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Excel-lentissim Senyor President de la Reial Acade-
mia de Medicina de Catalunya, Molt il-lustres Senyores
i Senyors Académics, Senyores i Senyors. El haver estat
nomenat Academic Corresponent de la Reial Academia
de Medicina de Catalunya no només es un gran honor
per mi, sind que té un gran valor emotiu i personal pel
fet de que varies generacions de la meva familia han
estat membres d’aquesta venerable institucid, i com a
testimoni d’aixo esta que la persona que em fa I'acolli-
da, es el meu pare que es Académic Numerari. Espero
fer-me mereixedor de la confianc¢a que han dipositat en
mi tots vostés. Moltissimes gracies.

Abans de comencar a llegir el meu treball vull tam-
bé agrair a tots els que han fet possible la meva tra-
jectoria. En primer lloc a la meva familia, la meva
esposa, la doctora Eulalia Baselga i els nostres fills
Anna, Pau, Marta, Patricia i Elena, alguns dels quals ja
son estudiants de Medicina, i els meus pares Josep Ma-
ria, Catherine i Helena. En segon lloc, als meus mestres.
Vull assenyalar sobretot al Professor Josep Maria Mas-
caro Ballester que em va guiar en el camp de la Derma-
tologia i la Dermatopatologia, i al Professor Luis Diaz als
Estats-Units que em va guiar en el camp de la Immuno-
logia i de les Malalties Autoimmunes de la pell. No hi ha
res en aquesta vida que pugui marcar tant una persona
com la forca d’un model. Els puc afirmar que els meus
models han estat per a mi uns extraordinaris referents
de grandesa cientifica i han condicionat molt el tipus de
metge que he acabat sent. Finalment vull agrair a tots
els meus companys de I'Hospital Clinic. Els dels serveis
d’Anatomia Patologica, Immunologia, i Medicina Inter-
na, pero sobretot a tots els membres del servei de Der-
matologia. Tots ells han sigut companys i mestres a la
vegada.
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En el meu treball assistencial, docent i de recerca he
cultivat diverses especialitats que m’apassionen i que
no es limiten al camp de la meva propia especialitat,
la Dermatologia. Aquestes sdn I’Anatomia Patologica, la
Immunologia, i la Medicina Interna, i per aquest fet he
escollit parlar sobre un tema que abraca totes aquestes
disciplines com és la Immunofluorescéncia en el camp
de les malalties cutanies.

La realitzacié d’un diagnostic en Dermatologia es
basa en la conjuncié d’una série de dades obtingudes a
través d’una bona historia clinica i una exploracié fisica
minuciosa. Molt sovint perd hem de recérrer a tecni-
ques diagnostiques complementaries com sén la prac-
tica d’una biopsia per a realitzar una confirmacid histo-
logica o a la realitzacio de diverses analitiques. A cavall
entre la histopatologia convencional i les técniques de
laboratori es troba la immunofluorescéencia.

HISTORIA DE LA IMMUNOFLUORESCENCIA EN LES-
TUDI DE LES MALATIES CUTANIES

La tecnica d’ Immunofluorescéncia directa es va
iniciar a mitjans del segle XX. Albert Coons i els seus
col-laboradors van ser els primers a aplicar la técnica
per demostrar la preséncia del pneumococ en teixits
infectats.! El que es feia inicialment era immunitzar
un animal, generalment una cabra, amb una proteina
humana purificada, amb la qual cosa aquell desenvo-
lupava anticossos especifics contra la mateixa. Aquests
anticossos posteriorment es conjugaven amb diferents
fluorocroms que tenien la propietat d’emetre llum al
ser excitats per una longitud d’ona apropiada. Per mitja
d’un microscopi especial es podia observar la fluores-
céncia emesa per els complexos antigen-anticos-fluoro-
crom in vivo en els teixits.
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L'aparicié d’aquesta técnica immunologica va ser
acollida amb un enorme interes per la comunitat cienti-
fica perque des d’un principi es va veure que podia tenir
un gran valor tant en aspectes diagnostics com pato-
genics de les malalties. Com no pot ser d’altra manera,
la Dermatologia no es podia quedar al marge d’aquest
descobriment i es va beneficiar d’'una manera especial
d’aquesta técnica. Raskin al 1961 va ser el primer en
aplicar la immunofluorescéncia directa en el camp de
les malalties cutanies en demostrar diposits de fluores-
céncia a la dermis papil-lar de pacients amb dermatitis
de contacte.? Pero indubtablement, la troballa que va
permetre a la immunofluorescéncia assentar-se solida-
ment com a metode diagnostic va ser la seva aplicacié
en el lupus eritematds i en les malalties ampul-lars au-
toimmunes.

