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Diagnostico de enfermedades ampollares
subepidérmicas autoinmunes

Diagnosis of autoinmune subepidermal bullous dermatosis

Mbnica Beatriz Di Milia', Marcelo Gabriel Label?, Luciana Cabral Campana®

RESUMEN

Existe una gran superposicién clinica, histoldgica e inmunoldgica entre
las enfermedades ampollares subepidérmicas autoinmunes (EASA). El
conocimiento molecular de la unién dermoepidérmica es bdsico para
comprender este grupo de patologias. Los estudios inmunolégicos son
absolutamente imprescindibles para el diagndstico de este grupo he-
terogéneo de enfermedades; a pesar de ello, no han hecho més que
incrementar la sensacion de inmenso desconocimiento que se tiene

ABSTRACT

There is a large clinical, histological and immunological overlap be-
tween subepidermal autoimmune bullous diseases (SABD). The mole-
cular knowledge of the dermoepidermal junction is basic to understan-
ding this group of pathologies. Immunological studies are absolutely
essential for the diagnosis of this heterogeneous group of diseases. In
spite of everything, immunological studies have only increased the fe-

' Médica del Sector de Enfermedades Ampollares Autoinmunes
2 Médico Emérito, Consultor de la Divisién de Dermatologia
3 Médica de Planta a cargo del Sector de Enfermedades
Ampollares Autoinmunes
Division de Dermatologia, Hospital Ramos Mejia,
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

cuando se profundiza acerca de las EASA. En la préctica ocurre que casos
clinicamente sospechosos de un tipo de EASA se corresponden inmuno-
Iégicamente con otro. En este trabajo intentaremos clarificar algunos
conceptos y brindar claves diagnésticas.
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eling of immense ignorance that peaple have when delving into SABD.
In practice, clinically suspected cases of one type of SABD correspond
immunologically to another. We are going to try to clarify some
concepts and give the diagnostic keys.

Key words: subepidermal autoimmune bullous disease, diagnostic,
blisters.
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INTRODUCCION

Este grupo heterogéneo de enfermedades ampolla-
res subepidérmicas autoinmunes (EASA) clinicamente
se caracteriza por ampollas tensas (Foto 1); de estas, la
mds frecuente es el penfigoide ampollar (PA), pero con
semejanzas clinicas e histolégicas con otras entidades
(Tabla)*2.

La zona de la membrana basal (ZMB) es una es-
tructura molecular compleja, formada por los quera-
tinocitos basales, la membrana basal epidérmica y los
dpices de las papilas dérmicas (Figura 1). Es una zona
altamente especializada, con multiples funciones, y la
adhesién entre la epidermis y la dermis es una de ellas.

Este cometido se altera cuando se produce una res-
puesta autoinmune con autoanticuerpos (aAcs) contra
determinadas moléculas de la ZMB, lo que da como
resultado la formacién de ampollas por despegamiento
dermoepidérmico.

Entre estas superposiciones clinicas, histoldgicas
e inmunoldgicas que se atribuyen a la expansién de
epitopo, existe la exposicién de un determinado anti-
geno previamente “secuestrado” que responde con una
respuesta autoinmune. Los estudios inmunolégicos re-
sultan hoy en dia absolutamente imprescindibles para
el diagnéstico de este grupo de enfermedades’.
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Denominacion

Clases de inmunoglobulinas

Autoantigenos

y/o complemento

Penfigoides y sus variantes

Penfigoide ampollar (PA) arquetipico lgG BP230, BP180
(dominio NC16a)
PA localizado lgG, 33 BP180
PA nodular lgG, 33 BP180, etc.
PA vegetante lgG, 3 BP180, etc.
PA eccema like lgG, 3 BP180, etc.
PA vesicular lgG, 33 BP180, etc.
PA dishidriforme lgG, 33 BP180, etc.
PAinducido por drogas lgG, B3 BP180
Liquen plano penfigoide lgG, (3 BP230, BP180
(dominio NC16a)

PA antilaminina p200 lgG, B3 Cadena de 200kD de las lamininas
Penfigoide gestacional (antes herpes gestacional) lgG BP180 (dominio NC16a)
Penfigoides de las mucosas (PMM) y subtipos
Por el blanco PMM anti-180 lgG, G3, IgA BP180 (dominio terminal)
antigénico PMM antilaminina 332 lgG Laminina 332

