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Introduccién

INTRODUCCION

Las enfermedades ampollosas autoinmunes constituyen un grupo de
enfermedades cutaneas caracterizadas por la presencia de anticuerpos en
el suero de los pacientes dirigidos contra antigenos propios de la piel. Estos
anticuerpos se denominan por dicho motivo autoanticuerpos y pueden
detectarse utilizando técnicas de inmunofluorescencia bien sea circulando
en el suero o bien unidos in vivo a la piel de los pacientes. Los antigenos
contra los cuales van dirigidos los anticuerpos se hallan localizados a nivel
de la superficie celular de los queratinocitos o a nivel de la union
dermoepidérmica. Cada enfermedad suele presentar una clinica,
histopatologia y patrones de inmunofluorescencia producidos por los
autoanticuerpos que le son propios y permiten realizar el diagnéstico.
Existen ademas técnicas bioquimicas y de biologia molecular que han
permitido que en los ultimos afios se hayan podido identificar y caracterizar
los antigenos cutaneos reconocidos por estos autoanticuerpos.

Las ampollas estan ocasionadas por la separacion de los
queratinocitos entre si o de epidermis de la dermis. La comprension de los
mecanismos que dan lugar a la separacion ha permitido entender mejor los
mecanismos que median la adhesion celular con otras células y con la
matriz extracelular.

Los conocimientos adquiridos en los ultimos afios han permitido
demostrar que los antigenos contra los cuales van dirigidos los
autoahticuerpos en las enfermedades ampollosas autoinmunes son al
mismo tiempo las moléculas responsables de mantener el contacto entre los
queratinocitos o entre los queratinocitos basales y la matriz extracelular en
condiciones fisiologicas. Asi, por ejemplo, se ha podido ver que los
autoanticuerpos en el pénfigo vulgar (Amagai y cols., 1991), pénfigo folidceo

(Stanley y cols., 1986), y penfigoide ampolloso (Mutasim y cols., 1986 ;
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Stanley y cols., 1988 ; Diaz y cols., 1990) reconocen glicoproteinas
desmosomicas y hemidesmosomicas. Ademas se ha demostrado que los
autoanticuerpos dirigidos contra estos antigenos epidérmicos son capaces
de inducir enfermedad en ratones recién nacidos cuando se transfieren de
forma pasiva (Anhalt y cols., 1982; Roscoe y cols., 1985; Liu y cols.,
1993b). Estos animales de experimentacion reproducen las pérdidas de
cohesion epidérmicas tipicas de las enfermedades humanas cuando son
inyectados con los autoanticuerpos. Por lo tanto, el estudio de estas
enfermedades no sélo ha permitido avanzar en el conocimiento de estas
patologias concretas, sino que también ha ampliado nuestros conocimientos
en el campo de la biologia cutanea. Es interesante notar que se ha
observado que la molécula diana de los anticuerpos en enfermedades
ampollosas autoinmunes es la misma que esta alterada por mutaciones
genéticas en algunas epidermolisis ampollosas hereditarias. Revisaremos
en primer lugar la estructura y composicion molecular de las organelas
especializadas en la adhesién celular, uniones adherentes, desmosomas y
hemidesmosomas, para comentar posteriormente las principales

enfermedades ampollosas autoinmunes.

1. ESTRUCTURAS CELULARES DE ADHESION

Las estructuras adhesivas mas importantes de la epidermis son los
desmosomas, hemidesmosomas y las uniones adherentes (Gumbiner,
1996). Las dos primeras unen los filamentos intermedios de queratina a la
membrana celular, mientras que las uniones adherentes median la unién de
la membrana con los filamentos de actina. Todas estas estructuras estan
constituidas por distintas proteinas que armonizan una estructura compleja

pero a su vez dinamica, que permite por una parte crear una estructura lo
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suficientemente estable para mantener las células unidas entre si y a la
matriz extracelular, pero también lo suficientemente flexible como para
facilitar su desensamblaje cuando deben migrar dentro de la epidermis.

Los diferentes epitelios del organismo, al igual que el resto de tejidos,
presentan estructuras especializadas que permiten la unién intercelular.
Ademas de facilitar la adhesividad, estas uniones favorecen la comunicacion
entre las células y facilitan pequefios compartimentos para producir un
intercambio entre las mismas. Estas uniones son principalmente de cuatro
tipos: zonulae ocludens, zonulae adherens, desmosomas (maculae
adherens), y las uniones gap o uniones de contacto. Ademas, existen otras
uniones especializadas que permiten la adherencia de la célula epitelial a la
membrana basal, destacando principalmente los hemidesmosomas y las
uniones focales (Morley y Lane, 1994). Estas estructuras han sido
estudiadas basicamente en el epitelio columnar del tubo digestivo debido a
la abundancia de uniones intercelulares a este nivel. En la epidermis se han
descrito solamente algunas de estas uniones, siendo la densidad de cada

una distinta dependiendo del estrato o nivel en el que asientan.

1.1. Zonulae ocludens

Las zonulae ocludens, también denominadas tight junctions, se hallan
localizadas a nivel del borde lateroapical de las células epiteliales y junto
con las zonula adherens y los desmosomas constituyen el denominado
complejo de union. Estdn poco desarrolladas en los tejidos epiteliales que
carecen de luz, como es el caso de la epidermis. En estos casos, el
complejo de unidn esta unicamente formado por las zonulas adherens y los
desmosomas. La zonulae ocludens esta constituida basicamente por

adherencias puntiformes de las dos membranas alrededor de toda la célula
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a modo de cinturdn, creando una estructura semejante a una malla que
permite la formacién de un espacio cerrado para el intercambio de
macromoléculas, pequefios solutos o iones entre dos células contiguas
(Kachar y Reese,1982). Se piensa que la ocludina, una proteina que forma
parte integral de la membrana contribuye a la formacién de este tipo de
uniones (Furuse y cols., 1994). La ocludina interaccionaria con dos
proteinas de las placas citoplasmaticas denominadas ZO-1 y ZO-2. Se
piensa que estas Ultimas juegan un papel a la hora del acoplamiento de la
ocludina o de cara a su localizaciéon especifica a nivel del borde lateroapical
de la célula. Otras proteinas del citoesqueleto como la cingulina, el antigeno

7HB, y la actina también se localizan a nivel de este tipo de uniones.

1.2. Zonula adherens

Las zonulas adherens presentan una gran semejanza con los desmosomas
y se distribuyen en todas las capas de la epidermis (Kaiser y cols., 1993).
Pueden observarse en intima asociacion con los desmosomas en todos los
epitelios, incluida la epidermis (Kaiser y cols., 1993). En este tipo de union
intercelular las dos membranas celulares se aproximan a nivel de un area
puntiforme en la cual la distancia entre las dos células es de unos 22-35 nm.
Mediante microscopia electrénica se aprecia una placa citoplasmatica densa
a la que se unen filamentos citoplasmaticos desde el interior de la célula
abocando hacia la membrana y conectando con ésta a través de dicha placa
densa (Farquhar y Palade, 1963). A diferencia de los desmosomas no se
observa una linea densa intermedia.

La porcion extracelular de las zonula adherens esta constituida
basicamente por cadherinas clasicas como la cadherina E. Estas moléculas

atraviesan la membrana plasmatica y presentan una porcién extracelular y
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otra intracelular. El dominio extracelular de una de estas moléculas conecta
de forma homofilica con el dominio extracelular de otra molécula de
cadherina E en la célula vecina (Amagai, 1996). La porcién intracelular de
estas uniones esta formada por la region intracelular de las moléculas de
cadherina E y por otras proteinas intracitoplasmaticas caracteristicas. Entre
ellas esta la placoglobina, la Unica proteina comin entre las uniones
adherentes y los desmosomas, en intima conexiéon con la cadherina E,
aunque a diferencia de lo observado en los desmosomas, la relacién
estoiquiométrica entre cadherina E/placoglobina es 1:1 (Kowalczyk y cols.,
1996). Existen ademas otras moléculas denominadas o y B cateninas que
sirven de unién con los filamentos de actina. La B-catenina, al igual que la
placoglobina, también se une a la region intracelular de la cadherina E,
aunque de forma mas efectiva que esta (Aberle y cols., 1996). La a-catenina
o vinculina se une al complejo formado por la placoglobina/B-catenina
(Aberle y cols., 1996), y sirve de anclaje de las fibras de a-actina con las
uniones adherentes. Se han descrito otras proteinas estructurales
citoplasmicas aunque su funcién todavia no es bien conocida (Shibamoto y
cols., 1995).

Se ha observado que la formacién de las zonula adherens precede la
aparicion de los desmosomas en los cultivos de queratinocitos (O’Keefe y
cols., 1987). Este hecho ha llevado a algunos autores a afirmar que las
zonula adherens tendrian un papel primordial en el control de la
estratificacion de la epidermis, facilitando la formacién de los desmosomas
como estructuras mecanicamente mas fuertes (Amagai y cols., 1995; Lewis
y cols., 1994; Wheelock y Jensen, 1992). Asi, se ha confirmado que la
cadherina E tiene un papel inductor en la formacion de los desmosomas. De
este modo, la presencia de mutaciones en la cadherina E da lugar a un
retraso en la formacién de los desmosomas, y estos reaparecen cuando se

transfecta las células con dichas cadherinas normales, confirmandose el



Introduccién

papel de las zonula adherens en la formacidon de los desmosomas

(Shimoyama y cols., 1992 ; Watanabe y cols., 1994 ; Haftek y cols., 1996).

1.3. Uniones gap

Aunque se hallan presentes en todos los epitelios, no se sabe realmente
cual es su funcion en la epidermis. Se pueden apreciar zonas de la
membrana plasmatica en intima conexién, en las cuales el espacio
intercelular es de sélo 2 nm. Esas uniones estan constituidas por un
conglomerado de pequefias subunidades proteicas con forma hexagonal,
que a modo de cilindros o canales atraviesan la membrana plasmatica, con
una distancia entre ellas de unos 9 nm. Se piensa que estos canales
permitirian el intercambio de iones entre las células, favoreciendo el
acoplamiento eléctrico celular (Steinberg, y cols., 1987). Estas uniones no

presentan ninguna conexion con filamentos citoplasmaticos.

1.4. Desmosomas

Los desmosomas son unas estructuras de adhesién celular que se localizan
entre las células dando soporte a todo el epitelio (FIGURA 1) (Kelly, 1966).
Utilizando microscopia electronica se observa que presentan una estructura
central de unos 20- 30 nm denominada core o nucleo del desmosoma que
separa la membrana plasmatica de las dos células que forman el
desmosoma. En cortes transversales se observa una estructura media a
partir de la cual se extienden lateralmente unas formaciones electrodensas
que alcanzan la membrana celular. Justo por debajo de la membrana
plasmatica de cada uno de los queratinocitos existe una placa densa donde

se insertan los filamentos intermedios de queratina del citoplasma celular.
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Los desmosomas son unas uniones dependientes del calcio. Asi, se ha
observado que en cultivos de queratinocitos aparece una disrupcion de
estas uniones cuando la concentracion de calcio es baja (Hennings y
Holbrook, 1983).

Filamentos
intermedios
(Queratina)

Queratinocito

Desmogleina 1

Placa ; d— Core { Desmogleina 3 }Cadherinas

Desmocollinas 1y 3

Queratinocito

FIGURA 1. Estructura de un desmosoma.

Los componentes moleculares de los desmosomas han sido
estudiados y caracterizados en los ultimos afios (Green y Jones, 1996). Se

pueden dividir en dos grandes grupos (TABLA 1) (Schwartz y cols., 1990).
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TABLA 1. Componentes Moleculares del Desmosoma

Localizacién Proteinas

Placa Desmosoémica(Citoplasma) Queratocalmina (250-kDa)
Desmoplaquina | (245-kDa)
Desmoplaquina Il (215-kDa)
Placoglobina (85-kDa)
Placofilina o proteina de la banda 6 (75-kDa)
Desmomioquina (680-kDa)

Core (Espacio Intercelular) Cadherinas:
Desmogleina 1 (165-kDa)

Desmogleina 2 (epitelio del colon)
Desmogleina 3 (130-kDa)

Desmocollinas 1a,b ; 2a,b ; 3a,b

El primer grupo esta formado por una serie de polipéptidos de alto
peso molecular que forman la placa desmosomica, e incluye a las
desmoplaquinas | y |, placoglobina, placofilina (proteina de la banda 6),
desmomioquina, y queratocalmina (también llamada desmocalmina) (Fairley
y cols., 1991). El segundo grupo de componentes desmosomicos esta
formado por glicoproteinas que atraviesan la membrana celular (proteinas
transmembrana) de manera que su region extracelular forma el core
desmoso6mico, y la intracelular se inserta en la placa desmosémica. La
relacion entre los principales componentes moleculares de los desmosomas

y hemidesmosomas se hallan esquematizada en la FIGURA 2.
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Laminina 5
| —'

FIGURA 2. Esquema general en el que se muestran los principales
componentes de los desmosomas y hemidesmosomas en dos células
epidérmicas. Ambas estructuras se hallan conectadas al citoesqueleto a
través de los filamentos intermedios (FI). Dsg y Dsc corresponden a las
desmogleinas y desmocolinas. Pg, Placoglobina. DP, desmoplaquina.

La porcién extracelular de los desmosomas esta constituida por las
denominadas cadherinas desmosémicas, las cuales pueden ser de dos
tipos: desmogleinas y desmocolinas. Estas glicoproteinas incluyen entre
otras a la desmogleinas 1, 2 y 3 (Amagai y cols.,1991; Koch y cols., 1990 y
1991; Wheeler y cols., 1991), y a las desmocollinas 1, 2 y 3 (Collins y cols.,
1991; Mechanic y cols., 1991; Koch y cols., 1992). Todas estas proteinas,
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de la misma forma que todas las cadherinas, son proteinas de
transmembrana tipo |, es decir la region aminoterminal es extracelular, y la
region carboxiterminal intracelular, y se caracterizan por presentar cuatro
regiones en su porcién extracelular. Se diferencian de las cadherinas
clasicas por la presencia de una porcion adicional en su regioén
carboxiterminal, siendo las otras porciones intracelulares comunes a todas
las cadherinas (Amagai, 1996).

Tal como se ha indicado existen tres isoformas de desmogleinas. La
desmogleina 1 y desmogleina 3 se encuentran casi exclusivamente a nivel
de los epitelios estratificados. En la epidermis la desmogleina 1 se expresa
de forma creciente segin va madurando el queratinocito desde la capa
basal, siendo su expresibn mayor a nivel de la capa granulosa. La
desmogleina 3 se expresa casi exclusivamente a nivel de los estratos mas
basales de la epidermis (Arneman y cols., 1993). La desmogleina 2, por el
contrario, tiene una expresion mas difusa, apareciendo en todos los tejidos
que presentan desmosomas, incluido el miocardio (Schafer y cols., 1994).

La estructura general de estas moléculas se halla resumida en la FIGURA 3.

10
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Membrana Plasmatica

Desmogleina 1

i Espacio Intracelular
RAL Desmogleina 3

Espacio Extracelular

FIGURA 3. Representacion esquematica de la estructura molecular de las

desmogleinas 1y 3.

Otro grupo de cadherinas desmosomicas es el de las desmocolinas,

que tienen una gran semejanza con las desmogleinas. Existen también tres

isoformas, cada una con una forma a, mas larga, y otra b mas corta. La

desmocolina 1 suele asentar en los estratos superficiales, y mas maduros de

la epidermis; la desmocolina 2 en los estratos intermedios; y la desmocolina

3 sblo se detecta de forma relevante a nivel de la capa basal (Legan y cols.,

1994). Se ha demostrado la presencia de desmocolina 1 y desmocolina 3 en

desmosomas que asientan en estratos intermedios de la epidermis, en

11
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zonas donde existe un solapamiento en la expresion de ambas cadherinas
(North y cols., 1996).

Ambos grupos de cadherinas presentan una intima relacion con
diferentes proteinas a nivel intracelular a través de su porcién
intracitoplasmica. Tanto la desmogleina como la desmocolina se asocian
con la placoglobina por medio de la regién intracelular (Mathur y cols., 1994;
Troyanovsky y cols., 1994, Roh y Stanley, 1995). La placoglobina se
expresa en toda la epidermis, aumentando de forma progresiva desde los
estratos basales hacia las capas mas superficiales, de forma paralela a la
densidad de los desmosomas (Arneman y cols., 1993). Cada cadherina se
une a epitopos diferentes de la placoglobina (Witcher y cols., 1996; Chitaey
y cols., 1996), marcando de esta forma la selectividad para que esta
proteina se una a la desmogleina o a la desmocolina en un mismo
desmosoma, o a las cadherinas clasicas (cadherina E) a nivel de las zonula
adherens. Las desmogleinas y las desmocolinas no se unen a la
placoglobina en la misma proporcion. Es decir, la relacion estoiquiométrica
es distinta para cada una de las cadherinas. Asi, mientras que una molécula
de desmogleina se une a seis de placoglobina, la desmocolina se une
unicamente a una de placoglobina (Kowalczyk y cols.,, 1996). Estos
hallazgos demuestran que las propiedades adherentes y la funciones de
cada cadherina son distintas a nivel de los desmosomas.