Thomas Burnham i col-laboradors al 1963 van ser els
primers que van aplicar la tecnica d’'immunofluorescén-
cia directa per estudiar la preséncia de diposits a la pell
de pacients amb lupus eritematds sistemic i amb lupus
eritematds discoide.® Per aixo van utilitzar anti-gamma-
globulina humana marcada amb fluoresceina i van ob-
servar una banda fluorescent a la unié dermoepidermi-
ca que traduia el diposit in vivo de gammaglobulines en
la pell d’aquests pacients. Posteriorment van observar
gue aquella banda fluorescent apareixia només a la pell
de malalts amb lupus i no en altres malalties. Ho van
considerar un marcador altament especific i diagnostic
de lupus, i ho van denominar “Lupus Band Test” o “Test
de la Banda Lupica”. La seva preséncia indicava la pre-
sencia o no de lupus en el pacient, i quan es tractava
de pell sana, la positivitat anava molt a favor de que el
pacient tingués un lupus eritematds sistemic.*®

En el camp de les malalties ampul-lars autoimmunes
els pioners van ser Ernst Beutner i Robert Jordon. Lany
1964 van demostrar per primera vegada, fent servir la
tecnica d'immunofluorescencia indirecta, que els se-
rums de pacients amb pemfig vulgar contenien anticos-
sos enfront d’una substancia a la superficie de les cel-
lules de I'epiteli escamds estratificat. Cap dels serums
d’individus normals, o de pacients amb altres malalties
cutanies semblava contenir aquesta activitat d’anticos-
sos.” Els mateixos autors van demostrar després que els
serums de pacients amb penfigoide ampul-lar conteni-
en uns anticossos especifics contra la membrana basal,
just per sota de I'epiteli escamos estratificat.® Estudis
posteriors van demostrar els mateixos tipus de diposits

in vivo a la pell dels pacients amb immunofluorescencia
directa.®*

Una altra fita important en el camp de les malalties
ampul-lars va ser el descobriment per Rudi Cormane a
I'any 1967 de la presencia de diposits granulars d’IgA a
la membrana basal de la pell de pacients amb derma-
titis herpetiforme.!* Aquesta troballa segueix vigent en
els nostres dies i segueix sent el gold standard del diag-
nostic d’aquesta malaltia.

Finalment mencionar que I'any 1981 Helmut Hintner
va introduir la técnica del mapeig de la membrana basal
per immunofluorescencia fent servir la pell de pacients
amb epidermolisis ampul-lars hereditaries com a subs-
trat.’? En el moment actual aquesta técnica ha substitu-
it practicament a la microscopia electronica en I'estudi
inicial d’aquestes malalties genétiques de la pell.*>**

TIPUS D’IMMUNOFLUORESCENCIA

La Immunofluorescéncia és una técnica de labora-
tori que permet demostrar la preséncia d’anticossos,
complement i altres proteines en els teixits o liquids de
I'organisme. En I'estudi de les malalties cutanies es fan
servir tres tipus de técniques d’'immunofluorescéncia:
la Immunofluorescéncia Directa, la Immunofluorescen-
cia Indirecta, i el Mapeig de la Membrana Basal per Im-
munofluorescéncia.

