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1. RESUMEN

Introduccién

El sistema del complemento esta formado por un grupo de proteinas las cuales
actian en diversos estados patolégicos y que se activan mediante 3 vias:
clasica, lectina y alternativa. El fragmento C4d, el cual es un producto de la
degradacion de C4 de la via clasica y lectina, unido de forma covalente a la
célula blanco tiene una mayor probabilidad de permanecer en el sitio de
activacion del complemento, incluso después de que los propios anticuerpos se
disocien con el tiempo. Se ha sugerido como una herramienta diagndstica util al
detectarse su depdsito en entidades con base inmunoldgica, correlacionando
con el depdsito de complejos inmunes, debido a que no siempre se cuenta con
la infraestructura para la realizacion de estudios de inmunofluorescencia.

Hipotesis

La presencia o ausencia de depdsitos de inmunocomplejos detectados por
inmunofluorescencia en biopsias cutaneas, correlaciona con la expresion
positiva 0 negativa del marcador de inmunohistoquimica C4d.

Material y métodos

Estudio retrospectivo, observacional y comparativo. De los archivos del Servicio
de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” se recabaron todas las biopsias cutaneas que cuentan con
estudio de inmunofluorescencia en un periodo comprendido del 1/08/2008 al
30/08/2015.

Resultados

Observamos una correlacién entre la categoria diagnostica y el estudio de IF
del 100% para pénfigo, 92.6 % para penfigoide, 66.7 % para lupus. La
correlacion entre la categoria diagnostica y el estudio de IHQ para C4d fue del
32.7 % para pénfigo, 29.6 % para penfigoide y 22.2 % para lupus.

Conclusion

Es necesaria la realizacion de méas estudios en correlacién con la técnica de
inmunofluorescencia directa, la cual sigue siendo el gold estandar.



2. INTRODUCCION

2.1. El sistema del complemento

El sistema del complemento consiste en mas de 30 proteinas séricas y de
membrana que participan en la defensa del hospedero, asi como en una amplia

variedad de estados patologicos (1).

Dichas proteinas tienen la funcion de:

1. Promover la defensa del hospedero en contra de agentes infecciosos.
2. El aclaramiento de detritus celulares y complejos inmunes.

3. Regular la respuesta inmunoldégica.

Este sistema de proteinas es filogenéticamente mas antiguo que las proteinas
asociadas con la inmunidad adquirida y se encuentran presentes en organismos
primitivos que carecen de inmunoglobulinas. Asi mismo se presume que provee
cierto nivel de inmunidad innata y defensa del hospedero, aun en ausencia de

respuesta inmunoldgica (2).

El sistema del complemento se activa mediante 3 vias cuidadosamente

controladas: clasica, lectina y alternativa (3).

La proteina conocida como “C3” es el punto de convergencia para las 3 vias de
activacion del complemento. Esta molécula de dos cadenas es sintetizada por
muchas células, particularmente los hepatocitos, donde es liberada a la sangre
en forma de cadena Unica, la cual se denomina “pro-C3”, uniéndose a la

superficie de su blanco.



2.2. Nomenclatura

Por razones historicas, las nueve proteinas que conforman la via clasica del
complemento se designan con la letra C mayuscula, seguida de un nimero que
se relaciona con el orden en el aparecen durante la reaccion. Excepto para el

C4 el cual actua antes que C2.

Los fragmentos de las proteinas del complemento que resultan de la escision
proteolitica se designan por una letra minuscula anexa (ej. C4a, C4b) donde “a”
representa un fragmento mas pequeno y “b” representa un fragmento de mayor
tamafio. Una mayor degradacion de dichos fragmentos de mayor tamafio se

designa con una letra mindscula consecutiva (C4c, C4d).

2.3. Via clasica del complemento

La via clasica del complemento fue descrita alrededor del afio 1900, siendo la
primera en estudiarse y por esta razon se le denomina “clasica”. Es responsable
de la activacion del complemento en la mayoria de las células sensibilizadas

por anticuerpos.

Su activacion generalmente requiere la interaccion entre el antigeno y C1 unido
al anticuerpo. El C1 es una macromolécula de 740 kDa la cual comprende una
molécula Unica de C1g unido a dos cadenas de C1r y dos cadenas de C1s, las
cuales se mantienen unidas en presencia de iones calcio. Una vez que Clg se
une a la inmunoglobulina, este adopta un cambio conformacional que lleva a la

autoactivacion de las dos cadenas de C1r. El Cls, activado escinde el siguiente

componente de la cascada, C4d.



En los seres humanos solo la inmunoglobulina M y G son eficaces en la
activacion de la via clasica. Estas inmunoglobulinas difieren en su habilidad
para activar la via clasica. La molécula de IgM, con sus cinco sitios de union,
adopta una conformacién funcionalmente activa sobre una superficie antigénica

que permite multiples interacciones con antigenos.

En contraste, el C1 unido a IgG requiere dos moléculas de IgG unidas una con

otra.

Asi mismo un gran numero de moléculas tienen la habilidad de activar la via
clasica del complemento interactuando de forma directa con el Clq, entre las

cuales se encuentran:

e Proteina C reactiva.

e Componente P del amiloide sérico.

e [(-amiloide.

e Algunas bacterias Gram negativas.

e Ciertos virus, mycoplasmas, protozoarios etc.

e Componentes intracelulares (ej. DNA, membranas mitocondriales,
filamentos del citoesqueleto).

e Células apoptoticas (9).



