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RESUMEN

Objetivo: determinar la presencia de anticuerpos (Acs) anti-desmogleina 1(anti-Dsg
1) y anti-desmogleina 3 (Dsg 3) en pacientes venezolanos con pénfigo vulgar (PV)
dominante mucoso, que expresan el alelo HLA-DRB1* 0402, con la finalidad de
evaluar la existencia de asociacidon entre la Dsg3 y la susceptibilidad de presentar
clinica mucosa altamente crénica y recalcitrante. Método: se incluyeron 07 pacientes
con diagnostico clinico, histopatolégico e inmunofluorescencia directa de PV
dominante mucoso, que poseian el alelo HLA clase || DRB1*0402. Por método de
ELISA se hizo la determinacion Acs anti-Dsg1 y Acs anti-Dsg3. Se incluyeron un
total de 38 individuos sanos, no relacionados, a quienes no se les determind los
alelos HLA clase Il. Resultados: se demostré en 4 casos la presencia de ambos
anticuerpos, 2 unicamente con Acs anti-Dsg3 y en uno no se determiné la presencia
de anticuerpos. En los controles solo uno tuvo la presencia de ambos anticuerpos, en
la mayoria no se detectaron éstos y en 4 se evidencid la presencia de Acs anti-
Dsg1. Al comparar los pacientes con los controles de acuerdo a la presencia y/o
ausencia de los Acs anti desmogleina 1 y 3 observamos que la presencia de Acs en
pacientes con el alelo DRB1*0402 incrementa hasta 49 veces el riesgo de desarrollar
pénfigo vulgar dominante mucoso (OR: 49, 1C95%: 4.1023-593.2674). No se
determind la relacion de la presencia de Acs anti-Dsg 3 y la susceptibilidad de
presentar PV dominante mucoso, debido al limitado numero de casos. Conclusiones:
la presencia de Acs anti-Dsg1+/anti-Dsg3+ en pacientes con el alelo DRB1*0402
aumenta hasta 49 veces el riesgo de desarrollar PV dominante mucoso, aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa. El 57.14 % de los pacientes con PV
dominante mucoso se demostro la existencia de ambos anticuerpos (anti-Dsg1
+/Anti-Dsg 3 +).En la mayoria de los individuos sanos no se evidenciaron
anticuerpos.

Palabras clave: pénfigo vulgar dominante mucoso, auto-anticuerpos Dsg1 y Dsg3.



DETERMINATION OF ANTIDESMOGLEIN 1 AND ANTIDESMOGLEIN 3
ANTIBODIES IN VENEZUELAN PATIENTS WITH MUCOSAL DOMINANT
PEMPHIGUS VULGARIS HLA DRB1 * 0402

ABSTRACT

Objective: determine the presence of antibodies (Abs), anti-Dsg1 and anti-Dsg3 in
Venezuelan patients suffering from mucosal dominant pemphigus vulgar (PV),
showing the HILA-DRB1 0402* allele in order to evaluate the existence of an
association between Dsg3 and the susceptibility of presenting high chronic clinical
mucosal as well as recalcitrant. Method: 7 patients diagnosed with histopathology and
direct immunofluorescence of mucosal dominant PV possessing the HLA Class |l
DRB1* 0402 allele were included. The determination of anti-Dsg1 and anti-Dsg3 Abs
was carried out by using the ELISA method. A total of 38 healthy individuals, not
related, were included, and the alleles HLA Class Il were not determined. Results: 4
cases showed the presence of both Abs, 2 only showed anti-Dsg3 Abs and in one no
Abs was present. Only one of these individuals showed the presence of both Abs, in
the majority, these were not detected and in 4 of them the presence of Dsg1 Abs was
evidenced. By comparing both groups in accordance with the antidesmoglein 1 and 3
Abs, we observed the presence of the DRB1* 0402 allele increases up to 49 times
the risk of suffering from mucosal PV (OR: 49, IC95%: 4.1023-593.2674).The relation
between the presence of anti-Dsg3 Abs and the susceptibility of presenting PV , due
to the limited number of cases. Conclusions: The presence anti-Dsg1+/anti-Dsg3+
Abs in patients with DRB1 0402 allele increase 49 times the risk of suffering from
mucosal dominant PV, but the difference was not statistically significant. The 57.14%
of patients having mucosal dominant PV showed the existence of anti-Dsg1+/anti-
Dsg3+ Abs. In most of the healthy individuals no antibodies were found.

Key words: mucosal dominant pemphigus vulgar, Dsg1 and Dsg3 auto-antibodies.



