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Resumen.—Introduccion. El pénfigo vulgar (PV) es una rara
enfermedad ampollosa autoinmune que afecta a la piel y a las
mucosas, caracterizada por la presencia de autoanticuerpos
dirigidos contra la desmogleina 3, causando acantolisis y for-
macion de ampollas intraepidérmicas.

La observacién de casos de PV en varios miembros de una fa-
milia sugiere la existencia de factores genéticos que contribu-
yen a una susceptibilidad a padecer la enfermedad; sin em-
bargo, son muy pocos los casos descritos de PV familiar.
Basandose en su naturaleza autoinmune, numerosos estudios
han determinado una asociacion entre el PV y los alelos anti-
genos de histocompatibilidad (HLA) clase II; en concreto con
los haplotipos HLA-DRB1 *0402 DAB1 *0302 y HLA-DRB1 *
1401 DQAB1*0503 que confieren un riesgo significativo de
enfermedad.

Objetivos. Estudio de tres familias con PV.

Pacientes y métodos. En este estudio presentamos tres fami-
lias diagnosticadas de PV familiar, con 7 pacientes. Determi-
namos los antigenos HLA mediante la técnica de PCR (reac-
cién en cadena de la polimerasa) en varios miembros de estas
familias.

Resultados. Todos los individuos afectos fueron positivos para
HLA DR4 y HLA DR14. Es de especial interés el hecho de que
diferentes familias con PV se asocien con haplotipos idénti-
cos y que hermanos sanos de los pacientes tengan el mismo
haplotipo.

Conclusiones. Estos resultados apoyan el concepto de la pre-
disposicion genética en esta rara enfermedad.

Palabras clave: pénfigo vulgar, pénfigo vulgar familiar, alelos
HLA clase Il, HLA DR4, HLA DR14.
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INTRODUCCION

Los pénfigos representan un grupo de enfermeda-
des crénicas de la piel y las mucosas, de fisiopatoge-
nia autoinmune, que se caracterizan clinicamente por
la presencia de ampollas intraepidérmicas cuyo me-
canismo de formacién es una pérdida de cohesién en-
tre los queratinocitos epidérmicos conocido como
acantolisis. Inmunopatolégicamente estos pacientes
presentan autoanticuerpos intercelulares circulantes

Correspondencia:

M.® Teresa Bordel Gomez. Servicio de Dermatologia.

Complejo Asistencial Virgen de la Concha. Martinez Villergas, 6, 1.°B.
48003. Zamora. Espania.

matebordel@yahoo.es, maitebordel@aedv.es

Recibido el 27 de enero de 2006.
Aceptado el 17 de Julio de 2006.

©0000000000000000000000000000000000000000000000000000000 0

FAMILIAL PEMPHIGUS VULGARIS:
IMMUNOGENETIC STUDY OF HLA CLASS II
ANTIGENS

Abstract.—Introduction. Pemphigus vulgaris (PV) is a rare au-
toimmune bullous disease that affects the skin and mucosae,
characterized by the presence of antibodies against
desmoglein 3, that causes acantholisis and formation of in-
traepidermal blisters.

Observation of PV cases in several members of the same fam-
ily suggests the existence of genetic factors that contribute to
susceptibility to suffer the disease. However, very few cases of
familial PV have been described. Based on its autoimmune na-
ture, many studies have found an association between PV and
the HLA class Il allele, specifically with the HLA-DRB1 *0402
D@AB1*0302 and HLA-DRB1*1401 DAB1*0503 haplotypes
that bestows a significant risk of disease.

Objectives. Study of three families with PV.

Patients and methods. In this study, we present three fami-
lies, with a total of 7 patients, diagnosed of familial PV. HLA
antigens were determined with the PCR (polymerase chain
reaction) technique in several members of these families.
Results: All the subjects affected were positive for HLA DR4
and HLA DR14. The fact that different families with PV are
associated with identical haplotypes and that healthy siblings of
the patients have the same haplotype is of special interest.
Conclusion. These results support the concept of genetic pre-
disposition in this rare disease.

Key words: pemphigus vulgaris, familial pemphigus vulgaris,
HLA class Il alleles, HLA DR4, HLA DR14.
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(AcIC) de tipo inmunoglobulina (Ig) G en el suero,
dirigidos contra un epitope localizado en los desmo-
somas de los queratinocitos de los epitelios planos es-
tratificados. Las formas mas frecuentes de este grupo
son el pénfigo vulgar, el pénfigo folidceo y el pénfigo
paraneoplasico.

