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Resumen.—Dentro de las enfermedades ampollosas subepi-
dérmicas autoinmunes (EASA] existe un gran solapamiento cli-
nico e histologico entre distintas entidades. El conocimiento
molecular de la unién dermoepidérmica es basico para com-
prender este grupo de patologias. Las técnicas de base in-
munolégica han contribuido a aumentar el conocimiento sobre
estas enfermedades y se han ido incorporando progresiva-
mente a la practica clinica. En esta revision sobre los métodos
diagnésticos de las EASA revisamos los avances mas recien-
tes en la biologia molecular de la unién dermoepidérmica y
nos centramos principalmente en los métodos diagnosticos
inmunolégicos. Distinguimos dos grandes grupos: los que de-
tectan depdsitos autoinmunes en piel (inmunofluorescencia di-
recta y sus variantes incluyendo la aplicacion de la microsco-
pia confocal) y los que detectan anticuerpos en suero u otros
fluidos (inmunofluorescencia indirecta y variantes, ELISA, in-
munoblot e inmunoprecipitacion). Dentro de las técnicas mas
difundidas en nuestro medio exponemos la metodologia y las
claves diagnésticas.

Palabras clave: enfermedades ampollosas subepidérmicas
autoinmunes, métodos diagnésticos, ampollas.

INTRODUCCION

Las enfermedades ampollosas
subepidérmicas autoinmunes

La unién dermoepidérmica es una estructura de
alta complejidad molecular formada por los querati-
nocitos basales, la membrana basal epidérmica y la
parte superior de las papilas dérmicas (fig. 1). El ata-
que autoinmune contra la unién dermoepidérmica
desencadena un grupo de enfermedades denomina-
das enfermedades ampollosas subepidérmicas autoin-
munes (EASA)!2. Las EASA tienen un mecanismo pa-
togénico comun por el que autoanticuerpos contra
determinadas moléculas de la unién dermoepidérmi-
ca inducen una reaccion inflamatoria en el drea de las
estructuras diana y una pérdida de funcién de molé-
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DIAGNOSTIC METHODS IN AUTOIMMUNE
SUBEPIDERMAL BULLOUS DISEASES

Abstract.—There is considerable clinical and histological over-
lap among the subepidermal autoimmune bullous diseases.
The knowledge at the molecular level of the dermo-epidermal
junction is essential to understand this group of diseases. The
immune-based techniques have contributed to increase the
knowledge of these entities and have been progressively in-
corporated into clinical practice. In this review of the diagnos-
tic methods of subepidermal autoimmune bullous diseases we
summarize the most recent advances on the molecular biolo-
gy of the dermo-epidermal junction, focusing on the immune-
based diagnostic techniques. We distinguish two main groups
of diagnostic methods: those that detect autoimmune de-
posits in the skin (direct immunofluorescence and its variants
including confocal microscopy) and those that detect antibod-
ies in serum or in other fluids (indirect immunofluorescence
and its variants, ELISA, immunablot and immunoprecipitation).
We explain the methodology and diagnostic keys of the tech-
niques most widely applied in our milieu.

Key words: subepidermal autoimmune bullous diseases, di-
agnostic methods, blusters.

Fig. 1.—Imagen de microscopia confocal de la unién dermoepi-

dérmica.
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TABLA 1. ENFERMEDADES AMPOLLOSAS SUBEPIDERMICAS AUTOINMUNES

Principales antigenos implicados

Localizacion de antigenos en piel separada

Enfermedad
Penfigoide ampolloso Colageno XVII
BP230
Penfigoide gestacional Colageno XVII
BP230

Penfigoide anti-p200

Liquen plano penfigoide Colageno XVII
Penfigoide de mucosas Colageno XVII
BP230
Integrina a6p34
¢ Penfigoide antiepiligrina Laminina 5
Epidermolisis ampollosa adquirida Colageno VIl

Dermatitis herpetiforme

Dermatosis IgA lineal Colageno XVII
LAD-1
BP230
Colageno VII
Lupus eritematoso ampolloso Colageno VIl

Proteina de 200 kDa

Lado epidérmico
Lado epidérmico

Lado epidérmico
Lado epidérmico

Lado dérmico

Lado epidérmico
Lado epidérmico
Lado epidérmico
Lado epidérmico

Lado dérmico

Lado dérmico

Transglutaminasa epidérmica

Lado epidérmico
Lado epidérmico
Lado epidérmico

Lado dérmico

culas de adhesion, con la subsiguiente formacion de
ampollas subepidérmicas y lesiones secundarias®.

La EASA mas frecuente es el penfigoide ampollo-
so, pero también pertenecen al grupo el penfigoi-
de gestacional, penfigoide de mucosas, penfigoide
anti-p200, liquen plano penfigoide, epidermolisis am-
pollosa adquirida, dermatosis IgA lineal, lupus erite-
matoso ampolloso y dermatitis herpetiforme (tabla 1).
Dentro de las EASA es caracteristico el solapamiento
clinico e histopatolégico entre distintas entidades.

Los estudios inmunolégicos, que nacieron para la
investigacion y de hecho han definido nuevos subti-
pos de EASA, se han ido incorporando progresiva-
mente a la clinica, y hoy en dia resultan absolutamen-
te imprescindibles para el diagnéstico de este grupo
de enfermedades.

A pesar de todo, los estudios inmunologicos no han
hecho mas que incrementar la sensacién de inmenso
desconocimiento que se tiene al profundizar en las
EASA. En la practica ocurre que casos clinicamente sos-
pechosos de un tipo de EASA se corresponden inmu-
nolégicamente con otra*. Hay superposiciones clini-
co-inmunoldégicas y exclusivamente inmunolégicas. Un
ejemplo de esto ultimo es una serie de casos de la litera-
tura con clinica de penfigoide ampolloso y clara reacti-
vidad frente a colageno XVII y desmogleina 3 sin las le-
siones en mucosas caracteristicas del pénfigo vulgar®!s,

Las superposiciones se atribuyen en muchos casos a
la expansion de epitopos, un proceso por el cual, de-

bido al dano tisular por un proceso antiinflamatorio
autoinmune, la exposicion de un antigeno previa-
mente «secuestrado» conduce a una respuesta autoin-
mune secundaria frente a este antigeno'*.

Los métodos diagnoésticos en las EASA tienen 3 ob-
jetivos:

1. Distinguir las EASA de otros grupos de enferme-
dades vesiculoampollosas:

a) Enfermedades ampollosas hereditarias.

b) Enfermedades infecciosas (virales y bacterianas).

¢) Otras enfermedades de mecanismo inmunologi-
co (por ejemplo eritema exudativo multiforme, reac-
ciones medicamentosas).

d) Miscelanea: porfiria cutinea tarda, bullosis dia-
beticorum, ampollas de origen fisico y eczema dishi-
drético.

