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Resumen

Los pénfigos son un grupo de enfermedades
ampollosas de piel y mucosas que histol6gicamente
presentan ampollas intraepidérmicas por acantdlisis
y anticuerpos fijos y circulantes dirigidos contra la
superficie celular de los queratinocitos.

En pacientes mexicanos que padecen pénfigo, no se
han determinado desequilibrios de presentacién de
antigenos del HLA, como se ha estudiado en otras
poblaciones, por 1o que se efectud un estudio compara-
tivo, prospectivo, transversal y observacional en 25
pacientes, 18 de ellos con pénfigo vulgar y 7 con
pénfigo foliaceo a quienes se les tomé muestra de
sangre periférica para la extraccion de DNA, con €
método de expulsion salina ("salting out"). Se realizo
determinacion de HLA-DR, amplificando la region HLA-
DRB1, mediante la técnica de reaccion de polimerasa en
cadena (PCR) y se determi-naron cada uno de los alelos
con oligonucledtidos especificos de aldos (ASD), utili-
zando € kit Amplicor Hoffman La Roche Badlea, Quiza.

Los resultados mostraron que € HLA-DR14 (DRG6)
es mas comun en los pacientes con pénfigo, sobre
todo pénfigo vulgar, que en la poblacion sana control,
esto concuerda con lo descrito en la literatura
universal. Por otra parte, el HLA-DRL1 representa un
riesgo relativo mayor para e desarrollo de pénfigo
folidceo en nuestra poblacion.

Palabras clave: Pénfigo, pénfigo vulgar, pénfigo
foliaceo, antigeno de histocompatibilidad, HLA-DR.

Summary

Pemphigus are a group of bullous skin disorders
histologically characterized by intraepidermal
acantholytic and circulating antibodies blisters due
to directed against the cellular surface of
keratinocytes.

In Mexican patients with pemphigus, HLA anti-
gens have not been studied as they have been for
other populations; for this reason, a comparative,
prospective, transversal and observational study has
been done with 25 patients, 18 with pemphigus vul-
garis and the other seven with pemphigus foliaceus.
DNA was extracted by the salting-out method and
HLA-DR was determined by amplification with PCR
and allele-specific oligonucleotides (ASO).

Results: HLA-DR14 (DR6) is more common in
patients with pemphigus vulgaris than in the healthy
population, which corroborates with previous reports.

On the other hand, as reported we also found that
HLA-DR1 in Mexican population represents a higher
risk for pemphigus foliaceus.

Key words. Pemphigus, pemphigus vulgaris, pemphi-
gus foliaceus, histocompatibility antigen, HLA-DR.
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Pacientes mexicanos con pénfigo (Andlisis de HLA-DR)
Introduccion

Los pénfigos son un grupo de enfermedades
autoinmunes de piel y membranas mucosas que
se caracterizan histolégicamente por ampollas
intra-epidérmicas debidas a acantolisis e inmuno-
patolégicamente por el hallazgo de anticuerpos
fijos y circulantes dirigidos contra la superficie
celular de los queratinocitos.*

Clinicamente el pénfigo vulgar se caracteriza por
la presencia de vesiculas y ampollas en la piel y las
mucosas que al romperse dejan zonas denudadas,
excoriaciones y costras melicéricas (Figuras 1y 2).
En el caso del pénfigo foliaceo o seborreico, las
vesiculas son mas superficiales, se observan pla-
cas eritematoescamosas, excoriaciones y costras
melicéricas Unicamente, no afecta mucosas. Se
presenta por igual en hombres y mujeres.

La edad de inicio se encuentra entre la sextay la
séptima décadas de la vida.'®* Sin embargo, estu-
dios realizados en otras poblaciones como la mexi-
cana,* la hindd y la kuwaiti,®> muestran que la edad
de presentacién es menor.

La etiologia del pénfigo es desconocida. Se coloca
dentro de las enfermedades autoinmunesy la carac-
teristica principal es el depésito de autoanticuerpos de
tipo IgG- y a veces de IgA- contra la superficie celular
de los queratinocitos.! Estos autoanticuerpos estan
dirigidos contra antigenos que forman parte de los
desmosomas (desmogleina 3y 1).5°

Figura 1. Paciente con pénfigo vulgar. En tronco posterior
presencia de vesiculas, exulceraciones y costras.