El pénfigo vulgar (PV) es la forma mas frecuente y
severa de pénfigo en los paises desarrollados, repre-
sentando el 80 % de todos los casos!. Se trata de una
enfermedad cuya caracteristica principal es el depési-
to de autoanticuerpos de tipo IgG y ocasionalmente
de tipo IgA, contra la desmogleina 3 (Dgs 3), la cual es
una glucoproteina desmosomal perteneciente a la fa-
milia de las cadherinas?® Estas son moléculas de adhe-
sion celular que forman parte de los desmosomas y
que proporcionan las conexiones fisicas entre los que-
ratinocitos®!. Los desmosomas epidérmicos contienen
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Fig. 1.—Arbol genealdgico de las familias afectadas de pénfigo vul-
gar familiar.

fundamentalmente Dgs 1 y Dgs 3, esta ultima es el an-
tigeno reconocido por todos los sueros de pacientes
con PV. Estos autoanticuerpos frente a la desmogleina
3 estan implicados en la patogenia de esta enferme-
dad y sus niveles se correlacionan con el grado de ac-
tividad de la misma®.

Dentro de los factores genéticos que influyen en
la patogénesis del PV, uno de los mads relevantes es el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), que
es una region de genes polimoérficos, localizados en
el brazo corto del cromosoma 6, cuyos productos se
expresan en la superficie de una gran variedad de cé-
lulas.

Se ha descrito una predisposicién genética a pade-
cer pénfigo57ligada al sistema de antigenos de histo-
compatibilidad (HLA), destacindose dos haplotipos:
DRB1%0402 (HLA DR4) DQB1*0302 (HLA DQ8)
y DRB1*¥1401 (HLA DR14) DQB1*0503 (HLA DQ5)%.

A pesar de que puede observarse en todos los gru-
pos étnicos y raciales, existe una mayor incidencia de
PV en los judios!'2. En los judios Ashkenazi los tipos
del haplotipo HLA DRB1*#0402 y DRB1*1402 son mu-
cho mas frecuentes que en otras razas (92,3 %)31%17.

Basindonos en que existe una susceptibilidad gené-
tica a padecer pénfigo ligada al HLA, decidimos reali-
zar un estudio en tres familias zamoranas diagnostica-
das de PV familiar, con el objetivo de determinar la
frecuencia de los antigenos HLA de clase II junto con
el riesgo relativo (RR) que confieren dichos antigenos
a padecer la enfermedad y posteriormente describir
las variantes alélicas de clase II DRy DQ mas frecuen-
tes en dichas familias.

MATERIAL Y METODO

Se revisaron de forma retrospectiva tres familias,
no emparentadas entre si, con historia de varios
miembros afectados de PV atendidas en el Servicio
de Dermatologia de Zamora entre el periodo 1989-
2002. Encontramos 7 pacientes que cumplian crite-

rios diagnoésticos de PV familiar tanto clinicos (pre-
sencia de ampollas a nivel cutaneo y/o mucoso) como
histopatolégicos (ampollas supra-basales con acantoli-
sis). Diagnostico que se corroboré mediante estudios
de inmunofluorescencia directa y/o indirecta, po-
niendo de manifiesto la presencia de depo6sitos de IgG
en los espacios intercelulares de la epidermis afecta'y
de AcIC en suero respectivamente.

Las familias que formaron parte del estudio fueron:
la familia A.R., formada por 6 hermanos, de los cua-
les tres de ellos padecian PV, la familia S.R., con 4 fa-
miliares directos dos de ellos diagnosticados de PVy la
famila A.C., compuesta por 6 familiares directos de los
cuales dos de ellos habian sido diagnosticados de PV.
El arbol genealégico de las tres familias del estudio se
muestra en la figura 1.

Los datos clinicos de los pacientes afectados de PV
familiar referentes al cuadro clinico, ano de diagnos-
tico y evolucién se resumen en la tabla 1.

