas

sostenida (Munro y cols.,1991; Picker y cols.,1991).

Estudios recientes en musculo también han objetivado un aumento en la
expresion de ICAM-1 y la induccion de la expresion de VCAM en los capilares
de biopsias de musculo afecto de DM. Los linfocitos de los infiltrados
inflamatorios son LFA-1 y VLA-4 positivos. Asi, parece ser que las

interacciones leucocito/célula endotelial mediados por los receptores/moléculas
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de adhesion LFA-1/ICAM-1 y VLA-4/VCAM-1 participan en el desarrollo de los
infiltrados en la DM (Cid y cols.,1996).

b) Comparacion del infiltrado inflamatorio cutaneo y el muscular

En las lesiones cutaneas de la dermatomiositis la presencia de un infiltrado
inflamatorio de predominio perivascular y distribuido en pequefios focos de
localizacion subepidérmica es constante, aunque habitualmente este infiltrado
inflamatorio suele ser menos intenso que en el lupus eritematoso (Bielsa y
cols.,1994).

Los estudios encaminados a conocer sus caracteristicas fenotipicas
demuestran que los infiltrados inflamatorios cutaneos de la dermatomiositis
habitualmente estan compuestos por linfocitos T y macr6fagos (Hausmann 'y
cols.,1991). Como suele ocurrir en la mayoria de los procesos inflamatorios
dérmicos, los linfocitos B estan ausentes. Dentro de los linfocitos T suele
observarse un predominio mas o menos pronunciado de linfocitos T
colaboradores CD4 positivos sobre la subpoblacion supresora/citotéxica CD8

positiva.

Algunas zonas de la epidermis, parte de los endotelios, asi como un porcentaje
elevado de los macréfagos y linfocitos T, expresan las moléculas del sistema
mayor de histocompatibilidad de clase Il en su superficie. El andlisis de las
células de Langerhans puede demostrar, en algunos casos, un patron de
distribucion irregular a lo largo de la epidermis y se puede ver un ndamero
variable de células de Langerhans dentro de los infiltrados inflamatorios
dérmicos. El nUmero de células de Langerhans en las zonas lesionales esta

disminuido aunque su namero total es normal (Hausmann y cols.,1991).
La comparacién del fenotipo celular inflamatorio cutdneo con el de los

infiltrados inflamatorios musculares, permite apreciar una diferencia cualitativa

considerable. Asi, la celularidad inflamatoria a nivel del musculo en la
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dermatomiositis se compone de una proporcion importante de linfocitos B,
linfocitos T y macrofagos (Dalakas y cols., 1996; laonnone y cols., 1996).
Llama pues la atencidén la presencia pronunciada de linfocitos B, especialmente
en la vecindad de los vasos, que se ha considerado por algunos autores como
una de las caracteristicas diferenciales del infiltrado inflamatorio muscular,
especialmente frente a la polimiositis (Arahata y Engel, 1984; Pedro-Botet y
cols., 1988).

En el masculo, los linfocitos B se suelen encontrar en estrecho contacto con los
linfocitos T CD4 positivos y macréfagos. Sin embargo, en la piel, en ausencia
de los linfocitos B, el infiltrado se halla constituido por linfocitos T, macréfagos y
células de Langerhans.

La conformacion fenotipica encontrada en la piel de los pacientes con
dermatomiositis muestra pues una clara similitud con otras enfermedades
cutaneas inflamatorias, especialmente el lupus eritematoso. Esta observacién
podria significar la existencia de infiltrados inflamatorios 6rgano especificos

(Hausmann y cols., 1991).

18



Introduccion

I1l. Endotelio vascular

Numerosos autores coinciden en sefialar que la vasculopatia constituye un
elemento clave en la dermatomiositis (Whitaker y cols., 1972). Numerosas
observaciones indican que no solo en la dermatomiositis infantil sino también
en la dermatomiositis del adulto las alteraciones de la microvasculatura, tanto
en el masculo como en la piel, forman parte de la imagen histolégica
caracteristica de la enfermedad (Mendell y cols., 1996). Efectivamente, las
telangiectasias periungueales junto con areas completamente avasculares son

hallazgos clinicos objetivables mediante la capilaroscopia periungueal.

Asimismo, el nimero disminuido de capilares asi como su aspecto patologico
con importante tumefaccién endotelial en las biopsias musculares de pacientes
con dermatomiositis infantil y adulta, coinciden con observaciones parecidas
realizadas en las lesiones cutaneas (Emslie-Smith y Engel, 1990). Asi un rasgo
tipico dermatopatologico de la dermatomiositis consiste en la tumefaccion
endotelial, engrosamiento de la pared vascular, ectasia y depodsito de una
sustancia PAS-positiva en la pared de los vasos dérmicos. Llama la atencion
que este hallazgo se suele observar de forma mas pronunciada en las lesiones

cutaneas de la dermatomiositis que en el lupus eritematoso cutaneo.
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IV. Depésitos de inmunocomplejos y complemento

En la union dermoepidermica:

La comprobacion de depdsitos de inmunoglobulinas y del complemento a nivel
de la unién dermoepidérmica de las lesiones cutaneas de la dermatomiositis
son menos constantes que en el lupus eritematoso. Asi, en un estudio
realizado en nuestro centro, se detectaron depdsitos de IgG, IgM y/o C3 en un
11% de los casos, en piel lesional (Mascar6 y cols., 1995). No obstante, cabe
resaltar que si se estudian los depoésitos del complejo de ataque de
membrana MAC (MAC), se encuentran en un 86% de los casos. El significado

de este hecho en la actualidad se desconoce.

En los endotelios dérmicos y musculares:

Diversos estudios recientes coinciden en destacar los depdésitos del MAC a
nivel de la microvasculatura muscular de pacientes con dermatomiositis (Kissel
y cols., 1986). De hecho, en la actualidad la miopatia de la dermatomiositis se
interpreta como resultado de una lesion vascular mediada por el sistema del
complemento (Whitaker y cols.,1972; Mendell y cols.,1996). Parece ser que en
la dermatomiositis la presencia de los depdsitos de complemento en los
endotelios precede el dafio muscular. La reduccion de los capilares en relacion
con los depositos de MAC en la microvasculatura muscular explicaria en parte
la atrofia perifascicular observada en un alto porcentaje de pacientes con

dermatomiositis.

Por otro lado, también se pueden detectar depdsitos de MAC a nivel de la
vasculatura dérmica en las lesiones cutaneas de la dermatomiositis. En un
estudio reciente detectamos estos depdsitos en un 77% de los casos
estudiados, aunque su extension puede variar considerablemente (Mascaré y
cols., 1995). Igual que en el musculo, los depdsitos de complemento en los

vasos dérmicos no son especificos para la dermatomiositis puesto que
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también en el lupus eritematoso cutaneo se pueden observar, aunque el
namero de vasos afectos parece ser menor (Helm y cols., 1993; Crowson y
Magro,1996).

La interpretacion de estas observaciones segun los conocimientos actuales es
dificil. Parece ser que las funciones del sistema del complemento se pueden
dividir esencialmente en dos categorias: la citolisis mediada por el sistema del
complemento, en la cual el complejo de ataque de membrana ejerce una
funcién destacada y, por otro lado, un gran numero de efectos biolégicos
incluyendo los fenémenos de opsonizacién, promocion de fagocitosis,
activacion de respuestas inflamatorias, y aclaramiento de complejos inmunes.
La observacion de los depédsitos de MAC en la piel y el masculo de pacientes
con dermatomiositis permite suponer que el sistema del complemento participa

en los fendmenos fisiopatolégicos implicados en esta enfermedad.
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1.1.5.2 PREDISPOSICION GENETICA

La cuestion de por qué una determinada enfermedad inmunoldgica , bajo la
exposicion a los mismos factores externos, se produce en algunas personas y
en otras no, se intenta explicar por una determinada predisposicion genética.
Asi la respuesta inmune frente al antigeno celular Ro en muchos pacientes con
Sindrome de Sjogren o lupus eritematoso cutaneo subagudo parece ir unida a
la presencia del antigeno HLA DQ y/o DR 3. Los resultados al respecto entre
los pacientes con dermatomiositis hasta el momento son discordantes
(Schneider y cols.,, 1996). Algunos autores observaron un porcentaje
aumentado del fenotipo HLA-B8, DR3, otros citan una relacion entre la
presencia del subgrupo de pacientes con anticuerpos anti Mi2 y el fenotipo
HLA-DR-7 (Topaloglu y cols., 1997; Karpati y cols., 1988). Cabe mencionar un
estudio reciente que relaciona la dermatomiositis infantil con el HLA-DQA1
0501 (Reed y Sterling, 1995). Por otro lado no se ha encontrado una relacion
entre la presencia de dermatomiositis paraneoplasica y un determinado

fenotipo HLA ( Bernard y cols.,1993; Schepers y Herrero, 1995).

Durante los ultimos afos diversos estudios parecen indicar que defectos de
otros genes podrian estar relacionados con los fendmenos de autoinmunidad
(Emslie-Smith y cols., 1989). En este sentido se ha formulado la hipétesis de
que la pérdida de autotolerancia del lupus eritematoso que tiene su expresion
mas destacada en la produccion de autoanticuerpos, podria estar relacionada
con la alteracion de un gen que codifica el antigeno FAS. Se sabe que el
antigeno FAS juega un papel critico en la apoptosis o "muerte celular
programada" de las células. Por consecuencia, linfocitos autorreactivos,
podrian no ser eliminados por mecanismos de apoptosis que normalmente
conducen a su eliminacion. Por lo tanto una alteracion del gen FAS podria dar
lugar a un mantenimiento de estos linfocitos autorreactivos y a la predisposicién
hacia la autoinmunidad (Casciola-Rosen y Rosen,1997). Se ha especulado que

la insercion de determinados retrovirus en las células precursoras medulares o
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en los timocitos podrian intervenir en la modificacion del gen FAS (Norris y
cols.,1993;Sontheimer y cols.,1996) .
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1.1.5.3 FACTORES DESENCADENANTES

Existen multiples factores como agentes infecciosos, téxicos, traumaticos y
neoplasias que se han asociado con la DM. Saber si se trata realmente de un
factor desencadenante, o simplemente una asociacion casual o por el contrario
una consecuencia de la propia enfermedad muchas veces es dificil de
determinar. Sin embargo, actualmente se cree que dos agentes externos, la
radiacion ultravioleta y los virus son los agentes externos mas probables. La
piel, por su gran area de superficie, esta expuesta a multiples agentes
externos potencialmente dafinos. Para defenderse de ellos posee un complejo
sistema inmunologico propio denominado SIS (skin associated immune
system). Cualquier fallo en este sistema de defensa cutdneo o SIS podria

desencadenar una respuesta inmune local y/o sistémica (Bos y cols.,1993).

a) RADIACION ULTRAVIOLETA

La fotosensibilidad puede definirse como una respuesta exagerada a la
radiacion ultravioleta. La fotosensibilidad se manifiesta por exacerbacion
clinica de lesiones existentes, provocacion de lesiones nuevas por la
exposicion solar o respuestas anormales en las pruebas de fotobiologia, es
decir, dosis minimas de eritema bajas o0 respuesta de eritema prolongado
(Kerscher y cols.,1995). Entre las enfermedades autoinmunes que se
caracterizan por fotosensibilidad se encuentran el LE y la DM (Sontheimer y
cols.,1996).

El conocimiento de los mecanismos fotoinmunologicos en enfermedades
autoinmunes es dificil dado que los datos a nivel molecular actuales provienen
de estudios con ratones y no existe un modelo murino que se aproxime a lo
que ocurre en la DM. Asi los estudios estan limitados a voluntarios humanos.
En la literatura estos estudios son anecdaoticos y suelen estar limitados por el
namero reducido de pacientes y por el tipo de experimentos que pueden

llevarse a cabo debido a cuestiones éticas. Por todo ello, la mayoria de
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estudios son descriptivos y las hipotesis sobre la base inmunoldgica de la
fotosensibilidad caracteristica del lupus eritematoso y la DM resultan de la
integracion de nuestros conocimientos clinicos e inmunopatoldgicos de estas
enfermedades con los efectos conocidos de los efectos de las radiacion

ultravioleta sobre la piel normal (Norris y cols.,1997).

En mas de la mitad de los casos de DM existe un componente de
fotosensibilidad. Las lesiones cutdneas mas caracteristicas de la DM se
desarrollan precisamente en las zonas corporales fotoexpuestas, como son la
cara, el escote y las manos. Asimismo el control clinico de la DM suele ser mas
dificil y el inicio de la enfermedad o la reactivacion de la misma es frecuente en
primavera y verano. Incluso se han podido inducir lesiones eritematosas
clinicamente compatibles con DM mediante irradiacion en laboratorio mediante
un simulador solar (Cheong y cols.,1994). Sin embargo, éste es el Unico
estudio que hemos encontrado en la literatura y la histologia de estas lesiones
fue inespecifica. Estudios de fotobiologia en el lupus eritematoso demuestran
que tanto las radiaciones ultravioleta A como las B son capaces de inducir
lesiones de lupus eritematoso subagudo (Lehmann y cols.,1990; Velthuis y
cols.,1990; Norris y cols.,1993; Kind y cols.,1993).

La radiacion ultravioleta tiene efectos a muchos niveles diferentes: sobre la
reparacion del DNA y la apoptosis, puede inducir la expresién de autoantigenos
sobre la superficie celular de los queratinocitos, induce la liberacion de citocinas
y la expresibn de moléculas de adhesion (Norris y cols.,1991; Menage y
cols.,1996; Cai y cols.,1996), provoca cambios en las células presentadoras de
antigenos y puede provocar una inmunosupresion tanto local como sistémica
(Ullrich, 1995).

La radiacion ultravioleta puede ocasionar una alteracion en la reparacion del
DNA tanto de queratinocitos como de fibroblastos dérmicos y de linfocitos
circulantes. Estas alteraciones en el DNA pueden tener consecuencias
diversas. Por un lado puede ser un desencadenante de la apoptosis 0 muerte
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celular programada. La apoptosis esta regulada por un programa genético en el
que intervienen diversos genes. El dafio provocado por la radiacion ultravioleta
puede inducir la activacion del gen p53 que por su efecto sobre el complejo
Bcl-2 que disminuye y el Bax que aumenta promueve la apoptosis (Casciola-
Rosen y Rosen, 1997). Sin embargo, existen factores, regulados por el gen
RAS que promueven un aumento del bcl-2 con lo cual se inhibe la apoptosis.
En condiciones normales la union del receptor FAS a su ligando también
desencadena la apoptosis provocando la muerte de linfocitos T autorreactivos.
Una alteracion en el gen que codifica el antigeno FAS o su ligando podria
favorecer que no se eliminasen los linfocitos T autorreactivos y la presencia
continuada de éstos explicaria la formacion de autoanticuerpos contra ellos y la

predisposicion hacia la autoinmunidad.

La radiacién ultravioleta puede ser responsable de la expresion de antigenos
en la superficie de los queratinocitos. La radiacién ultravioleta puede
provocar mecanismos de translocacién del DNA que harian que determinados
antigenos nucleares o citoplasmaticos normalmente escondidos en el interior

de la célula se expresasen en la membrana citoplasmatica.

Por otro lado, en situaciones de estrés celular como en el caso de la exposicion
a radiacion ultravioleta, la alteracion del DNA resulta en la sintesis de
proteinas de estrés que estarian encargadas de acompafar a determinadas
moléculas hacia el ndcleo, al reticulo endoplasméatico o hacia la membrana
plasmatica. Se ha podido comprobar que la radiacion ultravioleta y también el
calor incrementan la presencia de proteinas de estrés en los queratinocitos
humanos. Posiblemente estas proteinas podrian intervenir en el transporte de
antigenos procesados o de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad hacia la superficie celular. Investigaciones recientes
sugieren que la radiacion ultravioleta puede ocasionar la translocacion de los
antigenos nucleares Ro y La hacia la membrana plasmatica, y a ellos se
unirian los anticuerpos anti Ro y La detectados serolégicamente en los

enfermos afectos de lupus eritematoso y también, aunque menos
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frecuentemente, en la DM. Otros estudios en el lupus eritematoso neonatal, en
el que existen lesiones de lupus eritematoso subagudo de forma transitoria,
han demostrado que la lesion citotoxica mediada por el complemento de los
queratinocitos se ve incrementada por la radiacién ultravioleta B (Yu y
cols.,1996). Se ha comprobado una unién incrementada de anticuerpos contra
los antigenos nucleares extraibles Ro, La, RNP y Sm en queratinocitos
cultivados e irradiados de pacientes con lupus eritematoso sistémico (Norris y
cols.,1997).

La radiacion ultravioleta induce la liberacién de dos citocinas primarias, la
IL-1 y el TNF-a, por parte de los queratinocitos. Estas dos citocinas a su vez
induciran la liberacién de otras citocinas secundarias y todas juntas iniciaran
una cascada de reacciones caracteristicas de la inflamacion. Entre las multiples
funciones de la IL-1 cabe destacar que induce la liberacion de citocinas
secundarias como la IL-6, IL-8 y el GM-CSF, que actia como un factor
coestimulador de antigenos y superantigenos para la activacion linfocitaria, que
estimula a las células de Langerhans, estimula la produccion de colagenasa y
gque actua como pirdogeno y como estimulador de los reactantes de fase aguda.
El TNF-a estimula la secrecion secundaria de IL-1, IL6, IL-8, IFN , GM-CSF,
factor activador de las plaquetas y prostaglandinas, estimula la emigracién de
las células de Langerhans y activa linfocitos, las células LAK (lymphokine
activated killer), monocitos y neutrofilos (Ullrich, 1995).
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En la DM existe una inmunosupresion tanto a nivel local como sistémica.

La radiacién ultravioleta provoca una desaparicion local de células de
Langerhans, tanto por efectos toxicos directos como por emigracion inducida
por citocinas. Asi mismo, citocinas como el TNFa y la IL-10 se han propuesto
como mediadores de la inmunosupresion sistémica inducida por la radiacion

ultravioleta (Norris y cols.,1997).

b) INFECCION VIRICA

En numerosas ocasiones se ha considerado la etiologia virica de la
dermatomiositis. El hecho de observar una asociacion con una infeccion virica
siempre plantea la cuestion si lo que se ve es una inflamacion provocada por
una infeccién virica cronica o si se trata de un evento inmunoldgico
desencadenado inicialmente por una infeccidn virica. No es facil establecer una
relacion directa entre una posible infeccion virica y la dermatomiositis.
Basandonos en un andlisis de los 6rganos afectados se podria considerar que
la presencia del genoma virico en las fibras musculares miositicas, demostrada
por PCR o hibridacion in situ indicaria el origen virico de la miositis. La
presencia de particulas viricas en el interior de células endoteliales,
macrofagos o linfocitos en la vecindad de las fiboras musculares seria de mas
dificil interpretacion. Incluso la ausencia de evidencia de particulas viricas no
descarta una infeccién virica reciente, pasada o persistente, que haya
desencadenado una respuesta inmunoldgica in situ o a distancia (Wiley y cols.,
1989).

Entre los virus relacionados especialmente con la polimiositis se han citado
repetitivamente a los retrovirus (Dalakas y cols., 1986; Morgan y cols., 1989).
Asi, en algunos pacientes con miopatias relacionadas con HIV (Dalakas y
Pezeshkpour, 1988) o human T-cell- leukemia virus-1 (HTLV-1), se ha
demostrado mediante métodos inmunohistoquimicos la presencia de particulas

viricas en las células infiltrantes, pero no dentro de las fibras musculares.
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No se puede descartar tampoco que una infeccidon virica de la piel sea
desencadenante de la dermatomiositis. Se sabe que la infeccién de las células
de la piel por determinados virus provoca diferentes respuestas inmunologicas
tanto a nivel local como general (Morgan y cols., 1989). Asimismo se sabe que
algunos virus modifican la respuesta inmunoldgica cutanea normal. Asi se ha
demostrado que en los pacientes con SIDA la respuesta inmunoldgica a nivel
de la piel sufre cambios importantes, tanto a nivel de las células de Langerhans
como de los linfocitos (Dalakas y Pezeshkpour, 1988). Cabe citar también que
la infeccidn de los queratinocitos por el virus Herpes simple tipo | puede
desencadenar el fenbmeno de apoptosis de los queratinocitos.

No obstante, en la dermatomiositis, en la actualidad no existen pruebas que
confirmen que una infeccion cutanea por un virus esté en relacion con el

desencadenamiento de la enfermedad.

Por otro lado se ha relacionado la evidencia sérica de una infeccion por
diferentes virus con el desencadenamiento de la dermatomiositis. En este
sentido se ha considerado la infeccion por el virus de Epstein-Barr y
citomegalovirus, asi como virus Coxsackie virus B (Hashimoto y cols., 1995).
No obstante incluso en los pacientes entre los que se demuestra una infeccion
por estos virus, la relacion etioldgica es dificil de establecer, especialmente
teniendo en cuenta que una enfermedad con una respuesta inmunolégica

alterada a su vez podria predisponer a una infeccion virica cronica.

Un posible argumento a favor de la teoria virica podria ser la hipotesis de que
la produccién de determinados autoanticuerpos especificos estuviera dirigida
contra el RNA viral incorporado en la célula. Esta hipétesis se planted
especialmente para el autoanticuerpo anti-Jo dirigido contra la enzima

citoplasmatica histidil-t-RNA sintetasa (Targoff,1993).
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1.2 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas, definidas en 1973 por Steinman (Steinman y Cohn,
1973) son células que poseen dos 0 mas prolongaciones citoplasmaticas largas
y finas, derivan de medula 6sea, son moviles, carecen 0 poseen escasa
actividad fagocitica, poseen antigenos de histocompatibilidad de clase 2 y
tienen una potente capacidad de presentacion de antigenos (Steinman y Cohn,

1974; Steinman y Witmer,1978; Steinman y Nussenzweig,1980) .

