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Resultados

FIGURA 12. Los fragmentos F(ab'), 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 inyeccién subcutanea
de F(ab'), se puede observar un despegamiento de la epidermis tras
pellizear la piel del dorso de los ratones inyectados (signo de Nikolsky).

Al igual que en los ratones inyectados con IgG, el examen histoldgico
demostrd que las ampollas se producian dentro de la epidermis justo por

encima de la capa de queralinocitos basales (FIGURA 13).
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FIGURA 13. Al realizar el examen histolégico de la piel lesional de un ratén
reciéen nacido de tipo BALB/c veinticuatro horas después de la primera
inyeccion subcutanea de F(ab'), de pénfigo vulgar se observa una ampolla
intraepidérmica suprabasal.

La inmunofluorescencia directa de los ratones inyectados con F(ab'),
fue negativa cuando se emplearon anticuerpos contra Fc humana o bien C3
de raton marcados con fluoresceina mientras que se pudieron evidenciar

depositos intercelulares de fragmentos F(ab'), (FIGURA 14).

9



Resultados

FIGURA 14. Al realizar la Inmunofluarescencia directa de la piel perilesional
de un raton recién nacido de tipo BALB/c veinticuatro horas después de Ia
primera inyeccion subcutanea de F(ab'), de pénfigo vulgar se observan
depositos a nivel de los espacios intercelulares de la epidermis murina al
utilizar anticuerpos policlonales contra la fraccion F(ab’), de la IgG humana
marcados con fluoresceina.

Se pudo demostrar la presencia de anticuerpos circulantes contra los
espacios intercelulares en los animales inyectados por inmunofluorescencia
indirecta, con titulos que oscilaron entre 1:80 y 1:320 cuando se empleé un
anticuerpo  policlonal de cabra anti-F(ab’), humana marcado con
fluoresceina como anticuerpo secundario. Los sueros de los animales fueron
siempre negativos cuando se empled como anticuerpo secundario un
anticuerpo policlonal de cabra anti-Fc humana marcado con fluoresceina.
Todos los resultados de los animales inyectados con la fraccion F(ab’), se
hallan resumidos en la TABLA 6.
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TABLA 6. Los fragmentos F(ab’), de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar

son patégenos en ratones recién nacidos de tipo BALB/c*

Fraccion Numero de ratones IF directa’ Titulos de IF
inyectada indirecta’

Inyectados Enfermos F(ab’); C3 de ratén

SVS 3 0 - - -
Suero RL 16 16 + - 160-320
Suero EK 5 5 + - 80-160
Suero VDV 2 2 + - 160

*Se inyectaron subcutdneamente los fragmentos proteoliticos F(ab'), de la IgG de tres
sueros de pacientes con pénfigo vulgar o sueros de voluntarios sanos (SVS) a ratones
recién nacidos de tipo BALB/c. Los ratones recibieron dos dosis de cada fraccion y fueron
examinados a las 24 horas de haberse administrado la primera inyeccion.

fLa inmunofluorescencia (IF) directa e indirecta se realiz6 con anticuerpos de carnero
marcados con fluoresceina dirigidos contra la fraccion F(ab'), de la IgG humana. Ambos
examenes fueron negativos cuando se utilizaron anticuerpos de carnero marcados con
fluoresceina dirigidos contra la fraccién Fc.

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

Todos los ratones inyectados con fragmentos Fab de los tres pacientes con
pénfigo vulgar también desarrollaron lesiones ampollosas cutaneas, al igual
que lo habian hecho aquellos a los que se habian inyectado las fracciones
IgG y F(ab’), de los mismos sueros. Las lesiones fueron idénticas a las que

habian presentado los otros dos grupos de animales (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Los fragmentos Fab de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar
son patégenos cuando son inyectados en ratones recien nacidos de tipo
BALB/c. Veinticuatro horas después de la primera inyeccion subcutanea de
Fab se observa una clara positividad del signo de Nikolsky en el dorso de
los ratones recién nacidos inyectados.

Los hallazgos histolégicos fueron idénticos a los de los ratones que
se habian inyectado con IgG y F(ab'), de los mismos pacientes,
observandose ampollas intraepidérmicas suprabasales tipicas de pénfigo

vulgar (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Al realizar el examen histologico con microscopia Optica se
observan ampollas intraepidérmicas suprabasales caracteristicas a nivel de
la piel de ratones recién nacidos de tipo BALB/c inyectados con fragmentos
Fab de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar.

