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E-CASOS CLINICOS

Descripcidon de 2 casos de penfigoide anti-p200.
Utilidad de una técnica inmunohistoquimica sencilla
en el diagnoéstico diferencial con otras enfermedades
ampollosas autoinmunes
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PALABRAS CLAVE Resumen El penfigoide anti-p200 es una enfermedad ampollosa subepidérmica autoinmune
Laminina gamma-1; infrecuente, asociada a la presencia de anticuerpos circulantes de tipo IgG dirigidos frente a
Penfigoide anti-p200; la laminina gamma-1, una proteina de 200 kDa localizada en la lamina licida de la membrana
Enfermedades basal. Revisamos las caracteristicas clinicas, histopatologicas e inmunoldgicas de los 2 prime-
ampollosas; ros casos descritos en Espafa. El penfigoide anti-p200 comparte hallazgos histopatologicos e
Inmunoblot; inmunopatologicos con la epidermolisis ampollosa adquirida, su principal diagnostico diferen-
Colageno tipo v cial. Sin embargo, su manejo sigue las mismas pautas descritas para el penfigoide ampolloso.

El diagndstico se confirma mediante inmunoblot, una técnica compleja y accesible en pocos
centros. Proponemos la deteccion mediante inmunohistoquimica del colageno v en el suelo de
la ampolla, combinandola con las técnicas habituales de inmunofluorescencia, como alternativa
sencilla y disponible, para diferenciarlo de la epidermdlisis ampollosa adquirida.

© 2016 AEDV. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Usefulness of a Simple Immunohistochemical Staining Technique to Differentiate
Laminin gamma 1; Anti-p200 Pemphigoid From Other Autoimmune Blistering Diseases: A Report of 2
Anti-p200 Cases

pemphigoid;

Abstract Anti-p200 pemphigoid is a rare autoimmune subepidermal blistering disease charac-
terized by the presence of circulating immunoglobulin G antibodies directed against laminin
gamma-1, a 200-kDa protein located in the lamina lucida of the basement membrane. We

Bullous skin diseases;
Immunoblotting;
Collagen type IV
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review the clinical, histopathological and immunological characteristics of the first 2 cases des-
cribed in Spain. Anti-p200 pemphigoid shares histopathological and immunopathological findings
with epidermolysis bullosa acquisita, the main entity in the differential diagnosis. However, its
management follows the same guidelines as those used for bullous pemphigoid. The diagno-
sis is confirmed by immunoblotting, which is a complex technique available in few centers.
We propose the immunohistochemical detection of collagen type v on the floor of the blister,
combined with standard immunofluorescence techniques, as a simple, accessible alternative to
differentiate anti-p200 pemphigoid from epidermolysis bullosa acquisita.

© 2016 AEDV. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccién

El penfigoide anti-p200 es una enfermedad ampollosa sube-
pidérmica autoinmune descrita por Zillikens et al. en 1996,
a raiz del caso de un varon de 54 afos con una erupcion
ampollosa generalizada, asociada a la presencia de anti-
cuerpos IgG frente a una proteina de 200 kDa localizada en
la porcion inferior de la lamina lGcida. Posteriormente se
han publicado 91 casos adicionales, siendo la incidencia real
desconocida?.
Presentamos los 2 primeros casos descritos en Espafa.

Casos clinicos

Caso 1

Se trata de un varon de 65 afos, con antecedentes de arte-
ritis de Horton tratada con glucocorticoides orales a dosis
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Figura 1

bajas y de penfigoide ampolloso (PA) diagnosticado 3 afhos
atras en otro centro. Acudid a nuestro departamento por un
nuevo brote de lesiones pruriginosas. La exploracion fisica
evidencié ampollas tensas y placas urticariformes de predo-
minio en las extremidades inferiores, con elementos aislados
en el tronco, sin afectacion de las mucosas.

La biopsia de piel lesional evidencié una ampolla
subepidérmica y un infiltrado inflamatorio compuesto por
neutrofilos a lo largo de la membrana basal (MB), con
microabscesos papilares de neutrofilos y algin foco de
espongiosis eosinofilica. En la inmunofluorescencia (IF)
directa se observaron depositos lineales de C3 e IgG en la MB.
En la IF indirecta sobre piel separada con cloruro sodico 1M
se detectaron anticuerpos IgG circulantes dirigidos contra la
MB en su parte dérmica (fig. 1). La deteccion de anticuerpos
anti-BP180 y anti-colageno vi por ELISA fue negativa. En el
inmunoblot con extractos dérmicos de piel humana, reali-
zado segiin métodos descritos previamente, se detectaron
anticuerpos IgG frente a una proteina de 200kDa (fig. 2)3.