INTRODUCCION

El pénfigo pertenece a un grupo de enfermedades ampollares autoinmunes de la
piel y las mucosas, se caracteriza histolégicamente por la formacion de ampollas
intraepidérmicas  secundarias a acantolisis e inmunopatolégicamente por la
presencia in vivo de IgG fijas y circulantes contra la superficie celular de los

queratinocitos. (%

En 1964 Beutner y Jordan, mediante estudios de inmunofluorescencia indirecta,
descubrieron estos anticuerpos (Acs) en el suero de pacientes con peénfigo vulgar
(PV) y posteriormente también fueron detectados, mediante la inmunofluorescencia
directa, en la piel perilesional de los pacientes afectados. !

El pénfigo se clasifica en dos grandes grupos: PV 'y pénfigo foliaceo, sin
embargo, en los ultimos afios se han descrito tres nuevas variantes: paraneoplasico,
pénfigo IgA y pénfigo herpetiforme. El pénfigo vegetante y eritematoso son variantes
clinicas de los los dos grupos mayores. ¢

La edad promedio en la cual aparece esta enfermedad es entre los 50-60 afios,
sin embargo, el rango de presentacién es amplio y se ha descrito en la nifiez. ¢

La incidencia mundial del pénfigo varia de 0.1 a 0.5 casos por 100.000 habitantes,
pero esta enfermedad tiene una incidencia, prevalencia y caracteristicas clinicas
variables, de acuerdo al area geografica donde se presente. " 3% En Venezuela la
incidencia es de 0.4 por 100.000 habitantes. ©

El PV es mas frecuente en judios Askenazi y en habitantes del mediterraneo. ')

En Bamako (Republica de Mali) en 1996 se registraron 30 casos de pénfigo,
siendo el pénfigo foliaceo (PF) el de mayor frecuencia, seguido del pénfigo vulgar
(PV). ®

Un estudio realizado en Italia (Sicilia 1998), describe 84 casos de pénfigo entre
enero de 1982 y junio de 1996, siendo el PV la forma mas comtin de presentacion. ©

Entre los afios 1993 y 2001, en Corea, se describieron 51 casos de pénfigo, donde
el PV fue el tipo clinico mas comun, seguido del PF. (1%



En Venezuela en el afio 2005, se realizo un estudio epidemiolégico en la consulta
de Pénfigo, Servicio de Dermatologia, Hospital Universitario de Caracas (H.U.C.),
abarcando 23 afos de funcionamiento de dicha consulta, centro de referencia
nacional, observandose que de 145 diagnosticados por clinica ,histologia e

inmunofluorescencia 99 casos (68.27%), correspondian a PV y 29 (20 %) a PF.
(Tabla 1)

Tabla N° 1
Epidemiologia del pénfigo en el H.U.C afio 1982 al 2005

Tipos clinicos .Servicio de Dermatologia

Tipos clinicos N° de casos %
PV 99 68.27
PF 29 20
PE 7 4.83
P veg. 4 2.78
Fogo selvagem 2 1.38
PH 2 1.38
PP 1 0.68
No clasificado 1 0.68
Total 145 100

Fuente: historias médicas
* PP : pénfigo paraneoplasico

En la tabla 2 se observa que de los 99 casos de PV reportados, 7 (7.07%),
correspondian a los casos clinicos dominantes mucosos. Ademas, por cada 14.14



pacientes con PV se describe un caso de la forma clinica dominante mucoso,

evidenciandose la baja incidencia de esta enfermedad. (")
Tabla N° 2
Epidemiologia del pénfigo en el H.U.C afio 1982 al 2005
Tipos clinicos del PV

Servicio de Dermatologia

Tipos clinicos N° de casos %

Predominante mucoso 7 7.07

Cutdneo- mucoso 92 92.93
Total 99 100

Fuente: historias médicas

Segun su presentacion clinica el PV se clasifica en mucoso o dominante mucoso,
cutdneo y muco-cutaneo. Se llama dominante mucoso cuando tiene erosiones

mucosas con minimo compromiso cutaneo. (114

La enfermedad predominantemente mucosa suele comenzar en la mucosa bucal

en un 60 a 70 % de los pacientes '

y permanece limitado a ésta, durante un
promedio de 5 meses, antes de que las lesiones se desarrollen en la piel. ¥ Las
ampollas cutaneas se caracterizan por ser flacidas y se presentan en cualquier parte
de la superficie cutanea. En cuanto a las mucosas la mas afectada es la oral, donde
se observa, erosiones dolorosas, bien delimitadas en la boca, ademas pueden
extenderse hasta faringe y laringe asociandose disfonia. '® Asimismo, otras
mucosas pueden estar afectadas, como la conjuntiva, el ano, el pene, la vagina y la

vulva. 4

En el PV la acantdlisis producida a nivel de los queratinocitos suprabasales, se
desencadena principalmente por la accidn de auto-anticuerpos tipo 1gG, dirigidos
contra glicoproteinas presentes en la superficie de estas células, principalmente la
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desmogleina 3 (Dsg3), aunque la desmogleina 1 (Dsg1), participa también a menor
escala. La interaccion de los Acs anti-Dsg con sus antigenos blancos, es lo que
ocasiona la pérdida de adhesion celular (acantolisis) desencadenando la formacion

de ampollas intra-epiteliales en la piel y en membranas mucosas. ("~ %°)

