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ESTUDIOS CLINICOS Y DE LABORATORIO

Estudio in vivo del papel de la valencia de los anticuerpos del
pénfigo vulgar en la patogenia de la enfermedad*

Resumen.—El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad
ampollosa autoinmune mediada por autoanticuerpos. Cuando
se inyecta a ratones por via intraperitoneal la IgG de PV y sus
fragmentos F(ab’),, pero no los fragmentos Fab’, estos
reproducen todos los hallazgos de esta enfermedad. Se ha
postulado por ello que es necesario que los anticuerpos sean
bivalentes y den lugar a un entrecruzamiento del antigeno para
que se produzca la acantdlisis.

Para probar esta hipétesis se realizaron inyecciones de IgG de
PV y sus fragmentos proteoliticos F(ab’)s y Fab por via
subcutdnea a ratones recién nacidos. Se purificaron las
fracciones IgG, F(ab’), y Fab de tres sueros de pacientes con PV
y dos de voluntarios sanos. Todos los ratones inyectados con la
IgG y los fragmentos proteoliticos F(ab’), y Fab provenientes
del suero de los tres pacientes reprodujeron los aspectos
clinicos, histolégicos e inmunopatolégicos de la enfermedad de
una forma dosis-dependiente siguiendo un mismo curso
evolutivo. Ademas, tanto la IgG como sus fragmentos Fab
indujeron acantolisis tan s6lo dos horas después de haber sido
inyectadas.

Estos resultados demuestran por primera vez que los
fragmentos Fab monovalentes de los anticuerpos de PV son
patogenos.
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INTRODUCCION

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad ampo-
llosa autoinmune caracterizada por una pérdida de
cohesion de los queratinocitos entre si (acantolisis)
que da lugar a la formacioén de ampollas intraepidér-
micas en la piel. El PV es la forma mas frecuente de
pénfigo en nuestro medio. Se trata de una enferme-
dad grave, con una mortalidad superior al 90% en las
épocas previas a la introduccién de los corticoides sis-
témicos en el tratamiento. Aln en nuestros dias la mor-
talidad y morbididad por PV siguen siendo importan-
tes. Estos pacientes poseen anticuerpos de tipo IgG
contra los espacios intercelulares de la epidermis. Los
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anticuerpos se pueden detectar unidos a la superficie
de los queratinocitos acantoliticos de la epidermis le-
sional o bien circulantes en el suero de los pacientes
mediante técnicas de inmunofluorescencia (1-3). Los
estudios para caracterizar el antigeno contra el cual
van dirigidos la mayoria de los anticuerpos en el PV
han demostrado que se trata de una glicoproteina de
130 kD localizada a nivel de los desmosomas de la epi-
dermis (4-6). Amagai y cols. pudieron clonar el ADN
complementario de esta proteina utilizando anti-
cuerpos purificados a partir del suero de pacientes (7).
Se objetivé entonces que este antigeno presentaba si-
militudes importantes con las cadherinas, una familia
de moléculas de adhesién celular, y particularmente
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con la desmogleina 1, el antigeno del pénfigo folidceo
(8). Por dicho motivo el antigeno del PV se conoce ac-
tualmente con el nombre de desmogleina 3 (9). Se ha
visto ademas que, aproximadamente el 50-60% de los
pacientes con PV tiene anticuerpos contra la desmo-
gleina 1 (10-13), y recientemente se ha podido entre-
ver que ambas poblaciones de anticuerpos (anti-des-
mogleina 1 y anti-desmogleina 3) juegan un papel
relevante en la patogenia de las lesiones cutaneas de
estos pacientes (13, 14).

Los anticuerpos del PV son patégenos, tal como se
ha podido demostrar mediante experimentos de trans-
ferencia pasiva. La inyeccion de la fraccion IgG de cin-
co pacientes con PV a ratones recién nacidos de tipo
BALB/c reprodujo todas las caracteristicas tipicas de
la enfermedad humana en estos animales (15) En es-
tudios posteriores se investigé el papel de la valencia
de los anticuerpos de PV en la acantdlisis. Los frag-
mentos F(ab’).y Fab’ de la IgG de un paciente con PV
fueron inyectados por via intraperitoneal a ratones re-
cién nacidos (16). Mientras que todos los animales que
habian sido inyectados con fragmentos F(ab’), desa-
rrollaron lesiones cutaneas, ninguno de los ratones
que se inyectaron con fragmentos Fab’ presento le-
siones, a pesar de que la inmunofluorescencia direc-
ta mostr6 que estos fragmentos se unian a los espacios
intercelulares de la epidermis de estos animales. Se
concluy6 entonces que los fragmentos Fab’ de la IgG
de PV no eran capaces de inducir acanto6lisis a pesar
de que mantenian su capacidad para unirse a la epi-
dermis. Esto hizo que se postulase que el entrecruza-
miento (cross-linking) del antigeno del PV era un paso
importante en el desarrollo de la acantdlisis (17). Ade-
mas, este mecanismo de acantolisis seria especifico del
PV dado que en el pénfigo folidceo se ha observado
que tanto los fragmentos F(ab’); como Fab’ son pa-
tégenos cuando se inyectan por via subcutdnea a ra-
tones recién nacidos (18, 19).

En el presente estudio se ha examinado la hipote-
sis de que es necesario que los anticuerpos del PV pro-
voquen un entrecruzamiento del antigeno para que
se produzca la acantdlisis. Para ello se inyectaron ra-
tones recién nacidos por via subcutdnea con los frag-
mentos Fab obtenidos del suero de tres pacientes con
PV. Todos los ratones inyectados con la IgG y los frag-
mentos proteoliticos F(ab’), y Fab provenientes del
suero de estos tres pacientes reprodujeron los aspec-
tos clinicos, histolégicos e inmunopatolégicos de la
enfermedad de una forma dosis-dependiente siguiendo
un mismo curso evolutivo. Ademas, tanto la IgG como
sus fragmentos Fab indujeron acantdlisis al cabo de
dos horas de haber sido inyectadas. Este estudio de-
muestra asi por primera vez que en el PV, tal como
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también ocurre en el pénfigo folidceo, no es necesa-
rio un entrecruzamiento del antigeno diana para que
se produzca la acantolisis en ratones recién nacidos.

