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. RESUMEN ESTRUCTURADO

I.I ANTECEDENTES. El Pénfigo Vulgar (PV) es una patologia crénica, grave, de
etiologia autoinmune, que forma parte de las enfermedades ampollosas de la piel y
las mucosas. Su presentacion puede variar en el grado de severidad llegando a
provocar en algunos casos la muerte. En los ultimos afios se han llevado a cabo
diversas investigaciones con la finalidad de tener un mayor conocimiento de la
fisiopatologia de este proceso de acantolisis y poder detectar los antigenos que
estan involucrados en su presentacion. Uno de ellos son los receptores de
acetilcolina, presentes en la superficie de los queratinocitos y que pueden reforzar la
adhesion intercelular de éstos, incluso cuando la desmogleina ha sido destruida. La
presencia de los anticuerpos contra estos receptores podria estar jugando un papel
importante como disparador de la actividad del PV y llevar una relaciéon directa con la
severidad clinica de esta dermatosis. No obstante no hay estudios que evaluen dicha

asociacion.

LIl JUSTIFICACION. De encontrarse que la concentracidn plasmatica de estos
anticuerpos se correlaciona con la severidad mucocutanea y con los niveles de
anticuerpos antidesmogleina 3 en los pacientes con PV, representaria una
herramienta que permitiria un mejor monitoreo de la actividad de la enfermedad,
permitiendo la utilizacion de terapias que evitarian brotes severos de esta
dermatosis, o incluso podria justificar ensayos clinicos basados en este hecho. La
menor frecuencia de estos brotes severos redundaria en una reduccion de los costos

de hospitalizacion y el indice de morbimortalidad en la enfermedad.



LIl HIPOTESIS. Las concentraciones plasmaticas de los anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina en el paciente con PV se correlacionan con la severidad clinica de la

enfermedad y con los niveles de anticuerpos antidesmogleina 3.

I.IV OBJETIVO. Determinar el valor de las concentraciones plasmaticas del anticuerpo
contra receptor de acetilcolina y su relacion con la actividad del PV y con los niveles

de anticuerpos antidesmogleina 3.

1.V DISENO Y DURACION. Se realizd un estudio prospectivo, transversal y analitico en la
poblaciéon de Consulta Externa del Servicio de Dermatologia del Hospital General de

México con diagndstico de PV.

I.VI MATERIAL Y METODOS. Para el estudio se incluyeron pacientes que cumplian con
los criterios de seleccidn. Se evaluaron clinicamente 7 pacientes con PV de la
consulta externa del Servicio de Dermatologia del Hospital General de México.
Previa autorizacion del consentimiento informado, se determinaron las siguientes
variables: edad, género, superficie corporal afectada, asi como la obtencién de una
muestra de sangre periférica de 10mL, para la determinacién de los anticuerpos anti-

receptor de acetilcolina y de anticuerpos antidesmogleina 3.

I.VII VARIABLES. Dentro de las variables, se incluyeron edad, género, concentracion
plasmatica de los anticuerpos y superficie corporal afectada como parametro de la

severidad clinica de los pacientes afectados.



I.VIII PROCEDIMIENTO. Los pacientes fueron seleccionados de la consulta externa del
Servicio de Dermatologia por presentar PV. Previa autorizacion por parte del
paciente, se procedio a realizar el interrogatorio dirigido y la exploracion fisica, con la
medicion de la superficie corporal afectada en el grupo de pacientes con PV y toma

de una muestra de sangre periférica de 10mL.

I.IX CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES. La seleccion, estudio de los pacientes y analisis

de los resultados, se llevaron a cabo de marzo a septiembre de 2010.

I.X ANALISIS DE RESULTADOS. Se aplico la regresion lineal simple para el analisis de la
relacion entre los niveles de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, anticuerpos
antidesmogleina 3 y la superficie corporal afectada como medida de severidad

clinica. Se utilizé el programa SPSS ver.17 para Windows para el analisis estadistico.

I.XI RESULTADOS. Se encontré una correlacion de 78% para anticuerpos contra
receptor de acetilcolina y 85% para anticuerpos antidesmogleina 3. El 47% (R%=
46.75) de las variaciones en la superficie corporal afectada se explicarian por los
valores de los anticuerpos contra receptor de acetilcolina, mientras que 59% (R2=
59.25) de las variaciones en la severidad de la enfermedad se explicarian por los
niveles de anticuerpos antidesmogleina 3. Se observé una correlacién del 80% entre
los niveles de ambos anticuerpos; ademas de que se detectd que el 65% (R?= 65.35)
de las variaciones en los niveles de anticuerpos antidesmogleina 3 se explican por

los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.



I.XII CONCLUSIONES. Los niveles del anticuerpo anti-receptor de acetilcolina mostraron
una correlacion acentuada con la severidad clinica, aunque los anticuerpos
antidesmogleina 3 presentaron una alta correlacidn, con dependencia lineal con la
severidad clinica en los pacientes con PV. Los 2 anticuerpos muestran una buena

correlacion y dependencia lineal en sus variaciones.

I.XIII PALABRAS CLAVE. Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, pénfigo vulgar,

severidad clinica, superficie corporal afectada, enfermedad ampollosa autoinmune.



PARTE I. MARCO TEORICO

1.1 PENFIGO VULGAR. ANTECEDENTES

La palabra pénfigo describe un grupo de enfermedades ampollosas de evolucion
cronica, originalmente descritas por Wichman en 1792. Este término deriva del

vocablo griego pemphix, el cual significa burbuja o ampolla™*®

. Este grupo de
enfermedades ampollosas autoinmunes esta caracterizado histolégicamente por la
presentacion de vesiculas intraepidérmicas e inmunopatolégicamente por el hallazgo
de anticuerpos circulantes y unidos a la superficie celular de los queratinocitos, del
tipo 1gG. Las tres divisiones principales de pénfigo incluyen al pénfigo vulgar, pénfigo
foliaceo y pénfigo paraneoplasico®>®. Cada tipo de pénfigo tiene hallazgos clinicos e
inmunopatoldgicos particulares. El pénfigo vulgar (PV) es el grupo principal de este
tipo de dermatosis autoinmunes, el cual afecta la piel y las mucosas y se caracteriza
por la presencia de ampollas de pared flacida, las cuales, al romperse, dejan
erosiones o exulceraciones que pueden llegar a afectar grandes extensiones del
cuerpo, con alteracion del estado general y un alto indice de morbi-mortalidad si no
se instala un tratamiento adecuado precozmente 3. El PV en particular, constituye
aproximadamente el 70-80% de todos los casos de pénfigos. La presentacién inicial
de esta grave dermatosis es a menudo mediante la aparicibn de ampollas o

vesiculas orales, las cuales se erosionan o exulceran y son seguidas, en un periodo

de semanas a meses, del desarrollo de las lesiones cutaneas”".



La frecuencia exacta del PV a nivel mundial es desconocida. Es una enfermedad
rara, con una incidencia aproximada de uno a cinco casos por millén de habitantes al
afno®®™, Esta dermatosis se ha descrito en todas las razas, encontrandose una
frecuencia mayor en los judios asquenazies (16 a 32 casos por millén de habitantes
al afno) y en Japdén. En Estados Unidos algunas series indican que la incidencia del
PV es de 0.5-1 por millén de habitantes por afio.®’ En México no hay estudios de
incidencia o prevalencia, aunque a nivel hospitalario vemos una frecuencia en
aumento. La enfermedad puede presentarse por igual en los dos sexos,
principalmente entre los quinta y séptima décadas de la vida, aunque se han

reportado casos desde los 18 meses hasta los 89 afios®*°.

Histopatolégicamente, las lesiones establecidas de PV son ampollas suprabasales
con acantolisis (separacion entre los queratinocitos). Estos hallazgos pueden
extenderse hasta afectar estructuras anexiales. Las células basales pierden sus

puentes intercelulares pero permanecen unidas a la membrana basal'"?!

