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RESUMO

LUCARTS, L. E. B. Avaliacdo de exequibilidade e da efetividade da
determinacdo de anticorpos séricos pela IFl, em cédes acometidos por pénfigo
folihAceo na pré e trans terapia. [Feasibility and effectiveness evaluation of the
determination of serum antibodies by IFI in dogs affected with pemphigus foliaceus in
pre-and trans-therapy]. 2010. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2010.

O pénfigo foliaceo (PF) € a mais comum variante do Complexo Pénfigo na espécie
canina. A enfermidade se caracteriza clinicamente pela presenca de pustulas,
histopatologicamente pela acantdlise e imunologicamente pela presenca de
autoanticorpos (IgG) tanto na pele, quanto no soro sanguineo dos doentes. Acredita-
se que estes autoanticorpos estejam relacionados com a atividade do PF. O
presente estudo visa avaliar a exequibilidade da reacdo de imunofluorescéncia
indireta (IFI), método de determinacdo destes anticorpos séricos, para fins
diagnosticos, além de verificar a eventual queda na titulagdo destes anticorpos
séricos face a melhora clinica devido a terapia instituida. Para a IFI utilizou-se de
fragmentos de coxim canino como substrato. Considerou-se positivo o padrdo de
fluorescéncia intercelular. Utilizou-se soros de 7 caes com diagnostico
histopatoldgico de PF, material este armazenado a uma temperatura de 70 °C. A IFI
foi realizada, inicialmente, no momento de diagnostico ou, no caso de um animal, de
grave recidiva do quadro lesional. Quando de resultado positivo fez-se também a
reacdo nos retornos subseqientes. O grau de acometimento dos pacientes foi
avaliado pelo PEFESI, em todas as ocasioes em que se realizou a IFl. Acompanhou-
se estes animais por um periodo de 101 a 341 dias. Obteve-se positividade em 5
destes animais (71,4%). Dos animais positivos, aqueles com maior escore lesional
ao PEFESI apresentaram titulos de maior magnitude. Houve queda nos titulos e IgG
em todos os animais paralelamente a diminuicdo do PEFESI, sendo que, em alguns
casos, os titulos de IgG permaneceram detectaveis, em menor magnitude, mesmo
qguando do pleno controle da enfermidade. A IFI, portanto, € um método exequivel
tratando-se de PF canino, com 71% de positividade em relagdo ao exame
histopatoloégico. O coxim canino se mostrou um substrato eficaz e a queda nos
titulos de IgG paralelamente a atividade da doenca util para 0 monitoramento da
atividade do PF.



Palavras-chave: Pénfigo folidceo. Cées. IFI. Imunofluorescéncia indireta.

Imunopatologia.



ABSTRACT

LUCARTS, L. E. B. Feasibility and effectiveness evaluation of the determination
of serum antibodies by IFl in dogs affected with pemphigus foliaceus in pre-
and trans-therapy. [Avaliacdo de exequibilidade e da efetividade da determinacéo
de anticorpos séricos pela IFl, em cdes acometidos por pénfigo foliaceo na pré e
trans terapia]. 2010. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2010.

Pemphigus foliaceus (PF) is the most common variant of Pemphigus Complex in
dogs. The disease is characterized clinically by the presence of pustules,
histopathologically by the acantholysis and immunologically by the presence of
autoantibodies (IgG) in patients skin and blood serum. It is believed that these
autoantibodies are related to the PF activity. The aim of this study is to evaluate the
feasibility of indirect immunofluorescence (lIF), a determination method of these
antibodies for diagnostic purposes, besides to identify a possible titration fall of
serum antibodies with the clinical improvement due to therapy. For the IIFs, we used
canine pawpads fragments as substrate. It was considered positive an intercellular
fluorescence pattern. It was used sera from seven dogs with a histopathologic
diagnosis of PF, this material was stored at — 70 °C. The IIF was first performed at
the time of diagnosis or, in the case of one animal, at a severe lesions relapse. When
the IIF was positive it was also made at the subsequent animals evaluations. The
clinical score was determined by PEFESI, all the times that the IFI was made. These
animals were followed up by a 101-341 days period. Positivity was obtained in 5 of
these animals (71.4%). Of the positive animals, those with the highest lesional score
PEFESI showed greater titres. There was a decrease at the IgG titles in all animals in
parallel with the PEFESI decrease, and in some cases, IgG titles remained
detectable at a lesser magnitude, even with the full control of the disease. The IFI is,
therefore, a feasible method in the case of canine PF, with 71% positivity in relation
to histopathology. The canine pawpad proved to be an effective substrate and the

IgG titer’s fall, in parallel with disease activity, useful for monitoring the Pf activity.

Key-words: Pemphigus foliaceus. Dogs. IFl. Indirect Immunofluorescence.

Imunopathology
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Introducéo e reviséo de literatura 21

1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo bibliografica visa expor os pontos mais importantes do pénfigo
foliaceo canino transitando pelos seus aspectos etiopatogénicos, clinicos,
diagnésticos, terapéuticos e prognosticos desta intrigante enfermidade. Sempre que
for de relevancia realizar-se-a a comparagcao com os aspectos da variedade humana
da doenca, tracando assim um paralelo entre as espécies.

Os pénfigos, incluidos dentre o grupo de infreqientes dermatoses
autoimunes, sao descritos tanto em seres humanos quanto em animais das espécies
canina, felina, equina e caprina apresentando comprometimento cutaneo e, por
vezes, mucoso (ACKERMAN, 1985; SCOTTT,; MILLER; GRIFFIN, 2001; SAMPAIO;
RIVITTI, 2008). Etimologicamente, o termo pénfigo € de origem grega,
posteriormente latinizado, em 1874, por Frangois Sauvage, provindo dos vocabulos
pemphis, pompholix, pomphos com o significado de bolha (IHRKE et al., 1985a).

O chamado Complexo Pénfigo (CP) que acambarca as diversas modalidades
da enfermidade, se manifesta clinicamente, em seres humanos, pela presenca de
colecdes liquidas, sendo estas vesiculas ou bolhas (SAMPAIO; RIVITTI, 2008). J4,
em cées e gatos, estas colecbes sdo vésico-pustulares ou, mais comumente,
pustulares. Isto se da devido ao rico infiltrado neutrofilico encontrado nestas lesdes
(IHRKE et al., 1985a).

Histopatologicamente, tais lesdes proviriam do fenbmeno da acantélise, ou
seja, a perda da coesao intraepidérmica, que levaria a dissociacdo das células
epidérmicas (STANLEY, 2007). Estas células entdo, uma vez perdida a coeséo,
acabam por ter modificada sua configuracdo poliédrica original tornando-se

arredondadas e com nucleo central, sendo entdo chamadas de células acantoliticas,
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acantécitos, ou células de Tzanck dispondo-se no interior das colec¢des liquidas
(SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

Imunologicamente, ha presenca de anticorpos (Imunoglobulina G — da classe
IgG) contra os componentes dos desmossomos dos queratindcitos, tanto na pele
quanto no soro. A localizacdo, gravidade e prognostico das lesdes cutaneas estao
intimamente relacionados com os componentes do desmossomo contra 0s quais tais

autoanticorpos sao direcionados (SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

1.1 CLASSIFICACAO DOS PENFIGOS

O CP, em seres humanos, é classificado da seguinte forma, segundo Stanley
(2007) e Sampaio e Rivitti (2008):

1. Pénfigo foliaceo (PF), que compreende sua forma frustra da doenca (pénfigo
eritematoso ou de Senear-Usher), sua forma classica (de Cazenave) e, por fim, sua
forma endémica (“fogo selvagem”-FS).

2. Pénfigo vulgar (PV), e sua variante benigna, incomum, o pénfigo vegetante.

3. Pénfigo herpetiforme, representando uma apresentacdo clinica atipica dos
pénfigos foliaceo (classico ou endémico) ou vulgar.

4. Pénfigo por IgA, classificado em dois subtipos: a dermatose pustular subcornea e
a dermatose neutrofilica intraepidérmica.

5. Pénfigo paraneoplasico.

6. Pénfigo induzido por farmacos, manifestando-se clinica e similarmente ao pénfigo

foliaceo e, com menor frequéncia, ao pénfigo vulgar.
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J4a, em cées sao descritas as seguintes variantes deste Complexo (OLIVRY;
LINDER, 2009):
1. Pénfigo foliaceo, sendo esta a forma mais comum do CP em cdes. Quanto ao
pénfigo eritematoso, ainda ha davidas se tal enfermidade é distinta do pénfigo
foliaceo (apresentando caracteristicas, também, de IUpus eritematoso) ou sua forma
mais branda, dita frustra (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; OLIVRY, 2006).
2. Pénfigo vulgar, foi a primeira forma clinica do CP, descrito em cdes (STANNARD;
GRIBBLE; BAKERBB, 1975). O antigeno alvo desta variedade de pénfigo é a
desmogleina-3 (OLIVRY et al., 2003). A variante benigna do p6enfigo vulgar, o
pénfigo vegetante, dispde-se em apenas um relato, na espécie canina (HEIMANN et
al., 2007).