MATERIAL Y METODOS

Sueros humanos empleados

Se utilizaron cinco sueros humanos: dos sueros de
voluntarios sanos que se emplearon como controles ne-
gativos, y los sueros de tres pacientes con PV (RL, EKy
VDV) que habian sido obtenidos por plasmaféresis.

Produccion de desmogleina 3 recombinante
utilizando el sistema de expresion del baculovirus

La regioén extracelular de la desmogleina 3 que se
emple6 para caracterizar los sueros mediante inmu-
noblot e inmunoprecipitacién se obtuvo utilizando el
sistema de expresion proteica del baculovirus siguiendo
la técnica descrita por Amagai y cols. (13, 20).

Caracterizacion de los sueros

Previamente a la preparacion y purificacion de las
distintas fracciones, todos los sueros fueron estudiados
mediante inmunofluorescencia indirecta, inmunoblot
e inmunoprecipitacién utilizando métodos ya descritos
(11, 13, 21-24). Lainmunofluorescencia indirecta se re-
aliz6 empleando eséfago de mono como substrato y an-
ticuerpos policlonales de cabra dirigidos contra la frac-
ciéon Fc de la IgG humana marcados con fluoresceina
(Cappel, Durham, North Carolina, Estados Unidos)
(11). Se determinaron también las distintas subclases
de IgG de los sueros de los tres pacientes utilizando an-
ticuerpos monoclonales de ratén como anticuerpos se-
cundarios, y posteriormente se emplearon anticuerpos
policlonales de oveja dirigidos contra la IgG de ratén
marcados con fluoresceina como anticuerpos terciarios
(21). En los estudios de inmunoblot se emplearon co-
mo substratos extractos de epidermis humana, y la pro-
teina recombinante con la secuencia de la region ex-
tracelular de la desmogleina 3 obtenida mediante el
sistema del baculovirus (13, 2, 23). La presencia de an-
ticuerpos contra la desmogleina 3 se investigé también
por inmunoprecipitacion utilizando desmogleina 3 re-
combinante radiomarcada con I'* mediante el méto-
do dela cloramina T (13). La presencia de anticuerpos
contra la desmogleina 1 se investigé mediante inmu-
noprecipitacion utilizando fragmentos proteoliticos de
epidermis bovina radiomarcados (24).
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Preparacién y purificacién de las distintas fracciones
inyectadas en los experimentos de transferencia pasiva

La fraccién IgG de pacientes y controles se obtuvo me-
diante precipitacion del suero con sulfato amoénico al
50%, realizandose a continuacién una cromatografia en
gel utilizando columnas de Sephadex G-200 (Pharmacia
Biotech, Washington, District of Columbia, Estados Uni-
dos) (25). Los fragmentos F(ab’)» se obtuvieron mediante
digestion enzimatica con pepsina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos) de cada una de las
fracciones de IgG purificada de pacientes y controles
(26), realizandose a continuacioén una cromatografia de
afinidad con columnas de sefarosa-proteina G estafilo-
cocica (Pharmacia Biotech). Los fragmentos Fab se ob-
tuvieron mediante digestiéon enzimatica con papaina (Sig-
ma Chemical Co.) de cada una de las fracciones de IgG
(27), realizandose a continuacién una cromatografia de
afinidad con columnas de sefarosa-proteina G estafilo-
cocica. Las distintas fracciones IgG, F(ab’),, y Fab asi ob-
tenidas se concentraron por ultrafiltraciéon (Amicon, Le-
xington, Massachusetts, Estados Unidos), se dializaron
con PBS, y fueron finalmente esterilizadas mediante fil-
tracion a través de membranas con poros de 0,22 pm (Mi-
llipore Corp., Bedford, Massachusetts, Estados Unidos).
Se comprob6 la pureza de todas las fracciones median-
te electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, doble in-
munodifusién en gel, e inmunofluorescencia indirecta.

Animales de experimentacion

Para realizar los experimentos de transferencia pa-
siva se emplearon ratones recién nacidos de tipo
BALB/c que tenian entre 24 y 48 horas de vida, y cu-
yo peso oscilaba entre 1,3 y 2 gramos. Los ratones se
obtuvieron de una colonia de progenitores manteni-
da en el Animal Resource Center del Medical College
of Wisconsin, Milwaukee, Estados Unidos.

Experimentos de transferencia pasiva a animales
de experimentacion

Con la excepcién del grupo de ratones que fueron
inyectados por via intraperitoneal (experimento 5),
todos los ratones recién nacidos fueron inyectados por
via subcutanea en la espalda (regién interescapular)
utilizando jeringas de insulina. Se realizaron los si-
guientes grupos de experimentos:

1. Fvaluacion de la patogenicidad de las fracciones IgG,
F(ab’)2 y Fab de los sueros de pacientes con PV

Las distintas fracciones IgG, F(ab’). y Fab de pa-
cientes y controles fueron administradas a diferentes
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grupos de ratones que recibieron dos dosis separadas
por un intervalo de 12 horas. Las dosis totales admi-
nistradas a los ratones oscilaron entre 50 y 250 pl se-
gun las fracciones. El examen de los animales se rea-
liz6 a las 24 horas de la primera inyeccion.

2. Curso evolutivo de la enfermedad inducida por la
fraccion Fab del PV

Se utiliz6 la fraccion Fab del suero VDV, inyectan-
dose una dosis inica de 1 mg (20 nmol de Fab) a cua-
tro grupos de tres ratones que fueron examinados al
cabo de dos, tres, cuatro y cinco horas después de la
inyeccion, respectivamente.

3. Comparacion del curso evolutivo de las fracciones IgG y
Fab del PV

Se emplearon aqui unas fracciones IgG y Fab obte-
nidas del suero RL. Se inyect6 una dosis unica de 3,6
mg de IgG o de 1,2 mg de Fab (24 nmol de cada frac-
cién) de forma simultdnea a dos grupos de 27 ratones
que fueron sacrificados de tres en tres al cabo de 1, 2,
3,4,5, 6,12, 18 y 24 horas después de la inyeccion,
respectivamente.