. La ampolla
usualmente contiene algunas células acantoliticas, las cuales a menudo muestran
cambios degenerativos. Ocasionalmente, unos pocos eosinéfilos o neutréfilos estan
presentes en la cavidad formada®*?. A la inmunofluorescencia directa e indirecta se
detectan auto-anticuerpos dirigidos contra un complejo de antigenos blanco

(antidesmogleina) localizados en el epitelio escamoso estratificado, principalmente

del tipo IgG. *°7

Los criterios clinicos, histolégicos e inmunolégicos que sirven para el diagnostico de

PV son los siguientes: presencia de ampollas flacidas y erosiones, signo de Nikolsky



positivo (desprendimiento de la epidermis aparentemente sana al presionarla
lateralmente en forma suave con el dedo)g, ulceras superficiales en las mucosas,
sobre todo la bucal y alteraciones del estado general. Los criterios histolégicos son
presencia de una ampolla intraepidérmica suprabasal con acantolisis. Los criterios
inmunoldgicos por inmunofluorescencia directa son depdsitos de IgG a nivel

intercelular en la epidermis, dando una imagen en “panal de abeja”.*®

En mas de dos terceras partes de los casos, la enfermedad empieza afectando a las
mucosas. La mas frecuentemente involucrada es la cavidad bucal, en la cual se
puede observar la aparicion de ampollas de pared flacida, de evolucion fugaz, las

2431 Estas lesiones pueden afectar

cuales dejan exulceraciones de fondo eritematoso
el paladar, las encias y la mucosa yugal, siendo persistentes y dolorosas, pudiendo
esto ultimo condicionar la via oral del paciente y ser un factor determinante para su
ingesta y estado general, ya que llevan a un estado de desnutricion al dificultar la
alimentacion®®. La afeccién oral puede ser la Gnica manifestacion de la enfermedad
durante meses, hasta que aparecen las lesiones cutaneas. En algunos casos las
alteraciones se limitan a la boca, aunque el PV se puede manifestar en otras
mucosas. El involucro cutdaneo suele observarse varias semanas 0 meses después
de las erosiones iniciales en mucosas®'**. La afeccién en piel caracteriza por la
aparicion de ampollas de pared flacida o blanda, de contenido seroso, fragiles y que
rapidamente se exulceran dejando erosiones de fondo eritematoso. Las ampollas
pueden confluir y formar amplias zonas de exulceracion. El signo de Nikolsky es

positivo en las zonas cercanas a las ampollas y a veces en piel sana. Las lesiones se

pueden localizar o generalizar y predominan en los puntos de presién, en los grandes



pliegues, cara, piel cabelluda y extremidades, con frecuente afeccion periungueal.
Las exulceraciones son dolorosas, presentando una re-epitelizacion lenta y dejando

manchas hiperpigmentadas residuales®**%.

El PV tiene una evolucion espontanea y es habitualmente grave por la aparicion de
complicaciones asociadas a la desnutricion, la ruptura de la barrera cutanea,
desequilibrio hidro-electrolitico y sobreinfeccion. La tasa de remision espontanea a
largo plazo es inferior al 15-20%'>??. Desde el advenimiento de la terapia con
esteroides sistémicos, el prondstico del PV ha cambiado importantemente. La
mortalidad de esta enfermedad paso a ser del 75-80% a la actual, que se estima se
encuentra entre 5 y 15%. A pesar de esto, las complicaciones del tratamiento
inmunosupresor también constituyen una causa de morbi-mortalidad para estos

pacientes® ™.

En esta enfermedad se rompe una premisa basica de la inmunologia: la auto-
tolerancia; ya que existe la formacion de un auto-anticuerpo circulante que reacciona
contra componentes del organismo, modificandolo e induciendo acantolisis.”® Al
perderse este mecanismo de auto-tolerancia se crea un proceso Illamado

autoinmunidad, que es la caracteristica fisiopatologica e histolégica del PV. 39

El mecanismo de autoinmunidad se ve favorecido por la susceptibilidad genética, que
actualmente se considera un proceso multifactorial, ya que no todos los individuos
con genotipo susceptible presentan estas alteraciones. *° Para el desarrollo de este

mecanismo se ven involucrados una serie de procesos simultaneos, como la



activacion de células T y B, la pérdida de la supresién inmunoldgica, los efectos

hormonales y los factores genéticos. ©°

La primera fase para el desarrollo de la autoinmunidad inicia con la captacion del
antigeno (una glicoproteina llamada desmogleina, presente en los desmosomas de
la epidermis) por la célula presentadora '"'?. Dicha célula internaliza, procesa y
presenta este antigeno proteico a la célula T cooperadora, que proporciona una
segunda senal de activacién en forma de moléculas de adherencia de la superficie
celular. Las células T cooperadoras producen citoquinas como IL-4, 5, 8, 10 e IFN 7,
que activan a las células B. Las células B asi activadas, entran a la fase G1 del ciclo
celular e inician la produccion de IgM, cambiando todos los isotipos de IgG que
interactian con los antigenos del desmosoma (desmogleina), induciendo la

acantolisis®” 1013,

Los anticuerpos del pénfigo vulgar son detectables tanto unidos a la superficie de los
queratinocitos de las lesiones epidérmicas como en el suero de los pacientes
afectados’. Los titulos séricos de inmunoglobulina G usualmente se correlacionan
con la extension y la actividad del pénfigo vulgar®*''. Los antigenos epidérmicos
reconocidos por anticuerpos en los pacientes con esta dermatosis han sido
identificados como glicoproteinas de 130 kDa, las cuales son conocidas como

“complejo PV">?'.

El ADN (acido desoxirribonucleico) que codifica los antigenos del pénfigo vulgar se

ha clonado y secuenciado, identificando el antigeno como desmogleina 3 (Dsg3), un



tipo de glicoproteina integral de membrana tipo | que pertenece a la familia de las

cadherinas, una familia de moléculas de adhesion dependientes de calcio®™.

La Dsg3 es un constituyente de la region extracelular de desmosomas, las cuales
son uniones intercelulares dinamicas, esenciales para la manutencién de la
integridad celular®’. Parece ser que la IgG del pénfigo vulgar reconoce los epitopos
conformacionales de la Dsg3, los cuales se piensa que contienen las secuencias
mas importantes para la adhesion intercelular mediada por caderinas'*%. Del 50 al
75% de los pacientes con pénfigo vulgar también presentan anticuerpos contra

desmogleina 1, por lo que también son reconocidos como patogénicoszz.

Ademas de estos anticuerpos, en los ultimos afos se han encontrado algunos
antigenos que representan otras moléculas de adhesion que no pertenecen a las

desmogleinas®*?>%,

Dentro de estos, se encuentran las desmocolinas,
desmoplaquinas, colageno XVII/BP180, anexinas de receptores de acetilcolina del
queratinocitos, pemfaxina o molécula similar a la anexina y la cadena alfa del
receptor de alta afinidad de IgE*"®'®. Parece ser que el fenémeno de acantolisis esta
relacionado a una serie de citoquinas, como la interleucina 1, el factor de necrosis

tumoral o, IL-6, IL-10, aunque esta asociacion no es muy clara’"’.

La patogénesis de la acantolisis puede deberse a dos mecanismos diferentes; el
primero en el cual la explicacion fisiopatologica de la pérdida de la union intercelular
de los queratinocitos es la inhibicion directa de las funciones de adhesion®>%. En

segundo lugar, la alteracion del contacto intercelular es debida a procesos mas

10



complejos que son posteriores a la interaccidon entre los anticuerpos contra el pénfigo
vulgar y las desmogleinas, con secrecion o activacion de proteasas, las cuales son

responsables de la acantolisis?®*.