Se realiz6 un estudio observacional y transversal de
las tres familias diagnosticadas de PV familiar, con el
objetivo de determinar los genes presentes en los loci
DQBI1 y DRBI de todos los sujetos vivos de ambas fa-
milias, tanto de los pacientes con PV como de los
sanos. Para ello se tom6 una muestra de sangre peri-
férica para extraccion del ADN gendémico de los leu-
cocitos mediante la técnica de fenol. Posteriormente
se realiz6 una determinacién genética de los alelos
de los locus de HLA-DR y HLA-DQ amplificando las re-
giones HLA-DRB1 y HLA-DQBI, mediante la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
tipificacion mediante iniciadores o primers especificos
(PCR-SSP, kit de alta resolucion para DQBI1 y de baja
resolucion para DRB1).

RESULTADOS

Las 3 familias diagnosticadas de PV familiar esta-
ban compuestas de 16 miembros, de los cuales 7 de
ellos habian sido diagnosticados de PV, y los 9 restan-
tes no habian presentado en ningtin momento clinica
compatible con dicha enfermedad ampollosa. Todos
ellos carecian de historia familiar y/o personal de
otras enfermedades autoinmunes.

Se incluyeron en el estudio 9 personas, de las cuales
6 padecian PV familiar, uno de los pacientes afectados
no pudo introducirse en el estudio por fallecimiento
como consecuencia de una sepsis. Las 7 personas res-
tantes no pudieron ser estudiadas por no residir en
nuestra provincia o por fallecimiento.

Posteriormente realizamos el estudio genético a to-
das las personas incluidas en el estudio. Los genes pre-
sentes en los locus DQB1 y DRB1 de todos ellos se
muestran en las tablas 2-4.

Todos nuestros enfermos de PV tenian alelos que
codifican antigenos HLA DR 4y DR 14.
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TABLA 1. RESUMEN DE LOS DATOS CLINICOS CORRESPONDIENTES A LOS PACIENTES AFECTADOS DE PENFIGO

VULGAR FAMILIAR

Familias | Paciente | Sexo Ec!ad . An,o . Cuadro clinico AP IFD IFI Estado Anos”
anos | diagndstico (AclC) actual | evolucion
AR. 1 Varén 33 1989 Cuadro ampolloso Ampolla +lgG - Remisién 14 anos
cutdneo-mucoso suprabasal hace
Muy extenso por acantolisis 2 afos
2 Varén 40 2000 Lesiones ampollosas  Ampolla - +1/160 Remisién 1ahoy
en axila izquierda suprabasal hace medio
por acantolisis 3 anos
3 Varon 37 2002 Cuadro ampolloso Ampolla +lgG - Remision 1anoy
cutdneo-mucoso suprabasal +Ig A hace medio
Extension moderada por acantolisis 1 afos
A.C. 1 Mujer 72 1994 Cuadro ampolloso Ampolla +lgG - Fallecida 4 anosy
cutdneo-mucoso suprabasal +C3 por medio
Extension moderada por acantolisis sepsis
2 Varén 70 1996 Cuadro ampolloso Ampolla - +1/80  Activo 9 afos
localizado suprabasal
exclusivamente por acantolisis
en la mucosa bucal
S.R. 1 Varon 43 1990 Cuadro ampolloso Ampolla +1gG +1/160 Activo 15 afos
cutdneo-mucoso suprabasal
Extenso por acantolisis
2 Varon 40 1991 Cuadro ampolloso Ampolla +1gG +1/160 Activo 14 anos
cutaneo suprabasal +C4

exclusivamente

por acantolisis

Ig: inmunoglobulina; AP: anatomia patoldgica; IFD: inmunofluorescencia directa; IFl: inmunofluorescencia indirecta.

TABLA 2. RESULTADOS DE LA DETERMINACION
DE LOS ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA)

EN LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA A.R.

Familia A.R. DOB1 DRB1
B.AR. (+) *0302/11 *0503 *04 *14
S.AR. (-) *0301/13 *0503 *11 *14
AAR. (+) *0302/11 *0503 *04 *14
JM.AR. (-) *0302/11 *0503 *04 *14
FA.R. (+) *0302/11 *0503 *04 *14
MA.AR. (-) *0302/11 *0602 *04 *15

—: paciente no afectado de pénfigo vulgar; + : paciente afectado

de pénfigo vulgar.

TABLA 3. RESULTADOS DE LA DETERMINACION
DE LOS ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA)

EN LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA S.R.