Ambas son glucoproteinas que forman parte de las uniones de anclaje
intercelular, llamados desmosomas, las cuales estan presentes en los epitelios
planos estratificados, como los de la piel y las mucosas. Estos epitelios se sustentan
sobre la membrana basal y la adhesion intercelular se debe a la presencia de
estructuras especializadas, que forman parte de estas uniones intercelulares.
Estructuralmente los desmosomas estan formados por moléculas intracelulares y
transmembrana organizadas de tal manera que con un extremo fijan filamentos del
citoesqueleto a la membrana plasmatica celular y con el otro fijjan esta membrana a
estructuras extracelulares, es decir, estan formados por dos placas, una interna cuyo
componente principal son las plaquinas, desmoplaquina | y Il y otra externa
constituida por las proteinas placoglobina y placofilina, que dejan un espacio
transmembrana en el que se localizan las cadherinas desmogleinas y desmocolinas.
Estas glucoproteinas transmembranas de las familias de las cadherinas confieren las

propiedades de adherencia a la superficie externa o al nucleo de los desmosomas.
(2,21)

La Dsg1 predomina en las capas superficiales de la epidermis de localizacién sub-
cérnea, mientras que la Dsg3 predomina en las capas profundas de la epidermis,
localizandose por encima de la membrana basal de la piel. ")

La Dsg1 esta presente en la cavidad oral, pero los pacientes con auto-
anticuerpos dirigidos contra ésta, nunca desarrollan lesiones orales dadas la
presencia de Dsg3 en dicha zona, la cual es capaz de mantener las células unidas.
Al estar afectadas ambas glicoproteinas se observan lesiones orales. Los auto-
anticuerpos anti- Dsg1 inactivan la funcion de la Dsg1 en la dermis profunda y
membrana mucosa, sin embargo, como la Dsg3 también se co-expresa en dichas

regiones no se forma la ampolla. Confirmando que la compensacion en la adhesion

10



puede ocurrir, lo que plantea que las Dsg pueden tener otra funcién diferente a la de

mantener la unién celular. ??

Hasta la actualidad no ha sido reconocida la causa de la pérdida de tolerancia
inmunologica hacia estos auto-antigenos (Dsg1 y Dsg3), sin embargo, se ha
determinado que la enfermedad se asocia a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) que por su estructura favorecen la union de ciertos
péptidos de las desmogleinas.

Desde 1980, fue demostrada la asociacion del PV con los alelos HLA clase I,
genes altamente polimérficos cuyos productos se expresan en la superficie de una
variedad de células. Estos genes se localizan en el brazo corto del cromosoma 6
ocupando un gran segmento del ADN (6p21.3). En el PV, se destacan dos
haplotipos, los cuales fueron consistentemente asociados con esta patologia, DR4 y
DR14, mas especificamente con los subtipos DRB1*0402 (DR4) y DRB1* 1401
(DR14). ("

En poblaciones judias hay asociacion entre PV y los alelos HLA DRB1* 0402,
mientras que en las poblaciones no judias la asociacion es con los alelos HLA-
DQB1*0503, principalmente.

En el aino 2007, Saenz et al, publicaron un trabajo en el cual demostraron que el
DRB1* 0402 sin DQB1*0302, es el alelo HLA- DRB1* mas relevante y mayormente
implicado en la patogénesis del PV en pacientes venezolanos. *

Los alelos que codifican para moléculas HLA clase Il se han implicado en la
presentacion de epitopos de Dsg3 a los linfocitos T auto-reactivos, porque tienen una
carga negativa en un sitio critico de unién al antigeno que es ocupado por una carga
positiva de algunos residuos de la Dsg3. Es por ello que tener alguno de estos
haplotipos incrementa el riesgo de padecer la enfermedad cerca de 14 veces. ?

Personas genéticamente susceptibles tienen mayor riesgo de desarrollar PV al
estar expuestas a farmacos con un grupo tiol en su estructura, como la D-
penicilamina y el captopril, 0 bien con un grupo amida activo como el enalapril, la

penicilina, las cefalosporinas y la rifampicina. (-2
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El diagndstico de PV se basa en la clinica, histopatologia e inmunoflourescencia
directa o indirecta. Recientemente se ha utilizado la determinacién de los auto-
anticuerpos por la técnica ELISA, método a través del cual es posible determinar Acs
contra Dsg, al detectar los antigenos contra los que van dirigidos éstos. Su
sensibilidad y especificidad se encuentra entre el 85-96 %. ('?