3. Pénfigo paraneoplasico (LEMMENS et al., 1998).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O pénfigo foliaceo é aquele, cuja primeira descricdo, na espécie canina, se
deu, em 1977, por Halliwell e Goldschmidt. Segundo alguns autores se apresenta
como a dermatose autoimune mais frequiente em céaes (SCOTT et al., 1987; SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 2001), tendo magnitude de ocorréncia superior ou muito proxima
daquela do lapus eritematoso discéide. Em levantamento retrospectivo publicado em
1985, a enfermidade, em tela, foi diagnosticada em 26 caninos dentre um total de
9750 casos dermatopaticos atendidos em periodo de dez anos, de 1975 a 1984
(SCOTT et al., 1987). Em outro artigo, 0,68% da populacéo canina atendida, em um

servico de dermatologia estadunidense, foi diagnosticada como portadora desta
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enfermidade, perfazendo um total de 37 animais, entre 1974 e 1983 (IHRKE et al.,
1985a). A média de casos/ més atendidos pelo Hospital veterinario (HOVET) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o
Paulo (USP) ascendeu de 0,23 casos/més entre 1986 e 2000 (BALDA et al., 2002)
para 0,7 casos mensais no hexénio de 2000 a 2005 (BALDA et al., 2008). Na
espécie humana, o CP apresenta incidéncia de 0,75 — 5 casos por milhdo por ano
(BYSTRYN; RUDOLPH, 2005).

Nao h& predisposicdo sexual evidente para a instalagdo do PF canino, nos
diversos levantamentos retrospectivos, compulsados da bibliografia nacional
brasileira (BALDA et al., 2002; BALDA et al., 2008) ou internacional (IHRKE et al.,
1985a; SCOTT et al.,, 1987; MUELLER et al., 2006; CARLOTTI; GERMAIN;
LAFFORT-DASSOT, 2009). O mesmo se passa ha espécie humana, tanto com a
forma classica quanto a endémica da enfermidade, segundo Stanley (2007).

Observa-se ampla variacdo na faixa etaria de acometimento dos cées,
quando do surgimento do primo quadro lesional, variando de menos de um até 16
anos. A faixa etaria média foi de 4,2 anos em dois levantamentos IHRKE et al.,
1985a; BALDA et al., 2008) e de seis anos em outros trés (SCOTT et al., 1987;
MUELLER et al., 2006; CARLOTTI; GERMAIN; LAFFORT-DASSOT, 2009). Em
humanos, o pénfigo foliaceo classico (PFC) acomete pacientes de 40 a 60 anos de
idade (STANLEY, 2007), ja sua variedade endémica, ocorre com maior frequéncia
em adultos jovens e criancas (SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

Ha evidente predisposi¢éo racial nos animais acometidos por PF, sendo que
a maioria dos casos diagnosticados se da naqueles de raca definida. Dentre as
ragas mais acometidas, em um estudo retrospectivo, realizado no Servico de
Dermatologia do Departamento de Clinica Médica e do Hospital Veterinario da

Universidade de Sao Paulo, em 2008, destacam-se: Cocker Spaniel, Dachshund,
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Poodle e Akita. Autores de outras nacionalidades tém destacado a presenca de PF,
principalmente, em animais das ragas Akita, Chow Chow, Labrador, Collie, Pastor
Aleméao e Shar-pei (IHRKE et al., 1985a; SCOTT et al., 1987; MUELLER et al., 2006;
OLIVRY, 2006). Também hé& disposto na literatura dois relatos de animais, de
mesma ninhada, acometidos pela doenca; das racas Pastor de Shetland (NOXON;
MYERS, 1989) onde a doencga surgiu quando 0s animais apresentaram cerca de
seis meses de idade e Akita (LUCARTS; LARSSON; MICHALANY, 2009), animais
estes que apresentaram o quadro ja na idade adulta. Em humanos, o FS apresenta
ocorréncia de casos familiares bastante frequiente, principalmente, entre individuos

com ligacdes genéticas de consanguinidade (SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

1.3 ETIOPATOGENIA

O PF, manifesta-se na epiderme, camada mais superficial da pele, que
apresenta um importante papel tanto quanto a protecdo frente a noxas externas
(mecanicas, fisicas ou microbianas) quanto a perda, para o meio extracelular, de
agua, eletrolitos ou outras substancias. Para garantir a realizacédo das funcdes retro
referidas e para a manutencéo da arquitetura epidérmica, uma forte adeséo entre os
queratinécitos epidérmicos de “per se” e a juncdo dermoepidérmica se faz
necesséria. As principais estruturas celulares, com tal fungéo, sdo os desmossomos,
dispostos nas juncdes celulares intraepidérmicas, e 0os hemidesmossomos, estes
responsaveis pela adesdo entre a membrana basal e a jungdo dermoepidérmica
(HASHIMOTO, 2003). O termo “desmo”, de origem helénica, etimologicamente

significa ligacéo ou vinculo (GREEN; SIMPSON, 2007).
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O espaco intercelular apresenta dois grandes grupos de proteinas
transmembréanicas, as desmogleinas (Dsg) e as desmocolinas (Dsc) sendo
denominadas de caderinas desmossomicas (HASHIMOTO, 2003). A desmogleina
apresenta quatro isoformas: de Dsgl a Dsg4. As Dsgl e Dsg3 sdo expressas na
pele e em membranas mucosas. A Dsg2 expressa-se em todos os tecidos que
dispde de desmossomos, incluindo o miocardio e a Dsg4, por sua vez, apresenta um
importante papel de adeséao, principalmente dos foliculos pilosos (AMAGAI, 2009).

No que concerne a espécie canina, a desmogleina-1 € intensamente
expressa no focinho, pavilhdes auriculares e coxins, apresentando pequena
expressdo no abdome e em membrana mucosa oral. Esta expresséo se d4 em todas
as camadas da epiderme e nas camadas superficiais da mucosa oral. Ja, por sua
vez, a expressdo da Dsg3, se d4 com maior intensidade nas membranas mucosas
oral e esofagica, havendo, pequena expressao na epiderme, em suas camadas mais

baixas (AOKI et al., 2002, MIRAGLIOTTA et al., 2005).

1.3.1 Antigenos e anticorpos envolvidos

O antigeno envolvido no pénfigo folidceo em pacientes humanos é a Dsgl
(KOULU et al., 1984; STANLEY et al.,, 1986). Em 1986, foi estabelecido por
(STANLEY; KLAUS-KOVTUN; SAMPAIO, 1986) que a desmogleina-1 seria,
também, o antigeno alvo no pénfigo foliaceo endémico.

Com relagdo aos autoanticorpos patogénicos do pénfigo folihceo endémico

(PFE) estes sdo, sobretudo, da subclasse IgG-4 (ROCK et al., 1989), como



Introducéo e reviséo de literatura 27

comprovou-se em estudos realizados através da transferéncia passiva desta
imunoglobulina para camundongos BALB/c neonatos (ROSCOE et al., 1985).

Warren et al. (2000), em estudo envolvendo o pénfigo foliaceo endémico,
realizado com a populacéo da reserva indigena Terena, de Limao verde Aquidauana
(MS), evidenciaram a presenca de anticorpos da classe IgG em 55% dos individuos
ndo acometidos pela enfermidade, embora com titulo menores que os doentes, 0
que sugere uma fase pré-clinica da doenca; alguns destes individuos, anos mais
tarde, viriam a apresentar PFE, havendo, entdo, aumento nos titulos de IgG.

Em 2003, também Warren et al., identificaram que individuos higidos,
pacientes penfigosos e em remissao exibiam IgG-1 e 1gG-4 anti-Dsg-1, no entanto a
transicdo da fase pré-clinica para a doenca ativa estava intimamente ligada com a
mudanca de subclasse de IgG-1 para IgG-4. O mesmo se da quando da passagem
da fase de remissdo da doenca para a fase sintomatica.

Estabeleceu-se, entdo, que individuos normais, em fase pré-clinica ou em
remissao clinica reconhecem o ectodominio-5 (EC5) da desmogleina, enquanto que
0s pacientes com a enfermidade em sua fase ativa apresentam anticorpos
especificos para os dominios EC1 e EC2. A transferéncia passiva de autoanticorpos
anti EC5 é incapaz de induzir a formacéo de colecdes liquidas em roedores, j4 a de
fracOes de IgG, contendo anti EC1 e EC2, se mostrou patogénica aos murinos retro
referidos (LI et al., 2003). Em suma, a transicdo do estado normal (ou pré-clinico)
para aquele da ativacdo da doenca esta associada a conversédo da IgG-1, que se
liga ao segmento EC5 da desmogleina, a IgG4, que reconhece os segmentos EC1 e
EC2 da mesma molécula. Isso se daria por um fendmeno conhecido como
disseminacgéo ou expansao dos epitopos (“epitope spreading”).