Al realizarse la inmunofluorescencia directa de la piel perilesional de
los ratones no pudieron detectarse depdsitos de Fc humana o C3 de raton,
pero sl que se observo la presencia de depoésitos de fragmentos Fab a nivel
de los espacios intercelulares de la epidermis (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Los fragmentos Fab de las inmunoglobulinas inyectados fueron
detectados por inmunofluorescencia directa a nivel de los espacios
intercelulares de la epidermis de todos los animales inyectados, mientras
que no fue posible detectar fragmentos Fc (correspondientes a IgG intacta)
ni depdsitos de C3 murino.

A diferencia de lo que se observd en el caso de los animales
inyectados con IgG y F(ab’), los titulos de anticuerpos circulantes en los
animales inyectados con los fragmentos Fab fueron mucho mas bajos,
oscilando entre menos de 1:20 (inmunofluorescencia indirecta negativa a
dilucion 1:20) y 1:80. Todos los resultados de los animales inyectados con la
fraccion Fab se hallan resumidos en la TABLA 7.

96



Resultados

TABLA 7. Los fragmentos Fab de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar son

patoégenos en ratones recién nacidos de tipo BALB/c*

Fraccién Nuamero de ratones IF directa’ Titulos de IF

inyectada indirecta’
Inyectados Enfermos Fab C3 de ratén

SVS 6 0 - - -

Suero RL 23 23 + - <20-80

Suero EK 9 ) + - 40-80

Suero VDV 4 4 + - 40-80

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

TLa inmunofluorescencia (IF) directa e indirecta se realizé con anticuerpos de carnero
marcados con fluoresceina dirigidos contra la fraccion F(ab'), de la IgG humana que detecta
tanto los fragmentos F(ab'), como los Fab. Ambos examenes fueron negativos cuando se
utilizaron anticuerpos de carnero marcados con fluoresceina dirigidos contra la fraccion Fe.

3.1.4. Los ratones inyectados con las distintas fracciones de sueros de
pacientes con pénfigo vulgar con anticuerpos contra la desmogleina 1
no difieren respecto a los que han sido inyectados con sueros que no
presentan dichos anticuerpos

En todos los experimentos que se han descrito en las 3 secciones anteriores
se emplearon los sueros de tres pacientes con pénfigo vulgar. Todos ellos
presentaban anticuerpos contra la desmogleina 3, pero uno de ellos
(paciente VDV) tenia ademas anticuerpos dirigidos contra la desmogleina 1,
el antigeno del pénfigo foliaceo, tal como sucede en casi la mitad de los
pacientes con pénfigo vulgar. Aunque se desconoce cual es el significado de

estos anticuerpos y su papel en la patogenia de la enfermedad, en el
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presente estudio no pudimos objetivar diferencias en la enfermedad que
producian las distintas fracciones de anticuerpos (lgG, F(ab’), y Fab) de

estos pacientes en los animales de experimentacion.

3.2. Estudio del curso evolutivo de la enfermedad producida

en ratones inyectados con fragmentos Fab de pénfigo vulgar

3.2.1. Al cabo de tan sélo dos horas de inyectarse los anticuerpos los
ratones inyectados con fragmentos Fab de pénfigo vulgar ya presentan
lesiones microscoépicas

En este grupo de experimentos se estudid primero el curso evolutivo de la
enfermedad que aparece en los ratones tras la transferencia pasiva de Fab.
Para ello se empled una fraccién Fab obtenida del suero de la paciente VDV
(concentracién, 11.5 mg/ml; titulo, 1:5120). Se inyectd por via subcutanea
una dosis Unica de 20 nmol de Fab a cuatro grupos de animales con 3
ratones en cada grupo. Los diferentes grupos fueron entonces examinados
alas 2, 3, 4 y 5 horas tras la inyeccion de anticuerpos.

Se observo asi que los primeros signos enfermedad aparecian tan
s6lo 2 horas después de la inyeccion subcutanea de la fraccion Fab a los
ratones. Estos animales no presentaban signos de enfermedad clinica pero
si que se observaron ampollas suprabasales al realizar el examen con
microscopia éptica. Los primeros signos clinicos que se pudieron observar
aparecieron al cabo de 3 horas y consistieron en erosiones minimas. Las
lesiones clinicas se hicieron mas evidentes al cabo de 4-5 horas de la
inyeccion de Fab. La inmunofluorescencia directa mostré dep6sitos de Fab
en los espacios intercelulares de todos los animales inyectados. Los

hallazgos de este grupo de inyecciones se hallan resumidos en la TABLA 8.
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TABLA 8. Estudio del curso evolutivo de la enfermedad producida en ratones

inyectados con fragmentos Fab de pénfigo vulgar*

Tiempo
(horas) Ndmero de ratones (3 por grupo)
Signos clinicos Signos histologicos IF directa positiva
2 0 2 3
3 2 2 3
4 3 3 3
5 3 3 3

*Se inyectaron grupos de 3 ratones recién nacidos de tipo BALB/c con una sola dosis
subcutanea de 20 nmol de una fraccién Fab preparada a partir del suero de la paciente VDV.
Los animales fueron entonces examinados en diferentes momentos tras la inyeccion.