La tecnica implica sempre la utilitzacié d’anticossos
marcats amb un fluorocrom. Els fluorocroms sén com-
postos que contenen electrons que quan son irradiats
amb una llum d’una determinada longitud d’ona acon-
segueixen un estat energetic més inestable. Al tornar
al seu estat fonamental de forma espontania, emeten
una llum d’una longitud d’'ona més llarga. Per poder
fer-los servir de marcadors han de tenir grups quimics
capacos de formar enllagos covalents amb les proteines
que es volen marcar i han d’emetre una gran fluores-
céncia en l'espectre visible. El fluorocrom ideal ha de
poder-se conjugar de forma senzilla, no alterar I'activi-
tat d’anticos de la proteina marcada i produir un con-
jugat fluorescent estable. A la majoria de les técniques
d’immunofluorescencia que he citat abans es fa servir
I'isotiocianat de fluoresceina que produeix un color
verd poma caracteristic.

A continuacio revisaré la técnica d’immunofluores-
céncia directa posant I'accent en les seves aplicacions
més freqlients en I'estudi de les malalties cutanies. Per
raons de brevetat no els hi parlaré avui de les dues al-
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tres técniques que fem servir al nostre laboratori, la
Immunofluorescencia Indirecta, i el Mapeig de la Mem-
brana Basal per Immunofluorescéncia, perque per aixo
necessitaria un altre xerrada.

IMMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

La immunofluorescéncia directa és un procediment
d’un sol pas en que es demostra la preséncia d’anticos-
sos o altres proteines a les biopsies de pell o de muco-
ses en diferents condicions dermatologiques.**®

Les biopsies s‘obtenen mitjancant un punch de 3-4
mm. Per obtenir un maxim rendiment, és indispensable
prendre la biopsia d’un lloc adequat. El lloc ideal de bi-
oOpsia varia segons la patologia que es vol estudiar. Per
les malalties ampul-lars autoimmunes ha de ser de pell
perilesional perqué la immunofluorescencia pot ser ne-
gativa si la biopsia es pren de la pell lesional perque els
autoanticossos es poden destruir per la inflamacié. En
el cas de les vasculitis es convenient agafar una mostra
d’una lesié purpurica de menys de 24 hores d’evolucio
perque els diposits poden patir una degradacio en les
lesions més evolucionades. En canvi quan la bidpsia es
d’una lesié de lupus eritematds o d’un liquen pla el mi-
llor es agafar una mostra d’una lesié activa de varies
setmanes d’evolucié per obtenir els millors resultats.

Una vegada feta la bidpsia, la mostra es congela im-
mediatament en nitrogen liquid o es col-loca en una
gasa mullada en serum fisiologic per a la posterior con-
gelacio al cap de poc temps. En aquells casos en que el
laboratori d’immunofluorescencia no es trobi proper al
centre on hem visitat al pacient col-locarem la biopsia
en un mitja de transport. El més utilitzat és un mitja
de transport que va descriure el dermatopatoleg Beno
Michel a I'any 1973, i que es coneix des d’aleshores
com a “Mitja de Michel”. Aquest permet conservar la
bidpsia a temperatura ambient durant dies i fins i tot
setmanes 0 mesos.'® La mostra es pot enviar aixi per
correu al laboratori d’'immunofluorescéncia on sera
congelada i processada. Estudis recents han demostrat
que si les biopsies triguen menys de 24 hores en arribar
al laboratori el transport en serum fisioldgic isotonic és
el metode més adequat perqué té resultats superiors a
la congelacié immediata o al mitja de Michel.’® Un altre
punt molt important també es evitar sempre la conta-
minacié de la biopsia amb formalina perque aquesta
pot alterar la mostra i fer que la bidpsia es deteriori i
sigui inadequada per I'estudi d'immunofluorescéncia.?
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Per realitzar la immunofluorescéncia directa s'obte-
nen talls de 4 a 6 micres de la biopsia congelada utilit-
zant un criostat. Després els talls sén recoberts amb un
anticos marcat amb fluoresceina dirigit contra alguna de
les classes d’'immunoglobulina o la fraccié del comple-
ment que es vulgui detectar en el teixit. Generalment
s’utilitzen anticossos policlonals dirigits contra IgA, IgG,
IgM, la fraccié C3 del complement i el fibrinogen hu-
mans. Finalment, i després de realitzar diversos rentats
per eliminar els anticossos conjugats a fluoresceina
que no s’hagin unit al teixit, s'examinen les seccions
utilitzant un microscopi de fluorescéncia. La llum que
emet el microscopi és capag¢ d’activar la fluoresceina i
d’aquesta manera es poden observar els diposits d’im-
munorreactants amb el color verd poma caracteristic. A
continuacié discutirem les diferents malalties cutanies
en les que es pot utilitzar aquesta técnica en la practica
dermatologica diaria.