2.4. Via de la lectina del complemento

Se trata de una tercer via en la activacion del complemento que utiliza la

proteina sérica MBL (lectina de unién a manosa o proteina de unidon a manosa).

Pertenece a una familia de moléculas denominadas colectinas (10), la cual
incluye ademas de la MBL, las proteinas A y D del surfactante, conglutinina
bovina, CL-43 bovino y las ficolinas. Las ficolinas y la lectina de union a manosa
son moléculas solubles de reconocimiento de patrones activadoras del
complemento, lo cual significa que reconocen “patrones moleculares asociados
a patogenos” (PAMPs por sus siglas en ingles) en la superficie de los

microorganismos.

Una vez que se unen con su PAMP especifico, estas proteinas se someten a un
cambio conformacional que les permite asociarse con una de las tres proteasas
de serina relacionadas con la lectina de union a manosa (MBL): MASP-1,

MASP-2 o0 MASP-3, para activar la cascada del complemento (11).

Después de la activacion, MASP-2 escinde C4 para generar la via clasica C3

convertasa C4b2a (12).

Complejos antigeno-anticuerpo especificos también pueden activar a la via de
la lectina. Se ha demostrado que una fraccion de la molécula de IgG que carece
de residuos galactosa terminales (denominada 1gG-GO0), se encuentra en el
plasma de pacientes con condiciones patolégicas como artritis reumatoide, y
tienen la habilidad de interactuar con la lectina de unidon a manosa y activar la

via clasica (13).



Via clasica Via de la lectina Via alternativa
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Fig. 1.- Esquema de las tres vias de activacién del complemento: via clasica, via de la lectina y via
alternativa. Mediators of inflammation: complement, cytokines, and adhesion molecules. H. Davis
Massey, Richard A. McPherson. Capitulo 47.



2.5. Fraccion C4d del complemento y estudios relacionados

El C4d es un componente estable producto de la degradacion del factor C4b del
complemento y se encuentra relacionado a la activacion de la via clasica y a la

via de la lectina.

El fragmento C4d unido de forma covalente a la célula blanco tiene una mayor
probabilidad de permanecer en el sitio de activaciéon del complemento, incluso

después de que los propios anticuerpos se disocien con el tiempo.

Al estar C4d firmemente anclado al tejido, actia como una “huella” de la lesion

tisular mediada por anticuerpos.

Casi la totalidad de los articulos publicados con respecto al C4d se encuentran

relacionados con el rechazo humoral en injerto de érganos saélidos (3) (4).

Recientemente algunos articulos han descrito la expresién de C4d en otros
eventos renales distintos del rechazo humoral tales como: lupus, nefropatia por

IgA y nefropatia membranosa (6) (7).

El marcador C4d tiene buenos resultados en estudios de inmunohistoquimica.

Se ha sugerido como una herramienta diagnostica util al detectarse su depdsito
en entidades con base inmunoldgica, correlacionando con el depdsito de

complejos inmunes.

En piel se ha reportado en diversas entidades como LES, pénfigo,

dermatomiositis. Sin embargo la cantidad de estudios aun son muy limitados

(5).



2.6. Inmunofluorescencia directa en el estudio de las biopsias cutaneas

La deteccién de complejos inmunes por inmunofluorescencia directa representa
un auxiliar diagnostico en las dermatosis con una base inmunoldgica. Para lo
cual se requiere de tejido fresco/congelado y equipo de laboratorio

especializado para la realizacién de dicho procedimiento (5).

Este estudio implica la sobre posicion de la fluoresceina conjugada con
anticuerpos (IgG, IgM, IgA), complemento (C3c) y fibrinbgeno sobre secciones

en congelado de biopsias.

En el caso particular de las biopsias cutaneas en enfermedades
inmunoampollosas, dicha biopsia se debe de tomar de la piel perilesional de
apariencia normal, a unos cuantos milimetros del borde de la ampolla. Si la
biopsia se toma directamente de la ampolla 0 muy cerca, puede resultar en un

falso negativo.

Existen patrones de depdsito de inmunocomplejos en piel y que por medio de la
técnica de inmunofluorescencia directa y dependiendo de la entidad patolégica,
se visualizan ya sea en la superficie de los queratinocitos, a nivel de la

membrana basal en forma lineal o granular.

Dichos patrones se pueden observar en diversas entidades, por lo cual la

correlacion clinico-patolégica y con estudios de laboratorio es primordial.



Dentro de los patrones de expresion se encuentran:

e Patron intercelular/superficie celular.
e Patrdn lineal en membrana basal.

e Patrén granular en membrana basal.

Fig. 2.- Estudio de inmunofluorescencia directa, en el
cual se observa deposito de IgG en patron
intercelular/superficie celular.

Fig. 3.- Estudio de inmunofluorescencia directa, en el
cual se observa depdsito de IgG en patron lineal a
nivel de la membrana basal.



Fig. 4.- Estudio de inmunofluorescencia directa,
en el cual se observa depdésito de IgG en patrén
granular a nivel de la membrana basal.

Asi mismo, otros patrones de expresion que observamos con menor frecuencia
son el tipo vascular y el de cuerpos citoides. El depdsito de IgA en la pared de
los vasos sanguineos se presenta de forma exclusiva en la Purpura de Henoch
Shonlein, la vasculitis leucocitoclastica muestra depdsitos inespecificos de IgM
en los vasos y el lupus o enfermedades de la colagena, entre otras, muestran la
presencia de cuerpos citoides. Los casos negativos se caracterizan por la
ausencia de deposito de inmunoglobulinas.