3.2.2. El curso evolutivo de la enfermedad producida en ratones
inyectados con fragmentos Fab de pénfigo vulgar es similar al de los

ratones inyectados con la fraccion IgG del mismo suero

En un segundo grupo de experimentos se comparo el curso evolutivo de la
enfermedad que aparece en los ratones tras transferencia pasiva de
anticuerpos de tipo IgG o Fab. Para ello se emplearon fracciones IgG y Fab
obtenidas a partir del suero del paciente RL. La concentracién de la fraccion

IgG era de 73 mg/ml y el titulo 1:2560, mientras que la fraccion Fab tenia
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una concentracion de 11 mg/ml y un titulo de 1:2560. En estos experimentos
se inyectd simultaneamente a dos grupos de ratones (con 3 ratones en cada
grupo) con una sola dosis de 24 nmol de IgG 6 Fab para cada tiempo. Se
examinaron asi diferentes grupos de animales a las 1,2, 3, 4, 5, 6, 12, 18 y
24 horas de haberse inyectado los anticuerpos.

Los hallazgos fueron muy similares con ambas fracciones. Asi, por
inmunofluorescencia directa se pudieron detectar anticuerpos (IgG 6 Fab)
unidos a los espacios intercelulares de la epidermis murina tan sélo 1 hora
después de la inyeccién de estas fracciones. Sin embargo, los primeros
signos histolégicos de enfermedad (ampollas suprabasales microscépicas)
no aparecieron hasta pasadas 2 horas de la inyeccidbn subcutanea de
anticuerpos. Los primeros signos clinicos, manifestados en forma de
erosiones minimas, se pudieron apreciar al cabo de 3 horas. A las 6 horas
de la inyeccién las lesiones clinicas eran ya evidentes, con la presencia de
un claro signo de Nikolsky. El examen clinico, asi como el examen
histolégico y la inmunofluorescencia directa de los animales sacrificados
entre las 12 y las 24 horas de la inyeccién fue similar al de los animales
examinados a las 6 horas. Todos estos datos se hallan resumidos en la
TABLA9.
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TABLA 9. Estudio comparativo del curso evolutivo de la enfermedad producida

en ratones inyectados con IgG y fragmentos Fab de pénfigo vulgar*

Tiempo IgG Fab

(horas)
Numero de ratones (3 por grupo) Numero de ratones (3 por grupo)
Signos Signos IF directa Signos Signos IF directa
clinicos histolégicos positiva clinicos 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 3 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 entonces examinados en diferentes momentos tras la
inyeccién.
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En este grupo de experimentos se quiso ademas estudiar la
observacion realizada en el grupo anterior de experimentos (seccién 3.1.3.
de “Resultados”) de que los titulos de autoanticuerpos circulantes en los
ratones son mas bajos tras la inyeccién de fracciones Fab que de IgG. Se
practicd para ello la determinacién de los titulos de autoanticuerpos por
inmunofluorescencia indirecta de todos los grupos de animales inyectados.
Para esta determinacion se realizé el examen de inmunofluorescencia
indirecta utilizando como anticuerpo secundario anticuerpos 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. Como se puede observar en la FIGURA 18, el titulo de
autoanticuerpos fue mucho mas bajo en los ratones inyectados con Fab a

pesar de que ambos grupos recibieron dosis equimolares de anticuerpos.
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Titulo de autoanticuerpos
(Inmunofluorescencia indirecta)

lgG
Fab

1:3204 A A i A
1:1601 A A A A
1:80 } A
1:40 + 0 ° ° ° '
0

1:20 | 00 00 00 00 00
1:10 + 0

3 6 12 18 24

Tiempo (horas)

FIGURA 18. Se determiné por inmunofluorescencia indirecta los titulos de
autoanticuerpos de grupos de ratones recién nacidos (n=3) inyectados con
dosis equimolares de Fab e 1gG de pénfigo vulgar que fueron sacrificados
en diferentes momentos. Como se demuestra en la figura, los titulos de
autoanticuerpos fueron mas bajos en los ratones inyectados con fragmentos
Fab que en los ratones inyectados con IgG.
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3.3. Diferentes dosis equimolares de las fracciones IgG y Fab
de pénfigo vulgar no difieren en cuanto a su patogenicidad

en el raton.