4 N\
Cuadro I. Frecuencias genéticas y antigénicas del HLA-DR en pacientes con pénfigo vulgar y foliaceo
y en individuos sanos
Pacientes Controles
n=25 N=50 n=96 N=152
DR n fg N fag n fg N fag p RM |Co5%
4 18 0.360 18 0.720 46 0.240 38 0.396 NS
14(6) 14 0.280 14 0.560 21 0.109 20 0.208 0.004 3.17 1.38-7.27
8 9 0180 9 0.360 32 0.167 26 0.271 NS
1 5 0100 4 0.160 10 0.052 10 0.104 NS
11 2 0040 2 0.080 18 0.094 17 0.177 NS
7 2 0.040 2 0.080 21 0.109 20 0.208 NS
2 1 0020 1 0.040 18 0.094 18 0.188 NS
fg = frecuencia génica, fag = frecuencia antigénica, RM = raz6n de momios
\_ J
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Figura 2. Paciente con pénfigo vulgar, lesiones exulceradas
en la mucosa de labio y encia.

Se ha encontrado que los factores genéticos
puedeninfluirde formaimportante en la patogénesis
del pénfigo. De éstos, uno de los mas relevantes es
el complejo principal de histocompatibilidad (MHC,
por sus siglas en inglés).

El MHC es una region de genes altamente
polimérficos cuyos productos se expresan en la
superficie de una variedad de células. Se localiza
en el brazo corto del cromosoma 6 ocupando un
gran segmento del ADN y posee tres clases de
genes (clase l, [y 1I).

Las moléculas de HLA tienen dos funciones
distintas, ambas de tipo inmunolégico: la primera,
modelar el repertorio del receptor de células T en el
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timo, ylasegunda, seleccionary presentar epitopes
de péptidos antigénicos a las células T perifé-
ricas.’®!! La asociacion con un HLA especifico
apoyalanocién de que una enfermedad en particu-
lar, es autoinmune.

La asociacion con un alelo de HLA especifico
implica que el estimulo inmunogénico para la
autoinmunidad seria un péptido especifico, y que al
menos inicialmente la autoinmunidad es dependiente
delareactividad de unaounnumero limitado de clonas
de células T potencialmente auto-agresivas.’? Las
células CD4+ especificas seleccionadas por molécu-
las de HLA asociadas con enfermedad deben estar
involucradas en el desarrollo de la patologia érgano-
especifica en estas entidades.®® Se cree que las molé-
culas de histo-compatibilidad asociadas con pénfigo
permiten la presentacién de péptidos de desmogleina
301alas células T. Inclusive, se ha encontrado que
algunos péptidos obtenidos de ladesmogleina 3, capa-
ces de encajaren el sitio de union de un alelo HLA-DR
especifico son capaces de estimular alas células T de
los pacientes con pénfigo.14*®

A pesar del peso que puedan tener los factores
genéticos, es necesario reconocer que los estimu-
los ambientales son también importantes en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes y esto
es particularmente cierto en el caso del pénfigo, se
cree que los individuos con una predisposicion
genética para desarrollar pénfigo, lo manifestaran
clinicamente sélo cuando uno o mas factores adi-
cionales estén presentes.%1?

e N
Cuadro Il. Frecuencias genéticas y antigénicas del HLA-DR en pacientes con pénfigo vulgar y en
individuos sanos

Pacientes Controles
n=18 N=36 n=96 N=152
DR n fg N fag n fg N fag p RM ICo%
4 14 0388 14 0.777 46 0.240 38 0.396 NS
14(6) 12 0333 12 0.666 21 0109 20 0.208 0.001 4.07 1.64-10.05
8 7 0194 7 0.388 32 0.167 26 0.271 NS
7 2 0055 2 0111 21 0.109 20 0.208 NS
2 0.027 1 0.055 18 0.094 1.8 0.188 NS
11 0.027 1 0.055 18 0.094 1.7 0.177 NS
2 1 0020 1 0.040 18 0.094 18. 0.188 NS
fg=frecuencia génica, fag=frecuencia antigénica, RM=raz6n de momios
. J
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Hasta el momento, no conocemos ningun estu-
dio que haya determinado desequilibrio de presen-
tacion de antigenos HLA en pacientes mexicanos.
El objetivo de este trabajo es determinar las fre-
cuencias génicas de los alelos HLA DR de pacien-
tes mexicanos con pénfigo (vulgary folidceo) y sus
diferencias con la poblacién mexicana sana.