Fig. 5.- Estudio de inmunofluorescencia directa con
deposito de IgA a nivel de pared vascular.



Fig. 6.- Estudio de inmunofluorescencia directa con
depésito de IgM a nivel de cuerpos citoides.

Fig. 7.- Estudio de inmunofluorescencia directa,
negativo para el depdsito de inmunoglobulinas, C3c y
fibrinégeno.



2.7. Enfermedades cutaneas con patrén de IF directa

intercelular/superficie celular

2.7.1. Pénfigo

El pénfigo (Gr, penfix, ampolla) se refiere a un grupo de enfermedades crénicas
ampollosas que se desarrolla como consecuencia de auto-anticuerpos dirigidos

contra una variedad de proteinas desmosomales (14-15).

Variante Auto-antigeno

Pénfigo vulgar

Dsg 3 (mucoso), Dsg 1 (cutaneo), Dsc, penfaxina,
receptor de a9-acetilcolina.

Pénfigo foliaceo

Dsg 1

Pénfigo paraneoplasico

Desmoplaquina | y I, envoplaquina, periplaquina,

BP230, plectina, Dsg 1, Dsg 3.

Tabla 1.- Blancos antigénicos en las variantes de Pénfigo. Dsg: Desmogleina; Dsc: Desmocolina.

Los hallazgos clinicos y, por lo tanto, la clasificacién de estas enfermedades

dependen del nivel de separacion dentro de la epidermis.

2.7.1.1. Pénfigo vulgar

Es la variante mas comun de pénfigo, representando hasta el 80% de los casos
(16) y se caracteriza por ampollas flacidas que al romperse dejan areas
denudadas. El involucro de la mucosa oral es generalmente la manifestacion

inicial, en aproximadamente el 60 a 70 % de los casos (17).




Fig. 8.- Ampolla con acantolisis marcada y neutréfilos
dispersos. Las papilas dérmicas se proyectan hacia la
cavidad en forma de papilas.

La inmunofluorescencia directa muestra la presencia de depésitos de IgG y C3c

en un 90 a 100% de los casos a nivel intercelular/ superficie celular.
2.7.1.2. Pénfigo foliaceo

Se caracteriza clinicamente por la presencia de vesiculas o ampollas que sanan
dejando erosiones superficiales y con formacion de costras. Afecta piel

cabelluda, cara y tronco, sin involucrar mucosas.

Fig. 9.- Ampolla subcorneal sin infiltrado inflamatorio
intracavitario.



La inmunofluorescencia directa muestra un patron idéntico al del pénfigo vulgar,
observandose positividad para I1gG (90-100%) y C3c a nivel

intercelular/superficie celular.
2.7.1.3. Pénfigo paraneoplasico

Es una enfermedad ampollosa asociada a diferentes enfermedades

neoplasicas, como:

e Leucemia linfocitica crénica.
e Tumor de Castleman.
e Timoma.

e Macroglobulinemia de Waldenstrom.

En 2/3 de los casos la neoplasia se encuentra al momento de la presentacion y
en 1/3 el pénfigo paraneoplasico precede al tumor. Clinicamente se presenta

con involucro oral severo y cutaneo polimérfico asi como en areas acrales.

Fig. 10.- Imagen en la cual se observa acantolisis con
la formacion de hendiduras suprabasales.



El estudio de IF directa muestra un patron de positividad débil y focal para IgG o
C3c a nivel intercelular/superficie celular y lineal o granular a nivel de la

membrana basal.

Otras entidades que presentan por inmunofluorescencia directa un patron

intercelular/superficie celular son:

e Pénfigo vegetante.
e Pénfigo eritematoso.

e Pénfigo por IgA.

2.8. Enfermedades cutdneas con patrén de IF directa lineal en la zona de

membrana basal

2.8.1. Penfigoide ampolloso

Clinicamente se presenta como ampollas tensas sobre una piel eritematosa,
urticariforme o normal, con predominio en las zonas de flexion de pacientes
tipicamente por arriba de los 60 afios y comunmente asociado a prurito

generalizado. El involucro de las mucosas se da en el 10 al 40% de los casos.



Fig. 11.- Ampolla subepidermica tensa en forma de domo,
la cual contiene edema, fibrina y células inflamatorias en
su interior.

El estudio de inmunofluorescencia directa muestra positividad para IgG (90%) y

C3c (> 90%) en patron lineal a nivel de la membrana basal.

2.8.2. Penfigoide gestacional

Comienza usualmente durante el segundo y tercer trimestres del embarazo,
pudiendo presentarse también durante el postparto (2 o 3 dias después).
Clinicamente se caracteriza por mostrar lesiones que van desde papulas y
placas hasta vesiculas y ampollas. Tipicamente no involucra las membranas

mucaosas.



Fig. 12.- La cavidad de la ampolla contiene una gran
cantidad de eosinofilos.

El patron para IgG (aproximadamente 25% de los casos) y C3c (100%) es lineal

a nivel de la membrana basal en el estudio de inmunofluorescencia directa.
2.8.3. Dermatitis lineal por IgA

Se caracteriza clinicamente por presentarse como vesiculas y ampollas sobre
una piel normal o sobre placas urticariformes, involucrando mas comunmente el

tronco, asi como a las membranas mucosas.

Fig. 13.- Vesicula subepidermica con un gran contenido
compuesto principalmente por neutrofilos.



El estudio de inmunofluorescencia directa se presenta en un patron lineal a
nivel de la membrana basal para IgA (necesario para el diagnostico). Menos
intenso para el depdsito de 1gG, IgM y C3c, igualmente a nivel de la membrana

basal y de forma lineal.