Los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:
OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Acs anti-Dsg1 y anti-Dsg3 en pacientes venezolanos
con peénfigo vulgar dominante mucoso, que expresan el alelo HLA-DRB1* 0402, con
la finalidad de evaluar la existencia de asociacion entre la Dsg3 y la susceptibilidad
de presentar clinica mucosa altamente cronica y recalcitrante. Asimismo, comparar la
frecuencia de Acs anti-Dsg1 y anti-Dsg3 entre pacientes con pénfigo vulgar

dominante mucoso e individuos sanos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de anticuerpos anti-Dsg1 en suero de pacientes con PV

dominante mucoso e individuos sanos.

2. Determinar la presencia de anticuerpos anti-Dsg3 en suero de pacientes con PV

dominante mucoso e individuos sanos.

3. Comparar entre pacientes con pénfigo vulgar dominante mucoso e individuos

sanos la presencia de anticuerpos anti-Dsg1 y anticuerpos anti-Dsg3.

4. Evaluar la posible asociacion entre la Dsg3 y la susceptibilidad de padecer forma

clinica de PV dominante mucoso recalcitrante.

12



METODO

Se realizd un estudio descriptivo, correlacional y de corte transversal. Se
incluyeron 07 pacientes con diagndstico clinico, histopatolégico e
inmunofluorescencia directa de pénfigo vulgar dominante mucoso, que poseian el
alelo HLA clase || DRB1*0402. Esto pacientes fueron evaluados en la consulta de
enfermedades ampollares del Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario de
Caracas (centro de referencia nacional). Definiéndose el pénfigo vulgar dominante

mucoso como la presencia de erosiones mucosas con minimo compromiso cutaneo.
(14)

Todos los individuos participantes firmaron un consentimiento informado aprobado
por el comité de Bioética del Servicio de Dermatologia del H.U.C.

Los datos se recolectaron en ficha, donde se registré nombre, edad,sexo,
ubicacion topografica de la lesidn inicial, grado de severidad, tiempo de progresion
de las lesiones de mucosa a piel, presencia de anticuerpos anti-Dsg 1y anti-Dsg3.

El grado de severidad se determind segun el numero de areas anatomicas
afectadas en la primera consulta (1-2 leve, 3-4 moderada, > 4 grave), esta
clasificaciéon se toma de un consenso llevado entre los médicos que atienden dicha
consulta en el centro de estudio basado en la revision de la literatura. Es conveniente
resaltar, que la severidad del PV dominante mucoso, puede ser dada solo por la
afeccién total de una mucosa que tenga como consecuencia limitacion importante de

funciones vitales para el individuo.

Se incluyeron un total de 38 individuos sanos, no relacionados, a quienes no se
les determiné los alelos HLA clase I, solo los anticuerpos anti-Dsg1 y anticuerpos
anti-Dsg3.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con diagndstico clinico, histopatolégico e inmunofluorescencia directa de
pénfigo vulgar dominante mucoso y expresion del alelo HLA DRB1*0402.
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CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Individuos con otras enfermedades ampollares: penfigoide ampollar,
penfigoide cictrizal, epidermolisis ampollar adquirida, dermatitis herpetiforme,
herpes gestationis, eritema polimorfo, impétigo ampollar, dermatosis por IgA
lineal, dermatosis acantolitica transitoria y dermatosis pustular subcérnea,

diagndsticos excluidos por biopsia e inmunofluorescencia.

2. Individuos con otras enfermedades de origen autoinmune o alérgico, como
artritis reumatoide, lupus eritematoso y dermatitis atopica, excluidas por clinica
y laboratorio.

3. Familiares directos de los pacientes con pénfigo (abuelos, padres, hermanos e
hijos), referidos en la historia clinica.

Técnica de recoleccidon de muestras para determinacion de niveles de anti-

desmogleina1y 3:

De cada paciente se obtuvo 20 cc de sangre venosa, la cual posterior a la
formacion de coagulo a temperatura ambiente se procedio a la separacion del suero,
centrifugado la muestra a la 3.000 r.p.m durante 15 minutos. Se almacend a
temperatura de -70 2C.

Deteccion de anticuerpos anti-desmogleina 1 y 3 mediante método de ELISA

semi-cuantitativo:

Por método de ELISA se determino la presencia de auto-anticuerpos Dsg-1 y
Dsg-3 en el suero de 07 pacientes con pénfigo vulgar dominante mucoso y 38

individuos sanos.