Material y método

Setratade un estudio comparativo, prospectivo,
transversal y observacional. Se incluyeron pacien-
tes con diagndstico de pénfigo (tanto clinico como
histolégico) que fueron vistos de forma secuencial,
ya fuera de primera vez o subsecuentes en el
Departamento de Dermatologia del Hospital Gene-
ral "Dr. Manuel Gea Gonzalez" del 1 de octubre de
1998 al 30 de septiembre de 1999.

A los pacientes se les realizdé un cuestionario
para completar algunos datos epidemiolégicos y
demogréficos y se lestomé una muestrade 4.5 mL
de sangre periférica (previo consentimiento) para
la extraccion de DNA. Se realiz6 determinacion de
HLA DR amplificandolaregién HLA-DRB1 median-
te la técnica de reaccién de polimerasa en cadena
(PCR) y se determinaron cada uno de los alelos
mediante oligonucledtidos especificos de alelos
(ASO).

La extraccion de DNA gendmico se realizé me-
diante el método de expulsion salina o salting out,®

en el cual inicialmente se lisan los eritrocitos y el
DNA se obtiene a partir de linfocitos periféricos en
pasos secuenciales que incluyen digestién de
proteinasa K, precipitacion de proteinas con hi-
dréxido de sodio y precipitacion y lavado de DNA
con etanol absoluto y 70% respectivamente.

La tipificacion genérica de los alelos de locus
HLA-DRB1 se realiz6 mediante el kit Amplicor
(Hoffmann La Roche Basilea, Suiza), en el cual se
usalatécnicade PCR, y se revela con la del dot blot
reversa con oligonucledtidos especificos. Se utiliza-
ron iniciadores o primers especificos para la ampli-
ficacion de las regiones 3'y 5' del exon 2 del DRBL1.

Posteriormente el DNA amplificado se transfirié
a una membrana de nitrocelulosa y se hibrid6 con
sondas de oligonucle6tidos previamente marca-
das con digoxigeninadideoxi-uridin-trifosfato. Para
la lectura de las sondas positivas se utilizo el kit Dig
de deteccion de &cidos nucleicos (Boehringer
Mannheim Biochemical, Mannheim, Alemania).*®

Se asignaron a los pacientes los numeros del
estudio en forma secuencial, a medida que fueron
considerados como elegibles para su inclusion. El
ndmero se anoto en la hoja de captura de datos.

Los datos epidemiologicos se analizaron me-
diante estadistica descriptiva. En cuanto al HLA-DR,
se emplearon pruebas no paramétricas para el
andalisis estadistico. Se compararon las frecuencias
génicas de los pacientes con los controles sanos, y
las diferencias se analizaron mediante las pruebas
de chi cuadrada y exacta de Fisher.

. N
Cuadro lll. Frecuencias genéticas y antigénicas del HLA-DR en pacientes con pénfigo foliaceo y en
individuos sanos

Pacientes Controles
n=7 N-14 n=96 N=152

DR n fg N fag n fg N fag p RM ICo%
1 5 0357 4 0571 10 0.052 10 0.104 0.0002 10.11 2.40-42.25
4 4 028 4 0571 46 0.240 38 0.396 NS

14(6) 2 0142 2 0.285 21 0.109 20 0.208 0.004 3.17 1.38-7.27
8 2 0142 2 0.285 32 0167 26 0.271 NS
11 1 0071 1 0.142 18 0.094 17 0.177 NS

fg=frecuencia génica, fag=frecuencia antigénica, RM=razén de momios
. J
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Resultados

Se incluyeron en el estudio 25 pacientes con
pénfigo clinica e histol6gicamente documentado, 18
de ellos con pénfigo vulgary 7 con pénfigo foliaceo.

De los pacientes con pénfigo, 18 fueron mujeres
y siete fueron hombres, con una relacion mujer-
hombre de 2.5 a 1. La edad promedio al inicio de la
presentacion del pénfigo fue, en forma global, de
37.57 + 17.53 afios, pero al subdividirlos en vulgar y
folidceo, se encontré menor edad de presentacion en
los pacientes con pénfigo vulgar que enlos de pénfigo
folidceo (31.72 £ 15.92 vs .54.28 + 12.59 afos).

Unicamente dos pacientes presentaron algin
tipo de enfermedad autoinmune asociada: un pa-
ciente con pénfigo foliaceo y artritis reumatoide, y
otro paciente con un familiar (su padre) con historia
de artritis reumatoide, fallecido por causa no espe-
cificada.

En este estudio no se encontr6 relacion alguna
entre el pénfigo ya fuera vulgar o foliaceo y alguin
factor iniciador, exacerbador o promotor del mismo.