En la piel pueden identificarse las siguientes células dendriticas: células de
Langerhans, células indeterminadas, células dendriticas factor Xllla positivas o
dendrocitos dérmicos y las células dendriticas CD34 positivas. Se diferencian
por marcadores inmunohistoquimicos. Las células de Langerhans y las células
indeterminadas se encuentran fundamentalmente en la epidermis mientras que
las células dendriticas factor Xllla positivas y las células dendriticas CD34

positivas se localizan en la dermis.
Desarrollaremos con mas extension lo conocido hasta la fecha de estos dos

altimos tipos de células dendriticas de mas reciente descubrimiento, las células

dendriticas factor Xllla positivas y las células dendriticas CD34 positivas.
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1.2.1 CELULAS DENDRITICAS FACTOR Xllla POSITIVAS

1.2.1.1 Antecedentes Histdoricos

Las células dendriticas factor Xllla positivas o dendrocitos dérmicos son células
de morfologia dendritica, que se encuentran en piel normal. Se describieron por
primera vez células de morfologia dendritica en la dermis en 1970 por Braun
Falco y Burg (Braun Falco y Burg, 1970). Sin embargo el término dendrocitos
dérmicos no fue utilizado hasta 1986 cuando Headington lo acufié para
describir un tipo nuevo de célula propia de la dermis humana (Headington,
1986). Estas células se caracterizaron en preparaciones congeladas o en
parafina mediante un panel de anticuerpos monoclonales. El marcaje con el
anticuerpo policlonal de conejo contra el factor Xllla mostr6 la presencia de
células dendriticas en diversos tejidos humanos (Fear y cols., 1984) y

posteriormente en piel humana (Reid e cols., 1984).

A partir de 1986 muchos investigadores han utilizado técnicas de
inmunohistoquimica para determinar el factor Xllla en muestras incluidas en
parafina de un nimero importante de enfermedades inflamatorias y neoplasicas
demostrando que el factor Xllla es un marcador fiable de los dendrocitos
dérmicos ( Derrick y cols., 1993; Adany y cols., 1988; Hart y Fabre, 1981;
Trimble y cols., 1992; Cerio y cols., 1988; Headington y Cerio, 1990; Nestle y
Nickoloff, 1995).

La ontogenia de las células dendriticas factor Xllla positivas sigue siendo un
enigma. Existe controversia en cuanto a si estas células representan
fibroblastos, macrofagos, células de Langerhans o células madre
pluripotenciales (Schepers y Ackerman, 1997). Sin embargo, estudios mas
recientes parecen indicar que corresponden o bien a células madre o a células
originadas en algun punto de la linea de maduracion de las células dendriticas
o de los macréfagos (Gibran y cols., 1996; O Neill, 1994).
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Las células dendriticas factor Xllla positivas poseen caracteristicas
inmunohistoquimicas y funcionales tanto de células dendriticas (morfologia
multidendritica, movilidad y potente capacidad para la presentacion de
antigenos) como de macroéfagos (fagocitosis). Estos hallazgos estan en linea
con los nuevos desarrollos en el campo de la inmunologia que sustentan la
idea que las células dendriticas y los macrofagos parten de un origen

ontogenico comun (Peters y cols., 1996).

La clasificaciébn de las células de Langerhans y de los macréfagos se esta
modificando a medida que se van describiendo nuevas interrelaciones
funcionales entre ellas. El clasico concepto de sistema reticuloendotelial que
enfatizaba la relacion entre macrofagos y la unidad microvascular dérmica, ha
sido sustituido por el sistema mononuclear fagocitico que hace mas referencia
a la naturaleza fagocitica de los macréfagos ( Weber-Matthiesen y Sterry,
1990).

En 1990 Foucar propuso clasificar tanto células dendriticas como macrofagos
en un sistema mas amplio que denominaron M-PIRE (mononuclear
phagocyte and immunoregulatory effector system) (Foucar y Foucar, 1993).
Este imperio representa a células dendriticas y a macrofagos dado que ambos
pueden poseer funciones fagociticas e inmunolégicas en diferente grado y

pueden colaborar en la vigilancia inmunoldgica.
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1.2.1.2 EMBRIOLOGIA

La ontogenia exacta de las células dendriticas factor Xllla positivas es
desconocida y los datos publicados a este respecto son polémicos (Gibran y
cols., 1996; O Neill, 1994). La expresion variables de marcadores monociticos,
macrofagicos, dendriticos y mesenquimales, evidencian una marcada
plasticidad funcional cambiante dependiendo posiblemente mas de factores

microambientales que de su ontogenia.

Sin embargo, estudios en médula osea de embriones y fetos de diversos
organos han dado informacion sobre la embriogénesis de las células
dendriticas factor Xllla positivas (Charbord y cols., 1996; Silverman y Tamsen,
1996). En la ontogenia de las células dendriticas factor Xllla positivas en
médula osea humana se distinguen 5 fases. En el estadio 1( 6-8 semanas de
gestacion) el hueso rudimentario esta compuesto por precursores
cartilaginosos y capilares y ya pueden observarse células elongadas y
vacuoladas factor Xllla positivas alrededor de los capilares. Progresivamente
los condrocitos se hacen hipertréficos y durante el proceso de mineralizaciéon
de la matriz algunos de ellos se marcan con el factor Xllla, dandoles una
apariencia dendritica. En el estadio 2 ( 8-9 semanas de gestacién) comienza la
condrolisis activa, durante este proceso los capilares invaden y reabsorben la
matriz cartilaginosa mineralizada. Existen numerosas céluas CD68 positivas
alrededor de los islotes cartilaginosos siguiendo una distribucion similar al de
las células factor Xllla positivas. En el estadio 3 (9-10.5 semana de gestacion)
aparecen lechos vasculares. Células dendriticas facto Xllla positivas y CD68
positivas se encuentran en el estroma alrededor de los capilares. En el estadio
4 (10.5-15 semanas de gestacion) comienza la hematopoiesis con un
predominio de la granulopoyesis. Aparecen células elongadas factor Xllla
positivas entre las células hematopoiéticas. Algunos osteoblastos tambien
expresan el factor Xllla. El estadio 5 representa la organizacion final de los
huesos largos y ocurre a partir de la semana 16 de la gestacion. En la zona

externa de la diafisis aparece hueso calcificado. Las células factor Xllla
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estromales aparecen de forma precoz en la embriogénesis, antes de la

formacion de la médula osea (Trimble y cols., 1992).

En piel embrionaria las células factor Xllla positivas no son exclusivamente
dendriticas y aparecen en la piel antes del inicio de la hematopoiesis. A las 6
semanas de gestacion se pueden observar células grandes, redondas y
globulares factor Xllla positivas en la hipodermis. Muchas de éstas son CD45
positivas. A la 7-8 semana de gestacién aparece una red subepidérmica de
células transitoriamente factor Xllla positivas dado que pierden esta positividad
a partir de la semana 11 6 12. Estas células son CD68, CD45 y HLA DR
negativas. Hacia la semana 11-12 aparecen células factor Xllla positivas en la
dermis reticular y alrededor de los capilares de la dermis papilar a partir de la
semana 10 y 11. La aparicion de células factor Xllla positivas en la dermis
papilar coincide con el periodo de transicion entre el desarrollo embrionario y
fetal y el establecimiento del plexo subpapilar (Gibran y cols., 1996). Estos
hechos apoyan la importancia de la relacibn estrecha entre el sistema
hematopoyetico, las células endoteliales y las células perivasculares. Todos
estos elementos forman parte de la unidad microvascular dérmica
(Sontheimer,1989; Sontheimer y cols., 1989). Al aumentar la edad gesatcional
existe una reduccidn progresiva de células dendriticas factor Xllla positivas en
la dermis reticular y un progresivo aumento en la dermis papilar. Las células
factor Xllla positivas de forma globular desaparecen. En la piel embrionica no
existen células factor Xllla positivas alrededor de los apendices epidérmicos a

diferencia de los adultos.

Si las células dendriticas factor Xllla positivas derivan de la médula osea, del
saco embrionario o representan una célula mesenquimal primitiva ain es un

enigma.
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1.2.1.3 LOCALIZACION Y DISTRIBUCION DEL FACTOR Xl

El factor Xlll es un enzima plasmatico con actividad protransaminasa que
circula en forma de un dimero constituido por una subunidad activa (subunidad
a) unido a una proteina transportadora (subunidad b). Estas dos subunidades
forman un tetrdmero (a2b2). El factor XIII interviene en la hemostasia
catalizando la formacion de uniones covalentes entre las moléculas de fibrina

que formaran el trombo sanguineo.

El factor Xlll, ademéas de en el plasma se ha identificado intracelularmente en
meédula ésea, células sanguineas y en el tejido conectivo de muchos 6rganos
(Fear y cols., 1984). El papel del factor XIll en estas células es desconocido
pero investigaciones recientes sugieren que podria intervenir en respuestas
inmunoldgicas cutaneas y en la organizacién del tejido conectivo (Nestle y
Nickoloff, 1995).

En la médula 6sea solo los megacariocitos se tifien con el factor Xlll ; las
demas células son negativas. En sangre periférica tanto las plaquetas como los

monocitos son positivos (Henriksson y cols., 1985).

Se han identificado células factor Xllla positivas en la mayoria de tejidos pero
son mas numerosas en piel y en mucosas (tracto gastrointestinal y vejiga)
(Derrick y cols., 1993).

En la piel se encuentran en la dermis y son especialmente numerosos en
dermis papilar y alrededor de los vasos, de las glandulas anexiales, de los
nervios y de los foliculos pilosos. Las células dendriticas factor Xllla positivas
tienen una morfologia estelar y alargada indistinguible de los fibrocitos por
microscopia convencional. La tinciébn con el anticuerpo policlonal factor Xllla
subraya la forma dendritrica de estas células y permite su diferenciacién de los

fibrocitos.
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Existen células factor Xllla positivas en el eséfago, estbmago y en el intestino.
Al igual como sucede en la piel tambien siguen una distribucion perivascular.
Tambien se encuentran en namero importante en la submucosa de la vejiga,
sobre todo alrededor de los vasos pero tambien en el epitelio transicional y en
el tejido conectivo de la capa muscular. En el tejido pulmonar existen células
dendriticas congregadas en el tejido conectivo alrededor de bronquios y vasos
sanguineos y en menor numero en los septos interalveolares. En el rifidn se
encuentran en todo el tejido conectivo intersticial. En el higado se encuentran
en el tejido conectivo periportal tambien de forma perivascular. Los hepatocitos
y las células de Kupffer son negativas. El tejido conectivo de los villi coridnicos
de la placenta tambien contienen células factor Xlll positivas. Tambien se han
identificado en las articulaciones, especialmente en la membrana sinovial. Son
menos nhumerosos en tejido conectivo de otros 6rganos como bazo, tiroides y
testiculos. Tambien se han identificado células factor Xllla positivas en la
capsula del hilio conectivo y en células dendriticas reticulares de los ganglios

linfoides ( Adany y cols., 1988; Cerio y cols., 1990; Nemes y cols., 1986).
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1.2.1.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electronica identifica a las células dendriticas factor Xllla
positivas como células que poseen multiples procesos citoplasmaticos
delgados y elongados de unos 40 micrometros en longitud y que se extienden
entre la matriz dérmica (Sueki y cols., 1993). Estas células se diferencian de los
fibroblastos que tienen forma de huso, suelen ser bipolares y muy raramente
tienen dendritas de mas de 10 micrémetros de longitud. Reconstrucciones
tridimensional indican que las extensiones citoplasmaticas de las células
dendriticas factor Xllla positivas representan membranas o velos (“flaps”) mas
que dendritas conicas o cilindricas (Sueki y cols., 1995). Existen vesiculas
pinociticas dispuestas en hilera por debajo de la membrana plasmatica.
Presentan placas densas a nivel de la membrana plasmatica que se
denominan fibronexus. Los fibronexus se expresan caracteristicamente por
células que requieren una union entre elementos del citoesqueleto y moléculas
de la matriz extracelular (por ejemplo fibroblastos y miofibroblastos). La
mayoria de estudios demuestran que carecen de granulos de Birbeck

diferencidndolos de las células de Langerhans.

La microscopia electréonica tambien ha sido atil para conocer la relacion
espacial entre las células dendriticas factor Xllla positivas y otras células como
los mastocitos, macrofagos y nervios (Sueki y cols., 1995). Mas del 70% de los
mastocitos de la dermis superior estan localizados muy préximos a dendrocitos
dérmicos perivasculares y subepidérmicos. Aproximadamente entre el 20 y el
40% de los dendrocitos dérmicos perivasculares se asocian en proximidad a los
mastocitos. Las prolongaciones membranosas de las células dendriticas factor
Xllla positivas envuelven entre el 50 y el 90% del perimetro de los mastocitos.
Las prolongaciones de las células dendriticas factor Xllla positivas también

estan en contacto proximo con la membrana plasmatica de los macrofagos.
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Las células dendriticas factor Xllla positivas ocasionalmente se encuentran
rodeando a nervios no mielinizados de la dermis superficial y tambien se han

objetivado envolviendo simultaneamente a nervios y a mastocitos.

La microscopia inmunoelectrénica ha evidenciado que la expresion del factor
Xllla no es exclusiva de las células dendriticas factor Xllla positivas dado que
mastocitos y células endoteliales tambien lo pueden expresar. Dentro de los las
células dendriticas factor Xllla positivas, el factor Xllla se encuentra en el
interior de las cisternas dilatadas del reticulo endoplasmatico rugoso y libre en
el citoplasma. En las células endoteliales el factor Xllla se encuentra libre
dentro del citoplasma, en los cuerpos de Weibel-Palade, y en las proyecciones
de las células endoteliales hacia la luz vascular. En los mastocitos se observa
positividad para el factor Xllla dentro de sus granulos especificos
(Schaumburg-Lever y cols., 1994). El hecho de no poderse detectar por
microscopia convencional la positividad de células endoteliales y mastocitos se
debe probablemente a la intensidad del marcaje: La cantidad de factor Xllla
expresado por mastocitos y células endoteliales esta por debajo del umbral de

deteccion por el microscopio convencional.

Funcionalmente, las células dendriticas factor Xllla positivas, los mastocitos y
las células endoteliales parecen estar relacionadas puesto que estos tres tipos
de células tienen en comun la expresion de factor Xllla, pertenecer a la unidad
microvascular dérmica y encontrarse aumentadas durante la angiogénesis y en

procesos fibrovasculares.
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1.2.1.5 INMUNOHISTOQUIMICA

Desde el punto de vista inmunohistoquimico los dendrocitos dérmicos se
caracterizan por marcarse con el anticuerpo policlonal de conejo contra el
factor de coagulacién sanguineo factor Xllla. La mayoria ademas expresan el
marcador de médula ésea Hle-1 y el antigeno leucocitario comun (CD45). No
expresan marcadores de fibroblastos (Te7), linfocitarios (CD2) ni granulociticos
(LeuMl).

Diversos estudios muestran una colocalizacion variable del factor Xllla con
otros marcadores monocitarios y macrofagicos como por ejemplo el MAC387,
CD68, CD36, CD14 y CD11 (Cerio y cols., 1990; Adany,1988; Nemeth y
Penneys, 1989, Cerio y Wilson-Jones, 1990; Nickoloff y Griffiths, 1990; Adany y
Muzbek, 1987; Gray, 1987; Richters y cols., 1994; Lenz y cols., 1993;
Duraiswamy y cols., 1994). Esta variabilidad evidencia que interpretaciones de
la ontogenia basados en datos inmunohistoquimicos deben ser muy
cautelosas. Esta expresién variable probablemente representa el alto grado de
plasticidad que exhiben las células dendriticas. De esta manera el
inmunofenotipo de las células dendriticas puede cambiar dependiendo de
factores microambientales que pueden cambiar a lo largo de la vida de esta

células.

Son S100 y CD1la negativos. Mas del 80% de las células dendriticas factor
Xllla positivas expresan los antigenos de histocompatiblidad de clase I, HLA-
DR y en menor proporcion el HLA-DQ. Carecen de la mayoria de marcadores
endoteliales como el factor VIII pero si expresan el antigeno sinusoidal
endotelial MS-1 (Walsh y cols.,1991). A pesar de que la mayoria de trabajos no
han encontrado que expresen el marcador de células de Langerhans CD1a,
estudios con suspensiones celulares de dermis y cultivos dérmicos han
objetivado que las células dendriticas factor Xllla positivas pueden expresar
CD1la, CD1b, y CD1c en proporciones variables ( Nestle y cols., 1993; Furue y
cols., 1992; Fivenson y cols., 1995; Meunier y cols., 1993; Elder y cols., 1993).
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Las células dendriticas factor Xllla positivas, en comun con otras células
dendriticas implicadas en funciones inmunoldgicas, expresan moléculas de
adhesion. La mayoria expresan el antigeno asociado a funcion linfocitario LFA-
1. En condiciones como psoriasis y eczema atopico las células dendriticas
factor Xllla positivas expresan la molécula de adhesion intercelular ICAM-1
(CD54) (Cerio y cols., 1989). Resumiendo, las células dendriticas factor Xllla
positivas muestran una heterogeneidad considerable en los marcadores de
superficie que expresan y su inmunofenotipo se solapa con el de otras células
presentadoras de antigeno. Sin embargo se pueden identificar especificamente
por la expresion de factor Xllla, su localizacion dérmica, su morfologia

dendritica y sus caracteristicas ultraestructurales.
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1.2.1.6 FUNCION

La funcion de las células dendriticas factor Xllla positivas y el significado de la
expresion del factor Xllla sigue siendo un enigma. Sin embargo, estudios
funcionales y comparativos en enfermedades diferentes han permitido
establecer el probable papel de los dendrocitos dérmicos en las respuestas

fisiopatoldgicas de la piel.

Estudios in vitro con suspensiones celulares de dermis y cultivos con linfocitos
T han demostrado que las células dendriticas factor Xllla positivas son
potentes células presentadoras de antigenos. Son capaces de estimular
linfocitos CD4+ de forma similar a las células de Langerhans (las clasicamente
consideradas como células presentadoras de antigenos en la piel) ( Nestle y
cols., 1993; Meunier y cols., 1993; Sepulveda-Merrill y cols., 1994, Richters y
cols., 1995). Las ceélulas dendriticas factor Xllla positivas estan muy
relacionados, tanto anatomica como funcionalmente, con los mastocitos. La
degranulacion de los mastocitos induce la expresion del factor Xllla en las
células dendriticas factor Xllla positivas, indicando que estas células podrian
intervenir en la hemostasia y en la cicatrizacion de heridas (Sueki y cols.,
1993).

La relacion proxima entre las diferentes células y los nervios es consonante con
el concepto de red cutaneo-neural-inmunolégica, comunicando mastocitos,
células endoteliales, células de Langerhans y las células dendriticas factor Xllla
positivas con el plexo neural. Las células dendriticas factor Xllla positivas son
capaces de fagocitar diferentes sustancias, como lo demuestra la observacién
de depdsitos intracelulares de pigmentos como hemosiderina y melanina (
Headington, 1986; Altman y cols., 1992).

Existe una relacién espacial intima entre células dendriticas factor Xllla

positivas y macrofagos, contactando el area superficial extensa de las

prolongaciones membranosas o “flaps” de los dendrocitos dérmicos con la
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membrana plasmatica de los macréfagos. El area de contacto aportado por
estas prolongaciones (flaps) permite una estimulacién de la expresion de
moléculas de adhesion que posiblemente intervengan en las interacciones
celulares de los procesos autoinmunes. Los dendrocitos dérmicos también
forman parte de la unidad microvascular dérmica, una estructura anatomica y
funcional que juega un importante papel en las reacciones inmunolégicas. En
procesos inflamatorios como la dermatitis atopica (Cerio y cols., 1989),
psoriasis (Cerio y cols., 1989; Nickoloff y Griffiths, 1990; Morganroth y cols.,
1991; Van den Oord y De Wolf-Peeters, 1994), esclerodermia sistémica (Aiba y
cols., 1994; Skobieranda y Helm, 1995; Schepers y Herrero, 1997; Fleischmajer
y cols., 1987) y el lupus eritematoso (Mori y cols., 1994), el nimero de células

dendriticas factor Xllla positivas esta incrementado.

La deficiencia de factor Xllla provoca una hemostasia y cicatrizacion alteradas.
Es conocido que el factor XllII modula la sintesis in vitro de colageno por los
fibroblastos, modificando no solo la cantidad, sino también los tipos de
colageno producidos (Paye y cols., 1989). En la fase inicial de los procesos
cicatriciales, el namero de células dendriticas factor Xllla positivas esta
incrementado, si bién este numero disminuye progresivamente con la
maduracién de las lesiones (Penneys, 1990; Pierard y cols., 1990). Estos
hallazgos sugieren que el factor Xllla probablemente desempefia una
importante funcién no definida con exactitud por el momento, en el desarrollo
de la fibroplasia. El factor Xllla probablemente también juega un importante

papel en las interacciones entre las células y la matriz intercelular.

Ha sido posible generar células de Langerhans y células dendriticas factor Xllla
positivas a partir de células progenitoras hematopoyéticas CD34 positivas. En
el futuro posiblemente se utilicen células dendriticas generadas in vitro contra
antigenos tumorales especificos en el tratamiento del cancer (Caux y cols.,
1992; Grabbe y cols., 1995; Caux y cols., 1996; Strunk y cols., 1996).
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Las células dendriticas factor Xllla positivas se han estudiado en muchos
tumores benignos y malignos y en patologias inflamatorias (Regezi y cols.,
1992; Nickoloff, 1991; Cerio y cols., 1989; Gray y cols., 1990; Stewart y Smolk,
1993; Nemes y Thomazy, 1988; Nickoloff y cols., 1990; Nestle y cols., 1995,
Griffin y cols., 1996; Smith y cols., 1992; Van Neer y cols., 1993; Koizumi y
cols., 1995; Nestle y Nickoloff, 1994). Los anticuerpos anti-factor Xllla se
utilizan en el diagnéstico histopatoldgico para diferenciar el dermatofibroma del
dermatofibrosarcoma protuberans. El dermatofibroma presenta un porcentaje
elevado (entre el 30% y el 80%, dependiendo de la fase del proceso) de células
factor Xllla positvas , y es CD34 negativo, mientras que el
dermatofibrosarcoma protuberans tiene un alto porcentaje de células CD34
positivas y es factor Xllla negativo. Las células dendriticas factor Xllla positivas
también estan aumentados en procesos fibrovasculares benignos como la

papula fibrosa.