4. Comparacion del poder patogeno de diferentes dosis
de IgG y Fab de PV

Se utilizaron aqui las mismas fracciones IgG y Fab
obtenidas del suero RL que se habian utilizado en el
experimento 3. Se inyect6 una dosis tinica de 1,5, 3, 6,
12,y 24 nmol de IgG y Fab de forma simultdnea a gru-
pos de cuatro ratones que fueron examinados al cabo
de seis horas después de la inyeccion.

5. Comparacion de la patogenicidad de la Fab de PV
utilizando dos vias diferentes de inyeccion

Se inyectaron dos dosis de una fraccion Fab obteni-
da del suero RL separadas por un intervalo de 12 ho-
ras a dos grupos de tres ratones utilizando dos vias di-
ferentes de inyeccion. El primer grupo recibi6 dosis
subcutaneas de 50 ul, mientras que el segundo recibi6
dosis intraperitoneales de 100 ul. El examen de los ani-
males se realizé a las 24 horas de la primera inyeccion.

Examen de los animales

El examen clinico de los ratones se realizo tal como
ya se ha descrito en otros trabajos (18, 19, 21). Tras ins-
peccionar el aspecto de la piel, se friccion6 ésta para in-
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tentar obtener un despegamiento de la epidermis (sig-
no de Nikolsky). Los animales fueron entonces sacrifi-
cados por decapitacion, y se obtuvieron biopsias de piel
lesional y perilesional para la realizacién de los exame-
nes de microscopia 6ptica e inmunofluorescencia directa,
respectivamente. Se obtuvo también sangre para reali-
zar los examenes de inmunofluorescencia indirecta. Los
estudios de inmunofluorescencia directa e indirecta se
realizaron utilizando anticuerpos de carnero marcados
con fluoresceina dirigidos contra la regiéon Fcy F(ab’),
humanas (estos tiltimos reconocen tanto los fragmentos
Fab como los F(ab’)s), y la fraccién C3 del complemen-
to murino (Cappel) (18, 19, 21). Se utiliz6 eséfago de
mono como substrato para realizar la inmunofluores-
cencia indirecta. Todas las muestras fueron examinadas
con un microscopio de epifluorescencia Nikon.

RESULTADOS

Caracterizacion de los sueros

El suero del paciente RL que se emple6 para purifi-
car la fraccién IgG tenia un titulo de anticuerpos de
1:320, y la distribucién por subclases fue la siguiente:
IgGy, 1:80; IgGe, 1:20; IgGs, negativa; e IgGy, 1:1280. Fue
negativo por inmunoblot con ambos substratos (extractos
de epidermis humana y desmogleina 3 recombinante),
pero positivo por inmunoprecipitaciéon (Fig. 1) reco-
nociendo una banda de 66 kD correspondiente a la re-
gion extracelular de la desmogleina 3. El suero del pa-
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FIG. 1.—Estudio de inmunoprecipitacion utilizando la region ex-
tracelular de la desmogleina 3 recombinante obtenida mediante
el sistema de baculovirus radiomarcada con 1'%, Las hileras uno y
dos corresponden al suero de voluntarios sanos; las hileras tres,
cuatro y cinco corresponden a los sueros de los tres pacientes con
pénfigo vulgar incluidos en este estudio (RL, EK y VDV, respecti-
vamente); las hileras 6 a 10 corresponden a los sueros de otros
cinco pacientes con pénfigo vulgar; las hileras 11 a 14 correspon-
den a los sueros de cuatro pacientes con pénfigo foliaceo. A la iz-
quierda se indican los marcadores de peso moleculares (200, 116,
97, 66 y 45 kD). NHS, suero humano normal; PV, pénfigo vulgar; y
PF, pénfigo folidceo. El asterisco indica la localizacion de la banda
de 66 kD correspondiente a la region extracelular de la desmo-
gleina 3. Aunque la desmogleina 3 nativa tiene un peso molecu-
lar de 130 kD, la proteina recombinante corresponde a la region
extracelular, cuyo peso molecular es de 66 kD.

ciente EK tenia un titulo de 1:160, y la distribucién por
subclases fue: IgG;, 1:20; 1gG,, 1:20; IgGs, negativa; e
IgGs, 1:640. Aunque el inmunoblot fue negativo con los
dos substratos empleados, también reconocio6 la banda
de 66 kD por inmunoprecipitacién (Fig.1). El suero de
la paciente VDV tenia un titulo de 1:640, y la distribu-
cién por subclases fue: IgG, 1:80; IgGe, 1:20; IgGs, ne-
gativa; e IgGy, 1:1280. En los estudios de inmunoblot es-

TABLA I: DOSIS Y TiTULO POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE LAS DISTINTAS FRACCIONES

UTILIZADAS EN EL ESTUDIO*

Suero Fraccion Concentracion (mg/ml) Titulo inmunofluorescencia
RL IgG 90 1:1280
F (ab’), 25 1:1280
Fab (2 fracciones diferentes) 5.5 1:1280
6 1:2560
IgG** 73 1:2560
Fab** 11 1:2560
VDV I9G 50 1:2560
F(ab’), 20.5 1:5120
Fab** 11.5 1:5120
EK IgG 45 1:640
F(ab’), 17 1:1280
Fab 11.5 1:2560
SVS IgG 54 Negativa
F(ab’), 40 Negativa
Fab (2 sueros diferentes) 5.2 Negativa
5.8 Negativa

*SVS, suero de voluntarios sanos.

** Fracciones empleadas en los estudios de curso evolutivo y de comparacion de dosis.

Actas Dermosifiliogr 1999,90:361-372



J.-M. MASCARO GALY—ESTUDIO IN VIVO DEL PAPEL DE LA VALENCIA DE LOS ANTICUERPOS DEL PENFIGO VULGAR 365
N LA PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD

te suero identificé una banda de 130 kD utilizando ex-
tractos epidérmicos, y de 66 kD cuando se emple6 des-
mogleina 3 recombinante. También reconoci6 la ban-
da de 66 kD por inmunoprecipitacién (Fig. 1). Soélo se
objetivo la presencia anticuerpos contra la desmogleina
1 en el suero de la paciente VDV que, al igual que un
suero control de pénfigo foliaceo, inmunoprecipit6 unas
bandas de 66 y 45 kD correspondientes a los fragmen-
tos proteoliticos de la desmogleina 1 bovina (24). Los
sueros de los dos voluntarios sanos utilizados en este es-
tudio fueron negativos por inmunofluorescencia indi-
recta, inmunoblot e inmunoprecipitacion.