En este grupo de experimentos se compararon diferentes cantidades de IgG
con dosis equimolares de fragmentos Fab obtenidos del mismo suero de un
paciente con pénfigo vulgar respecto a su potencia a la hora de causar
enfermedad en ratones recién nacidos. Se utilizaron aqui las mismas
fracciones empleadas en el estudio anterior y los ratones fueron examinados
al cabo de 6 horas dado que en el estudio anterior se habia confirmado que
los signos clinicos se manifiestan completamente a partir de las 6 horas de
inyeccion.

Con ambas fracciones la dosis mas baja que fue capaz de inducir
ampollas microscopicas correspondi6é a 6 nmol por ratén (0.9 mg y 0.3 mg
de IgG y Fab respectivamente). La intensidad de la enfermedad ampollosa
que desarrollaron los ratones asi como el nimero de animales enfermos
aumentd a medida que se aumentaba la dosis de IgG y Fab. Se observo
que la inmunofluorescencia directa fue positiva en todos los animales
inyectados. Incluso aquellos animales que habian sido inyectados con dosis
de 3 y 1.5 nmol, que no fueron capaces de causar lesiones clinicas o
histologicas, tenian depositos de autoanticuerpos a nivel de los espacios
intercelulares de la epidermis de la piel perilesional. Todos estos datos se
hallan resumidos en la TABLA 10.
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TABLA 10. Comparacién de la patogenicidad de dosis equimolares de IgG

y Fab de un suero de pénfigo vulgar*

Dosis 1gG

(nmol Niamero de ratones (4 por grupo)
por

raton)’ Signos Signos  |F directa

clinicos histolégicos positiva

24 4 4 4
12 2 3 4
6 2 2 4
3 0 0 4
1.5 0 0 4

Fab

Ndmero de ratones (4 por grupo)

Signos Signos  IF directa

clinicos histolégicos positiva

4 4 4
2 2 4
1 1 4
0 0 4
0 0 4

*Se inyectaron por via subcuténea grupos de 4 ratones recién nacidos de tipo BALB/c con
diferentes dosis equimolares de IgG y Fab del paciente RL. Los animales recibieron una
dosis Gnica y fueron examinados a las 6 horas de la inyeccion.

T1nmol equivale a 0.15 mg de IgG, y a 0.05 mg de Fab.
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3.4. Las inyecciones subcutaneas de Fab de pénfigo vulgar
son mas eficaces que las intraperitoneales a la hora de

causar enfermedad en los animales de experimentacién.

En este experimento se compar6 la eficacia de dos vias de administracion
(intraperitoneal vs subcutanea) de la Fab de un suero de pénfigo vulgar
(RL). Se inyectaron tres ratones con dos dosis intraperitoneales de 100 pul de
la fraccion Fab mientras que un segundo grupo de ratones recibié dos dosis
subcutaneas de 50 pl de la misma fraccién. Los ratones inyectados por via
intraperitoneal no mostraban signos clinicos de enfermedad a las 24 horas
de la primera inyeccion, a pesar de que todos tenian ampollas suprabasales
al realizarse el examen histolégico de la piel. Por el contrario, todos los
ratones inyectados via subcutanea fueron positivos tanto clinica como
histolégicamente. En todos los ratones la inmunofluorescencia indirecta fue
negativa a dilucion de 1:20 mientras que la directa demostré la presencia de
fragmentos Fab en los espacios intercelulares de la epidermis de todos los

animales.
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DISCUSION

El pénfigo vulgar es una enfermedad ampollosa que fue descrita por primera
vez por Ferdinand von Hebra en 1860. Se trata de la forma mas frecuente
de pénfigo en los paises desarrollados. En esta enfermedad crénica de la
piel se producen ampollas dentro de la epidermis debido a una pérdida de
cohesion de los queratinocitos entre si. Se trata de una patologia grave, que
era mortal en la mayoria de los pacientes en épocas previas a la
introduccion de los corticoides como arma terapéutica, y ain en nuestros
dias la mortalidad y morbididad del pénfigo vulgar sigue siendo importante.

El primer hito dentro de la investigacion de la patogenia de esta
enfermedad fue el descubrimiento en el afio 1964, por Ernst Beutner y
Robert Jordon de que estos pacientes presentaban unos anticuerpos en el
suero que estaban dirigidos contra los espacios intercelulares de la
epidermis (Beutner y Jordon, 1964). La presencia de estos anticuerpos en el
suero, asi como la observacion posterior de que también se podian hallar
unidos in vivo a nivel de la piel de los pacientes hizo pensar entonces que
quizas estos anticuerpos jugasen un papel en la aparicion de las lesiones de
estos enfermos.