1. Malalties ampul-lars intraepideérmiques (pémfigs)

a. Peémfigs Superficials (foliaci, eritematés, seborreic)
i Pemfigs Profunds (vulgar i vegetant)

En aquest grup de pacients s'observen diposits d’IgG
i de C3 a la superficie dels queratinocits en el 100% dels
pacients amb una malaltia activa (Figura 1). Aquest pa-
tro és caracteristic perd no és especific de cap de les
malalties d’aquest grup atés que es pot observar en
qualsevol tipus de pemfig.”*

b. Pémfig Paraneoplastic

A més de les troballes que acabem de descriure que
es poden observar en tots els pémfigs, en els pacients
amb pémfig paraneoplastic es poden observar també
diposits granulars o lineals d’'immunoglobulines o com-
plement al llarg de la membrana basal similars als que
es veuen en un lupus eritematds.?? Aquesta troballa és
molt suggestiva pero no és totalment especifica perque
la veiem de vegades també en alguns pacients amb
pemfig foliaci o eritematds.

c. Pemfig per IgA

En aquesta forma de pemfig, la immunofluorescén-
cia directa demostra la preséncia de diposits d’IgA a la
superficie dels queratinocits de I'epidermis.?® En la va-
riant clinicopatologica tipus “dermatosi pustulosa sub-
cornia” els dip0sits s’observen al ter¢ superior de I'epi-
dermis mentre que en altres varietats sén més difusos.
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2. Malalties ampul-lars subepidermiques

a. Malalties ampul-lars subepidérmiques amb dipo-
sits linears d’IgG

Quan s’examina amb immunofluorescencia directa
les biopsies de pell de pemfigoide ampul-lar, pemfigoi-
de de mucoses, pemfigoide gestacional, epidermolisi
ampul-lar adquirida, lupus eritematés ampul-lar, pem-
figoide anti-laminina 332, o pemfigoide anti-laminina-
gamma-1 les troballes son similars. S‘'observa la presen-
cia de dip0osits linears d’lgG, de complement, o d’IgG i
de complement al llarg de la membrana basal que uneix
I'epidermis i la dermis.?! Cap d’aquestes malalties pot
ser diagnosticada si no es demostren aquests dip0sits a
la membrana basal. En el cas del pemfigoide ampul-lar
es poden veure diposits linears d’IgG (Figura 2) en un
70% dels casos, i de C3 en gairebé el 100%. L'examen
d’'immunofluorescéncia a I'epidermolisi ampul-lar ad-
quirida sol posar de manifest la preséencia de diposits
linears molt intensos d’IgG al llarg de la membrana ba-
sal, mentre que els dip0sits de C3 solen ser debils o ab-
sents. Aquest patro és invers al que observem al pemfi-
goide ampul-lar i ens permet sospitar aquesta malaltia,
perd no és un criteri suficient per poder establir un di-
agnostic.*

En els Ultims 10 anys s’ha introduit com a novetat
I'analisi del patrons de sinuositat dels dipositis d’lgG
que s’observen a la membrana basal en 'estudi de la
immunofluorescencia directa per distingir els pemfigoi-
des de I epidermolisi ampul-lar adquirida.”® En aquesta
analisi es fan servir talls més prims i s'examinen les sec-
cions congelades a major augment (de 400 a 600 aug-
ments) per veure el patrd dels diposits a la membra-
na basal. Aquest patrons tenen una correlacié amb les
troballes de microscopia immuno-electronica: en el cas
del pemfigoide ampul-lar els diposits tenen un patré
en “N” que recorda una cinta de confeti, mentre que a
I'epidermolisiampul-lar adquirida s'observa un patré en
“U” que recorda una gespa sense tallar. A pesar de ser
molt especifics, aquests patrons no sempre son facils
d’objectivar i en moltes bidpsies no els podem distingir.