En tiempos recientes, se le ha dado atencién al rol fisiopatologico de los antigenos
no-desmogleina, como los receptores de acetilcolina y la pemfaxina, pertenecientes
al eje colinérgico, en el cual la acetilcolina como “citotransmisor” esta involucrada en

el control de la adhesion queratinocito-queratinocito® .

En 1963, Whittaker establecid que la acetilcolina esta presente en tejidos no
pertenecientes al sistema nervioso y que se encuentra ampliamente distribuida en el
organismo'>?*. Los queratinocitos epiteliales humanos son miembros de una red de
sefalizacion no-neurologica que tiene influencia en la mediacion de la comunicacion
intercelular en la piel, en la cual el la acetilcolina como cito-transmisor actua como
una hormona local o una citoquina9'21. La acetilcolina no neuronal es sintetizada,
secretada y degradada en los queratinocitos, y tiene una gran variedad de efectos
bioldgicos en estas células, ya que puede activar simultaneamente diferentes vias de

sefializacion intracelular”.

La actividad de la acetilcolina se ha relacionado con diversos eventos bioquimicos, lo
cual en conjunto con otros efectos acumulativos hormonales y estimulos

ambientales, determinan complejos cambios a nivel tisular'®?°.

Se ha descrito que la acetilcolina es responsable de diversos efectos en la

proliferacion de queratinocitos, en su migracién y diferenciacion, ademas de su

11



influencia en la adhesion intercelular*''. La activacion de los receptores de
acetilcolina puede afectar las vias de sefalizacion que regulan la expresion o funcion
de moléculas de adhesién en algunos tipos celulares, ademas del estado de

fosforilacion proteica' 2.

Nguyen y colaboradores han demostrado que los receptores de acetilcolina de los
queratinocitos pueden regular la adhesién de los desmosomas, alterando la
expresion de los niveles de desmogleinas 1y 3 y el estado de fosforilacion de esta

ultima8.

Se ha reportado que aproximadamente 85% de los pacientes con pénfigo desarrollan
anticuerpos contra los receptores de acetilcolina de los queratinocitos, los cuales se
han identificado como el receptor de acetilcolina 9, un homopentamero que regula la
adhesion en células epiteliales y una anexina de 75kDa llamada pemfaxina o

anexina 31, la cual actiia como receptor de acetilcolina®°.

Estos hallazgos sugieren que la acetilcolina y sus receptores pueden estar
involucrados en el mecanismo que conduce a la acantolisis, dando una nueva
perspectiva de la enfermedad, su posible importancia para su evaluacion clinica y

tratamiento?’?>?7

12



PARTE Il. MATERIAL Y METODOS.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la relacion de los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina con la severidad
clinica en los pacientes con pénfigo vulgar en base a la superficie corporal afectada y

su correlacion con los niveles de anticuerpos anti-desmogleina 37

Dentro del estudio de la fisiopatologia del PV, se han ido identificando auto-
anticuerpos diferentes a los clasicamente ligados a esta enfermedad, los
ampliamente conocidos anticuerpos contra las desmogleinas. El valor clinico y
etiologico de estos anticuerpos no-desmogleina aun se encuentra en estudio, y su
importancia para la valoracion de los pacientes con PV no se ha determinado

objetivamente.

Los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina forman parte de estos auto-anticuerpos
identificados recientemente en las personas con PV. Se ha encontrado que la
acetilcolina juega un papel importante en la fisiologia del queratinocito y en la
adhesion entre estas células epidérmicas. En algunos trabajos de investigacion se ha
reportado que hasta 85% de los pacientes con PV desarrollan anticuerpos contra el

receptor de acetilcolina.

El propésito de este trabajo es tratar de identificar si la presencia de estos

anticuerpos en los pacientes con PV tiene relaciéon con la severidad clinica de los

13



mismos, ademas de ftratar de correlacionar los niveles de éstos con los de
anticuerpos anti-desmogleina 3. Esta informacion podria ser de gran utilidad, ya que
se podria contar con un nuevo parametro serologico para la valoraciéon de los
pacientes con PV, ademas de darnos mas informacioén sobre la fisiopatologia de esta

dermatosis.

2. JUSTIFICACION

El monitoreo periddico de los pacientes con pénfigo para evaluar su severidad se
basa principalmente en la valoracion clinica (porcentaje de superficie corporal
afectada) y en la determinacion de anticuerpos antidesmogleinas en suero por

inmunofluorescencia indirecta o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Los trabajos sobre anticuerpos anti-receptor de acetilcolina en pacientes con pénfigo
vulgar estan enfocados en la mayoria de los casos en los aspectos etiologicos y
fisiopatoldégicos de la enfermedad, para la cual se han encontrado diferentes tipos de
anticuerpos relacionados, ademas de los tradicionalmente asociados como los

anticuerpos anti-desmogleina 3.

Los estudios sobre la importancia clinica de los anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina son escasos en la literatura consultada, por lo que tratar de encontrar una
relacion clinica entre éstos y hallazgos clinicos, como la superficie corporal afectada
en este tipo de pacientes, seria de gran utilidad para tener un parametro de

severidad para el seguimiento de la enfermedad.
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Debido a esto, se pretende que con este estudio podamos tener un marco de
referencia mas amplio sobre este tema en nuestro pais, que justifique la medicion
rutinaria del anticuerpo en estos pacientes, realizar estudios mas amplios
simultaneos con anticuerpos dirigidos a desmogleinas y otras estructuras del

queratinocitos o de la unién entre los mismos.

En este trabajo se plantea que los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina podrian
llegar a ser otra opcion para la valoracion serologica del paciente con PV, tratando de
relacionar sus niveles con la severidad clinica de la misma enfermedad y con los
niveles de los anticuerpos anti-desmogleina 3, utilizados actualmente para el

diagndstico y valoracién de esta dermatosis.

3. HIPOTESIS

Los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina se asocian con la severidad clinica en
los pacientes con pénfigo vulgar, ademas de correlacionarse con los niveles de los

anticuerpos anti-desmogleina 3.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion de los anticuerpos contra receptor de acetilcolina con la
severidad clinica, ademas de su relacion con los niveles de anticuerpos anti-
desmogleina 3, en pacientes con pénfigo vulgar de la consulta externa del Servicio

de Dermatologia del Hospital General de México.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

A. Conocer los valores de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina en la poblacion
mexicana con pénfigo vulgar.

B. Correlacionar los niveles de anticuerpos contra receptor de acetilcolina con la
severidad clinica de la enfermedad.

C. Correlacionar los niveles de anticuerpos contra receptor de acetilcolina con los de

anticuerpos anti-desmogleina 3 en los pacientes con pénfigo vulgar.

5. DISENO DEL ESTUDIO

5.1 CLASIFICACION DEL ESTUDIO

Prospectivo.

5.2 TIPO DE INVESTIGACION

Observacional.

5.3 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

5.3.1 Con relacion al Método de Observacion.

Transversal.

5.4 Tipo Y DISENO DEL ESTUDIO GENERAL

Analitico.
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La duracion del estudio, de acuerdo con el cronograma de actividades, fue de 6
meses contados a partir de la autorizacidon del proyecto de investigacion por el comité

de Investigacion y Etica de nuestra Institucion.

6. METODOLOGIA

6.1 LUGAR EN DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO

Consulta externa del Servicio de Dermatologia del Hospital General de México
0O.D.
Laboratorio de investigacion de la Escuela Superior de Medicina, Instituto

Politécnico Nacional.