A partir de aguel momento se empezaron a realizar distintos trabajos
de investigacion en los que se intent6 demostrar el papel patogénico de
estos anticuerpos. 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 trabajo en
el que demostraban que el suero de pacientes con pénfigo era capaz de
inducir acantolisis en la epidermis de fragmentos de piel humana
mantenidos en medio de cultivo (Schiltz y Michel, 1976). Parece ser, sin
embargo, que los investigadores italianos Bellone y Leone habian hecho

observaciones similares afios antes de que se descubriese la existencia de
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estos anticuerpos en el suero de los pacientes, y por lo tanto deberian
compartir el prestigio de los autores americanos (Bellone y Leone, 1956).

Otra linea de investigacion fue la realizacibn de estudios de
patogenicidad de los anticuerpos in vivo utilizando animales de
experimentacion (Anhalt y Diaz, 1989). Los primeros estudios que se
hicieron tratando de inducir lesiones cutaneas en animales mediante la
transferencia pasiva de anticuerpos de pacientes fueron infructuosos. En
ellos se realiz6 la transferencia de anticuerpos por medio de transfusiones o
bien por via subcutanea a monos u otros animales (Sams y Jordon, 1971;
Holubar y cols., 1973). A pesar de que se podia observar que los
anticuerpos eran capaces de fijarse a los espacios intercelulares de la
epidermis de los animales de experimentacién todos estos estudios
obtuvieron resultados negativos en cuanto a la produccion de lesiones
cutaneas. Finalmente la naturaleza autoinmune del pénfigo vulgar quedo
bien establecida con la demostracion fehaciente de que los anticuerpos
antiepidérmicos de este grupo de pacientes eran capaces de reproducir las
caracteristicas clinicas, histolégicas e inmunopatologicas de la enfermedad
humana cuando fueron administrados por via intraperitoneal a ratones
recién nacidos de tipo BALB/c (Anhalt y cols., 1982). En este Ultimo estudio
el pequefio tamafio de los animales y la gran concentracién a la que se
administré la IgG de pacientes contribuyeron sin duda a la obtencion de
resultados positivos. Ambos factores permitieron que se administrase una
gran cantidad de ahticuerpos en relacion al peso de los animales, lo cual es
un factor muy importante a la hora de producir lesiones en este modelo
animal (Mascaré, observacion personal). Otro factor importante fue la
ausencia de pelo de los ratones recién nacidos, lo que facilitaba mucho el
examen clinico de estos animales respecto a otras especies.

Se ha podido observar en estudios posteriores que los

autoanticuerpos de los pacientes con pénfigo vulgar se hallan dirigidos
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contra la desmogleina 3, una glicoproteina epidérmica de 130-kDa. Mas
recientemente se ha podido demostrar que los anticuerpos dirigidos contra
la desmogleina 3 son patégenos en ratones recién nacidos de tipo BALB/c
(Amagai y cols., 1992). Ademas, una forma recombinante de la regién
extracelular de la desmogleina 3 sintetizada utilizando el sistema del
baculovirus fue capaz de absorber la mayoria de los anticuerpos patégenos
del suero de pacientes con pénfigo y evitar la aparicién de lesiones clinicas
en estos animales (Amagai y cols., 1994b). Por otra parte los anticuerpos
policlonales de un conejo inmunizado con desmogleina 3 recombinante
lograron inducir ampollas intraepidérmicas cuando fueron inyectados a
ratones recién nacidos (Memar y cols., 1996a). Es interesante hacer notar
que solo los conejos inmunizados con toda la molécula de desmogleina 3
recombinante produjeron anticuerpos patdgenos, mientras que aquellos
inmunizados solamente con el dominio extracelular produjeron anticuerpos
pero estos no fueron patdégenos al ser inyectados en ratones recien nacidos
(Memar y cols., 1996b). En conclusion, todos estos estudios sugieren que
los autoanticuerpos del suero de los pacientes con pénfigo vulgar son los
responsables de iniciar y producir las lesiones cutaneas de los enfermos y
que se hallan dirigidos principalmente contra la region extracelular de la
desmogleina 3.

Como se puede ver, la mayoria de los estudios recientes han
estudiado el mecanismo fisiopatologico por el que aparecen las ampollas en
el pénfigo vulgar desde el punto de vista del antigeno. Sin embargo, en el
presente estudio que ha sido el objeto de esta Tesis Doctoral se
investigaron los mecanismos por los cuales los autoanticuerpos de pénfigo
vulgar daban lugar a enfermedad en animales de experimentacion al unirse
a su antigeno epidérmico, de manera a poder entender los mecanismos que
dan lugar a la formacién de ampollas intraepidérmicas. En particular, se miro

si la valencia de los autoanticuerpos tenia importancia a la hora de producir
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la acantolisis en la epidermis de ratones recién nacidos de tipo BALB/c a los
que administro la IgG o sus fragmentos F(ab’), y Fab de sueros de pénfigo
vulgar mediante experimentos de transferencia pasiva.