Fracciones utilizadas en los experimentos de
transferencia pasiva

La concentracion y los titulos de inmunofluores-
cencia indirecta de las distintas fracciones utilizadas
en los experimentos realizados en este estudio se ha-
llan resumidos en la tabla I.

Experimentos de transferencia pasiva a animales de
experimentaciéon

1. Los fragmentos Fab de la IgG de pacientes con PV son
patigenos en ratones recién nacidos de tipo BALB/c (tabla II)

Ninguno de los ratones inyectado con las fraccio-
nes IgG, F(ab’), o Fab obtenidas de los sueros de dos
voluntarios sanos mostré signos de enfermedad cuta-

nea. Los estudios de microscopia 6ptica y de inmu-
nofluorescencia de la piel y del suero de estos anima-
les fueron siempre normales o negativos. Como era
de esperar, todos los ratones a los que se inyect6 la
fracciéon IgG obtenida a partir de alguno de los tres
sueros de pacientes con PV desarrollaron lesiones am-
pollosas en la piel (15). El examen histolégico de-
mostré que las lesiones que presentaban los animales
eran ampollas suprabasales. La inmunofluorescencia
directa mostr6 la tincién de los espacios intercelula-
res de la epidermis murina cuando se utilizaban anti-
cuerpos anti-Fc humano y/o anti-C3 de ratén. Los ti-
tulos de anticuerpos circulantes determinados por
inmunofluorescencia indirecta de los animales osci-
laron entre 1:80y 1:320.

También se pudo confirmar la observacion previa de
que los fragmentos F(ab’), de PV son patégenos cuan-
do se utiliza un modelo animal experimental (16). To-
dos los ratones a los que se inyect6 con fragmentos F(ab’),
de la fraccion IgG de los tres sueros de pacientes con PV
desarrollaron lesiones en la piel. Dichas lesiones fueron
idénticas a las que se habian podido observar en los ra-
tones inyectados con lamolécula de IgG intacta, y el exa-
men histolégico demostré que las ampollas se produci-
an justo por encima de la capa de queratinocitos basales
de la epidermis. La inmunofluorescencia directa de los
ratones inyectados con F(ab’), fue negativa cuando se
emplearon anticuerpos contra Fc humana o bien C3 de
ratén marcados con fluoresceina, mientras que se pu-
dieron evidenciar depositos intercelulares de fragmen-
tos F(ab’).. Por inmunofluorescencia indirecta se pudo

TABLA II: LOS FRAGMENTOS Fab DE LA IgG DE PACIENTES CON PENFIGO VULGAR SON PATOGENOS EN

RATONES RECIEN NACIDOS DE TIPO BALB/c*

Numero de ratones IF directa**
Fraccion inyectada Inyectados Enfermos IgG/F(ab’), C3 de raton Titulos de IF
indirecta**
IgG-SVS 5 0 - - -
IgG-RL 27 27 + +/- 80-320
IgG-EK 8 8 + +/- 80-160
IgG-VDV 2 2 + +/- 320
F(ab’),-SVS 3 0 - - -
F(ab’),-RL 16 16 + - 160-320
F(ab’),-EK 5 5 + - 80-160
F(ab’),-VDV 2 2 + - 160
Fab-SVS 6 0 - - -
Fab-RL 23 23 + - <20-80
Fab-EK 9 9 + - 40-80
Fab-VDV 4 4 + - 40-80

*SVS, sueros de voluntarios sanos. Se inyectd subcutaneamente la fraccion IgG, o los fragmentos proteoliticos F(ab’), y Fab de la IgG
de tres sueros pacientes con pénfigo vulgar o 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 la primera inyeccion.

**La inmunofluorescencia (IF) directa e indirecta se realizaron con anticuerpos de carnero marcados con fluoresceina dirigidos contra
la fraccion Fc (ratones inyectados con IgG) o contra la fraccion F(ab’), de la IgG humana (ratones inyectados con F(ab’), o Fab). Ambos
examenes fueron negativos en ratones inyectados con F(ab’), o Fab cuando se utilizaron anticuerpos de carnero marcados con fluores-
ceina dirigidos contra la fraccion Fc.
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FIG. 2.—Los fragmentos Fab de la IgG de pacientes con pénfigo
vulgar son patégenos cuando son inyectados en ratones recién
nacidos de tipo BALB/c. Veinticuatro horas después de la primera
inyeccion subcutdnea de Fab se observa una clara positividad del
signo de Nikolsky en el dorso de los ratones inyectados.

demostrar la presencia de anticuerpos circulantes con-
tra los espacios intercelulares en los animales inyecta-
dos, con titulos que oscilaron entre 1:80 y 1:320 cuando
se emplearon anticuerpos policlonales de cabra anti-F
(ab’)s humana marcados con fluoresceina como anti-
cuerpos secundarios. Los sueros de los animales fueron
siempre negativos cuando se emplearon como anti-
cuerpos secundarios anticuerpos policlonales de cabra
anti-Fc humana marcados con fluoresceina.