La razén por la que se encuentra aumentado su numero en determinadas
enfermedades es desconocida. Si las células dendriticas factor Xllla positivas
desempefian un funciébn inmunolégica en estos procesos, 0 simplemente

representan un epifendmeno aun tiene que establecerse.
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1.2.2 CELULAS DENDRITICAS CD34 POSITIVAS

Las células CD34 positivas presentan el antigeno progenitor hematopoiético y
marcan las células progenitoras hemopoyéticas de la médula Osea.
Recientemente se ha descrito su presencia en la dermis humana (Narvaez y
cols., 1996). En la piel constituyen un subgrupo de células dendriticas en dermis
reticular y media. Se encuentran a nivel perivascular, intersticial y alrededor de
las glandulas ecrinas y del foliculo pilosebaceo. El anticuerpo anti CD34 es un
anticuerpo monoclonal que tifie el citoplasma de las células. El antigeno CD34
también se encuentra en los endotelios vasculares (Nickoloff, 1991).

La relacién entre las células dendriticas factor Xllla y las células dendriticas
CD34 positivas es un tema controvertido. Las células dendriticas CD34
positivas tienen una morfologia alargada y poseen dendritas largas y delgadas.
Se localizan preferentemente en dermis media y reticular, siguiendo una
distribucion perivascular y en todo el intersticio dérmico. El antigeno CD34 o
antigeno progenitor hematopoyético humano tambien marca las células

endoteliales.

Experimentos de doble marcaje distinguen tres patrones diferentes: dendrocitos
dérmicos subepidérmicos factor Xllla positivos y CD34 negativos, células
dendriticas dérmicas en dermis superficial perivascular que reaccionaban de
forma variable tanto al factor Xllla como con el CD34 y por ultimo células
dendriticas en dermis reticular CD34 positivos y factor Xllla negativos ( Sueki y
cols., 1993) . Sin embargo estudios inmunohistoquimicos y de citometria de
flujo han objetivado que los dendrocitos dérmicos factor Xllla positivas y las
células dendriticas CD34 son dos poblaciones celulares independientes (
Nestle y cols., 1993). Estas discrepancias pueden deberse a que el CD34
marca células endoteliales y que en el estudio de doble marcaje la proximidad
entre dendrocitos dérmicos y células CD34 y células endoteliales en la regién

perivascular puede haber resultado en falsos positivos.
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Estudios de biologia molecular han demostrado que el CD34 se expresa en el
lado luminal, sobre los procesos membranosos que se encuentran entre dos
células endoteliales adyacentes (Fina y cols.,1990). La funcion de las células
dendriticas CD34 positivas es hasta la fecha desconocido. Existen estudios que
proponen que podria actuar como molécula de adhesion (Delia y cols., 1993) o
que podria intervenir en la transduccion de sefiales intercelulares (Van de Rijn y
Rouse, 1994). Por otro lado, estudios en vitro han producido células de
Langerhans y células factor Xllla positivas a partir de células dendriticas CD34
positivas (Strunk y cols., 1996; Caux y cols., 1996). Posiblemente, estos tres
tipos de células dendriticas estén relaciondas y jueguen un papel en la reaccion

inmune cutanea.
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1.2.3 CELULAS DENDRITICAS FACTOR Xllla Y CD34 EN PROCESOS
INFLAMATORIOS DE LA PIEL

Las células dendriticas factor Xllla positivas se han estudiado en diversas patologias
inflamatorias y autoinmunes. Las células dendriticas factor Xllla positivas se han
encontrado aumentados en numero en la dermatitis atépica ( Cerio y cols., 1989) y en
la psoriasis (Cerio y cols., 1989; Nickoloff y Griffiths, 1990; Morganroth y cols., 1991;
Van den Oord y De Wolf-Peeters, 1994). Mori describieron hallazgos similares en el
lupus eritematoso ( Mori y cols.,, 1994). Aiba sin embargo, encontraron una
disminucién en el nimero de estas células dendriticas factor Xllla positivas en las dos
conectivopatias que estudiaron (lupus eritematoso y DM) y en la esclerodermia

respecto a piel sana (Aiba y cols., 1994).

Existe un nimero escaso de estudios en la literatura de las células dendriticas CD34
positivas en procesos inflamatorios cutaneos. Aiba estudiaron las células CD34
positivas en el lupus eritematoso, en la DM y en la esclerodermia (Aibay cols., 1994).
Encontraron que en la esclerodermia estas células estaban practicamente ausentes
mientras que en el lupus eritematoso y en la DM estaban aumentadas respecto a piel
sana. En otro estudio encontraron que en la morfea, al igual que en las cicatrices, las

células CD34 positivas tambien estaban disminuidas (Skobieranda y cols., 1995).

46



Introduccion

1.3 MOLECULAS DE ADHESION

1.3.1 CONCEPTO

La presencia de los infiltrados inflamatorios tisulares significa que los leucocitos
circulantes deben adquirir un fenotipo adherente y migrar a través del endotelio
y la matriz extracelular. Tal fenomeno requiere complejas interacciones entre
los receptores presentes en la membrana leucocitaria y sus contrarreceptores

inducibles en las células endoteliales (fig. 1).

Fig. 1. Las células inflamatorias migran desde la sangre periférica através de
las paredes vasculares y la matriz extracelular para llegar a su lugar de accién:
la union dermo-epidérmica y la zona perivascular. Este proceso migratorio

require interacciones complejas entre receptores de las membranas celulares
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de las células inflamatorias y contrarreceptores que se inducen en la superficie

de las células endoteliales.

Entre los pares receptor-ligando més relevantes cabe citar la expresion de E-
selectina por las células endoteliales que induce la interaccién inicial de los
linfocitos, especialmente aquellos que migraran a la piel, los denominados skin
homing T cells. Por otro lado la expresién del VCAM-1 favorece la adhesion
celular para las células VLA-4 positivas. Asimismo el aumento de expresion del
ICAM-1 de las células endoteliales provoca la adhesion y transmigracion de los

linfocitos LFA-1 positivos ( Denton y cols., 1995; Jones y cols., 1996).

Estudios inmunohistoquimicos realizadas en biopsias cutaneas de pacientes
con dermatomiositis indican que existe una expresion intensa de ICAM-1 por
parte de las células endoteliales dérmicas, por numerosas células inflamatorias,
asi como por grupos de queratinocitos distribuidos de manera focal y
generalmente en contacto con los infiltrados inflamatorios subepidérmicos. La
inmunorreactividad para la VCAM-1 se observa sobre todo en las células
endoteliales de la dermis reticular superior, asi como en algunas células
inflamatorias de aspecto estrellado. La inmunorreactividad para E-selectina
parece ser menos extensa, y se detecta preferentemente en segmentos de
vasos de la dermis papilar y dermis reticular superior (Hausmann y cols., 1996).
Por otro lado, los estudios inmunohistoquimicos realizados en biopsias
musculares de pacientes con dermatomiositis demuestran una expresion
elevada de ICAM-1 en endotelios, fibroblastos, linfocitos T y de VCAM-1 en las
células endoteliales musculares ( Hagiwara y cols., 1996).
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1.3.2 ANTIGENO ASOCIADO AL LINFOCITO CUTANEO (CLA)

El CLA es una glicoproteina de 200 kD que se encuentra en la superficie celular
de linfocitos, macrofagos y células de Langerhans. EI HECA-452 es un

anticuerpo monoclonal dirigido contra los epitopos hidrocarbonados del CLA.

1.3.2.1 HISTORIA

En 1988 Duijvestijn elaboré un anticuerpo monoclonal IgM de rata especifico
para las vénulas endoteliales altas de los ganglios linfaticos y los componentes
del tejido linfatico asociado a las mucosas (MALT) ( Duijvestijn y cols., 1988).
Este anticuerpo monoclonal se denomind HECA-452. Las vénulas endoteliales
altas regulan la circulacion linfocitaria en los érganos linfoides. Estas vénulas
especializadas no existen en la piel ni en otros tejidos no linfoides aunque
pueden aparecer en organos afectados por enfermedades autoinmunes como
por ejemplo la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Graves y la enfermedad
de Crohn.

A partir de 1989 varios estudios han demostrado que también marca a
subpoblaciones de células mielomonociticas y dendriticas de la médula 6sea y

de la piel ( Bos y cols., 1992; Koszik y cols., 1994; walton y cols., 1997).
1.3.2.2 BIOQUIMICA

El CLA esta compuesto por las siguientes estructuras hidrocarbonadas:
W Sialyl-Lewis* (Le*; CD15)

B S Le? (formaisomérica de S Le*)

B Estructuras hidrocarbonadas relacionadas.
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1.3.2.3 FUNCION

Diversos estudios indican que estos hidratos de carbono actian a modo de
ligandos de la E-Selectina (ELAM-1) ( Picker y cols., 1991). El ELAM se expresa
de forma constitucional en grado escaso por las células endoteliales de la
microvasculatura dérmica pero su expresion se ve muy incrementada en estados
inflamatorios (‘upregulation”). De esta manera, parece ser que la interaccion de
la E Selectina y el CLA es crucial en el proceso de reclutamiento o "homing“de

las células T a la piel (Berg y cols., 1991).

La migracion de las células inmunoldgicas hacia sus tejidos diana esta mediada
por la interaccidn entre moléculas de adhesién que se encuentran sobre su
superficie y sus respectivos ligandos expresados por el endotelio vascular
(Santamaria y cols., 1995). Un posible modelo tedrico que explicaria el
mecanismo del "homing” seria el siguiente: Estimulos diversos microambientales
(antigenos,citoquinas) producirian un aumento de la expresion de ELAM-1 sobre
el endotelio vascular. Este a su vez se uniria a los linfocitos CLA positivos

facilitando su migracion a la dermis donde iniciarian la respuesta inflamatoria.
A continuacion se va a exponer brevemente lo relevante sobre el papel del CLA

en el sistema inmune cutédneo (skin immune system o SIS) ( Bos y cols., 1987) y

su rol en el "homing” de las células leucocitarias y dendriticas hacia la piel.
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1.3.2.4 EXPRESION DE CLA POR LINFOCITOS T

Las células T estan presentes sobre todo alrededor de los capilares del plexo
venoso de la dermis papilar en la piel normal. El 50% son CD45 Ro, CD4
positivos y el resto son CD8 positivos. La migracion de linfocitos circulantes hacia
los tejidos especificos se efectia mediante interacciones de los linfocitos T con el
endotelio vascular a través de moléculas de adhesion denominadas "homing

receptors.

En piel normal mas de la mitad de los linfocitos T expresan HECA en la
epidermis, y este porcentaje disminuye con la profundidad en la dermis. Las
células HECA positivas en la dermis se localizan fundamentalmente a nivel
perivascular. En la epidermis, el 50% tanto de las células CD4 positivas como de
las células CD8 positivas expresan igualmente el HECA. En la dermis el 44% de
células CD4 positivas y el 31% de las CD8 positivas expresan HECA (Bos y cols.,
1993).

En sangre periférica el 16% de los linfocitos T son HECA positivas.

Existe un aumento de linfocitos T CLA positivos en piel comparado con sangre
periférica. La expresion de CLA es relativamente baja en localizaciones lejanas a
los vasos. Ello indica que los linfocitos CLA positivos podrian estar implicados en
la diapédesis interaccionando con las células endoteliales de la dermis. Pero
también existe un aumento de linfocitos T CLA positivos en  epidermis, lo cual
sugiere la posibilidad de que se una también a un posible ligando de los

gueratinocitos.

En las lesiones cutaneas inflamatorias se ha encontrado un 80-85% de linfocitos
HECA-452 positivos mientras que en las lesiones inflamatorias no cutaneas solo
existe un 5-10% de linfocitos T HECA-452 positivos. Asimismo, en el tejido

linfoide tanto normal como reactivo incluyendo ganglios linfaticos, bazo, tejido
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linfoide asociado al intestino (GALT) y timo soOlo raramente se encuentran
linfocitos T HECA 452 positivos.

Si se comparan linfomas T cutaneos (LCCT) con linfomas extracutaneos, se

concluye que la mayoria de los LCCT expresan HECA mientras que los linfomas

extracutaneos raramente expresan el HECA (Noarduyn y cols., 1992).
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1.3.2.5 EXPRESION DE CLA POR CELULAS DE LANGERHANS

Diferentes estudios encuentran porcentajes diferentes en el nUmero de células de
Langerhans HECA positivas. En un estudio en el que se ha realizado la técnica
de doble tincion se ha encontrado que solo el 2% de las células CD1la positivas
expresan el HECA (Bos y cols., 1993). Sin embargo utilizando técnicas de doble
inmunofluorescencia mas sensibles otros investigadores encuentran que entre el
5y el 40% de las células de Langerhans son HECA positivas (Koszik y cols.,
1994). Los mismos investigadores encuentran que utilizando suspensiones
celulares de epidermis y analizdndolo mediante citometria de flujo practicamente
todas las células de Langerhans eran positivas. Asi, parece ser que los
resultados obtenidos dependen fundamentalmente de la sensibilidad de la

técnica utilizada.

1.3.2.6 EXPRESION DE CLA POR MACROFAGOS

El 14% de los macréfagos CD 68 positivos expresan el HECA, sobretodo los que

se encuentran en la zona perivascular ( Bos y cols., 1993).

1.3.2.7 EXPRESION DE CLA POR CELULAS ENDOTELIALES

No expresan el HECA ( Bos y cols., 1993).

1.3.2.8 EXPRESION DE CLA POR QUERATINOCITOS

No expresan el HECA.
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1329 CLA Y DERMATOSIS INFLAMATORIAS Y PROCESOS
NEOPROLIFERATIVOS

Se ha estudiado la expresion de HECA en diversas enfermedades inflamatorias
incluyendo el eczema atépico y de contacto, psoriasis, parapsoriasis, exantema
viral y linfomas cutdneos (De Vries y cols., 1997; Baker y cols., 1997; Jones y
cols., 1997; Jalkanen y cols., 1990; Marti y cols., 1997). En piel lesional de estas
enfermedades inflamatorias se encontr6 un aumento importante de células
HECA positivas respecto a piel sana. El aumento en la expresion de HECA se
debia a un aumento en el numero de linfocitos T y de células de Langerhans que
expresaban el HECA. En la dermis hubo un aumento importante tanto de las
células HECA positivas como del numero de células de Langerhans. El 50% de
las células HECA positivas eran células de Langerhans, y entre el 50-80% de
todas las células de Langerhans eran HECA positivas. El gran aumento de
expresion de HECA en la epidermis, sin embargo, no se debié a un aumento en
el numero de células CD1a positivas sino a un aumento de la expresion de HECA

por cada una de las células de Langerhans (Koszik y cols.,1994).

1.3.2.10 COMO Y CUANDO SE ADQUIERE LA EXPRESION DE CLA.

Se sabe que las células T adquieren la expresion de CLA durante la transiciion
de células virgenes o naive a células memoria en los ganglios linfaticos
periféricos. La expresion de CLA se puede inducir in vitro por la estimulacion

mitogénica de linfocitos T con interleuquinas o tumor growth factor - beta.

Analogamente uno puede suponer que la expresion de CLA sobre las células de
Langerhans podria ser inducida por la presencia de antigenos y de determinadas
citoquinas. Esto estaria en linea con el hecho de que en estados inflamatorios en
la dermis se produce un incremento tanto en el nimero de células como en la
intensidad de expresion de CLA. También es posible que las células de
Langerhans lleguen a la piel siendo ya CLA positivas y que una vez establecidas

en la epidermis el microambiente (es decir, el nivel de citoquinas) determine el



Introduccion

grado en el cual la expresion de CLA se ha de mantener. Los estudios al
respecto indican que los precursores de las células de Langerhans ya expresan
el CLA antes de llegar a la piel. La expresion de CLA en las células residentes de
la epidermis no parece jugar un papel funcional dado que esta demostrado que
los queratinocitos no expresan E-Selectina y la adhesion de las células de
Langerhans a los queratinocitos en este caso esta mediada por las E-
Cadherinas. Por otro lado la posibilidad de que exista un aumento de expresion
de CLA ( "upregulation™) por parte de las células de Langerhans residentes en el
momento de migrar de la epidermis hacia los ganglios linfaticos es poco probable
porque no se ha observado la expresion de E-Selectina en los ganglios linfaticos
y tampoco existen datos que indiquen que interacciones receptor-ligando jueguen
un papel en la circulacion de los linfocitos en los vasos linfaticos. Parece ser que
los precursores de las células de Langerhans expresan el CLA gue potencia su
unioén a la vasculatura dérmica facilitando su paso hacia la epidermis. El hallazgo
de un aumento de las células de Langerhans que expresan el HECA-452 en
dermatosis inflamatorias y procesos neoproliferativos puede interpretarse como
un signo de una migracion incrementada de células de Langerhans precursoras a
piel lesional. La base de este proceso podria estar mediado por el aumento de
expresion de E-Selectina por la microvasculatura dérmica en dichos procesos.
Una vez que las células de Langerhans llegan a la epidermis y se instalan entre
los queratinocitos, la expresion de CLA disminuiria progresivamente o bien por
falta de estimulo adecuado o bien por "down regulationactiva (Koszik y cols.,
1994).
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2.HIPOTESIS
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I. Las células dendriticas forman parte de los infiltrados inflamatorios

cutaneos y musculares de la DM.

Existen diferentes argumentos que motivan investigar la presencia de las células

dendriticas en las lesiones cutaneas de la DM:

a) En primer lugar, si suponemos que los infiltrados inflamatorios hallados en los
organos afectos juegan un papel en el desarrollo del dafio tisular, la
caracterizacion de todos los elementos celulares que forman este infiltrado
inflamatorio constituye un paso mas para el esclarecimiento de la patogenia de
la DM. Estudios anteriores realizados por el grupo de investigacion en el que se
incluye este trabajo (Hausmann y cols.,1991) han demostrado que los infiltrados
inflamatorios cutaneos de la DM estdn compuestos mayoritariamente por
linfocitos T CD4 positivos y macréfagos CD68 positivos, asi como un numero
mas reducido de células de Langerhans. Es de destacar el hallazgo de
numerosas células CD68 positivos de morfologia dendritica. Sin embargo, hasta
la actualidad, no se conoce la caracterizacion antigénica de éste niumero elevado
de células de morfologia dendritica en las lesiones cutdneas de DM. Por otro
lado, los rasgos histopatologicos e inmunopatolégicos de las lesiones cutaneas
de la DM muestran numerosas similitudes con las halladas en el lupus
eritematoso (Bielsa y cols.,1994). La posibilidad de encontrar células dendriticas
entre los componentes inflamatorios cutaneos parece elevada puesto que
recientemente en las lesiones cutaneas del lupus eritematoso se ha identificado

un abundante nimero de células dendriticas (Mori y cols.,1994).

b) En segundo lugar, el interés en identificar las células dendriticas en las
lesiones de la DM deriva de su localizacion caracteristica, en estrecho contacto
con la microvasculatura dérmica. Este hecho unido a la expresion de
moléculas de adhesion (Cerio y cols.,1989) y su funcién de células
presentadoras de antigeno (Peters y cols.,1996) sugiere que las células
dendriticas factor Xllla positivas desempefian un papel clave en la etiopatogenia

de esta enfermedad. En este sentido seria interesante analizar la expresion de
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diferentes moléculas de adhesion vasculares y su relacion con las células

dendriticas.

c) Si bien se cree que los depdsitos del complejo de ataque de membrana
(MAC) a nivel de los vasos en algunos casos provocan la lisis de las células
endoteliales, parece ser que su presencia también pueda tener distintos efectos
no letales sobre la funcion celular (Mendell y cols.,1996). No se puede descartar
una interaccion entre su presencia a nivel de las células endoteliales y los
fenomenos inflamatorios tisulares. Hasta la actualidad no se ha analizado una
posible correlacion entre los depositos de MAC vascular con la composicion de
los infiltrados inflamatorios perivaculares, especificamente las células

dendriticas.

d) Por ultimo, cabe insistir en el hecho que la DM es una enfermedad sistémica
en la cual se encuentra afectado, ademas de la piel, el misculo. Sigue abierta la
cuestion, de si los mecanismos inmunopatolégicos que conducen a los
fendmenos inflamatorios cutdneos y musculares, son idénticos en los dos
organos o no. De forma similar a la piel, en el musculo también se ha identificado
una poblacion de células de morfologia dendritica escasamente estudiada hasta
la fecha (Pedro-Botet y cols.,1988). Analizar la poblacion de células dendriticas
musculares, y comparar sus caracteristicas con las halladas en piel, supondria

un avance en esta cuestion.
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II. La expresion del antigeno asociado al linfocito cutaneo se encuentra

incrementada en los infiltrados inflamatorios de la DM.

Existe un aumento de expresion de las moléculas de adhesién que regulan los
procesos inflamatorios en la DM (Hausmann y cols.,1996). El patrén de induccién
de las moléculas de adhesién encontrado es similar al que se encuentra en otras
enfermedades inmunes (Cronstein y cols,1993; Denton y cols.,1995). Asi, parece
ser que las moléculas de adhesion juegan un papel en el desarrollo y en la
perpetuacion de las lesiones cutaneas de la DM. Por otro lado, estudios
recientes han demostrado que el antigeno cutaneo asociado al linfocito
(CLA) se expresa preferentemente por células que migran a la piel (Bos y
cols.,1993). Este antigeno se marca con un anticuerpo monoclonal denominado
HECA-452 (Duijvestijn y cols.,1988). Se cree que el CLA puede jugar un papel
crucial en el sistema inmunoldgico cutaneo mediante el "homing de las células
leucocitarias y dendriticas hacia la piel. Un posible modelo teérico que
explicaria el mecanismo del "homing” seria el siguiente: Estimulos diversos
microambientales (antigenos, citocinas) provocarian un aumento de la
expresion de E-selectina sobre el endotelio vascular. La E-selectina se uniria a
los linfocitos u otras células mononucleares CLA positivas facilitando su
migracion a la dermis donde iniciarian la respuesta inflamatoria (Koszik y
cols.,1994).