Las proteinas constitutivas de la placa desmosémica favorecen la
union de los filamentos intermedios de queratina al desmosoma. Dentro de
este grupo de proteinas las mejor caracterizadas son las desmoplaquinas.
Al igual que la placoglobina, estas proteinas se encuentra en toda la
epidermis, aunque se expresan de forma progresiva desde la capa basal
hasta los estratos mas superficiales de la epidermis (Arneman y cols., 1993).
Se conocen dos isoformas. La desmoplaquina | (265-kDa), y la

desmoplaquina Il (250-kDa) resultado esta Gltima de una fragmentacion de

12
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la desmoplaquina |. A diferencia de otras proteinas desmosomicas, las
desmoplaquinas no son exclusivas de los epitelios sino que existen en otros
tejidos, como por ejemplo el miocardio. Se ha demostrado que estas
proteinas son capaces de unirse a los filamentos intermedios. Esta
interaccién se produce entre la porcion carboxiterminal de la desmoplaquina
y la regiéon aminoterminal de los filamentos intermedios (Stappenbeck y
Green KJ,1992 ; Stappenbeck y cols., 1993). La porcién amino-terminal de
las desmoplaquinas, por el contrario, interacciona directamente con la placa
desmosodmica, aunque no se conoce con exactitud si es a través de su union
a la placoglobina o a otra proteina intermedia (Green y cols., 1988 ; Kouklis
y cols., 1994). La desmoplaquina | interacciona sé6lo con los filamentos
intermedios (queratinas) tipo Il (Kouklis y cols., 1994). En cambio, otras
formas de desmoplaquina conectan con otros tipos de filamentos
(Stappenbeck y cols., 1993). Ninguna de las dos formas de desmoplaquina
se encuentran en las zonula adherens (Green y cols.,, 1988 ). Se ha
demostrado, no obstante, que una mutacioén estructural de la desmoplaquina
que impida la union de ésta con los filamentos intermedios no produce una
desestructuracion de los desmosomas, manteniéndose su integridad. Se
piensa por ello que aunque esta proteina de la placa desmosomica sea
importante para mantener la adhesividad, deben existir otras proteinas
dentro de la placa que permitan el anclaje a la membrana de los filamentos
intermedios (Stappenbeck y cols., 1994).

Dentro del grupo de proteinas de la placa desmosémica, con funcién
de conexion entre el desmosoma y los filamentos intermedios, destacan
también la plectina (Foisner y Wiche, 1991), la desmocalmina (250-kDa)
(Tsukita y Tsukita, 1985 ; Fairley y cols., 1991), una proteina relacionada
con la lamina B (Cartaud y cols., 1990) y la placofilina o proteina de banda 6
(75-kDa) (Krapprell y cols., 1988). La plectina se ha demostrado tanto a nivel

de desmosomas como a nivel nuclear, conectando ambos extremos de los
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filamentos intermedios (Foisner y Wiche, 1991). La desmocalmina se ha
relacionado (inicamente con filamentos de queratina (filamentos intermedios
| y Il), y se asocia al desmosoma mediante una forma calcio-calmodulina
dependiente (Tsukita y Tsukita, 1985). La proteina relacionada con la
lamina B tiene un peso molecular de 140-kDa y esta incluida en la placa
desmosodmica (Cartaud y cols., 1990). Por dltimo, la proteina de banda 6
asienta tnicamente en los desmosomas de algunos tejidos, entre los que se
encuentra la epidermis, y presenta una afinidad importante para
interaccionar con los filamentos intermedios tipo | (Krapprell y cols., 1988).
Existen otras proteinas detectadas en los desmosomas cuyo
significado es todavia incierto. Entre otras destacan la desmomioquina (680-
kDa) que aparece en la porcion lateral de la placa desmosomica (Hieda y
cols., 1989), el antigeno D1 (Franke y cols., 1981), y el antigeno E48 (22-
kDa), detectado Unicamente en los desmosomas de los epitelios

estratificados.

1.5. Hemidesmosomas

Los hemidesmosomas son unas estructuras localizadas a nivel del polo
dérmico de los queratinocitos basales, es decir, aquella region de las células

basales de la epidermis que contacta con la dermis (FIGURA 4).
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ilr:‘itl::pneerg%ss Queratinocito
(Queratina) Basal
Placa
tar;:hnaa A A< Fibras de Anclaje

~ Lamina
Fibrillas / Densa

.\ A

FIGURA 4. Estructura de un hemidesmosoma.

La estructura de los hemidesmosomas es similar a la que tendria
medio desmosoma. Asi, existe una placa intracelular a la que se insertan los
filamentos intermedios de queratina y una regiéon extracelular que forma
parte y continia la lamina lucida. La lamina lucida es un espacio estrecho
que separa los queratinocitos basales de la lamina densa y de otros

componentes de la membrana basal. Los distintos componentes
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moleculares de los hemidesmosomas y otras moléculas de la matriz
extracelular dan lugar a una fuerza adhesiva que permite la unién fisica
entre la epidermis y la dermis. Algunos de los componentes moleculares de
los hemidesmosomas han sido caracterizados (Green y Jones, 1996) y se
hallan resumidos en la TABLA 2.

TABLA 2. Componentes Moleculares del Hemidesmosoma

Proteina Peso Molecular Localizacién
Antigeno BP230 230-kDa Placa

Antigeno BP180 180-kDa Transmembrana
Hemidesmosoma 1 500-kDa Placa
Componente 200-kDa 200-kDa Placa
Componente 125-kDa 125-kDa ¢ Transmembrana?
Integrina a6p4 135y 205-kDa Ambas

Dos de estas proteinas han sido identificadas como antigenos diana
de los anticuerpos de pacientes con penfigoide ampolloso. Uno es un
polipéptido de 230-kDa (BP230, del inglés Bullous Pemphigoid, y luego el
peso molecular correspondiente) que es reconocido por la fnayoria de los
sueros de pacientes con penfigoide ampolloso y que se ha visto que se
localiza a nivel de la placa hemidesmoso6mica (Stanley y cols., 1981; Klatte y
cols.,1989). Esta proteina presenta una homologia significativa en su
secuencia con la desmoplaquina |, y junto con la plectina formarian parte de
una familia de polipéptidos con funciones de organizacion de los filamentos
intermedios (Tanaka y cols.,1991a; Green y cols., 1992).

Otro antigeno identificado gracias a los sueros de pacientes con

penfigoide ampolloso es BP180. Se trata de una glicoproteina de
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transmembrana de tipo Il de 180-kDa. Posee una serie de caracteristicas
que la hace unica: el extremo aminoterminal de esta proteina es intracelular
(a diferencia de la mayoria de proteinas de transmembrana que son de tipo
1) y el extremo carboxiterminal constituye la regién extracelular. Dicha regién
extracelular esta formada por 15 dominios de estructura colagena y se
proyecta hacia la matriz extracelular en la lamina lucida (FIGURA 5)
(Giudice y cols., 1991 y 1992 ; Hopkinson y cols., 1992 ; Nishikawa y cols.,
1993). Se piensa que la region extracelular de BP180 juega un papel
importante en la adhesion de los queratinocitos basales a la dermis. Otra
proteina bien caracterizada de los hemidesmosomas es la integrina a6p4.
Sin embargo, se desconoce hasta el momento su papel en la
inmunopatologia cutanea de las enfermedades ampollosas autoinmunes. El
resto de las proteinas hemidesmosémicas que se indican en la TABLA 2 no

han sido todavia bien caracterizadas.
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REGION REGION
INTRACELULAR EXTRACELULAR
’ Epitopos
Penfigoide Regiones Colagenas (15)

Membrana Plasmética‘ ¢

H,N sy’ COOH

v 1

i
Regiones No Colagenas (16)

Epitopo MCW-1

Secuencia de Hombre: KARVDELERIR|RS!ILPYGDSMDRIE|KDRLQGMAP
aminoécidos

Raton: KARVEELEKTK|--VLYHDVQMDKSN|RDRLQAE AP

FIGURA 5. Estructura de BP180
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2. ENFERMEDADES AMPOLLOSAS AUTOINMUNES

Las enfermedades ampollosas autoinmunes suelen clasificarse en dos
grandes grupos: el de las enfermedades ampollosas subepidérmicas y el de
las intraepidérmicas. El primer grupo est4d formado por aquellas
enfermedades en que las ampollas se forman justo por debajo de la
epidermis; mientras que en el segundo, la formacion de las ampollas se
produce en el interior de la epidermis (FIGURA 6). Este grupo de

enfermedades se halla resumido en la TABLA 3.

Pénfigo Foliaceo

Pénfigo Vulgar
Pénfigo Paraneoplasico

Penfigoide Ampolioso
Herpes Gestationis
Penfigoide Cicatricial
Dermatosis IgA linear

Epidermolisis Ampollosa
Adquirida

FIGURA 6. Localizaciéon de las ampollas en las enfermedades ampollosas
autoinmunes.
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2.1. Enfermedades Ampollosas Autoinmunes

Subepidérmicas

Las enfermedades ampollosas autoinmunes subepidérmicas tienen en
comin la formacién de ampollas entre la epidermis y la dermis y el depésito
de autoanticuerpos a nivel de la unién dermoepidérmica. Se explicaran aqui
las mas importantes, y por ello no se comentaran el lupus eritematoso
ampolioso (Gammon y Briggaman, 1993), el penfigoide anti-p105 (Chan y
cols., 1993), y la nueva enfermedad ampollosa subepidérmica con
autoanticuerpos contra una proteina dermica de 200-kDa (Zilikens y cols.,
1996) por ser muy infrecuentes. Tampoco se hara mencién a la dermatitis
herpetiforme (Smith y Zone, 1993) dado que a pesar de incluirse
clasicamente en este grupo de enfermedades no debe de considerarse una
“enfermedad ampollosa autoinmune subepidérmica” propiamente dicha al no

presentar autoanticuerpos dirigidos contra la membrana basal.

2.1.1. Penfigoide Ampolloso

El penfigoide ampolloso fue descrito por primera vez por Lever en 1953
como una enfermedad ampollosa subepidérmica que ‘'se observaba
sobretodo en personas ancianas (Lever, 1953). Suele manifestarse en forma
de ampollas tensas que se desarrollan sobre zonas de piel eritematosa o
sobre lesiones urticariformes. En algunos enfermos puede ser una
enfermedad localizada, pero en general las lesiones aparecen a nivel de
todo el tegumento, aunque tienen predileccion por algunas zonas
determinadas como son la cara interna de los muslos y areas intertriginosas.
Histologicamente se observan ampollas subepidérmicas con la presencia de

un infiltrado inflamatorio dérmico superficial compuesto por eosindfilos,
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neutréfilos, linfocitos e histiocitos (Lever, 1953).

Autoanticuerpos

El examen de piel perilesional utilizando inmunofluorescencia directa
demuestra la presencia de depobsitos lineares de IgG y/o complemento a
nivel de la membrana basal dermoepidérmica. Cuando se emplean técnicas
de inmunofluorescencia indirecta se puede demostrar la presencia de
autoanticuerpos de tipo IgG dirigidos contra la membrana basal en el suero
de la mayoria de los pacientes. Asi, aproximadamente un 80% de pacientes
con un penfigoide ampolloso en fase activa tendra anticuerpos de tipo IgG
contra la membrana basal utilizando técnicas rutinarias de
inmunofluorescencia indirecta (Jordon y cols., 1967). La presencia de
depdsitos lineares de IgG a nivel de la membrana basal a pesar de ser tipica
del penfigoide ampolloso no es, sin embargo, especifica de esta enfermedad
ya que pueden encontrase también en el herpes gestationis, penfigoide
cicatricial o en la epidermolisis ampollosa adquirida entre otras. En el caso
de las dos primeras enfermedades, la clinica ayudara normalmente a
realizar un diagnostico correcto, mientras que en el caso de la epidermolisis
ampollosa adquirida los anticuerpos circulantes anti-membrana basal
dermoepidérmica pueden ser diferenciados de los del penfigoide ampolloso
mediante inmunomicroscopia electrénica indirecta o bien mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando piel separada a nivel de la lamina
lucida con cloruro sédico 1 Molar. Con ésta técnica, los anticuerpos se unen
al techo (lado epidérmico) o al techo y al suelo de la separacion en el caso
del penfigoide ampolloso. Por otra parte, en el caso de la epidermolisis
ampollosa adquirida los anticuerpos s6lo se uniran al suelo (lado dérmico)
de la separacién (Gammon y cols., 1984). En algunas ocasiones puede ser
necesario utilizar técnicas de inmunoblot para diferenciar entre estas dos

enfermedades: En el caso de pacientes con penfigoide ampolloso se
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observara que los anticuerpos reconoceran al antigeno BP230, y menos a
menudo al antigeno BP180, cuando se utilicen extractos epidérmicos,
mientras que en el caso de la epidermolisis ampollosa adquirida los
anticuerpos reaccionaran con unas bandas proteicas de 290 y 145-kDa

cuando se utilicen extractos dérmicos.

Autoantigenos

Utilizando técnicas de inmunoprecipitacion e inmunoblot, Stanley y cols.
fueron los primeros investigadores que identificaron un polipéptido de 220-
240-kDa (BP230) como el antigeno que reconocian los autoanticuerpos de
pacientes con penfigoide ampolloso (Stanley y cols., 1981 y 1984a). Mas
adelante, Labib y cols. (Labib y cols., 1986) demostraron que la respuesta
autoinmune de estos pacientes era heterogénea al identificar una proteina
de 180-kDa, BP180, que también era reconocida por un alto porcentaje de
sueros de penfigoide ampolloso. Posteriormente, utilizando los anticuerpos
de los pacientes se ha podido clonar y secuenciar el ADN complementario
de ambas proteinas, y caracterizarlas a nivel molecular (Stanley y cols.,
1988; Diaz y cols., 1990; Tanaka y cols., 1991a; Sawamura y cols., 1991;
Giudice y cols., 1992). BP230 es una proteina intracelular que se localiza a
nivel de la placa hemidesmosémica (Klatte y cols., 1989; Tanaka y cols.,
1990). EIl gen que codifica esta proteina se ha podido localizar a nivel del
locus cromosomico 6p12-p11 (Tanaka y cols., 1991a; Sawamura y cols.,
1991). BP180, por el contrario, es una proteina transmembrana con una
orientacion de tipo ll, es decir, la regién aminoterminal se halla localizada
dentro de la célula, mientras que la porcion carboxiterminal se proyecta
hacia el medio extracelular (Giudice y cols., 1991; Hopkinson y cols., 1992;
Nishikawa y cols., 1993; Giudice y cols., 1993). Se trata de una molécula de
tipo colageno, y recientemente se ha demostrado que forma una triple hélice

colagena (Hirako y cols., 1996). El gen para BP180 se ha localizado a nivel
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del locus cromosomico 10g24.3 (Li y cols., 1991).

Utilizando proteinas de fusién bacterianas se han podido identificar
diferentes epitopos a nivel de la region extracelular de BP180. Asi, existiria
un epitopo inmunodominante (que se denomind inicialmente MCW-1)
localizado en la region NC16A (regién no colagena 16) reconocido por gran
parte de los sueros de penfigoide ampolloso y de herpes gestationis
(Giudice y cols., 1993). Se ha visto también que este epitopo, asi como la
region carboxiterminal, es reconocidos por sueros de pacientes con
penfigoide cicatricial (Balding y cols., 1995). Mas recientemente se ha
podido demostrar que la gran mayoria de pacientes con penfigoide
ampolloso poseen anticuerpos dirigidos exclusivamente contra una region
de 45 aminoacidos localizada en NC-16A, y que a parte del epitopo MCW-1
existirian otros epitopos inmunodominantes adicionales (Zillikens y cols.,
1997a). Estos estudios han permitido desarrollar métodos de ELISA para el
diagnostico de penfigoide ampolioso y otras enfermedades ampollosas con
anticuerpos contra BP180 utilizando las proteinas de fusién que contienen
estos epitopos. El primero de estos ELISA utilizaba una proteina que sélo
contenia el epitopo MCW-1 y permitié6 detectar autoanticuerpos en un 58%
de pacientes con penfigoide ampolloso con una especificidad del 97%
(Giudice y cols., 1994). En el segundo método de ELISA hemos utilizado
una proteina de fusién que contiene los epitopos adicionales mencionados
anteriormente y tendria una sensibilidad del 94% con una especificidad del
97% (Zillikens y cols., 1997b).

Patogenia

Todos estos estudios anteriores permitieron desarrollar ademas un modelo
animal de la enfermedad. A diferencia de lo que sucedié con el pénfigo
vulgar y el pénfigo foliaceo, todas las tentativas de inducir enfermedad en

animales mediante la transferencia pasiva de IgG de pacientes con
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penfigoide ampolloso fueron infructuosas. A pesar de que los anticuerpos de
penfigoide podian detectarse en el suero de los ratones inyectados éstos no
eran capaces de unirse a la unién dermoepidérmica de los animales.(Anhalt
y Diaz, 1987). Estos resultados sugirieron que la epidermis murina no
contenia los epitopos reconocidos por los anticuerpos patdgenos en el
hombre. Para investigar esta hipbtesis se identific6 la secuencia
correspondiente al epitopo MCW-1 humano en el antigeno BP180 murino
(Liu, y cols., 1993b). Al comparar ambas secuencias se objetivd que existian
importantes diferencias en esta region del epitopo MCW-1 (véase la
FIGURA 5). Utilizahdo formas recombinantes de la proteina BP180 humana
y murina se demostré6 que los anticuerpos dirigidos contra MCW-1 no
reconocian al BP180 murino. Esto explicaba el porqué no podia estudiarse
la patogenicidad de estos autoanticuerpos utilizando un modelo murino de
transferencia pasiva convencional. Como alternativa se produjeron
anticuerpos policlonales en conejos contra el segmento del BP180 murino
qgue comprendia la regiébn homoéloga al epitopo humano MCW-1. Los
anticuerpos reconocian al BP180 murino por inmunoblot y tefiian la unién
dermoepidérmica de la piel de raton cuando se realizaba una
inmunofluorescencia indirecta. Entonces se inyectaron estos anticuerpos a
ratones recién nacidos (Liu y cols., 1993b). Los ratones presentaron una
enfermedad ampollosa que reprodujo fielmente todas las caracteristicas del
penfigoide ampolloso: ampollas subepidérmicas clinicas e histolégicas,
infiltrados inflamatorios en la dermis superficial y media, y depésitos de 1gG
y complemento en la unién dermoepidérmica. Ademas, el efecto patégeno
de los anticuerpos dependia de la dosis administrada: a mayor dosis de
anticuerpos mayor extension y severidad de la enfermedad en los ratones
inyectados.