Sorprendentemente, todos los ratones inyectados
con fragmentos Fab de los tres pacientes con PV tam-
bién desarrollaron lesiones ampollosas cutdneas, al igual
que lo habian hecho aquellos a los que se habian in-
yectado las fracciones IgGy F(ab’), de estos mismos sue-
ros. Las lesiones fueron idénticas a las que habian pre-
sentado los otros dos grupos de animales (Fig. 2). Los
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FIG. 3.—El examen histoldgico mostré que las lesiones de los ra-
tones inyectados con fragmentos Fab correspondian a ampollas
intraepidérmicas suprabasales tipicas de pénfigo vulgar.

hallazgos histolégicos también fueron idénticos a los de
los animales a los que se habia inyectado IgG y F(ab’),
de estos mismos pacientes, observandose ampollas in-
traepidérmicas suprabasales tipicas de PV (Fig. 3). No
pudieron detectarse depositos de Fc humana o C3 de
ratén al realizar la inmunofluorescencia directa. Si que
se observo, sin embargo, la presencia de depositos de
fragmentos Fab a nivel de los espacios intercelulares de
la epidermis (Fig. 4). A diferencia de lo observado con
los animales inyectados con IgG y F(ab’),, los titulos de
anticuerpos circulantes en los animales inyectados con
los fragmentos Fab fueron muy bajos, oscilando entre
1:80 e inferiores a 1:20 (es decir que la inmunofluo-
rescencia indirecta fue negativa a diluciéon 1:20).

2. Los ratones inyectados con fragmentos Fab de PV
presentan lesiones microscopicas tan solo dos horas después
de la inyeccion (tabla IIT)

En este experimento se observé que los primeros sig-
nos enfermedad aparecian tan s6lo dos horas después
de la inyeccién subcutanea de la fraccion Fab a los ra-
tones. Estos animales no tenian signos clinicos de en-
fermedad, pero si que presentaban ampollas supraba-

TABLA IlI: ESTUDIO DEL CURSO EVOLUTIVO DE LA ENFERMEDAD PRODUCIDA EN RATONES INYECTADOS CON

FRAGMENTOS FAB DE PENFIGO VULGAR*

Tiempo (horas) Signos clinicos

Numero de ratones (3 por grupo)

Signos histoldgicos IF directa positiva

2 0
3 2
4 3
5 3

2 3
2 3
3 3
3 3

*IF, inmunofluorescencia. Se inyectaron grupos de tres ratones recién nacidos de tipo BALB/c con una sola dosis subcutanea de 20 nmol
de la fraccion Fab del suero de la paciente VDV. Los animales fueron examinados en diferentes momentos tras la inyeccion.
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TABLA IV: ESTUDIO COMPARATIVO DEL CURSO EVOLUTIVO DE LA ENFERMEDAD PRODUCIDA EN RATONES
INYECTADOS CON IgG Y FRAGMENTOS Fab DE PENFIGO VULGAR*

IgG
Tiempo (horas)

Numero de ratones (3 por grupo)

Fab
Numero de ratones (3 por grupo)

Signos clinicos Signos IF directa Signos clinicos Signos IF directa

histoldgicos positiva histologicos positiva
1 0 0 2 0 0 3
2 0 2 3 0 2 3
3 3 3 3 2 2 3
4 3 3 3 3 3 3
5 3 3 3 3 3 3
6 3 3 3 3 3 3
12 3 3 3 3 3 3
18 3 3 3 3 3 3
24 3 3 3 3 3 3

*Se inyectaron grupos de tres ratones recién nacidos de tipo BALB/c con una sola dosis subcutanea de 24 nmol de las fracciones IgG o
Fab preparadas a partir del suero del paciente RL. Los animales fueron examinados en diferentes momentos tras la inyeccion.

sales al realizar el examen con microscopia éptica. Los
primeros signos clinicos que se pudieron observar apa-
recieron al cabo de tres horas y consistieron en erosio-
nes minimas al frotar la piel. Las lesiones clinicas se hi-
cieron mas evidentes al cabo de cuatro-cinco horas de
la inyeccién de Fab. La inmunofluorescencia directa
mostr6 depdésitos de Fab en los espacios intercelulares
de todos los animales inyectados.

3. El curso evolutivo de la enfermedad producida en
ratones inyectados con fragmentos Fab de PV es similar al
de los animales inyectados con la fraccion IgG del mismo
suero (tabla IV)

En este experimento se comparo el curso evolutivo
de la enfermedad que aparece en los ratones tras la
transferencia pasiva de anticuerpos de tipo IgG o Fab.
Los hallazgos fueron muy similares con ambas frac-
ciones. Asi, por inmunofluorescencia directa se pu-

FIG. 4.—Al realizar la inmunofluorescencia directa se detectaron

depdsitos de fragmentos Fab en los espacios intercelulares de la

epidermis de los ratones. No se detectaron fragmentos Fc (co-
rrespondientes a IgG intacta) ni depdsitos de C3 murino.
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dieron detectar anticuerpos (IgG o Fab) unidos a los
espacios intercelulares de la epidermis murina tan s6-
lo una hora después de la inyeccién de estas fraccio-
nes. Los primeros signos histologicos de enfermedad
(ampollas suprabasales minimas) no aparecieron has-
ta pasadas dos horas de la inyeccién subcutanea de an-
ticuerpos. Los primeros signos clinicos, manifestados
en forma de erosiones minimas, se pudieron apreciar
al cabo de tres horas. A las seis horas de la inyeccién
las lesiones clinicas eran ya evidentes, con la presen-
cia de un claro signo de Nikolsky. El examen clinico,
asi como el examen histolégico y la inmunofluores-
cencia directa de los animales sacrificados entre las 12
y las 24 horas de la inyeccién fue similar al de los ani-
males examinados a las seis horas.

Titulo de anticuerpos
(Inmunofluorescencia indirecta)
1:320 | u s s ™
1:160 T+ ¢ u “
1:80 T * oG
g
1:4 + o ® 8 o i
0 * FaB
1:20 T 00 00 00 00 Y
110 ¢
3 6 12 18 24
Tiempo (horas)

FIG. 5.—Se inyectaron varios grupos de tres ratones recién nacidos
con una dosis Unica de 24 nmol de Fab o de IgG de pénfigo vulgar.
Los animales fueron sacrificados a las 3, 6, 12, 18 y 24 horas des-
pués de la inyeccion, y se realizo la determinacidn de los titulos de
anticuerpos circulantes en el suero por inmunofluorescencia indi-
recta. Como se observa en el gréfico, los titulos de anticuerpos fue-
ron significativamente mas bajos en los ratones inyectados con frag-
mentos Fab que en los ratones inyectados con IgG.
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TABLA V: COMPARACION DE LA PATOGENICIDAD DE DOSIS EQUIMOLARES DE IgG Y Fab DE UN SUERO DE

PENFIGO VULGAR*

IgG Fab
Dosis Numero de ratones (4 por grupo) Numero de ratones (4 por grupo)
(nmol por ratén)** Signos Signos IF directa Signos Signos IF directa
clinicos histolégicos positiva clinicos histolégicos positiva
24 4 4 4 4 4 4
12 2 3 4 2 2 4
6 2 2 4 1 1 4
3 0 0 4 0 0 4
1.5 0 0 4 0 0 4

*Se inyectaron grupos de cuatro ratones recién nacidos de tipo BALB/c con diferentes dosis equimolares de IgG y Fab del paciente RL.
Los animales recibieron una dosis Unica y fueron examinados a las seis horas de la inyeccion.