b. Malaltia ampul-lar per IgA linear

Tal com indica el seu nom, la immunofluorescéncia
directa de la malaltia ampul-lar per IgA linear demostra
diposits lineals d’IgA al llarg de la membrana basal, amb
o sense preséncia de diposits de complement. En al-
guns casos ens poden trobar també diposits d’IgG pero
son sempre molt més febles que els d’IgA.

c. Dermatitis Herpetiforme

La troballa diagnostica en els pacients amb una der-
matitis herpetiforme és la preséncia de diposits granu-
lars d’IgA a la punta de les papil-les dérmiques (Figura
3). En un petit percentatge dels pacients aquests dipo-
sits poden ser continus al llarg de tota la unié dermo-
epidermica. Poden existir també dip0sits granulars de
C3 o d’altres inmunorreactants perdo sén sempre més
debils i focals. La troballa de diposits granulars d’IgA es
considera patognomonica d’aquesta malaltia ates que
no s’observa en cap de les altres malalties ampul-lars.
Quan es vulgui descartar una dermatitis herpetiforme
en un pacient la localitzacié més adequada per prac-
ticar la biopsia sera sempre la pell sana perilesional i
no la pell sana lluny de les lesions com es preconitzava
fa unes décades, atés que el 100% dels pacients tenen
diposits en aquesta localitzacio.?®

3. Lupus Eritematods

La presencia de diposits granulars o homogenis d’im-
munoreactants al llarg de la membrana basal dermoe-
pidérmica és una caracteristica de totes les formes de
lupus eritematds.>*” Tal com he comentat préviament
aquesta troballa va rebre el nom de Lupus Band Test
quan es va descriure al principi de la decada dels sei-
xanta. Es parlava d’un Lupus Band Test positiu o nega-
tiu en funcié de la presencia o no d’aquests diposits.
Només es considera positiva aquesta prova quan s’'ob-
serven uns diposits granulars o homogenis intensos i
continus. El més freqilient és que es tracti d’lgM (Figura
4), 1gG i C3. La preséncia d’aquests diposits s'observa
sobretot al lupus eritematds cutani discoide, i al lupus
eritematds sistémic, mentre que només s’‘observaven
diposits a la pell sana no exposada als pacients amb
lupus eritematds sistémic. També es poden observar
diposits a la membrana basal al lupus eritematds sub-
agut i a la malaltia mixta del teixit connectiu, encara
gue amb menor freqliencia. A pesar del que es pensava
inicialment, aquest dipdsits no s’han de considerar total-
ment diagnostics atés que també es poden observar en
altres inflamacions cutanies, i fins i tot a pell fotoexpo-
sada de persones sanes.” De totes maneres a la majo-
ria d’aquests casos els diposits solen ser febles i focals,
i per tant la presencia d’uns diposits intensos pot ser
molt sospitosa de lupus eritematos. En ocasions podem
arribar a observar també en els pacients amb lupus la
presencia de dipositis d’IgG als nuclis dels queratinocits
de I'epidermis, el que coneixem amb el nom de ANA in
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vivo i que tradueix la presencia d’anticossos anti-nucle-
ars circulants en el pacient.

4, Vasculitis

Les vasculitis leucocitoclasiques o de petit vas es po-
den dividir en dos gran grups en funcié de les troba-
lles de la immunofluorescencia. Hi ha un primer grup
en el que quasi no es troben diposits, sén les vasculitis
pauciimmunes, que es corresponen amb les vasculitis
per ANCA. Hi ha un segon grup de vasculitis produides
per inmunocomplexes on s’observen diposits granulars
d’immunoglobulines (IgG 6 IgM) i C3 a les parets dels
vasos de la dermis superficial. Aquests troballes es ve-
uen sobretot en les fases inicials de la malaltia, i poden
no observar-se si es biopsien lesions massa evolucio-
nades.”® Quan es tracta de lesions de més de 24 hores
d’evolucid pot ser que només es trobin diposits de C3
i fibrinogen. Cal tenir en compte, pero, que aquestes
troballes no sén totalment especifiques de vasculitis
ates que també es poden observar en altres patologies
en las que es produeix una alteracid de les parets dels
Vasos.