2. Distinguir las EASA entre si.

3. En casos concretos monitorizar el curso de la en-
fermedad, detectar precozmente los brotes y ajustar el
tratamiento.

Estructura y proteinas principales
de la union dermoepidérmica

La unién dermoepidérmica es una estructura alta-
mente especializada que actiia como vehiculo de co-
municacién entre epidermis y dermis. Hoy no se man-
tiene la vision estdtica, puramente fisica de la unién
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Fig. 2.—Estructuras y proteinas
principales de la union dermo-
epidérmica.
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dermoepidérmica, sino que se considera que realiza
las siguientes funciones:

1. Adhesiva: sustrato para la adhesion de los quera-
tinocitos basales, anclaje dermoepidérmico, transmi-
sion mecanica entre epidermis y fibras elasticas y co-
lagenas dérmicas.

2. Barrera: regulacion de la permeabilidad de ma-
cromoléculas en ambos sentidos.

3. Senalizacion celular: transmisién de senales de
diferenciacion, morfogénesis y apoptosis epidérmica,
permeabilidad de células inflamatorias y molde para
la reparacion tisular.

Como se ha dicho anteriormente, la unién dermo-
epidérmica consta de la membrana basal y de estruc-
turas diferenciadas de los queratinocitos basales y la
dermis papilar® (fig. 2).

Los queratinocitos basales presentan un citoesque-
leto con filamentos intermedios de queratina 5y
14 que se conectan con unas estructuras basales lla-
madas hemidesmosomas y una membrana plasmatica
basal especializada.

La membrana basal epidérmica se puede subdivi-
dir a su vez en varias zonas, caracterizadas inicial-
mente por microscopia electrénica por su densidad a

los electrones. En direccion epidermis-dermis hay
una zona clara llamada lamina ldcida y una oscura
llamada lamina densa. Hoy se sabe que la lamina
Iicida es un espacio artefactual creado por deshidra-
tacion durante el procesamiento convencional de
tejidos, pero en la presente revision preferimos man-
tener este término por su estabilidad en la litera-
tural®.

La interfase entre la lamina densa y la dermis papi-
lar se denomina sublamina densa, y contiene estruc-
turas denominadas fibrillas de anclaje y placas de an-
claje junto a proteinas fibrilares dérmicas.

Las moléculas conocidas de interés para el estudio
de la patologia autoinmune se localizan en los quera-
tinocitos basales, la membrana basal y las fibrillas de
anclaje. Describimos a continuacion tan sélo las prin-
cipales moléculas implicadas en patologia autoinmu-
ne o en sus técnicas diagnosticas.

Queratinocito basal y lamina licida

Se tratan conjuntamente por ocupar los hemides-
mosomas ambas regiones. Los hemidesmosomas son
estructuras con funcién de anclaje y senalizacion celu-
lar que estan situados en la membrana plasmatica ba-
sal del queratinocito basal. Las proteinas fundamenta-
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Fig. 3.—Estructura del colageno XVII o BP180.

les del hemidesmosoma son colageno XVII, plectina,
BP230 e integrina a6p34.

Colageno XVII. Molécula también conocida como
BPAG2 (bullous pemphigoid antigen 2) o BP180 (bullous
pemphigoid 180 KDa) 215, Es la proteina implicada con
mas frecuencia en la patologia autoinmune de la
unién dermoepidérmica y la mejor conocida!”'®.

Es una glucoproteina transmembrana (fig. 3). Se ha
clasificado dentro de la familia de los coldgenos como
coldgeno XVII (COL17A1) porque en su extremo
C-terminal existen 15 secuencias repetidas tipo cola-
geno (Gly-X-Y). Su extremo N-terminal es intracelular
y se une a BP230, plectina y a la subunidad 4 de la in-
tegrina a634. El extremo C-terminal se extiende a tra-
vés de la lamina licida y llega a la lamina densa'd.

El coldgeno tipo XVII existe in vivo en dos formas,
la completa, de 180 kDa, y el dominio extracelular de
120 kDa que se separa por proteolisis in vivo. Este ec-
todominio se llama LAD-1. Los dominios extracelula-
res se ensamblan de 3 en 3 formando triples hélices
tipo colageno®.

Es particularmente importante en la patologia cuta-
nea el segmento extracelular del colageno XVII, mas
proximo a la membrana plasmatica, llamado NC16A
(non-collagenous 16), que es el decimosexto segmento
no colageno. Se une a la subunidad a6 de la integri-
na a6p 4%'.

Se han demostrado anticuerpos séricos contra el co-
lageno XVII en el penfigoide ampolloso, penfigoide
gestacional, penfigoide de mucosas, dermatosis IgA li-
neal y liquen plano penfigoide. En penfigoide ampollo-
so, penfigoide gestacional y dermatosis IgA lineal pue-
de detectarse inmunidad contra NC16A. En algunos
penfigoides de mucosas hay reaccién contra epitopos
mas C-terminales. El fragmento LAD-1 esta implicado
en dermatosis IgA lineal y penfigoide ampolloso.

Se ha demostrado patogenicidad de anticuerpos
contra colageno XVII en un modelo de raté6n?. En la
epidermolisis ampollosa juntural no Herlitz se en-
cuentra mutado el gen del coldgeno XVII.

BP230. Es una proteina de 230 kDa también deno-
minada BPAG1 (bullous pemphigoid antigen 1)>'°. Se tra-
ta de una proteina intracelular del queratinocito basal
situada en el complejo hemidesmosémico. Pertenece
a la familia de las plaquinas. Su funcién es unir los fi-
lamentos intermedios del citoesqueleto al hemides-
mosoma. Su extremo C-terminal se asocia a los fila-
mentos intermedios de queratina. Su extremo
N-terminal se une al coldgeno XVII 'y subunidad 3
4 de la integrina a6f3 4, entre otras.

En penfigoide ampolloso y dermatosis IgA lineal
aparecen autoanticuerpos contra BP230, pero se duda
de que sean patogénicos; mas bien se cree que su pro-
duccién se induce secundariamente a la reaccion in-
flamatoria en la unién dermoepidérmica.

No hay mutaciones conocidas de BP230 en la pato-
logia ampollosa hereditaria.

Plectina. La plectina es una proteina globular situa-
da en el lado citoplasmatico del hemidesmosoma,
también de la familia de las plaquinas. Se une por su
extremo C-terminal a los filamentos intermedios de
queratina y por su extremo N-terminal a la subuni-
dad B4 de la integrina o634, BP230 y actina?.

Se han descrito algunos casos de reactividad contra
plectina en patologia autoinmune, sobre todo penfi-
goides ampollosos, pero tiene una importancia secun-
daria?*+2,

La plectina esta mutada en un tipo de epidermolisis
ampollosa simple (epidermolisis ampollosa simple
con distrofia muscular de cinturas).