Este mismo modelo ha permitido caracterizar los mecanismos

inmunolégicos de este modelo animal de enfermedad ampollosa autoinmune
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subepidérmica. Mas concretamente, ha permitido estudiar el papel del
sistema del complemento en la fisiopatologia del penfigoide experimental
(Liu, y cols., 1995). Se ha demostrado asi que la IgG de conejo anti-BP180
murino es capaz de producir enfermedad en ratones normales, pero no en
ratones con déficit genético de la fraccién C5. Ademas, si se inyecta estos
anticuerpos a ratones recién nacidos de tipo BALB/c en los cuales se ha
inactivado el sistema del complemento mediante la inyeccién previa de
veneno de cobra estos tampoco desarrollan enfermedad. Finalmente, si se
inyectan ratones normales con la fraccién F(ab'), de la IgG anti-BP180
murino (que carecera de porcién Fc y por lo tanto no sera capaz de activar
el complemento) estos tampoco desarrollan enfermedad. Todos estos
resultados indican que la activacion del complemento es un paso
imprescindible para que los anticuerpos den lugar a enfermedad en este
modelo experimental de penfigoide.

Se ha demostrado ademas que los ratones recién nacidos
depleccionados de neutrofilos (mediante tratamiento previo con un suero
anti-neutréfilo) son resistentes al efecto patégeno de los anticuerpos anti-
BP180 murino (Liu y cols., 1997). La ausencia de formaciéon de ampollas en
estos animales correlacion6é con la disminucion de infiltrado inflamatorio
neutrofilico en la piel. Todos estos datos permiten concluir que las ampolias
subepidérmicas que se observan en este modelo animal (y por lo tanto en el
penfigoide ampolloso) son desencadenadas por los anticuerpos anti-BP180
y que dependen de la activacion del complemento y la infiltracidn por

neutrofilos.

2.1.2. Herpes Gestationis

El herpes gestationis o penfigoide gestacional es una enfermedad ampollosa

infrecuente que suele aparecer durante el embarazo, aunque se han
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descrito algunos casos asociados a tumores derivados del trofoblasto como
son la mola hidatidica o el coriocarcinoma (Shornick y cols., 1983). Esta
enfermedad se caracteriza por la aparicion de una erupcién vesiculo-
ampollosa intensamente pruriginosa que suele aparecer en el segundo
trimestre del embarazo. Las lesiones son placas urticariformes sobre. las
cuales aparecen mas adelante lesiones ampollosas tensas. La erupcién
suele iniciarse en la regién periumbilical y luego se extiende al abdomen,
muslos y pechos. Las lesiones mucosas son muy raras. Histologicamente
suele observarse un edema de la dermis papilar con focos inflamatorios
perivasculares y espongiosis epidermica con abundantes eosinoéfilos. En las
lesiones mas evolucionadas se observan ampollas subepidérmicas con
numerosos eosinofilos. Estas lesiones son dificiles de distinguir de las del
penfigoide ampolloso excepto por la presencia ocasional de necrosis de los

queratinocitos basales.

Autoanticuerpos

El examen con inmunofluorescencia directa muestra depésitos lineares de
C3 a lo largo de la membrana basal dermoepidérmica en todas las pacientes
con enfermedad activa. Se pueden hallar depésitos de IgG en un 20% de los
casos (Shornick y cols., 1983). Se pueden detectar anticuerpos circulantes
de tipo IgG dirigidos la membrana basal dermoepidérmica utilizando técnicas
rutinarias de inmunofluorescencia indirecta en un 25% de las enfermas. Sin
embargo, si se emplea una técnica de inmunofluorescencia indirecta con
fijacion del complemento, se podra demostrar la presencia de anticuerpos
en el suero de alrededor de un 90% de los casos.

Autoantigeno
Cuando se utilizan técnicas de inmunoblot la mayoria de las pacientes con

herpes gestationis reconocen al antigeno BP180 (Morrison y cols., 1988).
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Estudios posteriores utilizando proteinas de fusiébn bacterianas han
demostrado que un 88% de los sueros de herpes gestationis reconocen esta
proteina (Diaz y cols., 1990). Mas adelante, en el estudio en el que se
identificé el epitopo inmunodominante MCW-1 de la region extracelular de
BP180 se vio que el 100% de los sueros de herpes gestationis reconocia
este epitopo (Giudice y cols., 1993). Todos estos datos confirman que los

sueros de las pacientes con herpes gestationis reconocen BP180.

Patogenia

Se desconoce en la actualidad cual es la patogenia del herpes gestationis.
Se sabe que es una erupcidn que aparece en el embarazo y que suele
recidivar en gestaciones posteriores. No se ha podido demostrar que los
autoanticuerpos de las pacientes sean patégenos. Sin embargo, estos estan
mayoritariamente dirigidos contra BP180 y por ello el modelo experimental
de penfigoide ampolloso comentado anteriormente puede también ser visto
como un modelo experimental de herpes gestationis, en el que se

demuestra el papel patégeno de los autoanticuerpos.

2.1.3. Penfigoide Cicatricial

El penfigoide cicatricial es una enfermedad ampollosa crénica que afecta
predominantemente a las mucosas y que caracteristicamente produce
cicatrices (Ahmed y cols., 1991; Mutasim y cols., 1993b). Los pacientes con
penfigoide cicatricial suelen presentar ampollas tensas que se rompen
facilmente dando lugar a erosiones a nivel de las mucosas, y en menor grado
a nivel de la piel. La mucosa oral (80-90%) y la conjuntival (50-70%) son las
que se afectan mas a menudo. No es habitual que aparezcan cicatrices
residuales a nivel oral. Por el contrario, las lesiones oculares tienen una

tendencia insidiosa a la cicatrizaciébn conjuntival: aparecen tractos fibrosos
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que unen las conjuntivas bulbar y palpebral que pueden dan lugar a la
formacién de simblefaron, obliteracion total de los sacos conjuntivales
(anquiloblefarén), entropidn, triquiasis, queratopatia superficial y ulceras
corneales. Todas estas combinaciones pueden provocar finalmente
opacidades corneales con disminucién de la agudeza visual, pudiendo llevar a
la ceguera que suele ser bilateral (Person y Rogers, 1977). La piel se suele
afectar en un 25% de los casos. Las ampollas son escasas y suelen aparecer
sobre placas eritematosas en la cabeza, cuello o el tronco. Curan dejando
cicatrices atroficas y quistes de milium. No suele haber prurito. También
pueden afectarse otras mucosas, incluyendo la genital (15%), nasal (15%),
laringea (8%), anal (4%) y esofagica (4%). El examen histoloégico de las
lesiones cutaneas de penfigoide cicatricial muestra ampollas subepidérmicas
con un infiltrado inflamatorio dérmico mixto formado por linfocitos, células

mononucleares, neutréfilos y algin eosinéfilo (Mutasim y cols., 1993b).

Autoanticuerpos

En 80 a 95% de las biopsias, la inmunofluorescencia directa es capaz de
demostrar la presencia de depésitos lineares de inmunoglobulinas y
complemento a lo largo de la membrana basal de la piel, mucosa oral o
conjuntiva (Leonard y cols., 1988; Kelly y Wojnarowska , 1988; Setterfield y
cols., 1995). Estos depositos se observan mas a menudo a nivel de las
biopsias de mucosas que en las de piel, siendo la IgG la inmunoglobulina que
se detecta con mayor frecuencia, aunque también se puede detectar IgA e
IgM (Setterfield y cols., 1995). Los estudios de inmunofluorescencia de las
biopsias de conjuntiva muestran los mismos tipos de depésito a lo largo de la
membrana basal, y recientemente se ha visto que la utilizacién de técnicas
inmunohistoguimicas con peroxidasa aumenta la-sensibilidad de la deteccion

de inmunorreactantes en la conjuntiva (Power y cols., 1995).
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La presencia de anticuerpos circulantes contra la membrana basal
dermoepidérmica por inmunofluorescencia indirecta so6lo se puede
demostrar en un 20% de los pacientes con penfigoide cicatricial. En general,
los titulos de anticuerpos suelen ser bajos y la mayoria de los pacientes
tienen autoanticuerpos circulantes de tipo IgG aunque en algunos casos
éstos son de tipo IgA (Sarret y cols, 1991). Si para realizar la
inmunofluorescencia indirecta se utilizan otros substratos (mucosa oral
humana, conjuntiva humana, eséfago de conejo) se puede incrementar la
sensibilidad de la técnica hasta el 80%. La realizacion de la
inmunofluorescencia indirecta utilizando piel humana separada con cloruro
sodico también aumenta la sensibilidad de la deteccion de anticuerpos
circulantes. En la mayoria de los casos se observa que los anticuerpos de tipo
IgG se unen al lado epidérmico de la separacion, aunque también puede
observarse en algunos casos la union al lado dérmico o a ambos lados de la
separacion. Empleando técnicas de inmunomicroscopia electronica indirecta
se ha demostrado que en el penfigoide cicatricial existen dos zonas diferentes
donde se depositan los autoanticuerpos: En aquellos sueros que tifien la parte
epidérmica de la piel separada con cloruro sédico se observa que los
anticuerpos se unen a la region situada entre los hemidesmosomas y la
membrana plasmatica de los queratinocitos basales; por otra parte, en
aquellos sueros que tifien la parte dérmica de la piel separada, los anticuerpos
se unen a la interfase entre la lamina lucida y la lamina densa (Shimizu vy
cols., 1995).

Autoantigenos

El penfigoide cicatricial es una enfermedad heterogénea desde el punto de
vista inmunolégico, y se han identificado varios antigenos de la membrana
basal a los que se pueden unir los anticuerpos de los pacientes. Dada esta

heterogeneidad antigénica se cree que el penfigoide cicatricial mas que una
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enfermedad individualizada es un fenotipo clinico que puede corresponder a
distintas enfermedades. Cuando se utilizan técnicas de inmunoblot e
inmunoprecipitacion, la mayoria de sueros de penfigoide cicatricial
reconocen el antigeno BP180, mientras que un pequefio porcentaje
reconoce al antigeno BP230 (Bernard y cols., 1990 y 1992; Balding y cols.,
1996). Recientemente se ha descrito un pequefio grupo de pacientes con
penfigoide cicatricial cuyo suero tifie la parte dérmica de la piel separada, y
cuyos anticuerpos reaccionan con la laminina 5, un componente de las fibras
de anclaje (Domloge-Hultsch y cols., 1992 y 1994). Estos anticuerpos se
unen especificamente a la subunidad o de esta proteina (Kirtschig y cols.,
1995), aunque también existen casos que se unen a la subunidad B
(Ghohestani y cols., 1997b). También se ha descrito que algunos sueros
reaccionan con una proteina epidérmica de 120-kDa adn no identificada
(Sarret y cols., 1989), contra proteinas de 230, 205 y 160-kDa (Mohimen y
cols., 1993), y que algunos pacientes tienen anticuerpos de tipo IgA que

reaccionan con una proteina epidérmica de 45-kDa (Smith y cols., 1993).

Patogenia

La patogenia del penfigoide cicatricial no estad clara. La mayoria de los
pacientes tiene anticuerpos contra BP180, y se ha demostrado que los sueros
de penfigoide cicatricial reconocen al menos dos epitopos diferentes a nivel
de la region extracellular de BP180 (Balding y cols., 1996). Uno de ellos
estaria situado a nivel del dominio no colageno NC16A y el otro a nivel del
extremo carboxilo. A pesar de que existe un modelo experimental de
penfigoide ampolloso comentado anteriormente, no existen en el momento
actual evidencias de que los anticuerpos anti-BP180 de los pacientes con
penfigoide cicatricial sean patégenos. Por lo que respecta a la laminina 5,
recientemente se ha logrado provocar la aparicion de ampolias

subepidérmicas en ratones recién nacidos tras la administracion de
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anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra la laminina 5 humana
(Lazarova y cols., 1996). Esto constituiria un modelo experimental para esta
enfermedad, y una evidencia indirecta de la patogenicidad de los

anticuerpos de este grupo de pacientes.

2.1.4. Epidermolisis Ampollosa Adquirida

La epidermolisis ampollosa adquirida es una enfermedad ampollosa
infrecuente que afecta principalmente a zonas de roce o traumatismos. Se
han descrito varias formas distintas de esta enfermedad. En primer lugar
tenemos la forma clasica, que se caracteriza clinicamente por la aparicion de
vesiculas y ampollas a nivel de zonas de roce o traumatismo (dorso de
manos, nudillos, codos, rodillas, tobillos, dedos de los pies) que aparecen
sobre una piel sin signos previos de inflamacién (Gammon y Briggaman,
1993). Dichas lesiones se resuelven dejando cicatrices y quistes de milium
sobre las superficies afectadas. Esta forma de presentacion puede ser
indistinguible de otras enfermedades dermatolégicas como una porfiria
cutanea tarda o algunas formas de epidermolisis ampollosa distréfica
hereditaria. Existe. por el contrario, una forma inflamatoria de epidermolisis
ampollosa adquirida que se manifiesta en forma de una erupcion mas o
menos generalizada de ampollas tensas sobre una base inflamatoria. Puede
ser clinicamente indistinguible de un penfigoide ampolloso apareciendo
eritema, placas urticariformes y prurito intenso. Finalmente, existe una forma
de esta enfermedad que recuerda un penfigoide cicatricial porque en ella la
afectacion de las mucosas es lo mas prominente. En este pequefio grupo de
pacientes la enfermedad afecta principalmente a las mucosas oral, nasal,
ocular, laringea y esofagica (Stewart y cols., 1991).

Cuando se practica una biopsia en la epidermolisis ampollosa adquirida

los cambios observados dependen de la forma clinica de que se trate. En la
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forma clasica de la enfermedad se observan ampollas subepidérmicas con un
infiltrado inflamatorio muy escaso tanto a nivel de las ampollas como en la
dermis. En la forma inflamatoria, por el contrario, se observan unos infiltrados
densos con presencia de células mononucleadas y neutrdfilos (Gammon y

Briggaman, 1993).

Autoanticuerpos

Si se practica un examen de inmunofluorescencia directa de piel perilesional
podra ponerse de manifiesto la presencia de depésitos lineares de IgG y de
C3 a lo largo de la membrana basal dermoepidérmica. Se pueden también
detectar depositos de complemento, IgM e IgA. Los depositos suelen ser mas
intensos que los que se observan en el penfigoide ampolloso, aunque esto
no es un criterio suficiente para establecer el diagnéstico. Utilizando
inmunofluorescencia indirecta se pueden detectar anticuerpos circulantes de
tipo 1gG dirigidos contra la membrana basal en el suero de un 50% de los
pacientes. La sensibilidad de esta técnica aumenta mucho si se utiliza como
substrato piel humana separada con cloruro sédico 1 M. Con este
procedimiento los autoanticuerpos de los pacientes con epidermolisis
ampollosa adquirida se unen exclusivamente a la parte dérmica de la
separacion (Gammon y cols., 1984). Este patron es sugestivo del diagndstico
de epidermolisis ampollosa adquirida pero sin embargo no es especifico
(Ghohestani y cols., 1997b), ya que existen otras enfermedades con el mismo
patrén como son el penfigoide cicatricial anti-laminina 5 (Domloge-Hultsch y
cols., 1994), el penfigoide anti-p105 (Chan y cols., 1993), y una nueva
enfermedad ampollosa subepidérmica con autoanticuerpos contra una
proteina dérmica de 200-kDa (Zillikens y cols., 1996). Cuando se realiza una
microscopia inmunoelectrénica directa o indirecta, los depdsitos de
inmunoglobulinas se localizan por debajo de la ldamina densa (sublamina

densa), a nivel de las fibrillas de anclaje (Ishiko y cols., 1996a).
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Autoantigeno

La epidermolisis ampollosa adquirida es una enfermedad autoinmune contra
el colageno VII. Cuando se realiza un estudio por inmunoblot utilizando
extractos dérmicos el suero de estos pacientes reconoce una proteina
dérmica de 290-kDa (Woodley y cols., 1984). Esta banda corresponde a la
cadena o del colageno tipo VII. A menudo se observa también una segunda
banda (que puede a veces ser la Unica detectable) de unos 145-kDa que
corresponde a un fragmento menor de la molécula. Mediante inmunoblot se
observa que los anticuerpos circulantes en el suero de los pacientes se unen
a una o a ambas bandas (Woodley y cols., 1984). Sin embargo, los resultados
de esta técnica se hallan limitados por los titulos bajos de anticuerpos
circulantes, por lo que un resultado negativo no excluye el diagnéstico de la
enfermedad. Utilizando diferentes proteinas de fusion se ha demostrado que
la mayoria de los anticuerpos de pacientes con epidermolisis ampollosa
adquirida se hallan dirigidos contra la region no-colagena (NC) 1 que se
halla a nivel del extremo amino-terminal de la molécula de colageno VIl
(Lapiere y cols., 1993). En la actualidad se han disefiado tests de ELISA
utilizando diferentes proteinas recombinantes representando partes de la
region no colagena del colageno VII con una elevada sensibilidad y

especificidad (Chen y cols.,1997; Jones y cols., 1995).

Patogenia

Se desconoce aun cual es el papel de los autoanticuerpos contra el colageno
VIl en esta enfermedad. Se ha sugerido que quizas alteren la estabilidad del
colageno VIl en las fibrillas de anclaje o que interfieran con las interacciones
de esta proteina con ofras moléculas de la matriz extracelular. No se ha

demostrado aun que estos anticuerpos sean patégenos a pesar de que han
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existido ya varias tentativas de realizar la transferencia pasiva de los

autoanticuerpos a animales de experimentacién (Borradori y cols., 1995).