Ay B. Ampollas tensas sobre una base urticariforme localizadas en la rodilla y en el tobillo. C. Infiltrado neutrofilico

con algunos eosinofilos a lo largo de la membrana basal, con formacion de microabscesos papilares (hematoxilina-eosina x 200). D.
Presencia de anticuerpos de clase 1gG dirigidos contra el lado dérmico de la ampolla en la inmunofluorescencia indirecta sobre piel

separada con cloruro sddico 1M (dilucion de anticuerpos de 1/40).
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Técnica de inmunoblot realizada con extractos dér-
micos de piel humana, obtenidos mediante piel separada con
acido tetracético etilendiamina y sometidos a electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida, segin el método de Laemmli
(izquierda), asi como inmunoblot con laminina 332 recombi-
nante (derecha). En la parte izquierda (extractos dérmicos de
piel humana) se observa que los sueros de los pacientes 1y 2
(corresponden a las columnas 3 y 4 respectivamente) reconocen
una banda de 200 kDa que se corresponde con la misma banda
que detecta el suero de otro paciente con penfigoide anti-p200
(columna 2), mientras que el suero de un paciente con epi-
dermolisis ampollosa adquirida (columna 1) no detecta dicha
banda, pero si una de 290kDa, correspondiente al colageno vi.
En la parte derecha (laminina 332 recombinante) se observa que
el suero de los pacientes 1y 2 (columnas 3 y 4), al igual que el
suero control sano (columna 2), no detectan la proteina recom-
binante, mientras que el suero de un paciente con penfigoide
anti-laminina 332 (columna 1) detecta varias bandas de 165,
145, 140 y 105kDa, que corresponden a las cadenas a3, B3, y
v2 de la laminina 332, respectivamente.

Se inicio tratamiento con clobetasol topico segin la pauta
para el PA moderado-grave®, y se mantuvo la dosis de pred-
nisona (10mg/dia) para su arteritis, con buena respuesta.
El paciente presenté un nuevo brote de ampollas al dismi-
nuir la dosis de corticoides orales a 5 mg/dia. Se aumento la
prednisona a 20 mg/dia y se afnadié dapsona 50 mg/dia con
mejoria clinica. Finalmente se mantuvo libre de lesiones con
dapsona 75 mg/dia y prednisona 7,5 mg/dia.

Un vardn de 43 afnos con antecedentes de psoriasis en
placas. Dieciséis meses antes, coincidiendo con un evento
estresante, habia presentado un brote de ampollas tensas

en la cara, el cuero cabelludo, los genitales y las ingles,
sin afectacion de las mucosas, para el cual habia reci-
bido tratamiento con prednisona a dosis de 0,5mg/kg/dia,
con remision del mismo. Posteriormente habia presentado
nuevos brotes de lesiones, para los que habia realizado
tratamiento con ciclosporina (sin éxito) en otro cen-
tro, respondiendo finalmente a dosis altas de dapsona
(200 mg/djia).

La exploracion fisica en su primera visita evidencié mul-
tiples placas eritemato-descamativas en el tronco y en
las extremidades, correspondientes a lesiones de psoriasis,
junto con maculas y placas hiperpigmentadas de predomi-
nio en las extremidades superiores. En la biopsia cutanea
se observo una ampolla subepidérmica con abundantes poli-
morfonucleares y microabscesos de neutroéfilos en papilas
dérmicas. Los resultados de las IF directa e indirecta y de
los ELISA anti-BP180 y anti-colageno vi fueron idénticos a
los descritos en el primer paciente (fig. 3). Se realizo ade-
mas un estudio inmunohistoquimico para colageno v con el
bloque de parafina, y a diferencia del paciente anterior, se
observé un marcaje intenso del suelo de la ampolla (fig. 4).
El inmunoblot confirmé el diagnostico de penfigoide anti-
p200 (fig. 2).

Dada la practica remision de las lesiones con dapsona
200mg/dia y la mala tolerancia del paciente por presentar
astenia, se redujo progresivamente su dosis hasta suspen-
derla, con aparicion intermitente de alguna vesicula aislada
resuelta mediante glucocorticoides topicos potentes.

El penfigoide anti-p200 es una enfermedad ampollosa de
reciente descripcion’>>¢, Los pacientes suelen ser adultos
de edad media (< 65 afos) con ampollas tensas y placas urti-
cariformes pruriginosas generalizadas, con caracteristicas
clinicas similares al PA o la forma inflamatoria de la epider-
mélisis ampollosa adquirida (EAA)>>°. En aproximadamente
el 20% de los casos se observan lesiones mucosas?>°. Las
ampollas suelen resolverse sin dejar cicatrices o quistes de
milium?°. Se ha observado una alta prevalencia de psoriasis
(30%)>>~7. Algunos casos se han relacionado con farmacos
(penicilina) o la fototerapia PUVA®2,

Los hallazgos histopatologicos caracteristicos son la
presencia de una ampolla subepidérmica acompanada
de un infiltrado inflamatorio en la dermis superfi-
cial, habitualmente neutrofilico, y menos frecuente-
mente eosinofilico>>%?. Ocasionalmente pueden observarse
microabscesos de neutréfilos en las papilas dérmicas y
espongiosis neutrofilica o eosinofilica®>¢°.