Em relacdo ao pénfigo foliaceo canino (PFCan) embora, ainda, haja

controvérsias quanto ao antigeno-alvo dos anticorpos séricos, acredita-se que este
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seja a desmogleina-1. Estudos por immunobloting demonstraram que a IgG sérica
de cades com PF reconhece proteinas de 160 kDa nos extratos de queratindcitos
caninos (IWASAKI et al., 1997). Neste mesmo artigo os autores relatam que Suter et
al. (1993) demonstraram que o soro de dois animais penfigosos reconheciam
proteinas de 148 kDa. Acredita-se que esta diferenca se deva as metodologias
empregadas e que ambas as proteinas sejam homologas a desmogleina-1 humana.

A desmogleina-1 canina foi clonada em 2000, sendo ela um peptideo
composto por 1055 aminoacidos (peso molecular de 150 kDa), idéntica, em
organizacdo, as desmogleinas-1, bovina e humana, com homologia principalmente
nos dominios extracelulares EC1 e EC2 (MULLER et al., 2000).

Em 2006, Olivry et al. demonstraram que somente cinco (6%) de 83 soros de
cées penfigosos reconheceram a Dsgl como antigeno. Naquele experimento se fez
uso de células epiteliais de rim humano juntamente com um plasmideo codificando
os dominios extracelulares e transmembréanicos da Dsgl canina (OLIVRY et al.,
2006). Os autores entdo especulam que a Dsgl seria um antigeno de menor
importancia para o pénfigo foliaceo canino, sendo, portanto, o antigeno principal
ainda desconhecido. Afirmaram ainda que o0s epitopos antigénicos, no dominio
extracelular da Dsgl canina parecem ser conformacgao e glicosilacdo dependentes.

Outros autores (YABUZOE et al., 2009), em 2009, utilizando microscopia
eletrbnica, demonstraram que o local ultraestrutural de sede dos antigenos do
PFCan, esta localizado nos desmossomos. Também se evidenciou mais anticorpos
contra proteinas intracelulares do que extracelulares, localizacdo esta similar a da
desmoplaquina. Pela técnica de immunobloting, todos os trés soros de cées
penfigosos daquele estudo reagiram com uma proteina epidérmica de 250 kDa,

peso molecular este correspondente aquela molécula. Embora o papel destes



Introducéo e reviséo de literatura 29

autoanticorpos seja desconhecido, poderiam ser fator acelerador da doenca, apos a
lise da membrana celular.

Em relacdo aos autoanticorpos antiqueratindcitos patogénicos relacionados
com o PFCan, sabe-se que estes sao, a exemplo da variante humana da doencga, da
subclasse 1gG4, sendo que seus titulos, também, apresentam queda paralela a
remissao da enfermidade (HOGAN et al., 2002). Dando continuidade a tal estudo,
(OLIVRY et al., 2009) conseguiram eliciar lesdes cutaneas caracteristicas em
camundongos inoculados apds a injecdo de anticorpos séricos caninos (IgG) com

PF e PV.

1.3.2 Fatores para o surgimento do CP

Na patogenia do complexo pénfigo devem ser considerados alguns fatores
gue, interagindo, contribuem para o surgimento ou agravamento da enfermidade. Na
espécie canina, os fatores genéticos apresentam importancia, pois ha predisposi¢ao
racial evidente em funcdo dos casos familiares ja descritos (SCOTTT,; MILLER;
GRIFFIN, 2001).

A exposicdo a luz solar pode, também, ser um destes fatores. Iwasaki e
Yamakita-Yoshida em 2003, relataram que houve piora quanto ao quadro lesional
em 10 (62,5%) animais entre 16 observados, nos meses de verdo, em Toéquio
(Japao). Olivry e Tater, em artigo de 2010 (TATER; OLIVRY, 2010), afirmaram que
as regibes norte-americanas mais frias apresentam menor prevaléncia de PFCan

guando comparadas as regides mais ensolaradas.
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O pénfigo foliaceo canino, também, pode estar associado a historico de
dermatopatias de decurso cronico, tais como as alergias, principalmente aquela
secundaria a picadas de pulgas. Aventa-se se a infestacdo por pulgas e exposi¢cao
aos raios UV estéao relacionados, respectivamente com o surgimento da enfermidade
ou de novas lesdes cutaneas (TATER; OLIVRY, 2010). Na&o ha estudos
comprovando, em definitivo, esta associacdo, e face a ubiglidade da puliciose em
caes, devemos ter cautela em associa-la aos animais penfigosos.

Outras doencas também j& foram descritas em associacdo com o PF, tais
como leishmaniose (GINEL et al., 1993) e lapus eritematoso sistémico (FOSTER et
al., 2000). Nao se sabe se este fato se deveu a simples coincidéncia ou se alguma
destas enfermidades iniciou a producdo de autoanticorpos contra 0s desmossomos
ao desregular os mecanismos normais de controle (ativacdo de linfocitos B
policlonais ou disfuncdo de linfécitos T supressores). Outro mecanismo possivel
aventado seria a reacao cruzada entre os antigenos.

A administracéo prévia de certos medicamentos também pode exacerbar ou
induzir pénfigos tanto em animais (SCOTTT; MILLER; GRIFFIN, 2001) quanto na
espécie humana (SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Os farmacos mais comumente
relacionados a isto, na espécie humana, seriam 0os compostos contendo grupos tiois.
Estes compostos albergam um grupo tiol (-SH) em sua molécula ou, entéo, ligacdes
dissulfeto que liberam grupo SH, como sais de ouro, a penicilamina e o captopril.
Alguns outros medicamentos, contendo enxofre em sua molécula, podem sofrer
transformacdo metabdlica formando, entdo, grupos tidis ativos, como as penicilinas,
cefalosporinas e piroxicam. Outros medicamentos ditos nao-tidis, como o enalapril,
também podem induzir a enfermidade (BRENNER; BIALY-GOLAN; RUOCCO,
1998). A acantolise, entdo, segundo Sampaio e Rivitti (2008), se da por mecanismos

imunes (producéo de anticorpos contra as desmogleinas) ou bioquimicos (ativagéo
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de enzimas proteoliticas ou, ainda, interacdo dos grupos sulfidril dos medicamentos
com aquelas das desmogleinas).

Em cées, ha relatos de casos relacionados a utilizacdo de diversos outros
medicamentos, tais como sulfonamidas, cefalexina, ampicilina e oxacilina (WHITE et
al., 2002). Muitos animais, com diagndstico estabelecido de pénfigo foliaceo, tém
histérico de exposicao a polifarmacia, o que torna dificil a associa¢do do quadro com
algum farmaco, especificamente. Nestes casos, deve-se, se possivel, suspender
todas estas medicacdes (HORVATH; NEUBER; LITSCHAUER, 2007). A exposi¢éo
provocativa a estes medicamentos para fins diagnosticos nao € recomendada, pois
acarretaria grande piora quanto ao quadro lesional, sendo ainda, discutivel do ponto
de vista ético.

Alguns nutrientes, por apresentar composi¢cdo quimica similar aquela dos
farmacos que induzem o CP, também sdo associados com alguns casos de pénfigo
foliaceo em humanos. Pode-se citar a titulo de exemplo o tiol contido em alimentos
como o alho e a cebola, e o tanino, contido em alimentos como a mandioca ou
infusBes como o ch& ou café (TUR; BRENNER, 1998). Nao se tem conhecimento de
que a dieta seja um fator desencadeante do quadro em cées penfigosos.

Outros fatores precipitantes podem estar envolvidos na génese do pénfigo
foliaceo endémico, na espécie humana. As picadas pelo Simulium nigrimanum *,
sao tidas como o principal fator precipitante do “fogo selvagem”. Acredita-se que tal
espécie de mosquitos, quando do repasto sanguineo, injete uma substancia
antigénica que, nos individuos geneticamente predispostos, inicie a producdo de

anticorpos e que estes, por sua vez, eliciem reacdo cruzada com antigenos

1 ordem: Diptera

Familia: Simulidae



Introducéo e reviséo de literatura 32

epidérmicos, iniciando assim a doenca (HANS-FILHO et al.,, 1999; AOKI et al.,

2004).

1.4 QUADRO LESIONAL

As lesbes cutaneas elementares apresentadas em decorréncia do PF séo
extensivamente descritas, tanto por autores internacionais quanto brasileiros.
Segundo tais autores (IHRKE et al., 1985a; SCOTT, et al., 1987; BALDA et al., 2002;
MUELLER et al., 2006; BALDA et al.,, 2008; CARLOTTI; GERMAIN; LAFFORT-
DASSOT, 2009), os animais acometidos pelo PF apresentam, inicialmente,
colecdes liquidas (pustulas ou vesicopustulas) que, devido a delgadeza epidérmica e
consequente fragilidade das lesdes, sdo efémeras, rapidamente evoluindo para
perdas e reparacdes teciduais, tais como erosfes, escamas, colarinhos epidérmicos,
crostas hemomelicéricas e tambem a alopecia. Com menor freqiiéncia o eritema, a
hiperqueratose, a hiperpigmentacdo e a despigmentacdo acompanham esta
enfermidade. Estas puUstulas tendem a ser grandes, irregulares, e coalescentes,
englobando varios foliculos pilosos, fato este que auxilia na diferenciacdo entre o
pénfigo folidceo e a foliculite bacteriana, causa contumaz das lesfGes pustulares na
espécie canina (KUHL; SHOFER; GOLDSCHMIDT, 1994).

