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Resumen.—Introduccion. El penfigoide de mucosas (PM) es
un grupo de enfermedades ampollosas autoinmunes, mediada
por autoanticuerpos dirigidos contra diferentes proteinas de
la unién dermoepidérmica, entre otras el antigeno BP180.
Pacientes, materiales y métodos. Se incluyen en este estudio
5 pacientes con PM. Estudiamos la presencia de autoanti-
cuerpos circulantes frente al antigeno BP180 y frente a frag-
mentos extracelulares recombinantes de esta proteina.
Resultados. En todos los pacientes se detecto la presencia
de anticuerpos circulantes frente a BP180. Los estudios de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) fueron positivos en 2 pa-
cientes (20%), asi como en también en 2 pacientes mediante
la técnica salt-split. En 3 pacientes se encontro reactividad
frente al fragmento extracelular del BP180 (LAD-1), dos de
ellos mediante IgA y uno con IgG. Solamente el suero de 2 pa-
cientes reconocio el fragmento NC16A, y 4 de los 5 pacien-
tes presentaron anticuerpos frente al dominio carboxiterminal
BP180 4575.

Conclusiones. Las técnicas de biologia molecular son de gran
importancia para complementar el diagnostico de PM, en es-
pecial cuando los estudios de hematoxilina-eosina o de IF no
ofrecen unos resultados satisfactorios para realizar un diag-
noéstico de PM.

Palabras clave: penfigoide de mucosas, autoinmunidad,
autoanticuerpos, enfermedades vesiculoampollosas.
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INTRODUCCION

El penfigoide cicatrizal (PC) es un grupo de enfer-
medades autoinmunes, mediadas por autoanticuer-
pos IgG (inmunoglobulina) y/o IgA, que consisten
en la aparicion de ampollas subepidérmicas, que afec-
tan principalmente a las mucosas, y en menor medida
a la piel'. En los ultimos anos, esta enfermedad ha
recibido muchas denominaciones, como penfigoide
benigno de mucosas, penfigoide oral o penfigoide
ocular?. No obstante, el curso no siempre es benig-
no; deja importantes secuelas en el paciente, y en oca-
siones pueden observarse lesiones en varias localiza-
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MUCOUS MEMBRANE PEMPHIGOID: IgG AND
IgA ANTIBODIES AGAINST THE BP180 ANTIGEN

Abstract.—Introduction. Mucous membrane pemphigoid is a
group of autoimmune bullous diseases, mediated by autoanti-
bodies directed against different proteins in the dermoepider-
mal junction, including the BP180 antigen.

Patients, material and methods. \We included five patients
with MMP in this study. We studied the presence of circulat-
ing autoantibodies against the BP180 antigen and against re-
combinant extracellular fragments of this protein.

Results. \WWe detected the presence of circulating antibodies
against BP180 in all of the patients. Indirect immunofluores-
cence (lIF) studies were positive in 2 patients (20%), as well
as in 2 patients via salt-split studies. We found reactivity to the
extracellular fragment of BP180 (LAD-1) in 3 patients, 2 of
them via IgA and 1 with IgG. The serum of only 2 patients re-
cognized the NC16A fragment, and 4 of the 5 patients had
antibodies against the carboxy-terminal domain BP180 4575.
Conclusions. Molecular biology techniques are very important
to complement the diagnosis of MMP especially when the re-
sults of hematoxylin-eosin or IF studies are not satisfactory
for a diagnosis of MMP.

Key words: mucous membrane pemphigoid, autoimmunity,
autoantibodies, vesiculobullous diseases.
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ciones. Por este motivo, hoy dia es mas aceptado el
nombre de penfigoide de mucosas (PM) para desig-
nar este grupo de enfermedades®.

Varias proteinas constitutivas de la membrana basal
de la epidermis se han implicado como antigenos en
la patogenia del PM, destacando con una frecuencia
mayor el antigeno del penfigoide ampolloso 2 (APA-2)
o BP180%%. También se ha relacionado el (APA)-1 o
BP230+%, la integrina a634%1°, la laminina 5%, 1a la-
minina 6%y el colageno tipo VII'*. Ademads, un mismo
paciente puede presentar autoanticuerpos dirigidos
frente a varios de estos antigenos!®!%16, Esta variedad
antigénica muestra el gran espectro clinico de esta en-
fermedad, y la variabilidad clinica en su expresion. El
diagnéstico de cada una de estas formas clinicas re-
quiere, ademas de la presencia de los tipicos hallazgos
clinicos, de la utilizacién de técnicas de biologia mo-
lecular y de inmunofluorescencia especiales, tal y
como se ha establecido recientemente?®.