Es de gran interés conocer por un lado si estd aumentada la expresion de
HECA en las lesiones cutaneas de la DM, por otro si esta presente en las
lesiones musculares y finalmente conocer exactamente qué células de la piel

sanay de los infiltrados inflamatorios de la DM expresan este receptor.
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I1l. Efecto de la radiacion ultravioleta sobre el infiltrado inflamatorio,

moléculas de adhesién y complemento.

En condiciones normales la radiacion ultravioleta posee diferentes efectos sobre
las células presentadoras de antigenos clasicas de la piel: Las células de
Langerhans. La radiaciéon ultravioleta altera sus propiedades morfolégicas y
funcionales, induce la secrecion de citocinas y modula la expresion de moléculas
de adhesion (ICAM-1, B7) (Norris y cols.,1991; Ulrich,1995; Menage Yy
cols.,1996; Cai y cols.,1996). Hasta la actualidad se desconocen los efectos de
la radiacion ultravioleta sobre otras células dendriticas. La relacion entre la
exposicion a la radiacion ultravioleta es un hecho bien conocido en el lupus
eritematoso. Sin embargo, en la DM, dada la escasez de estudios de fotobiologia
en esta enfermedad, la relacion entre la radiacion ultravioleta y la DM no es tan
clara. Por otro lado, en el lupus eritematoso se han logrado inducir lesiones de
lupus eritematoso mediante irradiacion con radiacion ultravioleta A y B
(Lehmann y cols.,1990; Velthuis y cols.,1990; Norris y cols.,1993; Kind y
cols.,1993).

En otra enfermedad autoinmune, el pénfigo vulgar, se han logrado desencadenar
lesiones de pénfigo mediante la radiacion ultravioleta y se han encontrado
depdsitos del complejo de atague de membrana del complemento (MAC) a las
pocas horas de la irradiacion (Kawana y Nishiyama,1990).

Se desconoce si la radiacion ultravioleta desencadena la deposicion del MAC en
la DM. Por otro lado, numerosos estudios apoyan el papel del MAC en la
etiopatogenia de la DM. Actualmente la lesion muscular de la DM se interpreta
como resultado de un dafio de la microvasculatura mediada por el sistema del
complemento (Kissel y cols.,1986). Se cree que el depdsito intravascular de
complejos inmunes activaria al sistema del complemento dando lugar al
ensamblaje del complejo de ataque de membrana que lesionaria la célula
endotelial. Ello daria lugar a microinfartos musculares y subsiguientemente a los

infiltrados inflamatorios posteriores (Mendell y cols.,1996). En piel afecta de DM
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se han encontrado depoésitos de MAC en la union dermo-epidérmica en 86% de
las biopsias. En las paredes vasculares se encontraron depdsitos focales, en la
mayoria de los casos afectando menos del 10% de los vasos. Estos hallazgos
sugieren que el sistema del complemento puede intervenir en la etiopatogenia de

las lesiones cutaneas de la DM (Mascaré y cols.,1995).

Nosotros proponemos establecer un modelo en la que se irradian areas
circunscritas de la espalda para estudiar los efectos precoces de la radiacion
ultravioleta, antes del establecimiento del eritema. Con ello lograriamos saber si
la radiacion ultravioleta desencadena la aparicion de infiltrados inflamatorios, el
déposito de MAC y la expresion de moléculas de adhesion. Por otro lado también
se estudiaria qué ocurre primero: los infiltrados inflamatorios o el complejo de

ataque de membrana del complemento.
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I. Caracterizacion fenotipica de las células de morfologia dendritica en lesiones
cutaneas de DM y determinacion de la presencia de marcadores de activacion
inmunolégica (moléculas de adhesion y HLA-DR) en las células dendriticas.
Establecer las diferencias cualitativas y cuantitativas de las células dendriticas
factor Xllla positivas y las células dendriticas CD34 positivas en piel afecta y

aparentemente sana de pacientes con DM y comparar con el lupus eritematoso.

II. Analizar la relacion entre las células del infiltrado inflamatorio y la
microvasculatura dérmica con la presencia de :

a) Moléculas de adhesion

b) Antigeno asociado al linfocito cutaneo.

c) Depositos del complejo de ataque de membrana.

[ll. Caracterizacion fenotipica de las células de morfologia dendritica en el

infiltrado inflamatorio muscular y comparacion con los hallazgos cutaneos.
IV. Establecer el grado de fotosensibilidad en pacientes con DM y estudio

comparativo de las células dendriticas y presencia de depdsitos del complejo de

ataque de membrana en lesiones fotoinducidas.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 MATERIAL

Se han incluido en este estudio 29 biopsias cutdneas de DM provenientes de 20
pacientes afectos de DM , 8 biopsias de musculo afecto de DM, 6 biopsias
cutaneas de lupus eritematoso, 8 biopsias de musculo sano y 15 biopsias de piel
sana de individuo sano. También se han incluido 3 biopsias de piel sana de 2
pacientes diferentes afectos de DM. Las biopsias cutaneas de lupus eritematoso

incluyeron 1 sistémico, 2 cutdneos crénicos y 3 subagudos.

Para el estudio fotobiolégico se obtuvieron 3 biopsias de 2 pacientes con DM
obtenidas una a las 6 horas y dos a las 24 horas después de la realizacion de las
exploraciones fotobioldgicas y 5 biopsias de un paciente con psoriasis (piel sana
y placa de psoriasis antes y 24 horas después de tratamiento con PUVA vy piel de
espalda 24 horas después de irradiacion para la determinacién de la dosis

eritema minimo).

De los 20 pacientes incluidos en el estudio 13 padecian una DM idiopética, 4 una
DM paraneoplasica y 3 una DM infantil. Todos cumplian los criterios diagndsticos
de Bohan y Peters. En el momento de efectuarles la biopsia no estaban tomando
medicacion. 23 biopsias procedieron de piel lesional de DM: nudillos 10, eritema
en heliotropo 8, escote 3 y rash eritematoso en espalda 2. La piel sana de DM
procedio de piel no fotoexpuesta del antebrazo. Las 3 biopsias de piel en la que
se efectuaron exploraciones fotobiologicas procedieron todas de la espalda: una
a las 6 horas post MED, dos a 24 horas post MED. Las biopsias de musculo se
obtuvieron por biopsia muscular abierta de deltoides con fines diagnésticos de
pacientes con DM.

Todas las biopsias cutdneas y de musculo se obtuvieron mediante anestesia
local con mepivacaina al 2% , dividiéndose en 2 para fijar una parte en parafina

congelar la otra en metilbutano y conservarla en congelador a -70°.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES

Anticuerpos utilizados en parafina

-Factor Xllla: anticuerpo policlonal de conejo, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion
1/1000.

-CD34: anticuerpo monoclonal de raton Qbend10, Biogenex, San Ramoén USA,
Directo.

-CD68 : anticuerpo monoclonal de ratdén, Dako A/S, Dinamarca. Dilucién 4/200.
Pretratamiento con pepsina.

-CD3 : anticuerpo monoclonal de raton, Biogenex, San Ramon USA, Directo.
-CD20 : anticuerpo monoclonal de raton, Biogenex, San Ramon USA, Directo.
-CD1a : anticuerpo monoclonal de raton, Biogenex, San Ramon USA, Directo.
-MAC387 : anticuerpo monoclonal de raton, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion
4/200. Pretratamiento con pepsina.

-HLA-DR: anticuerpo monoclonal, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion : 1/100.

-Ulex europeus: lectina, Dako A/S, Dinamarca. Dilucién : 1/100 y 1/200.

- HECA: anticuerpo monoclonal de rata, proporcionado amablemente por el Dr

Picker ( Texas University). Dilucion : 1/100.

Anticuerpos utilizados en congelado

-HECA: anticuerpo monoclonal de rata, proporcionado amablemente por el Dr
Picker ( Texas University), dilucion 1/50.

-CD1a: anticuerpo monoclonal de raton, Immunotech, Marseille,Francia. Dilucion
1/20.

-ICAM-1: anticuerpo monoclonal de raton, Immunotech, Marseille,Francia.
Dilucion 1/20.

-VCAM: anticuerpo monoclonal de ratén, Immunotech, Marseille,Francia. Dilucion
1/100.
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-ELAM (E- selectina): anticuerpo monoclonal de ratén, Immunotech,
Marseille,Francia. Dilucién 1/100.

-EBM-11: anticuerpo monoclonal de ratén, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion 1/50.
-HLA-DR: anticuerpo monoclonal de raton, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion 1/50.
-Ulex europeus: lectina, Dako A/S, Dinamarca.Dilucién1/200.

-CD3: anticuerpo monoclonal de ratén, Biogenex, San Ramoén USA. Dilucion
1/50.

-MAC (C5b-9): anticuerpo monoclonal de raton, Dako A/S, Dinamarca. Dilucion
1/100.

-CD34-rodamina: Biogenex, San Ramén USA. Directo.

-CD34-ficoeritrina: Biogenex, San Ramoén USA. Directo.

Anticuerpos secundarios

-FITC: suero de cabra anti IgM ( cadena mu) de rata marcado con fluoresceina,
Sigma. Dilucion 1/20.

-Rodamina: suero de conejo anti ratbn marcado con rodamina. Dako A/S,
Dinamarca. Dilucién 1/20.

-Secundario del HECA: suero de conejo anti IgM de rata marcada con

peroxidasa. Dilucion 1/100.
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4.2 METODOS

La técnica utilizada para las biopsias fijadas en parafina es la técnica de

streptavidina-biotina- fosfatasa alcalina :

PREPARACION DE LOS CORTES

- Fijacion en formol tamponado.

- Cortes de 5 micras en parafina.

TECNICA

1. Desparafinar en 3 cubetas diferentes de Biocler 5 min cada una.

2. Hidratar en alcoholes decrecientes hasta llegar a agua destilada ( 2 cubetas de
alcohol absoluto 5 min cada uno, Alcohol de 96°,70°,50°,20° 3 min cada uno).

3. En el caso de CD68 y MAC387 digestion enzimatica con pepsina (0,005 en
10cc de Hcl durante 5 min).

4. Lavado en Phosphate Buffered Saline (PBS),5 min.

5. Poner piezas en cubre placas.

6. Incubacién en suero supresor de cabra 150 lambdas/10ml de PBS (15 min).

7. Incubacion en los distintos anticuerpos primarios (200 lambdas) a dilucion
conveniente (30 min.)

8. Lavado con PBS (3 por 3 min.)

9.Incubacién en inmunoglobulina de cabra anti-inmunoglobulina de ratén, conejo
cobaya y rata conjugada con biotina (20 min.)

10. Lavado con PBS (3 por 3 min.)

11. Incubacion en complejo estreptavidina-biotina-fosfatasa alcalina (20 min.)

12. Lavado con PBS (3 por 3 min.)

13. Revelar con Fast Red

14. Poner en PBS 10 min.

15. Contraste con tincién de hematoxilina rapida

16. Virar con agua (5 min).
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17. Deshidratacion en alcoholes crecientes (alcohol 96° y absoluto).
18. Aclarar en Biocler con Eucaliptol.
19. Montar con DPX.

El MAC387 y el CD68 precisan tratamiento previo con pepsina. El CDla se
realizd con un tratamiento previo con calor en esterilizador de biberones durante
30 min y el tiempo de incubacién del monoclonal es de 60 min, a diferencia de los

otros anticuerpos.

La técnica utilizada para las biopsias congeladas para todos los anticuerpos,
(excepto en el caso del HECA 452 para el que se utilizé una inmunoperoxidasa
indirecta convencional, utilizando como anticuerpo secundario el anticuerpo de
conejo anti IgM de rata marcado con peroxidasa) es la técnica de

streptavidina-biotina-peroxidasa:

PREPARACION DE LOS CORTES

1. Congelar la Biopsia en Metilbutano y guardarla en el congelador de -60°C.
2. Hacer los cortes necesarios en el Criostato a -26°C.

3. Dejar secar los cortes 24 horas a temperatura ambiente.

4. Fijar los cortes en Acetona. 10 min.

5. Guardar los cortes envueltos en papel de plata en el congelador a -202C.

TECNICA DE STREPTAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA

1. Rehidratar los cortes en PBS. 10 min.

2. Supresion de fondo :

Suero normal de Goat al 1/20 15 min.

3. Incubacién con el Anticuerpo Primario. Dilucidn variable. 30 min.
4. Lavar con PBS.

Varios lavados. 5 min.

5. Incubacion con el secundario.
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Ig Anti Rabbit Biotinado, directo. 20 min.

6. Lavar con PBS.

Varios lavados. 5 min.

7. Incubacion con el terciario.

Streptoavidina conjugada con Peroxidasa, directo. 20 min.
8. Lavar con PBS.

Varios lavados. 5 min.

9. Revelar con Diaminobenzidina (DAB). 5-10 min.

10. Contrastar con Hematoxilina, Deshidratar, Aclarar y montar con D.P.X.

Las piezas se han valorado con el microscopio optico (Olympus BH-2) de la

seccion de Dermatopatologia y de la Dra Herrero del servicio de Dermatologia.

TECNICA DE DOBLE MARCAJE (FITC Y RODAMINA)

PREPARACION DE LOS CORTES

1. Congelar la pieza en Metilbutano y guardarla en el congelador de -70°C.
2. Hacer los cortes necesarios en el Criostato a -26°C.
3. Dejar secar los cortes a temperatura ambiente.

4. Guardar los cortes en una caja de plastico en el congelador de -20°C.

TECNICA

1. Rotular los portas y con un lapiz de diamante rodear la pieza.

2. Rehidratar los cortes con PBS. 10 min.

3. Incubacion con el primer Anticuerpo Primario. 30 min.

4. Lavar con PBS. Varios lavados. 5 min.

5. Incubacién con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con FITC al
1/20. 30 min.

6. Lavar con PBS. Varios lavados. 5 min.

7. Incubacién con el segundo Anticuerpo Primario. 30 min.
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8. Lavar con PBS.Varios lavados. 5 min.

9. Incubacion con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con Rodamina
al 1/20. 30min.

10. Lavar con PBS.Varios lavados. 5 min.

11. Montar con Glicerina Tamponada.

La técnica de doble inmunofluorescencia se valord primero con el microscopio
de doble inmunofluorescencia de la unidad de investigacion de Neurologia Dr.
F. Graus de la Fundacio Clinic y posteriormente con el microscopio confocal

Leica del Departamento de Biologia Molecular (Universidad de Barcelona).

EXPLORACION FOTOBIOLOGICA

La exploracion fotobiolégica se ha realizado en el laboratorio de Fotobiologia
del Servicio de Dermatologia utilizando el Simulador Solar Light (150 Watt

Xenon short arc lamp).

Se efectud una exploracion fotobiologica a 10 pacientes afectos de DM (8
inactivos y 2 activos) y 1 paciente afecto de psoriasis. La prueba consiste en
irradiacion con banda ultravioleta B ( de 280-320 nanOometros) de 6 areas
circulares de 2cm de diametro en la piel sin lesiones de la espalda del paciente
durante 10, 20, 30, 40, 50 y 60 segundos respectivamente. Los resultados se
leyeron a las 6 horas, 24 horas, 48 horas, al cabo de 1 semana y al més. Se
tomaron biopsias de la piel clinicamente no alterada del area anterior al area
eritematoso de las dos pacientes con lesiones activas y con la minima dosis
eritema (MED) alterado. Un paciente afecto de psoriasis en placas di6 su
consentimiento para que se le efectuasen biopsias de piel sana y de una placa
de psoriasis antes y 24 horas después del tratamiento con PUVA. También se le
efectud una exploracion fotobiolégica y se realizé una biopsia del area anterior al

eritema 24 horas después de la irradiacion.

METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LOS RESULTADOS
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El nimero de células dendriticas se han cuantificado mediante contaje en 5
campos diferentes de 400 aumentos en cada uno de los diferentes
compartimentos cutaneos (epidermis lesional, epidermis no lesional, dermis
papilar lesional, dermis papilar no lesional, dermis media perivascular, dermis
media intersticial, dermis reticular perivascular, dermis reticular intersticial) y de
musculo (tejido conectivo, perivascular y infiltrado inflamatorio) por 2 o 3

observadores independientes, llegandose a un resultado consensual.

Las moléculas de adhesion se han evaluado segun el porcentaje de células

del infiltrado inflamatorio o de los vasos positivos para cada marcador.

La técnica de doble inmunofluorescencia se ha valorado por el porcentaje
de células del total del infiltrado inflamatorio que marcaban con cada marcador
por separado y con los dos a la vez ( doble tincion). Las piezas se han valorado
a 200, 400 y 630 aumentos.

Los depdsitos del complejo de ataque de membrana (MAC) se han
estudiado a 4 niveles ( en membrana basal, en los vasos, en el tejido elastico y
en el infiltrado inflamatorio) y se ha valorado semicuantitativamente de la
siguiente forma. En la membrana basal: ausencia de depdsitos 0, presencia de
depdsitos finos 1, presencia de depdsitos gruesos e incontinuos 2, presencia
de depositos gruesos y continuos 3. En los vasos: ausencia 0, en menos del
10% de vasos 1, entre el 10 y 20% de vasos 2 y mas del 20% de vasos 3. En el
tejido elastico: ausencia de depodsitos 0, presencia de depdésitos finos 1,
presencia de depdsitos gruesos dispersos 2, presencia de depdsitos gruesos
en todo el tejido elastico 3. En el infiltrado inflamatorio: ausencia de depdsitos

0, presencia de depaositos 2.

La exploracion fotobiolégica se ha valorado mediante la minima dosis
eritema (MED). La aparicion de eritema en las areas expuestos a la banda
ultravioleta B durante 10, 20 o 30 segundos se considera patologico, mientras

qgue si aparece después de 40 segundos es normal. Si el eritema ya estaba
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presente a los 10 segundos de irradiacion se considera una minima dosis eritema
muy alterada, marcandose con 3 cruces (+++), si aparecia a los 20 segundos
moderadamente alterada, marcandose con 2 cruces (++) y si aparecia a los 30

segundos levemente alterada, marcandose con 1 cruz (+).

ANALISIS ESTADISTICO

El nimero de células fue tabulado utilizando la media + la desviacion estandar
para los grupos de pacientes (DM y piel sana) en todas las localizaciones de
piel y musculo.

Para evaluar si el numero medio de células detectadas, en cada localizacién,
era diferente entre los grupos de pacientes, se utilizo un modelo de Poisson
con estimaciones robustas y la variancia. Los coeficientes de dicho modelo
fueron exponenciados para poder obtener la diferencia proporcional entre los
grupos de pacientes y su intérvalo de confianza al 95% (IC95%).

Para evaluar si el numero medio de células detectadas era diferente entre las
localizaciones, se aplicO6 un modelo de Poisson con efectos aleatorios. La
interaccién entre el grupo de paciente y la localizacion fue evaluada utilizando
el Likelihood Ratio (LR) test.

En multiples comparaciones se utilizé el método de Bonferroni para corregir las

significaciones de las pruebas estadisticas.

Todos los andlisis fueron realizados utilizando STATA versién 5.0.
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5.1 Caracterizacion fenotipica de las células de morfologia dendritica en

lesiones cutaneas de DM.

En las biopsias analizadas se distinguen diferentes subpoblaciones de células
dendriticas. Estas células se han analizado en los siguientes compartimentos de
la piel: epidermis lesional (Ep les), epidermis de la zona perilesional (Ep no les),
dermis papilar lesional (D pap les), dermis papilar de la zona perilesional (D pap
no les), dermis media perivascular (D med pv), dermis media intersticial (D med
inter), dermis reticular perivascular (D med pv), dermis reticular intersticial (D ret

inter).

5.1.1 CELULAS DENDRITICAS FACTOR Xllla POSITIVAS (DENDROCITOS
DERMICOS)

En la piel sana, las células dendriticas factor Xllla positivas se encuentran
distribuidas en la dermis papilar formando una banda subepidérmica, y, en la
dermis media tanto alrededor de los vasos como en la zona intersticial. Son
células de morfologia alargada que poseen multiples dendritas finas. No existen

células factor Xllla positivas en la epidermis (fig.1).

En las lesiones de DM las células dendriticas factor Xllla positivas estan
reducidas en numero respecto a piel sana. El analisis por compartimentos
dérmicos demuestra que estan muy reducidas o ausentes en la dermis papilar y
media (fig. 2). En dermis papilar perilesional el nimero de células dendriticas
factor Xllla positivas, aun estando reducido respecto a piel sana, es mayor que
en la dermis papilar lesional. Sin embargo estan focalmente aumentados en la

dermis reticular perivascular (fig. 3)( Tabla 1).
Al igual que en las lesiones de DM en las lesiones cutaneas del lupus

eritematoso también estan disminuidas las células dendriticas factor Xllla

positivas respecto a piel sana.
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En las 2 muestras de piel normal de pacientes afectos de DM estudiadas el
namero de células dendriticas factor Xllla positivas no muestra diferencias

respecto a piel de individuos sanos.

Tabla I: media y desviacion estandar del nimero de células factor Xllla positivas

en la piel.
factor Xllla

Piel sana (n=15) DM (n=23)
Epidermis 0+0 0+0
Dermis papilar 35+16 49+11
Dermis media perivascular 13+9,7 52+6
Dermis media intersticial 12 +13 35+39
Dermis reticular perivascular 0,77 +2,8 22+45
Dermis reticular intersticial 0,77 +2,8 19+29
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En la grafica 1 se observa la diferencia entre la media del nimero de células
factor Xllla positivas en la DM repecto a piel sana en cada uno de los

compartimentos de la piel.

F. Xllla Media DM/ PS
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Localizacion piel

Gréfica 1. Media del numero de células factor Xllla en las lesiones de DM (lila)

respecto a la piel sana (granate) en los diferentes compartimentos de la piel.

Utilizando el modelo estadistico de regresion de Poisson todas las diferencias
reflejadas en la grafica 1 son estadisticamente significativas. Es decir, existen
significativamente menos células factor Xllla+ en la DM que en la piel sana en la
dermis papilar y en la dermis media. En cambio en la dermis reticular existen
significativamente mas células factor Xllla+ en la DM que en la piel sana (tabla
2). Este aumento se debe sobretodo a un aumento focal del nimero de células

factor Xllla+ alrededor de algunos vasos de la dermis reticular.
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En la tabla Il se resume la diferencia proporcional y la significacion p para cada

una de las localizaciones.