Vale ressaltar que, muitas vezes, estas lesdes apresentam carater ciclico, ou
seja periodos de doenca ativa seguidos por aqueles de relativa quiescéncia o que,
aos olhos do proprietario, pode dar a impressao de melhora com outras medicactes

gue ndo as mais indicadas para o controle da enfermidade (IHRKE et al., 1985a).
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Topograficamente, as lesfes cutaneas iniciam seu curso na face,
principalmente, em plano nasal, regido periocular e face interna de pavilhbes
auriculares possuindo um padrdo bilateral e, muitas vezes, simétrico (IHRKE et al.,
1985a; SCOTT et al.,, 1987; BALDA et al., 2002; MUELLER et al., 2006). Dois
levantamentos retrospectivos, no entanto, contradizem estes achados, indicando
gue o local inicial de acometimento seriam as regides dorsal, ventral ou axilar ou,
ainda, a extremidade dos membros (BALDA et al., 2008; CARLOTTI; GERMAIN;
LAFFORT-DASSOT, 2009).

Alguns autores (GROSS et al., 2005) creditam a estrita localizacéo das lesdes
cutaneas as ragas acometidas. Assim, as ragcas Chow Chow e Akita apresentariam
predominantemente lesdes faciais; ja as racas Cocker Spaniel e Chihuahua
manifestariam pustulas distribuidas por toda regido toracica e ndo necessariamente
haveriam lesbes em face ou membros.

Outro fato sobre o qual estes tratadistas manifestam-se consensualmente
estdo seria a regionalizagdo ou generalizacdo destas lesdes cutaneas. O que
ocorreria em periodo de trés a 12 meses, segundo (IHRKE et al., 1985a) ou de um
a seis meses, segundo Balda et al. (2008). Nestes animais, com a generalizacdo das
lesBes, estas se disporiam por sobre base as eritrodérmica, ou seja, apresentando
eritema generalizado e esfoliagdo de carater cronico (GROSS et al., 2005).

Os coxins palmo-plantares sdo acometidos pela enfermidade em, pelo
menos, um terco da casuistica (CARLOTTI; GERMAIN; LAFFORT-DASSOT, 2009).
Normalmente isso se d4 em casos mais generalizados. Todavia a restricdo das
lesGes cutaneas apenas nos coxins, também, ja foi relatada (IHRKE et al., 1985b).
Estes locais se tornam edemaciados, eritematosos e hiperqueratéticos, configurando
quadro conhecido como hipertrofia vilosa. Raramente, ha presenca de pustulas, pois

as mesmas se rompem a deambulacdo do animal; mas, quando presentes, torna
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evidente uma despigmentacdo localizada na superficie dos coxins (GROSS et al.,
2005). Clinicamente, estes animais podem apresentar claudicacdo e dor a palpagéo
(IHRKE et al., 1985b).

O acometimento das membranas mucosas e jun¢cdes mucocutaneas é fato
raro na espécie canina (TATER; OLIVRY, 2010). Em estudo retrospectivo, com 91
caes penfigosos, nove (9,8%) apresentavam lesbes na mucosa labial e dois em
membranas mucosas outras, que ndo na cavidade oral (MUELLER et al., 2006).
Outros autores, no entanto, ndo observaram lesdes em membranas mucosas em
nenhum dos 73 casos arrolados em dois levantamentos retrospectivos, realizados
com casuistica do Servico de Dermatologia do HOVET/USP (BALDA et al., 2002;
BALDA et al., 2008).

Ressalte-se, que os locais de maior acometimento, tais como, face, pavilhdes
auriculares, plano nasal e coxins palmo-plantares apresentam elevada expresséo de
Dsgl e reduzida expressdo de Dsg3, segundo Aoki et al. (2002). Naqueles locais
onde também encontramos Dsgl, como em membranas mucosas, havendo porém
alta coexpressado de Dsg3 ndo ha acantélise, pois a Dsg3 acaba por compensar a
perda de Dsgl (AMAGAI, 2009).

O prurido se faz presente de forma moderada a intensa, segundo Balda et al.
(2002, 2008), em aproximadamente 60% dos animais. Outros autores (CARLOTTI;
GERMAIN; LAFFORT-DASSOT, 2009) referem prurido moderado a intenso em 75%
dos casos, sendo este o principal motivo da consulta clinica em 36%, segundo 0s
dermatdlogos franceses.

Os norteamericanos Scott et al. (1987) consideraram que sintomas
sistémicos, tais como pirexia, letargia, dor, anorexia e linfoadenomegalia, também,

sao passiveis de ocorrer nos pacientes penfigosos, principalmente naqueles em que
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h& erosdo e generalizacdo das lesdes cutaneas. Os dermatologistas californianos
Ihrke et al. (1985b), também, observaram fotofobia em trés animais penfigosos.

O sinal de Nikolsky, formacdo de bolhas apds delicada pressao digital,
observada na espécie humana, pode ser induzido na canina também (MARSELLA,

2000D).

1.4.1 Estabelecimento do escore lesional

Em medicina veterinaria, na bibliografia compulsada detecta-se a existéncia
de duas escalas para avaliagéo do escore lesional em cées penfigosos.

A primeira delas, denomina-se PEFESI (pemphigus foliaceus extent and
severity index) ou indice de extensao e gravidade do pénfigo foliaceo. Este indice foi
estabelecido por Olivry, Rivierre e Murphy em 2003.

O PEFESI consiste na avaliagdo da gravidade de trés les@es tipicas de PF
(pustulas, crostas e erosdes) com trés graduacdes para tais lesdes (0O=auséncia de
lesdes; 1=lesdes em quantidade discreta; 2=lesbes em moderada quantidade e
3=lesbes em grande quantidade) em cinquienta regides distintas, abrangendo toda
superficie corpérea do animal. Obtém-se o resultado final efetuando-se a somatoria
destas graduacdes. Estando o indice igual ou inferior a 5 e em nao havendo
presenca de pustulas o animal € considerado “como em remissdo”; estando entre 6
e 20 a doenca possui “atividade discreta”; de 21 a 50 apresenta “moderada
atividade” e acima de 51 “elevada atividade” (OLIVRY; RIVIERRE; MURPHY, 2003;

OLIVRY et al., 2009).
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A segunda escala para mensuracdo da extensdo lesional do PF segundo
escore lesional, foi criada em 1997 por Ishii et al. para utilizacdo em pacientes
humanos e adaptada em 2005 por Nishifuji, Yoshida-Yamakita e Iwasaki para a
espécie canina. Por ela o quadro clinico dos animais pressupostamente acometidos
seria graduado em escala crescente de “zero’a “trés”, de acordo com 0s seguintes
critérios: “zero”_auséncia de lesdes cutaneas; “um”_10% ou menos da superficie
corporea (SC) acometida; “dois”_até 30% do corpo com lesdes cutaneas; “trés”
quando do acometimento em mais de 30% da SC. (ISHII et al., 1997; NISHIFUJI,

YOSHIDA-YAMAKITA; IWASAKI, 2005).

1.5 DIAGNOSTICO

Clinicamente, os principais diagndsticos diferenciais a estabelecer, frente a
suspeicdo diagnostica aventada de pénfigo folidceo canino, séo, logicamente, as
demais enfermidades cutaneas pustulares, principalmente a foliculite bacteriana e a
dermatofitose pustular superficial (causada pelo género Trichophyton sp.). Outras
doencas, também, devem ser aventadas, tanto aquelas de cunho parasitario
(demodicidose), infeccioso (leishmaniose e dermatofilose), imunolégico (lUpus
eritematoso e farmacodermias), as idiopatias (dermatomiosite) ou até distarbios de
queratinizagcdo (como a adenite sebacea) ou neoplasias, tal como o linfoma
epiteliotropico (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; GROSS et al., 2005).

O diagndstico definitivo se baseia na resenha, no histérico do animal, no

exame fisico minucioso, naqueles citologico e/ou histopatolégico das lesdes
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cutaneas, além dos exames de imunopatologia, tais como as imunofluorescéncias

direta e indireta.

1.5.1 Exame citolégico

O exame citolégico do conteudo de pustulas integras € o primeiro exame
complementar a ser realizado na suspeita de PF devido a sua simples e féacil
execucao. Este exame pode ser altamente sugestivo de pénfigo foliaceo quando do
encontro de queratindcitos acantoliticos (Células de Tzanck), isolados ou em grumos
(OLIVRY, 2006). As Células de Tzanck nada mais sdo que células epiteliais, das
camadas granulosa ou espinhosa, que, devido a lise das pontes intercelulares,
perderam sua coesao (MARSELLA, 2000a).