Se presenta nuestra experiencia en b pacientes con
PM atendidos en nuestro departamento, en los que

51 Actas Dermosifiliogr 2005;96(6):365-70 365



TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

EspafaA, et al. Penfigoide de mucosas: anticuerpos IgG e IgA contra el antigeno BP180

Localizaciones IFD IFI IFI IB BP180|1B BP180 IB BP180

Caso | Sexo/ de las lesiones (EM) (salt-split) (LAD-1) | (NC16A) | ELISA BP180| (4575)
n’ | edad (NC16A)

P|Oc|Or|N|F|A|G|lgG|IgA|C3| IgG 1gG IgA 19G | IgA|lgG | IgA 1gG | IgA

1 M/60 - + - - - - - - - 1320 - - - - 4+ - NR -+

2 vViar - - + -+ - - - - - - NR NR - + - + NR + o+

3 Vi + + + + + + + + + + - - - - + - - NR + -

4 V63 + + + - — — — — — — 1:80 +1:80(F) - - - NR NR - + -

5 M6 - + + + + - - - - - -  +1:640(E) +1:160(E) + - NR NR - - -

M: mujer; V: varon; P: piel; Oc: mucosa ocular; Or: mucosa oral; N: mucosa nasal; F: mucosa faringea; A: mucosa anal; G: mucosa
genital; IFD: inmunofluorescencia directa; EM: es6fago de mono; IFl: inmunofluorescencia indirecta; NR: no realizada; E: epidermis.
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Fig. 1.—Diagrama que representa de forma esquemdtica el antige-
no 2 del penfigoide ampolloso (BP180), con sus tres partes: porcion
intracelular, porcidon transmembrana y region extracelular. En este
estudio se utilizan tres fragmentos recombinantes del BP180: frag-
mento extracelular LAD-1 (no es conocido exactamente el inicio de
este fragmento, pero su extremo distal se extiende hasta el amino-
acido 1497); el fragmento NC16A (desde el aminoécido 490 hasta el
565); y el fragmento carboxiterminal del ectodominio extracelular
BP180 4575 (desde el aminoacido 1365 hasta el 1413).

se realizaron diferentes técnicas de biologia molecular
y de inmunofluorescencia que ayudaron a realizar un
diagnéstico correcto.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y caracterizacion de los sueros

Nuestro estudio incluye 5 pacientes, 2 mujeres y
3 varones, diagnosticados de PM en el Departamento
de Dermatologia de la Clinica Universitaria de Nava-
rra. Las caracteristicas clinicas e inmunolégicas de
cada uno de los pacientes estdn incluidas en la tabla 1.
La edad estuvo comprendida entre los 41 y los 69 anos.
Todos los pacientes presentaron afectaciéon de muco-
sa oral, y solamente en 2 casos se observaron lesiones
en la piel. En todos los casos se realiz6 biopsia de las le-
siones, siguiendo las directrices indicadas®. Los hallaz-
gos histolégicos de hematoxilina-eosina fueron com-
patibles con enfermedad ampollosa subepidérmica. Se
realizaron estudios de inmunofluorescencia directa
(IFD) e indirecta (IFI), incluyendo la técnica de salt-
split mediante el empleo de piel humana incubada en
una solucién de cloruro sédico 1M.

Inmunofluorescencia y técnica de salt-split

Las técnicas de IFD e IFI se realizaron segun se ha
descrito en la literatura médica!”. Para llevar a cabo la
técnica de salt-split se siguieron las directrices de Zilli-
kens et al'®. Se incub6 piel humana en una solucién
de cloruro sédico 1M. Los cortes obtenidos por con-
gelacion se pusieron en contacto con suero de los
pacientes a una dilucién 1:10 durante 30 min a una
temperatura de 37 °C. Posteriormente, se lavé la mues-
tra suero salino, y se incubaron con anticuerpos anti-
IgA a anti-IgG humana marcados con fluoresceina
(FITC), a una dilucion de 1:100.