6.2 UNIVERSO, MUESTRA Y TAMANO DE LA MUESTRA

Los pacientes atendidos en la consulta externa del Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México, que contaban con el diagndstico de pénfigo vulgar en

base a criterios clinicos, inmunoldgicos e histopatoldgicos® & °

, cuya seleccién se
realizd en base a criterios de inclusion y no inclusion mediante la unidad de analisis y
observacion; todo esto a partir de la aprobacion de este protocolo. Los pacientes
fueron valorados por parte de los investigadores de este estudio. El procesamiento
de las muestras de sangre se realizé en el Laboratorio de Investigacion de la Escuela

Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, con recursos de esa

institucion.
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Se captaron 7 pacientes con diagndstico de PV de la consulta externa del Servicio de
Dermatologia del Hospital General de México. Previo consentimiento informado por
parte de los mismos, se realizd la valoracion clinica de la superficie corporal
afectada, la toma de muestra de sangre para la determinaciéon de los niveles de
anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y anti-desmogleina 3, ademas de la captura

de datos epidemioldgicos y de la historia clinica dermatoldgica.

6.3 METODO DE SELECCION DE LOS PARTICIPANTES

Se llevo a cabo una seleccion de siete pacientes de la consulta externa del Servicio
de Dermatologia del Hospital General de México, quienes contaran con el
diagndstico de Pénfigo vulgar y que cumplieran con los criterios de seleccidon que se

especificaran a continuacion.

6.4. CRITERIOS DE SELECCION

6.4.1 Criterios de inclusién
1. Pacientes con Pénfigo vulgar diagnosticados por criterios clinicos,

histolégicos e inmunoldgicos.

2. Pacientes que cuenten con registro en la Consulta Externa del Servicio de

Dermatologia del Hospital General de México.

3. Género masculino o femenino.

18



4. Individuos que aceptaron incluirse en el estudio, previa informacién
detallada del mismo, confirmandose su decision mediante la firma del
Consentimiento Informado que se les proporciond por escrito, ya sea del

paciente o su representante legal.

6.4.2 Criterios de no inclusion
1. Individuos que no aceptaron participar en el estudio.
2. Pacientes que de forma concomitante cursen con otra enfermedad

autoinmune (Lupus eritematoso generalizado, psoriasis, artritis reumatoide,

liquen escleroso y atrdfico, dermatitis herpetiforme, artritis reumatoide

juvenil, dermatomiositis, etc.).

3. Pacientes con diagndstico de miastenia gravis o de alguna miopatia

inflamatoria inmunolégica o no.

6.5 PROCEDIMIENTO
6.5.1 Enrolamiento de pacientes

Los pacientes fueron seleccionados de la consulta externa del Servicio de

Dermatologia del Hospital General de México en base a criterios de seleccion,

especificados en el apartado 6.4.
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6.5.2 Interrogatorio, toma de muestra y procesamiento de la misma

Al considerar al paciente como apto para el estudio, se le realiz6 una
entrevista dirigida, donde se interrogd y explicé a la persona con PV acerca
del consentimiento informado para su participacion en el estudio (Anexo 1). Se
tomd una muestra de sangre de 10 mL (Para la determinacion de anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina y anti-desmogleina 3) de manera aséptica (Anexo
3). La muestra se centrifugd antes de transcurrir una hora y se conservo el

plasma en criotubos de 3mL a -20 a -30° C

6.5.3 Valoracion de los pacientes con Pénfigo Vulgar

Se realizé la medicion de la superficie corporal afectada en los pacientes con
PV, por lo que se requiri6 de interrogatorio clinico y exploracion fisica

dermatoldgica dirigida.

6.5.4 Determinacién de anticuerpos

Las concentraciones de los anticuerpos se cuantificaron del plasma de sangre
obtenida por puncion periférica, al momento de aceptar el paciente participar

en el estudio.
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Anticuerpos Anti-receptor de acetilcolina.

El volumen de sangre obtenido fue de 10mL y se deposité en tubos con EDTA
(tubo de biometria hematica), los cuales se centrifugaron para la obtencion del
plasma, que se almacend en tubos de polipropileno (criotubos) a -20 a -30° C,
hasta su analisis en el laboratorio de Investigacion de la Escuela Superior de

Medicina del Instituto Politécnico Nacional.

La determinacién de las concentraciones de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina se realizé por método de Radioinmunoensayo con el Acetylcholine
receptor Ab KiT IB68400, In-vitro Kit. En esta técnica, se toma como principio
que los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina son detectables por radio-
unién, seguida de la precipitacion de los mismos. Las muestras de los
pacientes se incubaron con anticuerpos anti-receptor de acetilcolina marcados
con 125I-oc-bungarotoxin. Los compuestos resultantes se inmunoprecipitaron
con IgG anti-humano. Después de la centrifugacion, el supernadante es
aspirado y los complejos anticuerpo:anti-receptor de acetilcolina se

contabilizaron por gamma-counter.

Anticuerpos Antidesmogleina 3
La determinacion de las concentraciones de anticuerpos antidesmogleina 3 se
realizd con el método de ELISA, con placas recubiertas con anticuerpo

monoclonal de ratén especifico para desmogleina 3.
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Los reactivos se conservaron en refrigeracion entre 2 y 8° C, pero al momento
de utilizarlos se tienen a temperatura ambiente (15-30° C). El estuche para
anticuerpos antidesmogleina 3, Enzyme Immunoassay Quidel, San Diego
California, USA, contiene una placa de microtitulacion con 12 x 8 pozos,
estandar A, B y C; control alto y bajo, solucién de lavado, diluyente de
muestra, conjugado Dsg3, substrato concentrado, diluyente de substrato y una

solucion para detener la reaccion.

Se prepard la solucion de lavado, con una dilucién 1:40 de la muestra de
suero con diluyente de muestra, para posteriormente preparar una dilucion
1:25 de los controles bajo y alto de desmogleina 3 con diluyente de muestra;

la solucion de substrato se preparé antes de usarla.

Se prepard la placa de microtitulacion rehidratando los pozos agregando 300
ML de la solucion de lavado usando un sistema automatico (Organon Tecnika,
microwell system waster 430) para llenar los pozos durante el proceso. Se
incubd a temperatura ambiente por 2 minutos, retirandose el liquido de cada
pozo, y para retirar el liquido restante se invirtid la placa sobre un papel
absorbente. Posterior a esto, se agregaron 100 yL de diluyente de muestra
para el pozo que fue usado como blanco, realizandose por duplicado al afiadir
100 pL de cada estandar Dsg3 (A, B y C) y controles con dilucién (alto y bajo);
se afnadid 100 pL de muestra diluida. Se incubd a temperatura ambiente por

60 +- 1 min. Se procedi6 a lavar cinco veces los pozos de la placa.
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Se agregdé en cada pozo, incluyendo el blanco, 50 yL de desmogleina 3
conjugado. Se incubd a temperatura ambiente por 60 +- 1 min y se preparé la
solucion de sustrato durante esta incubacién. Se procedié a lavar 5 veces los
pozos de la placa. Se anadié en cada pozo 100 pyL de solucion de sustrato.
Se incubd a temperatura ambiente por 30 +- 1 min. Se afadié en cada pozo
50 pL de solucién para detener la reaccion y se realizé la medicion de

absorbancia a 405 nm en el lector automatizado.

6.6 VARIABLES DEL ESTUDIO
e Severidad mucocutanea del Pénfigo vulgar
o Categoria.- Cuantitativa.
o Escala de medicion.- Discreta.
o Unidad de medicién.- Unidades (indice).
o Operacionalizacion.- La severidad se evalud por medio
de la aplicacion del porcentaje de superficie corporal

afectada por la enfermedad.

e Edad
o Categoria.- Cuantitativa.
o Escala de medicion.- Escala numérica.
a Unidad de medicion.- Afios cumplidos al momento

del estudio.
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e Género
o Categoria.- Cualitativa.
o Escala de medicion.- Nominal (dicotomica).

o Unidad de mediciéon.- Masculino/Femenino.

e Concentracion plasmatica de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina
o Categoria.- Cuantitativa.
o Escala de medicion.- Continua, de razon.
o Unidad de medicion.- nmol/lL mediante técnica de

radioinmunoensayo.

e Concentracibn  plasmatica de  anticuerpos  anti-
desmogleina 3
o Categoria.- Cuantitativa.
o Escala de medicion.- Continua, de razon.
o Unidad de medicidon.- UI/L mediante técnica de

ELISA.