Integrina a6B34. Las integrinas son glucoproteinas
transmembrana que median la adhesion célula-ma-
triz o célula-célula con capacidad de transducir sena-
les reguladoras de expresion génica y ciclo celular.
Son heterodimeros, lo que significa que consisten en
2 subunidades distintas entre si*'?. Los queratinocitos
basales expresan a21 (membranas laterales y api-
cal), a3B1 (en membranas laterales y en membrana
plasmadtica basal, pero no asociada al hemidesmoso-
ma, se une a laminina 5) y a6p4 (proteina hemides-
mosomica).

La subunidad 34 tiene un extremo C-terminal in-
tracelular y un extremo N-terminal extracelular. El do-
minio C-terminal se une a plectina y colageno XVII 'y
el dominio extracelular se une a la laminina 5; por
tanto, media la conexién del hemidesmosoma por un
lado, con los filamentos intermedios de queratina, y
por otro lado con ldmina densa.

La subunidad a6 se une al dominio NC16A del co-
lageno XVII.

Las dos subunidades son antigenos en el penfigoide
de mucosas oral y ocular. También existe un modelo
animal. La mutacién de cualquiera de las 2 subunida-
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des conduce a la epidermolisis ampollosa juntural con
atresia pilorica.

Lamina densa

Lalamina densa se compone principalmente de co-
lageno IV, lamininas 5, 6 y 10 y proteoglicanos.

Coldgeno IV. Es un heterotrimero formado a partir de
6 genes diferentes, de los cuales en la piel se expresan
COL4A1 (subunidad «1[IV]), COL4A2 (subunidad
a2[IV]), COL4A6 (subunidad a6[IV]), COL4Ab5 (sub-
unidad a5[IV])2 En comun con otros colagenos tiene
un largo dominio triple hélice tipo colageno; posee
2 dominios no colagenos globulares en los extremos
C-terminal (NCI) y N-terminal (NC2) que permiten el
ensamblaje con la propiedad de crear redes colagenas
planas.

El dominio NC1 de a3(IV) esla diana en el sindrome
renopulmonar de Goodpasture. En un paciente con in-
suficiencia renal y enfermedad ampollosa subepidérmi-
ca se detect6 IgG contra el dominio NCI1 de ab(IV).

El coldgeno IV es un importante marcador de la 13-
mina densa en los métodos diagnoésticos.

Laminina 5. Las lamininas son una familia de glu-
coproteinas heterotriméricas que cumplen funciones
estructurales y de senalizacion. Cada laminina esta
formada por tres subunidades (a,$,y) %!°. La laminina
5 (a3, B3, y2) se encuentra en la interfase entre la-
mina licida y lamina densa e interacciona con las in-
tegrinas del hemidesmosoma y la membrana plasma-
tica basal del queratinocito.

La laminina 5 se conoce también como epiligrina,
y un tipo de penfigoide de mucosas con autoinmuni-
dad contra laminina 5 se denominaba penfigoide an-
tiepiligrina?”#. La mayoria de los pacientes con pen-
figoide de mucosas y autoinmunidad contra laminina
5 reconocen la subunidad a3%.

Sublamina densa

Las fibrillas de anclaje son unas estructuras arci-
formes observables mediante microscopia electréni-

ca, que se componen fundamentalmente de colage-
no VII®.

Colageno VII. Es otra proteina de la familia del cola-
geno; es un homotrimero formado por tres cadenas
idénticas de 290 kDa. Tiene un dominio globular no
colageno N-terminal (NC1) donde se localizan los epi-
topos inmunodominantes. En el extremo C-terminal
se sittia el dominio NC2%15:3231,

Es el antigeno implicado en la epidermolisis ampollo-
sa adquirida, el lupus eritematoso sistémico ampolloso y
algunos casos de dermatosis IgA lineal®>%7.

Su alteracién de causa genética se traduce en dis-
tintos tipos de epidermolisis ampollosa distréfica.

METODOS DIAGNOSTICOS

Dividimos los métodos diagnosticos en dos grandes
grupos: aquellos que detectan autoanticuerpos en te-
jidos o suero y el resto de métodos.

Métodos diagnosticos sin deteccion
de autoanticuerpos

Histopatologia convencional

La biopsia convencional fijada en formol es un pun-
to de partida imprescindible en el diagnoéstico histo-
patolégico?38. La eleccion del lugar de biopsia es muy
importante (fig. 4). Debe estudiarse el borde de la
ampolla o vesicula para observar el lugar de despega-
miento bajo el microscopio. La presencia de un infil-
trado rico en eosinofilos, neutréfilos o pobre en célu-
las inflamatorias es orientativa pero nunca diagnostica
(fig. 5).

Mapeado de antigenos mediante inmunohistoquimica

Para localizar el nivel de separacion dentro de la
union dermoepidérmica es posible realizar una tin-
cion de alguna proteina conocida mediante inmu-
nohistoquimica y visualizar la situacién de ésta con
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Fig. 5.—Tincién con hematoxilina-eosina de una epidermolisis ampollosa adquirida (EAA) y una dermatosis IgA lineal (DAIL). En ambas se ob-

serva un despegamiento subepidérmico y un infiltrado inflamatorio moderado con neutroéfilos. La histopatologia convencional no distingue
unas enfermedades ampollosas subepidérmicas de otras.

Fig. 6.—Tincion inmunohistoquimica para coladgeno IV, que se ob-
serva de coloracion parda en el suelo del despegamiento patolégico
en un caso de penfigoide ampolloso.

respecto al despegamiento patolégico. La ventaja es
que puede realizarse en muestras ya fijadas en formol
e incluidas en parafina. Se han marcado las queratinas
5y 14 del queratinocito basal, las lamininas y el cola-
geno tipo IV de la lamina densa. El coldgeno IV es el
mas utilizado (fig. 6)2.

Microscopia electronica convencional

Es una técnica lenta y complicada que no aporta
ventajas en el diagnéstico de las EASA al no dar infor-
macion sobre los depdsitos autoinmunes. En trabajos
de investigacion antiguos se caracterizaron las distin-
tas EASA mediante microscopia electrénica con loca-
lizacién fina del despegamiento y descripcion ultraes-
tructural de cambios celulares, pero en la actualidad
no es un campo muy activo de investigacion®.

Métodos diagnosticos con deteccion
de autoanticuerpos

El objetivo de estos métodos es detectar la presencia
de autoanticuerpos o complemento depositados en
tejidos o circulantes en suero y caracterizarlos en clase
y especificidad antigénica.

Deteccion de depositos autoinmunes en piel

Inmunofluorescencia directa
Su objetivo es detectar depositos de inmunoglobuli-

nas o complemento en la unién dermoepidérmi-
ca23842.