Técnicas de immunobloty proteinas de fusion

Estas técnicas se llevaron a cabo en colaboracién
con el Departamento de Dermatologia de la Uni-
versidad de Lubeck de Alemania (Dr. Cassian Si-
taru), tal y como se ha descrito en la literatura
médica'®. Las proteinas de fusion utilizadas se
muestran en la figura 1, siguiendo la técnica pro-
puesta por Georgi et al' y basandose en la secuen-
ciacién descrita por Giudice et al?’. La region so-
luble del ectodominio del BP180 (LAD-1) se aislo
de un cultivo de células Ha CaT?!, creciendo en un
medio para queratinocitos en condiciones de cal-
cio bajo (Clonetics, La Jolla, CA, EE.UU.) hasta lle-
gar a una confluencia del 70-80 %?'. El concentrado
del cultivo de queratinocitos se separ6 con geles de
electroforesis de poliacrilamida-sulfato dodecil-s6di-
co (SDS-PAGE) al 8 % y electrotransferidos a pape-
les de nitrocelulosa. Se realizaron tiras de este pa-
pel, incubandose con sueros, a una dilucién de
1:100 durante 4 h a temperatura ambiente. Poste-
riormente, se lavaron con suero con albumina bovi-
na al 1 % en solucién tampén salino-TRIS, y se in-
cubaron con anticuerpos especificos frente a IgG a
IgA humanas, marcados con peroxidasa del rabano
picante?!.

Los fragmentos BP180 NC16 (desde los aminodci-
dos 490 a 562) y BP180 4575 (desde los aminodcidos
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1365 a 1413) se expresaron en Escherichia coli DHba”.
La proteina de fusién recombinante glutatiéon-S-trans-
ferasa (GST)-BP180 NC16A purificada se separ6 en ge-
les de electroforesis de SDS-PAGE al 15 % vy se electro-
transfirio a papeles de nitrocelulosa. Se realizaron tiras
de este papel, incubandose con los sueros de los pa-
cientes, a una dilucién de 1:100, a temperatura am-
biente. Posteriormente se lavaron con suero con albu-
mina bovina al 1 % en solucion tampén salino-TRIS, y
se incubaron con anticuerpos especificos frente a IgG
e IgA humanas, marcados con peroxidasa del rabano
picante.

Técnica de ELISA para BP180 NC16A

Se realiz6 determinacién de anticuerpos frente al
fragmento recombinante NC16A mediante técnica de
analisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA),
segun esta descrita en la literatura médica®.

RESULTADOS

Inmunofluorescencia y técnica de salt-split

A pesar de presentar todos los pacientes lesiones
caracteristicas de PM, s6lo en un caso se encontro
IFD positiva en la biopsia de la piel (paciente 3). En
2 casos con IFD negativa la IFI fue positiva para IgG,
con unos valores de 1:320 y 1:80. En 2 casos la IFI fue
positiva mediante salt-split. En uno de ellos se observo
unicamente positividad para IgG con un titulo de
1:80, con depésitos lineales en el lado epidérmico
(fig. 2). En el otro, se encontré positividad con un
titulo de 1:640 para IgG, y de 1:160 para IgA (fig. 3),
con depositos lineales en el lado epidérmico (ta-
bla1).

Immunoblot para BP180 LAD-1, BP180 NC16A,
y BP180 4575. ELISA para BP180 NC16A

Tres de los cinco sueros reaccionaron frente a la
proteina LAD-1, en 2 casos con IgA, y en otro caso
fue IgG, encontrandose una banda de 116 kDa en
cada uno de los casos (fig. 4A). Se realizé también in-
munoblot frente a NCI6A en 3 pacientes, que resul-
t6 positivo en 2 casos, en uno con IgG y otro con IgA,
con un peso molecular de 38 kDa en ambos
(fig. 4B). En los 2 pacientes en los que no se realizo
inmunoblot frente a esta tltima proteina, se realizo6
técnica de ELISA frente a este mismo fragmento,
que resulté negativo en ambos casos. Por ultimo, se
llev6 a cabo inmunoblot frente a la porcién mas ter-
minal del BP180 (BP180 4575), encontrando una po-
sitividad en 4 pacientes, en dos con IgG, en uno con
IgA 'y en un caso con ambos anticuerpos, observan-
dose una banda de 33 kDa en cada uno de los casos
(tabla 1) (fig. 4C).

Fig. 2.—Depdsitos lineales de autoanticuerpos IgG en la union der-

moepidérmica en el PM. La técnica de salt-split se realiz6 con piel

humana en cloruro sédico 1M. Los anticuerpos anti-lgG humana

marcan el lado epidérmico de la ampolla formada artificialmente
(flechas) (paciente 4) (x200).