PMM anti-p200 1gA/lgG p200 (laminina cadena y1)
Por la clinica PMM ocular puro lgG, IgA,G3 Integrina 332 cadena B4

PMM oral lgG, IgA,G3 Integrina 332 cadena a6
Epidermdlisis ampollar adquirida lgG, 3 Coldgeno VI (fibras de anclaje)
Lupus eritematoso ampollar 1gG,(3 Coldgeno VI (fibras de anclaje)
Dermatosis a IgA lineal
Tipo ldmina ldcida 1gA,G3 BP180 (97/120kD)
Tipo subldmina densa 1gA,G3 Coldgeno VII
Dermatitis herpetiforme IgA granular, (3 elg3, Tg2 (endomisio)

Tabla: Enfermedades ampollares autoinmunes dermoepidérmicas. Clases de inmunoglobulinas y autoantigenos de las enfermedades penfigoides. Adaptado de referencia 2.

Métodos diagnosticos

Los objetivos en el diagnéstico de las EASA son: 1)
distinguir las EASA de otras enfermedades ampollares
hereditarias, infecciosas o por otros mecanismos inmu-
nolégicos; 2) diferenciarlas entre ellas; 3) monitorizar
el curso, detectar brotes y ajustar el tratamiento®.

Histopatologia

La biopsia para hematoxilina eosina (HE) se co-
loca en formol 10% y debe realizarse en el borde de
la ampolla para visualizar el sitio de despegamiento.
Se aconseja no biopsiar ampollas enteras. En la histo-
patologia (HP), el despegamiento subepidérmico pre-
senta una ampolla cuyo techo es la epidermis y el piso,
la dermis. El infiltrado inflamatorio es de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y pueden predominar los
neutréfilos o eosinéfilos (Foto 2)"4.

Inmunohistoquimica

Se puede realizar una tincién de alguna proteina
conocida y visualizar el sitio de despegamiento patold-
gico. El coldgeno IV es el mds utilizado; se ubica entre
el coldgeno VIl y la laminina, y permite diferenciar en-
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tre la epidermdlisis ampollar adquirida (EAA) y el pen-
figoide anti-p200. La ventaja de este método es que
puede realizarse en muestras ya fijadas en formol>®.
Inmunofluorescencia

El objetivo de la inmunofluorescencia (IF) es de-
tectar la presencia de aAcs en la ZMB.

Deteccion de depdsitos autoinmunes en la piel

Inmunofluorescencia directa

La inmunofluorescencia directa (IFD) permite de-
tectar los depdsitos de inmunorreactantes (IgG, IgM,
IgA y C3) y determinar si es epidémica, en la ZMB, o
dérmica con un patrén de disposicién lineal o granular.

La eleccién del sitio de la toma de la biopsia es clave
para el diagnéstico. La misma debe realizarse perilesio-
nal con un punch de biopsia inferior a 3 mm. El sitio
de la toma también puede influir, siendo por ejemplo
poco aconsejable la toma de las piernas para el PA y
elegir las dreas menos traumdticas en el penfigoide de
las membranas mucosas (PMM). La muestra se coloca
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en solucién fisioldgica y se transporta en frio entre 4
a 0 °C. Una vez en el laboratorio, la muestra se corta
en criostato intentando que los cortes no superen los
4 pm de grosor; luego son cubiertos con una solucién
que contiene anticuerpos (Acs) anti-inmunoglobulinas
humanas marcados con fluorocromos. El mds usado
es el isotiocianato de fluoresceina (FITC) que emite
fuorescencia verde y, en segundo lugar, la rodamina de
color rojo*” (Figura 2).

Técnica de salt-split

Permite la separacién dermoepidérmica. La biopsia
se coloca en un envase con cloruro de sodio 1 molar
frio durante 48 a 72 horas (incubacién). Esta solucién
provoca la separacién (clivaje) dermoepidérmica a ni-
vel de la ldmina ldcida (Figura 3).

Técnicas para detectar anticuerpos en suero u
otros fluidos

Inmunofluorescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) detecta los
Acs circulantes y permite estimar su concentracién
mediante diluciones seriadas. Se utilizan diferentes
sustratos antigénicos (piel humana clinicamente sana,
eséfago de mono, eséfago de conejo, etc.).