Otras entidades que presentan caracteristicamente un patrén lineal a nivel de

MB son:

e Liquen plano penfigoide.
e Lupus eritematoso ampolloso.

e Epidermolisis ampolloso adquirida.

2.9. Enfermedades cutaneas con patrén de IF directa granular en zona de

membrana basal

2.9.1. Lupus eritematoso sistémico

Es una enfermedad sistémica que afecta multiples sistemas y que nivel cutaneo
se expresa como un rash malar “en alas de mariposa”, el cual se exacerba con

la exposicién a la luz ultravioleta.

El patron por inmunofluorescencia directa para 1gG, IgM, IgA y C3c (> 90% en
piel con lesion y exposicion solar; 50% en piel sin lesion y expuesta al sol; 30%
en piel sin lesion y sin exposicion solar) es granular a nivel de la membrana

basal.



2.9.2. Lupus discoide

Clinicamente es un rash discoide que tipicamente se presenta como placas
induradas, bien limitadas, eritematosas, con hiperqueratosis, atrofia,
telangiectasia y tapon folicular, el cual mas frecuentemente involucra la cara,
piel cabelluda (pudiendo desarrollar alopecia cicatrizal), orejas, v del escote y

zonas de extension de los miembros superiores.

Fig. 14.- Presencia de multiples cuerpos citoides a nivel
de la dermis papilar, asi como degeneracion hidrépica de
la basal.

El patrén por inmunofluorescencia directa para IgG e IgM (> 90% en piel

lesionada) es granular a nivel de la membrana basal.

Otras entidades que presentan un patron granular a nivel de la membrana basal

por inmunofluorescencia directa son:

e Lupus eritematoso subagudo.
e Dermatitis herpetiforme.

¢ Enfermedad mixta del tejido conectivo.



3. JUSTIFICACION E IMPACTO DEL ESTUDIO

El estudio de IF es el método gold standard en la identificacién de depdsitos de

complejos inmunes en enfermedades autoinmunes cutaneas.

El estudio de IF requiere de una biopsia cutanea adicional al estudio histolégico,

en fresco o en un medio de fijacion especial diferente al formol.

El estudio de IF requiere un microscopio de IF, un técnico especializado que

sepa realizar la técnica y un patélogo con entrenamiento en técnica de IF.

El marcador C4d se ha sugerido como una herramienta diagndstica util al
detectarse su depdsito en entidades con base inmunoldgica, correlacionando

con el depdsito de complejos inmunes.

El marcador C4d tiene buenos resultados en estudios de inmunohistoquimica.

La técnica de inmunohistoquimica se realiza en tejido embebido en parafina.

Saber si la deteccion de la expresion del marcador C4d es util como remplazo
del estudio de IF en el diagnéstico de las enfermedades cutaneas de etiologia

autoinmune.

Debido a que en algunos casos no se cuenta con tejido en fresco o congelado
para la realizacibn de inmunofluorescencia directa, es importante contar con

métodos auxiliares alternativos.



4. HIPOTESIS

La presencia o ausencia de depésitos de inmunocomplejos detectados por
inmunofluorescencia en biopsias cutadneas, correlaciona con la expresion

positiva o negativa del marcador de inmunohistoquimica C4d.

HIPOTESIS NULA

La presencia o ausencia de depésitos de inmunocomplejos detectados por
inmunofluorescencia en biopsias cutaneas, no correlaciona con la expresion

positiva 0 negativa del marcador de inmunohistoquimica C4d.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal:

Correlacionar la expresion del marcador C4d con los resultados de

inmunofluorescencia en enfermedades cutaneas.

5.2 Objetivos especificos:

1. Seleccionar biopsias cutaneas que cuenten con estudio de
inmunofluorescencia y clasificar las biopsias de acuerdo al diagnéstico

histoldgico.

2. Tabular resultados de inmunofluorescencia y clasificar de acuerdo al patrén

e intensidad.

3. Tabular la expresion del marcador C4d y clasificar de acuerdo al patron e

intensidad.



6. MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio retrospectivo, observacional y comparativo.

De los Archivos del Servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, se realizo una busqueda
en el sistema PATHOX y se recabaron todas las biopsias cutaneas que
contaron con estudio de inmunofluorescencia en un periodo comprendido del

1/08/2008 al 30/08/2015.

6.1 Criterios de inclusioén

Para la seleccion de los casos se utilizaron los siguientes criterios de inclusion:

1. Reporte anatomopatolégico completo.
2. Bloque de parafina correspondiente.
3. Estudio de inmunofluorescencia y su reporte respectivo.

6.2 Criterios de exclusién
Asi mismo, los casos que no reunieran dichos criterios, y que presentaran

alguno de los siguientes puntos, se excluyeron del estudio:

1. Tejido insuficiente para realizar estudio de inmunohistoquimica.

2. Ausencia de epidermis.

3. Defectos de fijacién o en el procesamiento.



6.3 Clasificacion de casos de acuerdo al diagnostico histolégico

Los casos seleccionados fueron divididos deacuerdo al diagnostico
histopatolégico mencionado en el reporte original del servicio de anatomia

patoldgica, en las siguientes categorias:

Categoria diagnostica 1: Pénfigo.

Categoria diagnostica 2: Penfigoide.

Categoria diagnostica 3: Lupus.

Categoria diagnostica 4: Otros.