6.7 TECNICAS DE ANALISIS ESTADISTICO

6.7.1 Objetivo.- Determinar el valor de las concentraciones plasmaticas de
anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y su asociacion con la severidad
clinica de pacientes con PV en base al porcentaje de superficie corporal

afectada.
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Técnica Estadistica.- Se realizd una prueba de regresion lineal para
evaluar la relacion entre estos parametros, con determinacién de

coeficiente de correlacion y de determinacion.

6.7.2 Objetivo.- Determinar el valor de las concentraciones plasmaticas de
anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y su correlacién con los niveles de

anticuerpos antidesmogleina 3.

Técnica Estadistica.- Se realizd una prueba de regresion lineal para
evaluar la relacion entre estos parametros, con determinacién de

coeficiente de correlacion y de determinacion.

7. RECURSOS

Los recursos (el reactivo y el material de obtencion de la muestra de sangre como
jeringas, tubos de Vacutainer, etc., ademas de la papeleria necesaria para las hojas
de coleccién de datos, lapices y plumas), fueron financiados por el Investigador
responsable. En el caso del equipo para procesar las muestras, todos los analisis se
realizaron de manera gratuita en el laboratorio de Investigacion del Instituto

Politécnico Nacional.

Debido a que se requirio de una unica valoracion clinica, durante la cual se tomo la
muestra de sangre necesaria para la determinacion de anticuerpos, so6lo se necesito
la exencién del pago de dicha consulta por parte del Hospital (1 consulta exenta por

paciente).
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8. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Se garantizdé la autonomia del paciente solicitando la firma de una carta de
consentimiento informado, asi como la confidencialidad de los datos obtenidos y su
derecho a no participar en el estudio, sin que esto redunde en la calidad de su

atencion.

La investigacion se clasifica como de riesgo minimo. La venopuncion se efectu6 con
técnica de asepsia para evitar contaminacion e infecciones; en la menor parte de los
casos se tomd de un catéter intravenoso. El proyecto se sometié a consideracion del
Comité de Investigacion y Etica del Hospital General de México, con autorizacién por

parte del mismo para su realizacion.

Las muestras de sangre fueron tomadas con material subsidiado por los
investigadores, garantizando su uso en una sola ocasidén, asegurando ademas la
correcta eliminacidn del material punzocortante de acuerdo a las normas de higiene

en salud vigentes.

9. RELEVANCIA'Y EXPECTATIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se pretende aportar informacion
actual sobre de la etiopatogenia del pénfigo vulgar y de la importancia clinica que
pueden llegar a tener los anticuerpos anti-acetilcolina en cuanto a la severidad de

esta grave dermatosis.
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10. RESULTADOS

Pacientes

Se incluyeron 7 pacientes, 4 (57%) del género femenino y 3 (43%) del masculino,
presentando una edad promedio de 48 + 8.52 anos (intervalo 35-58 afios), con una
media de los valores de anticuerpo anti-receptor de acetilcolina de 2.75 £ 1.2 nmol/L
(intervalo 1.23-3.99 nmol/L) y de anticuerpos antidesmogleina 3 de 123.85 + 66.67
UI/L (intervalo 65.22-235.1 UIl/L). La severidad clinica promedio fue de 47.43

17.29% (intervalo 34-78%). (Tabla 1).

Sujetos de estudio Severidad clinica aAChr (nmol/L) aDsg3 (UI/L)

(n=7) (%)
1 35 1.63 85.43
2 45 3.85 140.97
3 40 1.23 66.74
4 65 3.95 189.18
5 78 3.99 235.1
6 34 1.8 65.22
7 35 2.82 84.32

aAChr= Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.

aDsg3= Anticuerpos antidesmogleina 3.

Tabla 1. Distribucion individual de los datos.
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A continuacion se presentan las graficas que representan los porcentajes de
superficie corporal afectada (grafica 1), los titulos de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina (grafica 2) y de los anticuerpos anti-desmogleina 3 (grafica 3) en los 7

pacientes analizados en el estudio.

W Severidad clinica (%
Superficie corporal
afectada)

% de superficie corporal afectada

Paciente

Grafica 1. Porcentaje de superficie corporal afectada en los pacientes

analizados.

W aAChr (nmol/L)

Titulos de aACHr

Paciente

aAChr= Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.

Grafica 2. Titulos de anticuerpos anti-receptor de Acetilcolina en los pacientes

analizados.
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aDsg3= Anticuerpos antidesmogleina 3.

Grafica 3. Titulos de anticuerpos anti-desmogleina 3 en los pacientes
analizados.

La distribucion de la informacidon epidemioldgica con respecto al sexo y a la media de
edad de los pacientes se presenta en la tabla 2. Ademas se incluyen los promedios

de los niveles de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y antidesmogleina 3 que se

obtuvieron en los analisis realizados.

Variable Sujetos (n=7)
Género (M/F) (%) 3 (43)/ 4 (57)
Edad (afos) * DE 48 + 8.52
Superficie corporal afectada (%) 47.43 £17.29
aAChr (nmol/L) * DE 275+1.2
aDsg3 (UI/L) £ DE 123.85 + 66.67

M/F= Masculino/Femenino.
DE= Desviacion estandar.
aAChr= Anticuerpos antireceptor de acetilcolina.

aDsg3= Anticuerpos antidesmogleina 3.

Tabla 2. Distribucion de los datos por grupo.
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Evaluacion de los anticuerpos

Se encontré una correlacion de 78% para anticuerpos contra receptor de acetilcolina
y 85% para anticuerpos antidesmogleina 3, con respecto al porcentaje de superficie
corporal afectada, en los pacientes con PV analizados. El 47% (R?= 46.75) de las
variaciones en la superficie corporal afectada se explicarian por los valores de los

anticuerpos contra receptor de acetilcolina. (Figura 1).

R2Linear = 45.75

g0

10 T T T T T T T

aACh (nmollL)

Figura 1. Regresion lineal, Superficie corporal afectada, niveles de anticuerpos

anti-receptor de acetilcolina
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Mientras que 59% (R?= 59.25) de las variaciones en la severidad de la enfermedad

se explicarian por los niveles de anticuerpos antidesmogleina 3. (Figura 2).

R Linear = 55 25

30

40

309

209

10 T T T T T T
.o 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

aDsg3 (UlimL)

Figura 2. Regresiodn lineal, Superficie corporal afectada, niveles de anticuerpos

anti-desmogleina 3

Se observé una correlacion del 80% entre los niveles de ambos anticuerpos;
detectandose que el 65% (R?= 65.35) de las variaciones en los niveles de
anticuerpos antidesmogleina 3 se explicarian por los anticuerpos anti-receptor de

acetilcolina. (Figura 3).
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Figura 3. Regresion lineal, Niveles de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y

anti-desmogleina 3.

El mecanismo propuesto en el desarrollo del fendbmeno autoinmune en el PV se
expone en la figura 4. Dentro de la fisiopatologia de esta enfermedad se sabe que los
anticuerpos antidesmogleinas se unen a estos antigenos en la superficie de los
queratinocitos, promoviendo la formacion de segundos mensajeros (Calcio, fosfatidil-
inositol, AMPc, GMPc), la activacion de cinasas de proteinas, dando paso a la
fosforilacién de productos proteicos que tendran repercusién en la expresion genética

de otros mediadores inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa y Fas-
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ligando. Hasta el 85% de los pacientes con PV presentaran anticuerpos anti-receptor
de acetilcolina circulantes, los cuales se unirdn a antigenos de la superficie de los
queratinocitos, como el receptor de acetilcolina 9 y la pemfaxina. Por medio de esta
unién, se producira una cascada de eventos similar a la que se produce cuando los

anticuerpos antidesmogleinas se unen a sus antigenos de membrana especificos.