Se extraen de 5 a 10 ml de sangre venosa del pa-
ciente y luego se separa el suero, el cual se vierte sobre
el sustrato (tejido con epitelio plano estratificado) de-
jandolo aproximadamente 30 minutos (incubacién).
Después del lavado en buffer salino (PBS), se incuba
con anti-inmunoglobulina humana marcada con un
fluorocromo (segunda incubacién), se vuelve a lavar
en PBS, se seca y, por ultimo, se procede a su obser-
vacién en un microscopio con ldmpara fluorescente

(Figura 4).

Patrones dentados en U o N en cortes finos

En ocasiones, cuando se emplean cortes muy fi-
nos, en la IFI se puede observar que los depésitos en la
ZMB tienen un aspecto dentado o serrado que se pue-
de notar como una letra “N” o “U”. El patrén dentado
tipo N se observa cuando la ampolla se origind por
encima de la lémina densa por aAcs contra componen-
tes del hemidesmosoma, p. ¢j., PA, penfigoide gesta-
cional, algunos penfigoides de las mucosas, penfigoide
anti-p200 y penfigoide antilaminina 332, y el patrén
serrado en U en enfermedades donde el autoanticuer-
po se une a antigenos (Ags) ubicados en la subldmina,

como aAcs contra el coldgeno VII (COL7) delaEAAy

lupus eritematoso sistémico ampollar (LESA)®°.

Ensayo por inmunoadsorcion ligada a enzimas

La prueba de ELISA es un método préctico y de fi-
cil realizacién, pero no presenta resultados concluyen-
tes para las enfermedades de la ZMB, lo que plantea la
necesidad de utilizar las técnicas de inmunotransferen-
cia en los casos de mayor dificultad diagnéstica.

La prueba de ELISA disponible actualmente per-
mite detectar cinco moléculas: desmogleina 1 y 3,
BP180, BP230 y coldgeno VII (Figura 5)*71,

Inmunotransferencia o
electroinmunotransferencia (Western blot)

Con esta técnica, en el estudio de pacientes con
EASA, las proteinas que forman parte del epitelio pla-
no estratificado y la ZMB se separan por su peso y
transfieren a un soporte sdlido para luego enfrentarlas
al suero del paciente y determinar si tiene Acs contra
alguna de ellas (Figura 6).

La desventaja del inmunoblot es que al tener que
desnaturalizar las proteinas, se pierden puntos de
unién antigeno-anticuerpo denominados epitopos
conformacionales. Esta técnica tiene una baja sensibi-
lidad y aumenta el niimero de falsos negativos'®.

Inmunoprecipitacion

Esta técnica no desnaturaliza las proteinas, pero es
mds compleja y lenta que el inmunobloty, por lo tanto,
se usa fundamentalmente para investigacién.

Microscopia electronica

Es una técnica lenta y complicada que no aporta
ventajas en el diagnéstico de las EASA porque no brin-
da informacién sobre la composicién de los depdsitos
autoinmunes’.

Penfigoide ampollar

El PA es el mis frecuente de las EASA. En la HP
la ampolla subepidérmica se acompana de infiltrado
inflamatorio con predominio eosinofilico. La IFD es
el gold standard y el primer paso para el diagnéstico;
evidencia depdsitos lineales de IgG y C3 en la ZMB en
aproximadamente el 90% de los pacientes. Los falsos
negativos pueden darse por niveles de Acs no detecta-
bles en los inicios de la patologia, presentacién de otros
antigenos no reactivos al anti-IgG y también en pa-
cientes con otra subclase de IgG. Cuando la sospecha
clinica es alta, se aconseja repetir una segunda biopsia'.

Con la técnica de sal=split, los aAcs se unen al te-
cho (lado epidérmico) de esta ampolla, sitio donde se
ubican sus blancos antigénicos. Este hallazgo es util
para diferenciarlo de otras entidades de la ZMB, como
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la EAA donde los Acs impactan en la base (lado dérmi-
co) de la ampolla"®12.

Con técnicas de inmunohistoquimica contra el co-
ldgeno IV y la laminina se puede observar que estos
componentes se encuentran en el piso de la ampolla.

La IFI es positiva en aproximadamente un 70% de
los casos. Generalmente, entre un 60-80% son IgG,
con menor frecuencia IgA e IgE. Los Acs IgE dirigidos a
BP230 se pueden identificar en 38-68% de los pacientes
con PA, sin embargo, el valor diagndstico y patogénico
de la IgE anti-BP230 atn no es concluyente®.