Las muestras se procesaron en la Seccion Inmunogenética, Laboratorio de
Fisiopatologia, Centro de Medicina Experimental, IVIC, con un estuche de ELISA
comercial, distribuido por la empresa RhiGene Inc. (USA), cuyo antigeno esta
inmovilizado en la fase solida y esta conformado por proteinas recombinantes

purificadas.
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Se extraen las alicuotas de suero del congelador permitiendo que alcancen la
temperatura ambiente. Se agrega a cada pozo, cubierto con los antigenos de
desmogleina 1 6 3, la cantidad de 100 microlitros de una dilucion de 1:101 del suero
de cada paciente, esta dilucion se obtuvo utilizando 10 microlitros de suero y 1 cc del
diluyente de la muestra (Tris-HCI, NaCl, CaCl,, suero bovino y azida de sodio a pH
de 7,4). Aparte se agregan directamente, a los pozos correspondientes, la cantidad
de 10 microlitros de los calibradores para desmogleina 1 y 3 (suero humano positivo
para anticuerpos antidesmogleina 1 o antidesmogleina 3 con Tris-HCI, NaCl, CaCly,,
suero bovino y azida de sodio). Se cubren los pozos y se incuban a temperatura
ambiente (20-25°C) por 60 minutos, permitiendo asi que los anticuerpos reaccionen

con los antigenos inmovilizados formando complejos antigeno-anticuerpos estables.

Luego de la incubacion, se descarta todo el contenido de los pozos y se lavan los
mismos con buffer de lavado para remover cualquier proteina no adherida, en una
dilucion 1:10, obtenida a partir de un concentrado de buffer de lavado 10 X con agua
destilada.

Posterior al lavado se agrega a cada pozo 100 microlitros de una dilucion 1:10 del
conjugado concentrado, el cual ha sido previamente diluido con 10 cc del diluyente
de conjugado. La finalidad de este paso es la unidn del conjugado a los complejos
antigeno-anticuerpo formados con anterioridad y para lo cual se incuba por 60
minutos a una temperatura ambiente de (20-25 °C)

Luego se procede a otro lavado siguiendo los pasos antes descritos, se agregan a
cada pozo 100 microlitros de la solucion de sustrato de la peroxidasa y se incuban
por 30 minutos a temperatura ambiente. Posterior a la incubacion se agregan a cada
pozo 100 microlitros de la sustancia neutralizadora con la finalidad de terminar la
reaccion enzimatica y estabilizar el desarrollo del color. De inmediato se procede a la
lectura de las muestras con el uso de un multi-lector para ELISA (Multiskan MCC,
Thermo Electron Corporation) a una longitud de onda de 450 nm. La calibracion de

los resultados se realiz6 usando la siguiente formula:

Unidad de valor (U/ml)= (DO Muestra-0.10)/0.70-0.10) por 100

15



ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadistica de las diferencias entre el grupo de pacientes y
controles fue estimada por la prueba exacta de Fisher usando las tablas de
contingencia 2x2. Los valores de (p) se corrigieron multiplicandolos por el numero de
comparaciones hechas (correccion de Bonferroni) y se consideraron significativas
cuando el valor de p < 0.05. Para estimar el riesgo, el Odds Ratio (OR) con el
correspondiente intervalo de confianza (95%) se determin6 con la formula de Wolf
(Woolf, B 1955) y en los casos que las celdas presentaron valores iguales a cero se
aplicé la formula modificada de Haldane (Haldane, J 1956)

OR= Odds de exposicion en casos =a/lb = ad

Odds de exposicion en controles c/d bc

Odds de exposicion en casos=a x(a+b)/ b x(a+b)= a/b
Odds de exposicion en controles= ¢ x (c+d)/d x (c+d)=c/d

16



RESULTADOS

Una vez determinada la presencia de Acs anti Dsg1 y anti-Dsg3, se agruparon
los pacientes con pénfigo vulgar dominante mucoso vy los controles en cuatro

grupos:
Grupo 1: Acs anti-Dsg1 +/anti-Dsg 3+
Grupo 2: Acs anti-Dsg1 +/anti-Dsg 3-
Grupo 3: Acs anti-Dsg1 -/anti-Dsg 3+
Grupo 4: Acs anti-Dsg1 -/anti-Dsg 3-
Observandose en los pacientes lo siguiente:

De los siete pacientes, seis corresponden al sexo femenino. En cuatro de ellos, las
lesiones iniciales se ubicaron en la mucosa y tres en piel. Cinco casos se

manifestaron inicialmente como moderados, uno leve y otro grave.

En cuatro pacientes de esta muestra el intervalo de aparicion de las lesiones en
otra area corporal fue menor a seis, s6lo uno tuvo un periodo de aparicion mayor a

los seis meses, y en dos pacientes se comprometieron ambas regiones.