IFD convencional

1. Toma de la biopsia. La eleccién del lugar de la
biopsia para inmunofluorescencia directa es clave
para la rentabilidad diagnéstica*™*. Nunca deben
biopsiarse dreas de ampolla, ya que los depésitos au-
toinmunes se encuentran distorsionados por la sepa-
raciéon dermoepidérmica y pueden haber sido degra-
dados por la respuesta inflamatoria, dando lugar a
falsos negativos. En la familia del penfigoide ampollo-
so y en la epidermolisis ampollosa adquirida son ren-
tables las dreas adyacentes a las ampollas. Tradicional-
mente se ha recomendado la realizaciéon de una cuna
cutanea radial que incluyera zona de despegamiento y
zona periférica, la division de la cuna con el bisturi'y el
envio de la zona periférica para estudio de inmuno-
fluorescencia directa. El punch o sacabocados ha sido
desaconsejado por algunos autores por la posibilidad
de separar la epidermis con el movimiento rotacional.
En nuestro medio su amplisima difusién y la familia-
ridad de los patdlogos con este formato estandar de
biopsia hace que, a pesar de todo, resulte muy practi-
ca la toma cuidadosa de una muestra independiente
para inmunofluorescencia con sacabocados, que es
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diagnoéstica con un tamano tan pequeno como 3 mm
de diametro (fig. 4). En nuestra experiencia nunca se
han producido falsos negativos por la toma de biop-
sias de inmunofluorescencia con sacabocados.

El area corporal puede influir en la rentabilidad
de la biopsia. En un estudio se vio que la biopsia de
las piernas es menos rentable en el penfigoide am-
polloso*.

En el penfigoide de mucosas hay que elegir las
dreas menos traumadticas para biopsiar. Si hay lesiones
en piel deben ser éstas las que se biopsien. Si hay le-
siones orales y oculares deben elegirse las primeras.
Si s6lo hay lesiones oculares hay que valorar el benefi-
cio-riesgo de la realizacion de la biopsia, dado que ésta
puede inducir inflamacién y cambios cicatriciales.

2. Transporte y conservacion de la muestra. En los
centros que disponen de un laboratorio de Anatomia
Patolégica con unidad de inmunofluorescencia pue-
de transportarse la biopsia en fresco en una gasa em-
papada en suero isoténico para realizar congelacion
inmediata. En caso de que la biopsia se haga fuera del
horario de recogida de muestras del laboratorio, y vaya
a ser procesada al dia siguiente lo 6ptimo es conser-
varla en suero isoténico a temperatura ambiente. Se ha
demostrado que esto no s6lo no altera la muestra, sino
que ademas limpia la fluorescencia residual por extra-
vasacion en dermis y depésito inespecifico®4°.

En el ambito anglosajén es muy utilizado el medio
de Michel. Se ha comprobado que las biopsias con-
servadas en este medio resisten hasta un ano a tempe-
ratura ambiente. En Espana no es facil conseguirlo
de forma comercial 7.

Hay comunicaciones aisladas de buena conserva-
cion de biopsias en medios como la miel?.

3. Procesamiento y tincion. Hay varios métodos de
procesamiento de la biopsia. En el mas utilizado la
muestra se congela utilizando nitrégeno liquido y un
medio comercial de congelacion tisular. Se utiliza
un protocolo mediante el cual el tejido se congela len-
tamente y asi se evitan danos y artefactos. La muestra
puede guardarse durante periodos prolongados a
—-80 °C o proceder al corte y tincion.

El criostato es un aparato disenado para cortar
muestras en congelaciéon. Suelen generarse criosec-
ciones de 4 a 6 micras, aunque se ha demostrado que
realizar secciones aiin mas finas, menores de 4 micras,
aumenta la resolucion de las imagenes.

La tincién es la mayor diferencia con la histopatolo-
gia convencional. Para la tincién se utilizan fluorocro-
mos, moléculas que tienen la propiedad de responder
a la radiacion ultravioleta de determinada longitud de
onda, emitiendo radiacién ultravioleta de otra longi-
tud de onda, generalmente en el espectro visible. El
fluorocromo mas utilizado es el isotiocianato de fluo-
resceina (FITC) que emite fluorescencia verde?..

La clave de la inmunofluorescencia es la utiliza-
cion de anticuerpos de especies no humanas conju-
gados con un fluorocromo y especificos contra in-
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Fig. 7—Fundamento de la inmunofluorescencia. Técnica de marcaje
indirecto para inmunofluorescencia directa.

munoglobulinas o complemento humano. Describi-
mos a continuacion las técnicas de marcaje directo e
indirecto.

En la técnica directa, la mas utilizada de forma ruti-
naria, se utiliza un anticuerpo primario antiinmuno-
globulina humana (anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM) o an-
ticomplemento humano (anti-C3) de origen animal y
conjugado generalmente con FITC.

El marcaje indirecto utiliza dos anticuerpos: pri-
mario y secundario. En el estudio de enfermedades
ampollosas el anticuerpo primario es una IgG antiin-
munoglobulina humana o anticomplemento huma-
no generado en una especie no humana (ratén, ca-
bra, conejo y otros). El anticuerpo secundario en una
anti-IgG murina, anti-IgG caprina o lo que correspon-
da segun el animal de origen, que so6lo se une donde
se haya unido previamente el anticuerpo primario.
El anticuerpo secundario es el que estd conjugado
con el fluorocromo y su localizacién puede verse me-
diante iluminacién con la longitud de onda especifica
\ que estimula este fluorocromo (fig. 7). La técnica
de marcaje indirecto aumenta la sensibilidad, pero re-
duce la especificidad al incrementar la tincién ines-
pecifica.

4. Diagnostico. El microscopio de fluorescencia
convencional tiene un manejo muy semejante al de
los microscopios 6pticos normales. Es importante ser
rapido, ya que la fluorescencia va desapareciendo con
el tiempo y la muestra «se quema». Cuando no se esté
observando por el ocular debe interrumpirse la llega-
da de luz al cristal para alargar su vida.
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Fig. 8.—Depdsito lineal de IgG en penfigoide ampolloso.

Fig. 9.—Deposito lineal de IgA en dermatosis IgA lineal.

Fig. 10.—Intenso depdsito de C3 en penfigoide ampolloso.

En las enfermedades ampollosas subepidérmicas
siempre hay dep6sitos localizados en la unién dermoe-
pidérmicay en la dermatitis herpetiforme, ademas exis-
ten depdsitos en las papilas dérmicas. Tras comprobar
la positividad de la fluorescencia en la unién dermoe-
pidérmica hay que analizar 4 puntos®**: q) tipo de
deposito autoinmune: IgG, IgA, IgM, complemento;
b) existencia de uno o varios tipos de depésitos; ¢) pa-
tron de fluorescencia: fundamentalmente lineal o gra-
nular, y ¢) posible existencia de fluorescencia fuera de la
unién dermoepidérmica.