El Ag principal del PA es el BP180. La mayoria
de los aAcs se dirige al dominio no colagenasa 16a del
mismo (BP180 NC16a).

El papel patogénico de los Acs contra BP180 en
esta entidad estd ampliamente demostrado; sin embar-
go, el de los Acs contra BP230 no estd del todo diluci-
dado y se postula que aparecerfan como resultado del
fenémeno de dispersién de epitopos.

Los kit comerciales de ELISA detectan BP180
NCl16a y 230. Esta técnica no serfa utilizada como la
Unica herramienta ya que su sensibilidad es del 54%
para BP180 y del 48% para BP230. Combinados, la
misma aumenta al 66%. La especificidad se ubica en
un 94% para BP180 y en un 89% para BP230.

La técnica de inmunoblot tiene una sensibilidad del
60-100% mayormente dirigida a BP180, pero la espe-
cificidad es muy baja por lo que no se recomienda para
su diagndstico’*7%12,

Penfigoide gestacional

El penfigoide gestacional (PG) ocurre en el emba-
razo por una reaccién cruzada de los aAcs de la clase
IgG contra BP180 placentarios, especificamente el do-
minio NC16a, y rara vez contra los BP230. Ocurre
durante el segundo o tercer trimestre del embarazo,
con remisién completa luego del parto. Las lesiones
urticarianas y las ampollas subepidérmicas se caracte-
rizan en la HP por un marcado edema papilar e infil-
trado inflamatorio con abundantes eosinéfilos. La IFD
es el gold standard y muestra depésito lineal de C3 en
la ZMB en aproximadamente el 100% de los casos, y
algo menor para IgG. La IFI, ELISA e inmunoblot son
menos sensibles y especificos de acuerdo a varias series

estudiadas'>'°.

Liquen plano penfigoide

El liquen plano penfigoide (LPP) se caracteriza por
ampollas tensas y liquen plano (LP). El mecanismo de
formacién de la ampolla es por aAcs dirigidos contra
el BP180 a diferencia del liquen plano ampollar que es
por degeneracion hidrépica (inmunidad celular).
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La HP muestra el despegamiento subepidérmico
con infiltrado inflamatorio con eosinéfilos, y en las le-
siones de LD, acantosis irregular en “dientes de sierra”,
degeneracién vacuolar, presencia de células apoptéti-
cas, e infiltrado subepidérmico en banda compuesto
por linfocitos e histiocitos (caracteristico del LP).

La IFD permite detectar, en las muestras obtenidas
de piel sana perilesional de ampollas, depdsitos lineales
de IgG y C3. Con la técnica de salt-split, los aAcs se
unen en el techo y con la técnica de ELISA en suero
del paciente se detectan anti-BP180. En tanto que en
las muestras de pdpulas de liquen plano, se observan
acumulos globulares de IgM caracteristicos de las reac-

ciones liquenoides"'”'8.

Penfigoide de las mucosas

El penfigoide de las mucosas (PMM; antes llamado
cicatrizal o mucosinequiante) representa un grupo he-
terogéneo de enfermedades ampollares autoinmunes
inflamatorias y crénicas, que compromete principal-
mente las mucosas (oral, ocular, faringea, nasal, esofd-
gica, laringea y anogenital) y, con menor frecuencia, la
piel, con tendencia a la formacién de cicatrices'.

Ante la sospecha clinica es necesario el estudio his-
topatoldgico y la IFD para arribar al diagnéstico. En la
HP las ampollas subepidérmicas se encuentran asocia-
das a un infiltrado variable. Al inicio predominan los
neutrdfilos, incluso en microabscesos papilares; poste-
riormente los eosinéfilos y en las lesiones més antiguas,
linfocitos y lesiones cicatrizales en la dermis.