6.4 Evaluacion del estudio de inmunofluorescencia directa

Posteriormente se valoro el patron y la intensidad de los marcadores de
inmufluorescencia (IgG, IgM, IgA y C3c) realizados a cada una de las biopsias
cutaneas, dividiéndolos en 4 patrones: superficie celular/espacio intercelular,
zona de membrana basal/lineal, zona de membrana basal/granular y otros

(negativo, vascular o en cuerpos citoides).

Técnica del estudio de inmunofluorescencia directa: se realizaron cortes en

congelado a5 micras, con incubacion de anticuerpos especificos para IgG,

IgM, IgA y C3c, por 30 minutos. Utilizando controles adecuados.

Anticuerpos valorados: IgG, IgM, IgA y C3c.




Patrén de expresion:

e Patron 1: superficie celular/espacio intercelular.
e Patron 2: zona de membrana basal/lineal.
e Patrén 3: zona de membrana basal/granular.

e Patrdn 4: otros (negativo, vascular o en cuerpos citoides).

Intensidad:

e 0 +: no se detecta.

e 1 +: se visualiza de forma intensa al 40x.
e 2 +:sevisualiza de forma intensa al 10x.
e 3 +: se visualiza de forma débil en 5x.

e 4 +: se visualiza de forma intensa en 5x.

6.5 Evaluacion de la técnica de inmunohistoquimica para C4d

La interpretacion de la tincion de C4d se realizo inicialmente por el tesista y en
casos seleccionados se valoro en conjunto con el investigador principal. Se
revisaron las biopsias de piel en busca de la expresiéon del marcador en los
diversos compartimentos (superficie celular/espacio intercelular, membrana
basal, vasos sanguineos, cuerpos citoides o su negatividad), en los casos que
presentaron un patron de tincion en membrana basal, se dividié a su vez en

patrén lineal o granular.



6.6 Técnica de inmunohistoquimica para C4d

Se realizaron cortes en micrétomo de 3 micras de grosor, tifiendose con el
anticuerpo de inmunohistoquimica C4d (revelado con 3,3

diaminobencidinatetrahidroclorada). Utilizando controles adecuados.
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Fig. 15.- Corteza renal (40x) de rifién con diagnostico de
rechazo tefiida con C4d: Tincion fuerte y difusa a nivel
de la pared capilar.

Marcador evaluado: C4d

Patrén de expresion:

e Patron 1: superficie celular/espacio intercelular.
e Patrén 2: zona de membrana basal/lineal.
e Patron 3: zona de membrana basal/granular.

e Patrdn 4: otros (negativo, vascular o en cuerpos citoides).



Intensidad:

e 0 +: no se detecta.

e 1 +: sevisualiza de forma intensa al 40x.
e 2 +:se visualiza de forma intensa al 10x.
e 3 +: se visualiza de forma débil en 5x.

e 4 +: se visualiza de forma intensa en 5x.



7. ANALISIS ESTADISTICO

e Calculo del tamaio de la muestra para estudios de concordancia

N=4 pd (1-pd)(Za)2

IC2d

En donde:

» Za: desviacion estandarizada del nivel de significacion.

» Pd: probabilidad estimada de desacuerdo entre observadores.

» ICd: Intervalo de confianza que se aceptara del grado de desacuerdo.

N=4(.10)8.90)(3.84)= 139 unidades muéstrales.

0.01

e Los resultados se reportaron en tablas de contingencia, frecuencia,

porcentajes y medidas de tendencia central.



8. RESULTADOS

De acuerdo a los criterios de seleccién y exclusién se obtuvo un total de 328
biopsias cutaneas, de estas se seleccionaron solo 142 casos, cumpliendo con
las unidades muéstrales estadisticamente fijadas. 56 casos (39.5 %) fueron del
género masculino y 86 casos (60.5 %) del género femenino. El rango de edad

se encontraba entre los 11 y los 92 afios (media de 47 afos).

Los casos se dividieron en las siguientes 4 categorias diagnosticas:

Categoria Diagnostico histopatolégico

Pénfigo: 52 casos (36%).
. Vulgar: 39 casos (75%).

Foliaceo: 10 casos (19.3%).

1
Paraneoplasico: 2 casos
(3.8%).
. Seborreico: 1 caso (1.9%).
Penfigoide: 27 casos (19%).
. Ampolloso: 23 casos (85.2%).
° Gestacional: 1 caso (3.7%).
Lineal por IgA: 3 casos (11.1%).
Lupus: 18 casos (13%).
3 . Eritematoso sistémico: 11 casos

(61.1%).

. Discoide: 7 casos (38.9%).

Otros: 45 casos (32%).

Proceso s inflamatorios

4 inespecificos (dermatitis
liquenoide, por contacto, de
interfase, proceso inflamatorio
agudo y cronico, etc.)

Tabla. 2.- Division por categorias de acuerdo al diagnostico
histopatolégico.



W Categoria 1: Pénfigo
W Categoria 2: Penfigoide
@ Categoria 3: Lupus

W Categoria 4: Otros

Gréfica. 1.- Porcentaje por categoria diagnostica en el estudio de H&E.

91 casos resultaron positivos en el estudio de inmunofluorescencia (64.08 %) y

51 resultaron negativos (35.92 %).

Los casos positivos para el estudio de IF directa fueron divididos en 4 patrones

de expresion.

W Patron 1: Intercelular/superficie
celular

W Patrén 2: MB lineal

[ Patrdn 3: MB granular

| Patrén 4: Otros

Gréfica. 2.- Porcentaje de acuerdo al patron de positividad en el estudio de IF.