Anticuerpos anti-

Anticuerpos
del PV

Golpe
multiple

AMPc, Ca”*
IP3, GMPc

Anticuerpos

anti-receptor
de

acetilcolina

Cinasas de proteinas

Fosforilacion de
proteinas

Altéracion de

Expresion desmosgmas
genética

Px: penfaxina, aAChr9: receptor de acetilcolina 9, IP3: fosfatidil-inositol 3, FNTo.: factor de necrosis tumoral alfa, Fas-L:

Fas ligando.

Figura 4. Mecanismo propuesto del proceso autoinmune en el pénfigo vulgar.
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11. DISCUSION

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad ampollosa autoinmune, intraepitelial, que
afecta la piel y las membranas mucosas y esta mediada principalmente por auto
anticuerpos dirigidos contra los constituyentes del sistema principal de union
interqueratinocitica: el desmosoma. En el PV se rompe el equilibrio de la respuesta
inmunoldgica, la que tiene por finalidad, de manera esperada, el reconocimiento de
agentes externos y el poder montar una respuesta sea de tipo celular, humoral o
combinada para preservar la homeostasis del organismo. Se ha visto a través de
estudios experimentales que al desestabilizarse este equilibrio, pueden generarse
procesos autoinmunes en los que se ve involucrados de manera importante los
linfocitos T, dilucidando de tal manera la serie de mecanismos relacionados, los
cuales siguen en estudio y aun no se ha determinado con certeza el papel que juega
la inmunidad Th1 y Th2, asi como la interrelacion de las citocinas derivadas de

ambas lineas.

Dentro de los procesos involucrados en el desarrollo de la enfermedad solamente se
han aclarado algunos de ellos y dentro de estos se sabe que la susceptibilidad
genética condiciona una desregulacién inmunoldgica que, aunada a otros procesos
multifactoriales, son los responsables del desencadenamiento y mantenimiento de la

dermatosis.

En los ultimos afos se han encontrado algunos antigenos, que representan otras
moléculas de adhesién que no pertenecen a las desmogleinas®?>*. Dentro de estos

se encuentran las desmocolinas, desmoplaquinas, colageno XVII/BP180, anexinas
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de receptores de acetilcolina del queratinocito, la penfaxina o molécula similar a la
anexina y la cadena alfa del receptor de alta afinidad de la IgE*'®'®. Parece ser que
el fendbmeno de acantolisis esta mediado por una serie de citocinas, como la
interleucina 1, el factor de necrosis tumoral o, la IL-6, la IL-10, aunque esta

asociacion no es muy clara'®"".

La patogénesis de la acantolisis puede deberse a dos mecanismos diferentes ya
comentados anteriormente; el primero, en el cual la explicacion fisiopatoldgica de la
pérdida de la unién intercelular de los queratinocitos es la inhibicion directa de las
funciones de adhesion®>?. En segundo lugar, la alteracion del contacto intercelular
es debida a procesos mas complejos, que son posteriores a la interaccién entre los
anticuerpos contra el pénfigo vulgar y las desmogleinas, con secrecion o activacion

de proteasas, las cuales son responsables de la acantolisis?®*.

En los ultimos afos, se le ha dado atencion al rol fisiopatolégico de los antigenos no-
desmogleina, como los receptores de acetilcolina y la penfaxina, pertenecientes al
eje colinérgico, en el cual la acetilcolina como sustancia “citotransmisora”, esta

5,13

involucrada en el control de la adhesidén queratinocito-queratinocito Se sabe que

la acetilcolina esta presente en tejidos no pertenecientes al sistema nervioso y que

se encuentra ampliamente distribuida en el organismo'>?.

Los queratinocitos
epiteliales humanos son miembros de una red de sefalizacion no-neuroldgica que
tiene influencia en la mediacion de la comunicacién intercelular en la piel, en la cual

la acetilcolina actiia como una hormona local o una citocina®?'. La acetilcolina no

neuronal es sintetizada, secretada y degradada en los queratinocitos, y tiene una
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gran variedad de efectos bioldgicos en estas células, ya que puede activar

simultaneamente diferentes vias de sefializacion intracelular”.

La actividad de la acetilcolina se ha relacionado con diversos eventos bioquimicos, lo
cual, en conjunto con otros efectos acumulativos hormonales y estimulos

ambientales, determinan complejos cambios a nivel tisular'®?°.

Se ha descrito que la acetilcolina es responsable de diversos efectos en la
proliferacion de queratinocitos, en su migracién y diferenciacion, ademas de su

influencia en la adhesion intercelular *'".

La activacion de los receptores de
acetilcolina puede afectar las vias de sefalizacion que regulan la expresion o funcién
de moléculas de adhesion en algunos tipos celulares, ademas del estado de

fosforilacién proteica’>.

Se ha mostrado que los receptores de acetilcolina de los
queratinocitos pueden regular la adhesién de los desmosomas, alterando la
expresion de las desmogleinas 1 y 3, asi como el estado de fosforilacion de esta

ultima 28,

La identificacion de los receptores de acetilcolina en la superficie celular de los
queratinocitos como uno de los blancos de los anticuerpos del PV, ademas del
descubrimiento de la influencia colinérgica en la adhesion intercelular sirve para
explicar el efecto terapéutico benéfico que se ha visto en algunos casos reportados
con medicamentos colinomiméticos, como la pilocarpina, el bromuro de

piridostigmina y la nicotinamida®#*4%4,
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Se ha reportado que aproximadamente el 85% de los pacientes con pénfigo
desarrollan anticuerpos contra los receptores de acetilcolina de los queratinocitos, los
cuales se han identificado como el receptor de acetilcolina 9, un homopentamero que
regular la adhesion en células epiteliales y una anexina de 75kDa llamada penfaxina

o0 anexina 31, que actlia como un receptor de acetilcolina® .

Estos hallazgos sugieren que la acetilcolina y sus receptores pueden estar
involucrados en el desarrollo de acantolisis, generando una nueva perspectiva de la

enfermedad, asi como abre la posibilidad de nuevos blancos terapéuticos.

En nuestro trabajo encontramos que los niveles de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina se correlacionaron en un 78% con el porcentaje de la superficie corporal
afectada, mientras que los anticuerpos antidesmogleina 3 lo hicieron en un 85%, con
una asociacion ligeramente mas importante. En lo que respecta a las variaciones de
la superficie corporal afectada en base a los valores de los anticuerpos, también se
encontrd que los anticuerpos antidesmogleina 3 explican hasta en un 59% (R*=
59.25) estos cambios en la clinica, mientras que los anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina lo harian en un porcentaje menor, de alrededor del 47% (R?*= 46.75).
Estos nos lleva a concluir que aunque esta presente la correlacion de los anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina con el porcentaje de superficie corporal afectada de
forma importante, ésta relacion es menor a la que presentan los anticuerpos anti-
desmogleina 3 con esta variable; ademas de que el porcentaje de variacién de la
superficie corporal afectada también se explicaria en mayor porcentaje por estos

ultimos anticuerpos en comparacion con los anti-receptor de acetilcolina.
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En lo que respecta a la asociacidon entre ambos anticuerpos, los resultados
mostraron que estos se correlacionaron en un 80%; siendo éste un porcentaje
importante, ademas de que se detecté que el 65% (R?= 65.35) de las variaciones en
los niveles de anticuerpos antidesmogleina 3 se explicarian por los anticuerpos anti
receptor de acetilcolina. Con esto nos podemos dar cuenta que su asociacion al
momento de una medicion transversal es muy buena, mientras que las variaciones
en el tiempo de los anticuerpos antidesmogleina 3 con respecto a los anti-receptor de
acetilcolina presenta una buena correlacion, esto pudiendo relacionarse a las teorias
del golpe multiple (multiple hit) dentro de la fisiopatologia del pénfigo vulgar, en las
cuales se nombra que los anticuerpos antidesmogleina 3 no son los Unicos presentes
dentro del proceso autoinmune, sino que deben de haber varios mecanismos
patogénicos que en conjunto dan como resultado el proceso de acantolisis y como

manifestacion final, el cuadro clinico del PV que conocemos.