En 4 casos la presencia de ambos anticuerpos, 2 unicamente con Acs anti-Dsg3 y
en uno no se determind la presencia de anticuerpos. En los controles solo uno tuvo la
presencia de ambos anticuerpos, en la mayoria (n=33) no se detectaron éstos y en 4
se evidencid la presencia de Acs anti-Dsg1 (Tabla 3). Al control con ambos
anticuerpos se le tipificd el HLA-DRB1, presentando los alelos HLA clase I,
DRB1*15-DRB1*15. Al comparar los pacientes con los controles de acuerdo a la
presencia y/o ausencia de los anticuerpos anti desmogleina 1 y 3 observamos que la
presencia de Acs anti-Dsg en pacientes con el alelo DRB1*0402 aumenta hasta 49
veces el riesgo de desarrollar pénfigo vulgar dominante mucoso (OR: 49, 1C95%:
4.1-593.2), aunque la diferencia no fue significativa.
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Tabla N° 3

Determinacion de anti-Dsg en controles sanos y

pacientes con PV dominante mucoso, HLA DRB1*0402

Servicio de Dermatologia. H.U.C

Acs anti-Dsg N° de casos Controles

Anti-Dsg 1 +/Anti-Dsg 3+ 4 1

Anti-Dsg 1 +/Anti-Dsg 3- 0 4

Anti-Dsg 1 -/Anti-Dsg 3+ 2 0

Anti-Dsg 1 -/Anti-Dsg 3- 1 33
Fuente:IVIC

Posteriormente, considerando la severidad de la enfermedad, observamos en
los pacientes con un grado de severidad moderado la presencia de Acs anti-Dsg1
+/Anti-Dsg 3+ (3/5), Acs anti-Dsg3 (1/5) y la ausencia de los dos anticuerpos (1/5).
En el uUnico caso con presentacion clinica severa se observd la presencia de
ambos anticuerpos (Dsg1+/Dsg 3+), mientras que en el unico caso leve se
evidencio solo los Acs anti-Dsg3 (Tabla 4).

No se determind la relacion de la presencia de Acs anti-Dsg 3 y la
susceptibilidad de presentar PV dominante mucoso, debido al limitado numero de

Ccasos.
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Tabla N°4
Pacientes con PV dominante mucoso, HLA DRB1*0402
Relacion entre grado de severidad y Acs anti-Dsg presentes.

Servicio de Dermatologia. H.U.C

Grado de severidad

Pacientes Leve Moderado Severo

Anti-Dsg 1 +/Anti-Dsg 3+ 3 1
Anti-Dsg 1 +/Anti-Dsg 3-
Anti-Dsg 1 -/Anti-Dsg 3+ 1 1

Anti-Dsg 1 -/Anti-Dsg 3- 1

Fuente: historias médicas/ IVIC
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DISCUSION

En el presente trabajo se demostrd, al comparar a los pacientes con los
controles, que la presencia de Acs anti-Dsg1+/anti-Dsg3+ en pacientes con el alelo
DRB1*0402 incrementa hasta 49 veces el riesgo de desarrollar PV dominante
MUuCOSO.

No existen reportes en la literatura donde se haya evaluado lo anteriormente
descrito.

En poblaciones judias hay asociacion entre el PV y los alelos HLA -DRB1*0402,
mientras que en poblaciones no judias la asociacién predominante es con los alelos
HLA-DQB1 *0503 principalmente. % 242%

De los siete pacientes venezolanos con PV dominante mucoso que expresan
alelos HLA-DRB1 *0402, cuatro casos presentaron la presencia de ambos auto-
anticuerpos (Dsg1+/anti-Dsg3+), dos unicamente Acs anti-Dsg 3 y en uno no se
determiné la presencia de auto-anticuerpos, este ultimo resultado podria deberse a
que la sensibilidad de la prueba de Elisa es del 80-90 %, entre un 10-20 % de los
casos pueden reportar falsos negativos. 4?®

Harman KE et al, evidenciaron en su trabajo, que los pacientes con PV
presentaban auto-anticuerpos anti-Dsg3+, y de éstos el 61 % presentaba, ademas,
auto-anticuerpos anti-Dsg1 +, estos casos correspondian al tipo clinico cutaneo-
mucoso. ?©)

Amagai et al, evidenciaron que en la totalidad de sus pacientes con PV
dominante mucoso, tenian anticuerpos anti-Dsg1-/anti-Dsg3+, mientras que los
pacientes con la forma clinica cutaneo mucosa tuvieron presente ambos anticuerpos.

(14)

Zagorodniuk et al, afirman que el perfil de auto-anticuerpos anti-Dsg, no es

r. ) Sharma et al, sustenta

predictivo para los subtipos clinicos del pénfigo vulga
este mismo hallazgo en su trabajo. '?
Aunque, en general, el fenotipo clinico esta relacionado con el perfil de anticuerpos,

existen casos con fenotipo y perfil de anticuerpos discordantes. Tales discrepancias
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pueden ser explicadas por variaciones genéticas o la presencia de antigenos
menores involucrados en la patogénesis del pénfigo ®)

Se han descrito otros autoantigenos en PV como el receptor de aceticolina alfa
9,la penfaxina, ubicada en la superficie del queratinocito y la desmoplaquina , que
también pueden generar la produccion de autoanticuerpos, participando en la
patogenia de la enfermedad.