2.1.5. Enfermedad Ampollosa IgA Linear

El diagndstico de enfermedad ampollosa IgA linear se suele realizar cuando
se observa un predominio de los depésitos lineares de IgA a lo largo de la
membrana basal por inmunofluorescencia directa. Clinica e histolégicamente
es muy parecida a la dermatitis herpetiforme (Smith y Zone, 1993), y fueron
Chorzelski y colaboradores los primeros en diferenciar a esta enfermedad de
la dermatitis herpetiforme (Chorzelski y cols., 1979). Tiene una distribucién
bimodal, siendo mas frecuente por debajo de los 5 afios y alrededor de la
quinta década. Los casos infantiles corresponderian a la llamada “enfermedad
ampollosa cronica de la infancia” y recientemente se ha demostrado que
reconocen el mismo antigeno que la IgA linear del adulto (Zone y cols., 1996).

El cuadro clinico puede ser muy variable. Las lesiones cutaneas son
vesiculas y ampollas tensas que pueden aparecer sobre piel sana o bien
sobre piel eritematosa, distribuyéndose a menudo en la periferia formando las
lesiones “en collar de perlas” que se dice que son muy caracteristicas. Suelen
aparecer a nivel del periné, regién perioral, y en las extremidades, pero
también pueden ser generalizadas. Suele existir prurito. El cuadro clinico
puede evocar un penfigoide ampolloso, una dermatitis herpetiforme o bien una
epidermolisis ampollosa adquirida. En adultos, la mucosas se afectan a
menudo, sobretodo la bucal (37%), la genital (25%) y la conjuntival (20%),
donde pueden aparecer cicatrices. Las lesiones oculares pueden ser
indistinguibles de las de un penfigoide cicatricial. Debido a su frecuencia y que
a menudo son inicialmente asintomaticas, sera preciso realizar siempre un
examen oftalmologico detallado en todo paciente con una enfermedad

ampollosa IgA linear (Aultbrinker y cols., 1988). Se ha descrito la aparicién de
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enfermedad ampollosa IgA linear inducida por vancomicina (Whitworth y cols.,
1996), aunque también se han implicado otros farmacos.

El examen histologico de las lesiones en la enfermedad ampollosa IgA
linear muestra ampollas subepidérmicas con infiltrados inflamatorios en la
dermis. Este puede ser rico en eosindfilos o bien neutréfilos. En este tltimo
caso los neutréfilos pueden formar microabcesos papilares idénticos a los que

se observan en la dermatitis herpetiforme.

Autoanticuerpos

Tal como indica el nombre, la inmunofluorescencia directa de la piel muestra
depositos lineales de IgA a lo largo de la membrana basal, con o sin
presencia de depositos de complemento. En algunos casos, sin embargo,
pueden encontrarse también depositos de 1gG. Sé6lo un pequefio porcentaje
de pacientes adultos y en la mayoria de los casos infantiles es posible
demostrar la presencia de autoanticuerpos circulantes de tipo IgA contra la
membrana basal, casi siempre a titulos bajos. La sensibilidad de la
inmunofluorescencia indirecta aumenta cuando se utiliza piel separada con
cloruro sodico (Wojnarowska y cols., 1995). Los anticuerpos suelen unirse al
lado epidérmico de la separacion (Zone y cols.,, 1990), aunque también
pueden unirse al lado dérmico (Rusenko y cols., 1989), o bien a ambos lados
de la separacion (Willsteed y cols., 1990). Cuando se realizan estudios de
microscopia inmunoelectronica indirecta los depdsitos de inmunoglobulinas
pueden observarse a nivel de a lamina lucida o de la sublamina densa

(Kowalewski y cols., 1995).

Autoantigenos
La realizacidon de estudios de inmunoblot ha permitido identificar distintas
proteinas inmunorreactivas. En primer lugar, Zone y colaboradores han

observado que los sueros de pacientes con enfermedad ampollosa IgA linear
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y enfermedad ampollosa cronica de la infancia tifien el lado epidérmico de la
piel separada con cloruro sédico y reconocen una proteina epidérmica de 97-
kDa (Zone y cols.,, 1990 y 1996). Al realizar estudios de microscopia
inmunoelectrénica indirecta con sueros que reconocian al antigeno de 97-kDa
se pudo ver que dicho antigeno se situaba a nivel de la lamina lacida.por
debajo de los hemidesmosomas y quizés a nivel de las placas
hemidesmosémicas (Ishiko y cols., 1996b). Recientemente se ha
caracterizado la proteina de 97-kDa y se la ha denominado LAD-1
(Marinkovich y cols., 1996). Es sintetizada y secretada por los queratinocitos y
puede detectarse en la membrana basal de distintos tejidos donde se localiza
exclusivamente a nivel de los filamentos de anclaje. Los queratinocitos
secretan una proteina de 120-kDa y ésta probablemente es degradada hasta
97-kDa durante los procesos de extraccion tisular. Trabajos recientes sugieren
que esta proteina es idéntica o se halla estrechamente relacionada con
BP180 (Pas y cols., 1997; Zone y cols. 1997). Otros antigenos diana que se
han descrito han sido BP230 (Ghohestani y cols., 1997a), BP180 (Darling y
cols., 1995; Ghohestani y cols., 1997), o el colageno Vil (Caux y cols., 1997;
Rusenko y cols., 1989).

Patogenia

La patogenia de la enfermedad ampollosa IgA linear se desconoce en el
momento actual. El primer paso sera establecer claramente cual(es) es el
antigeno diana en esta enfermedad. En el caso de aquellos pacientes cuyos
anticuerpos estan dirigidos contra la LAD-1, se ha visto que un anticuerpo
monoclonal que reconoce esta proteina (mAb123) es capaz de producir una
separacion dermoepidérmica in vitro utilizando piel humana (Marinkovich y
cols., 1996). Sin embargo, no existe hasta el momento un modelo animal y los
experimentos de transferencia pasiva se hallan limitados por el hecho que los

titulos de anticuerpos en los pacientes suelen ser siempre muy bajos.
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2.2. Enfermedades Ampollosas Autoinmunes

Intraepidérmicas (Pénfigos)

El término pénfigo se aplica a un grupo de enfermedades ampollosas de la
piel caracterizadas por una pérdida de cohesion de los queratinocitos
epidérmicos entre si que da lugar a la formacibn de ampollas
intraepidérmicas. Este fendmeno es lo que se conoce con el término de
acantolisis y fue descrito por primera vez por Auspitz en el afio 1880. A
pesar de ello, este descubrimiento quedé en el olvido hasta el afio 1943 en
que Achille Civatte volvié a describir este fendmeno y separé el grupo de los
pénfigos de la llamada dermatitis polimorfa de Duhring y Brocq (Civatte,
1943). Este grupo de enfermedades se caracteriza ademas por la presencia
en el suero de los pacientes de autoanticuerpos de tipo IgG dirigidos contra

la superficie celular de los queratinocitos (Stanley, 1993).

2.2.1. Pénfigo Vulgar

En la mayoria de los enfermos con pénfigo vulgar las primeras lesiones
aparecen a nivel de la mucosa oral y puede que durante varios meses se
limiten a esta localizacion hasta que aparezcan lesiones a nivel de la piel.
Las lesiones cutaneas son una ampollas fragiles que se rompen facilmente
y aparecen sobre piel sana no eritematosa. Al romperse estas ampollas
dejan unas erosiones que tardan en curar y forman costras. Si la
enfermedad sigue su curso sin tratamiento estas erosiones confluyen dando
lugar a amplias zonas denudadas con poca tendencia a curar
espontaneamente. El examen histopatolégico de estas lesiones muestra una

separacion de los queratinocitos epidérmicos entre si (acantolisis) que da
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lugar a la formacion de ampollas intraepidérmicas. En el caso del pénfigo
vulgar las ampollas aparecen justo por encima de la capa de queratinocitos
basales (ampollas suprabasales), quedando los queratinocitos basales en el
fondo y dando lugar a una imagen caracteristica que se ha comparado a las

lapidas de un cementerio.

Autoanticuerpos

Si se realiza una inmunofluorescencia directa de piel perilesional pueden
observarse depositos de 1gG y/o complemento a nivel de la superficie de los
queratinocitos. Ademas, por inmunofluorescencia indirecta puede
demostrarse la presencia de anticuerpos circulantes dirigidos contra los
espacios intercelulares de la epidermis en un 80 a 85 % de los casos

(Mascaro y cols., 1996a).

Patogenia

Diversas evidencias tanto clinicas como experimentales demuestran que los
anticuerpos de los pacientes con pénfigo vulgar son patégenos vy
probablemente son los responsables de la enfermedad. En primer lugar,
existen algunas descripciones en la literatura de recién nacidos hijos de
madres con pénfigo vulgar que desarrollaron una enfermedad ampollosa
autolimitada debido al paso transplacentario de anticuerpos maternos. En
segundo lugar, en 1976 Schiltz y Michel demostraron que la fraccion IgG
purificada del suero de pacientes con pénfigo vulgar cuando se afiadia al
medio de piel total en cultivo era capaz de inducir la separacion de las
células y acantolisis (Schiltz y Michel, 1976). Finalmente, la patogenicidad
de los anticuerpos del pénfigo vulgar queddé demostrada definitivamente
cuando se pudo reproducir la enfermedad en animales de experimentacion
mediante la transferencia pasiva de la fracciéon IgG del suero de pacientes

(Anhalt y cols., 1982). En dicho modelo experimental los anticuerpos fueron
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inyectados por via intraperitoneal o subcutanea a ratones recién nacidos de
tipo BALB/c. Estos anticuerpos se unieron entonces a los espacios
intercelulares de la epidermis y, al cabo de 18 a 24 horas de la inyeccién
inicial, los ratones desarrollaron una enfermedad ampollosa con todas las
caracteristicas clinicas, histologicas e inmunopatolégicas del pénfigo vulgar
humano. En dicho modelo animal experimental pudo observarse también
que existia una buena correlacion entre la extension de la enfermedad
producida en los animales y el titulo de los anticuerpos en las fracciones de
IgG inyectadas. Existia, asimismo, una clara relacion entre el grado de
enfermedad que desarrollan los animales y el titulo de anticuerpos

circulantes en su suero.

Autoantigeno

Stanley y cols. fueron los primeros que demostraron que los anticuerpos
presentes en el suero de los pacientes con pénfigo vulgar eran capaces de
inmunoprecipitar un complejo de 210-kDa a partir de extractos epidérmicos
marcados con is6topos radioactivos (Stanley y cols., 1982, 1984b). Este
complejo estaba formado por dos polipéptidos que se hallaban unidos
covalentemente: una proteina de 130-kDa que inicialmente se designé como
"antigeno del pénfigo vulgar”, y otra de 85-kDa que fue identificada mas
tarde como la placoglobina, una de las proteinas de la placa desmosémica
(Korman y cols., 1989). En estudios posteriores se objetivd que éste
"antigeno del pénfigo wvulgar® de 130-kDa también podia detectarse
mediante técnicas de immunoblot utilizando distintos substratos
solubilizados en sodio-dodecil-sulfato (SDS) (Hashimoto y cols., 1990).
Finalmente, utilizando el suero de pacientes con pénfigo vulgar se pudo
clonar y secuenciar el ADN complementario de este "antigeno del pénfigo
vulgar" (Amagai y cols., 1991). Pudo observarse asi que dicha proteina

presentaba similitudes importantes con la familia de las cadherinas, un
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grupo de moléculas de adhesion celular cuya funcion depende de la
presencia de calcio. Se vio que el "antigeno del penfigo vulgar” tenia una
homologia del 60% con una de las cadherinas de la epidermis denominada
desmogleina 1, y por dicho motivo se escogioé el nombre de desmogleina 3
(Buxton y cols., 1993). En estudios posteriores se observd que la
desmogleina 3 se hallaba a nivel de los desmosomas de los queratinocitos
epidérmicos. Esto se demostré mediante la utilizacion de anticuerpos de
conejo inmunizados con desmogleina 3 recombinante. Con ellos se pudo
realizar estudios de inmunomicroscopia electrénica y se observé que los
anticuerpos se fijaban a los desmosomas de queratinocitos en cultivo
(Karpati y cols., 1993). El locus del gen de la desmogleina 3 ha sido
localizado mas adelante nivel del cromosoma 18 (Wang y cols., 1994).

La mayoria de los estudios actuales en el pénfigo vulgar se hallan
encaminados a localizar epitopos inmunodominantes en la molécula de Ia
desmogleina 3. Estos estudios se llevaron a cabo inicialmente mediante la
utilizaciéon de proteinas bacterianas recombinantes de fusién que contenian
varias regiones de esta proteina. Con esta metodologia se pudo identificar
varios epitopos importantes a nivel de la region aminoterminal del dominio
extracelular de la desmogleina 3 (Amagai y cols., 1992). Ademas,
utilizando las proteinas bacterianas recombinantes de fusién que contenian
la porcién aminoterminal de la desmogleina 3 se pudieron purificar,
mediante cromatografia de afinidad, anticuerpos de pénfigo vulgar que eran
capaces de inducir acantolisis al ser inyectados en ratones recién nacidos.
Sin embargo, estas proteinas bacterianas recombinantes de fusion no
fueron capaces de absorber todos los anticuerpos patogenos del suero de
pacientes con pénfigo vulgar. Todos estos resultados sugirieron que a pesar
de existir algunos epitopos a nivel de la regiébn aminoterminal de la
desmogleina 3 a los que se unian parte de los anticuerpos patdgenos,

debian existir otros epitopos (conformacionales o que estaban localizados
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en otras partes de la molécula) que no se hallaban presentes en dichas
proteinas bacterianas recombinantes. Dado que estas proteinas
recombinantes solo pueden expresar epitopos lineares y no son capaces de
presentar la conformacion adecuada de la desmogleina 3, el mismo grupo
de investigadores decidi6 sintetizar una proteina recombinante utilizando un
sistema eucariota de sintesis proteica. Para ello se emple6 el sistema del
baculovirus, en el cual unas lineas celulares de insecto son capaces de
producir proteinas ajenas tras ser infectadas por un virus en cuyo ADN se
introduce la secuencia de la proteina que se quiere sintetizar (en éste caso
la porcion extracelular de la desmogleina 3). De esta forma se pudo producir
una proteina soluble que contenia la porcion extracelular de la desmogleina
3 (Amagai y cols., 1994b). Dicha proteina reaccioné mediante inmunoblot
con la mayoria de los sueros de pénfigo vulgar examinados, pero no con
sueros normales o de otras enfermedades ampollosas. Ademas, en una
proporcién importante de los sueros de pénfigo vulgar se logré abolir o
disminuir su reactividad con los espacios intercelulares epidérmicos tras
incubar las muestras de suero con la proteina recombinante y luego realizar
una inmunofluorescencia indirecta. Esta molécula fue ademas capaz de
absorber la mayoria de los anticuerpos patégenos del suero de dos
pacientes. Los ratones inyectados con la IgG de estos sueros (que habian
sido previamente incubados con la proteina recombinante) no mostraron la
presencia de ampollas clinicas aunque si histologicas.

Los estudios de especificidad antigénica han permitido desarrollar
métodos de ELISA para realizar el diagnostico de pénfigo vulgar y pénfigo
foliaceo utilizando proteinas recombinantes. Asi, en un estudio reciente en
que se utilizaron desmogleina 1 y 3 recombinantes obtenidas mediante el
sistema del baculovirus se pudo detectar anticuerpos contra la desmogleina
3 en el 94% de los sueros de pénfigo vulgar analizados (Ishii y cols., 1997).

Se ha observado que, al igual que los sueros de pacientes con
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pénfigo folidceo, alrededor de dos tercios de los sueros pacientes con
pénfigo vulgar ademas de reaccionar con la desmogleina 3,
inmunoprecipitan un complejo de polipéptidos de 260, 160 y 85-kDa
correspondiente a la desmogleina 1 y a la placoglobina (Eyre y Stanley,
1988a). No se ha demostrado nunca, por el contrario, que ios sueros de
pénfigo folidceo sean capaces de reconocer a la desmogleina 3. Utilizando
proteinas bacterianas recombinantes de fusibn que contenian distintas
regiones de la desmogleina 1 bovina, un estudio sugiri6 que la mayoria de
sueros de pénfigo vuigar con anticuerpos contra la desmogleina 1 sélo
reconocerian la region intracelular de esta proteina (Dmochowski y cols.,
1994). Sin embargo, en otro estudio en el que se utilizé6 una molécula de
desmogleina 1 recombinante expresada a nivel de la superficie de una linea
celular epitelial de mamifero (células COS-1) se observé que el 56% de los
sueros de pénfigo vulgar estudiados reaccionaba con la region extracelular
de la desmogleina 1 (Emery y cols., 1995). Mediante el test de ELISA
descrito previamente en que se utilizaron moléculas recombinantes de
desmogleina 1 y 3 para realizar el diagnostico de pénfigo vulgar y pénfigo
folidceo se observo la presencia de anticuerpos contra la desmogleina 1 en
el 53% de los sueros de peénfigo vulgar (Ishii y cols., 1997). Es interesante
ademas la observacion realizada en este mismo estudio de que los
pacientes que presentaban anticuerpos contra ambas desmogleinas (1 y 3)
ademas de presentar lesiones en la mucosa oral solian tener lesiones
cutaneas cuya extension y severidad correlacionaba con los titulos de
anticuerpos contra la desmogleina 1 (Ishii y cols., 1997).