Estas células estdo acompanhadas de neutroéfilos integros e raros eosinofilos.
Ocasionalmente, estes neutrofilos podem estar em contato com os queratinécitos
acantoliticos, circundando estas células, propiciando o aspecto de “roda de
engrenagem” (MARSELLA, 2000a).

Alguns autores, relataram a presenca de células acantoliticas nos exames
citolégicos de 73% (CARLOTTI; GERMAIN; LAFFORT-DASSOT, 2009) a 77%
(MUELLER et al., 2006) dos animais penfigosos examinados.

O exame citolégico apresenta, destarte, segundo diversos pesquisadores,
varias limitacbes. As lesdes pustulares, conforme descrito anteriormente, s&o
fugazes, muitas vezes nao estando presentes no momento da coleta de material. A
presenca de queratindcitos acantoliticos, ndo é um achado patognomonico do

pénfigo foliaceo (MUELLER et al., 2006). Estas células, embora em menor namero,
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também podem estar presentes na foliculite bacteriana, na dermatofitose pustular e
em algumas farmacodermias (OLIVRY, 2006). Sdo necessdarias entdo outras

técnicas diagnosticas para a confirmacéo da doenca em céaes.

1.5.2 Exame histopatolégico

O exame histopatologico das lesfes cutaneas €, ainda, o método de eleicdo
(“gold standard”) para a confirmagéo do diagndstico desta enfermidade (GROSS et
al., 2005). Devido a fragilidade das colecdes liquidas, caracteristicas da doenca,
deve-se dar preferéncia, a bidpsia, para as lesdes mais recentes (pustulas ou
vesicopustulas). Caso ndo existam lesdes integras no momento do procedimento,
havendo tdo somente erosdes encimadas por crostas, deve-se solicitar ao
histopatologista que inclua tais crostas na preparacdo das laminas (GROSS et al.,
2005). Outra opcao aquela seria postergar este procedimento em cinco a sete dias
para que surjam novas lesdes, propiciando assim a correta biopsia (TATER;
OLIVRY, 2010). Ndo se recomenda a preparacdo dos locais de bidpsia, face a
fragilidade destas lesbes tegumentares (IHRKE et al., 1985a). Ressalte-se que este
procedimento, deva ser realizado previamente a utilizacdo de qualquer terapia anti-
inflamatoria ou imunossupressora (topica ou sistémica). Caso a mesma ja esteja em
curso deve-se interrompé-la pelo menos por sete dias, antes do procedimento
(TATER; OLIVRY, 2010).

Histopatologicamente, as lesdes iniciais sao vesiculares, contendo
queratindcitos acantoliticos e escassos neutrofilos. As vesiculas evoluem,

rapidamente, para pustulas subcorneas ou intragranulares, e 0s queratinécitos
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acantoliticos permanecem isolados ou acabam por formar verdadeiros grumos.
Nestas lesbes, hd predominio de neutrdfilos, embora eosinofilos também possam
ser visualizados. Este infiltrado eosinofilico pode ter relagdo com uma dermatite
alérgica prévia, segundo Vaughan et al. (2010). Como as pustulas se rompem
facilmente muitas vezes o diagndstico advém da presenca de queratindécitos livres e
degenerados aderidos as crostas (IHRKE et al., 1985a).

Os foliculos pilosos séo, frequentemente, acometidos (SCOTT et al., 1987);
sendo que estas lesdes podem atingir multiplos foliculos alcancando até o
infundibulo folicular (GROSS et al., 2005).

O PF de acometimento facial em cées, evidenciado em ragas como a Akita e
o Chow Chow, apresenta lesGes em plano e ponte nasais com inflamacéao liquendide
na derme e dermatite de interface minima ou ausente. Esta inflamacé&o liquendide
seria mais um reflexo de sua localizacdo anatémica do que um achado especifico do
pénfigo, j& que outras dermatoses, como lUpus eritematoso discéide e piodermite
mucocutanea, também, apresentam esta alteracao (WIEMELT et al., 2004).

Alguns autores afirmaram que quando h& presenca de dermatite de interface,
ou seja, lesdes justa basais, juntamente com lesdes pustulares em camadas mais
altas da epiderme, provavelmente estariamos diante de animais com pénfigo
eritematoso, uma variante mais rara do complexo pénfigo (GROSS et al., 2005). Ja,
Olivry (2006) afirma que esta é uma variante pouco caracterizada, cujos achados
clinicos, histoldgicos, imunolégicos ou mesmo prognodsticos sdo insuficientes para
nao caracterizar estes animais como apresentando pénfigo foliaceo localizado
somente na face.

A analise histopatolégica dos coxins dos animais penfigosos revela um
aumento na espessura da camada cornea albergando pustulas, encimadas por

crostas. Os acantécitos sao facilmente visibilizados, pois esta espessa camada de
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queratina atua como uma camada protetora, mantendo as lesdes intactas por um
tempo maior relativamente as outras regides (IHRKE et al., 1985b).

Em 1994, Kuhl, Shofer e Goldschmidt compilaram as principais diferencas
histopatolégicas entre a foliculite bacteriana e o pénfigo foliaceo. A foliculite
bacteriana, principal diagnostico diferencial do pénfigo foliaceo, também apresenta
gueratinécitos acantoliticos, embora em menor magnitude, ndo chegando a formar
grumos. Os neutrofilos, que no PF se encontram integros no interior das pustulas,
apresentam-se degenerados. Ha grande nimero de cocos no interior das pustulas,
oriundas da foliculite bacteriana, enquanto que naquelas decorrentes do PF, tais
colecdes liquidas, sdo consideradas estéreis. O acometimento de varios foliculos
pilosos, assim como a presenca de recornificacdo, isto €, a formacdo de uma nova
camada cornea na base das pustulas neutrofilicas também auxiliam no diagnéstico,
sendo alteragcdes bem mais sugestivas da presenca de pénfigo foliaceo do que de
foliculite bacteriana.

Ja, quanto da dermatofitose pustular, outro dos diagnosticos diferenciais
importantes, embora muito pouco frequente, deve-se recorrer a coloragbes
especificas como o PAS (acido periédico-Schiff) ou as coloragdes pela prata
(GMS; Gomori metenamina-prata - “Gomori methenamine-silver”) para se

realizar a necessaria diferenciacdo entre elas (PETERS et al., 2007).
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1.5.3 Técnicas de imunopatologia

As técnicas de imunopatologia séo utilizadas, principalmente, para fins de
investigacdo académica, ndo sendo utilizadas, rotineiramente, pelos clinicos

veterinarios.

1.5.3.1 Imunofluorescéncia direta e imunoperoxidase

As reacdes de imunofluorescéncia direta (IFD) e de imunoperoxidase sao
utilizadas para deteccdo de autoanticorpos antiqueratinocitarios detectados in vivo,
na pele de animais penfigosos (ACKERMAN, 1985). Sabe-se que estes
autoanticorpos séo, sobretudo da classe IgG sendo que as imunoglobulinas A, M, e
o Complemento sdo encontrados em uma frequéncia bem menor (SCOTT et al.,
1982). Em 1995, Day e Mazza, identificaram a presenca de 1gG2 e/ou IgG4 na pele
de alguns animais penfigosos.

Scott et al., ja em 1987, relataram positividade quanto a presenca de IgG, em
20 cées de um total de 26 animais submetidos a IFD, perfazendo 77% de
positividade. Também no artigo publicado ha 23 anos, foi relatado presenca de
depdsitos maculares, focais, de imunocomplexos em caes com enfermidades outras,
a exemplo dos linfomas cutaneos e das foliculites bacterianas, devido a lesao
tecidual.

As biopsias destinadas a IFD devem ser colhidas de pele integra,

circunjacentes as lesdes surgidas recentemente. Este material pode ser preservado,
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em um meio de transporte (Meio de Michel), até a realizacdo da IFD por até sete
dias (CACIOLO; HURVITZ; NESBITT, 1984), embora alguns autores afirmem que o
material possa permanecer viavel por anos, sem perder a fluorescéncia (IHRKE et
al., 1985c).

A técnica da imunoperoxidase, possui como principal vantagem, a de se
utilizar fragmentos cutaneos, fixados em formol e emblocados em parafina,
permitindo assim a realizacdo de estudos retrospectivos (ACKERMAN, 1985). Em
sete animais com prévio diagnostico de pénfigo folidceo houve positividade em seis
(85,7%) deles, porém, evidenciou-se depésito de IgG também em outras
dermatoses, tais como: piodermite superficial, sarnas démodécica e sarcéptica além
de dermatofitose (MOORE et al., 1987). Em 1990, Bradley e Mays salientaram que
h& grande perda de antigenicidade ao se utilizar de material fixado em formol para a
realizacdo da imunoperoxidase, especialmente quando este material permanece

formalizado por mais de 24 horas.