Los principales patrones de depésito son el lineal y
el granular. Existe un depésito lineal en el penfigoide
ampolloso, penfigoide gestacional, penfigoide de mu-
cosas, penfigoide anti-p200, dermatosis IgA lineal, epi-
dermolisis ampollosa adquirida y lupus eritematoso
ampolloso, o lo que es lo mismo, en todas las EASA ex-
cepto en la dermatitis herpetiforme, en que existen
depositos granulares.

Los epitelios foliculares y de glandulas sudoriparas
pueden mostrar positividad. Hay que tener cuidado
con los artefactos por papilas dérmicas que se pue-
den confundir con vasos.

Depositos vinicos en la membrana basal.

IgG y/o C3. Se ven en el penfigoide ampolloso, pen-
figoide de mucosas, penfigoide gestacional, liquen
plano penfigoide, penfigoide anti-p200, epidermolisis
ampollosa adquirida y lupus eritematoso ampolloso
(fig. 8).

Si aparece un depésito de C3 tinico o mas intenso
que IgG es sugerente de la familia del penfigoide. Si
aparece IgG mas intenso que C3 son mds probables
epidermolisis ampollosas adquiridas (EAA) y lupus
eritematoso ampolloso (LEA).

Vodegel et al®? trataron de buscar mayor capacidad
diagnéstica a la IFD y subdividieron el patrén lineal
en patrén lineal puro y patrén en sierra. El patrén en
sierra se divide asimismo en dos: en Ny en U. Obser-
varon que el patron en U es exclusivo de las enferme-
dades del colageno VII: EAA y LEA, mientras que el
patrén en N ocurre en todas las demas (penfigoide
ampolloso, penfigoide gestacional, penfigoide de mu-
cosas, penfigoide anti-p200, y dermatosis IgA lineal).
Para observar estos patrones en Uy en N hay que rea-
lizar criosecciones muy finas, menores de 4 micras,
que no suelen hacerse en la practica rutinaria.

IgA: el deposito lineal de IgA caracteriza la derma-
tosis IgA lineal (fig. 9). El depésito de C3 es mds in-
frecuente y menos intenso. La morfologia de los de-
positos es similar a los de penfigoide ampolloso y
EAA. Como diagnéstico diferencial, algin penfigoide
de mucosas puede depositar exclusivamente IgA y C3.

C3: como ya se ha mencionado, un depésito tinico
de C3 puede verse en penfigoide ampolloso, penfi-
goide gestacional, penfigoide de mucosas y liquen pla-
no penfigoide (fig. 10).

Depositos multiples en la membrana basal. Cuando se
deposita mds de una clase de inmunoglobulina son
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mas probables EAAy LEA. En la EAA casi siempre hay
IgG intensa, en la mitad de los casos hay IgM y en un
tercio IgA.

En el LEA el 60 % tienen depdsitos indistinguibles
de la EAA. El resto tienen depositos granulares conti-
nuos semejantes a los de algunos lupus no ampollo-
sos. El deposito de IgA se asocia a LEA mas que a lu-
pus eritematoso no ampolloso.

Es posible la existencia de penfigoide de mucosas
con IgG e IgA y dermatosis IgA lineal con IgA e IgG.

Deposito en papilas dérmicas. Como ya se ha mencio-
nado, en la dermatitis herpetiforme se producen de-
positos granulares de IgA y C3 en las papilas dérmicas
y unién dermoepidérmica. La imagen es patognomo-
nica. Se deposita IgA en el 100 % y C3 en el 50 %. Son
posibles los depésitos IgG e IgM, pero con menos fre-
cuencia e intensidad (fig. 11).

5. Almacenamiento. Se ha investigado la estabili-
dad de las preparaciones de inmunofluorescencia al-
macenadas a temperatura ambiente. En un estudio se
comprobé que a los 12 meses eran visibles el 92 % de
las preparaciones, pero a los 20 meses tan s6lo el 28 %.
Por tanto, es muy recomendable fotografiar los resul-
tados y almacenarlos digitalmente?.

Inmunofluorescencia directa sobre piel separada en
NaCl 1M. La separacion de la piel a lo largo de la
unién dermoepidérmica a un nivel conocido es un
ingenioso abordaje para diferenciar enfermedades.
Se han publicado 4 métodos de separaciéon: NaCl
1M, tripsina, creacién de una ampolla por succion y
activaciéon de proteasas en salino tamponado con
fosfatos. En todos estos métodos el colageno XVII
se mantiene en el lado epidérmico, mientras que la
laminina y los colagenos IV y VII se mantienen en el
lado dérmico® (tabla 1).

El método que mas se ha extendido es la separa-
ciéon mediante NaCl 1M. La biopsia se incuba de 48 a
72 horas en NaCl 1M, a 4 °Cy posteriormente se rea-
liza la tincién habitual de inmunofluorescencia di-
recta®>7,

En general en el penfigoide ampolloso, penfigoide
gestacional y penfigoide de mucosas los depositos se
ven en el lado epidérmico, convencionalmente supe-
rior o «techo» de la hendidura artificial (fig. 12). Los
depdsitos se corresponden con la localizacion del do-
minio extracelular del colageno XVII'y de NC16A,
que contiene los epitopos mas frecuentes reconocidos
por los anticuerpos patogénicos. Como excepciones,
en el penfigoide anti p-200 y en el penfigoide de mu-
cosas anti-epiligrina o anti-laminina 5 los depésitos
estan en el lado dérmico.

Los depositos en la EAA 'y en el LEA se ven en el
lado dérmico de la separacion. Estdn situados en la su-
blamina densa, donde se sitia el colageno VII (fig. 13).

En la dermatosis IgA lineal es mas frecuente la lo-
calizacion en el lado epidérmico, pero también hay
una forma que marca en el lado dérmico, asociada a
reactividad contra el coldgeno VII.

Fig. 11.—Depdsito granular de IgA en dermatitis herpetiforme.

Fig. 12.—Inmunofluorescencia directa de piel separada en NaCl
1M: depdsito en el lado epidérmico de separacion en penfigoide
ampolloso.