En un estudio reciente nosotros también hemos podido observar que
la respuesta autoinmune en el pénfigo vulgar es heterogénea (Ding y cols.,
1997). Los epitopos reconocidos por algunos sueros serian especificos de
especie mientras que otros parecen ser especificos de las mucosas,

existiendo subgrupos de pacientes cuyos anticuerpos presentan
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reactividades antigénicas distintas. En primer lugar se observé que un grupo
de pacientes con lesiones localizadas exclusivamente a nivel de la mucosa
oral presentaban sélo anticuerpos contra la desmogleina 3 pero no contra la
desmogleina 1. Ademas el suero de estos enfermos no reconocia los
espacios intercelulares de la epidermis murina y no era patégeno cuando
fue inyectado a ratones recién nacidos. Por otra parte, todos los pacientes
del grupo que presentaba lesiones cutaneas y mucosas tenian anticuerpos
contra la desmogleina 3 y algunos también contra la desmogleina 1. El
suero de estos enfermos reconocié los espacios intercelulares de la
epidermis murina y fue capaz de inducir enfermedad en animales de
experimentaciéon cuando se empleé el modelo animal de transferencia
pasiva. En una de las pacientes estudiadas se observé ademas que la
evolucion clinica de su enfermedad, que paso6 de estar limitada a la mucosa
oral a un cuadro generalizado con afectacion de piel y mucosas, coincidio
con la aparicion de anticuerpos contra la desmogleina 1 (Ding y cols., 1997).
Es interesante comentar también que se han descrito algunos pacientes con
pénfigo vulgar que han presentado una evolucién hacia un cuadro clinico
caracteristico de pénfigo folidaceo con acantolisis subcérnea y anticuerpos
contra un polipéptido de 150-kDa (lwatsuki y cols., 1991; Kawana y cols.,
1994; Chang y cols., 1997). Ademas, en dos de estas pacientes se pudo
objetivar como dicha transicion se asociaba a un cambio de especificidad
antigénica con anticuerpos contra un polipéptido de 130-kDa cuando el
cuadro correspondia a un pénfigo vulgar y anticuerpos contra un polipéptido
de 150-kDa cuando el cuadro evolucioné a pénfigo foliaceo (Kawana y cols.,
1994). A pesar de todas estas observaciones hay que decir que en el
momento actual se desconoce aln cual es el significado de esta reactividad
con la desmogleina 1 que presentan algunos sueros de pacientes con
pénfigo vulgar, asi como cual es su papel en la patogenia de la enfermedad.

En resumen, todos estos estudios sugieren que los autoanticuerpos
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del suero de los pacientes con pénfigo vulgar estan dirigidos principalmente
contra la region extracelular de la desmogleina 3, y que son estos
anticuerpos los responsables de iniciar y producir las lesiones cutaneas de

los enfermos.

2.2.2. Pénfigo Foliaceo

En el pénfigo folidceo las lesiones cuténeas primarias son unas ampollas
superficiales que se rompen facilmente dejando erosiones y costras
superficiales. La enfermedad puede presentarse de forma localizada, o bien
generalizada a modo de una dermatitis eritematodescamativa extensa y, en
algunos casos, puede llegar a manifestarse como una eritrodermia
exfoliativa. El examen histopatolégico en el pénfigo foliaceo muestra unas
ampollas acantoliticas intraepidérmicas localizadas a nivel del estrato

granuloso, justo por debajo de la capa cornea.

Autoanticuerpos

La presencia de autoanticuerpos en el pénfigo folidceo fue descrita por
primera vez en 1968 por Beutner y cols. utilizando técnicas de
inmunofluorescencia directa e indirecta (Beutner y cols., 1968). Estos
autores demostraron que los pacientes con pénfigo foliaceo poseian unos
anticuerpos que se unian a los espacios intercelulares de la epidermis,
dando lugar a un patron de inmunofluorescencia caracteristico. Estos
autoahticuerpos suelen demostrarse por inmunofluorescencia directa a nivel
de la piel perilesional de los pacientes junto con depositos de complemento.
Son de tipo IgG y se ha observado que los titulos séricos correlaciona bien

con la actividad y la extension de la enfermedad (Squiquera y cols., 1988).
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Patogenia

El papel patogénico de los anticuerpos antiepidérmicos de los pacientes con
pénfigo folidceo se halla bien establecido en la actualidad (Mascaré y Diaz,
1996). A pesar de que hasta hace poco distintos trabajos publicados habian
recalcado la ausencia de enfermedad en recién nacidos hijos de madres con
pénfigo foliaceo (Eyre y Stanley, 1988b; Rocha-Alvarez y cols., 1992), se
han descrito recientemente dos casos de pénfigo foliaceo neonatal (Walker
y cols., 1995; Anderson y cols., presentacién oral). Esto demostraria que el
paso transplacentario de los anticuerpos es capaz de inducir enfermedad en
el feto. Ademas, se demostré en estudios in vitro que la 1gG del suero de
pacientes introducida en el medio de cultivo de células epidérmicas y de piel
total era capaz de inducir la separacidon de los queratinocitos entre si
(Morioka y cols.,, 1987). Finalmente, se pudo demostrar de forma
convincente que los autoanticuerpos de pacientes con pénfigo foliaceo eran
patégenos in vivo utilizando el mismo modelo animal que se habia utilizado
en el pénfigo vulgar (Roscoe y cols., 1985). Asi, cuando se inyecta Ia
fraccion 1gG de pacientes con pénfigo foliaceo a ratones recién nacidos
estos reproducen una enfermedad similar a la humana, tanto por lo que
respeta a la clinica, como a la histologia e inmunopatologia. Rock y cols.
demostraron en estudios posteriores que los autoanticuerpos en el pénfigo
foliaceo son predominantemente de tipo 1gG4, y que la IgG4 del suero de
estos pacientes es también patdégena cuando se inyecta a ratones recién

nacidos (Rock y cols., 1989).

Autoantigeno

Stanley y cols. describieron que algunos sueros de pénfigo foliaceo
reaccionaban con una proteina de 160-kDa al realizar inmunoblots utilizando
extractos de epidermis (Stanley y cols., 1986). Mas adelante, el mismo

grupo de investigadores demostrd que todos los sueros de pénfigo foliaceo
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inmunoprecipitaban un complejo de 260-kDa cuando se utilizaban extractos
de epidermis humana no desnaturalizados marcados con is6topos
radioactivos (Eyre y Stanley, 1987). Este complejo estaba formado por la
desmogleina 1 (160-kDa) y otro polipéptido de 85-kDa que mas adelante fue
identificado como la placoglobina (Korman y cols., 1989). Posteriormente, se
describi6 la secuencia del ADN de la desmogleina 1, y se observd su gran
similitud con otras proteinas pertenecientes a la familia de las cadherinas
(Collins y cols., 1991; Koch y cols., 1991). Recientemente, Olague-Alcala y
cols. extrajeron el antigeno del pénfigo foliaceo de la epidermis bovina y lo
emplearon para realizar inmunoprecipitaciones con sueros de pénfigo
foliaceo (Olague-Alcala y cols.,, 1994). Todos los sueros examinados
inmunoprecipitaron un fragmento de 80-kDa que fue purificado y analizado.
Se pudo identificar asi su secuencia de aminoacidos, objetivandose su
identidad con la porcién aminoterminal de la desmogleina 1 (Mascard y
Diaz, 1996).

En los Ultimos afios se han realizado varios estudios para determinar
la localizaciéon de epitopos inmunodominantes a nivel de la molécula de
desmogleina 1. En un primer estudio se analiz6 la reactividad de varios
sueros de pénfigo foliaceo por inmunoblot utilizando unas proteinas
bacterianas recombinantes de fusién que contenian diferentes fragmentos
de la region extracelular de la desmogleina 1 (Allen y cols., 1993). Se
observo que sélo un 30 a 40% de los sueros de pénfigo folidceo reconocia
una o varias de estas proteinas y que éstas no eran capaces de absorber
los anticuerpos patégenos del suero de los enfermos. En la actualidad se
sabe ya que en el pénfigo folidceo los epitopos son principalmente
conformacionales y calcio-dependientes. Por lo tanto era légico que estas
proteinas bacterianas recombinantes de fusion sélo expresasen una
pequefia parte de los epitopos reconocidos por los anticuerpos de pacientes

con pénfigo foliaceo. Mas recientemente, se ha podido conseguir que un
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tipo de células eucariotas (COS-1) expresen desmogleina 1 a nivel de su
superficie (Emery y cols., 1995). De esta forma se ha podido estudiar
mediante inmunofluorescencia indirecta la reactividad de distintos sueros de
pénfigo folidaceo con estas células y, como era de esperar, todos los sueros
de pénfigo folidceo reconocieron la desmogleina 1 en su conformacion
nativa. Ademas, los anticuerpos que reconocian a la desmogleina 1 eran
predominantemente de tipo 1gG4 y su reactividad fue calcio-dependiente.
Amagai y cols. han utilizado el sistema de expresién proteica del baculovirus
para sintetizar desmogleina 1 recombinante soluble con preservacion de los
epitopos conformacionales (Amagai y cols., 1995b). De esta forma
encontraron que esta proteina sintética reaccionaba con todos los sueros de
pénfigo foliaceo. Ademas, la desmogleina 1 recombinante fue capaz de
anular completamente la reactividad de los sueros por inmunofluorescencia
indirecta si estos eran incubados previamente con ella. Finaimente, ratones
inyectados con la IgG de sueros de pénfigo foliaceo que habian sido
previamente incubados con esta proteina no mostraron la presencia de
enfermedad. Asi, la desmogleina 1 recombinante pudo absorber
completamente los anticuerpos patégenos de estos sueros.

Como se comentaba en el apartado sobre pénfigo vulgar en un
estudio reciente se utilizd desmogleina 1 y 3 recombinantes obtenidas
mediante el sistema del baculovirus para desarrollar un método de ELISA
para realizar el diagnéstico de pénfigo vulgar y pénfigo folidceo. En este
estudio se pudo detectar anticuerpos contra la desmogleina 1 en el 96% de
los sueros de pénfigo foliaceo analizados (Ishii y cols., 1997).

En conclusion, todos estos estudios apoyan la hipo6tesis que el suero
de los pacientes con pénfigo foliaceo posee anticuerpos dirigidos contra el
dominio extracelular de la desmogleina 1. Estos son predominantemente de
la subclase 1gG4, son patégenos y probablemente responsables de la

enfermedad cutanea de estos pacientes (Mascaré y Diaz, 1996).
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2.2.3. Pénfigo Paraneoplasico

El pénfigo paraneoplasico es una enfermedad ampollosa recientemente
descrita que se asocia a diversos tipos de neoplasia (Anhalt y cols., 1990;
Mutasim y cols., 1993a). Las neoplasias que se han descrito mas
frecuentemente asociadas han sido hematoldgicas (linfomas no Hodgkin,
leucemia linfatica crénica, macroglobulinemia de Waldestrom, tumor de
Castleman), aunque también se han descrito timomas, sarcomas vy
carcinomas. Clinicamente se caracteriza por una afectacion importante de
las mucosas con erosiones dolorosas a nivel oral. Pueden haber también
erosiones y ampollas genitales, asi como conjuntivitis erosiva y afectacion
de otras mucosas como la nasal, orofaringea, traqueobronquial y esoféagica.
No es sorprendente por ello que clinicamente se evoquen los diagnéstico de
liguen plano erosivo, eritema polimorfo o sindrome de Stevens-Johnson. Las
lesiones cutaneas suelen ser polimorfas, aunque es caracteristica la
presencia de una erupcion de lesiones maculopapulosas eritematosas y
ampollosas con miuitiples erosiones. Estas lesiones pueden simular un
pénfigo vuigar, eritema polimorfo, penfigoide ampolloso o un liquen plano.
Histolégicamente las lesiones muestran ampollas intraepidérmicas vy
acantolisis suprabasal. Se ha descrito ademas la presencia de vacuolizacion
de la basal y de queratinocitos necréticos en la epidermis (Horn y Anhalt,
1992).

Autoanticuerpos

La inmunofluorescencia directa de piel perilesional muestra la presencia de
depositos intercelulares epidérmicos de IgG y/o complemento. En algunos
pacientes se pueden observar depdsitos granulares o lineales a nivel de la
uniéon dermoepidérmica. Al igual que en los otros tipos de pénfigo, el suero

de los enfermos con pénfigo paraneoplasico contiene anticuerpos que
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reaccionan con los espacios intercelulares de los epitelios planos
estratificados. Asi, la mayoria de los sueros de estos enfermos reaccionara
con los espacios intercelulares del epitelio de eséfago de mono y/o lengua
de rata. Sin embargo, estos anticuerpos también son capaces de unirse a la
superficie celular de epitelios simples, columnares y de transicion, asi como
a otros tejidos no epiteliales (Mascard y cols., 1996b). Se ha observado asi
unién a los espacios intercelulares del epitelio respiratorio, colon, intestino
delgado, vejiga urinaria, tiroides, miocardio, misculo esquelético, e higado.
A menudo se ha empleado el epitelio transicional de la vejiga de rata como
substrato para realizar la inmunofluorescencia indirecta. Iniciaimente se
pensé que era una técnica muy especifica (98.9%) para detectar los
autoanticuerpos de los pacientes con pénfigo paraneoplasico y
diferenciarlos de otros tipos de pénfigo (Liu y cols., 1993a). Sin embargo, en
un estudio reciente, Helou y cols. han demostrado que este substrato no es
tan utii como inicialmente se pensaba ya que no permite detectar
anticuerpos circulantes en todos los pacientes (Helou y cols., 1995). Dentro
de un grupo de 28 pacientes, el 25% no mostro reactividad con el epitelio de
vejiga de rata, mientras que los estudios de inmunoprecipitacion confirmaron
el diagnostico de pénfigo paraneoplasico. También se ha visto que la
especificidad de esta prueba no es tan elevada como se pensaba, ya que
pueden existir falsos positivos, como en algunos pacientés con formas
severas de eritema polimorfo (que pueden ademas confundirse clinicamente
con un pénfigo paraneoplasico) que poseen anticuerpos circulantes contra
las desmoplaquinas y que son positivos cuando se realiza la
inmunofluorescencia indirecta del suero con vejiga de rata y otros tejidos
(Foedinger y cols., 1995). En definitiva, la vejiga de rata es un substrato con
una especificidad (83%) y sensibilidad (75%) bastante altas que la hacen un
buen substrato para realizar el rastreo de anticuerpos por

inmunofluorescencia indirecta de los sueros de pacientes con sospecha de
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pénfigo paraneoplasico. No obstante un resultado negativo no descarta el
diagnoéstico, y la positividad tampoco lo confirma. Por ello, la
inmunoprecipitacion sigue siendo el método de eleccion para confirmar el

diagnéstico de pénfigo paraneoplasico.

Autoantigenos

Anhalt y cols., en su descripcion inicial y en otros estudios posteriores, han
demostrado utilizando técnicas de inmunoprecipitacién con extractos de
queratinocitos marcados con isotopos radioactivos que el suero de los
pacientes con pénfigo paraneoplasico reconoce un grupo de cinco
polipéptidos de 250, 230, 210, 190, y 170-kDa (Anhalt y cols., 1990; Ousler
y cols., 1992; Mascarod y cols., 1996b). Este patron de inmunoprecipitacion
es Unico ya que estas proteinas no son reconocidas por ningtin otro tipo de
pénfigo. No todos los pacientes con pénfigo paraneoplasico reconocen
todos estos polipéptidos; algunos tienen una escasa o nula reactividad con
los antigenos de 250 y 230-kDa, mientras que la mayoria reacciona con las
bandas proteicas de 210, 190 y 170-kDa. Recientemente se ha observado
que los sueros de pénfigo paraneoplasico reaccionan con las bandas
proteicas de 210 y 190-kDa utilizando técnicas de inmunoblot (Hashimoto y
cols., 1995). Las bandas de 250 y 230-kDa fueron detectadas con menor
frecuencia que con la inmunoprecipitacion y la de 170-kDa no pudo
detectarse utilizando esta técnica.

Se ha visto que las bandas de 250 y 210-kDa corresponden a la
desmoplaquinas | y I, respectivamente (Stanley, 1995). Las
desmoplaquinas son unas proteinas que forman parte de las placas
citoplasmaticas de los desmosomas de las cuales son quizas el componente
mas importante. Como se ha mencionado antes, la presencia de anticuerpos
contra las desmoplaquinas no es especifica del pénfigo paraneoplasico ya

que también se ha podido observar en algunos enfermos con eritema
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polimorfo major (Foedinger y cols., 1995). Recientemente, sin embargo, se
ha observado que la banda de 210-kDa no corresponderia a la
desmoplaquina Il tal como se pensaba hasta ahora, sino que corresponderia
a una proteina que forma parte de las proteinas de la envoltura cérnea de
los queratinocitos denominada envoplaquina (Kim y cols., 1997). La banda
de 230-kDa corresponde a BP230, el antigeno de 230-kDa del penfigoide
ampolloso. En el momento actual se desconoce cual es la identidad de las
proteinas de 190 y 170-kDa. En la descripcion original de la enfermedad se
pensd que la banda proteica de 170-kDa correspondia a un producto de
degradacién de uno de los otros antigenos, sin embargo en la actualidad se
cree que es un componente integral del complejo antigénico del pénfigo
paraneoplasico ya que la mayoria de los sueros de pénfigo paraneoplasico

la inmunoprecipita.