1.5.3.2 Imunofluorescéncia indireta

Em medicina veterinaria, os estudos sobre a resposta soroldgica contra 0s
queratindcitos sdo escassos. Até a década de oitenta se acreditava que caes
penfigosos raramente apresentavam anticorpos séricos se acometidos pela doenca
autoimune. Quando este fato ocorria, os titulos eram de baixa magnitude. SCOTT et
al. (1982, 1983, 1987) contestaram a realizagdo da técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI) visando o diagnostico de PFCan devido aos escassos e pobres

resultados obtidos, retratados por apenas um (38,4%) animal positivo (titulo 16)
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dentre os 26 submetidos a técnica, aventando, inclusive, sobre a possibilidade de
ocorréncia de falso-positivos. N&o se mencionou, no entanto, quais foram o0s
substratos utilizados para a realizacéo da IFI naqueles artigos publicados nos EUA.

Outros estudos indicaram, entretanto, que a técnica da IFl seria exequivel,
sendo a escolha do substrato de fundamental importancia para o sucesso de sua
realizacdo (IHRKE et al., 1985a; IWASAKI et al., 1996; HOGAN et al., 2002).

Em 1985a, Ihrke et al. encontraram positividade a reacdo de IFI em seis
(66,5%) de nove soros, de animais penfigosos, utilizando-se de epitélio labial canino
como substrato. Os titulos obtidos foram de baixa magnitude, ou seja, inferior a 40
em cinco (83,3%) animais.

Em 1996, com o fito de escolha do substrato mais adequado para a execucgao
da IFI utilizou-se de soros de 14 animais penfigosos (IWASAKI et al., 1996), de seis
animais com outras dermatoses e dez animais higidos. Foram escolhidos os
seguintes substratos: esodfago, lingua e plano nasal de bovinos, es6fago de macaco
e plano nasal canino. Evidenciou-se, como o melhor substrato, o eséfago bovino,
com 64% de fluorescéncia intercelular. N&o houve positividade em nenhuma reagao
tanto em soro de animais saudaveis quanto naqueles que apresentavam outra
dermatose, quando da utilizacdo de esdfago bovino. Os titulos obtidos foram de
baixa magnitude, da ordem de 10 ou 20. Ja, quanto ao plano nasal canino, houve
fluorescéncia intercelular em 100% dos animais normais e, portanto, sua utilizagéo
como substrato foi descartada, em face a Obvia falsa-positividade.

Ao se utilizar de coxim canino, como substrato, em soros de um total de 87
animais com PF obteve-se evidente fluorescéncia em 73, perfazendo 84% de
positividade. Os titulos variaram de 50 até 12800. Utilizando-se de tal substrato,
aproximadamente, metade dos soros caninos testados apresentaram fluorescéncia

tanto na camada espinhosa quanto na granulosa, embora outros padrfes de
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fluorescéncia também tenham sido identificados (LENNON; DUNSTON; OLIVRY,
2006).

Em 2005, também se publicou um relato de caso no qual os titulos obtidos de
IgG pela IFI diminuiram paralelamente & atividade da doencga, sugeriu-se entdo que
a titulacdo sequencial de anticorpos séricos apresentasse utilidade ndo somente
para o diagnostico, mas também para o monitoramento da atividade da doenca
(NISHIFUJI; YOSHIDA-YAMAKITA; IWASAKI, 2005).

Em 2002, Hogan et al. utilizando-se de pele de camundongos recém-
nascidos, como substrato para IFl, detectaram a presenca de autoanticorpos
circulantes da classe IgG, em 36 de 44 animais com diagndstico pré-estabelecido de
PF, perfazendo 82% de positividade, sendo a fluorescéncia evidenciada nas
camadas basal e/ou superficiais da epiderme. Tais autoanticorpos pertenciam
predominantemente, as subclasses 1gG4 (35/44; 80%) e IgG1l (30/44; 68%).
Também, foram encontrados autoanticorpos em 16 (80%) animais sem diagndstico
de PF, de um total de 20 testados, havendo predominio da subclasse 1gG1 (16/20)
e, raramente, de 1gG4 (2/20). Os niveis de anticorpos séricos IgG, IgGl e IgG4
foram acompanhados em seis cées, ao longo do tratamento, havendo diminuicédo
dos titulos com o remitir da doenga em quatro (66,5%) animais em relacdo a IgG e
IgG4 e, ainda em um (16,7%) animal frente a IgG1l. Estas observacdes sugerem,
conforme o referido anteriormente, que a patogenia do PF canino se assemelha
aquela do PF endémico, ja que a presenca da subclasse 1gG4 esta intimamente
relacionada ao surgimento das lesbes cutaneas, enquanto que a subclasse IgG1
esta presente, também, em animais higidos, embora com menores titulos) houve,
por fim, a diminui¢do dos titulos de IgG e IgG4 com a remisséo da enfermidade.

Olivry et al. em 2009, dando continuidade aos estudos de patogenicidade dos

anticorpos antiqueratinocitarios circulantes em cdes com PF, utilizando-se do
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mesmo grupo de animais e do substrato (pele murina) do artigo retro citado
encontraram trés padrdoes de fluorescéncia: superficial (fluorescéncia na camada
granulosa, intercelularmente), nos queratinécitos da camada basal (padréao
intracitoplasmético) e uma combinacdo dos dois primeiros. Tais padrbes foram
evidenciados, tanto no soro de animais normais quanto naqueles com PF. Especula-
se que os antigenos citoplasmaticos, principalmente, aqueles de células da camada
basal, ndo sejam relevantes na patogenia da enfermidade e que as proteinas alvo
sejam da familia das plaquinas. Os autores afirmam, neste mesmo estudo, que a
utiizacdo de substrato provindo de outra espécie diminuiria a fluorescéncia

“background” inespecifica, facilitando, entdo, a leitura da reacgéo.

1.5.4 Outros exames subsidiarios (hematologia e bioquimica sérica)

As alteragBes hematoldgicas, associadas ao pénfigo folidceo canino sdo bem
inespecificas, ocorrendo principalmente, naqueles animais mais gravemente
acometidos (IHRKE et al.,, 1985a). Tais cdes podem apresentar moderada
leucocitose neutrofilica e de discreta a moderada anemia, normocitica,
normocromica e arregenerativa, caracteristica de enfermidades de decurso cronico.
Scott et al. (1987), também, relataram a eventual presenca de hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia (a2, B e 7y-globulinas) em alguns dos animais com quadro

generalizado de pénfigo.
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1.5.5 Diagnostico em pacientes humanos

O diagnéstico do pénfigo folidceo em pacientes humanos, tanto da variante
classica quanto da endémica, é realizado de igual modo. Apés aventada a suspeita
clinica h4 que se confirmar, laboratorialmente, através de exames citologico,
histopatoldgico e com o concurso de provas imunoldgicas, que detectem a presenca
de anticorpos antiepiteliais, tanto na pele quanto no soro dos pacientes (SAMPAIO;
RIVITTI, 2008).

O exame histopatologico revela clivagem intraepidérmica alta, com acantdlise
subcornea ou intragranulosa. Ressalte-se que as camadas mais profundas da
epiderme permanecem intactas. Células inflamatdrias, quando evidenciadas, se
fazem presentes em pequeno numero (CHAN, 2009).

A imunofluorescéncia direta demonstra a presenca de depositos de I1gG e C3,
por toda epiderme, em 100% dos casos em plena atividade clinica. Ja, a
imunofluorescéncia indireta é positiva entre 90 e 100% dos casos, geralmente com
titulos bem elevados, havendo correlacdo entre tais titulos e a atividade da
enfermidade (SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Nao se pode diferenciar a variedade de
pénfigo, vulgar ou folidceo, através dos exames de imunofluorescéncia, pois 0s
achados sao similares tanto para as variantes superficiais quanto mais profundas da
doenca (STANLEY, 2007).

Experimentalmente, também, se utilizam das técnicas de ELISA e
“Immunobloting” para demonstracdo de anticorpos antidesmogleina 1 (SAMPAIO;

RIVITTI, 2008; CHAN, 2009).
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1.6 TERAPIA

O fito principal da terapia em se tratando de animais com pénfigo folidceo € o
da minimizacdo das lesGes tegumentares . A terapia ortodoxa, de eleicdo, para o
pénfigo foliaceo canino € a da utilizagdo de glicocorticéides sistémicos, em doses
imunossupressoras. Quando os animais ndo apresentam os resultados ansiados,
em termos de remissdo ou quando da ocorréncia de efeitos colaterais, devem ser
eles, entdo, submetidos a terapia heterodoxa, com a associacdo, sobretudo, de
azatioprina, no entanto outras medicacfes, também, podem ser utilizadas
(ACKERMAN, 1985; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; BALDA et al., 2008).

Os glicocorticéides tépicos podem ser utilizados nos casos mais localizados,
com acometimento facial, ou naqueles casos refratarios, em combinacdo com a
medicacdo empregada por via sistémica. Inicialmente, preconiza-se o0 uso de
medicamentos potentes, como a triancinolona ou a betametasona, por sete a quinze
dias e, posteriormente, face a potencial atrofia cutdnea induzida, substitui-se tais
medicacbes por esterdides menos potentes, tais como hidrocortisona
(ROSENKRANTZ, 2004).