DISCUSION

EI PV familiar es excepcional, y solamente se ha des-
crito en la literatura médica afectacion de familiares
de primer grado!'®!%. La observacion de estos casos fa-
miliares, en los que se ven afectados varios miembros
de una misma familia, demuestra una vez mas la im-
portancia que los factores genéticos tienen en la pa-
togenia de dicha enfermedad.

En una exhaustiva revisiéon bibliografica realizada
hemos encontrado 34 familias con 71 miembros afec-
tados. En 1991 Feinstein et al?** publicaron una revi-
sién con 25 familias y 53 miembros afectados de PV.

TABLA 4. RESULTADOS DE LA DETERMINACION
DE LOS ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA)
EN LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA A.C.

Familia S.R. DQB1 DRB1 Familia A.C. DQB1 DRB1
B.S.R. (+) *0302/11 *0302/11 *04 *14 PA.C. (+) *0302/11 *0503 *04 *14
MA.S.R. (+) *0301/11  *0302/11 *04 *14 TA.C. (+) Fallecida Fallecida

+ : paciente afectado de pénfigo vulgar.

+: paciente afectado de pénfigo vulgar.
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La asociacién con un alelo de HLA especifico im-
plica que el estimulo inmunogenético para la autoin-
munidad seria un péptido especifico, y que al menos
esta autoinmunidad dependeria inicialmente de la
activaciéon de uno o varios clones de células T poten-
cialmente autoagresivas. La asociacion entre genes de
HLA clase I 'y el PV ha sido muy bien documentada
y las técnicas de andlisis moleculares de la region
HLA DP, DQ y DR han revelado que esta asociacién
se correlaciona con alelos muy especificos. En con-
creto, los alelos DRB1#0402 y/0 DQB1%0503 son los
mais frecuentemente asociados en los diversos gru-
pos étnicos®1621,

Los antigenos que se han propuesto como mas im-
portantes en esta predisposicion genética son DR4
y/o0 DR14. El gen DR4 es el que cominmente se ha
asociado en la poblacién judia (estd presente en el
90 % de los judios y especialmente en los Ashkena-
zi) 22, En los pacientes caucasianos no judios se ha vis-
to un incremento de la frecuencia de HLA DR4,
DR14, DQ8, DR6Y DQ5%*24,

El inicio y desarrollo del PV puede resultar de la
interaccion de factores externosy factores genéticos,
especialmente alelos del CMH. Como hoy sabemos,
estos alelos desempenan un papel importante en la
susceptibilidad para padecer la enfermedad. Hay es-
tudios que indican que determinadas posiciones de
aminodcidos en las moléculas DR4 y DR14 aumentan
su capacidad para fijar selectivamente porciones de
desmogleina, originando linfocitos autorreactivos.
Por todo ello es trascendente identificar aquellos
que se asocian con mayor frecuenciay que confieren
una mayor predisposicién a padecer PV con el fin
de disenar en un futuro estrategias inmunoterapéu-
ticas.

En el presente estudio se demuestra una asociacion
significativa entre el PV familiar y los antigenos de
clase II del CMH, especialmente con DR 4y DR 14. En
cuanto a los genes que codifican estos antigenos los
mas positivamente asociados con PV forman parte de
dos haplotipos diferentes: DRB1#04 DQB1*0302/11y
DRB1*14 DQB1*0503, que confieren un mayor RR
para padecer dicha enfermedad (RR 14,4 %).

Los tres hermanos de la familia A.R. afectados de
PV presentan idénticos haplotipos (DRB1*04; DQBI*
0302/11 y DRB1*14; DQB1*0503). Este haplotipo
también es compartido por uno de los hermanos que
no padece PV, teniendo una posibilidad muy alta de
desarrollarlo, aunque no ha presentado hasta la ac-
tualidad clinica compatible con dicha enfermedad y la
determinacion de los autoanticuerpos ha sido negati-
va. Otro de los hermanos, que no presenta la enfer-
medad, comparte el DRB1#14 y DQB1*0503 con los
hermanos afectados, de manera que la probabilidad
de desarrollarla es alta, y por ultimo la hermana no
afectada de pénfigo comparte HLA DRB1*04; DQBI1*
0302/11 con los afectados por ello también su proba-
bilidad de desarrollarla es alta.