Patogenia

La patogenicidad de los anticuerpos de los pacientes con pénfigo
paraneoplasico fue demostrada en la descripcion original de la enfermedad
utilizando el mismo modelo animal experimental que se habia utilizado en
los otros tipos de pénfigo (Anhalt y cols., 1990). La IgG purificada del suero
de pacientes con pénfigo paraneoplasico fue inyectada intraperitonealmente
a ratones recién nacidos y estos presentaron vesiculas intraepidérmicas, asi
como depdsitos de IgG humana a nivel de los espacios intercelulares de la
epidermis. Dado que tanto las desmoplaquinas como el antigeno de 230-
kDa son proteinas intracelulares no se cree que los autoanticuerpos
dirigidos contra estas proteinas puedan ser patogenos (Stanley, 1995). Se
ha demostrado ademas que los anticuerpos anti-desmoplaquina que
presentan algunos enfermos con eritema polimorfo no son patégenos
(Foedinger y cols., 1995). Es por ello, que se ha hipotetizado que quizas

sean los anticuerpos dirigidos contra el antigeno de 190-kDa 6 el de 170-
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kDa los que puedan ser responsables de la enfermedad (Stanley, 1995)
dado que tanto las desmoplaquinas como BP230 son proteinas
intracelulares y por lo tanto los anticuerpos no serian capaces de unirse a

ellas si las células estan intactas.
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3. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
ACANTOLISIS EN EL PENFIGO VULGAR

A pesar de los grandes avances realizados en el conocimiento de los
anticuerpos y antigenos implicados en el pénfigo vulgar no esta claro adn
cual es el mecanismo por el cual los autoanticuerpos son capaces de inducir
la acantolisis en la epidermis. Tal como se ha comentado previamente, la
mayoria de los estudios actuales se hallan encaminados a identificar los
diferentes epitopos contra los cuales van dirigidos los anticuerpos de los
pacientes, y mas concretamente los epitopos patégenos, es decir aquellos
epitopos contra los cuales van dirigidos aquellos anticuerpos capaces de
desencadenar las lesiones cutaneas. Sin embargo, es de gran interés tanto
a nivel tedrico como practico, saber lo que sucede en la epidermis a partir
del momento que las moléculas de IgG se unen al antigeno diana en la
superficie de los queratinocitos. Se ha observado, por ejemplo, que cuando
se realizan estudios cronolégicos utilizando el modelo animal de
transferencia pasiva el hallazgo mas precoz, que aparece en las tres
primeras horas después de la inyeccion de anticuerpos, es un
ensanchamiento de los espacios intercelulares correspondiente a un edema
intercelular a ese nivel (Takahashi y cols., 1985; Anhalt y Diaz, 1989). Se
aprecia ademas una rotura de la adhesion de los tonofilamentos a la placa
desmosoémica, produciéndose una retraccion de los mismos alrededor del
nucleo. Estos hallazgos se van intensifican posteriormente y se observa
finalmente la separacién de las células.

Repasaremos a continuacion los distintos mecanismos patogénicos
que se han implicado en el desarrollo de las lesiones cutaneas en el pénfigo:
papel del complemento, valencia de los anticuerpos, pérdida de funcién de

la desmogleina 3, papel de las proteasas, y activacion de sefiales de
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transduccion intracelular.

3.1 Papel del Complemento

Los primeros estudios de inmunofluorescencia directa permitieron evidenciar
la presencia de depésitos de la fraccion C3 del complemento a nivel de los
espacios intercelulares de la epidermis de la piel perilesional de pacientes
afectos de pénfigo vulgar y pénfigo foliaceo. Posteriormente se demostro
que en ratones recién nacidos inyectados con la fraccién IgG de estos
pacientes también se reproducian estos mismos depoésitos de C3. Estos
hallazgos apoyaban sin duda la hip6tesis de que la activacion del sistema
del complemento jugaba un papel importante dentro de la patogenia de
estas dos enfermedades, y durante unos afios se penséd que esta activacion
era la responsable de la acantolisis.

Sin embargo, los estudios experimentales han demostrado que esto
no es cierto. La inyeccion de IgG de pénfigo vulgar es capaz de causar
enfermedad tanto en ratones con un déficit genético del complemento como
en ratones en los cuales el complemento ha sido inactivado mediante la
administracion de veneno de cobra (Anhalt y cols., 1986a). Estos resultados
sugieren que la activacion de la cascada del complemento no es necesaria
para la aparicion de las lesiones ampollosas en el pénfigo vulgar.

En el caso del pénfigo foliaceo se demostrd inicialmente que las
fracciones F(ab'), y Fab' de la IgG del suero de pacientes con pénfigo
foliécéo también eran patogenas utilizando el modelo murino experimental
(Rock y cols., 1989). Dado que los fragmentos F(ab’), y Fab’ no son
capaces de activar el sistema del complemento estos hallazgos también
sugieren que la activacion de la cascada del complemento no es necesaria
para la aparicion de las lesiones ampollosas en el pénfigo foliaceo. Estos

hallazgos han sido recientemente ampliados mediante la demostracién que
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la IgG de pénfigo folidaceo es capaz de inducir enfermedad cuando se
inyecta a ratones con un déficit genético del complemento o bien ratones en
los cuales se ha inactivado el sistema del complemento mediante la
administracion de veneno de cobra (Espafia y cols., 1997). En conclusion,
todos estos hallazgos sugieren que tanto en el pénfigo vulgar como en el
pénfigo folidceo los autoanticuerpos pueden provocar la acantolisis sin
precisar de la activaciéon del sistema del complemento para que aparezcan

las lesiones cutaneas.

3.2. Valencia de los Anticuerpos

El papel de la valencia de los anticuerpos se ha estudiado en algunas
enfermedades autoinmunes mediadas por autoanticuerpos (Peers y cols.,
1993; Drachman, 1994). El caso mas ilustrativo es el de la miastenia grave,
una enfermedad neuroldégica autoinmune en la cual los anticuerpos
provocan la desaparicion de los receptores de acetilcolina de la membrana
postsinaptica de la placa motora (Drachman, 1994). Esta enfermedad se
caracteriza por la existencia de una debilidad muscular tras actividad
prolongada que tiende a recuperarse tras un periodo de descanso o con la
administracion de farmacos anticolinérgicos. Se ha demostrado que la
debilidad muscular de los pacientes afectos de miastenia grave esta
relacionada con la presencia en el suero de los pacientes de anticuerpos
circulantes frente a los receptores de acetilcolina. Ademas, se ha
demostrado que la transferencia pasiva de la IgG de los pacientes a ratones
es capaz de reproducir gran parte de las caracteristicas de la enfermedad
en estos animales (Toyka y cols., 1977). Posteriormente se ha visto que la
capacidad que tiene la IgG de los pacientes de producir patologia en
animales de experimentacion depende de su valencia. Asi, si se inyectan

animales con fragmentos Fab monovalentes obtenidos de la 1gG de
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pacientes con miastenia grave éstos no desarrollan enfermedad (Drachman
y cols., 1978). Al utilizar los fragmentos Fab monovalentes estos siguen
siendo capaces de unirse a los receptores de acetilcolina pero no de
acelerar su degradacion como hacen los anticuerpos bivalentes, y por lo
tanto no producen enfermedad tras ser inyectados en animales. Para
explicar este fendmeno se ha hipotetizado que es el entrecruzamiento
(cross-linking) a nivel de la superficie celular del receptor de la acetilcolina,
antigeno de la enfermedad, por anticuerpos bivalentes lo que
desencadenaria la activacion de sistemas intracelulares, con la consiguiente
internalizacion rapida de los receptores de acetilcolina por un proceso de
endocitosis y su posterior degradacién (Drachman y cols., 1978;Drachman,
1994). Por lo tanto, en el caso de la miastenia grave se cree que es la
capacidad de una molécula de anticuerpo de unirse a dos moléculas de
antigeno en la superficie celular lo que desencadena la enfermedad.

Tal como se ha comentado previamente, el papel patogénico de los
anticuerpos del pénfigo vulgar ha sido demostrado utilizando experimentos
de transferencia pasiva a ratones recién nacidos. En éstos la inyeccién de la
fraccion 1gG obtenida del suero de pacientes con pénfigo vulgar fue capaz
de reproducir todas las caracteristicas de la enfermedad humana cuando fue
inyectada intraperitonealmente a estos animales (Anhalt y cols., 1982).
Posteriormente se estudio el papel de la valencia de los autoanticuerpos en
la induccion de la acantolisis utilizando el mismo modelo experimental
(Anhalt y cols., 1986). Los fragmentos F(ab'), y Fab' obtenidos de la fraccion
IgG de un soélo paciente con penfigo wvulgar fueron inyectados
intraperitonealmente a ratones recién nacidos. Los siete animales
inyectados con fragmentos F(ab'), presentaron ampollas y erosiones
cutaneas mientras que ninguno de los cinco animales inyectados con los
fragmentos Fab' desarrollo lesiones cutdneas. A pesar de elio por

inmunofluorescencia directa se pudo observar que estos fragmentos se
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unian a los espacios intercelulares de la epidermis de estos animales. Se
concluyé por lo tanto que los fragmentos monovalentes de los anticuerpos
de pénfigo vulgar no eran patogenos en el ratbn a pesar de que se
mantuviese su capacidad para unirse a la epidermis. Estos hallazgos
contrastan notablemente con lo que se halldé posteriormente en el caso del
pénfigo foliaceo, en el que tanto los fragmentos F(ab'), como Fab' de la
fraccion IgG del suero de un paciente con pénfigo foliaceo endémico fueron
capaces de inducir enfermedad tras ser inyectados por via subcutanea a
ratones recién nacidos (Rock y cols., 1990).

Todo ello sugeriria que en el caso del pénfigo vulgar, al igual que en
la miastenia grave y paraddjicamente al contrario que sucede en el pénfigo
foliaceo, es necesaria la union de dos fragmentos Fab al antigeno diana
para que aparezca la acantolisis. Esto daria lugar a un entrecruzamiento
(cross-linking) de la desmogleina 3 en la superficie celular, lo que a su vez
activaria sefales de transduccion intracelular que bien directamente, bien a
través de una activacion de las proteasas o de una pérdida de funcién de la
desmogleina darian lugar a la formacién de ampollas en el interior de la

epidermis.

3.3. Pérdida de Funcién de la Desmogleina 3

Otro de los mecanismos que se ha sugerido para explicar la acantolisis es
una pérdida de funcion de la desmogleina 3. Aqui se ha hipotetizado que la
acantolisis seria desencadenada por la simple union de los anticuerpos de
pénfigo vulgar a alguna zona de la desmogleina 3 que medie su adhesividad
con la célula vecina, dando lugar a una pérdida de su funcién adhesiva
(Diaz y Marcelo, 1978). A pesar de que hasta la fecha no han habido
trabajos que demuestren esta hipétesis, se han publicado recientemente los

resultados de un estudio con ratones transgénicos que refuerza el papel de
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la pérdida de funcion de la desmogleina 3 en la patogenia del pénfigo vulgar
(Koch y cols., 1997). En dicho estudio se logré producir ratones con una
mutacion selectiva a nivel del gen de la desmogleina 3. Se confirmé la
mutacion en los animales homocigotos mediante la demostracién que estos
ratones no poseian ARN mensajero de la desmogleina 3 y que dicha
proteina no podia demostrarse en la piel mediante inmunofluorescencia o
inmunoblot. Los ratones homocigotos para esta mutacién eran normales al
nacer pero a los pocos dias comenzaron a perder peso. Se objetivd que
esto era debido a un problema en la ingesta ocasionado por la existencia de
erosiones orofaringeas que histolégicamente mostraban una acantolisis
suprabasal como la que se observa en las biopsias de pénfigo vulgar. La
microscopia electronica objetivdé una separacién de los desmosomas. Los
animales presentaban ademas caida del pelo, costras, y ampollas
suprabasales a nivel de la piel. Estos resultados demuestran la importancia
de la desmogleina 3 en la adhesion celular a nivel de las capas mas
profundas de queratinocitos epidérmicos y sugieren ademas que los
anticuerpos en el pénfigo podrian actuar interfiriendo directamente la funcion

adhesiva de esta proteina (Koch y cols., 1997).

3.4. Proteasas

La plasmina es una enzima de la familia de las proteasas que posee un
amplio espectro y que es capaz de digerir estructuras de unién como los
desmosomas. Esta enzima circula en el suero en forma de un precursor
inactivo, el plasminégeno, que precisa de la accion del activador del
plasminégeno. El activador del plasminégeno a su vez es otra enzima que
activa el plasminégeno sérico y lo transforma en plasmina. Esto suele ocurrir
principalmente a nivel de la superficie celular dado que el activador del

plasminégeno se mantiene activo unido a unos receptores que se hallan
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localizados a nivel de la superficie de las células, impidiendo su inactivacion
por parte de inhibidores séricos.

El aumento de actividad de las proteasas (concretamente la
plasmina) a nivel de las lesiones ha sido implicado como mecanismo
desencadenante de la acantolisis. Esto fue inicialmente sugerido por un
estudio en el que se observoé que al cabo de 6-8 horas de afadir IgG de
pénfigo vulgar a cultivos de queratinocitos aparecia un aumento del
activador del plasmindégeno y posteriormente acantolisis (Hashimoto y cols.,
1983). Del mismo modo, en otro estudio similar se demostré que si se
afadia 1gG del suero de pacientes con pénfigo foliaceo aparecia acantolisis
y un aumento de sintesis del activador del plasminégeno (Morioka y cols.,
1987). En un estudio reciente se ha observado que la IgG de sueros de
pénfigo vulgar aumenta significativamente la expresion del receptor del
activador del plasminégeno en la superficie de células DJM-1 y de
queratinocitos normales en cultivos tras 3 y 7 dias de incubacién (Seishima y
cols., 1997).

Se ha hipotetizado que la unién de la IgG de sueros de pénfigo vulgar
activaria los mecanismos de transduccion intracelular con un aumento
consecuente de la expresion del receptor del activador del plasminégeno y
de la actividad del activador del plasminégeno en la superficie celular. Esto
daria lugar a una activacion selectiva de la plasmina en la superficie de las
células con la consiguiente digestion enzimatica de las proteinas
desmosomicas y acantolisis.

Sin embargo, utilizando el modelo animal experimental se ha
observado que si se inyecta primero dexametasona (un inhibidor del
activador del plasmindgeno) a los ratones, éstos continidan desarrollando
enfermedad tras inyectar IgG de pénfigo vulgar (Anhalt y cols., 1986Db).
Ademas, en estudios recientes hemos observado que la inyeccién de la

fraccion IgG de sueros de pénfigo vulgar y pénfigo foliaceo a ratones con un
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déficit genético del activador del plasmindgeno (ratones knock-out), éstos
presentan lesiones ampollosas tipicas de la enfermedad idénticas a las de
ratones sanos (Liu y Mascard, observaciones no publicadas). Todas estas
observaciones van en contra de que las proteasas, en particular el sistema
del plasmindgeno, jueguen un papel determinante en la acantolisis inducida

por los autoanticuerpos en el pénfigo vulgar.
3.5. Activacion de Sefales de Transduccion Intracelular

Las sefiales de transduccién intracelular aparecen tras la uniéon de una
molécula extracelular (Qque se denomina primer mensajero) a un receptor en
la membrana celular. Esto desencadena la produccion de una sustancia
intracelular (que se denomina segundo mensajero) que es la que mediara
los efectos celulares del primer mensajero. Uno de los segundos mensajeros
de mayor importancia es el inositol trifosfato que se produce a consecuencia
de la activacion de dos receptores: unos ligados a la proteina G (GTP
dependientes) y otros ligados a la tirosin quinasa (ATP dependientes). Al ser
activados en la superficie celular estos receptores actuan sobre el
fosfoinositol difosfato presente en la membrana plasmatica y a través de la
fosfolipasa C producen un aumento de la concentracion intracelular de
inositol trifosfato y de calcio por una parte, y una elevacion de diacilglicerol
junto a una estimulacion de la proteinquinasa C por otra. Esta enzima tiene
la capacidad de fosforilar algunas proteinas intracelulares y de esta manera
podrié controlar diferentes procesos celulares.

Se ha observado en los ultimos afios que la unién de los anticuerpos
de pénfigo vulgar con el antigeno en la superficie de los queratinocitos es
capaz de activar sefiales de transduccién intracelular (Kitajima, 1996). En
dos estudios recientes se han observado hallazgos que sugieren que las

vias metabdlicas del calcio y del inositol estan implicadas en la acantolisis.
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En primer lugar, se observd que al afiadir la fraccion IgG de sueros de
pénfigo foliaceo y pénfigo vulgar a queratinocitos en cultivo se producia un
aumento transitorio de la concentracion de calcio intracelular (Seishima y
cols., 1995). Se vio también que este fenébmeno venia precedido por un
rapido aumento del inositol trifosfato, sugiriendo que el inositol trifosfato es
el mediador del aumento de calcio intracelular provocado por la 1gG de
pénfigo. Posteriormente, este mismo grupo de trabajo observé que estas
respuestas eran abolidas por un inhibidor de la fosfolipasa C a pesar de
persistir la unién del anticuerpo IgG a la superficie celular. Se cree por lo
tanto que la fosfolipasa C estaria implicada y seria la responsable del paso
de inositol difosfato a trifosfato (Esaki y cols., 1995). Estos dos estudios han
puesto de manifiesto que la via metabdlica del inositol puede jugar un papel
en la acantolisis inducida por la IgG del pénfigo foliaceo y del pénfigo vulgar
(Esaki y cols., 1995).

Como se ha mencionado antes la fosfolipasa C también produce
diacilglicerol, otro segundo mensajero capaz de activar a la proteinquinasa
C. Por dicho motivo también se ha estudiado el papel de esta enzima y
recientemente se ha observado que después de afiadir IgG de pénfigo a
queratinocitos en cultivo existe un rapido aumento de actividad de las
diferentes isoenzimas de la proteinquinasa C durante al menos los primeros
30 minutos (Osada y cols., 1997). La observacién de estas alteraciones
anicamente con la IgG de pacientes con pénfigo foliaceo y pénfigo vulgar,
pero no con la de controles sanos o de pacientes con penfigoide ampolloso,
indicaria que la IgG de pénfigo da lugar a un patrén de transduccion de
sefales intracelulares caracteristico con activacién de la fosfolipasa C,
movilizacién del calcio intracelular dependiente del inositol trifosfato y
activacion de la proteinquinasa C. Todos estos mecanismos se hallan
resumidos en la FIGURA 7.
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FIGURA 7. Diagrama esquematico de los mecanismos intracelulares que
podrian estar implicados en la acantolisis tras la unién de la IgG de pénfigo
al antigeno a nivel de la superficie celular. FLC, fosfolipasa C; IF;, inositol
trifosfato; FIF,, fosfatidil difosfato; DG, diacilglicerol; PKC, proteinquinasa C;
G, proteina G; R, receptores; Ca’", calcio. Diagrama adaptado de Kitajima
(Kitajima, 1996).