Posteriormente, considerando la severidad de la enfermedad, observamos en los
pacientes con un grado de severidad moderado la presencia de Acs anti-Dsg1 +/Anti-
Dsg 3+ (3/5), Acs anti-Dsg3 (1/5) y la ausencia de los dos anticuerpos (1/5). En el
unico caso con presentacion clinica severa se observo la presencia de ambos
anticuerpos (Dsg1+/Dsg 3+), mientras que en el unico caso leve se evidencio solo los
Acs anti-Dsg3 (Tabla 4).

No se determino la relacion de la presencia de Acs anti-Dsg 3 y la susceptibilidad
de presentar PV dominante mucoso, debido al limitado numero de casos.

Harman KE et al, demostr6 en dos trabajos publicados (afios 2000 y 2003)
asociacion entre la presencia de auto-anticuerpos anti-Dsg1 y mayor grado de

26,29)

severidad de las lesiones orales. , esta misma relacion fue observada por

Sharma et al. ('?

En los individuos sanos (n=38), en 33 no se evidenciaron anticuerpos, solo cuatro
tuvieron positividad para auto-anticuerpos anti-Dsg1 y un solo control tuvo
positividad para ambos anticuerpos (anti-Dsg3+/anti-Dsg1+).

Kawasaki H et al, indican como resultado de un estudio experimental, que la sola
presencia de los anticuerpos anti- Dsg3, tipo IgG, no es suficiente para la formacion

de la ampolla en un ratén adulto. °)

Se requiere la intervencion de eventos desencadenantes sumado a la

predisposicién genética para que se produzca la enfermedad. @
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Finalmente el PV, como otras enfermedades autoinmunes, es un desorden
complejo y poligénico, donde muchos genes con penetrancia y expresividad variable
operan e interacttan para controlar el proceso de la enfermedad. ("

CONCLUSIONES

La presencia de Acs anti-Dsg1+/anti-Dsg3+ en pacientes con el alelo DRB1*0402
aumenta hasta 49 veces el riesgo de desarrollar PV dominante mucoso, aunque la

diferencia no fue estadisticamente significativa.

El 57.14 % de los pacientes con PV dominante mucoso se demostro la existencia de
ambos anticuerpos (anti-Dsg1 +/Anti-Dsg 3 +).

En la mayoria de los individuos sanos no se evidenciaron anticuerpos.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del paciente:

Sexo:
Edad:

Ubicacidén topografica de la lesion inicial:

Grado de severidad:

Tiempo de progresion de las lesiones de mucosa a piel:

Anticuerpos anti-desmogleina

Grupo 1: Acs anti-Dsg1 +/anti-Dsg 3+
Pacientes:

Controles

Grupo 2: Acs anti-Dsg1 +/anti-Dsg 3-
Pacientes:

Controles:

Grupo 3: Acs anti-Dsg1 -/anti-Dsg 3+
Pacientes:

Controles:

Grupo 4: Acs anti-Dsg1 -/anti-Dsg 3-

Pacientes:

Controles:



CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN
PROTOCOLO DE INVESTIGACION (GRUPO EN ESTUDIO).

TITULO: Determinacién de anticuerpas antidesmogieina 1 y antidesmogleina 3 en pacienies venezolanos con
pénfigo vulgar dominante mucoso HLA DRB1*0402

Investigador Principal: Fecha:
Nombre del paciente:

Ud. ha sido convocado a participar en un estudio relacionado con los problemas de salud que esta presentando,
ia enfermedad del Péniigo vulgar dominante mucoso. En este consentimiento se le informa por qué se esia
realizando este estudio y qué se le hara si decide participar en el mismo.

Propésito de este estudio:

El Pénfigo es una enfermedad autoinmune, lo que significa que el sistema inrnunolégico de manera anormal
daia las células de ia piel y mucosas produciendo lesiones con todas las consecuencias. El pénfigo vulgar
dominante mucoso ocasiona limitaciones importantes en el paciente asociadas principalmente a su alimentacion.
Las investigadoras Doctoras: Ana M Saenz, Adriana Calebotta y Roseisela Garcia, médicos del Servicio de
Dermatologia dei Hospital Universitario de Caracas, estudiaran la asociacién en pacientes con pénfigo vulgar
dominante mucoso HLA DRB1*0402 con el anticuerpo anfidesmogleina 3.El objetivo de esta investigacion e s
determinar la susceptibilidad de presentar esta forma clinica altamente crénica y recidivante.