O modo mais usual de se intervir nesta enfermidade é através do uso de
glicocorticéides sistémicos, principalmente devido aos seus patentes efeitos na
imunidade humoral e celular, na defesa fagocitaria, na inibicdo de mediadores
inflamatorios e na supressao dos niveis de autoanticorpos. O farmaco, desta classe,
mais comumente empregado € a prednisona / prednisolona (1 — 2 mg/kg S.1.D. Per
0s). No entanto, alguns autores acabam por utilizar da metilprednisolona (1 — 2
mg/kg S.1.D. Per os), devido a seus efeitos mineralocorticéides reduzidos, o que

resulta em poliuria e polidipsia de menor intensidade (ROSENKRANTZ, 2004).
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Nos casos mais refratarios pode-se utilizar de glicocorticéides mais potentes,
como a triancinolona (0,2 — 0,6 mg/kg S.I.D. Per os) ou a dexametasona (0,2 — 0,4
mg/kg S.I.D. Per 0s). Como estes farmacos séo de seis a dez vezes mais potentes
que a prednisolona prefere-se, em detrimento destas duas medicacoes
(triancinolona ou dexametasona), utilizar-se de outras classes de agentes
imunomoduladores, em face aos graves efeitos deletérios. Rosenkrantz (2004)
propde que, Nnos casos mais graves e generalizados, se utilize de glicocorticéides,
pela via intravenosa, nas dosagens de 1 mg/kg IV E.D.U. para dexametasona e 10
mg/kg IV E.D.U. para succinato sédico de prednisolona, nos dois primeiros dias,
para a obtencdo de uma resposta mais rapida, mesmo que haja efeitos adversos
mais deletérios.

Os efeitos colaterais do uso prolongado dos glicocorticoides em cédes sdo de
notorio conhecimento. Os efeitos iniciais observados incluem: polidipsia, polidria e
polifagia. Ap6s prolongado tempo de utilizacdo, uma miriade de outros efeitos
podem ocorrer como ulceracdo gastrica; hepatopatia; desencadeamento ou
descompenscao de diabetes mellitus até entdo controlado; hiperadrenocorticismo
secundario; nefropatias; hipertenséo arterial; calcinose cutanea, atrofia cutanea além
de infec¢Bes secundarias, como tegumentares ou urinarias (MARSELLA, 2000a;
SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; TATER; OLIVRY, 2010).

Havendo necessidade de se associar outros tipos de medicagao
imunossupressora, em substituicdo ou associacao a corticoideterapia, deve-se optar,
eletivamente, pela azatioprina na dosagem de 1,5 — 2,5 mg/kg S.I.D. Per os
(ACKERMAN, 1985; MARSELLA, 2000a; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001;
ROSENKRANTZ, 2004; OLIVRY, 2008; TATER; OLIVRY, 2010). Este é um
antimetabdlito, que interfere na sintese de acidos nucléicos, dispondo de grande

efeito citotoxico, para células em proliferagdo, como os linfécitos T, sendo mais
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eficaz em suprimir a resposta imune celular relativamente a humoral
(ROSENKRANTZ, 2004). A medicacdo, em tela, possui periodo de laténcia,
necessitando de quatro a oito semanas de uso continuo para que se avalie de forma
mais precisa a esperada reposta clinica. Portanto, ndo se deve reduzir a dose ou a
freqUéncia dos glicocorticoides, imediatamente apos o inicio do tratamento com este
antimetabdlito (OLIVRY, 2008; TATER; OLIVRY, 2010). Segundo diversos autores
os efeitos adversos incluem mielossupressdao (anemia, trombocitopenia e
leucopenia), pancreatite, hepatotoxicidade, além de emese ou diarréia. Recomenda-
se realizacdo de hemograma, contagem de plagquetas e bioquimica sérica,
inicialmente, a cada 15 dias para monitoracdo de possiveis efeitos deletérios
(ROSENKRANTZ, 2004; ROSENCRANTZ, 2008).

Diversos levantamentos retrospectivos avaliam a eficacia destas classes de
medicacdo para controle desta enfermidade. Tém-se assim um panorama da
resposta do pénfigo folidceo a estes farmacos nas diferentes latitudes.

Ihrke et al. (1985a) preconizaram a utilizacdo de doses imunossupressoras de
prednisona ou prednisolona (4,5 — 6,5 mg/kg, diariamente, per 0s). Segundo 0s
autores californianos, em ndo havendo substancial melhora em periodo de 10 dias,
ou quando ndo se consegue atingir dosagem menor que 1,0 mg/kg, em dias
alternados, em até quatro semanas deve-se acrescer outras medicagdes, para um
adequado controle da enfermidade. Os autores conseguiram, somente com o0 uso de
glicocorticéides, um controle satisfatério e o desencadeamento de efeitos colaterais
aceitaveis em nove de 23 cées tratados, perfazendo, portanto, 39%. Ja, Miller, Scott
e Griffin, em seu classico tratado (2001) relataram 50% de ineficacia nos animais
com pénfigo folidceo, quando medicados somente com glicocorticéides.

O protocolo de terapia utilizado pelo Servico de Dermatologia, do HOVET da

FMVZ/USP, é similar ao classicamente empregado em outros hospitais veterinarios-
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escola. Inicia-se com prednisona per os na dose de 1 — 2 mg/kg/diariamente por trés
a quatro semanas. Havendo, entdo, melhora das lesdes, faz-se a redugao gradual
da medicacdo, da ordem de 20 a 25% da dose, a cada trés ou quatro semanas,
visando a menor dose e 0 maior intervalo posolégico possivel. Quando ndo se
consegue os resultados pretendidos ou quando a dosagem de manutencdo da
medicagcdo, ainda, € considerada alta preconiza-se, entdo, uso da terapia
heterodoxa, associando-se a azatioprina, na dose de 1,5-2,5 mg/kg/S.l.D., a
prednisona. Compilando-se dados, de 30 pacientes atendidos entre novembro de
1989 a julho de 2000, junto ao HOVET/USP Balda et al. (2002) descreveram
ineficAcia dos glicocorticoides em apenas 16,6% dos animais. Em 2008, dando
sequéncia a este primeiro levantamento retrospectivo, coligiu-se, em nova seérie
histérica, dados de 43 caes penfigosos, atendidos entre 2000 e 2005 (BALDA et al.,
2008). Destes, verificou-se que 40% nao responderam a terapia ortodoxa e apenas
um animal (2,3%) ndo respondeu, também, a terapia heterodoxa. Acredita-se que
este maior numero de animais, refratarios a terapia com prednisona, se deva ao
maior tempo de acompanhamento clinico ou ao maior nimero de casos atendidos.
Em 2006, Mueller et al. realizaram um estudo retrospectivo avaliando a
terapia utilizada em 88 caes penfigosos. Utilizou-se, na grande maioria dos
pacientes, da prednisona / prednisolona (1,5 a 5 mg/kg S.I.D. Per o0s) isoladamente
ou prednisona / prednisolona (1 - 4,5 mg/kg S.I.D. per 0s) em associagdo com
azatioprina (1,5 a 2,5 mg/kg, S.I.D. per o0s). Destes, 46 (52%) apresentaram
remissao com o tratamento instituido, 31 (35%) apresentaram melhora mas ainda
permaneceram com lesdo em pontos focais e 11 (13%) animais foram eutanasiados.
Destes onze, quatro (36,4%) tiveram éxito letal por serem refratarios ao tratamento,
dois (18,2%) pelos efeitos adversos decorrentes da medicacao e, finalmente, cinco

(45,4%) por doencas nao relacionadas.
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Face a casos refratarios, presentes em diferentes percentis, evento
aparentemente comum, em se tratando desta enfermidade, tém-se utilizado uma
gama de medicacdes imunomoduladoras. Muitos destes farmacos apresentam
efichcia menor ou, ainda, ndo completamente estabelecida em relagcdo as ja
referidas.

O clorambucil (0,1 — 0,2 mg/kg S.I.D. ou E.D.A.), agente alquilante, pode ser
utilizado quando o animal nédo tolera a administracdo de azatioprina. Seus efeitos
indesejaveis, quando presentes, sao: disorexia, émese ou diarréia. Também, é
recomendada a realizacdo de exames complementares (hemograma e bioquimica
sérica) a cada duas ou trés semanas durante o inicio de sua utilizagdo, para
monitorar os efeitos adversos (ROSENKRANTZ, 2004; TATER; OLIVRY, 2010).