Tabla Il: diferencia proporcional y significacion p.

Factor Xllla
Diferencia proporcional p
(1C*:95%)

PIEL
Dermis papilar lesional
DM vs piel normal -86% (-82% a -89%) <0,001
Dermis papilar no lesional
DM vs piel normal -79% (-75% a -83%) <0,001
Dermis media perivascular
DM vs piel normal -60% (-79% a -68%) <0,001
Dermis media intersticial
DM vs piel normal -70% (-60% a -77%) <0,001
Dermis reticular perivascular
DM vs piel normal 185% (44% a 464%) 0,003
Dermis reticular intersticial
DM vs piel normal 141% (21% a 384%) 0,013

*(IC: intérvalo de confianza)
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5.1.2 CELULAS DENDRITICAS CD34 POSITIVAS.

En la piel sana, las células dendriticas CD34 positivas se encuentran distribuidas
entre los haces de colageno de la dermis media y reticular tanto intersticial como
perivascular (fig.4). Se visualizan como células muy delgadas con unas
prolongaciones dendriticas finas que se disponen de forma paralela a la unién
dermoepidérmica. No existen células CD34 positivas en la epidermis ni en la
dermis papilar. Las células endoteliales también son positivas para este

marcador.

En la DM existe un aumento en el numero de estas células en dermis media
intersticial excepto en los focos inflamatorios donde no se han encontrado de
forma significativa (fig.5). Sin embargo en la zona perivascular tanto de la dermis
media como de la dermis reticular estan disminuidas (gréfica 2). Tampoco hay
células CD34 en la epidermis ni en la dermis papilar. Al igual que en la piel
normal en la DM las células endoteliales también son positivas para este

marcador.
En el lupus eritematoso al igual que en la DM existe una discreta disminucion
de su numero en la dermis media perivascular. En el resto de compartimentos

no existen diferencias en el niumero de células respecto a piel normal.

En piel sana de DM no se han encontrado diferencias en el nimero de células

repecto a piel normal.
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En la tabla Ill se refleja numéricamente el valor de la media y de la desviaciéon
estdndar del numero de células CD34 positivas en cada uno de los

compartimentos de la piel en la DMy en la piel sana.

Tabla Ill: Media y desviacion estandar del niumero de células CD34+ en la piel.

CD34+
Piel sana (n=15) DM (n=23)
Epidermis 0+0 0+0
Dermis papilar 0+0 00
Dermis media perivascular 41 + 22 31+25
Dermis media intersticial 39+18 50+18
Dermis media perivascular 47 +13 31+18
Dermis reticular intersticial 50+ 12 45+ 15
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Gréfica 2. Media del numero de células CD34 positivas en la DM (lila) respecto a

la piel sana (granate) en los diferentes compartimentos de la piel.

Utilizando el modelo estadistico de regresion de Poisson se demuestra que las
diferencias encontradas en la dermis papilar y en la dermis reticular intersticial no
son significativas. Es decir, no existen diferencias significativas en el nimero de
células entre la DM vy la piel sana. En la zona perivascular tanto de la dermis
media como de la dermis reticular las diferencias demostradas en la grafica 2 si
son significativas. Es decir, existen significativamente menos células CD34
positivas en la DM que en la piel sana en las zonas perivasculares. En cambio en
la dermis media intersticial existen significativamente mas células CD34 positivas

en la DM que en la piel sana (tabla IV).

En la tabla IV se resume la diferencia proporcional y la significacion p para cada

una de las localizaciones.
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Tabla IV: diferencia proporcional y significacion p.

CD34

Piel Diferencia proporcional (IC*:95%) p
Dermis media perivascular
DM vs piel normal -23% (-14% a -31%) <0,001
Dermis media intersticial
DM vs piel normal 27% (15% a 41%) <0,001
Dermis reticular perivascular
DM vs piel normal -34% (-26% a -41%) <0,001
Dermis reticular intersticial
DM vs piel normal -9% (-17% a 1%) 0,064

*(IC: intérvalo de confianza)

En resumen, el nimero de células dendriticas CD34 positivas que existe en la
dermis media intersticial esta aumentada en la DM respecto a piel sana, sin
embargo se constata una disminucion de estas células en la zona perivascular de

la dermis.
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5.1.3 MACROFAGOS

Los anticuerpos monoclonales MAC 387 y CD68 (KP-1) en parafina y el EBM-11
en material congelado marcan el citoplasma de los macréfagos. Se encuentran
predominantemente a nivel de los infiltrados inflamatorios de la DM, agrupandose
en focos en dermis papilar y a nivel perivascular en dermis papilar y media. Los
infiltrados inflamatorios de la DM estan constituidos predominantemente por
macréfagos MAC 387 y CD68 (KP-1) positivos, linfocitos y en menor nimero por
células de Langerhans. Los macréfagos forman entre el 50 y el 80% de los
infiltrados inflamatorios. Por medio de la comparacién de laminillas secuenciales
y por su localizacion se ha objetivado que son una subpoblacion de células
distinta de las células dendriticas factor Xllla positivas y de las células dendriticas
CD34 positivas.

5.1.4 CELULAS DE LANGERHANS

Las células de Langerhans se marcan con el anticuerpo policlonal S100 y con el
anticuerpo monoclonal CDla. Su forma estrellada refleja las numerosas
dendritas que se extienden del citoplasma y contactan con los queratinocitos
adyacentes. Se encuentran a nivel de la epidermis, encontrandose disminuidos
de forma focal a nivel de la epidermis lesional de la DM y del lupus eritematoso.
Se encuentran, en namero reducido, a nivel de dermis papilar sobretodo en los
infiltrados inflamatorios de la DM y del lupus eritematoso. Por medio de la
comparacion de laminillas secuenciales y por su localizacion se ha objetivado
gue son una subpoblacion de células diferentes a las células dendriticas factor
Xllla positivas y a las células dendriticas CD34 positivas.
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5.1.5 MARCADOR DE ACTIVACION: CELULAS HLA-DR positivas

Las células que expresan en su superficie el marcador HLA-DR, son las que
estan funcionalmente activas, por lo que presentan en su membrana el complejo
mayor de histocompatibilidad y actian como células presentadoras de antigeno.
En las lesiones de DM se encuentran sobretodo en los infiltrados inflamatorios y
formando una banda subepidérmica (coincidiendo en gran proporcién con las
células dendriticas factor Xllla positivas) mientras que en la epidermis se
encuentran en namero escaso. El 90% de las células endoteliales de la dermis
papilar y reticular superior expresan el HLA-DR. Mediante la comparacion de
laminillas secuenciales se objetiva que, en las lesiones de DM, el 90% de las
células de Langerhans, el 90% de las células dendriticas factor Xllla positivas, el
20% de los macréfagos expresan el marcador HLA-DR en su superficie, mientras
que su expresion solo se observa en menos del 5% de las células dendriticas
CD34 positivas.
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5.2 RESULTADOS ESTUDIO DE LAS MOLECULAS DE ADHESION .

5.2.1 ICAM-1 (INTERCELLULAR CELL ADHESION MOLECULE-1)

En la piel sana el ICAM-1 se expresa por la mayoria de las células endoteliales
de la dermis papilar y reticular superior, con intensidad leve. No hay marcaje
por parte de los queratinocitos.

Por el contrario, en las lesiones cutaneas de DM la expresion de ICAM-1 por
las células endoteliales es mucho mas intensa y entre el 70 y el 90% de las
células endoteliales de la dermis papilar y reticular superior son positivas.
Existe un marcaje focal de queratinocitos (entre el 5 y el 10% del total de
queratinocitos) sobre todo en piel lesional y cerca de la unién dermoepidérmica.
De las células del infiltrado inflamatorio entre el 30 y el 40% en dermis papilar y
entre el 40 y 60% en dermis reticular superior son positivas. El porcentaje de
células dendriticas que expresan el ICAM-1 viene reflejado en el estudio de

doble inmunofluorescencia.

5.2.2 VCAM-1 (VASCULAR CELL ADHESION MOLECULE-1)

En la piel sana no existe expresion significativa de VCAM.

En la piel afecta de DM, aproximadamente la mitad de las células endoteliales
de dermis papilar y reticular superior son positivas. Los queratinocitos no
expresan VCAM. De las células del infiltrado inflamatorio, el 20 % en dermis
papilar y el 30% en dermis reticular superior son positivas. Aproximadamente el

10% de estas células tienen una morfologia dendritica.
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5.2.3 ELAM (E-selectina)

El ELAM sé6lo se detecta en un reducido numero de células endoteliales
aisladas en piel normal.

En la DM, entre un 20 y 30% de las células endoteliales de dermis papilar y
reticular superior son positivas. Muchas veces se observa que sélo se marca
una parte y no la totalidad de la periferia de los vasos. Los queratinocitos no
expresan ELAM. Las células del infiltrado inflamatorio tampoco expresan el
ELAM.
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5.2.4 HECA ( marcador del antigeno asociado al linfocito cutaneo)

En piel sana solo escasas células de la dermis marcan con el HECA.

En la piel afecta de DM entre un 60 y 70% de las células de los focos
inflamatorios y entre un 30 y 60% en zona perivascular son HECA positivas
(fig.6). El 30% de estas células son alargadas y tienen forma dendritica. En la
epidermis no lesional no hay células HECA positivas. Sin embargo en la
epidermis lesional se detectan pequefios focos de células redondas que

representan linfocitos T HECA positivos (gréfica 3).
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Gréfica 3. Porcentaje de células HECA positivas en los diferentes
compartimentos de la piel en 6 biopsias cutaneas de piel afecta de DM (cada
una de las biopsias esta representada por una barra de color diferente). En la
epidermis lesional no existen células HECA positivas. En la epidermis lesional
entre el 5y el 20% de las células respectivamente son linfocitos T HECA
positivos. Entre 60 y 70% y entre 30 y 60% de las células de los infiltrados

inflamatorios y de las zonas perivasculares son HECA positivas.
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En las biopsias cutaneas de lupus eritematoso los resultados son
cualitativamente similares diferencidndose en la mayor proporcion de células
positivas en los infiltrados inflamatorios, tanto focales en dermis como

perivasculares.

No se detectan células HECA positivas en el musculo de DM ni en el musculo

normal.
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En la gréfica 4 se resume el porcentaje de células HECA positivas en la DM,
piel sana, lupus eritematoso y en piel sana de DM.
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Grafica 4. Comparacion del porcentaje de células HECA positivas en el lupus
eritematoso (verde), DM ( lila), piel sana (rojo) y piel sana de DM ( amarillo). En
la epidermis no lesional (ep no les) no existen células HECA positivas en
ningn caso, en la epidermis lesional (Ep les) en 2 biopsias de lupus
eritematoso y de DM hay queratinocitos HECA positivos. En los infiltrados
inflamatorios en el lupus eritematoso hay entre el 40 y 80%, en la DM entre el
60 y 70%, en la piel sana entre el 30 y 40%, y en la piel sana de DM entre el 0
y 30% de células HECA positivas. En la zona perivascular en el lupus
eritematoso hay entre el 40 y 70%, en la DM entre el 40 y 60%, en la piel sana

el 30%, y en la piel sana de DM entre el 40 y 50% de células HECA positivas.
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5.3 RESULTADOS ESTUDIO DE DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA.

La doble inmunofluorescencia se ha realizado con el objeto de estudiar la
expresion de las moléculas de adhesiéon HECA, VCAM e ICAM-1 por parte de las
diferentes células del infiltrado inflamatorio en las lesiones cutaneas de DM, lupus

eritematoso y en piel sana.

5.3.1 HECA (marcador del antigeno asociado al linfocito cutaneo)

5.3.1.1 HECAy linfocitos T CD3 positivos

Entre el 10 y el 30% de los linfocitos T muestran coexpresion con el HECA en
piel sana, mientras que en las biopsias de DM ( fig.7) y lupus eritematoso los

linfocitos T expresan el HECA en un 70-80% y 70-90% respectivamente (gréafica
5).
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Gréfica 5. Porcentaje de linfocitos T CD3 positivos que expresan el HECA en 5
biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana (rojo). En la
DM entre el 70 y 80% de los linfocitos T CD3+ expresan el HECA, en el lupus
eritematoso entre el 70 y el 90% y en la piel sana entre el 10 y el 30%. La
coexpresion de CD3 y HECA es mucho mayor en la DM y en el lupus

eritematoso que en la piel sana.
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5.3.1.2 HECA y macréfagos CD68 positivos
Unicamente se ha observado coexpresién en algun macréfago aislado en la

dermis normal. En la DM y en el lupus eritematoso aproximadamente la mitad de

los macrofagos CD68 positivos expresan el HECA (gréfica 6).
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Gréfica 6. Porcentaje de macrofagos CD68 positivos que expresan el HECA en 5
biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana (rojo). En la
DM entre el 40 y 60% de los macréfagos CD68 positivos expresan el HECA y en
el lupus eritematoso entre el 50 y el 60%. En la piel sana Unicamente en 2
biopsias hay coexpresion del CD68 y el HECA en el 1% de las células CD68
positivas y en las otras 3 biopsias de piel sana no se observo coexpresion.

5.3.1.3 HECA y células de Langerhans CD1la positivas
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No se observd coexpresion en piel sana mientras que en la DM ( fig. 8) y en el
lupus eritematoso entre el 10 y 20% de las células de Langerhans CDla

expresan el HECA (gréfica 7).
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Gréfica 7. Porcentaje de células de Langerhans CD1la positivas que expresan el
HECA en 5 biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana
(rojo). En las biopsias de DM y lupus eritematoso entre el 10 y 20% de las células
de Langerhans CDla positivas expresan el HECA. En piel sana las células de

Langerhans CD1a positivas no coexpresan el HECA.

5.3.1.4 HECAy células dendriticas CD34 positivas
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Entre el 20 y el 40% de las células dendriticas CD34 positivas expresan el HECA
en piel sana. En la DM y en el lupus eritematoso aproximadamente la mitad de
las células dendriticas CD34 positivas se tifien conjuntamente con el HECA
(grafica 8).
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Gréfica 8. Porcentaje de células dendriticas CD34 positivas que expresan el
HECA en 5 biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana
(rojo). En la DM entre el 40 y 60% de las células dendriticas CD34 positivas
expresan el HECA, en el lupus eritematoso entre el 50 y el 60% y en la piel sana
entre el 20 y el 30%.

5.3.1.5 HECA y endotelios vasculares CD34 positivos

El 70-80% de los endotelios expresan el HECA en piel sana.

95



Resultados

El 80-90% y el 90-100% de los endotelios captan a la vez el CD34 y el HECA en
la DM ( fig.9) y en el lupus eritematoso respectivamente (gréfica 9).
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Grafica 9. Porcentaje de células endoteliales CD34 positivas que expresan el
HECA en 5 biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana
(rojo). En la DM entre el 80 y 90% de las células dendriticas CD34 positivas
expresan el HECA, en el lupus eritematoso entre el 90 y el 100% y en la piel
sana entre el 70 y el 80%.
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En resumen, la expresion de HECA estd aumentada en todas las células
inflamatorias en la DM y en el lupus eritematoso cuando se compara con piel

sana, tal y como se demuestra graficamente en la grafica 10.
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Gréfica 10. Comparacion del porcentaje de células inflamatorias que expresan el
HECA en 5 biopsias de DM (lila), 3 de lupus eritematoso (verde) y 5 de piel sana
(rojo). La coexpresion de las células T CD3+, macréfagos CD68+, células de
Langerhans CD1la+, células dendriticas CD34+ y las células endoteliales CD34+
con el HECA es mayor en la DM y en el lupus eritematoso comparado con piel

sana en todos los casos.
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5.3.2 VCAM (VASCULAR CELL ADHESION MOLECULE-1)

5.3.2.1 VCAM Yy linfocitos T CD3 positivos

No se ha observado expresion de VCAM en los linfocitos T en ninguna de las
piezas estudiadas de piel sana, DM ni lupus eritematoso.

5.3.2.2 VCAM y macréfagos CD68 positivos

En piel sana los macréfagos no expresan el VCAM mientras que en la DM se ha
observado expresion del VCAM en un 10% de los macrofagos y en el lupus
eritematoso en el 5-10%.

5.3.2.3 VCAM y células de Langerhans CD1la positivas

No hay coexpresion en ninguna de las piezas de piel sana, DM ni lupus

eritematoso.

5.3.2.4 VCAM y células dendriticas CD34 positivas

En piel sana las células dendriticas CD34 positivas no expresan el VCAM
mientras que en la DM se ha observado expresion del VCAM en un 10-20% de
las células dendriticas CD34 positivo y en el lupus eritematoso en el 15-20%.

5.3.2.5 VCAM y endotelios CD34 positivos

No se observé coexpresion en piel sana mientras que en la DM entre el 50 y 60%

y en el lupus eritematoso el 50% de las células endoteliales expresan el VCAM.
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Gréfica 11. Comparacion del porcentaje de células inflamatorias que expresan el
VCAM en 3 biopsias de DM (lila), 2 de lupus eritematoso (verde) y 4 de piel sana
(rojo). En resumen, no existe expresion de VCAM en ninguna de las células en
piel sana. En la DM y en el LE los linfocitosT y las células de Langerhans
tampoco expresan el VCAM. Sin embargo los macrofagos CD68 positivos, las
células dendriticas CD34 positivas y las células endoteliales CD34 positivas si

expresan el VCAM en la DM y en el lupus eritematoso.
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5.3.3ICAM-1 (INTERCELLULAR CELL ADHESION MOLECULE-1)

5.3.3.1 ICAM-1y linfocitos T CD3 positivos

En piel sana los linfocitos T no expresan el ICAM 1. En las biopsias de DM el 40-
50% y en las de lupus eritematoso el 50-60% de los linfocitos T coexpresan el
ICAM-1.

5.3.3.2 ICAM-1 y macrofagos CD68 positivos

En piel sana no hay coexpresion mientras que en la DM entre el 20 y 30% de los
macrofagos CD68 expresan el ICAM-1. En el lupus eritematoso el 30% de los
macrofagos CD68 expresan el ICAM-1.

5.3.3.3 ICAM-1y células de Langerhans CD1a positivas

En piel sana no existen células de Langerhans que expresen el ICAM-1.

En la DMy en el lupus eritematoso el 10 % de las células de Langerhans CDla
expresan el ICAM-1.

5.3.3.4 ICAM-1y células dendriticas CD34 positivas

En piel sana el 10% de las células dendriticas expresan el ICAM-1.

En la DMy en el lupus eritematoso entre el 20 y 30% de las células dendriticas
CD34 positivas se tifieron conjuntamente con el ICAM-1 (fig.10).

5.3.3.5 ICAM-1 y endotelios CD34 positivos

Entre el 40-60% de los endotelios de la piel sana muestran coexpresion.

En la DM el 70-90% y en el lupus eritematoso entre el 80 y 90% de las células

endoteliales captan a la vez el CD34 y el ICAM-1.

100



Resultados

ICAM-1

100

CD3 CD68 CDla CD34 CD34
céls. endot.
dendrit.
CELULAS

Gréfica 12. Comparacion del porcentaje de células inflamatorias que expresan el
ICAM en 3 biopsias de DM (lila), 2 de lupus eritematoso (verde) y 3 de piel sana
(rojo). No existe expresion de ICAM en ninguna de las células en piel sana
excepto en las células dendriticas CD34 positivas y en los endotelios vasculares
CD34 positivos, en los que hay coexpresion en un 10% y entre un 40 y 60%
respectivamente. En la DM y en el lupus eritematoso, sin embargo, todas las

células expresan el ICAM-1.
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5.4 COMPLEJO DE ATAQUE DE MEMBRANA (MAC)

En la piel sana se observa en 2 de los 15 casos estudiados (13%) depodsitos
finos en la membrana basal, en las restantes biopsias (87%) no hay depdsitos.
En ningdn caso se han observado depdsitos gruesos. Tampoco se han
encontrado depdésitos en los vasos. Las fibras elasticas se tifien con el MAC en
14 biopsias (93%). Los depdsitos sobre las fibras elasticas son finos en 5 casos
(33%), gruesos dispersos en 7 casos (47%) y gruesos generalizados en 1 caso
(7%).

Se han encontrado depdésitos de MAC en la union dermo-epidérmica en 28 de
29 biopsias de DM estudiadas (97%). En 1 caso no se observo depdsitos de
MAC (3%). Los depdsitos son gruesos y continuos en 24 biopsias (83%),

gruesos e incontinuos en 3 biopsias (10%) y finos o focales en 1 caso (7%).

En todas las biopsias de DM (100%) se han encontrado depdsitos de MAC en
los vasos de la dermis papilar, media y reticular. En 9 biopsias (31%) se marco
entre el 20 y 30% de los vasos, en 7 (24%) entre el 10 y 20% de los vasos y en
13 casos (45%) menos del 10% de los vasos. Estos depdsitos son focales,

afectando sélo a un segmento (entre el 10 y 30%) del vaso (fig.11).

No se ha encontrado relacion entre los depésitos de MAC vy los infiltrados
inflamatorios perivasculares. Es decir, los depdsitos de MAC se encuentran
tanto en los vasos proximos como en vasos distantes a los infiltrados

inflamatorios.
El hallazgo de MAC en las células de los infiltrados inflamatorios se ha

encontrado en 10 biopsias (34%). En estos casos se marcan menos del 10%

de las células del infiltrado inflamatorio de forma poco intensa.
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En 27 de las piezas (93%) se marca el tejido elastico. En 6 biopsias (21%) se
encuentran depositos finos, en 15 (52%) depdsitos gruesos dispersos y en 6

(21%) depositos gruesos generalizados.

No se encontraron depdsitos de MAC en las 3 biopsias de piel no lesional de

pacientes con DM activa.

De las 6 biopsias de lupus eritematoso se encontraron depdésitos de MAC en la
unién dermoepidérmica en 4 casos (depdsitos gruesos e incontinos en 3 casos
y finos en un caso) y en los vasos s6lo en 2 casos (en ambos casos se

encontraron depositos focales en menos del 10% de los vasos) .