**1nmol equivale a 0,15 mg de IgG, y a 0,05 mg de Fab.

El titulo de anticuerpos circulantes en los ratones inyecta-
dos con fragmentos Fab de PV es mucho mas bajo que tras la
inyeccion de la fraccion IgG del mismo suero (Fig. 5). En es-
te experimento se pudo comprobar que, tal como se
habia observado en el experimento 1, los titulos de an-
ticuerpos circulantes son mas bajos tras la inyeccién de
Fab que de IgG. La determinacién de los titulos de an-
ticuerpos por inmunofluorescencia indirecta en los ani-
males sacrificados a las 3, 6, 12, 18 y 24 horas utilizan-
do anticuerpos policlonales de carnero marcados con
fluoresceina dirigidos contra el fragmento F(ab’), de
la IgG humana (que es capaz de unirse tanto a la IgG
intacta como a los fragmentos Fab) evidenci6 que el ti-
tulo de anticuerpos era mucho mas bajo en los ratones
inyectados con Fab, a pesar de que ambos grupos re-
cibieron dosis equimolares de anticuerpos (Fig. 5).

4. Diferentes dosis equimolares de las fracciones IgG y Fab de PV
no difieren en cuanto a su patogenicidad en el raton (tabla V)

En este grupo de experimentos se comparé la potencia
de diferentes cantidades de IgG con dosis equimolares de
fragmentos Fab. La dosis mas baja que fue capaz de indu-
cir ampollas microscépicas con ambas fracciones corres-
pondi6 a 6 nmol por ratén (0,9 mgy 0,3 mg de IgG y Fab
respectivamente). La intensidad de la enfermedad ampo-
llosa que desarrollaron los ratones, asi como el nimero de
animales enfermos aument6 a medida que se aumentaba
la dosis de IgG y Fab. Se observé que la inmunofluores-
cencia directa fue positiva en todos los animales, incluso
en aquellos que habian sido inyectados con dosis que no
fueron capaces de causar lesiones clinicas o histologicas.

5. La inyeccion de Fab de PV por via subcutdnea es mds
eficaz que por via intraperitoneal a la hora de causar
enfermedad en los animales de experimentacion

Todos los ratones inyectados via subcutanea fue-
ron positivos tanto clinica como histolégicamente a
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las 24 horas de la primera inyeccién, mientras que
los ratones inyectados por via intraperitoneal no mos-
traban signos clinicos de enfermedad, a pesar de que
todos tenfan ampollas suprabasales microscépicas.
La inmunofluorescencia indirecta fue negativa a di-
lucién de 1:20 en todos los ratones, mientras que la
directa demostro6 la presencia de fragmentos Fab en
los espacios intercelulares de la epidermis de todos
los animales.

DISCUSION

El primer hito dentro de la investigacion de la pa-
togenia del PV fue el descubrimiento por Ernst Beut-
ner y Robert Jordon en el ano 1964 de que estos pa-
cientes presentaban unos anticuerpos en el suero que
estaban dirigidos contra los espacios intercelulares de
la epidermis (1). La presencia de estos anticuerpos en
el suero, asi como la observacion posterior de que tam-
bién se podian hallar unidos in vivo a nivel de la piel
de los pacientes hizo pensar entonces que quiza juga-
ban un papel en la aparicién de las lesiones de los en-
fermos. A partir de aquel momento se empezaron a
realizar distintos trabajos de investigacion en los que
se intent6 demostrar el papel patogénico de estos an-
ticuerpos. Por una parte se realizaron estudios in vitro
utilizando cultivos celulares o fragmentos de piel en
medio de cultivo. Schiltz y Michel fueron los primeros
en publicar en la literatura de habla inglesa un traba-
jo en el que se demostraba que el suero de pacientes
con pénfigo era capaz de inducir acantélisis en la epi-
dermis de fragmentos de piel humana mantenidos en
medio de cultivo (28). Parece ser, sin embargo, que
los italianos Bellone y Leone habian hecho observa-
ciones similares anos antes de que se descubriese la
existencia de anticuerpos en el suero de los pacientes,
y por lo tanto deberian compartir el prestigio de los
autores americanos (29).
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Otra linea de investigacion fue la realizacién de es-
tudios de patogenicidad de los anticuerpos in vivo uti-
lizando animales de experimentacién (17). Los prime-
ros estudios que se hicieron tratando de inducir lesiones
cutdaneas en animales mediante la transferencia pasiva
de anticuerpos de pacientes fueron infructuosos. En
ellos se realiz6 la transferencia de anticuerpos por me-
dio de transfusiones o bien por via subcutdnea a mo-
nos u otros animales (30, 31). Todos estos estudios ob-
tuvieron resultados negativos en cuanto a la produccién
de lesiones cutaneas a pesar de que se podia observar
que los anticuerpos eran capaces de fijarse a los espa-
cios intercelulares de la epidermis de los animales de
experimentacién. La naturaleza autoinmune del PV
quedo finalmente bien establecida con la demostracion
de que los anticuerpos anti-epidérmicos de este grupo
de pacientes eran capaces de reproducir las caracteris-
ticas clinicas, histolégicas e inmunopatolégicas de la en-
fermedad humana cuando fueron administrados por
via intraperitoneal a ratones recién nacidos de tipo
BALB/c (15). Fue sin duda el tamano pequeno de es-
tos animales y la gran concentracion a la que se admi-
nistré la IgG de los pacientes lo que contribuy6 a la ob-
tenciéon de estos resultados que no habian podido
obtener otros investigadores. Ambos factores permitie-
ron que se administrase una gran cantidad de anti-
cuerpos en relacion al peso de los animales, lo cual es
un factor muy importante a la hora de obtener lesiones
en este modelo animal (Mascar6 JM, observacién per-
sonal). Otro factor importante fue la ausencia de pelo
de los ratones recién nacidos, facilitando el examen cli-
nico de estos animales respecto a otras especies.