Sus derechos: Es importante que usted sepa:

1. Su participacion es completaniente voluntaria.

2. Ud. puede decidir si parlicipa o no, o retirarse de la investigacion sin perjuicio para Ud.

3. Ud. sera informado de cuaiquier cambio o nueva infarmacién que acurriese durante el estudio y que pueda
afectar su participacion. .

Como puede ser incluide en el estudio;

Lo primero es identificar si Ud. califica para el estudio.

1. Pacientes con diagnéstico de pénfigo vulgar dominante mucoso HLA DRB1*0402

2. Individuos controles sanos

Procedimienios

Su participacion consiste en la donaci6n voluntaria de una pequefia muestra de sangre (20 cc) en dos (2)
oportunidades.

Riesgo de la toma de muestra

La extraccion de sangre causa muy pocas molestias. Las personas nerviosas sienten a veces que se marean,
o les duele; otras veces puede quedar un pequefio morado en el sitio de ia toma que desaparece en pocos
dias. La cantidad de sangre que setomara en este  estudio es relativamente pequeiia y por lo tanto
no conduce aanemia, nia ningln otro frastorno de salud. Sin embargo, en caso de aiguna complicacién
relacionada a este procedimiento Ud recibira atencion médica apropiada en este centro.

Beneficios. Ud. se puede beneficiar con su participacion porque:

1.Se le realizaran examenes inmunolégicos que consisten en la medicion de anticuerpos los cuales podrian ser
de utilidad a su médico tratante para seguir la evolucion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento.
Ademas, en caso de encontrar cualquier anormalidad duranie el procesamiento u obiencién de los resultados de
sus muestras sanguineas, se le notificara inmediatamente a su médico tratante.

Costo:

No hay ningln costo adicional para Ud. por participar en este estudio.

Alternativas:

Si Ud no desea participar recibiré de todas formas el tratamiento adecuado en este Centro.

Confidencialidad

Su historia clinica seré confidencial y se identificara en el estudio con un nimero y solo los médicos e
investigadores sabran a que nombre corresponde. Su nombre no sera usado en  ninguna publicacién o reporte
Retiro del estudio:

Puede retirarse del estudio cuando lo desee. Si el médico que lo esta atendiendo considera que su participacion
durante el estudio no es favorable para Ud.puede decidir que debe abandonar el estudio.

Uso de muestras:

Serealizarala determinacién de anticuerpos dirigidos contra estructuras de sus células epidérmicas por
método flamado ELISA.

Si Ud. no desea que se guarden muestras de sangre extra, también puede participar en el estudio

——Yo auiorizo a que guarden muesiras de sangre para futuras investigaciones.
-——-Yo no autorizo guarden muestras de sangre para futuras investigaciones.

Iniciales Fecha
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Las fuiuras investigaciones uiilizanda sus muestras de sangre exira deberan ser aprobadas también por el
Comité de Etica de las instituciones participantes en el estudio, este Comité tiene como misién proteger sus
derechos como paciente.

Si en cualquier momento quiere Ud. desautarizar ios estudios con sus muestras de sangre guardadas,
comuniquese con los investigadores y manifiésteles su decision. Entonces sus muestras no estaran disponibles
para investigaciones.

Si Ud. autoriza el uso de sus muesiras (la sangre exira para futuras investigaciones, los investigadores que
estudien sus muestras pudieran querer saber més sobre Ud. Si los investigadores necesitan otra informacién
sobre Ud

{Por favor marque abajo para indicar si Ud. puede o no ser contactado en el futuro)

-—- Puede ser contactado de nuevo para informacion
—— No puedo ser contactado de nuevo para informacion

Iniciales del voiuntario Fecha

Si Ud esta de acuerdo en ser contactado de nuevo, ain después puede cambiar de opinidn en proveer
informacion en el futuro.

£} proposio procedimientos de este proyecio me han Sido sxphicedos yios  he comprendido bien, he
sido informado acerca de todas las incomodidades, riesgosy beneficios que pueden resultary los he
comprendido. He sido informado de que puedan ocurrir eventos inesperados. Yo estoy de acuerdo en participar
como individuo en este proyecto. Yo estoy enterado de que puedo suspender mi participacién en cualquier
momento

Firma del paciente - Fecha
Nombre Fecha
Nombre

Firma del testigo

Fecha:

Dectaracion dei investigador
Yo le he explicado a la persona arriba nombrada la naturaleza y objetivos de los procedimientos arriba descritos
y los previos riesgos, las incomodidades y los beneficios que puedan resuitar Le he preguntado si tenia alguna
pregunta sobre los procedimientos y he contestado esas preguntas con mi mayor capacidad. He considerado y
rechazado procedimientos alternativos de respuestas a las preguntas sobre esta investigacion

Firma Fecha:
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