De los 53 casos clasificados como patron intercelular/superficie celular, el 100%
presento positividad para IgG (1-4 cruces) y 32 casos (60.4 %) presentaron

positividad para C3c (1-3 cruces).
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Gréfica. 3.- Patron de expresion intercelular/superficie celular e intensidad
en el estudio de IF directa.

Fig. 16.- Positividad para I1gG (3+) en patrén
intercelular/superficie celular.



25 casos fueron incluidos en la categoria de patron lineal en membrana basal,
de los cuales 19 (76 %) resultaron positivos para IgG (1-4 cruces) y C3c (2-4
cruces). 3 de nuestros casos presentaron de forma predominante depdsitos de

IgA en forma lineal a nivel de la membrana basal (Dermatitis lineal por IgA).
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Gréfica. 4.- Patrén de expresion lineal en membrana basal e intensidad en el
estudio de IF.

Fig. 17.- Positividad para IgG (4+) en patron
lineal en membrana basal.



Fig. 18.- Positividad para IgA (3+) en patrén
lineal en membrana basal.

En uno de los casos con diagnostico de penfigoide gestacional solo se
observaron depdsitos de IgM (1+) y C3c (3+) en patron granular a nivel de la
membrana basal. Otro de los casos mostro un patron intercelular para IgG y
C3c (2+). En dichos casos se realizo una busqueda en el expediente clinico; en
el primer caso no se conto con la informacion debido a la ausencia del
expediente y en el segundo, no se observo mejoria clinica asociado a falta de

seguimiento en el tratamiento médico por parte del paciente.

De los 13 casos catalogados como patrén granular en membrana basal, 10
(76.9 %) mostraron depdsitos de 1gG (2-4 cruces), 9 casos (69.2 %) de IgM (1-

3 cruces), 8 (61.5 %) de IgA (1-3 cruces) y 12 (92.3 %) de C3c (1-3 cruces).
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Gréfica. 5.- Patron de expresion granular en membrana basal e intensidad en
el estudio de IF.

Fig. 19.- Positividad para IgG (3+) en patrén
granular en membrana basal.

De los 51 casos agrupados en la categoria de otros diagndsticos, 1 caso (2 %)

mostro positividad para IgM en cuerpos citoides (2 cruces), 1 caso mostro



positividad para IgM (2 cruces) y C3c a nivel vascular (1 cruz) y 4 casos para

C3c en patrén granular en membrana basal (1-2 cruces).
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Gréfica 6.- Casos negativos, con positividad en pared vascular o en cuerpos
citoides.

Posteriormente, el total de los casos se dividi6 de acuerdo al patron de
expresion del marcador de IHQ C4d, en patrén 1 para el depdsito
intercelular/superficie celular, patrén 2 para el depésito lineal en MB, patron 3
para el depdsito granular en MB y patron 4 para los casos negativos, con

positividad en pared vascular o en cuerpos citoides.



IHQ para Cd4

W Patron 1: Intercelular/superficie
celular

W Patrén 2: MB/lineal

[ Patrén 3: MB/granular
5%

3% W Patrén 4: Otros

Gréfica. 7.- Porcentaje de los patrones de positividad en el estudio de IHQ para C4d.

De los 52 casos agrupados en la categoria diagnostica de pénfigo, 17 (32.7 %)
mostraron positividad en patrén intercelular para el marcador C4d (1-3 cruces),
34 casos (65.4 %) fueron negativos y solamente un caso demostré deposito en

la pared vascular (1.9 %).

Patrén intercelular por IF Patrén intercelular para C4d
19G C3c C4d
100 % (39/39) 61.5 % (24/39) 35.9 % (14/39)
Pénfigo vulgar (39)
14+ 1-3+ 1-3+
100 % (10/10) 50 % (5/10) 20 % (2/10)
Pénfigo foliaceo (10)
2-4 + 1-3+ 1-2+
100 % (2/2) 50 % (1/2) 0 % (0/2)
Pénfigo paraneoplasico (2)
2+ 1+ 0+
100 % (1/1) 100 % (1/1) 100 % (1/1)
Pénfigo seborreico (1)
3+ 3+ 1+

Tabla. 3.- Tabla comparativa de acuerdo a la categoria diagnostica de pénfigo: Patron e intensidad
para IgG y C3c por IF y patrén e intensidad en el estudio para C4d por IHQ.
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Fig. 20.- Pénfigo: A) Ampolla suprabasal, B) Patrén de IF
intercelular para IgG (3+), C) Patrén de depésito intercelular para

C4d (3+).



De los 27 casos dentro de la categoria diagnostica de penfigoide, 8 (29.6 %)

presentaron positividad lineal en membrana basal (2-4 cruces) para el marcador

C4d, 7 (25.9 %) a nivel intercelular (1-2 cruces) y 12 resultaron negativos (44.4

%).

Patrén lineal en MB por IF

Patron lineal en MB para C4d

IgG, IgA C3c

C4d

82.6 % (19/23) 82.6 % (19/23)

Penfigoide ampolloso (23)

1-4 + 2-4 +
0 % (0/1)* 0 % (0/1)*
Penfigoide gestacional (1)
0+ 0+
100 % (3/3) 0 % (0/3)
Dermatitis lineal por IgA (3)
IgA 2-3 + 0+

34.8 % (8/23)

2-4.+

0 % (0/1)*

0+

0 % (0/3)

0+

* El caso con diagnostico de penfigoide gestacional mostro positividad granular a nivel de membrana basal para IgM (1+) y C3c (3+). Asi

como positividad intercelular para C4d (2+).