- Se piensa asi que tras unirse los autoanticuerpos de los pacientes
con pénfigo al antigeno diana (desmogieina) en la superficie celular se
activarian algunos receptores de membrana, con posterior activacion de la
fosfolipasa C y estimulacion de la via del inositol. Esta estimulaciéon
conllevaria entonces un aumento del calcio intracelular y una estimulacién

de la proteinquinasa C. Ello podria dar lugar a la fosforilacion de proteinas
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constitutivas importantes de la placa desmosomica a nivel de serina/treonina
o ftirosina, con la consiguiente pérdida de la funcionalidad adhesiva.
Ademas, la activacion de la proteinquinasa C produciria una fosforilaciéon en
residuos serina de otras proteinas, entre las que se incluirian las
desmogleinas y las desmoplaquinas, lo que produciria una pérdida de la
unién entre éstas y los filamentos intermedios. El aumento del calcio
intracelular por otra parte podria también actuar sobre otras proteinas
constitutivas de la placa desmosémica u otras uniones como las que facilitan
la interaccion entre los filamentos de actina y la membrana plasmatica
(Tanaka y cols., 1991b).

Todos los mecanismos revisados aqui no se excluyen entre ellos. Asi, la
union de autoanticuerpos bivalentes de sueros de pénfigo vulgar daria lugar
a un entrecruzamiento (cross-linking) de la desmogleina 3 en la superficie
celular, lo que a su vez activaria los mecanismos de transduccion
intracelular. Dicha activacién podria producir una pérdida de la funcién
adhesiva de la desmogleina 3 y/o un aumento de la expresion del receptor
del activador del plasminogeno y de la actividad del activador del
plasminégeno en la superficie celular con la posterior activacion de la
plasmina. El sistema del complemento, finalmente, aunque no sea necesario
para desencadenar la acantolisis podria jugar un papel importante en la
amplificacion de todos estos mecanismos que daran lugar a la formacién de

ampollas en el interior de 1a epidermis.
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OBJETIVOS

En este trabajo se ha pretendido investigar el mecanismo molecular por el
cual se produce la acantolisis en el pénfigo vulgar desde el punto de vista de
la valencia de los autoanticuerpos. Por ello en este estudio se ha evaluado
si los fragmentos monovalentes (Fab) de los anticuerpos de pénfigo vulgar
son capaces de inducir enfermedad como en el caso en el pénfigo foliaceo.
Para ello se ha comparado la capacidad de induccién de acantolisis de
fragmentos bivalentes [IlgG y F(ab'),] y monovalentes [Fab] de anticuerpos
de pénfigo vulgar. El poder investigar si los autoanticuerpos de pénfigo
vulgar difieren realmente de los de pénfigo foliaceo en el modo en que
producen la acantolisis (unién simple de los anticuerpos al antigeno vs
entrecruzamiento) nos puede proporcionar una nueva vision sobre los
mecanismos por los cuales estos autoanticuerpos son capaces de

desencadenar acantolisis.

Asi, los objetivos concretos de la presente Tesis han sido los

siguientes:

o Estudiar el papel patogénico de los fragmentos F(ab’), de la IgG del
suero de pacientes con pénfigo vulgar utilizando un modelo animal

experimental.

o Estudiar el papel patogénico de los fragmentos Fab de la IgG del
suero de pacientes con pénfigo vuigar utilizando un modelo animal

experimental.
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o Estudiar el curso evolutivo de la accién patogénica de la IgG del
suero de pacientes con pénfigo vulgar utilizando un modelo animal

experimental.

o Estudiar el curso evolutivo de la acciéon patogénica, si la hubiese, de
la Fab del suero de pacientes con pénfigo vulgar utilizando un

modelo animal experimental. Comparario con el de la igG.

o Estudiar y comparar el papel patogénico de dosis equimolares de las
fracciones IgG y Fab de pénfigo vulgar de un mismo paciente

utilizando un modelo animal experimental.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para realizar los experimentos de transferencia pasiva de anticuerpos se
emplearon ratones recién nacidos de tipo BALB/c. Los animales tenian entre
24 y 48 horas de vida y su peso oscilaba entre 1.3 y 2 gramos. Los ratones
se obtuvieron de una colonia de progenitores mantenida en el Animal
Resource Center del Medical College of Wisconsin, Milwaukee, Estados

Unidos.

2. SUEROS HUMANOS EMPLEADOS

Para los experimentos de transferencia pasiva se utilizé el suero de 3
pacientes con pénfigo vulgar. En cada uno de los pacientes el diagnéstico
se habia realizado en base a criterios clinicos, histolégicos e
inmunopatologicos. Cada uno de los sueros habia sido obtenido por
plasmaféresis por el Dr. Luis A. Diaz durante su estancia en los
Departamentos de Dermatologia de la Universidad de Michigan en Ann
Arbor (Michigan, Estados Unidos) y en la Universidad John Hopkins de
Baltimore (Maryland, Estados Unidos). Los sueros de estos pacientes y las
distintas fracciones obtenidas de ellos seran denominados de aqui en
adelante como RL, EK y VDV de acuerdo con las iniciales de cada paciente.
Como control negativo para los diferentes experimentos se utilizé el suero

de dos voluntarios sanos.
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3. PRODUCCION DE DESMOGLEINA 3 RECOMBINANTE
UTILIZANDO EL SISTEMA DE EXPRESION DEL
BACULOVIRUS

La regién extracelular de la desmogleina 3 que se empled para caracterizar
los sueros mediante inmunoblot e inmunoprecipitaciéon fue preparada
utilizando el sistema de expresion proteica del baculovirus siguiendo una
técnica ya descrita (Amagai y cols., 1994b). Para ello se cloné primero en
un vector pCRIl el ADN complementario intacto de la region extracelular de
la desmogleina 3 y éste fue secuenciado de forma que se verificé que la
secuencia fuese idéntica a la que ha sido publicada para la desmogleina 3
(Amagai y cols., 1991). Este ADN complementario se expresé entonces en
el sistema de expresion del baculovirus (MAxBAc BEVS, Invitrogen, San
Diego, California, Estados Unidos) siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. Asi, el ADN complementario fue subclonado primero en un
vector de expresion de baculovirus (PVL1393) y se transfectaron entonces
con él células de insecto de tipo Sf9. El baculovirus recombinante fue
entonces aislado y se confirmé mediante PCR que el ADN complementario
tenia una insercion correcta. Se prepar6 entonces un stock de baculovirus
recombinante con un elevado nimero de copias del ADN cbmplementario
de la region extracelular de la desmogleina 3. Posteriormente se infectaron
células de insecto de tipo Hi-5 con el stock de virus recombinante y estas
fueron cultivadas durante 4 dias. Las células secretaron entonces la
proteina recombinante (region extracelular de la desmogleina 3) al medio de
cultivo celular a partir de donde se pudo obtener mediante recoleccién del

sobrenadante tras centrifugarlo para eliminar detritos celulares.
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4. CARACTERIZACION DE LOS SUEROS

4.1. Inmunofluorescencia

Los sueros de los tres pacientes y de los dos voluntarios sanos fueron
estudiados por inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos
policlonales de cabra dirigidos contra la fraccion Fc de la IgG humana
marcados con isotiocianato de fluoresceina (Cappel, Durham, North
Carolina, Estados Unidos). Se utiliz6 es6fago de mono como substrato para
la inmunofluorescencia indirecta y se siguieron métodos rutinarios ya
descritos (Emery y cols., 1995).

Se realiz6 ademas un estudio de subclases de los autoanticuerpos en
los 3 pacientes con pénfigo mediante inmunofluorescencia indirecta
utilizando anticuerpos monoclonales de raton dirigidos contra cada una de
las 4 subclases de la IgG humana como anticuerpos secundarios. Como
anticuerpo terciario se empleé un anticuerpo policlonalvde oveja dirigido
contra la IgG de raton marcado con isotiocianato de fluoresceina siguiendo

métodos ya descritos (Rock y cols., 1989).
4.2. Inmunoblot

Los sueros fueron estudiados mediante inmunoblot utilizando métodos ya
descritos (Giudice y cols., 1993). Como substrato se emplearon extractos de
epidermis humana obtenidos a partir de piel de prepucio procedente de
circuncisiones de recién nacidos (la circuncision se practica de forma
rutinaria a todos los recién nacidos varones en Estados Unidos, y por ello
esta es la forma mas sencilla de obtener piel sana). La epidermis fue

separada de la dermis calentando la piel a 56°C durante 30 segundos.
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Posteriormente se congel6 mediante inmersion en nitrégeno liquido, se
homogeneiz6 con un mortero y después se solubilizé en una solucién
tampdn con SDS al 2%. Tras mezclarla bien se realiz6 la ultrasonicacion de
la muestra en 4 ciclos de 15 segundos a 4°C. Después la muestra se
centrifugd a 15.000 r.p.m. durante 20 minutos y, tras descartar el
precipitado, el sobrenadante fue calentado a 100°C durante 2 minutos. Se
realizé6 entonces la separacion de las proteinas del extracto epidérmico
mediante electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 6% utilizando
condiciones reductoras de acuerdo con el procedimiento descrito
originalmente por Laemmli (Laemmli, 1970). Para poder estimar el peso
molecular de las proteinas y de las bandas proteicas inmunorreactivas se
utilizaron marcadores de peso molecular estandarizados (Bio-Rad
Laboratories, Hercule, California, Estados Unidos).

Las proteinas epidérmicas fueron transferidas después a un papel de
nitrocelulosa mediante la aplicacién de una corriente de 40 voltios durante
toda la noche a 4°C (Towbin y cols., 1979). Posteriormente se cort6 el papel
de nitrocelulosa en tiras que fueron incubadas en una solucién tampén
bloqueadora de PTX (10 mM NaPOQO,, Triton X-100 al 0.2%, 0.15 M NaCl, 1
mM EGTA, 0.006% azida sédica, pH 7.5) con albamina sérica bovina al 4%
durante 45 minutos. Seguidamente las tiras de papel se incubaron con los
diferentes sueros diluidos al 1 por 100 en soluciébn bloqueadora a
temperatura ambiente durante toda la noche (unas 16 horas). Las tiras se
lavaron entonces 5 veces durante 5 minutos con una soluciéon tampén de
lavado (0.05% Triton X-100, 5§ mM Trietanolamina pH 7.4, 10 mM NaCl, 0.1
mM EDTA pH 7.4, 0.01% SDS) y justo después se realizé un nuevo bloqueo
con la solucidbn tampdén bloqueadora durante 45 minutos. Para poder
detectar los anticuerpos unidos a las tiras se realizd a continuaciéon una
incubacion de éstas con proteina A de Staphilococcus Aureus (Sigma, Saint

Louis, Missouri, Estados Unidos) marcada con 1'° (2 x 10° c.p.m./ml) a una
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dilucion de 1:10.000 durante 1 hora (Calvanico y cols., 1991). Se realizaron
después 5 lavados de 5 minutos con la solucion tampén de lavado. Se
detectd finalmente la proteina A marcada unida a las tiras de nitrocelulosa
exponiendo el blot a una pelicula de rayos X durante unas 20 horas a -70°C.
Se utilizaron sueros humanos de individuos sanos y sueros de pacientes
con pénfigo vulgar de conocida reactividad con la desmogleina 3 por
inmunoblot como controles negativos y positivos respectivamente.

También se realizd el estudio de los sueros por inmunoblot utilizando
como substrato la proteina recombinante con la secuencia de la region
extracelular de la desmogleina 3 producida gracias al sistema del
baculovirus. Para este estudio la técnica del inmunoblot se realiz6 del mismo
modo que se ha indicado con la salvedad de que la electroforesis se realizd
con un gel de SDS-poliacrilamida al 10% dado que esta proteina tiene un
peso molecular inferior al de la desmogleina 3 intacta (alrededor de 66-kDa

por 130-kDa de la molécula intacta).

4.3. Inmunoprecipitacion

La presencia de autoanticuerpos contra la desmogleina 3 se investigd
también mediante técnicas de inmunoprecipitacion. Para ello se utilizé la
proteina recombinante con la secuencia de la region extracelular de la
desmogleina 3 producida gracias al sistema del baculovirus. Tras ser

1'2® utilizando el método de

sintetizada dicha proteina fue radiomarcada con
la Cloramina T.

Para realizar la inmunoprecipitacion se utilizaron 60 pl de proteina
recombinante radiomarcada y se mezclaron con 10 pl de cada suero. Tras
una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente se afadieron 50 pl de una
solucion al 10% de Staphilococcus Aureus fijados en solucién tampén de
inmunoprecipitacién (TBS, pH 7.6; 5mM CaCl;;1% Triton X-100; 1%
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albumina sérica bovina) y se realizd6 una nueva incubacion de 1 hora.
Después se centrifugd todas las muestras y los precipitados se lavaron con
la misma solucién tampdn pero esta vez sin que contuviese albumina sérica
bovina. Se extrajeron entonces de los precipitados los inmunocomplejos
unidos a S. Aureus utilizando una solucién de glicina/HCI 0.2M, pH 2.8
conteniendo EDTA 5mM. Se afiadié luego SDS a las muestras hasta
conseguir una concentracion final del 0.1%. Los precipitados se disolvieron
con SDS al 0.1% en TBS sin calcio y se separaron los inmunocomplejos
mediante electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%. Se realiz
finalmente la deteccién de los inmunocomplejos exponiendo el gel a una
pelicula de rayos X durante unas 20 horas a -70°C.

La presencia de autoanticuerpos contra la desmogleina 1 se investigd
mediante técnicas de inmunoprecipitacion utilizando un procedimiento
descrito originalmente por Labib en el que se emplean fragmentos
proteoliticos de epidermis bovina como fuente de desmogleina 1 (Labib y
cols., 1990). Mediante un queratomo se obtuvo la epidermis de hocicos de
vaca procedentes de un matadero. Tras lavar y cortar la epidermis en
pequefios fragmentos estos fueron incubados en una solucion de tripsina y
se realizo la digestion a 37°C durante 1 hora. Posteriormente se centrifug6 la
muestra y el sobrenadante fue incubado a temperatura ambiente con PMSF
1 mM para inactivar la tripsina. Después, el sobrenadante se vertié en una
columna de agarosa-concavalina A, y posteriormente las glicoproteinas que
se habian unido a la columna se eluyeron utilizando a-metilmanosida, y
fueron concentradas mediante ultrafiltracion. Finalmente las glicoproteinas

fueron radiomarcadas con |'%®

siguiendo el procedimiento de la Cloramina T
y se utilizaron entonces para realizar la inmunoprecipitacién. Se utilizé la
misma técnica descrita en el parrafo anterior con la salvedad de que la
electroforesis se realizé con un gel de SDS-poliacrilamida al 12% dado que

las 2 bandas inmunorreactivas correspondientes a los fragmentos de la
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desmogleina 1 bovina que habitualmente reconocen los sueros con
anticuerpos contra la desmogleina 1 tienen 66 y 45 -kDa respectivamente
(Labib y cols., 1990).

5. PREPARACION Y PURIFICACION DE LAS DISTINTAS
FRACCIONES INYECTADAS EN LOS EXPERIMENTOS DE
TRANSFERENCIA PASIVA

5.1. Purificacion de la IgG a partir del suero

La fraccion IgG del suero de los 3 pacientes y de los dos sueros normales
se obtuvo mediante la precipitacion del suero con sulfato aménico al 50%
seguida de una cromatografia en gel. El procedimiento consistié en afadir
muy lentamente (gota a gota) el mismo volumen de una solucion saturada
de sulfato amoénico a cada uno de los sueros empleados. Esto provoco la
precipitacion de las proteinas de mayor peso molecular y entonces las
muestras fueron centrifugadas a 15.000 r.p.m. durante unos 20 minutos a
4°C y se descart6 el sobrenadante. El precipitado fue entonces redisuelto en
PBS vy dializado durante 24 a 48 horas a 4°C contra una solucién de PBS
que se renovd en 3 ocasiones. Tras la dialisis las muestras fueron
centrifugadas y se descarté el precipitado. Se realizd entonces una
separacién cromatografica de las proteinas del sobrenadante en base a su
peso molecular (Determann, 1968). Para ello dicho sobrenadante fue vertido
en una columna de 110 x 2.5 cm de Sephadex G-200 (Pharmacia Biotech,
Washington, Distrito de Columbia, Estados Unidos) equilibrada con PBS a
pH 7.2. Se monitorizé la eliminacién de las distintas fracciones mediante
espectrofotometria y se separ6 las fracciones correspondientes a la igG.

Esto ultimo se verific6 mediante la realizacion de doble inmunodifusion en
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gel (Ouchterlony) utilizando anticuerpos policlonales de conejo contra la
fraccion Fc de la IgG humana. Las diferentes fracciones correspondientes a
la IgG se juntaron y fueron concentradas por ultrafiltracion (Amicon, Amicon
Corporation, Lexington, Massachusetts, Estados Unidos). Las fracciones
destinadas a experimentos de transferencia pasiva fueron entonces

esterilizadas utilizando filtros Millipore de 0.22 um.

5.2. Preparacion de los fragmentos F(ab’),

Los fragmentos F(ab’), de cada una de las fracciones de IgG purificada de
los sueros de pacientes e individuos sanos se obtuvieron mediante digestion
enzimatica con pepsina (Stanworth y Turner, 1973). Para ello se dializ6é
primero la IgG durante toda la noche a 4°C contra una solucién de tamp6n
acetato 0.1 M con un pH de 4.5. Se realizé posteriormente la digestion con
pepsina (Sigma) durante 6 horas a 37°C. La digestién enzimatica se detuvo
afiadiendo Tris-Base para aumentar el pH hasta 8 y asi inactivar la pepsina.
Se dializé la muestra toda la noche a 4°C contra PBS y se realizé después
una cromatografia de afinidad para retirar aquellas moléculas de 1gG que no
hubiesen sido digeridas por la pepsina. Se utiliz6 para ello una columna con
esferas de sefarosa unidas a proteina G de Staphilococcus Aureus
(Pharmacia Biotech). La fraccion F(ab'), fue entonces concentrada por
ultrafiltracion y esterilizada con filtros Millipore. Las distintas fracciones de
F(ab'), preparadas de este modo fueron examinadas mediante electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida utilizando condiciones no reductoras
mostrando siempre una banda unica de 110-kDa sin contaminacion por I1gG.
En el caso de las fracciones F(ab’), de los pacientes con pénfigo vulgar se
practicé también una inmunofluorescencia indirecta. Estas fracciones fueron
siempre positivas (presencia de anticuerpos contra los espacios

intercelulares) cuando se empled un anticuerpo policlonal de cabra anti-
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F(ab'), humana marcado con fluoresceina (Cappel) como anticuerpo
secundario mientras que fueron siempre negativas cuando se empleaba un
anticuerpo policlonal de cabra anti-Fc humana marcado con fluoresceina

(Cappel) como anticuerpo secundario.