Al comparar los HLA-DR de la poblacién general
conlos de los pacientes con pénfigo, se encontré que
HLA-DR14 (DR6) se presenta con mayor frecuencia
enpacientes con pénfigo (p=0.004,3.17,1C95%1.38-
7.27) (Cuadro I). Cuando se hace la subdivision, se
torna mas evidente la relacién de HLA-DR14 (DR6)
con el pénfigo vulgar, incrementandose tanto el signi-
ficado estadistico de la asociacion, como la razon de
momios (p=0.001, RM 4.7, IC 95% 1.64- 10.05)
(Cuadro 11). Y se observéd que el HLA-DR1 que de
forma global no presenta un riesgo relativo mayor, si
lo es en el caso del pénfigo foliaceo (p=0.0002, RM
10.11, 1C 95% 2.40-42.25) (Cuadro llI).

En cuanto a los genotipos de presentacion, se
observa que la asociacion DR14 (DR®6) tiende a ser
mas comun en los pacientes con pénfigo que en la
poblacion general, los resultados no alcanzaron
significancia estadistica por el tamafio de la muestra
(Cuadro V).

Discusion
Como el pénfigo (tanto vulgar como foliaceo) se
ha relacionado con algunas otras enfermedades

autoinmunes, se buscé este antecedente en los
pacientes. Solamente se encontraron dos pacien-
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tes: unaenlacual coexistieron el pénfigo seborreico
y la artritis reumatoide y un segundo paciente en el
cual se registro el antecedente de que su padre
padecio de artritis reumatoide.

La asociacion de una enfermedad autoinmune
con dos diferentes alelos de HLA, o bien la asocia-
cion de dos enfermedades autoinmunes con un
mismo alelo de HLA podria explicarse con base en
la hipotesis del epitope compartido,® en la que una
secuencia molecular corta puede ser compartida
por alelos diferentes. En el caso de nuestra paciente
con peénfigo seborreico y artritis reumatoide, sera
necesario conocer la secuencia de su alelo HLA-
DR4 para puntualizar si es la misma determinada
para el epitope reumatoideo.

En cuanto al andlisis de los alelos HLA-DR, es
claro el riesgo relativo conferido por la presencia de
HLA- DR14 (DR6), para el desarrollo de pénfigo, y
mas aun, en los casos de pénfigo vulgar. Este
hallazgo de la asociacion de HLA- DR14 (DR6) en
pacientes con pénfigo ya fue descrito en poblacién
judia, japonesa y espafiola.?*?® Existen diferencias
con pacientes coreanos* y paquistanies® en los
alelos involucrados, que probablemente se deban a
diferencias por la etnicidad.

El presente estudio muestra que también en pa-
cientes mexicanos con pénfigo, el HLA-DR14 (DR6)
estéinvolucrado en la patogénesis de la enfermedad.

Llamoé la atencién que pese a ser un nimero
pequefio de pacientes con pénfigo foliaceo, se

4 )
Cuadro IV. Genotipo asociados con pénfigo

vulgar y foliaceo

Controles
n=96

Pacientes
n=25

DR

DR4-DR6
DR6-DR8
DR4-DR8
DR1-DR4
DR2-DR4
DR6-DR7
DR1-DR1
DR7-DR4
DR4-DR11
DR7-DR4
DR1-DR8
DR8-DR11
DR4-DR4

OR RPRRPRRPREPRLRNMNWNOIS
WP NONODMOWOO®OWON |S
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observé que el alelo HLA-DR1 esta fuertemente
asociado con esa variedad clinica y representa un
riesgo relativo muy elevado para la enfermedad,
sugiriendo asi que las bases genéticas de ambas
variantes clinicas (vulgary folidceo) son diferentes.
Este hallazgo es similar a lo encontrado en pacien-
tes brasilefios con la forma endémica del pénfigo
folidceo (fogo selvagem).?

Enconclusidn, en pacientes mexicanos con pénfigo
existen genes ubicados dentro del MCH en el brazo
corto del cromosoma 6 que influyen directamente en
la susceptibilidad para desarrollar esta enfermedad.
Sin embargo, dado que la edad de inicio no parece
estar influida por los genes del MHC, es necesario
estudiar otros factores, principalmente de tipo am-
biental, para comprender la forma en que interactdan
para matizar la expresion clinicade laenfermedad en
pacientes genéticamente susceptibles.
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