En estudios posteriores se ha podido observar que
los anticuerpos de los pacientes con PV se hallan diri-
gidos contra la desmogleina 3, una glicoproteina epi-
dérmica de 130 kD (4, 6). Mas recientemente se ha po-
dido demostrar que los anticuerpos dirigidos contra la
desmogleina 3 son patégenos en ratones recién naci-
dos de tipo BALB/c (32). Ademds, una forma recom-
binante de la regién extracelular de la desmogleina 3
sintetizada utilizando el sistema del baculovirus fue ca-
paz de absorber la mayoria de los anticuerpos patoge-
nos del suero de dos pacientes con PV (20). Por otra
parte, los anticuerpos policlonales de un conejo inmu-
nizado con desmogleina 3 recombinante lograron in-
ducir ampollas intraepidérmicas cuando fueron inyec-
tados a ratones recién nacidos (33, 34). Se ha visto
también que un 50-60% de los pacientes con PV tiene
anticuerpos contra la desmogleina 1, el antigeno del
pénfigo folidceo (8, 10-13). Se piensa en la actualidad
que en las primeras fases de la enfermedad los anti-
cuerpos anti-desmogleina 3 serian los responsables de
la aparicion de las lesiones orales con las que debuta la
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gran mayoria de pacientes con PV (13, 14). La apari-
cién posterior de anticuerpos anti-desmogleina 1 en es-
tos pacientes provocaria que ambas poblaciones de an-
ticuerpos (anti-desmogleina 1 y anti-desmogleina 3)
diesen lugar a la aparicién de lesiones cutaneas (13, 14).
Todos estos estudios sugieren que los anticuerpos del
suero de los pacientes con PV se hallan dirigidos prin-
cipalmente contra la regién extracelular de la desmo-
gleina 3, y que son los responsables de iniciar y produ-
cir las lesiones cutineas de estos enfermos,
contribuyendo los anticuerpos anti-desmogleina 1 a la
aparicién y extension de las lesiones en la piel.

La mayoria de los estudios han investigado el me-
canismo por el cual aparecen las ampollas en el PV des-
de un punto de vista antigénico. En el presente estu-
dio se ha investigado dicho mecanismo desde el punto
de vista de los anticuerpos. Ello permitira entender me-
jor como aparece la acantdlisis y se forman las ampo-
llas intraepidérmicas en el PV. Se ha examinado aqui
el papel de la valencia de los anticuerpos en la pro-
duccioén de acantolisis en la epidermis de ratones re-
cién nacidos de tipo BALB/c a los que administré IgG
o sus fragmentos proteoliticos F(ab’), y Fab obtenidos
de tres sueros de pacientes con PV. Los resultados ob-
tenidos demuestran claramente que tanto las inyec-
ciones subcutdaneas de IgG como de F(ab’),; y Fab de
PV producen la aparicién de vesiculas epidérmicas en
estos animales. Ademas, la enfermedad producida tras
la inyeccién de las fracciones IgG y Fab mostr6 un cur-
so cronolégico y una relacién dosis-respuesta similar
en estos animales. El papel de la valencia de los anti-
cuerpos en la patogenia del PV y del pénfigo folidceo
ya habia sido estudiado (16, 18). Rock y cols. demos-
traron que los fragmentos Fab’ de la IgG obtenida del
suero de un paciente con pénfigo foliaceo eran pat6-
genos cuando fueron inyectados por via subcutanea a
ratones recién nacidos. Sin embargo, Anhalty cols. no
pudieron demostrar esto cuando inyectaron por via in-
traperitoneal los fragmentos F(ab’), y Fab’ obtenidos
del suero de un sélo paciente con PV (16). Mientras
que los siete ratones inyectados con fragmentos F(ab’)
desarrollaron lesiones cutaneas, ninguno de los cinco
animales a los que se inyectaron fragmentos Fab’ de-
sarroll6 lesiones clinicas o microscopicas. No obstan-
te, el examen por inmunofluorescencia directa de la
piel de los ratones inyectados tanto con F(ab’), como
con Fab’ de PV demostr6 la presencia de depésitos in-
tercelulares de estos fragmentos en todos los animales.
La inmunofluorescencia indirecta fue negativa o sélo
mostré titulos muy bajos de anticuerpos en el suero de
los ratones inyectados con fragmentos Fab’. Se formu-
16 entonces la hipotesis de que para que apareciese la
acantolisis en el PV era necesario que los anticuerpos
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fueran bivalentes y se produjese asi un entrecruzamiento
(cross-linking) de la molécula antigénica en la superfi-
cie de los queratinocitos epidérmicos (16, 17).