12. CONCLUSIONES

El Pénfigo Vulgar (PV) es una patologia crénica, grave, de etiologia autoinmune, que
forma parte de las enfermedades ampollosas de la piel y las mucosas. Su
presentacion puede variar en el grado de severidad llegando a provocar en algunos
casos la muerte. En los ultimos afios se han llevado a cabo diversas investigaciones
con la finalidad de tener un mayor conocimiento de la fisiopatologia de este proceso
de acantolisis y poder detectar los antigenos que estan involucrados en su
presentacion. En tiempos recientes, se le ha dado atencién al rol fisiopatolégico de

los antigenos no-desmogleina, como los receptores de acetilcolina y la pemfaxina,
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pertenecientes al eje colinérgico, en el cual la acetilcolina como sustancia
“citotransmisora”, esta involucrada en el control de la adhesion queratinocito-
queratinocito. Se ha encontrado que la acetilcolina juega un papel importante en la
fisiologia del queratinocito y en la adhesion entre estas células epidérmicas. En
algunos trabajos de investigacién se ha reportado que hasta 85% de los pacientes
con PV desarrollan anticuerpos contra el receptor de acetilcolina. Ademas, se ha
encontrado que el uso de colinomiméticos ha tenido efectos terapéuticos

beneficiosos en algunos reportes de casos de pacientes con PV.

El propdsito de este trabajo fue tratar de identificar si la presencia de estos
anticuerpos en los pacientes con PV tiene relacién con la severidad clinica de los
mismos, ademas de tratar de correlacionar los niveles de éstos con los de
anticuerpos anti-desmogleina 3. En base a los resultados obtenidos, podemos

nombrar las siguientes conclusiones:

1. Los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina presentan una buena correlacién
(78%) con el porcentaje de superficie corporal afectada utilizada como

parametro de severidad clinica en los pacientes con PV.

2. Con lo nombrado anteriormente, podemos decir que la medicion de los titulos
de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina puede ser de utilidad al momento
de la valoracion diagnodstica de los pacientes con PV, como un dato objetivo

dentro de los estudios de extension que se realizan en el abordaje inicial.
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3. Las variaciones de la superficie corporal afectada en los pacientes con PV se
explican en un porcentaje limitado (47%) por los anticuerpos anti-receptor de

acetilcolina segun los analisis realizados con los resultados obtenidos.

4. El punto anterior nos lleva a concluir que la utilidad de los anticuerpos anti-
receptor de acetilcolina como marcador de la severidad clinica en el

seguimiento de los pacientes con PV seria poco relevante.

5. La correlacion de los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina con los
antidesmogleina 3 fue muy importante, con un porcentaje de 80%. Esto se
puede relacionar con la teoria del golpe multiple dentro de la fisiopatologia del
PV, en la cual no solo los anticuerpos antidesmogleina 3 son los que estan
presentes para que se presente la dermatosis, sino que existen diferentes
tipos de mecanismo de accidn para que se desarrolle el proceso de la

autoinmunidad.

6. En cuanto a la prediccién de la variacion de los anticuerpos antidesmogleina
3 con respecto a los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, se obtuvo un
porcentaje relevante de 65%, dejando un 35% sin asociacion. Esto nos puede
llevar a pensar que los diferentes tipos de anticuerpos tienen diferentes fases
o etapas dentro de la fisiopatologia del PV y que tal vez alguno de ellos tenga
gue manifestarse en algun tiempo determinado para que la accién del otro sea

plena.
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Al final, podemos concluir que este estudio constituye la base para proyectos futuros
a mayor escala y con seguimiento de los niveles de estos anticuerpos en diferentes
etapas y asi tratar de correlacionarlos con la severidad clinica basandonos en el
porcentaje de superficie corporal afectada que presentarian los pacientes en cada
visita de valoracion. Esto nos permitiria saber mas objetivamente si los anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina podrian ser utilizados como marcadores de severidad

dentro de la evaluacion de seguimiento de los pacientes con PV.
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado

Autorizacion para participar en el estudio de investigacion titulado:

“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”
Investigadores:
Dr. Andrés Tirado Sanchez. Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dra. Rosa Maria Ponce Olivera. Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dr. Héctor Eduardo Lopez Lozano, Residente del Servicio de Dermatologia del Hospital General de
México
Esta forma de consentimiento informado pudiera tener palabras que usted no entienda. Le pedimos
que pregunte al médico del estudio que le explique cualquier palabra que usted no comprenda

totalmente.

1. El proyecto de investigacion corresponde a riesgo minimo, esto es, debido a la extraccion de sangre

por puncién venosa, que se explicara mas adelante.

2. Apartados

I. El médico del estudio invita al paciente a participar en un trabajo de investigacion debido a que
padece una enfermedad llamada Pénfigo Vulgar, que es una enfermedad ampollosa de la piel y las
mucosas. En este estudio se evaluara un nuevo estudio de laboratorio que servira para determinar la
severidad de la enfermedad que usted tiene. Para llevar a cabo esto se necesitara una muestra de
sangre de 10mL que se procesara sin costo alguno y al analizarse se comparara con pacientes que no

tengan la enfermedad.
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado

Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:
“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

Il. Si participa en este estudio, requeriremos que acuda 1 vez a la toma de muestra de sangre. La
toma de muestra de sangre de 10mL es el unico procedimiento invasivo que se realizara y que
implicara una pequefia molestia transitoria (dolor leve) en el sitio de la puncion. El objetivo de esta
toma de muestra es tener la cantidad en sangre de la sustancia que se esta analizando y que se
comparara con mediciones en sangre que haremos en pacientes sin la enfermedad, todo esto para

ver si tiene utilidad para que conozcamos la severidad de su padecimiento.

Ill. Ademas del tiempo que invierte en la consulta, usted puede tener alguna de las siguientes

molestias:
- La inyeccién en la vena del brazo para obtener la muestra de sangre de 10mL puede
molestias en el sitio de la inyeccién como dolor leve a moderado, por poco tiempo, que no le
impedira hacer sus actividades normales ni le dejara secuelas en otras partes de su cuerpo.
Debido a que la muestra de sangre se tomard con todas las medidas de higiene,
practicamente evitamos cualquier tipo de contaminacion en el sitio de la inyeccién, que si se
presentara seria solo enrojecimiento e hinchazén en el sitio de la inyeccion, con un poco de
dolor, que se elimina con el uso de medicamentos que serian proporcionadas por el
investigador en caso de presentarse lo anterior en el sitio de la inyeccion, y que se presente

dentro de las dos semanas después de que se tomé la muestra de sangre.
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado

Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:
“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

IV. Es posible que este nuevo estudio de laboratorio nos permita determinar con exactitud la gravedad
de la enfermedad que estamos estudiando, con lo que podriamos dar un tratamiento oportuno y con
menos complicaciones. Sin embargo, es importante que conozca que este estudio no es del tipo
infalible y puede darnos resultados no utiles y que no reflejen lo que en realidad esta pasando en su
organismo. Su participacion en el estudio podria no beneficiarlo, pero si podria ayudar a otras
personas que tienen la misma enfermedad que usted, todo esto, gracias a la informacién que

obtengamos.

V. Gracias a la informacidon que se obtenga se podria crear un estudio de laboratorio que nos
permitiria detectar con mayor exactitud la gravedad de la enfermedad que padece, con lo que no se
requeriria tanto tiempo de hospitalizacion y la calidad de su vida seria mejor ya que podriamos saber

con rapidez si su enfermedad tiene posibilidades de hacerse mas grave o no.