Los estudios de IF directa revelan depdsitos lineales de
C3 y/0 IgG en la MB. La IF indirecta sobre piel separada
con cloruro sodico 1M evidencia anticuerpos circulantes de
clase 1gG dirigidos contra el lado dérmico de la ampolla,
aunque ocasionalmente se han observado depositos a ambos
lados"%5%%,

El diagndstico se establece mediante el inmunoblot con
extractos dérmicos de piel humana, en el que el suero de los
pacientes reacciona contra una proteina de 200 kDa"-2°. En
un 25% de los casos se ha objetivado una reactividad mas
débil con otros antigenos, como el BP180, el BP230 o la
laminina 332, lo que podria explicarse por un fenémeno de
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A. Maculas y placas hiperpigmentadas en la mano. B. Ampolla subepidérmica con abundantes polimorfonucleares en su
interior (hematoxilina-eosina, x 200). C. Deposito lineal en membrana basal de C3 en la inmunofluorescencia directa. D. Marcaje
débil de anticuerpos de clase IgG dirigidos contra el lado dérmico de la ampolla en la inmunofluorescencia indirecta sobre piel

separada con cloruro sddico 1M (dilucion de anticuerpos de 1/10).

expansion intermolecular de epitopos?>®'°, El inmunoblot
es una técnica compleja disponible en pocos laboratorios,
lo que probablemente ha limitado el diagnostico de algunos
casos de penfigoide anti-p200.

El estudio inmunohistoquimico de los componentes de la
MB en biopsias de ampollas recientes fijadas en parafina,
permite localizar habitualmente el colageno v (que marca

En el estudio inmunohistoquimico con colageno v
se observa la tincion de la parte dérmica de la ampolla, que
demuestra que esta se encuentra por encima de la lamina densa,
asi como de la pared de los vasos dérmicos (colageno v x 200).

la lamina densa) en el lado dérmico de la ampolla, ayudando
al diagnéstico cuando el inmunoblot no esta disponible®.

En el momento actual persisten importantes incogni-
tas respecto a la etiopatogenia del penfigoide anti-p200?.
El antigeno p-200 es una proteina no colagena, localizada
en la interfase entre la lamina licida y la lamina densa
de la MB. Recientemente se ha identificado la laminina
gamma-1 como el autoantigeno en el 90% de los casos,
con un epitopo localizado en el residuo del aminoacido 246
carboxiterminal®>”'". Sin embargo, todos los intentos por
demostrar la patogenicidad de los anticuerpos contra la frac-
cion carboxiterminal de la laminina gamma-1 han resultado
fallidos'?"4.

El diagnostico diferencial debe establecerse con otras
enfermedades ampollosas subepidérmicas con depositos de
C3 y/0 IgG lineales en la IF directa, principalmente con el
PA y la EAA%S. La IF indirecta sobre piel separada (o la IF
directa sobre piel separada cuando no se detecten anticuer-
pos circulantes) nos permite distinguirlo del PA, pero no de
la EAA. En estos casos, la inmunohistoquimica para el cola-
geno Iv es una técnica sencilla que nos permitiria diferenciar
el penfigoide anti-p200 de la EAA: encontrariamos el cola-
geno Iv en el suelo de la ampolla en el primero y en el techo
en la segunda. Sin embargo, esta puede no ser informa-
tiva en casos con intensos infiltrados inflamatorios’. Estos
hallazgos no son patognomonicos y para establecer un diag-
nostico inequivoco resulta imprescindible la realizacion de
un inmunoblot o incluso técnicas mas complejas, como la
inmunoprecipitacion?>7.

Respecto al tratamiento, se siguen las pautas propues-
tas para el PA: corticoides topicos potentes, prednisona
0,5mg/kg en monoterapia o en combinacion con dapsona
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(1,5mg/kg)>>". La evolucion del cuadro es variable, pero
en general suele responder de forma rapida y favorable a los
inmunosupresores?°.

En conclusion, presentamos los 2 primeros casos de
penfigoide anti-p200 descritos en nuestro pais caracteri-
zados clinica, patoldgica e inmunoldgicamente. Dadas las
dificultades técnicas que plantea su diagnostico parece pro-
bable que el penfigoide anti-p200 esté infradiagnosticado,
habiendo casos erroneamente clasificados como PA o EAA.
La diferenciacion con esta Gltima resulta especialmente
importante, ya que ambas entidades presentan diferencias
significativas respecto al manejo terapéutico y al pronos-
tico. Proponemos la inmunohistoquimica con colageno v
sobre piel lesional, combinandola con las técnicas habitua-
les de IF, como una herramienta sencilla y accesible para el
diagnostico diferencial con la EAA.
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