5.3. Preparacién de los fragmentos Fab

Los fragmentos Fab de cada una de las fracciones de IgG purificada de los
sueros de pacientes e individuos sanos se obtuvieron mediante digestion
enzimatica con papaina (Mage, 1980). La digestion de las fracciones
purificadas de IgG con papaina (Sigma) se realiz6 durante 16 horas a 37°C
en una solucién tampén de PBS con 0.02M EDTA y 0.02M cisteina. La
digestion enzimatica se detuvo afiadiendo yodoacetamida hasta llegar a una
concentracion de 0.03 M. Se dializé entonces las muestras toda la noche a
4°C contra PBS vy se realizd después una cromatografia de afinidad con una
columna de sefarosa-proteina G de S. Aureus como en el caso anterior. La
fraccion Fab fue entonces concentrada por ultrafiltracion y esterilizada con
filtros Millipore. Las fracciones de Fab preparadas de este modo fueron
también examinadas mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
utilizando condiciones no reductoras. Dichas fracciones mostraron siempre
una banda Gnica de 50-kDa, sin contaminacion por IgG. En el caso de las
fracciones Fab de los pacientes con pénfigo vulgar, la inmunofluorescencia
indirecta fue positiva cuando se empleaban anticuerpos policlonales de
cabra anti-F(ab'), humana marcados con fluoresceina, y fue siempre
negativa cuando se emplearon anticuerpos policlonales de cabra anti-Fc

humana marcados con fluoresceina.
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6. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA PASIVA A
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

6.1. Evaluacion de la patogenicidad de las fracciones IgG,

F(ab’),y Fab de los sueros de pacientes con pénfigo vulgar

Para los experimentos de transferencia pasiva se inyectaron ratones recién
nacidos de tipo BALB/c con las fracciones IgG, F(ab’), o Fab que se habian
preparado a partir de los sueros de los tres pacientes con pénfigo vulgar y
de los dos voluntarios sanos. Las inyecciones se realizaron siempre en el
dorso de estos animales utilizando la via subcutanea. Las dosis se
administraron en dos inyecciones separadas por un intervalo de 12 horas
utilizando jeringas de insulina con agujas de calibre 30. Las dosis totales
administradas a los ratones oscilaron entre 50 y 250 pul segun las fracciones.
El examen clinico de los animales se realizé siempre a las 24 horas de la

primera inyeccion.

6.2. Curso evolutivo de la enfermedad inducida por las
fraccion Fab del pénfigo vulgar. Comparacién con el curso

evolutivo de la fraccién IgG.

El curso evolutivo de la enfermedad inducida por la fraccion Fab se estudi6
inicialmente utilizando la fracciéon que se habia preparado a partir del suero
del paciente VDV. Para ello se realizaron inyecciones a grupos de 3 ratones
BALB/c recién nacidos con dosis subcutaneas tnicas de 20 nmol de Fab
(correspondiente a 1 mg de Fab). Los distintos grupos de animales

inyectados fueron entonces examinados y sacrificados al cabo de 2, 3,4y 5
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horas tras las inyecciones.

Posteriormente también se estudié y comparé el curso evolutivo de la
enfermedad inducida por las fracciones IgG y Fab preparadas a partir del
suero del paciente RL. Para ello se realizaron inyecciones simultaneas a 2
grupos de 3 ratones BALB/c recién nacidos con dosis subcutaneas Unicas
de 24 nmol de IgG o Fab (correspondiente a 3.6 mg de IgG y 1.2 mg de
Fab). Los distintos grupos de animales inyectados fueron entonces
examinados y sacrificados al cabo de 1,2, 3, 4, 5, 6, 12, 18 y 24 horas tras

las inyecciones.

6.3. Comparacion del poder patégeno de distintas dosis de

IgG y Fab de pénfigo vulgar

Se compard la potencia de diferentes dosis de IgG y Fab preparadas a partir
del suero del paciente RL. Se utilizaron las mismas fracciones que se
habian utilizado en los experimentos sobre el curso evolutivo. Para este
estudio se realizaron inyecciones simultdneas a 2 grupos de 4 ratones
BALB/c recién nacidos con dosis subcutaneas Unicas de 24, 12, 6,3y 1.5
nmol de IgG y Fab. Los animales fueron entonces examinados al cabo de 6

horas de la inyeccion.

6.4. Comparaciéon de la patogenicidad de la Fab de pénfigo

vulgar utilizando dos vias diferentes de inyeccién

Se inyectaron dos grupos de 3 ratones recién nacidos de tipo BALB/c con
Fab preparada a partir del suero del paciente RL (concentracién 5.5 mg/mi y
titulo de inmunofluorescencia indirecta 1:1280) utilizando dos vias de

inyeccion diferentes. El primer grupo de ratones recibidé 2 inyecciones
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subcutaneas de 50 ul separadas por un intervalo de 12 horas, mientras que
el segundo grupo recibié dos inyecciones intraperitoneales de 100 pl de la
misma fraccion separadas por un intervalo de 12 horas. Ambos grupos de
animales fueron examinados a las 24 horas de haberse administrado la

primera inyeccion.

6.5. Examen de los animales

El examen clinico de los ratones se realizd tal como se ha descrito en otros
trabajos (Rock y cols., 1990). Se observé inicialmente el aspecto de los
ratones y de la piel del dorso. Posteriormente se fricciond dicha piel para
obtener un despegamiento de la epidermis en los ratones afectados (signo
de Nikolsky). La extension e intensidad de las lesiones cutaneas se midi6 de
una forma semicuantitativa. Los animales de experimentacion fueron
entonces sacrificados por decapitacion y se obtuvieron biopsias de piel
lesional y perilesional para la realizacién de examenes de microscopia
optica e inmunofluorescencia directa, respectivamente. Se obtuvo también
la sangre de los animales y se estudio asi la presencia de autoanticuerpos

en su suero mediante inmunofluorescencia indirecta.

6.6. Técnicas de inmunofluorescencia

Para la realizacion de los estudios de inmunofluorescencia directa e
indirecta se siguieron técnicas rutinarias ya descritas (Rock y cols., 1989).
La inmunofluorescencia directa se practico sobre cortes congelados de la
piel perilesional de los ratones inyectados con 1gG o sus fragmentos
proteoliticos. Se utilizaron anticuerpos de carnero marcados con isocianato

de fluoresceina dirigidos contra Fc y F(ab'), humanas, y contra la fraccion C3
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del complemento murino (Cappel). Para los estudios de
inmunofluorescencia indirecta se utilizé es6fago de mono como substrato.
Todas las muestras fueron analizadas con un microscopio de

epifluorescencia Nikon.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION DE LOS SUEROS

1.1. Inmunofluorescencia

El suero del paciente RL que se empleé para purificar la fraccién IgG tenia
un titulo de autoanticuerpos dirigidos contra los espacios intercelulares del
esofago de mono de 1:320 por inmunofluorescencia indirecta. La
distribucién por subclases de IgG fue la siguiente: IgG,, 1:80; 1gG,, 1:20;
IgGs, negativa; e 19G,, 1:1280.

El suero del paciente EK tenia un titulo de 1:160 por
inmunofluorescencia indirecta. La distribucién por subclases de IgG fue la
siguiente: 19G4, 1:20; IgG,, 1:20; 1gG3, negativa; e IgG,, 1:640.

E! suero de la paciente VDV tenia un titulo de 1:640 por
inmunofluorescencia indirecta. La distribucién por subclases de 1gG fue la
siguiente: 1gG,, 1:80; IgG,, 1:20; 1gG3, negativa; e IgG,, 1:1280.

Los sueros de voluntarios sanos utilizados en el presente estudio
fueron negativos por inmunofluorescencia indirecta, no pudiéndose detectar
anticuerpos contra los espacios intercelulares del eséfago de mono cuando

se examinaron a diluciones de 1:10 y 1:20.

1.2. Inmunoblot

Los sueros de los pacientes RL y EK asi como los de los 2 voluntarios sanos
fueron negativos por inmunoblot con ambos substratos (extractos de
epidermis humana y region extracelular de la desmogleina 3 recombinante).

La unica excepcion fue el suero de la paciente VDV que al igual que el
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control positivo identificé una banda de 130-kDa al emplear los extractos
epidérmicos, y de 66-kDa al utilizar la desmogleina 3 recombinante. Este
resultado no fue inesperado dado que en este procedimiento la proteinas se
desnaturalizan y se pierden por ello los epitopos conformacionales. Esto
quiere decir que una proteina que normalmente tiene una estructura terciaria
pasa a adoptar una estructura lineal al realizarse el inmunoblot. Asi, los
anticuerpos que soélo reconozcan al antigeno proteico en su conformacion
nativa no pueden ser detectados utilizando esta técnica. Es por ello que sdlo
un 50% de los sueros de pacientes con pénfigo vulgar es capaz de
identificar una banda de 130-kDa correspondiente a la desmogleina 3 por

inmunoblot utilizando extractos epidérmicos (Hashimoto y col., 1990).

1.3. Inmunoprecipitacién

Los sueros de los tres pacientes utilizados en este estudio
inmunoprecipitaron la proteina recombinante obtenida por el sistema del
baculovirus que habia sido radiomarcada con 1'*® (FIGURA 8). Dicha
positividad qued6 reflejada por la presencia de una banda de 66-kDa
correspondiente a la regién extracelular de la desmogleina 3. Tal como se
indicod en la seccion de “Material y Métodos”, la desmogleina 3 tiene un peso
molecular de unos 130-kDa, pero la proteina recombinante utilizada en este

estudio tiene 66-kDa dado que corresponde a la region extracelular.
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FIGURA 8. Inmunoprecipitacion utilizando la region extracelular de la
desmogleina 3 recombinante obtenida por el sistema del baculovirus y
radiomarcada con 1'®°. Las hileras 1 y 2 corresponden al suero de
voluntarios sanos; las hileras 3, 4 y 5 corresponden a los 3 sueros de
pacientes con pénfigo vulgar utilizados en este estudio (RL, EK y VDV); las
hileras 6 a 10 comesponden a los sueros de ofros pacientes con pénfigo
vulgar; mientras que las hileras 11 a 14 corresponden a sueros de pénfigo
foliaceo. A la izquierda, 200, 116, 97, 66 y 45 kD indican los pesos
moleculares. El asterisco indica la localizacion de la banda de 66-kDa
correspondiente a la region extracelular de la desmogleina 3. NHS, suero
humano normal; PV, pénfigo vulgar ; y PF, pénfigo foliaceo.

La presencia de autoanticuerpos contra la desmogleina 1 se investigo
mediante técnicas de inmunoprecipitacién utilizando fragmentos proteoliticos
de epidermis bovina radiomarcados como fuente de desmogleina 1. Con
dicho procedimiento se objetivé que tanto el suero de la paciente VDV como
el suero de un paciente con la forma endémica de pénfigo folidceo (Fogo

Selvagem) que se utilizd como control positivo reconocieron unas bandas de
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66 y 45-kDa, correspondientes a los fragmentos proteoliticos de la
desmogleina 1 bovina (Labib y cols., 1990). Por otra parte, el resto de los
sueros de pénfigo vulgar (RL y EK) y los de los 2 voluntarios sanos no

reconocieron banda alguna utilizando este procedimiento.

2. FRACCIONES UTILIZADAS EN LOS EXPERIMENTOS DE
TRANSFERENCIA PASIVA

La concentracion y los titulos de inmunofluorescencia indirecta de las
distintas fracciones utilizadas en los estudios realizados en esta Tesis

Doctoral se hallan resumidas en la TABLA 4.
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TABLA 4. Dosis y titulo por inmunofluorescencia indirecta de las

distintas fracciones utilizadas en el estudio.

Suero Fraccién Concentracion Titulo
(mg/ml) inmunofluorescencia

lgG 90 1:1280

F(ab’), 25 1:1280

RL Fab (2 fracciones 5.5 1:1280
diferentes) 6 1:2560

lgG* 73 1:2560

Fab* 11 1:2560

IgG 50 1:2560

VDV F(ab’), 20.5 1:5120
Fab* 11.5 1:5120

lgG 45 1:640

EK F(ab’), 17 1:1280
Fab 11.5 1:2560
IgG 54 Negativa
Svs F(ab’), 40 Negativa
Fab (2 sueros 5.2 Negativa
diferentes) 5.8 Negativa

*Fracciones empleadas en los estudios de comparacion de dosis y del curso evolutivo. SVS,
suero de voluntarios sanos.
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3. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA PASIVA A
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

3.1. Los fragmentos Fab de la IgG de pacientes con pénfigo
vulgar son patégenos en ratones recién nacidos de tipo
BALB/c

Para poder determinar si la IgG de pacientes con pénfigo vulgar y sus
fragmentos proteoliticos F(ab'), y Fab eran patogenas se utilizé el modelo
animal de transferencia pasiva descrito por Anhalt (Anhalt y cols., 1982). En
este grupo de experimentos se inyectd la fraccion IgG o los fragmentos
proteoliticos F(ab'), y Fab de 3 pacientes con pénfigo vulgar por via
subcutanea a ratones recién nacidos de tipo BALB/c. En todos los casos se
emplearon también las fracciones obtenidas de sueros de voluntarios sanos
como controles negativos.

Ninguno de los ratones inyectado con fracciones 1gG, F(ab’), o Fab
de sueros de voluntarios sanos mostrd signos de enfermedad cutanea. Los
estudios de microscopia 6ptica y de inmunofluorescencia de la piel y del

suero de estos animales fueron siempre normales o negativos.

3.1.1. La IgG de pacientes con pénfigo vulgar es patégena en ratones
recién nacidos de tipo BALB/c

Como era de esperar (Anhalt y cols., 1982), todos los ratones a los que se
inyecté la fraccion 1gG obtenida a partir de alguno de los 3 sueros de
pacientes con pénfigo vulgar desarrollaron lesiones ampollosas en la piel tal

como se muestra en la FIGURA 9.
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FIGURA 9. La fraccion IgG de pacientes con peénfigo vulgar es patégena
cuando se inyecta a ratones recién nacidos de tipo BALB/c. Veinticuatro
horas después de la primera inyeccion subcutanea de IgG se observa una
clara positividad del signo de Nikolsky en el dorso de los ratones recién
nacidos inyectados.

El examen histoldgico demostrd que las lesiones que presentaban los

animales eran ampollas suprabasales (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Al realizar el examen histolégico de la piel lesional de un raton
recien nacido de tipo BALB/c veinticuatro horas después de la primera

inyeccién subcutanea de IgG de pénfigo vulgar se observa una ampolla
intraepidérmica suprabasal.

Asi mismo, la inmunofluorescencia directa de los ratones inyectados
con IgG mostrd la tincién de los espacios intercelulares de la epidermis
murina cuando se utilizaban anticuerpos anti-Fc humano y/o anti-C3 de
raton (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Al realizar la inmunofluorescencia directa de la piel perilesional
de un ratén recién nacido de tipo BALB/c veinticuatro horas después de la
primera inyeccién subcutanea de 1gG de pénfigo vulgar se observa una
tincién de los espacios intercelulares de la epidermis murina al utilizar
anticuerpos policlonales contra la fraccion C3 del complemento de raton
marcados con fluoresceina.

Los titulos de anticuerpos circulantes determinados por
inmunofluorescencia indirecta de los animales oscilaron entre 1:80 y 1:320.
Todos los resultados de los animales inyectados con la fraccion IgG de los
distintos sueros se hallan resumidos en la TABLA 5.
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TABLA 5. La IgG de pacientes con pénfigo vulgar es patégena en ratones recién
nacidos de tipo BALB/c*

Fracciéon Numero de ratones IF directa’ Titulos de IF

inyectada indirecta’
Inyectados Enfermos IgG C3 de ratéon

Svs 5 0 - - -

Suero RL 27 27 + +/- 80-320

Suero EK 8 8 + +/- 80-160

Suero VDV 2 2 + +/- 320

*Se inyect6 subcutaneamente la fraccion IgG de tres sueros de pacientes con pénfigo vulgar
o sueros de voluntarios sanos (SVS) a ratones recién nacidos de tipo BALB/c. Los ratones
recibieron dos dosis de cada fraccion y fueron examinados a las 24 horas de haberse
administrado la primera inyeccion.

T La inmunofluorescencia (IF) directa e indirecta se realizé con anticuerpos de carnero
marcados con fluoresceina dirigidos contra la fraccion Fc de la IgG humana.

3.1.2. Los fragmentos F(ab’), de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar
son patégenos en ratones recién nacidos de tipo BALB/c

Se pudo confirmar la observacion previa de que los fragmentos F(ab’), de
pénfigo vulgar son patégenos utilizando un modelo animal experimental
(Anhalt y cols., 1986a). Asi, todos los ratones a los que se inyecté con
fragmentos F(ab'), de la fraccion IgG de los 3 sueros de pacientes con
pénfigo vulgar desarrollaron lesiones ampoliosas en la piel. Dichas lesiones
fueron idénticas a las que se habian podido observar en los ratones
inyectados con la molécula de IgG intacta, tal como se puede observar en
la FIGURA 12.
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