Fig. 3.—Depdsitos lineales de autoanticuerpos IgA en la unién der-

moepidérmica en el PM. Los anticuerpos anti-lgA humana marcan

el lado epidérmico de la ampolla formada artificialmente (flechas)
(paciente 5) (x200).

DISCUSION

En este estudio se ha caracterizado la respuesta in-
munolégica frente al BP180 en 5 pacientes con PM.
En la primera reunién de consenso sobre PM cele-
brada en Chicago el ano 20023, se estableci6 que para
el diagnostico de esta enfermedad es necesario, ade-
mas de las lesiones clinicas caracteristicas, la presencia
de IFD, IFI convencional y técnica de salt-split positi-
vas. No obstante, estos hallazgos no se encuentran en
todos los casos de PM descritos en la literatura médi-
cal?%24 al igual que ha ocurrido en nuestros casos.
Resultados semejantes encontraron Setterfield et
al»21 observando que los pacientes en los que la IFD
result6 negativa, la IFI en cambio fue positiva, al igual
que en nuestros pacientes (tabla 1). Los resultados ne-
gativos en la IFD pueden deberse a la dificultad técni-
ca de tomar una biopsia de mucosas, con el riesgo de
que resulte un falso negativo. Por este motivo, cuando
las lesiones clinicas son caracteristicas y tenemos re-
sultados negativos en los estudios de inmunofluores-
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Fig. 4.—A) Inmunoblot para IgA e IgG frente al ectodominio LAD-1 del BP180. Linea 1, con suero control de penfigoide ampolloso; linea 2,

con suero de nuestro paciente 3; linea 3, con suero de sujeto sano. El suero de nuestro paciente 3 no mostro reactividad al ectodominio solu-

ble LAD-1 del BP180 para IgG pero si para IgA. B) Inmunoblot para IgA e IgG frente a BP180 NC16A. Linea 1, con suero control de paciente

con penfigoide ampolloso; linea 2, con suero de nuestro paciente 3; linea 3, con suero de sujeto sano. El suero de nuestro paciente 3 no mos-

tré reactividad al dominio NC16A del BP180 para IgG ni para IgA. C) Inmunoblot para IgA e IgG frente a la porcion carboxi-(C)-terminal de

BP180 (BP180 4575). Linea 1, suero control de paciente con penfigoide cicatrizal; linea 2, con suero de nuestro paciente 3; linea 3, con suero
de sujeto sano. El suero de nuestro paciente 3 mostré reactividad al dominio 4575 del BP180 para IgG, pero no para IgA.

cencia, son necesarias otras técnicas diagnosticas que
permitan argumentar tratamientos inmunosupresores
sistémicos, como es el caso de pacientes que presen-
tan afectacion ocular, o en aquellos en que existe una
afectacion importante de otras mucosas!?26,

Observamos IFI positiva inicamente en 2 casos de
los cinco estudiados, resultados semejantes a los obser-
vados en la literatura especializada'?, y en el 50 % de
los casos mediante la técnica de salt-split, al igual que
en el estudio de Schmidt et al?!. En los casos en los que
fue positiva, se observé que el depésito asentaba en el
lado epidérmico, tal y como se ha descrito cuando esta
implicado el BP180 y la integrina a634. Por el contra-
rio, cuando estan implicadas la laminina 5 o 6, o el co-
lageno tipo VII, los depositos se observan en el lado
dérmico?’ . En otros estudios, esta positividad fue del
80 % cuando existia afectacion de piel y mucosas en el
PM, descendiendo al 18 % cuando los pacientes pre-
sentaban inicamente afectacion de mucosas, y sélo
del 7% en aquellos casos en los que existia afectacion
de mucosa ocular®. La deteccion de anticuerpos circu-
lantes en este grupo de pacientes puede ofrecer unos
resultados mds positivos si los sueros se estudian me-
diante radioinmunoanalisis*, o mediante salt-split con-
centrando mas los sueros estudiados®!.

En nuestro estudio se ha estudiado tinicamente la
autoinmunidad frente al BP180 en pacientes con PM.
Este es el antigeno que con mas frecuencia se ha im-
plicado en el PM7y por este motivo fue el antigeno
que estudiamos en nuestros casos. No se descarta que,
ademads y al igual que se ha descrito en la literatura
especializada, junto al BP180 puedan existir en nues-

tros pacientes otros antigenos implicados!®1%16, Esto
puede deberse a que durante el proceso de inflama-
cion quedan expuestos otros antigenos que resultan
accesibles al sistema inmunitario. Este fenémeno se
ha denominado epitope spreading (expansion de epito-
pos), y se ha demostrado su papel en la progresion de
ciertas enfermedades autoinmunes?®?33.