103



Resultados

5.5 Caracterizacion fenotipica de las células de morfologia dendritica en

musculo sano y musculo afecto de DM.

5.5.1 CELULAS FACTOR Xllla

No se han observado células factor Xllla positivas en musculo sano ni en

musculo afecto de DM.

5.5.2 CELULAS DENDRITICAS CD34 POSITIVAS.

En musculo sano el anticuerpo CD34 tifie los endotelios vasculares y escasas

células de morfologia dendritica en los septos interfasciculares ( fig.12).

En la DM, sin embargo existe un importante aumento de células dendriticas
CD34 positivas en el tejido conectivo interseptal, en la zona adyacente a las
fibras musculares atréficas periféricas tipicas de la DM y también invadiendo
estas fibras ( fig.13). En el tejido conectivo de muasculo afecto de DM existe una
media de 54 células dendriticas CD34 positivas mientras que musculo sano
existe una media de 11 células. Alrededor de los vasos también existen mas
células CD34 positivas en el musculo afecto de DM ( 20 células) que en el
musculo normal (7 células). Las células CD34 positivas también pueden
observarse rodeando los infiltrados inflamatorios focales. Unicamente se
encuentra como media unas 10 células dendriticas CD34 positivas formando
parte de los infiltrados inflamatorios y éstos sobre todo se encuentran en la
periferia de dichos infiltrados inflamatorios ( fig.14). Hemos objetivado células
musculares fagocitadas tanto por las células dendriticas CD34 positivas como

por macrofagos (macrofagia) (fig.15).
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En la tabla V se refleja numéricamente el valor de la media y de la desviaciéon
estdndar del numero de células CD34 positivas en cada uno de los

compartimentos del musculo.

Tabla V: Media y desviacion estandar del nimero de células CD34 en los
compartimentos musculares.

CD34
Musculo sano Musculo DM
(n=5) (n=8)
Perivascular 6,8 £ 1,9 20 = 6
Tejido conectivo 11 + 8,6 54 =+ 17
Infiltrado 0 £ O 11 + 6
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En la gréfica 13 se observa la diferencia entre la media del nUmero de células CD
34 positivas en la DM respecto a muasculo sano en cada uno de los
compartimentos del musculo.

CD 34 Media Musculo
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pv tej. conectivo infiltrado

Localizaciéon musculo

Gréfica 13. Media del nimero de células CD34 positivas en musculo afecto de

DM (en lila) respecto a musculo sano ( en rojo).

Utilizando el modelo estadistico de regresién de Poisson todas las diferencias
reflejadas en la grafica 3 son estadisticamente significativas. Es decir, existen
significativamente mas células dendriticas CD34 positivas en el musculo afecto
de DM que en el masculo sano en la zona perivascular, en el tejido conectivo y

en el infiltrado inflamatorio (tabla VI).
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En la tabla VI se resume la diferencia proporcional y la significacion p para cada
una de las localizaciones.

Tabla VI: diferencia proporcional y significacion p.

CD34
Musculo Diferencia proporcional (*IC95%) p
Perivascular
DM vs normal 196% (104% a 328% ) < 0,001
Tej. conectivo
DM vs normal 385% (268% a541% ) < 0,001

*|C:intervalo de confianza
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5.5.3 MACROFAGOS

Los macréfagos CD68 y MAC 387 positivos se identifican formando un 40% de
las células del tejido conectivo septal y formando el 15-30% de los infiltrados
inflamatorios. Asimismo se identifican macrofagos llenos de miocitos en fase de
necrosis (a este fendbmeno se le denomina macrofagia). Por medio de la
comparacion de laminillas secuenciales y por su localizacion se ha objetivado
gue son una subpoblacién de células diferentes a las células dendriticas CD34

positivas.

5.5.4 LINFOCITOS B

El CD20 marca los linfocitos B. Los linfocitos B se encuentran sobretodo en la
zona perivascular pero tambien a nivel perimisial y menos en la zona endomisial.
Forman entre el 30 y el 60% de los infiltrados inflamatorios. Se distinguen de las

células dendriticas por su morfologia redonda no dendritica.

555 LINFOCITOS T

El CD3 se ha utilizado para marcar los linfocitos T. Los linfocitos T forman entre
el 20 y el 75% de las células de los infiltrados inflamatorios. Se distinguen de las
células dendriticas por su morfologia redonda no dendritica.

5.5.6 CELULAS DE LANGERHANS

Mediante tinciones con S100 y CDla no se han identificado células de

Langerhans ni en musculo sano ni en musculo de DM.
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5.5.7 MARCADOR DE ACTIVACION: HLA-DR

Muchas de las células del infiltrado inflamatorio asi como el 75% de las células
endoteliales son HLA-DR positivas. Mediante la comparacion de laminillas
secuenciales se ha objetivado que el 80% de las células mononucleadas, el 20%
de los macrofagos y el 10% de las células dendriticas CD34 positivas expresan el
HLA-DR.

109



Resultados

5.6 RESULTADOS EXPLORACION FOTOBIOLOGICA

La historia clinica que se realizé a los 10 pacientes que se sometieron a la
exploracion fotobiologica reveld los siguientes datos: De los 10 pacientes, 2
presentaban un brote de DM mientras que los 8 restantes estaban inactivos. En 7
de ellos (70%) la enfermedad se habia iniciado en primavera o verano. Cuatro
(40%) referian empeoramiento de las lesiones cutaneas preexistentes con
exposicion a la luz solar. Dos (20%) refirieron relacion directa entre la aparicion

de las lesiones cutaneas nuevas y la exposicion solar.

La exploracion fotobioldgica se realiz6 en 10 pacientes afectos de DM y se
demostré una minima dosis eritema patolégica en 2 pacientes con lesiones
activas y en un paciente en remision; en las 2 pacientes con lesiones activas en
el momento de realizar la exploracion, se produjo eritema en el area de los 20
segundos (++) (fig.16) y en el otro caso sin lesiones activas se produjo en el de
los 30 segundos (+). El eritema estuvo presente mas de 48 horas en los 3 casos
pero a la semana éste habia desaparecido por completo. El eritema en ningan
caso se extendio mas alla del area irradiada. No aparecieron en ningun caso

placas induradas ni ampollas ni otro tipo de lesiones a parte del eritema.

Se tomaron 3 biopsias cutaneas de las dos pacientes con lesiones activas y con
alteracion de las pruebas fotobioldgicas. La tercera paciente con alteracion de
las pruebas fotobidlogicas no di6 su consentimiento para la realizacion de las
biopsias. Se obtuvieron 2 biopsias de un paciente: a las 6 horas post irradiacion
del area anterior al eritema aparecido a los 20 segundos ( es decir del area
irradiado durante 10 segundos) y la segunda del mismo area a las 24 horas post
irradiacion. Del otro paciente sélo se obtuvo la biopsia de las 24 horas post

irradiacion.

El estudio inmunohistoquimico de las biopsias de piel clinicamente sana los 10

segundos anteriores al eritema revelaron escasas células dispersas en la dermis
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compatibles con piel normal. En las mismas areas, a las 6 y 24 horas después de
la irradiacion se podian observar queratinocitos necroticos basales aislados

denominados “sunburn cells” y un discreto infiltrado inflamatorio perivascular.

El estudio inmunohistoldgico de estas biopsias indicé los siguientes datos:

Las células dendriticas factor Xllla positivas se distribuyen en dermis papilar
formando una banda subepidérmica (contdndose entre 30 y 40 células por
campo) y en dermis media tanto perivascular como intersticial (entre 8 y 15
células por campo).

Las células dendriticas CD34 positivas se observaron distribuidas entre los haces
de colageno de la dermis media y reticular tanto perivascular como intersticial

(contéandose entre 30 y 55 células por campo).

El ICAM-1 marcé mas del 90% de las células endoteliales y entre el 5y 10% de

los queratinocitos.

No se observo expresion de VCAM en las biopsias estudiadas.

El ELAM, al igual que en piel sana, marc6 menos del 5% de las células
endoteliales.
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El HECA marcé el 10% de las células inflamatorias de la dermis en una de las
muestras pero en las otras 2 biopsias no se observd marcaje. En la zona
perivascular entre el 20 y 40% de las células fueron HECA positivas tal y como

se refleja en la gréfica 14.
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Grafica 14. Comparacion del porcentaje de células HECA positivas en el lupus
eritematoso (verde), DM ( lila), piel sana (rojo), piel sana de DM ( amarillo) y la
piel de DM 6 horas postirradiacion (12 barra fucsia) y 24 horas después de la
irradiacion (22 y 32 barra fucsia). En la epidermis no lesional (ep no les) no
existen células HECA positivas en ningun caso; en la epidermis lesional (Ep
les) en 2 biopsias de lupus eritematoso y 2 de DM hay linfocitos HECA
positivos representando el 20 y el 60% de todas las células en el caso del lupus
eritematoso y el 5 y 20% respectivamente en la DM. En los infiltrados
inflamatorios en el lupus eritematoso hay entre el 40 y 80%, en la DM entre el
60 y 70%, en la piel sana entre el 30 y 40%, en la piel sana de DM entre el 0 y
30%, en la piel de DM 6 horas postirradiacion no se detectan células HECA
positivas mientras que a las 24 horas en un caso se marcan el 10% de las

células y en el otro tampoco hay marcaje. En la zona perivascular en el lupus
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eritematoso hay entre el 40 y 70%, en la DM entre el 40 y 60%, en la piel sana
el 30%, en la piel sana de DM entre el 40 y 50%, en la piel de DM 6 horas

postirradiacion el 40% y a las 24 horas el 20% de células HECA positivas.

Asi, podemos decir que el estudio inmunohistologico de las lesiones
fotoinducidas no reveld cambios en cuanto a la distribucion de las células
dendriticas y moléculas de adhesion respecto a piel normal excepto en el caso
del HECA cuya expresion en el infiltrado inflamatorio esta disminuida respecto a
piel normal. Sin embargo, a pesar de que encontramos una disminucion del
porcentaje de células HECA positivas, cuando contamos el nimero absoluto de
células positivas no hubo diferencia respecto a piel sana. Consecuentemente, la
disminucién del porcentaje de células HECA positivas se debe a un aumento de
células HECA negativas en el infiltrado inflamatorio y no a una disminucion

absoluta en el nimero de células HECA positivas.

En cuanto a los depdsitos de MAC, tanto en las biopsias de pacientes afectos de
DM tomadas a las 6 como a las 24 horas después de la irradiacion para la
determinacion de la dosis eritema minimo se observaron depoésitos de MAC en la
membrana basal y en los vasos. Existen depdésitos gruesos y continuos en la
membrana basal en los 3 casos y depositos focales de MAC en el 10 al 30% de
los vasos. El patron de distribucion del MAC es igual al que se encuentra en las
lesiones activas de DM y es facilmente diferenciable de los hallazgos
encontrados en piel sana donde no se observaron depésitos de MAC excepto en
2 casos en los que los depdsitos fueron finos y discontinuos. No encontramos
depdsitos de MAC en ninguna de las 5 biopsias (piel sana y placa de psoriasis
antes y 24 horas después del tratamiento con PUVA vy piel de espalda del area
anterior al eritema, 24 horas después de la irradiacion) del paciente afecto de

psoriasis.
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Fig.1. Distribucién de las células dendriticas factor Xllla positivas en piel sana.

Fig.2. Disminucién del nimero de células dendriticas factor Xllla positivas en la
DM.
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Fig.3. Aumento del numero de células dendriticas factor Xllla positivas
alrededor de algunos de los vasos de la dermis reticular en la DM.
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Fig.4 (Izquierda). Distribucion de las células dendriticas CD34 positivas en piel
sana.

Fig.5 (Derecha). Aumento del nimero de células dendriticas CD34 positivas en
dermis media en la DM.
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Fig.6. Marcaje con HECA-452 en la DM. Entre un 60 y 70% de las células de
los focos inflamatorios y entre un 30 y 60% en zona perivascular son positivas.
En la epidermis lesional se detectan pequefios focos de células redondas que
representan linfocitos T HECA positivos.
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Fig.7. Arriba-izquierda se muestra la tincion del HECA con fluoresceina (verde).
Arriba-derecha se muestra el marcaje de los linfocitos T CD3 positivos con
rodamina (rojo). Abajo: doble inmunofluorescencia: en amarillo se observa que
el 70-80% de los linfocitosT son HECA positivos.

Fig.8. Arriba-izquierda se muestra la tincion del HECA con fluoresceina (verde).
Arriba-derecha se muestra el marcaje de una célula de Langerhans CDla
positiva con rodamina (rojo). Abajo: doble inmunofluorescencia: en amarillo se
observa que la célula de Langerhans es HECA positiva.
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Fig.9. Arriba-izquierda se muestra la tincion del HECA con fluoresceina (verde).
Arriba-derecha se muestra el marcaje de las células endoteliales CD34
positivas con rodamina (rojo). Abajo: doble inmunofluorescencia: en amarillo se
observa que el 80-90% de las células endoteliales son HECA positivas.

Fig.10. En rojo (rodamina) se observan las células dendriticas CD34 positivas.
El ICAM-1 se visualiza en verde (fluoresceina). En amarillo se muestra que el
20-30% de las células dendriticas CD34 positivas son HECA positivas.
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Fig.11. Depositos del complejo de ataque de membrana (MAC) en la unién
dermo-epidérmica y en los vasos de la DM.
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Fig.12. Distribucion de las células dendriticas CD34 positivas en musculo sano.
Se marcan las células endoteliales y algunas células de morfologia dendritica
en los septos interfasciculares.

Fig.13. Numerosas células dendriticas CD34 positivas en los septos
interfasciculares adyacentes a las fibras musculares atroficas de la DM.
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Fig.14 Células dendriticas CD34 positivas rodeando los infiltrados inflamatorios
focales de musculo afecto de DM.

Fig.15. Fibras musculares necréticas en estadio de lesion subletal dentro de
células dendriticas CD34 positivas.
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Fig.16. Espalda de paciente afecta de DM activa 24 horas después de la
realizaciéon de las pruebas de fotobiologia. Esta paciente presenta una dosis
eritema minima (MED) a los 20 segundos.
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La dermatomiositis (DM) es una enfermedad autoinmune sistémica,
caracterizada por debilidad muscular proximal simétrica asociada a una erupcion
cutanea tipica que resulta clave en su diagnostico (Bohan y Peter, 1975;
Dalakas, 1991). La introduccién de farmacos inmunomoduladores ha mejorado
notablemente el prondstico de la DM. A pesar de esto, sigue habiendo pacientes
refractarios en los que la enfermedad es causa de gran morbilidad e incluso de
evolucion fatal (Grau y cols., 1994). Por ello, son necesarios avances en la

inmunopatogenia de la DM que posibiliten el desarrollo de nuevos tratamientos.

En los ultimos afios la investigacién de la inmunopatogenia de la DM se ha
centrado en el estudio de tres fendmenos observados en los dos 6rganos diana:
piel y musculo.

1. La caracterizacion de los infiltrados inflamatorios presentes en las lesiones,
tanto en piel (Hausmann y cols., 1991) como en musculo (Pedro-Botet y
cols.,1988) de pacientes con DM.

2. El papel de las células endoteliales en la migracion de las células
inflamatorias, a través de la expresion de moléculas de adhesién
(Sontheimer, 1989; Hausmann y cols., 1996).

3. El depésito de inmunoglobulinas y componentes del complemento, sobre todo
el complejo de ataque de membrana (MAC) (Kissel y cols., 1986; Mascard y

cols., 1995), en las lesiones tisulares.

Adicionalmente a estos fenomenos estudiados se abre un interrogante sobre el
efecto de la radiacién ultravioleta en la etiopatogenia de la DM. A pesar de que
es conocido su efecto inmunosupresor, tanto local sobre la piel como sistémico,
(Ullrich, 1995; Norris y cols., 1991) y que en muchos casos parece que la
exposicion solar desencadena o empeora la enfermedad, queda por estudiar el
efecto de la radiacion ultravioleta sobre cada uno de estos tres fenomenos.

A continuacion se comentaran las aportaciones del presente trabajo en cada uno

de estos apartados.

6.1 INFILTRADOS INFLAMATORIOS.

125



Discusion

CELULAS DENDRITICAS EN LESIONES CUTANEAS DE LA DM.

Los infiltrados inflamatorios focales en piel afecta de DM estdan compuestos
fundamentalmente por linfocitos T helper, gran nimero de macréfagos y alguna
célula de Langerhans (Hausmann y cols., 1991). Dados los avances en el campo
de la inmunohistoquimica que demostraban la importancia de las células
dendriticas en los procesos inmunolégicos (Caux y cols.,1996) nos parecio
interesante conocer si los recientemente descritas células dendriticas factor Xllla
positivas y las células dendriticas CD34 positivas forman también parte de los
infiltrados inflamatorios de la DM.

CELULAS DENDRITICAS FACTOR Xillla

Las células dendriticas factor Xllla positivas se encuentran en la médula ésea,
circulantes en sangre periférica, y en el tejido conectivo de diversos organos
incluida la piel, en donde reciben el nombre de dendrocitos dérmicos
(Headington, 1986). En la piel se encuentran localizados a lo largo y ancho de la
dermis siguiendo una distribucién perivascular y perianexial. Se ha podido
demostrar que actian como células presentadoras de antigeno ( Cerio y cols.,
1989). De hecho, la mayoria son HLA-DR positivas y expresan diferentes
moléculas de adhesion. Su origen, sin embargo, es desconocido (Gibran y cols.,
1996; Schepers y Ackerman, 1997).

El presente estudio ha confirmado la distribucidbn subepidérmica en banda y
perivascular e intersticial en la dermis media de las células dendriticas factor
Xllla positivas en piel sana que ha sido hallada por otros autores (Cerio y cols.
1989; Mori y cols., 1994).

Pues bien, los infiltrados en las lesiones de DM carecen de éstas células y su
namero estd muy reducido en dermis papilar y media (P<0,001). Tan solo
alrededor de algunos vasos de la dermis reticular existe un aumento focal de

significado incierto.
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Esta disminucién de células dendriticas factor Xllla positivas también se ha
comprobado en las lesiones cutdneas del lupus eritematoso. En contraste, la piel

no lesional de pacientes con DM no muestra esta disminucion.

Estos resultados concuerdan con los hallados en otro estudio en el que se
analizaron las células dendriticas en la esclerodermia y utilizaron como controles
piel sana y piel afecta de DM y lupus eritematoso (Aiba y cols.,1994). El estudio
encontré una reduccion de las células dendriticas factor Xllla positivas en las tres
enfermedades pero esta disminucion era mas marcada en el caso de la DM y el
lupus eritematoso. Casi simultaneamente se publicaron los resultados de otro
estudio realizado en piel afecta de lupus eritematoso, donde se apreciaba un
incremento del numero de células dendriticas factor Xllla positivas en la zona
perivascular (Mori y cols.,1994). La aparente discrepancia de estos resultados
contrapuestos puede deber su explicacion al hecho de estudiar diferentes zonas
en la dermis; asi Mori y cols. habian centrado su estudio en el nUmero total de
células dendriticas factor Xllla positivas en la piel mientras que Aiba y cols. se
habian limitado a la dermis papilar. Con el objetivo de esclarecer estas
diferencias, hemos realizado el estudio en cada compartimento dérmico por
separado. Este proceder nos ha permitido encontrar que el niumero de células
dendriticas factor Xllla positivas varia segun el compartimento dérmico
estudiado: El numero total de células dendriticas factor Xllla positivas esta muy
disminuido en la dermis papilar y media tanto perivascular como intersticial. Sin
embargo, en la dermis reticular estan focalmente aumentados sobre todo

alrededor de algunos vasos.

Se han estudiado las células dendriticas factor Xllla positivas en otras patologias
inflamatorias y autoinmunes de la piel. Su numero estd aumentado en la
dermatitis atépica ( Cerio y cols., 1989) y en la psoriasis (Cerio y cols., 1989;
Nickoloff y Griffiths, 1990; Morganroth y cols., 1991; Van den Oord y De Wolf-

Peeters, 1994), enfermedades de etiopatogenia diferente a las conectivopatias.
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La razon por la cual existe un aumento o una disminucion del numero de células
dendriticas factor Xllla positivas en las diferentes enfermedades inflamatorias es
desconocida.

Posiblemente, participen en reacciones inmunolégicas diferentes segun la
enfermedad, el estadio o la actividad de la misma, el desencadenante o de otros
factores desconocidos.

Estudios in vitro han demonstrado que un mecanismo de accién del factor Xllla
podria ser la regulacion de la biosintesis del colageno ( Paye y cols.,1989). Asi,
posiblemente, el factor Xllla de las células dendriticas factor Xllla positivas actie
modulando las interacciones celulares y de la matriz intercelular y en las
enfermedades autoinmunes su disminucion resulte en una alteracion de la matriz
extracelular que a su vez intervendria en la patogénesis de estas enfermedades.
Sin embargo, y dado que todavia no se conoce la funcion inmunolégica de las
células dendriticas factor Xllla positivas es imposible dilucidar el significado del

numero disminuido de éstas células en la DM.

Parece ser, segun algunos estudios que las células dendriticas factor Xllla
positivas son un subtipo de macrofagos o de células de Langerhans. Otros
autores opinan que se trata de poblaciones celulares distintas (Cerio y cols.,
1990; Adany,1988; Nemeth y Penneys, 1989, Cerio y Wilson-Jones, 1990;
Nickoloff y Griffiths, 1990; Adany y Muzbek, 1987; Gray, 1987; Richters y cols.,
1994; Lenz y cols., 1993; Duraiswamy y cols., 1994). Nuestro estudio apoya
esta Ultima hipotesis dado que, mediante los estudios inmunohistoquimicos
realizados y la comparacién de laminillas de cortes secuenciales de la misma
biopsia, hemos encontrado que macréfagos, células de Langerhans y células
dendriticas factor Xllla positivas forman poblaciones celulares bien diferenciadas.
Si se compara la distribucion de las células dendriticas factor Xllla positivas en la
DM con la de las células de Langerhans epidérmicas puede advertirse un
paralelismo interesante. Asi, en la epidermis lesional de la DM existe una
disminucion del nimero y tamafio de las células de Langerhans y nosotros

hemos encontrado que el numero de células dendriticas factor Xllla positivas
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estd disminuido en la dermis. Estimulos externos activan las células de
Langerhans epidérmicas e inducen su migracion a sangre periférica y a ganglios
linfaticos. Aqui inducen la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos T
memoria que a su vez migran a la piel para formar parte de los infiltrados
inflamatorios. Es probable que las células dendriticas factor Xllla positivas se
comporten de la misma manera, lo que explicaria su disminucion en la DM y
patologias de etiopatogenia semejante. Sin embargo, son necesarios estudios

funcionales y dindmicos para comprobar esta hipétesis.