Tabla. 4.- Tabla comparativa de acuerdo a la categoria diagnostica de penfigoide: Patrén e intensidad para IgG

y C3c por IF; y patron e intensidad en el estudio para C4d por IHQ.



Fig. 21.- Penfigoide: A) Ampolla intraepidermica con escasas
células inflamatorias en su interior, B) Patron de IF lineal a nivel de
la membrana basal para IgG (4+), C) Patrén de deposito lineal a
nivel de membrana basal para C4d (3+).



De los 18 casos agrupados en la categoria de lupus, 4 (33.3 %) mostraron
depositos granulares a nivel de la membrana basal (1-3 cruces), 4 casos (22.2
%) mostraron depdsitos intercelulares (1-2 cruces) y 5 casos resultaron

negativos.
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Fig. 19.- Lupus: A)

Dafio de interfase

con vacuolizacion de

la basal, B) Patron

de IF granular a nivel

. S de la membrana
basal para 1gG (3+),

' . C) Patron de depoésito
: _ granular a nivel de la
gt membrana basal para

e 2~ C4d (34).



Patrén granular en MB por IF Patrén granular en MB para C4d

1gG IgM IgA C3c cad
727 % 54.5 % 63.6 % 72.7 %
0
Lupus eritematoso sistémico (8/11) (6/11) (7/11) (8/11) 27.3 % (3/11)
(11) -
24+ 13+ 13+ 13+ 13+
28.6 % 28.6 % 143 % o
42;7A’ 14.3 % (1/7)
Lupus discoide (7) @) @) W) (@/7)
1-3+
1-2 +

34+ 2-3+ 2+

Tabla. 5.- Tabla comparativa de acuerdo a la categoria diagnostica de lupus: Patron e intensidad para IgG.
IgM, IgA y C3c por IF; y patron e intensidad en el estudio para C4d por IHQ.

De los 45 casos agrupados en la categoria de otros diagndésticos, 37 (82.2 %)
resultaron negativos para C4d y 8 (17.8 %) mostraron positividad a nivel

intercelular (1-3 cruces).

52 (100%)
Pénfigo 52 17 (32.7%)
Intercelular/superficie celular

25 (92.6%)
Penfigoide 27 8 (29.6%)
MB/lineal

12 (66.7%)
Lupus 18 4 (33.3%)
MB/granular

0,
45 (100%) 37 (82.2%)
negativo
Otros 45 o -
Negativo, inespecifico, vascular o en cuerpos

0 )
citoides 8 (17.8%) patron

intercelular 1-3+

Tabla. 6.- Tabla de porcentajes de acuerdo a la categoria diagnostica, patron de IF y patron en el estudio para
C4d por IHO.



Asi mismo se incluyeron en este grupo aquellos casos que presentaron
positividad a nivel de pared vascular y en cuerpos citoides.

Fig. 23.- Otros diagnosticos: A) Depésito de C4d
en pared vascular, B) Depdsito de C4d en cuerpos
citoides, C) Negativo para depdsito de C4d.



9. DISCUSION

La activacion de la cascada de la via clasica del complemento lleva a la
formacién del complejo de ataque a membrana, lo cual puede dafar a las
células del huésped, y por lo tanto es importante contar con un mecanismo para

el control sobre la convertasa de C3.

Existen ciertos factores plasméticos que se adhieren a C3b y C4b,
convirtiéndolos en sus formas cataliticamente inactivas C3d y C4d. Después de
que el dafio celular causado por los mecanismos inmunes es reparado, C1q,
C3, C4c y el complejo de ataque a membrana desaparecen, pero C3d y C4d
permanecen unidos a la superficie en donde ocurrié la activacion. Por lo tanto
aunque los demas componentes de la cascada del complemento no se
encuentren ya unidos al tejido, C3d y C4d permanecen unidos a la célula

blanco, estableciéndose como un marcador de la activacién del complemento.

El uso de la fraccion C4d del complemento ya es conocido en el escenario del
rechazo humoral en el injerto de 6rganos sélidos (ej. higado, corazén, pulmén,
rinon). Su uso en las entidades autoinmunes en dermatopatologia aun es
reciente 'y la comparacion o correlacibn con los estudios de
inmunofluorescencia es importante para llegar a establecer su sensibilidad,

especificidad y reproducibilidad.

Nuestros resultados mostraron una correlacion del 100 % entre el diagnostico
histopatologico y el patron de expresion intercelular/superficie celular de
inmunofluorescencia directa en los 52 casos con diagnostico de Pénfigo y sus

variedades.



En los 27 casos agrupados en la categoria diagnostica de Penfigoide, se obtuvo
una correlacion del 92.6 %, entre el diagnostico histopatolégico y el estudio de
inmunofluorescencia; solamente un caso presento positividad a nivel intercelular
para IgG y C3c; otro de los casos demostré solamente depdsitos granulares a
nivel de membrana basal para IgM y C3c. En dichos casos se realizo una
busqueda en el expediente clinico; en el primer caso no se conto con la
informacion debido a la ausencia del expediente y en el segundo, no se observo
mejoria clinica asociado a falta de seguimiento en el tratamiento médico por

parte del paciente.

En los 18 casos con diagnostico histopatologico de lupus eritematoso sistémico
y discoide, se observo una correlacion del 66.7 %, entre el diagnostico
histopatoldgico y el patron de expresion granular en membrana basal. EI 33.3

% restante no presento deposito de inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA) o C3c.