En la familia S.R, los dos hermanos varones afecta-
dos de PV tenian un haplotipo HLA DRB1*04; DQB1*
0302/11 y HLA DRB1*14; DQB1*0302/11. Son ho-
mocigotos para el locus DQB1 y tienen la mitad del ha-
plotipo igual a los pacientes afectos de la familia A.R.

El tnico enfermo estudiado de la familia A.C tenia
un haplotipo HLA DRB1*04; DQB1%0302/11 y HLA
DRB1#14; DQB1#0503, exactamente igual a los pa-
cientes con PV de la familia A.R.

Después de este analisis molecular queda claro que
el RR conferido por la presencia de HLA DR4y/o
DR14 en el desarrollo de PV es muy elevado, como se
demuestra en nuestros pacientes. La mayoria de los
pacientes descritos en la literatura tienen alguno de
estos dos alelos, en la poblacion italiana y japonesa
aproximadamente la relacion es de 2:3 para los que
tienen HLA DR14 y 1:3 para HLA DR4, proporcién
que se invierte en los judios Ashkenazi y en los espa-
noles'.

El porcentaje de pacientes que presentan los dos
alelos HLA DR14 y DR4 es inferior, oscilando entre un
11,5 % y un 22,6 %', contrastando con el elevado
porcentaje observado en nuestra serie (100 %). La
presencia de ambos alelos en algunas familias como
las aqui estudiadas, justificaria el aumento de la pre-
disposicion a padecer PV, pudiéndose observar varios
miembros con dicha enfermedad, como sucede en la
familia A.R que presenta una elevada incidencia de
la enfermedad (el 50 % de sus miembros estan afecta-
dos).

Los 6 pacientes con PV que hemos estudiado pre-
sentaban el alelo DQB1* 0302 y 4 de ellos el alelo
DQBI1* 0503, esto se sabe que es por un desequilibrio
de uniéon con DRB1* 04 y 14 respectivamente, es de-
cir, se heredan juntos no siendo significativos por si
mismos.

No todos los pacientes portadores de HLA DR4 o
DR14 padecen PV, aunque el RR de padecer la enfer-
medad teniendo alguna de estas dos moléculas sea ele-
vado (14,4 %). Esto nos hace pensar que los factores
inmunogenéticos, a pesar de tener una importancia
basica en la patogenia de la enfermedad, no se consi-
deran suficientes por si mismos para su desarrollo. Se
necesita ademas una serie de factores adicionales que
actien sobre el complejo mecanismo de regulaciéon de
la expresion de las moléculas HLA de clase II en la su-
perficie de las células, para que los individuos con una
determinada predisposicién genética a desarrollar
pénfigo manifiesten clinicamente la enfermedad®. Al-
gunos de estos factores son conocidos clasicamente
como ciertos medicamentos, alimentos ricos en grupos
thiol, exposicion solar, quemaduras, etc., pero otros
muchos estan atin por descubrir.

Contrastando nuestros datos con el estudio de Gon-
zalez-Escribano et al'’, podemos concluir que, en la
poblacion espanola afectada de PV el HLA DR4 y el
HLA DR14 estan involucrados en la patogénesis de
esta enfermedad. En nuestro estudio, nos llamo la
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atencién que pese a ser un namero pequeno de pa-
cientes, se observé una fuerte asociaciéon con los alelos
DQB1*0302 y DQB1#0503, presentes en el 83,3 % y
en el 66,67 % de los pacientes respectivamente. Con
relacion al alelo DQB1#0302 el porcentaje es super-
ponible al estudio espanol de Gonzdlez-Escribano et al
que es de un 88,5 %, pero sin embargo el porcentaje
asociado a DQB1*0503 es ligeramente inferior al de
nuestro estudio, un 30,8 %. El genotipo DRB1*0302
DRB1*#0503 fue hallado en varios pacientes con PV,
lo que sugiere un sinergismo entre ambos haplotipos
para conferir susceptibilidad. Estas variantes alélicas
también se han asociado en los judios Askenazi'®, ja-
poneses®, indios!® e italianos®. Sin embargo, creemos
necesario el estudio de otros factores, principalmente
de tipo ambiental, para comprender la forma en que
interactiian para matizar la expresioén clinica de la en-
fermedad en pacientes genéticamente predispuestos.
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