Por otro lado, hemos encontrado que al igual que las células de Langerhans, el
90% de las células dendriticas factor Xllla positivas expresan en su superficie el
complejo mayor de histocompatibilidad, HLA-DR. Este hallazgo apoya el que las
células dendriticas factor Xllla positivas puedan actuar funcionalmente como
células presentadoras de antigeno y probablemente intervengan en las

reacciones inmunolégicas cutaneas que ocurren en la DM.

CELULAS DENDRITICAS CD34 POSITIVAS

El CD34 es una glicoproteina transmembrana de 110 kilodaltones que se
encuentra en las membranas celulares de las células progenitoras
hematopoyéticas de la médula 6ésea. Recientemente se ha descrito su presencia
en la dermis humana tanto en algunas células de morfologia dendritica como en
las células endoteliales (Narvaez y cols.,1996). Las células dendriticas cutaneas
gue son positivas para el CD34 constituyen un subgrupo de células dendriticas
localizadas en dermis media y reticular. Se encuentran a nivel perivascular,
intersticial y alrededor de las glandulas ecrinas (Nickoloff, 1991). Las células

endoteliales también son positivas con el anticuerpo monoclonal anti CD34.

En nuestro estudio hemos observado que en piel sana las células dendriticas
CD34 positivas se encuentran efectivamente distribuidas entre los haces de
colageno de la dermis media y reticular tanto intersticial como perivascular tal

como ha sido descrito (Narvaez y cols.,1996; Aiba y cols., 1994; Skobieranda y
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cols.,1995). En contraste, en la dermis media intersticial de las lesiones cutaneas
de la DM hemos encontrado un incremento de las células dendriticas CD34
positivas en relacion con la piel sana (p< 0,001). Por el contrario, en la DM existe
una deplecién de dichas células en la zona perivascular de la dermis media y de

la dermis reticular (p<0,001).

Apenas hay estudios en la literatura sobre las células dendriticas CD34 positivas
en procesos inflamatorios cutaneos que puedan arrojar luz sobre la interpretacion
de estos hallazgos. Se ha encontrado una practica desaparicién de las células
CD34 positivas en las lesiones de esclerodermia y se ha sugerido que las células
CD34 positivas pueden constituir las células diana contra las que se dirigirian los
autoanticuerpos que intervienen en la reaccion autoinmune en la esclerodermia
(Aiba y cols.,1994). También en las lesiones de morfea estdn muy disminuidas
en numero respecto a piel sana y se ha sugerido que las células CD34 positivas
funcionarian regulando la activacion de los fibroblastos y/o la produccion de

colageno (Skobieranda y Helm,1995).

Aiba y cols. utilizaron como controles, ademas de piel sana, biopsias procedentes
de lesiones de lupus eritematoso y de DM. Tanto en el lupus eritematoso como
en la DM encontraron un aumento de células CD34 positivas respecto a piel
sana. Una vez mas, la discrepancia con nuestro estudio se debe a los
compartimentos estudiados: Incluyeron todas las células debajo de la dermis
papilar sin diferenciar entre la zona perivascular e intersticial. En nuestro trabajo
se ha estudiado cada compartimento cutaneo por separado y asi se ha
comprobado que el namero de células dendriticas CD34 positivas esta
incrementado en la zona intersticial de la dermis media y disminuido en la zona

perivascular si se compara con la piel sana.

La disminucién de las células dendriticas CD34 positivas en la zona perivascular
es muy interesante dado que las investigaciones actuales apuntan a que la lesion
endotelial desempefia un papel crucial en la etiopatogenia de la DM. Por otra

parte, se ha demostrado que mientras la expresion de CD34 in vitro disminuye,
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de forma reciproca aumenta la de las moléculas de adhesion en las células
endoteliales (Delia y cols.,1993). Se ha demostrado mediante estudios de
biologia molecular que el CD34 se expresa en el lado luminal de los vasos, sobre
los procesos membranosos interdigitantes que unen células endoteliales
adyacentes (Fina y cols.,1990). El estudio de Delia y cols., también ha
confirmado que en condiciones en las que existe un aumento de la expresion de
las moléculas de adhesion ICAM-1 y ELAM-1 existe reciprocamente una
disminuciéon del RNA mensajero que codifica el CD34. También en la
enfermedad del injerto contra huésped con infiltrado inflamatorio existe un
aumento importante de la expresion de la molécula de adhesion ELAM-1 junto

con una disminucion dramatica del CD34.

Todos estos datos, junto con el hecho de que topograficamente el CD34 se
encuentre en la zona de los procesos interdigitales del lado luminal de las células
endoteliales donde ocurre la adhesion leucocitaria, sugieren que el CD34 es
clave en la regulacion de la adhesion celular ( Van de Rijn y Rouse, 1994).
Posiblemente el CD34 expresado sobre las células dendriticas de la zona
perivascular intervenga también de forma reciproca en las sefales de

comunicacion intercelular y en la migracion celular transendotelial.

Al igual que las células dendriticas factor Xllla positivas, las células dendriticas
CD34 positivas tampoco forman parte significativa de los infiltrados inflamatorios.
Aunque posiblemente estén relacionadas entre si en su ontogenia y procedan de
la misma estirpe celular, las células dendriticas factor Xllla positivas, las células
dendriticas CD34 positivas, los macréfagos y las células de Langerhans son
poblaciones celulares bien diferenciadas (Foucar y Foucar,1993; O Neill, 1994;
Peters y cols.,1996). Ademas, estudios recientes indican asimismo que un tipo de
célula dendritica puede convertirse en otra en su proceso de maduracién o segun
el microambiente en el que se encuentre (Strunk y cols., 1996; Caux y cols.,
1996).
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Se puede concluir, a la luz de lo explicado, que en la DM existen cambios en la
distribucion de las células dendriticas localizadas en la unidad microvascular
dérmica, encrucijada entre la dermis y la circulacion sistémica donde se cree que
ocurren los cambios primarios de la DM. Posiblemente cambios antigénicos
externos, cambios microambientales en las citocinas o la lesiébn microvascular
primaria podrian resultar en un cambio en la distribucion de las células

dendriticas y éstas a su vez ser responsables de la respuesta inmune en la DM.
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6.2 MOLECULAS DE ADHESION.

Las moléculas de adhesion juegan un papel importante en la regulacion de los
fendmenos inflamatorios porque permiten y controlan el acceso de las células
inflamatorias, a través de los endotelios vasculares, hacia los focos inflamatorios

(Cronstein y Weissmann, 1993).

Mediante el estudio de las moléculas de adhesion en la DM hemos observado
que los linfocitos T, los macréfagos y las células endoteliales expresan las
moléculas de adhesion ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1),VCAM-1
(Vascular cell adhesion molecule-1) y ELAM (endothelial cell adhesion molecule),
corroborando los hallazgos encontrados anteriormente por el mismo grupo de
investigacion (Hausmann y cols., 1996). El estudio de doble inmunofluorescencia
nos ha permitido concretar con mayor exactitud el porcentaje y el tipo de células

inflamatorias que expresa cada molécula de adhesion.

En piel sana linfocitos T, macréfagos y células de Langerhans no expresan ni el
ICAM-1 ni el VCAM. En la DM el ICAM-1 se expresa en entre el 40 y 50% de los
linfocitos T, en entre el 20 y 30% de los macrofagos, y en el 10% de las células
de Langerhans. EI VCAM-1 sblo se expresa por parte del 10% de los

macrofagos. Linfocitos T y células de Langerhans no expresan el VCAM-1.

El ICAM-1 se expresa sobre células endoteliales de piel normal y sobre
queratinocitos, linfocitos y macréfagos de enfermedades inflamatorias (Swerlick y
Lawley, 1993; Cronstein y Weissmann,1993). En los vasos y células inflamatorias
de la DM hemos encontrado mayor expresion de ICAM-1 que en piel normal.
Esta expresion de ICAM-1 no es igual en las diferentes células inflamatorias y
puede indicar la influencia de citoquinas pro-inflamatorias producidas en mayor
medida en ciertos microambientes y no en otros. También hemos observado
expresion de ICAM-1 por parte del 5-10% de los queratinocitos,
predominantemente en la zona suprabasal suprayacente a los infiltrados

inflamatorios focales. Se sabe que la expresion de ICAM-1 es inducida por un
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lado por citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina-1 y
por otra parte por la radiacion ultravioleta (Norris,1993; Norris y cols.,1991). De
forma analoga, en la DM la radiacion ultravioleta, uno de los factores que parece
desencadenar la enfermedad, o las citocinas liberadas por las células

inflamatorias podria estimular la expresion de ICAM-1 en la epidermis.

La expresion de VCAM es considerada como uno de los factores mas
importantes en el proceso de migracion transendotelial de las células
inmunolégicamente activas (Rice y cols.,1991). Nosotros hemos demostrado su
expresion por una parte de las células inflamatorias y de los vasos cercanos a los
focos inflamatorios. Su expresion es menos extensa sin embargo que la de
ICAM-1. Posiblemente el ICAM-1 y el VCAM intervengan en diferentes fases del

proceso de migracion transendotelial.

En lo que respecta al ELAM, éste solo es expresado por células endoteliales. En
la piel sana su expresion se reduce a un numero muy escaso de células
endoteliales aisladas mientras que en la DM del 20 al 30% de los vasos son
positivos. Nosotros hemos observado que esta positividad afecta a unos
segmentos del vaso y no a toda la circunferencia de éste. La expresion
segmentaria del ELAM estd también descrita en otras enfermedades
inflamatorias cutaneas tal y como se ha podido comprobar por estudios
ultraestructurales realizados en la dermatitis atopica, el psoriasis y el liquen plano
(Groves y cols.,1991; Rohde vy cols.,1992). Experimentos en vivo han
demostrado que primero ocurre la adhesion de neutrofilos mientras que la
adhesion de linfocitos T ocurre mas tarde cuando la expresion de ELAM es mas
sostenida (Munro y cols.,1991; Picker y cols.,1991). Hemos observado expresion
de ELAM de forma esporadica en zonas sin infiltrado inflamatorio. Esto indica,
posiblemente que la expresion de ELAM ocurra antes que las células
inflamatorias salgan de los vasos. Dado que las células inflamatorias no
expresan el ELAM no se realiz6 el estudio de doble inmunofluorescencia con

esta molécula de adhesion.
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Hasta el momento actual no existen estudios sobre la expresion de las moléculas
de adhesion en las células dendriticas. En este estudio se demuestra que las
células dendriticas CD34 positivas en piel sana no expresan el VCAM. Sin
embargo en las lesiones de DM un 10-20% de las células dendriticas CD34
positivas expresan el VCAM. En el lupus eritematoso existe coexpresion en el 15-
20%. Por otro lado, en piel sana el 10% de las células dendriticas CD34 positivas
expresan el ICAM-1 mientras que en la DM y en el lupus eritematoso este

porcentaje se ve incrementado al 20-30%.

Asi hemos demostrado que al igual que los linfocitos T CD3 positivos, los
macréfagos CD68 positivos y los endotelios vasculares, las células dendriticas
CD34 positivas también coexpresan las moléculas de adhesién ICAM-1 y VCAM.
A pesar de que las células dendriticas CD34 positivas que se encuentran en la
DM estan sélo discretamente aumentadas y no forman parte significativa del
infiltrado inflamatorio, la demostracion de que estas células expresan moléculas
de adhesion tipo VCAM, marcador que no se detecta en piel sana, y un aumento
en la expresion de ICAM-1 apunta a que las células dendriticas CD34
positivas juegan un papel en el desarrollo de lareaccién inmunoldgica en la
DM.

Se ha estudiado una nueva molécula de adhesion, el antigeno asociado al
linfocito cutaneo (cutaneous lymphocyte associated antigen o CLA) que hasta la
fecha no se ha investigado en la DM. El CLA es reconocido por el anticuerpo
monoclonal IgM de rata HECA-452 (Duijvestijn y cols., 1988). EI CLA es una
glicoproteina de la superficie celular que se une especificamente a la E-Selectina
(ELAM-1). Se ha propuesto que el CLA podria actuar como un receptor de
reclutamiento cutaneo (skin homing receptor) para la migracion selectiva de los
linfocitos T hacia la piel. Asimismo se sabe que en la piel normal otras células
como los macrofagos y las células de Langerhans pueden también expresar el
HECA.
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En este trabajo hemos investigado la expresion de HECA-452 en piel y musculo
de individuos afectos de DM y la hemos comparado con piel y musculo normal.

En piel sana hemos encontrado que entre un 30 y 40% de las escasas células
mononucleares que se encuentran normalmente en el intersticio son HECA
positivas. Con la doble inmunofluorescencia hemos demostrado que el HECA se
expresa en un 10-30% de los linfocitos CD3 positivos, en menos del 1% de los
macréfagos, en un 20-40% de las células dendriticas CD34 positivas y en un
elevado porcentaje (70-80%) de células endoteliales. Las células de Langerhans
no expresan el HECA.

En la DM el HECA marca entre el 60 y 70% de las células de los focos
inflamatorios dérmicos y entre el 40 y 60% de las de la zona perivascular. En la
epidermis de 2 biopsias de lesiones de DM hemos observado que entre un 5y
20% de las células son linfocitos T CD3 positivos que expresan el HECA-452.
Estas células se agrupan formando pequefios focos intraepidérmicos por encima
de las zonas inflamatorias. La expresion de HECA se ve incrementada en todas
las células: Los linfocitos CD3 positivos expresan el HECA en un 70-80%, los
macréfagos en un 40-60%, las células de Langerhans en un 10-20%, las células
dendriticas CD34 positivas en un 40-60% y las células endoteliales en un 80-
90%.

No existe expresion de HECA por parte de las células inflamatorias de
musculo de DM ni de musculo sano. Es de destacar, que, como ya hemos
dicho, en piel mas del 50% de las células inflamatorias CD3 positivos y CD68
positivos expresan este marcador, mientras que en musculo, el HECA no se
expresa en las células de las mismas caracteristicas. Esto permite confirmar el
papel de estos receptores en el reclutamiento de las células inflamatorias
hacia la piel. Estos datos son acordes con el concepto de que el HECA es un
marcador de células que migran a la dermis especificamente y no hacia otros
organos. Este aumento de la coexpresion en las células inflamatorias de la DM

hace pensar que el HECA interviene en algun paso de la migracion de éstas
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células hacia la piel y posiblemente también en su activacion cuando se
desarrolla un proceso inflamatorio.

La DM constituye un buen modelo para el estudio de los mecanismos especificos
de reclutamiento que ocurren en los procesos inflamatorios dado que se pueden
investigar paralelamente los dos érganos afectados por esta enfermedad: la piel
y el musculo. Asi el haber encontrado que la poblacién de células HECA
positivas, células portadoras del CLA, soOlo se encuentra en los infiltrados
inflamatorios cutdneos estando ausentes del musculo sugiere gue intervienen
otros mecanismos independientes de las interacciones entre los linfocitos T y el
CLA con la E-selectina en la aparicion de los fendmenos inflamatorios cutdneos y
la miositis en la DM. En un estudio reciente con biopsias de placas de psoriasis y
de membrana sinovial de pacientes afectos de artritis psoriasica se han
encontrados resultados acordes con nuestro trabajo (Jones y cols.,1997).
Encontraron un porcentaje de linfocitos HECA positivos mucho mayor en las

placas cutaneas de psoriasis que en las membranas sinoviales.

Nosotros hemos encontrado células endoteliales HECA-452 positivos, siendo
mayor ésta expresion en la DM que en la piel sana. Jones y cols. también
encontraron endotelios HECA positivos en las placas de psoriasis aunque no
cuantificaron el porcentaje de positividad ni lo compararon con piel sana (Jones y
cols.,1997). En otro estudio, contrariamente, no encontraron positividad de las
células endoteliales en piel sana (Bos y cols.,1993). Esta discrepancia puede
deberse a que en este Ultimo estudio no utilizaron un marcador de células
endoteliales como el CD34 y utilizaron una técnica de doble tincién que es menos
sensible que la doble inmunofluorescencia. Se sabe que las vénulas endoteliales
altas de los ganglios linfaticos expresan el CLA (Duijvestijn y cols.,1988) pero el
significado de su expresion sobre las células endoteliales no es conocido.
Posiblemente también las células endoteliales del ganglio pueden intervenir en

los fendmenos de reclutamiento de las células inflamatorias hacia la piel.

Dado que en la DM la enfermedad cutanea precede a la miositis en muchos

casos, la profundizacibn en el conocimiento sobre los mecanismos que
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intervienen en los procesos inflamatorios en érganos diferentes y su posible
interrelacion podria en el futuro ayudar a predecir y prevenir la aparicion de la

miopatia en la DM.
Lamentablemente no se puede realizar doble inmunofluorescencia de las células

factor Xllla positivas porque éste anticuerpo funciona bien en tejido fijado en

formol y parafina pero no en tejido congelado.
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6.3 COMPLEJO DE ATAQUE DE MEMBRANA (MAC) EN LA DM.

Se ha comprobado en estudios recientes que en la DM se forman depdsitos de
MAC o del complejo litico de la casacada del complemento (C5b-9) tanto a nivel
muscular (Casademont y cols.,1990; Estruch y cols., 1992; Casademont y
cols.,1993; Mendell y cols.,1996) como cutaneo (Mascaroé y cols.,1995; Crowson
y Magro 1996). Estos hallazgos han conducido a suponer que la DM se inicia
como resultado de un dafio de la microvasculatura mediado por el sistema del
complemento. El depdsito intravascular de complejos inmunes activaria la
cascada del complemento resultando en el depdsito del MAC y la perforacion de
la membrana endotelial, lesionandola. La isquemia resultante daria lugar a
microinfartos y la sucesion final de los fendmenos inflamatorios ya conocidos
(Kissel y cols., 1986; Mendell y cols.,1996).

Los depdsitos de MAC no son exclusivos de la DM y asi se han encontrado en
diversas enfermedades cutaneas. Se han documentado depdsitos de MAC a
nivel de la unidon dermo-epidérmica en el lupus eritematoso (Biesecker y cols.,
1982; Helm y cols.,1993), la epidermolisis ampollosa adquirida y el penfigoide
(Mooney y cols., 1992; Dahl y cols.,1984). También se ha encontrado MAC en
las papilas dérmicas en la dermatitis herpetiforme (Dahl y cols.,1985), a nivel de
los espacios intercelulares de la epidermis en el pénfigo vulgar y en el pénfigo
folidceo (Kawana y cols.,1989; Kawana y cols.,1990) y en los vasos dérmicos en
la vasculitis leucocitoclasica, en la purpura de Schonlein Henoch y en el lupus
eritematoso (Kawana y cols., 1990; Boom y cols.,1987; Boom y cols.,1989;

Crowson y cols.,1994).

En nuestro estudio hemos querido conocer la localizacion exacta y el patron de
distribucion de los depdsitos de MAC en las lesiones cutaneas de pacientes
afectos de DM. En lo que respecta a la unién dermo-epidérmica hemos
encontrado que practicamente todas las biopsias de DM (97%) presentan
depositos de MAC, ratificando los resultados publicados anteriormente

(Mascaro y cols., 1995). Ademas, los depdsitos de MAC son predominantemente
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gruesos y continuos. En la misma union dermo-epidérmica los depositos de
inmunoglobulinas y de complemento C3 se encuentran, por el contrario, de forma
inconstante en las biopsias de DM (Whitacker y Engel, 1972). De estos hallazgos
se desprende que el estudio de los depdsitos de MAC de forma rutinaria seria
mas util para el diagnéstico de la DM que el estudio que se realiza actualmente
de inmunogloglobulinas y la fraccion C3 del complemento.

Cuando posteriormente hemos estudiado los depésitos de MAC en los vasos de
la piel de DM, hemos comprobado que son mas bien escasos. Basta comprobar
que en casi la mitad de las biopsias estudiadas se encontr6 MAC en menos del
10% de los vasos. Ademas, los depdsitos de MAC son focales, hallandose en
segmentos de los vasos que en total no superan el 30% de su perimetro. Esta
distribucion segmentaria también se ha hallado en las biopsias musculares de
DM (Emslie-Smith y Engel,1990).

Dado el papel que se atribuye al MAC en inducir fenémenos inflamatorios
nosotros profundizamos este aspecto del estudio y analizamos la relacion entre
los depdsitos de MAC vy los infiltrados inflamatorios dérmicos. Hemos encontrado
que los vasos marcados con el MAC, ademas de ser escasos no coinciden
necesariamente con los focos inflamatorios. Esto sugiere que los depdsitos de

MAC no son resposables directos de la migraciéon de las células inflamatorias.

El papel patogénico de los depodsitos de MAC en la union dermoepidérmica, en
los vasos y en algunas células de los infiltrados inflamatorios todavia no es
conocida. Se ha sugerido que su hallazgo podria deberse a un artefacto como
por ejemplo por la exposicion solar (Kawana y cols., 1990; Cheong y col.,1994),
pero esto no explicaria que los depdsitos de MAC se encuentren solo en piel
afecta de DM y no en piel sana. También se ha sugerido que se deberia a un
epifendmeno secundario a la reaccién inflamatoria local o sistémica. Esto ultimo
parece poco probable dado que existen casos de DM con muchos depésitos de
MAC en piel y escasos depdsitos en el musculo. Ademas en la actualidad no se

puede saber si los depédsitos de MAC indican presencia de complejos C5b-9
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citoliticos o por lo contrario se trata de complejos S-C5b-9 no liticos. Si la
necrosis endotelial no es un hecho primario en la DM los depdsitos de MAC en
los vasos podrian interpretarse como un fendémeno inflamatorio desprovisto de
significado patogénico. ElI hecho de no encontrar correlacion entre los focos
inflamatorios y los vasos con depdsitos de MAC parece indicar que se trata de
dos mecanismos diferentes independientes pero no permite dilucidar qué papel
juegan en la etiopatogenia de la enfermedad o si primero actia el MAC a nivel de
unos vasos Yy luego se forman los infiltrados inflamatorios alrededor de otros
vasos. Posiblemente las condiciones microambientales locales y la expresion
diferencial de diferentes moléculas de adhesion en diferentes vasos sea
resposable de la diferente ubicacion de los depésitos de MAC y de los focos

inflamatorios.