Fig. 13.—Inmunofluorescencia directa de piel separada en NaCl
1M: depdsito en el lado dérmico de separacidon en epidermolisis
ampollosa adquirida.
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TABLA 2. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA DE LAS ENFERMEDADES AMPOLLOSAS SUBEPIDERMICAS

AUTOINMUNES

Enfermedad

Inmunofluorescencia directa

Tipo de depdsito

IFD piel separada NaCl 1M

Penfigoide ampolloso

Penfigoide gestacional

Penfigoide anti-p200

Penfigoide de mucosas
¢ Penfigoide antiepiligrina

Epidermolisis ampollosa
adquirida
Dermatitis herpetiforme

Dermatosis IgA lineal

Lupus eritematoso ampolloso

Lineal
Membrana basal

Lineal
Membrana basal

Lineal
Membrana basal

Lineal
Membrana basal
Lineal

Membrana basal

Granular en papilas dérmicas
y membrana basal

Lineal
Membrana basal

Lineal o granular

IgG y/o C3+IgA

Epidérmico o ambos lados

IgG y/o C3 Epidérmico
IlgG y/o C3 Dérmico
IgG y/o Epidérmico o ambos lados
IgA y/o Dérmico
C3
IgG £ IgA +C3 Dérmico
IgA
IgA + C3 Epidérmico
Algunos casos dérmico
IgG £ IgA £ C3 Dérmico

Membrana basal

Los hallazgos de inmunofluorescencia directa en
cada enfermedad se resumen en la tabla 2.

Inmunofluorescencia directa mediante microscopio confo-
cal. El término «confocal» designa un sistema 6ptico
comun a dispositivos muy distintos (microscopia con-
vencional, microscopia de inmunofluorescencia y mi-
croscopia in vivo) que permite eliminar los artefactos
por superposicion al permitir el paso de la luz refleja-
da desde un tnico plano y eliminar la procedente de
puntos fuera de foco. El efecto puede compararse al
de un microtomo 6ptico®¥62.

El microscopio confocal espectral es un microsco-
pio de fluorescencia sofisticado. En lugar de observar
directamente a través de los oculares, un software pro-
cesa las imdgenes y realiza reconstrucciones. En en-
fermedades ampollosas realiza cortes que permiten es-
tudios de alta resoluciéon de la morfologia de los
depositos. El software permite analizar dos o mas fluo-
rocromos simultdneamente, realizar superposiciones
de imdagenes y visualizar el area de colocalizacion de
proteinas seleccionadas. La colocalizacién de protei-
nas y anticuerpos puede visualizarse e incluso realizar
un analisis numeérico.

En el diagnéstico de enfermedades ampollosas me-
diante microscopia confocal se realiza una técnica de-
nominada FOAMS7! (fluorescent overlay antigen map-
ping) cuyo objetivo es comparar la localizacion de los
depositos autoinmunes con antigenos conocidos de la
membrana basal que elegimos como marcadores, tras

realizar una doble tincion. Las proteinas marcadoras
elegidas con mayor frecuencia son el colageno VII, co-
lageno IV, laminina y subunidad (34 de integrina o634
(fig. 14).

Inmunomicroscopia electronica

La inmunomicroscopia electréonica es una variante
de la microscopia electrénica en la cual se marcan los
depositos autoinmunes con un material electrodenso.
El concepto es similar al de la inmunofluorescencia
directa con la diferencia de que el tltimo marcador es
oro, que resulta denso al haz de electrones®

En penfigoide ampolloso se ve en la mayoria de ca-
sos IgG en el lado extracelular de la membrana plas-
matica del queratinocito basal, bajo los hemidesmoso-
mas, compatible con la localizacién del segmento
NC16A del colageno XVII.

Es una técnica muy poco utilizada para el diagnos-
tico.

Deteccion de autoanticuerpos en suero

Los autoanticuerpos contra las proteinas de la
unién dermoepidérmica no se encuentran sélo en
la piel. También es posible detectarlos en suero y ori-
na”. Se han desarrollado distintas técnicas para la de-
teccion y clasificacion de estos autoanticuerpos que
detallamos a continuacion.
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Fig. 14.—FOAM (fluorescent
overlay antigen mapping) me-
diante microscopia confocal.
Estudio de colocalizacién de
B4 integrina con depdsitos au-
toinmunes. En epidermolisis
ampollosa adquirida (EAA) se
observa una nitida banda verde
de IgG situada inferior a la inte-
grina (roja) en consonancia con
la situacién del colageno VII. En
un caso de penfigoide ampollo-
so se encuentra colocalizacion
de B4 integrina con los depési-
tos autoinmunes, lo cual con-
cuerda con autoinmunidad con-
tra colageno XVII.

Inmunofluorescencia indirecta

Por inmunofluorescencia indirecta se entiende el
conjunto de técnicas en las que el suero o exudado se
incuba con un tejido sano con todas las estructuras
moleculares conservadas?4747_ Se han usado como
sustratos piel humana normal y eséfago de mono. La
sensibilidad y especificidad en cada caso depende del
sustrato y del tipo de patologia. Las imagenes obteni-
das son semejantes a las de la inmunofluorescencia
indirecta y se interpretan siguiendo los mismos cri-
terios.

Inmunofluorescencia indirecta convencional. E1 suero
del paciente se extrae por centrifugacion. Se incuba el
sustrato (tejido sano) con el suero problema 30 mi-
nutos. Tras lavado se incuba con antiinmunoglobulina
humana marcada con un fluorocromo.

En una variante, poco usada, se incuba el sustrato-
suero con complemento, y después con anti-C3 hu-
mano.

1. Depésitos de IgG. Se encuentran anticuerpos
IgG anti-membrana basal en penfigoide ampolloso,
penfigoide de mucosas, penfigoide gestacional, EAA'y
LEA, con prevalencia variable. En penfigoide gesta-
cional s6lo es positivo en el 10 %, en el penfigoide de
mucosas en el 10-25 %. La sensibilidad sube al 60-80 %
en penfigoides ampollosos y al 50 % en EAA. En el
LEA s6lo se detectan anticuerpos sobre piel separada
(ver mas adelante).

El patrén de fluorescencia no ayuda al diagnoéstico
diferencial. Los titulos de anticuerpos determinados
mediante esta técnica no se correlacionan con la acti-
vidad en penfigoide ampolloso.

2. Depositos de IgA. Se encuentran IgA anti-mem-
brana basal en la dermatosis ampollosa IgA lineal en-
tre un tercio y la mitad de los pacientes. La sensibili-
dad aumenta en piel humana separada en NaCl 1M
(ver mds adelante). Los titulos son bajos.

Penfigoide an e Mloso

En dermatitis herpetiforme hay anticuerpos antien-
domisio que se unen al musculo liso hasta en el 70 %
de los pacientes que no siguen la dieta sin gluten.

En algunos casos de penfigoide ampolloso pueden
detectarse IgA, siempre con IgG.

Inmunofluorescencia indirecta sobre piel separada. Una
variante de inmunofluorescencia indirecta consiste en
separar la piel sana en NaCl 1M, como en la IFD#1.7680,
Aumenta la sensibilidad en todas las enfermedades y
es la inica manera de visualizar anticuerpos en el
LEA. En el penfigoide ampolloso la sensibilidad llega
al 90 %.

En penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional y
muchos penfigoides de mucosas se visualizan anti-
cuerpos en el techo de la hendidura artificial. En epi-
dermolisis ampollosa adquirida, penfigoide de mu-
cosas antiepiligrina, penfigoide anti-p200 y LEA la
fluorescencia se localiza en el suelo de la hendidura.
En dermatosis IgA lineal puede aparecer fluorescen-
cia en cualquiera de los dos lados.

Inmunofluorescencia indirecta sobre sustratos deficitarios. Se
trata de una técnica poco empleada en la que el suero se
incuba con piel patolégica deficiente en proteinas co-
nocidas (colageno XVII o colageno VII). Si la autoin-
munidad es, por ejemplo, contra colageno VIl y se trata
de una piel deficiente en colageno VII no se detectara
unioén. Esta técnica tiene grandes limitaciones®®.

Microscopia inmunoelectronica indirecta. Consiste en
estudiar bajo el microscopio electrénico piel sana in-
cubada con suero problema, con los depésitos autoin-
munes convenientemente marcados. En el penfigoide
ampolloso se ve como se unen los anti-BP230 a la placa
hemidesmosomica y los anti-colageno XVII a lamina
Iicida bajo hemidesmosomas en penfigoide ampollo-
so. En penfigoide de mucosas se ha visto densidad en
lamina densa y lamina licida inferior.

En EAA se ven particulas de oro a lo largo de las fi-
brillas de anclaje.
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Fig. 15.—Técnica del ELISA in-
directo.

ELISA

ELISA es un acrénimo de enzyme-linked immunosor-
bent assay (inmunoabsorcion ligada a enzimas). Existen
distintas variantes del ELISA segun se quiera detectar
antigenos o anticuerpos®. Para detectar autoanticuer-
pos se emplea el ELISA indirecto, en el que los pocillos
tienen el antigeno fijo. La técnica se observa en la fi-
gura 15y se puede resumir en los siguientes pasos®>%,

1. Cada pocillo se incuba con diluciones de sueros
problema y sueros control. Segun la concentraciéon de
autoanticuerpos en el suero problema se producira
mayor o menor union antigeno-anticuerpo, que se
puede cuantificar.

2. Se anade como anticuerpo secundario antiinmu-
noglobulina humana de origen animal conjugada con
peroxidasa.

3. El grado de unién anticuerpo secundario-anti-
cuerpo primario se cuantifica tras lavado anadiendo
un sustrato para la peroxidasa. Si ha habido mucha
unioén, habra mayor cantidad de peroxidasa en el po-
cillo, y por tanto se producira mayor producto de la
reaccion enzimatica.

4. Lareaccion se para en un tiempo predetermi-
nado.

5. La cantidad de producto es proporcional a la
absorbancia del pocillo. Como ventajas, no utiliza an-
tigenos desnaturalizados, es rapida, sensible y permite
analizar multiples sueros a la vez.

Existen varios kits comerciales. El mds utilizado de-
tecta anticuerpos contra el segmento NC16A del cola-
geno XVIL En Ia fase s6lida de los pocillos hay NC16A
de origen recombinante. En penfigoide ampolloso el
ELISA contra NC16A tiene una sensibilidad del 94 %
y especificidad del 97 %. En penfigoide gestacional la
sensibilidad se acerca al 100 %. En cambio, el ELISA
frente al colageno XVII completo (también comer-

cializado) sélo es positivo en el 66,6 % de los pacien-
tesS+8,

Se ha demostrado correlacién de los titulos de anti-
cuerpos contra NCI16A con la actividad de la enferme-
dad y la respuesta terapéutica, lo que no ocurre con la
inmunofluorescencia indirecta. Esto se atribuye a que
la inmunofluorescencia indirecta detecta también an-
ticuerpos contra BP230 junto a anticuerpos contra
colageno XVII94,

Hay un ELISA para el dominio NC1 del colage-
no VII, pero todavia no es comercial. Ha demostrado
ser sensible y especifico para EAA y LEA.

En dermatitis herpetiforme se realiza ELISA para
detectar anticuerpos antitransglutaminasa y antiendo-
misio.

Inmunoblot

El término blot (mancha, borrén) se aplica a un
conjunto de técnicas de biologia molecular, en las
que se realiza transferencia desde un gel de electro-
foresis a una membrana, donde se pueden visuali-
zar los resultados o realizar incubaciones posterio-
res. El southern blot analiza ADN, el northern blot
analiza ARN vy el western blot analiza proteinas®. Lo
que se conoce como inmunoblot es un tipo de wes-
tern blot en el que tras separar extractos proteicos de
un tejido determinado, éstos se incuban con un sue-
ro problema que contiene potenciales autoanticuer-

0583,96,97‘

El objetivo del inmunoblot en la patologia ampollosa
autoinmune es detectar contra qué proteinas dermoe-
pidérmicas reaccionan anticuerpos en el suero.

El procedimiento tiene varias fases:

1. Purificacién de extractos proteicos. Las protei-
nas pueden tener varios origenes: extractos proteicos
de piel sana (dérmicos o epidérmicos), extractos pro-
teicos de cultivos celulares o proteinas recombinan-
tes obtenidas en bacterias.

2. Electroforesis. Las proteinas se separan segin su
masa molecular mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida.
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TABLA 3. COMPARACION DE INMUNOBLOT, INMUNOPRECIPITACION Y ELISA

Inmunoblot Inmunoprecipitacion ELISA
Detergentes utilizados Fuertes Suaves No precisa
Desnaturalizacidon de proteinas Si No No
Epitopos conformacionales No Si Si
Separacién subunidades proteicas Si No Si
Réapida No No Si

3. Transferencia. Una vez separadas las proteinas,
se transfieren del gel de poliacrilamida a una mem-
brana de nitrocelulosa, también por un sistema elec-
troforético.

4. Incubacién. La membrana de nitrocelulosa se in-
cuba con los sueros problemay los sueros control.

5. Revelado. Tras la incubacion, los resultados pue-
den visualizarse por varios métodos. El de uso mas ex-
tendido utiliza anticuerpos antiilnmunoglobulina hu-
mana unidos a fosfatasa alcalina o peroxidasa y
adicion del sustrato enzimatico adecuado. También se
puede revelar mediante incubacion con proteina A es-
tafiloc6cica marcada con '*1 y autorradiografia.

Los extractos dérmicos contienen el coldgeno VII,
sus fragmentos y el antigeno de 200 kDa identificado
en el penfigoide anti-p2009”1%, Interesan para estu-
diar la epidermolisis ampollosa adquirida, LEA, algu-
nos casos de dermatosis IgA lineal y el penfigoide
anti-p200. Los extractos epidérmicos son ttiles para el
resto de enfermedades.

En penfigoide ampolloso el inmunoblot reconoce dos
antigenos principalmente: uno de 230 kDA correspon-
de a BP230 y otro de 180 kDa que corresponde al co-
lageno tipo XVII. Dentro del colageno XVII se reco-
noce con alta frecuencia el segmento NC16A y existen
algunos casos de reconocimiento de LAD-1 (120 kDa).
Hay casos esporadicos de reactividad a la plectina
(500 kDa).