En este estudio se demuestra claramente que las inyecciones
subcutaneas de IgG o sus fragmentos F(ab’), y Fab de sueros de pénfigo
vulgar produce la aparicion de vesiculas epidérmicas. Ademas, la
enfermedad producida tras la inyeccion de las fracciones IgG y Fab mostré
un curso cronologico y una relacion dosis-respuesta similar en estos
animales. A pesar de que se desconoce por el momento el significado
patégeno de la poblacion de anticuerpos dirigidos contra la desmogleina 1
en el penfigo vulgar hemos utilizado aqui el suero de dos pacientes que solo
presentaban anticuerpos contra la desmogleina 3 (RL y EK), asi como el
suero de otra paciente que ademas presentaba anticuerpos contra la
desmogleina 1 (VDV). Los resultados obtenidos con todos los sueros
parecen ser similares por lo que probablemente estos resultados puedan ser
aplicables a ambos grupos de pacientes independientemente de la
presencia o no de anticuerpos contra la desmogleina 1.

El papel de la valencia de los autoanticuerpos en la patogenia del
pénfigo vulgar y del pénfigo folidceo ya habia sido estudiado en el pasado
(Anhalt y cols., 1986a; Rock y cols., 1990). Se habia demostrado asi que los
fragmentos Fab' de la IgG obtenida del suero de un paciente con pénfigo
foliaceo endémico eran patogenos cuando fueron inyectados por via
subcutanea a ratones recién nacidos. Sin embargo, esto no habia podido
ser demostrado cuando se inyectd por via intraperitoneal los fragmentos
F(ab'), y Fab' obtenidos del suero de un sélo paciente con pénfigo vulgar
(Anhalt y cols., 1986a). Los 7 ratones inyectados con fragmentos F(ab'), en
dicho estudio desarrollaron lesiones cutaneas, pero ninguno de los 5
animales a los que se inyectaron fragmentos Fab' desarrolld lesiones

clinicas o microscopicas. No obstante, el examen por inmunofluorescencia
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directa de la piel de los ratones inyectados tanto con F(ab'), como con Fab'
de pénfigo vulgar demostrd la presencia de depdsitos intercelulares de estos
fragmentos en todas las biopsias. La inmunofluorescencia indirecta fue
negativa o sélo mostré titulos muy bajos de anticuerpos en el suero de los
ratones inyectados con fragmentos Fab’. Estos hallazgos fueron entonces
interpretados mediante la hipétesis de que para que aparezca acantolisis en
el pénfigo vulgar es necesario que los anticuerpos bivalentes produzcan un
entrecruzamiento de la molécula antigénica en la superficie de los
queratinocitos epidérmicos (Anhalt y Diaz, 1989).

En el estudio actual hemos encontrado que los fragmentos
monovalentes Fab de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar son patégenos
cuando son inyectados por via subcutanea a ratones recién nacidos. Estos
resultados difieren notablemente de los hallados previamente por Anhalt y
colaboradores (Anhalt y cols., 1986) que concluyeron que era necesaria la
unién de un anticuerpo bivalente para que apareciese la acantolisis in vivo.
De todos modos, esta discordancia podria explicarse porque en aquel
estudio se utilizé la via intraperitoneal para inyectar la fraccién Fab de un
s6lo paciente con pénfigo vulgar. Ademas, sélo se inyectaron 5 ratones lo
cual es un namero ciertamente pequefio.

Las inyecciones subcutaneas de Fab de pénfigo vulgar son mucho
mas eficaces que las intraperitoneales a la hora de inducir enfermedad por
transferencia pasiva a animales de experimentacion, tal como queda
demostrado por el presente estudio. Cuando se inyectan los fragmentos Fab
por via subcutanea, la enfermedad que se observa en los animales es
posiblemente consecuencia de un efecto local de los anticuerpos que
difunden a través de la dermis hasta los espacios intercelulares epidérmicos
y pueden unirse aqui al antigeno diana. Por el contrario, cuando la fraccion
Fab es inyectada por via intraperitoneal los anticuerpos patégenos deberan

entrar primero en el torrente circulatorio y después penetrar en la piel para

111



Discusion

ser capaces de inducir enfermedad.