La purpura de Schonlein-Henoch és una vasculitis sis-
temica en que a més de les lesions de purpura palpable
apareixen artralgies, simptomes gastrointestinals i glo-
merulonefritis. La presencia de dipdsits granulars d’IgA
a la parets dels vasos de la dermis superficial es con-
sidera diagnostica d’aquesta malaltia (Figura 5). Poden
existir també diposits de C3 i de fibrinogen perd no d’al-
tres immunoglobulines. Aquestes dades han fet que en
I'Gltima conferéncia de consens de Chapel Hill del 2012
sobre la nomenclatura de les vasculitis es decidis canvi-
ar la denominacio de purpura de Schonlein-Henoch per
la de “vasculitis per IgA”.3°

5. Liquen Pla

En el liquen pla es pot observar la presencia de cos-
sos col-loides a la dermis superficial en més del 90%
dels pacients.3! Aquests es tenyeixen sobretot amb
IgM, encara que es poden tenyir també amb IgA, IgG,
C3 i fibrinogen. La seva preséncia no és especifica ates
gue es poden observar en totes les dermatosis amb un

patré inflamatori liquenoide com el lupus eritematos,
I'eritema polimorf, la dermatomiositis, o les toxicoder-
mies liquenoides. De totes maneres en el liquen pla
solen ser particularment nombrosos i agrupar-se en
cumuls a la dermis. També es molt freqient observar
la preséncia de diposits linears de fibrinogen al llarg de
la unié dermoepidermica que caracteristicament sén
molt gruixuts i tenen un patro esfilagarsat. Aquest patré
I'observem sobretot en el liquen pla de mucoses i ens
és molt util per diferenciar-ho d’un pémfig vulgar o d’un
pemfigoide de mucoses.

PROBLEMES DE LA TECNICA D’IMMUNOFLUORES-
CENCIA

Tot i que s6n poc freqiients, poden observar-se re-
sultats falsament positius o falsament negatius. Els fal-
sos negatius solen produir-se per raons técniques com
una presa de mostra inadequada, la contaminacié per
formalina de la biopsia, fer servir un mitja de trans-
port inadequat, procedir amb retard en I'enviament de
la mostra al laboratori, o que el laboratori tingui poca
experiencia i personal poc entrenat. Els falsos positius
solen produir-se per un processament inadequat de les
mostres, o bé quan es biopsien altres processos infla-
matoris. En tots els casos I'experiéncia del laboratori i
del dermatopatoleg que fa 'examen sén claus per fer
un diagnostic immunopatologic correcte.

CONCLUSIONS

Les técniques d’immunofluorescéncia i les seves
variacions tecniques ens han ajudat a comprendre la
immunopatologia de diverses malalties cutanies. Es
tracta d’un grup de técniques extremadament atil i que
s’ha mantingut com a gold standar en el diagnostic de
processos autoimmunes i genetics tot i que han passat
més de 50 anys des de la seva introduccié en el camp
de la Dermatologia. De totes maneres, i com totes les
tecniques en Medicina, el seu paper sempre s’ha de
complementar amb la clinica, la histopatologia i altres
tecniques de laboratori.

Moltes gracies per la seva atenciod.
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No és or tot el que brilla: técniques d'immunofluorescéncia en I'estudi de les malalties cutanies

Figura 1. Diposits d’IgG als espais intercel-lulars de I'epidermis en un pacient
amb pemfig foliaci (magnitud: 200 augments).

Figura 2. Diposits d’IgG al la membrana basal dermoepidérmica en un pacient
amb pemfigoide ampul-lar (magnitud: 200 augments).
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Figura 3. Diposits granulars d’IgA localitzats a la punta
de les papil-les dérmiques en un pacient amb dermati-
tis herpetiforme (magnitud: 200 augments).

Figura 4. Diposits d’IgM continus i homogenis al llarg de
la membrana basal en un pacient amb lupus eritematds
(magnitud: 200 augments).

Figura 5. Diposits granulars d’'IgA a la paret dels vasos
de la dermis superficial en un pacient amb purpura de
Schonlein-Henoch (magnitud: 400 augments).
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