Aungue no podemos saber qué papel etiopatogénico conceder al MAC en la DM,
si parece tener utilidad con fines diagnésticos como hemos comentado
anteriormente dada su casi constante presencia en la unién dermo-epidérmica.
En este sentido, el MAC también permitiria distinguir biopsias cutaneas de DM y
de lupus eritematoso dada la presencia de depdésitos mas gruesos y mas

continuos en la DM.

Los datos que se presentan en este trabajo indican que se encuentran depdsitos
de MAC de forma sistematica en las lesiones cutaneas de DM y que no existe
relacion entre los focos inflamatorios y los vasos que presentan depdsitos de
MAC. Este estudio es descriptivo y requiere mas datos experimentales para
poder dilucidar el papel del MAC en la etiopatogenia de las lesiones cutaneas de
la DM.

6.4 CELULAS DENDRITICAS EN MUSCULO AFECTO DE DM.

La caracterizacion de las células inflamatorios en musculo afecto de DM es Util

en el diagnodstico y en su diferenciacion de las otras dos miopatias inflamatorias

idiopaticas: la polimiositis y la miopatia por cuerpos de inclusion. Por otro lado,
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dado que el proceso patolégico se manifiesta como un infiltrado inflamatorio en
los muasculos afectos, su estudio inmunohistoquimico puede ser de ayuda en el

esclarecimiento etiopatogénico de esta enfermedad.

Estudios previos han demostrado que en la DM existe un predominio de linfocitos
B frente a una menor proporcion de linfocitos T y macrofagos, tanto infiltrando las
fibras musculares como en la zona perivascular y perimisial (Arahata y Engel,
1986; Pedro-Botet y cols., 1988). El predominio de células B en los infiltrados
musculares se ha interpretado como evidencia de existencia de un proceso
humoral en la etiopatogenia de la DM (Mantegazza y cols.,1997). Las células
inflamatorias expresan marcadores de activacion pero solo se ha demonstrado
expresion de los antigenos de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad
en areas perifasciculares representando probablemente el fendmeno de estrés
celular (Giorno y Ringel, 1986; Karpati y cols.,1988; Pedrol y cols, 1995).
También se sabe que existe una microangiopatia por inmunoglobulinas y
fracciones del complemento que ocasiona la oclusion de las arteriolas y capilares
intramusculares (Emslie-Smith 'y Engel, 1990). Estudios de microscopia
electronica demuestran que existe dafio endotelial y una disminucién en el
namero de capilares que presentan estructuras tubuloreticulares, pérdida de la
membrana plasmatica endotelial y existencia de organelas citoplasmaticas
anormales (Casademont y cols.,1990; Estruch y cols.,1992). La microangiopatia
aparece de forma precoz, antes de la aparicion del infiltrado inflamatorio y del
dafio muscular (Emslie-Smith y Engel, 1990). Actualmente se cree que la célula
endotelial es la diana de la respuesta autoinmune, es decir que en la DM existen
anticuerpos dirigidos contra antigenos endoteliales cuya identidad aun es
desconocida (Whitaker y Engel,1972; Kissel y cols, 1986). La obstruccion de las
arteriolas intramusculares produce isquemia que podria ser la causa de la atrofia
perifascicular caracteristica de la DM (Dalakas y Sivakumar,1996). El dafio
capilar también puede ser un indicador pronéstico de la enfermedad. Asi, parece
ser que los pacientes sin dafio capilar evidente presentan un curso mas leve, con
una respuesta al tratamiento lenta, mientras que la presencia de dafio capilar

indica un curso mas agudo con mayor morbilidad y mortalidad pero con mayor
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respuesta al tratamiento precoz con inmunosupresores (Casademont vy
cols.,1993). Resumiendo, en la DM existe una microangiopatia, infiltrados

inflamatorios y atrofia perifascicular distal caracteristica.

El objetivo de nuestro trabajo en musculo de DM fue profundizar en el estudio del
inmunofenotipo de los infiltrados inflamatorios analizando las células dendriticas
en el musculo y su relacion con los endotelios vasculares y con las zonas de

atrofia perifascicular.

De acuerdo con estudios anteriores ( Arahata y Engel, 1986; Pedro-Botet y cols.,
1988) en musculo de DM hemos encontrado infiltrados inflamatorios focales
compuestos por linfocitos B predominantemente y un menor nimero de linfocitos

T y macrofagos.

En el muasculo tanto sano como de DM, no hemos encontrado presencia de
células dendriticas factor Xllla positivas. Tampoco existen células de
Langerhans, las células presentadoras de antigenos clasicas de la piel. Asi,
podemos concluir que en el proceso inmunoldgico de presentacion de antigenos
en mauasculo no intervienen las células dendriticas factor Xllla positivas ni las

células de Langerhans, a diferencia de lo que ocurre en la piel.

Este también es el primer estudio de células dendriticas CD34 positivas en la
miopatia de la DM. Hemos encontrado un aumento de estas células en tejido
conectivo de los septos interfasciculares y en la zona perivascular (p< 0,001). El
hallazgo de un aumento de las células dendriticas CD34 positivas en los septos
perifasciculares en la proximidad de las zonas de atrofia fascicular, la presencia
de estas células invadiendo desde los septos las fibras musculares periféricas y
encontrarlas fagocitando las células musculares necréticas indica que podrian
intervenir en los fendbmenos inflamatorios de la DM. Soélo existian escasas células
CD34 positivas (una media de 11 células) formando parte de los infiltrados
inflamatorios. Sin embargo si se han observado rodeando los infiltrados

inflamatorios focales caracteristicos de la DM en el masculo. Alun queda por
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definir si las células dendriticas CD34 positivas tienen capacidad de presentacion
de antigenos y su papel en la etiopatogenia de las lesiones musculares de la DM.
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6.5 EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA EN LA DM.

La fotosensibilidad puede definirse como una respuesta anormal a la radiacion
ultravioleta. Entre las enfermedades autoinmunes que se caracterizan por
fotosensibilidad se encuentran el lupus eritematoso y la DM. En el lupus
eritematoso, la fotosensibilidad constituye uno de los 11 criterios de diagnéstico
de la asociacion americana de reumatologia. Aunque no es muy evidente que la
radiacion ultravioleta constituya un factor desencadenante de la DM, es conocido
gue al menos en un subgrupo de pacientes la exposiciéon a la luz solar puede
provocar o empeorar esta enfermedad y que los brotes suelen aparecer en
primavera (Cheong y cols., 1994, Sontheimer, 1996). También se sabe que la
radiacion ultravioleta altera las propiedades morfolégicas y funcionales de las
células inmunolégicamente activas de la piel y modula la expresion de moléculas
de adhesion (Ullrich, 1995; Norris y cols., 1991) pero aun no se ha estudiado su

efecto sobre las lesiones inflamatorias de la DM.

Durante la ultima década, se han publicado diversas investigaciones sobre
lesiones cutaneas fotoinducidas en pacientes con lupus eritematoso. Mediante la
aplicacion de radiacion ultravioleta en un pequefio fragmento de piel se han
podido provocar lesiones localizadas con caracteristicas clinicas e histolégicas
especificas de lupus eritematoso (Velthuis y cols., 1990; Lehmann y cols., 1990;
Kind y cols.,1993). Tanto la radiacion ultravioleta A como la B pueden provocar
estas lesiones. En las lesiones inducidas por la radiacion ultravioleta B, las
alteraciones epidérmicas son las mas acusadas observandose vacuolizacién de
los queratinocitos basales y suprabasales y borramiento de la unién
dermoepidérmica mientras que el infiltrado inflamatorio se limita a la dermis
papilar y media. Contrariamente, las lesiones inducidas por la radiacion
ultravioleta A exhiben una leve afectacién epidérmica y un infiltrado linfocitario
que llega a la dermis reticular. Posiblemente la radiacién ultravioleta B tenga mas
efectos a nivel de la epidermis porque absorbe el 95% de dicha radiacion,
mientras que la radiacion ultravioleta A dafia en menor medida a la epidermis

porque penetra mas profundamente en la dermis. Se han inducido lesiones
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clinica e histol6gicamente compatibles con lupus eritematoso en 64% de
pacientes con lupus eritematoso subagudo, 42% con lupus eritematoso discoide

y 25% con lupus eritematoso sistémico (Lehmann y cols., 1990).

De los 10 pacientes afectos de DM en los que realizamos la exploracién
fotobioldgica, en 7 de ellos la enfermedad se habia iniciado en primavera o
verano, 4 referian empeoramiento de lesiones cutaneas preexistentes con
exposicion a la luz solar y 2 refirieron relacion directa entre la aparicion de
lesiones cutaneas nuevas y la exposicion solar. Asi de los 10 pacientes
estudiados, 6 parecen presentar fotosensibilidad.

La exploracion fotobiologica demostr6 una dosis eritema minima (MED)
patolégica en 3 de los pacientes. El eritema persistio mas de 48 horas pero a la
semana habia desaparecido completamente. En ningun caso se extendio el
eritema mas alla del area irradiada. No aparecieron en ningun caso placas
induradas ni ampollas ni otro tipo de lesiones. En un estudio reciente de
exploracion fotobiolégica en pacientes con DM se encontr6 fotosensibilidad en 5
de 10 pacientes y una dosis eritema minima reducida en so6lo 2 de los 10
pacientes. Solo en 1 paciente pudieron inducir lesiones clinicamente compatibles
con DM pero que histologicamente fueron inespecificas aunque los resultados
del estudio de inmunofluorescencia demostraron depésitos lineales de C3 en la
membrana basal compatibles con DM (Cheong y cols., 1994). Al igual que en
nuestro estudio posiblemente sean necesarias exposiciones repetidas y de

mayor intensidad para inducir lesiones de DM tal y como sucede en el LE.

En las biopsias cutaneas de piel clinicamente sana irradiada, en el area de los 10
segundos anteriores al eritema inducido, se encontraron pocas células dispersas
en la dermis, imagen compatible con la de piel normal. En biopsias del mismo
area realizadas 24 horas después de la irradiacion se podian observar algunas
“sunburn cells” y un discreto infiltrado inflamatorio perivascular compatible con el

gue se observa en la piel fotoexpuesta.
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No se objetivaron cambios en cuanto a la distribucion de las células dendriticas
respecto a la piel normal. A diferencia de lo que ocurre con las células de
Langerhans que se encuentran disminuidas en zonas fotoexpuestas
(Ullrich,1995) nosotros no hemos encontrado diferencia en el nimero de células
dendriticas factor Xllla positivas ni de células dendriticas CD34 positivas en piel
fotoexpuesta comparado con piel no fotoexpuesta.

En condiciones normales la radiacion ultravioleta posee diferentes efectos sobre
las células presentadoras de antigenos clasicas de la piel: las células de
Langerhans. La radiacion ultravioleta altera sus propiedades morfologicas y
funcionales y provoca una disminucién en su numero en la epidermis, induce la
secrecion de citocinas y modula la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-
1, B7) (Norris y cols.,1997). Posiblemente, los dendrocitos dérmicos y las células
dendriticas CD34 positivas intervengan en procesos inmunoldgicos diferentes a

la inmunosupresion provocada por la radiacion ultravioleta.

Tampoco se objetivaron cambios en cuanto a la distribucién de las moléculas de
adhesion respecto a la piel normal. Un estudio previo en placas de psoriasis si
evidencia cambios en la expresion de moléculas de adhesion después de la
irradiacion con ultravioleta B (Cai y cols., 1996). Encuentran una disminucién
significativa de la expresion de ICAM-1 y de ELAM y una induccion de la
expresion de VCAM-1 después de irradiacion de las placas con 6-14 dosis
eritema minimo. Sin embargo, estos cambios no se producian con dosis de
radiacion ultravioleta B menores. En nuestro trabajo hemos estudiado biopsias de
piel irradiada con menos de una dosis eritema minimo (LMED) dado que nuestro
objetivo fue estudiar los cambios iniciales antes de producirse las lesiones
clinicas. No obstante seria interesante efectuar el estudio con dosis mayores. La
expresion diferencial de moléculas de adhesién tras la exposicidon a la radiacion
ultravioleta B puede ser el resultado de la secrecidn de citocinas inducidas por la
radiacion ultravioleta B. Estudios previos en piel sana expuesta a la radiaciéon
ultravioleta B demuestran un aumento en la expresion de ELAM en células

endoteliales (Norris y cols.,1991), a diferencia de lo que se ha encontrado en la
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psoriasis (Cai y cols.,1996). Dado que clinicamente el comportamiento de la
psoriasis frente a la exposicion solar es opuesto al de la DM (la psoriasis mejora
mientras que la DM parece empeorar con la radiacion solar) probablemente la
expresion de moléculas de adhesion tras la irradiacion sea diferente en los dos
casos. Posiblemente las citoquinas secretadas y el patrén de expresion de
moléculas de adhesion después de la irradiacion con ultravioleta B sea distinta

en las diferentes enfermedades.

Se sabe que en la migracion intervienen tres pasos diferentes: primero el
deslizamiento de las células en el endotelio vascular, segundo, adhesion firme a
dicho endotelio y por ultimo migracion transendotelial hacia el tejido (Cronstein y
Weissmann,1993). La Unica molécula de adhesion que interviene
especificamente en la migracion de las células inmunocompetentes hacia la piel
es el antigeno asociado al linfocito cutdneo (CLA) reconocido por el anticuerpo
monoclonal HECA-452 (Walton y cols., 1997). En nuestro estudio hemos
analizado la expresion de HECA en piel irradiada y la hemos comparado con su
expresion en piel sana, en la DM y en el lupus eritematoso. La expresion de
HECA sobre las células intersticiales de las zonas irradiadas en pacientes
afectos de DM esta disminuida en relacion a piel normal, tanto a las 6 como a las
24 horas despues de la irradiacion. Sin embargo, a pesar de que encontramos
una disminucion del porcentaje de células HECA positivas, cuando contamos el
numero absoluto de células positivas no hubo diferencia respecto a piel sana.
Consecuentemente, la disminucion del porcentaje de células HECA positivas se
debe a un aumento de células HECA negativas en el interesticio y no a una
disminucién absoluta en el nimero de células HECA positivas. Asi, parece ser,
que con las dosis de radiacion ultravioleta utilizadas, la migracion de los linfocitos
HECA positivos es mas tardia, o bien la radiacion ultravioleta no tiene efecto
sobre la migracién de las células HECA positivas hacia la piel. Esta ultima
hipotesis esta de acuerdo con otro estudio en el que la irradiacién de la piel con 1
MED durante 3 a 4 dias no cambio la expresion de HECA sobre las células de la
linfa que drena de los vasos cutaneos (Hunger y cols.,1999). Estos autores, sin

embargo no estudiaron la piel. También es posible que otras intensidades y
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tiempos de exposicién a la radiacion ultravioleta si tengan un efecto sobre el
ndamero de células HECA positivas. Hemos encontrado mas células HECA
positivas en la zona perivascular que en las células intersticiales en piel sana y
piel irradiada. En la DM y en el lupus eritematoso, por el contrario, existen mas
células HECA positivas en los infiltrados inflamatorios. Esto podria indicar que
algun estimulo provoca primero la extravasacion de los linfocitos HECA positivos
hacia la zona perivascular y posteriormente migran hacia los focos inflamatorios.
Esta hipétesis no explicaria por qué existe un mayor porcentaje de células
positivas a las 6 horas postirradiacion que a las 24 horas. Son necesarios mas
estudios, con un mayor numero de pacientes, intensidades de radiacion
ultravioleta mayores durante mas tiempo y biopsias secuenciales, ademas de
estudios dindmicos para averiguar el papel exacto de la radiacion ultravioleta en

la migracion de las células inmunocompetentes.

Sin embargo, en los depdsitos de MAC, si que se encontraron diferencias
respecto a la piel sana. Incluso en una zona irradiada en la que no se observan
lesiones clinicas de DM se observaron depésitos a nivel de la membrana basal y
en los vasos siguiendo un patrén similar al que se encuentra en las lesiones

activas de DM.

Parece, por lo tanto, que el MAC intervendria en las fases iniciales de las
lesiones inducidas por la radiacion ultravioleta y que los infiltrados inflamatorios y
el aumento en las moléculas de adhesion aparecerian en fases posteriores.
Estos hallazgos estarian en linea con los resultados obtenidos en otra
enfermedad autoinmune: el pénfigo. Se han detectado depésitos de MAC sin
acantolisis a las 5 horas después de irradiacion con UVB. Sin embargo, a las 24
horas ya pudo observarse acantolisis, demostrando que los depositos de MAC

aparecen antes que la acantolisis (Kawana y Nishiyama, 1990).
Para descartar que la radiacion ultravioleta B fuera un inductor inespecifico de la

union del MAC a la epidermis, realizamos el mismo ensayo en un paciente afecto

de otra enfermedad inflamatoria, la psoriasis. En las biopsias realizadas al
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paciente afecto de psoriasis no observamos depdsitos de MAC en piel sana, ni
en la placa de psoriasis, ni antes ni después de la irradiacion. Tampoco se han
observado depositos de MAC en la piel irradiada con ultravioleta B de voluntarios
sanos ni de pacientes afectos de otras fotodermatosis (Kawana y Nishiyama,
1990). Seria interesante estudiar si existen depésitos de MAC después de la
irradiacion en pacientes con DM en fase de remision para saber si los depositos

de MAC dependen de la actividad de la enfermedad.

Son necesarios mas estudios, en un nimero mayor de pacientes, con mayores
tiempos de exposicion e intensidades mayores de radiacion ultravioleta para
acabar de elucidar el papel exacto de la radiacion ultravioleta en el

desencadenamiento de las lesiones de la DM.

Este estudio demuestra que la radiacion ultravioleta juega un papel en la
etiopatogenia de la DM y consecuentemente todos los pacientes afectos de DM
deberian minimizar su exposicién solar o utilizar filtros solares de amplio espectro
para conseguir reducir el empeoramiento o para prevenir un brote de DM en al

menos un subgrupo de pacientes.
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1. Las células dendriticas factor Xllla positivas no forman parte de las células

del infiltrado inflamatorio de las lesiones cutaneas de la dermatomiositis

2. El nimero de células dendriticas factor Xllla positivas en el intersticio de la
dermis en las lesiones cutaneas de la dermatomiositis estd muy disminuido
en relacién con el patrén propio de la piel sana. Sin embargo, existe un

discreto aumento de estas células en la zona perivascular de la dermis.

3. El hecho de que la mayoria de células dendriticas factor Xllla positivas,
como hemos dicho situados preferentemente alrededor de los vasos
dérmicos, expresan en su superficie los antigenos del sistema mayor de
histocompatibilidad HLA-DR sugiere que estas células ejercen un papel en el

desarrollo de las lesiones cutaneas, aunque por el momento es desconocido.

4. La demostracion de que existe una disminucion de las células dendriticas
factor Xllla positivas en las lesiones cutaneas de la dermatomiositis apoya la
teoria de que estas células serian de una estirpe celular funcionalmente
similar a la de las células de Langerhans. Es un hecho previamente conocido
que las células de Langerhans estan paracticamente ausentes en la
epidermis suprayacente a los infiltrados inflamatorios de las lesiones

cutaneas de la dermatomiositis.

5. De forma similar a lo que ocurre con las células de Langerhans, no existen
células dendriticas factor Xllla positivas en el musculo sano. Nuestro estudio
ha permitido demostrar la ausencia de estas células también en el musculo
afecto por la dermatomiositis. Ello representa un hecho mas que apoya la
evidencia de que los mecanismos que originan y desarrollan la inflamacién

en piel y masculo son distintos.
6. El nimero de células dendriticas CD34 positivas esta aumentado en el

intersticio de la dermis de las lesiones cutaneas de dermatomiositis, aunque

se observa una disminucion de las mismas en la zona perivascular.
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7. Se ha comprobado un notable aumento de estas células en el tejido septal
del muasculo afecto por la dermatomiositis. Desde los septos, las células
dendriticas CD34 positivas invaden la zona periférica del musculos en las
areas en las que existe atrofia perifascicular. Se encuentran también junto a
macrofagos en las zonas donde existe necrosis de las fibras musculares asi
como rodeando los infiltrados inflamatorios, pero no formando parte de los

mismos.

8. El papel de las células dendriticas CD34 positivas en estos procesos
inflamatorios es desconocido por el momento. El aumento de expresion de
las moléculas de adhesion VCAM e ICAM-1 por estas células en relacion
con la piel sana es un argumento a favor de su participacion especifica en

estos procesos.

9. El HECA-452 (marcador del antigeno asociado al linfocito cutaneo-CLA) se
expresa en un 60-70% de las células de los infiltrados inflamatorios
cutaneos. No existe expresion de HECA-452 en las mismas células
inflamatorias del musculo. ElI CLA participa en el reclutamiento especifico de

las células inflamatorias hacia la piel afecta de DM.

10.Se ha demostrado el depodsito constante del complejo de ataque de
membrana (MAC) en la unién dermoepidérmica y en los vasos del plexo
vascular superficial, aunque no Unicamente en la zona donde existe

infiltrado inflamatorio, sino también en zonas alejadas del mismo.
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11.El estudio de los depodsitos del complejo de ataque de membrana en las
lesiones cutaneas fotoinducidas muestra ya su presencia en las muestras
obtenidas por biopsia realizada a las seis horas después de la exposicion
luminica. Esta observacion apoya la teoria que supone la participacion
precoz del complejo de ataque de membrana en el desarrollo de las lesiones

inflamatorias de piel y musculo en la dermatomiositis.
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