Si se compara la vida media de los fragmentos Fab con lade la IgG y
los fragmentos F(ab’),, los primeros tienen una vida media mucho mas corta
debido a que son eliminados rapidamente por el rifién. Se ha visto que la
vida media de fragmentos Fab heterdlogos administrados a conejos,
cobayas y ratones suele ser inferior a 12 horas (Spiegelberg y Weigle,
1965). Algunos autores han encontrado incluso que en los ratones puede
ser tan sélo de 3 horas y media (Wochner y cols.,, 1967). Ademas, el
volumen de distribucion de la Fab es mucho mayor que el volumen
plasmatico, y se ha estimado que puede ser hasta 9 veces mayor que el
volumen de distribuciéon de la IgG cuando se inyectan fracciones IgG y Fab
heterélogas a animales de experimentacion (Smith y cols., 1979). Estas dos
circunstancias (un catabolismo aumentado y un mayor volumen de
distribucién) pueden ayudar a 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 autoanticuerpos fuesen mucho mas bajos
cuando se administraban fragmentos Fab de pénfigo vulgar a pesar de que
las dosis administradas a los ratones fuesen equimolares a las de la IgG.
Estos hallazgos son también coherentes con los del estudio de Anhalt en
que hallé que los titulos de anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta en
ratones inyectados con Fab por via intraperitoneal fueron negativos o muy
bajos.

Otros hallazgo interesante del presente estudio es la demostracion
que las fracciones IgG y Fab de un paciente con pénfigo vulgar no difirieron
en cuanto al curso evolutivo de la enfermedad producida en ratones
inyectados. Asi, tanto la fraccion IgG como la Fab de este paciente fueron
capaces de inducir ampollas microscopicas tan sélo 2 horas después de
haber sido inyectadas. En ambos casos se observaron también signos

clinicos evidentes de enfermedad al cabo de un periodo de 4 a 6 horas tras
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la inyeccidn subcutanea de anticuerpos. Esto también se pudo observar tras
la inyeccion subcuténea de la Fab de otro de los tres pacientes con pénfigo
vulgar incluidos en este estudio. Estos hallazgos se han podido también
corroborar con la IgG de varios pacientes con pénfigo vulgar no incluidos en
este estudio (Mascar6, observacion personal). Asi, cuando se inyecta la
fraccion IgG 6 Fab de pacientes con pénfigo vulgar por via subcutanea a
ratones recién nacidos se observa la aparicion de signos clinicos de
enfermedad de forma predecible entre las 4 y las 6 horas post-inyeccion,
aunque pueden detectarse ampollas suprabasales microscépicas tan soélo 2
horas después. La presencia de anticuerpos unidos a los espacios
intercelulares de la epidermis murina se observa al cabo de tan sélo 1 hora
de la inyeccion de anticuerpos. Estos hallazgos sobre el curso evolutivo de
la enfermedad experimental son sin duda interesantes dado que hasta la
fecha solo ha habido un estudio en el que se haya estudiado el curso
evolutivo en ratones tras la inyeccién de 1gG de pénfigo vulgar (Takahashi y
cols., 1985). En aquel estudio los animales fueron inyectados por via
intraperitoneal y por inmunofluorescencia directa se detectaron indicios de
union de IgG humana a los espacios intercelulares tan sélo 1 hora después
de la inyeccion, siendo maxima a las 6 horas. El examen ultraestructural con
microscopia electronica mostré una peérdida de cohesion entre los
queratinocitos tan s6lo 1 hora después de la inyeccion, y al cabo de 6 horas
los espacios intercelulares se habian separado a nivel de los desmosomas.
A pesar de todo, las lesiones cutaneas y la positividad del signo de Nikolsky
no apa‘recian hasta transcurridas 18 h tras la inyeccién de anticuerpos de
pénfigo vulgar. Este estudio no daba informacién, sin embargo, acerca de
los hallazgos histolégicos con microscopia Optica. Estos resultados y los que
hemos observado en este estudio no pueden compararse dado que la via de
inyeccion es diferente y esto modifica completamente la cronologia. En los

estudios mas recientes en los que se ha utilizado este modelo animal
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experimental del pénfigo vulgar se ha utilizado casi siempre la via
subcutanea. No obstante no se ha valorado la cronologia, ni se ha estudiado
el curso evolutivo de la enfermedad, y en la mayoria de ellos los ratones son
examinados y sacrificados al cabo de 18 a 24 horas tras la inyeccion
(Amagai y cols., 1992 y 1994b; Memar y cols., 1996a y 1996b).