En penfigoide de mucosas se ha visto reactividad
frente al coldgeno XVII (NCI16A, LAD-1 y BP180
4575), BP230, subunidades a6 y B4 de la integrina
a6B4, laminina 5 (epiligrina) y laminina 6196107,

En la dermatosis IgA lineal se marca con mas fre-
cuencia LAD-1, aunque puede detectarse positividad
contra otros segmentos del colageno XVII y contra el
coldgeno VIL.

En EAA sobre extractos dérmicos se detecta una ban-
da positiva de 290 kDa y mds raramente de 145 kDa,
que corresponden a colageno VII y su fragmento NC1
N-terminal. Hay dos casos con reactividad doble frente
al colageno VIl 'y la proteina de 200 kDa identificada en
el penfigoide anti-p200 que pueden considerarse EAA
con fenémeno de expansion de epitopos.

La desventaja del inmunoblot es que al tener que des-
naturalizar las proteinas, se pierden puntos de unién
antigeno-anticuerpo denominados epitopos confor-

macionales. Esto hace bajar la sensibilidad de la téc-
nicay aumenta el nimero de falsos negativos.

Inmunoprecipitacion

Existe una técnica que no desnaturaliza las protei-
nas denominada inmunoprecipitacion, que es mas
compleja y lenta que el inmunobloty por tanto se usa
fundamentalmente en investigacion®. Exige solubili-
zar cada proteina por separado y detectar, también por
separado la precipitacion de los posibles complejos an-
tigeno-anticuerpo que se forman al poner en contacto
extractos proteicos purificados y suero problema. Se
ha utilizado mas en el grupo del pénfigo. En enferme-
dades ampollosas subepidérmicas no resulta idénea
para estudiar el colageno XVII por tratarse de una pro-
teina transmembrana dificil de solubilizar, pero ha de-
mostrado utilidad en el penfigoide antiepiligrina para
la deteccion de autoanticuerpos contra la laminina 5.

En la tabla 3 se resumen las ventajas y desventajas
de las técnicas de inmunoblot, inmunoprecipitacién y
ELISA.

PROTOCOLO DE DIAGNOSTICO
Y SEGUIMIENTO

En la figura 16 mostramos el protocolo ideal de
diagnostico de las EASA®. Es obvio que en la practica
clinica habitual de nuestro medio no son realizables
muchas de las pruebas, que deben enviarse a centros
de referencia nacionales e incluso internacionales. Es
muy importante la colaboracién interdisciplinar con
los Servicios de Inmunologia y Anatomia Patolégica, e
incluso la creacién de Unidades de Enfermedades
Ampollosas. Previsiblemente la técnica que presentara
un mayor crecimiento en los préoximos anos sera el
ELISA, con la apariciéon de nuevos kits comerciales
contra mds antigenos de los ahora disponibles.

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS
DE LOS RESULTADOS DIAGNOSTICOS

La importancia del diagnéstico preciso de las EASA
reside en el diferente pronéstico que tienen las dis-
tintas enfermedades y su diferente abordaje terapéuti-
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Fig. 16.—Protocolo diagndstico

de las enfermedades ampollo-
sas subepidérmicas autoinmu-
nes.

co. Por ejemplo, la EAA tiene una caracteristica resis-
tencia a los corticoides orales que la diferencia del
penfigoide ampolloso, enfermedad con inmunofluo-
rescencia directa casi idéntica.

Aunque todavia no muy generalizado, el control de
la actividad de la enfermedad de las EASA mediante
ELISA permitira un mejor ajuste de la medicacion in-
munosupresoray el tratamiento precoz de los rebrotes.
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GLOSARIO

Confocal: adjetivo que se aplica a sistemas 6pticos
diversos que tienen en comun el paso de la luz emiti-
da por la muestra a través de un sélo punto, de forma
que solo se analiza la correspondiente a un plano de-
terminado.

Dominio: parte de una proteina con estructura ter-
ciaria caracteristica que en muchos casos determina
una funcién o ligando.

Epitopo: conjunto de aminodcidos reconocido por
un determinado anticuerpo determinado dentro de un
dominio de una proteina.

Epitopo conformacional: conjunto de aminoacidos
que son reconocidos por un determinado anticuerpo
gracias a que la estructura terciaria de la proteina los si-
tda en una organizacion tridimensional determinada.

Extremos C-terminal y N-terminal: toda proteina se
forma por la unioén de aminodcidos entre si a través de
sus grupos carboxilo y amino. Existen dos aminoaci-
dos en los extremos de la cadena, uno con un grupo
carboxilo libre (extremo C-terminal o carboxi-termi-
nal) y otro con un grupo amino libre (extremo N-ter-
minal o amino-terminal).

Fluorocromo: molécula que tiene la capacidad de
emitir luz tras recibir el estimulo de luz de una longi-
tud de onda determinada.

Glucoproteina: proteina por modificaciéon enzima-
tica que tiene unidos al niicleo polipeptidico residuos
hidrocarbonados que intervienen en funciones de re-
conocimiento y adhesion.

Heterodimero: proteina formada por dos subuni-
dades diferentes entre si, normalmente provenientes
de distintos genes.

Heterotrimero: proteina formada por 3 subunida-
des de las que al menos 2 son quimicamente diferen-
tes.

Homotrimero: molécula formada por tres subuni-
dades de estructura quimica idéntica.

Inmunoblot: tipo de western blot encaminado a la de-
teccion de anticuerpos.

kDa (kilodalton): unidad de masa molecular equiva-
lente a 1.000 dalton; 1 dalton es 1/12 de la masa de un
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atomo de carbono 12y es aproximadamente la masa de
un atomo de hidrégeno (1.660 538 86 (28) x 10-27 kg).

Polipéptido: cadena de aminodacidos.

Membrana basal: tipo de matriz extracelular espe-
cializada que separa todos los epitelios del tejido co-
nectivo subyacente.

Membrana plasmatica basal: parte de la membrana
plasmatica de una célula de cualquier epitelio que se
sitia en el lado de la membrana basal, opuesto a la luz.

Secuencias tipo coldgeno: las proteinas de la familia
del colageno se caracterizan por la repeticion de los
tripletes Gly-X-Y. La glicina es un aminoacido con un
radical hidréfobo que confiere al colageno la propie-
dad de ensamblarse formando triples hélices.

Subunidad: dentro de una proteina, cada una de las
cadenas polipeptidicas que, asociadas entre si, confor-
man su estructura cuaternaria.

Porcion transmembrana: conjunto de aminoacidos
de una proteina destinados a atravesar la membrana
plasmatica y conectar los fragmentos intracelulares y
extracelulares.
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