De los 45 casos agrupados en la categoria de otros diagnosticos; estos
mostraron negatividad para deposito de inmunoglobulinas o C3c en el 88.9 %;
en 4 (8.9 %) casos se observo deposito de C3c granular a nivel de la membrana

basal y un caso (2.2 %) mostro deposito de IgM y C3c a nivel vascular.

Recientemente se han realizo estudios utilizando el marcador de IHQ C4d en
enfermedades cutaneas de caracter inflamatorio, muchas de ellas en entidades
con una base autoinmunitaria, sin embargo, la cantidad de estudios aun son

muy escasos.



Nuestros datos mostraron que el marcador C4d se expreso en patron
intercelular/superficie celular en 17 (32.7 %) de los 52 casos agrupados en la
categoria de pénfigo, de los cuales 14 fueron pénfigos vulgares, 2 foliaceos y 1
seborreico. En contraste con los resultados obtenidos en un estudio realizado
por Cynthia M. Magro y col (6), en donde de los 11 casos con diagnostico de
pénfigo wvulgar, el 82 % presento depodsitos intercelulares para C4d,
correlacionando en un 100 % con la expresion para IgG en el estudio de IF

directa.

De los 23 casos con diagnostico de penfigoide ampolloso, 8 (34.8 %)
presentaron positividad para C4d (2-4 +) en forma lineal en MB. Este resultado
difiere con el estudio publicado por Eun Ji Kwon (18) en el cual mas del 80 % de
sus casos con diagnostico de penfigoide ampolloso mostraron positividad para
C4d en patron lineal de MB; sin embargo, en el estudio publicado por Cynthia
M. Magro y col (6), solamente 4 (23.5 %) de 17 casos con diagnostico de

penfigoide ampolloso mostraron positividad lineal en MB para C4d.

Los casos diagnosticados como penfigoide gestacional y dermatitis lineal por
IgA resultaron negativos para la tinciébn con C4d. Debido a que el penfigoide
gestacional es una enfermedad ampollosa mediada por auto anticuerpos y que
se activa mediante la via clasica el complemento, es de esperarse que C4d se
encuentre positivo en patron lineal en la MB, sin embargo, nuestro caso resulto
positivo en un patron intercelular; asi mismo, la IF mostro un patrén granular en
MB para IgM y C3c. Esto contrasta con el trabajo realizado por Eun Ji Kwon y

col (18), en el cual se incluyeron 8 casos de penfigoide gestacional, resultando



en el 100 % de los casos positividad lineal en MB para C4d, correlacionando al

100 % con la expresion de IgG y C3c por IF.

Los 18 casos en la categoria diagnostica de lupus, 4 (33.3 %) mostraron
positividad para C4d en patron granular en MB. Contrastando con el trabajo de
Cynthia M. Magro y col (6), en donde el 100 % de sus casos con diagnostico de
lupus eritematoso sistémico (5/5) mostraron un patrén granular en MB para
C4d, correlacionando con el estudio de IF el cual resulto positivo en forma

granular a nivel de MB.



10. CONCLUSIONES

El espectro de enfermedades cutdneas de caracter inmunoldgico representa un
reto diagnostico debido a que muchas de ellas comparten caracteristicas

histopatoldgicas.

Debido a esto en la mayoria de los casos el conocimiento del cuadro clinico,
exploracion fisica, marcadores serolégicos y el uso de técnicas especiales
como la inmunofluorescencia son de vital importancia para llegar a un

diagnostico certero.

No obstante, no siempre es posible contar con la infraestructura necesaria,
como: microscopio de fluorescencia, criostato, medio de transporte, biopsia en

fresco y/o congelado o con el personal capacitado para su valoracion.

Nuestros casos mostraron una buena correlacion entre el diagnostico
histopatolégico y el patron de expresion de la inmunofluorescencia,
observandose una correlacion hasta el 100 % en los casos agrupados en la
categoria de pénfigo, y hasta un 66.7 % para los casos con diagnostico de
lupus. Esto demuestra que el estudio de inmunofluorescencia sigue siendo el
Gold estandar para el abordaje de biopsias cutaneas con diagnostico de
enfermedad autoinmune (variantes de pénfigo y de penfigoide) y enfermedades

de la colagena (lupus eritematoso y discoide).

En la literatura se ha demostrado la presencia de C4d en enfermedades
cutdneas y renales de caracter auto inmunitario, sugiriendo su utilidad

diagnéstica en la identificacion de complejos inmunes en enfermedades como



glomerulonefritis membranosa, nefropatia por IgA, LES, pénfigo y penfigoide

ampolloso.

Los datos obtenidos al correlacionar el patron e intensidad del marcador de
inmunohistoquimica C4d con el patron e intensidad del estudio de
inmunofluorescencia directa, difieren con la escasa literatura que se encuentra

publicada (6,18-19).

Nuestros resultados sugieren que el marcador C4d es un marcador poco
sensible y especifico en el diagnostico de enfermedades cutaneas de caracter
autoinmunitario. A si mismo, la positividad en patrén intercelular/superficie
celular en cuadros inflamatorios inespecificos despierta la preocupacion de un

posible resultado falso positivo.

Debido a que la cantidad de articulos publicados y a que la experiencia en su
uso para el diagnostico de enfermedades cutaneas de caracter inmunoldgico es
muy escasa, aun es necesario la realizacion de mas estudios, en correlacion
con la técnica de inmunofluorescencia directa, la cual sigue siendo el gold
estdndar y que como se observo en este estudio, presenta una muy buena

correlacion con el diagnostico histopatolégico
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