En resumen, los hallazgos de este estudio demuestran que los
anticuerpos monovalentes de pénfigo vulgar son capaces de inducir
ampollas intraepidérmicas en animales de experimentacién. Por lo tanto, no
debe de ser necesario que los anticuerpos patégenos en el pénfigo vulgar
den lugar a un entrecruzamiento (cross-linking) de los antigenos diana en la
superficie de los queratinocitos para inducir acantolisis. Ademas, apoyan la
hipétesis, ya sugerida en el caso del penfigo foliaceo, de que la acantolisis
es desencadenada por la unién simple de la molécula de anticuerpo (y mas
concretamente su fraccion Fab) a algun(os) epitopos importantes de la
region extracelular de la desmogleina. Dicha union podria producir la
activacion de sefales de transduccién intracelulares que a su vez
provocarian una pérdida de la funcion adhesiva de la desmogleina, una
activacion de las proteasas, o ambas a la vez. En este estudio se ha
demostrado por primera vez que los anticuerpos patégenos del peénfigo
vulgar son capaces de inducir acantolisis in vivo de forma independiente a la

valencia de la molécula de anticuerpo.
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CONCLUSIONES

Los diferentes estudios que se han realizado en la presente Tesis
Doctoral han permitido alcanzar las siguientes conclusiones respecto a
los objetivos que se habian fijado inicialmente y que se detallan a

continuacion:

Los fragmentos F(ab’), de la IgG de pacientes con pénfigo vulgar son
patéogenos en animales de experimentacion. El hecho que estos
fragmentos, desprovistos de fraccion Fc y por tanto incapaces de
activar el sistema del complemento, sean capaces de inducir la
enfermedad en animales va en contra de un papel prominente del

complemento en la patogenia de esta enfermedad.

Los fragmentos monovalentes Fab de la IgG de pacientes con
pénfigo vulgar son patégenos en animales de experimentacion. Esto
permite afirmar que la simple unién de los anticuerpos al antigeno
diana en la superficie celular es capaz de desencadenar la
acantolisis y permite descartar las hipétesis que sugerian que era
necesario un entrecruzamiento (cross-linking) del antigeno para
desencadenar la enfermedad. Este hecho permite en cierto modo
apoyar la hipoétesis patogénica que sugiere que las lesiones son
debidas a una pérdida de la adhesividad de la desmogleina 3

inducida por la unién de los autoanticuerpos.
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e Los ratones inyectados con fragmentos Fab de la IgG de pénfigo
vulgar presentaron lesiones microscoépicas al cabo de tan sélo dos
horas de inyectarse los anticuerpos. Las lesiones clinicas se
evidenciaron al cabo de 4 a 6 horas de haber inyectado los

anticuerpos.

e El curso evolutivo de la enfermedad producida en ratones
inyectados con fragmentos Fab de pénfigo vulgar fue similar al de
los ratones inyectados con la fracciéon IgG del mismo suero. En
ambos casos se observaron depésitos intercelulares de anticuerpos
al cabo de 1 hora, aparicion de ampollas microscoépicas al cabo de 2
horas y lesiones clinicas tras 4 a 6 horas de haber inyectado los
anticuerpos. Esto sugiere que el mecanismo patogénico de ambas
fracciones es similar. También sugiere que lo que sucede entre la
unién de los anticuerpos y la aparicion de acantolisis se produce en

un periodo breve de tiempo.

e Cuando se administran dosis equimolares de las fracciones IgG y
Fab de pénfigo vulgar de un mismo paciente no se observa que
estas difieran en cuanto a su poder patégeno en animales de
experimentacion. Ello también sugiere que el mecanismo patogénico

de ambas fracciones es similar.
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Ademas, durante la realizacién de esta Tesis Doctoral se realizaron otras
observaciones que han permitido llegar a conclusiones adicionales que no
habian sido planteadas inicialmente en los objetivos y que se detallan a

continuacion:

e Los titulos de autoanticuerpos circulantes que se detectan por
inmunofluorescencia indirecta tras haber inyectado la fraccion Fab
de pénfigo vulgar a ratones recién nacidos son notablemente mas
bajos que los que se detectan en ratones a los que se han inyectado
dosis equimolares de la fraccion IlgG del mismo paciente. Esto
podria ser debido a una metabolizacién mas rapida y un mayor

volumen de distribucion de la Fab respecto a la IgG.

e Las inyecciones subcutaneas de Fab de pénfigo vulgar son mas
eficaces que las intraperitoneales a la hora de causar enfermedad en
animales de experimentacion. Este resultado y el anterior permiten
explicar en parte porque los estudios que se habian realizado

previamente habian sido negativos.

e No existieron diferencias objetivables en la enfermedad que
presentaron los animales inyectados con las distintas fracciones de
sueros de pacientes con pénfigo vulgar con anticuerpos contra la
desmogleina 1 respecto a los que fueron inyectados con sueros que
no pfesentaban anticuerpos contra dicha proteina. A pesar de que se
desconoce cual es el papel de los anticuerpos contra la desmogleina
1 en el pénfigo vulgar, este resultado sugiere que no tienen un papel

primordial en el desarrollo de las lesiones.
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