En todos nuestros casos se produjeron resultados
positivos frente a alguno de los fragmentos estudiados
de BP180. Resultados semejantes observaron Schu-
mann et al® y Balding et al’, encontrando anticuerpos
frente al BP180 en el 100y 96 % de sus pacientes con
PM, respectivamente, o en el 84 % en el estudio de
Schmidt et al?!.

El dominio NC16A es una regién inmunodominan-
te del BP180, donde asientan epitopos implicados en
enfermedades como el penfigoide ampolloso (PA),
herpes gestational, liquen plano-penfigoide (LPP) y
PM?7:2834 En el presente estudio, se observa que en
2 de los 4 pacientes en los que se realiza inmunoblot
frente a NC16A, se encontro positividad, uno con IgG
y otro con IgA. En un paciente mas en el que se reali-
z6 la técnica de ELISA, ésta fue negativa. En otros es-
tudios, al igual que en nuestros pacientes, se ha ob-
servado que en el 58 % de los pacientes con PM esta
determinacion fue positiva, principalmente para IgG?2'.
Asi pues, este dominio del BP180 esta implicado en la
patogenia de muchas enfermedades autoinmunes am-
pollosas, interviniendo diferentes epitopos en cada
una de ellas?’.

Se ha descrito también que el antigeno de la enfer-
medad IgA lineal del adulto (LAD-1) asienta también
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en el BP180y, en concreto, en el ectodominio de esta
proteina, con un peso molecular de 120 kDa%, o un
fragmento suyo de 97 kDa%. Los estudios de reactivi-
dad frente al fragmento LAD-1 que llevamos a cabo
mostraron una positividad del 75 % (3 de los 4 pa-
cientes en los que lo estudiamos), dos de ellos para
IgA y uno para IgG. Schmidt et al*! observaron tnica-
mente anticuerpos frente a este dominio en el 42 %
de los pacientes, principalmente de tipo IgA. Si se
considera globalmente la positividad frente a NAC16A
y frente a LAD-1, tanto para IgG como para IgA, en-
contramos que el 80 % presentaron autoanticuerpos,
al menos frente a uno de los dos fragmentos. Estos ha-
llazgos se corresponden con los observados en otros
estudios, donde esta positividad fue del 84 %?' y
85 %%7, y demuestra que la sensibilidad de la técnica
de inmunoblot es superior a la IFI.

En 4 de los 5 pacientes (80 %) en los que determi-
namos la presencia de autoanticuerpos frente al frag-
mento BP180 4575, se observé positividad para IgG o
IgA, lo que demuestra una inmunorreactividad alta en
nuestros pacientes para este fragmento del BP180. En
algunos estudios solamente estos autoanticuerpos se han
detectado en el 32 % de los casos con PM2!. Sélo encon-
tramos un paciente en el que la determinacién de an-
ticuerpos frente a LAD-1 y NC16A fueron negativos
(paciente 4) (tabla 1), pero que presentaba anticuerpos
IgG frente a la region C-terminal (fragmento BP180
4575) del BP180. En el paciente 5 no se encontraron
anticuerpos frente a este fragmento, pero en cambio ob-
servamos una positividad para BP180 LAD-1. Estos ha-
llazgos demuestran la inmunorreactividad tan distinta
que existe frente al BP180 en la patogenia del PM.

Recientemente, Setterfield et al?®, demostraron que
aquellos pacientes con PM que presentaban IFI posi-
tiva mediante la técnica de salt-split, tanto para IgG
como para IgA, tenian un curso clinico peor que
cuando solamente uno de los dos autoanticuerpos era
positivo. Esta situaciéon inicamente se encontré en
un paciente (paciente 5) y su evolucién no ha sido
peor que la del resto de los pacientes. Por lo tanto, se
necesitan mas casos para confirmar esta observacion.

En resumen, se piensa que la realizacién de técnicas
de biologia molecular es de gran ayuda en aquellos
pacientes en los que, a pesar de presentar lesiones cli-
nicas caracteristicas, los estudios histolégicos o de in-
munofluorescencia no muestran los resultados espe-
rados. Esta informacion sera fundamental antes de
establecer tratamientos inmunosupresores sistémicos
en una enfermedad que puede producir morbilidad
importante en los pacientes.
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