VI. El médico del estudio esta para servirle y para contestarle cualquier pregunta que pueda tener

acerca del estudio de laboratorio que ya le mencionamos o de otra cosa del mismo estudio.

VII. Usted como paciente no renuncia a ninguno de sus derechos legales por el hecho de firmar esta
carta de consentimiento. Su firma como paciente indica que ha leido y comprendido la informacion de
esta carta. Ademas, al firmarla usted reconoce que se le ha explicado el estudio y que ha podido

hacer preguntas sobre todo lo que no entendia bien, y que éstas han sido respondidas
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Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:

“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

satisfactoriamente. Asimismo, usted comprende que su participacion en el estudio es totalmente
voluntaria (no es obligado). El no desear participar en el estudio no le traera ningun problema, nadie
se enojara con usted como paciente o con sus familiares y su decision no tiene nada que ver en la

atencion médica a la que el paciente tenga derecho en esta institucion de salud.

VIII. El paciente tiene derecho a que nadie sepa que participd en el estudio y toda la informacién que
tengamos en éste permaneceran confidencial, dentro de los limites que marque la ley. Es posible que
los resultados del estudio, se publiquen en una revista seria, por lo que usted mediante la firma de

este documento lo autoriza, siempre y cuando se mantenga secreta u oculta su identidad.

IX. El paciente y la persona que sea el responsable legal tendran derecho a conocer los resultados del

estudio de laboratorio practicado, también a que se les explique lo que significa dicho resultado.

Xy Xl. Ni al paciente ni a los familiares se les hara un cobré econémico por el marcador de laboratorio
ni por la (s) consulta (s) relacionadas con el estudio. El marcador de laboratorio sera gratuito solo

durante el estudio.

La atencion de problemas de salud que no se relacionen con este estudio seguira siendo
responsabilidad del paciente, como lo hace habitualmente. Ni el paciente ni los familiares recibiran

compensacion econdémica por la participacion del paciente en el estudio.
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Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:
“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

En caso de algun problema relacionado con la investigacion y que requiera ser revisado por un
médico, este servicio sera proporcionado en su totalidad por los investigadores hasta su resolucion.
No sera posible la ayuda econdmica (indemnizacion) en caso de algun tipo de complicacion

relacionada con el estudio debido a que no contamos con recursos suficientes.

Xy XII.
Nombre o huella digital del paciente Fecha
Familiar o Responsable legal Fecha

Testigo 1 (Nombre vy Direccion)

Fecha Relacién con el paciente

Testigo 2 (Nombre y Direccion) Fecha

Relacién con el paciente

XIV. Si en algun momento tiene cualquier pregunta relacionada con este estudio o experimenta una
lesion relacionada con la investigacion, por favor contacte de inmediato a la Dra. Rosa Maria Ponce

Olivera, al conmutador 2780-2000 ext. 1055 (lunes a viernes de 8 a 16hrs), al Dr. Héctor Lopez
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Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:

“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA CON LA SEVERIDAD CLINICA Y
CON LOS ANTICUERPOS ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL SERVICIO DE

DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

Lozano al 2780-2000 ext. 1052 (lunes a viernes de 8 a 16hrs) o al Dr. Andrés Tirado Sanchez al cel.
5527-44-2811 (24hrs).

Si tiene cualquier pregunta respecto a sus derechos como paciente de investigacion, se puede
comunicar con la Dra. Hilda Hidalgo Loperena, Presidente de la Comisién de Etica del Hospital
General de México, en la calle Dr. Balmis 148, Col. Doctores, México, D.F. al teléfono 2789-2000

extension 1368.

XV. En caso de requerir atencion médica acudir al Servicio de Dermatologia del Hospital General de
México de lunes a viernes de 8 a 16hrs o al Servicio de Urgencias del mismo Hospital disponible las
24hrs. Usted puede decidir no participar en el estudio, o, si decide participar en el estudio, se puede
retirar del mismo en cualquier momento. Su decision de no participar o de retirars 5/6 studio, no
significara ningun castigo o pérdida de beneficios a los cuales tenga derecho, y no evitara su acceso a
la atencién médica. Si decide retirarse, por favor notifique al Dr. Andrés Tirado Sanchez por escrito y
hagale saber que se esta retirando del estudio.

Si el paciente o los familiares creen que existe algun problema relacionado con este estudio, por favor
contacte (n) de inmediato al Dr. Héctor Lopez al conmutador 2780-2000 ext. 1052 (lunes a viernes de
8 a 16hrs) o a la Dra. Rosa Maria Ponce al conmutador 2780-2000 ext. 1055 (lunes a viernes de 8 a
16hrs), al Dr. Andrés Tirado al cel. 5527-44-2811 (24hrs) o a la Dra. Hilda Hidalgo, presidenta de la

Comision de Etica al 2789-2000 ext. 136.
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Anexo 2. Hoja de Recoleccién de Datos.

Proyecto de Investigacion:

“ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE ACETILCOLINA
CON LA SEVERIDAD CLINICA Y CON LOS ANTICUERPOS
ANTIDESMOGLEINA 3 EN PACIENTES CON PENFIGO VULGAR DEL

SERVICIO DE DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO?”

México, D.F. a de del 2011.
Nombre
Numero de expediente
Edad
Sexo
Pénfigo vulgar: Si No
Superficie corporal afectada (%) Fecha.-
Concentracion plasmatica de aAChR (mmol/L) Fecha.-
Concentracion plasmatica de aDsg3 (UI/L) Fecha.-
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Anexo 3. Procedimiento para la recoleccion de la muestra.

Objetivo.- Detallar los pasos a seguir para una correcta recolecciéon de muestra sanguinea para la

determinacién de las concentraciones plasmaticas de Anticuerpo anti-receptor de acetilcolina

(aAChR).

Alcances.- Pacientes con carta de consentimiento informado.

Responsable.- Dr. Andrés Tirado Sanchez.

Referencias.- Instrucciones insertas en el estuche comercial

Equipamiento y materiales.- Tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA (tapén morado), alcohol,
torundas de algodon estéril, aguja para Vacutainer #21, adaptador de aguja (camisilla de plastico),
ligadura, guantes de latex #7 estériles desechables, contenedor sélido para material punzocortante

(caja roja con tapa blanca), contenedor de bolsa (roja con plastico grueso).

Desarrollo.-

1. La persona responsable de la toma de la muestra debe portar una identificacién visible.

2. Se preguntara al paciente su nombre y apellidos completos

3. Se identificara el tubo con la informacion del paciente, el nimero del expediente y la fecha.

4. Preparar todo el material necesario

5. Sentar al paciente, colocar el brazo del paciente en la paleta de la silla para la toma de la
muestra.

6. Se realizara asepsia al tapon del tubo

7. Se colocara la aguja y el tubo al adaptador del Vacutainer

8. Se seleccionara una vena periférica adecuada (extremidad superior derecha preferentemente)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Se limpiara el drea a puncionar con una torunda con alcohol, primero en la zona de puncién y

posteriormente en circulos excéntricos, esperando a que secara y no se volvera a tocar sin

guantes.
Se aplicara el torniquete (no mas de 1 minuto).

Se colocaran los guantes y se avisara al paciente de la puncion

Se Puncionara en angulo de 45° con respecto al eje de la piel, con el bisel de la aguja hacia

arriba.
Se extraeran 10mL de sangre

Se liberara el torniquete cuando la sangre comience a fluir.

Se colocara un nuevo algodén sobre el sitio de la puncién y se ejercera una presiéon suave por

1 a 3 minutos o hasta que no se observen rastros de sangrado.
Se desechara la aguja y los guantes en los recipientes correspondientes.

Se llevara el tubo inmediatamente a centrifugar

Se pipeteara el sobrenadante (plasma) y se colocara en un criotubo previamente rotulado

como en el tubo original de la muestra.

Posteriormente se mantendra en congelacién a -20 o -30° C hasta su procesamiento.
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