La IFD detecta el depésito lineal IgG, IgA y/o C3
en la ZMB. En un alto porcentaje es negativa, sobre
todo cuando la localizacién es ocular, siendo menester
repetirla. La IFI detecta aAcs en un bajo porcentaje de
los pacientes. Con la técnica de salt-split, la fluorescen-
cia puede ser en el techo, en el piso o en ambos, segin
los blancos antigénicos involucrados (BP180, BP230,
laminina 332, integrina a6 B4, coldgeno VII, entre
otros). Los kit de ELISA comercialmente disponibles
en la actualidad detectan solo algunos de los Ags invo-
lucrados en el PMM, siendo complementaria de la IE

Con inmunoblot se puede detectar el aAc anti-lami-
nina 332, pero no con ELISA®2,

Epidermdlisis ampollar adquirida

La epidermdlisis ampollar adquirida (EAA) es una
rara enfermedad ampollar subepidérmica y crénica,
caracterizada por aAcs dirigidos al coldgeno VII. En la
HP podemos observar la ampolla subepidérmica, con
o sin infilerado a predominio neutrofilico.

La IFD presenta depésitos de IgG y/o C3 con pa-
trén lineal en la ZMB, a veces puede haber IgA y/o

05
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IgM. Con cortes finos, se pueden observar patrones
en U o dientes de sierra, como se mencioné anterior-
mente. La IFI muestra depésitos de IgG a titulos bajos.
Con la técnica de salt-split, los inmunorreactantes im-
pactan del lado dérmico (piso).

Con técnicas de inmunohistoquimica contra el colé-

geno IV y la laminina, estos se ubican en el techo de la
ampolla. Con ELISA, la reactividad es al coldgeno VII*,

Lupus eritematoso sistémico ampollar

El lupus eritematoso sistémico ampollar (LESA) es
una manifestacién infrecuente del lupus eritematoso
sistémico (LES) causada por aAcs contra el coldgeno
VII y otros componentes de la ZMB. Los pacientes
deben cumplir criterios de LES.

La HP presenta ampollas subepidérmicas con infil-
trado a predominio neutrofilico. Con tincién de azul
alcidn se puede observar incremento de mucina.

Todas las técnicas de inmunohistoquimica son in-
distinguibles de la EAA ya que los aAcs se dirigen con-
tra el mismo blanco: el coldgeno VII**%.

Penfigoide antilaminina p200

Clinicamente puede simular otras dermatosis am-
pollares autoinmunes. Mediante la IF con técnica de
salt-split se observan los inmunorreactantes en el piso
de la ampolla (lado dérmico).

El diagndstico se confirma mediante inmunoblot,
una técnica en la que el suero reacciona contra la pro-
teina de 200 kDa; es compleja y poco accesible, no
disponible en la Argentina. Se puede realizar inmu-
nohistoquimica marcando el coldgeno IV; es un pro-
cedimiento sencillo y disponible que se realiza sobre

tacos de biopsia. Se observa la tincién en el suelo de la

ampolla diferencidndolo de la EAA y del LESA, que lo

hace en el techo?*%.

Dermatosis a IgA lineal

En la HP se observa la ampolla subepidérmica
con infiltrado de neutréfilos en la dermis papilar. La
IFD detecta depdsitos de IgA con disposicién lineal
siguiendo la ZMB y debe solicitarse la técnica de salt-
split; se puede observar depésito epidérmico (techo)
que es mds frecuente, o dérmico (piso) o en ambos,
debido a su heterogencidad antigénica. La mayoria
de los pacientes con dermatosis a IgA lineal (DIAL)
desarrolla aAcs de tipo IgA contra BP180 (o BPAg2).
La regién NCl16a es el sitio inmunodominante, con
mayor cantidad de epitopos. Hay otros Ags involu-
crados: laminina 331 cadena Y 1, BPAG1 o BP230,
LAD-285, coldgeno VII**%,

Dermatitis herpetiforme

La dermatitis herpetiforme (DH) es una enfer-
medad ampollar autoinmune causada por la reaccién
autoinmune al gluten. En la HP es caracteristico el in-
filtrado de neutréfilos en los vértices de las papilas y
la ampolla por despegamiento dermoepidérmico. La
IFD muestra un patrén granular de IgA en la dermis
papilar, siendo patognoménico. Tiene una sensibilidad
y especificidad del 90%.

Las serologfas solicitadas son aAc IgA antitransglu-
taminasa tisular (anti-TGt o Tg2) por ELISA, y aAc
IgA antiendomisio por IFI usando como sustrato es6-
fago de mono y aAc antipéptidos deamidados de la
gliadina (PDG)"*.

FOTO 1: Ampollas tensas con contenido citrino.