Nuestros resultados difieren notablemente de los
hallados previamente por Anhalty cols. (16), pero es-
ta discordancia podria explicarse porque en aquel es-
tudio se utiliz6 la via intraperitoneal para realizar las
inyecciones. Tal como queda demostrado en el pre-
sente estudio, las inyecciones subcutaneas de Fab de
PV son mucho mads eficaces que las intraperitoneales
ala hora de inducir enfermedad por transferencia pa-
siva a animales de experimentacién. Cuando se inyec-
tan fragmentos Fab por via subcutdnea, la enfermedad
que se observa en los animales es consecuencia de un
efecto local de los anticuerpos que difunden directa-
mente desde la dermis hasta los espacios intercelula-
res de la epidermis. Por el contrario, cuando la frac-
cion Fab es inyectada por via intraperitoneal los
anticuerpos deberan entrar primero en el torrente cir-
culatorio, y después penetrar en la piel para ser capa-
ces de inducir enfermedad. Ademads, si se compara la
vida media de los fragmentos Fab con la de la IgG y los
fragmentos F(ab’),, los primeros tienen una vida me-
dia mucho mas corta debido a que son eliminados ra-
pidamente por el rinén. Se ha visto que la vida media
de fragmentos Fab heter6logos administrados a cone-
jos, cobayas y ratones suele ser inferior a 12 horas (35).
Algunos autores han encontrado incluso que en los ra-
tones puede ser de tan s6lo tres horas y media (36).
Ademas, el volumen de distribucion de la Fab es mu-
cho mayor que el volumen plasmatico, y se ha estima-
do que puede ser hasta nueve veces mayor que el vo-
lumen de distribucién de la IgG cuando se inyectan
fracciones IgG y Fab heterdlogas a animales de expe-
rimentacion (37). Estas dos circunstancias (un cata-
bolismo aumentado y un mayor volumen de distribu-
cién) permiten explicar el hecho que la via subcutanea
sea mucho mas eficaz que la intraperitoneal, asi como
el hallazgo del presente estudio de que los titulos de
anticuerpos fuesen mucho mas bajos cuando se admi-
nistraron fragmentos Fab. Estos hallazgos son también
coherentes con los del estudio de Anhalty cols. en que
hall6 que los titulos de anticuerpos por inmunofluo-
rescencia indirecta en ratones inyectados con Fab por
via intraperitoneal fueron negativos o muy bajos (16).

Otro hallazgo interesante del presente estudio fue
la demostracion que las fracciones IgG y Fab de un pa-
ciente con PV no diferfan en cuanto al curso evoluti-
vo de la enfermedad producida en ratones inyectados.
Asi, tanto la fraccion IgG como la Fab de este pacien-
te fueron capaces de inducir ampollas microscépicas
tan s6lo dos horas después de haber sido inyectadas.
En ambos casos se observaron también signos clinicos
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evidentes de enfermedad al cabo de un periodo de
cuatro a seis horas después de la inyeccion. Esto tam-
bién se pudo observar tras la inyeccién subcutanea de
la Fab de otro de los tres pacientes con PV incluidos
en este estudio. Estos hallazgos se han podido también
corroborar con la IgG de otros pacientes con PV no
incluidos en este estudio (Mascaré JM, observacion
personal). La presencia de anticuerpos unidos a los
espacios intercelulares de la epidermis murina se ob-
serva tan s6lo una hora después de la inyeccién de an-
ticuerpos. Estos hallazgos son interesantes dado que
hasta la fecha s6lo ha habido un estudio en el que se
haya estudiado el curso evolutivo tras la inyeccién de
IgG de PV a ratones (38). En aquel estudio los ani-
males fueron inyectados por via intraperitoneal y se
detectaron indicios de unién de IgG humana a los es-
pacios intercelulares por inmunofluorescencia direc-
ta al cabo de una hora de la inyeccién, siendo maxi-
ma a las seis horas. E] examen ultraestructural con
microscopia electréonica mostré una pérdida de co-
hesién entre los queratinocitos tan s6lo una hora des-
pués de la inyeccién, y al cabo de seis horas los espa-
cios intercelulares se habian separado a nivel de los
desmosomas. A pesar de todo, las lesiones cutaneas y
la positividad del signo de Nikolsky no aparecian has-
ta transcurridas 18 horas de la inyeccién de anticuer-
pos. Este estudio no daba informacién, sin embargo,
acerca de los hallazgos histolégicos con microscopia
optica. Los resultados de ambos estudios no son com-
parables dado que la via de inyeccion fue diferente y
esto modifica completamente la cronologia. En los es-
tudios mas recientes se ha utilizado casi siempre la via
subcutanea pero no se ha estudiado el curso evoluti-
vo de la enfermedad, y en la mayoria de ellos los ra-
tones son examinados y sacrificados entre 18 y 24 ho-
ras después de la inyeccion (14, 20, 32-34).

En resumen, en este estudio se ha demostrado por
primera vez que los anticuerpos del PV son capaces de
inducir acantdlisis in vivo de forma independiente a
la valencia de la molécula de anticuerpo. No es nece-
sario, por lo tanto, que los anticuerpos patégenos en
el PV den lugar a un entrecruzamiento (cross-linking)
de los antigenos diana en la superficie de los querati-
nocitos para inducir acantoélisis. Ademas, apoyan que
el mecanismo por el cual se produce la acantdlisis es
similar en el PV y en el pénfigo foliaceo. Esta se pro-
duciria por la simple unién de las moléculas de anti-
cuerpo (y mas concretamente su fraccién Fab) a al-
gunos epitopos de la regién extracelular de las
desmogleinas provocando una pérdida de su funcién
adhesiva, y asi la pérdida de una adhesion entre los
queratinocitos epidérmicos.
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Abstract.—Pemphigus vulgaris (PV) is an
autoimmune bullous disease that is mediated by
autoantibodies. It has been shown that neonatal
mice injected intraperitoneally with PV IgG and
F(ab’), fragments, but not Fab’ fragments,
reproduced the key features of the disease.
Therefore it was proposed that cross-linking of the
antigen by bivalent autoantibodies could trigger
acantholysis.

In the present study, subcutaneous injections of PV
IgG and its proteolytic fragments F(ab’),; and Fab
into neonatal mice were used to test this hypothesis.
The sera of 3 well-characterized PV patients and 2
normal human sera were used. All mice injected
with PV IgG and its proteolytic fragments F(ab’),
and Fab from three different patients’ sera
reproduced the human disease clinically,
histologically and immunopathologically in a dose-
dependent manner following a similar time-course.
In addition, PV IgG and Fab fractions induced
acantholysis as early as 2 hours after the injection.

These results demonstrate for the first time that PV
monovalent Fab fragments are pathogenic.

Mascaré Galy JM. In vivo study of the role of the pemphingus vul-
garis antibody valence in the pathogenesis of the disease. Actas Der-
mosifiliogr 1999;90:361-372.

Key words: Pemphigus vulgaris. Desmogleins.
Animal model. Fab fragments. Cell adhesion.
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