FOTO 2: Ampolla subepidérmica con infiltrado eosinofilico (HyE, 40X).
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Figura 1: Esquema de la zona membrana basal.
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Figura 2: Esquema de la técnica de inmunofluorescencia directa.
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Figura 3: Esquema de inmunofluorescencia con técnica de salt-split.
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Figura 4: Esquema de técnica de inmunofluorescencia indirecta.
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Figura 5: Esquema de técnica de ELISA.
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Figura 6: Esquema de técnica de Western Blot.
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CONCLUSION

Las enfermedades ampollares autoinmunes son un

grupo complejo de patologias. Por la similitud clini-

co-patolégica, actualmente se aconseja fuertemente
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1) Las enfermedades ampollares subepidérmicas se caracterizan por:
A- Ampollas de formacidn por acantdlisis y depdsitos de Dg 1y 3 en
la membrana basal.
B- Ampollas de formacion por despegamiento dermoepidérmico y
depdsitos de IgA en la unién dermoepidérmica (UDE).
C- Ampollas de formacion por despegamiento dermoepidérmico y
depdsitos en la UDE de IgG y/o IgA y/o G3.
D- Ampollas flaccidas de formacién por despegamiento dermoepi-
dérmico y depésitos en la UDE de IgG y/o IgA y/o (3.

2) Hinfiltrado que acompaia a las enfermedades ampollares
subepidérmicas es:

A- Predominantemente eosinofilico.

B- Eosinofilico y neutrofilico.

(- Predominantemente neutrofilico.

D- No se acompafia de infiltrado.

3) La dermatitis herpetiforme se caracteriza por:
A- IFD depdsito de IgA en la ZMB.
B- IFD depésito lineal en la ZMB.
(- IFD depésito de IgA granular en los &pices de las papilas dérmicas.
D- IFD depdsito de IgG granular en los dpices de las papilas dérmicas.

4) Marque la opcidn correcta:
A- EI PA es la patologia mas frecuente de las enfermedades ampolla-
res subepidérmicas.
B- El penfigoide antilaminina y1 se diferencia de la epidermdlisis
ampollar adquirida por IFD.
(- El penfigoide del embarazo se da en el primer trimestre.
D- El principal antigeno de las enfermedades ampollares
subepidérmicas es el BP230.

5) E1 BP180:
A- Es conocido como colégeno XVII.
B- Es el antigeno menor del penfigoide ampollar.
(- Es uno de los principales componentes del hemidesmosoma.
D-Todas las anteriores son correctas.

6) Marque la opcidn incorrecta:

A-El coldgeno Vil es el principal componente de las fibrillas de anclaje
de la subldmina densa.

B- El coldgeno VIl es el blanco antigénico de la EAA.

(- La IF con técnica de salt-split es de gran utilidad en las DAA
subepidérmicas.

D- La DIAL presenta en la IFD depdsitos granulares de IgA a lo largo
de la UDE.

7) El penfigoide de las mucosas:
A- Presenta depdsitos de IgG y (3 con impacto en el techo con la téc-
nica de salt-split.
B- Presenta impacto de IgG y (3 con impacto en el piso con la técnica
de salt-split.
(- Puede presentar en la IFD IgA junto con IgG.
D-Todas las anteriores son correctas.

8) Siguiendo con el penfigoide de las mucosas, los Ags involucrados
pueden ser:

A-Dg1, Dg3 o antilaminina y1.

B- BP180, BP230 0 6B4 integrina.

(- Colageno VII, laminina 332 o antilaminina y1.

D-By Cson correctas.

9) Marque una de las caracteristicas del liquen plano penfigoide:
A- LaIFD con depésitos de IgG y (3 en la ZMB.
B- La IFl siempre es positiva.
(- La HP se distingue por ampollas DE si la toma se realiza sobre las
ampollas y de las pdpulas acantosis, y dermatitis de la interfase con
un denso infiltrado liquenoide.
D- Todas las anteriores son correctas.

10) El empleo de antigenos y técnicas de inmunoperoxidasa (ELISA) es una
técnica de:
A- Inmunohistoquimica que puede realizarse sobre el material fijado
en formol.
B- Utiliza Ags que son componentes del epitelio (Dg1y Dg3), y BP180,
BP230y coldgeno VII.
(- Reemplaza la IFD.
D- Ay B son correctas.
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