Relata-se a utilizac&o dos inibidores de calcineurina, tanto por via oral quanto
topica, com resultados dispares (OLIVRY, 2008). O tacrolimus, medicamento de uso
tépico, apresenta grande eficacia nas formas mais localizadas de pénfigo podendo-
se, em alguns dos casos tratados até suspender-se outras medicacdes (GRIFFIES
et al., 2004). Ja, quanto a ciclosporina, administrada per os, os resultados de seu
emprego, em cinco cées penfigosos, utilizando-se a dosagem de 5-10 mg/kg/S.1.D.,
foram desapontadores, havendo melhora parcial em apenas um (20%) animal
(OLIVRY; RIVIERRE; MURPHY, 2003). Aqueles autores acreditam que a eficacia do
farmaco ascenderia concomitantemente a elevacéo da dose utilizada.

A combinacdo de tetraciclina com niacinamida nas dosagens de 250 mg
T.1.D. para caes menores que 10 kg e 500 mg T.1.D. para caes maiores que 10 kg,
também, pode ser utilizada, principalmente, nos casos mais brandos e localizados
da doenca. Nos casos generalizados, € tal associacdo considerada como adjuvante,
recomendando-se seu emprego em combinacdo com glicocorticéides ou azatioprina.

Pode-se substituir a tetraciclina por doxiciclina na dosagem de 5 mg/kg B.l.D. Os
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efeitos colaterais desencadeados sdo émese, diarréia, disorexia e aumento de
atividade das enzimas hepaticas. A resposta clinica, quando ocorre, € detectada
entre quatro a oito semanas apos o inicio do tratamento (MARSELLA, 2000a;
ROSENKRANTZ, 2004; ROSENCRANTZ, 2008; TATER; OLIVRY, 2010).

Relata-se também a utilizacdo de outras medica¢cdes como alternativas ao
uso de corticosteréides e naqueles casos refratarios as medica¢des anteriormente
descritas. A imunoglobulina humana intravenosa (1 g/kg IV em um periodo de 6-12
horas, por um ou dois dias consecutivos). apresenta rapido inicio de acdo, podendo
ser utilizada durante o periodo de laténcia de outras medicacbes, como a
azatioprina. Seus efeitos colaterais ainda sdo desconhecidos na espécie canina,
devido ao seu restrito uso. O micofenolato mofetil, antagonista da purina, também
pode ser utilizado na dosagem de 20 a 40 mg/kg divididos a cada 8 horas,
apresentando emese ou diarréia como os principais efeitos colaterais. O uso de
ambas as medicacbes se da de forma restrita na bibliografia consultada
principalmente devido ao alto custo implicado em sua utilizacgdo (ROSENCRANTZ,
2004; ROSENCRANTZ, 2010).

O concomitante uso da antibioticoterapia associada a terapia
imunossupressora ndo se faz necesséario, pois sua utilizagdo n&o altera
sobremaneira a resposta a terapia (MUELLER et al., 2006). Deve-se fazer uso desta
classe de farmacos caso o laudo histopatolégico indique a ocorréncia de pénfigo
foliaceo e de foliculite bacteriana, como possiveis diagnosticos, ou quando a
infeccdo bacteriana advir como efeito colateral da terapia instituida (TATER;
OLIVRY, 2010).

Scott, Miller e Griffin (2001) estabeleceram, também, que a fotoprotecdo é
uma importante medida complementar nesta enfermidade, sobretudo naqueles

animais que apresentam despigmentacdo em espelho e plano nasais. Consegue-se
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tal protecdo ao impedir que o animal fique exposto a radiacdo solar entre 8:00 e
17:00 horas ou quando do uso de bloqueadores solares, principalmente, aqueles
que apresentam fator de protecédo solar igual ou superior a 15.

O tratamento do pénfigo folidceo, em humanos, também, exige a prescrigdo
de corticoideterapia. Utiliza-se, no geral, a prednisona e, em ndo havendo resposta,
preconiza-se a triamcinolona (SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Também se propbe a
utilizacdo de outras classes de medicamentos, além dos glicocorticoides, visando
aumentar a remissdo de um numero maior de pacientes ou atenuar os efeitos
colaterais. Para tal fim, utiliza-se do micofenolato mofetil, azatioprina e, em menor
escala, devido a seus efeitos deletérios, a ciclofosfamida (STANLEY, 2007).
Sampaio e Rivitti (2008) referiram que a azatioprina apresenta pouca eficacia em
qguadros de pénfigo foliaceo devendo-se associar o micofenolato mofetil quando da

inexisténcia de melhora palpavel com a corticoideterapia sistémica.

1.7 PROGNOSTICO

O prognostico dos pacientes caninos com pénfigo foliaceo quanto a vida,
evolucdo da enfermidade ou cura depende, fundamentalmente, ndo s6 da extenséo
do quadro lesional a época do diagndstico mas, também, dos efeitos colaterais
advindos dos protocolos empregados (OLIVRY; CHAN, 2001; SCOTT,; MILLER;
GRIFFIN, 2001; TATER; OLIVRY, 2010).

O prognéstico quanto a vida é bom, sobretudo nos pénfigos induzidos por

farmacos, obviamente, desde que se interrompa o seu uso (WHITE et al., 2002).
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A remissdo da doenca apos longo tempo de interrupcdo dos protocolos
medicamentos orto ou heterodoxos em um escasso numero de animais também ja
foi relatada por diversos autores (OLIVRY; BERGVALL; ATLEE, 2004; MUELLER et
al., 2006).

Em funcéo das consideracdes coligidas da bibliografia compulsada, sobretudo
a nacional, mormente no que tange ao diagndstico, utilizando da reacdo de
imunofluorescéncia indireta, em casos de PFCan prop6s-se a realizacao do presente
estudo ja que inexistem trabalhos de tal naipe na bibliografia médico-veterinaria sul-

americana.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo visam:

1. avaliar a exequibilidade da reacdo de imunofluorescéncia indireta, nos casos de

pénfigo foliaceo canino para fins diagnosticos.

2. verificar a eventual queda na titulacdo dos anticorpos séricos, em decorréncia da

melhora clinica em face ao tratamento empregado em animais penfigosos.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado de acordo com o protocolo experimental
aprovado pelas Comissfes de Bioética e de Etica Hospitalar da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, obtendo a
certificacdo de n°1279/2007 firmado em 20 de Marco de 2008.

3.1 AMOSTRAGEM

A amostragem compds-se de sete animais, com diagnostico firmado, clinica e
histopatologicamente, de pénfigo foliaceo, atendidos no Servigco de Dermatologia do
Departamento de Clinica Médica (VCM) e do Hospital Veterinario (HOVET) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ/USP).

3.2 ESTABELECIMENTO DO DIAGNOSTICO

O diagnodstico de suspeicdo de pénfigo foliaceo foi pressuposto apos
minuciosa anamnese, onde se constatou antecedentes mérbidos, local de inicio do
quadro lesional e dos demais sintomas, evolucdo temporal das lesbes, eventual

presenca de prurido, protocolos de terapia prévia utilizada e resultados dos mesmos.
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Concluida a anamnese procedia-se aos exames fisico geral e dermatologico
para a evidenciacdo das lesbes cutaneas elementares e avaliacdo do estado geral
do paciente. Quando da deteccdo de colec¢des liquidas procedia-se o0 exame
citologico, através da puncdo por agulha fina, do conteddo pustular para
evidenciacdo de queratindcitos acantoliticos, infiltrado inflamatério ou presenca de

bactérias.

A confirmacdo do diagnostico aventado se deu através do exame
histopatolégico, tido como padrdo ouro para esta enfermidade por diversos
tratadistas (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; GROSS et al., 2005). As biopsias,
foram executadas com auxilio de bisturi ou, em alguns poucos casos, empregando-
se de “punch de key” com diametro superior aquele da colec¢do liquida, sem
qualquer tipo de antissepsia, evitando-se, assim, a ruptura das pustulas ou perda
das crostas.

Os fragmentos, apds (delicada) remocdo do sangue residual, eram
imediatamente acondicionados em solucéo de formaldeido a 10% e encaminhados a

exame histopatolégico em laboratério especializado privado®.

Estabelecido o diagnostico, os animais foram submetidos a terapia
imunossupressora ortodoxa (prednisona) ou heterodoxa (prednisona e azatioprina).
Foram reavaliados, ulteriormente, entre duas a quatro semanas, quanto ao estado

geral e a evolucdo do quadro lesional.

Periodicamente, foram efetuados exames complementares exigidos em face
dos potenciais efeitos adversos dos farmacos empregados. Estes incluiram:
hemograma, contagem de plaquetas, bioquimica sérica (visando a avaliacdo renal e
hepatica), exame de urina e, quando julgado necessario, preconizou-se a execucao

de urocultura, sucedida por antibiograma.

2 Av. Brigadeiro Luis Antonio, 4315. Jardim Paulista. Sdo Paulo (Capital)
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3.3 ESTABELECIMENTO DO ESCORE LESIONAL

A fim de se documentar o grau de acometimento dos animais penfigosos, em
cada uma das avaliacGes, empregou-se o PEFESI (pemphigus foliaceus extent and
severity index) ou indice de extensao e gravidade do pénfigo foliaceo (disposto em
Anexo). Este indice foi estabelecido por Olivry, Rivierre e Murphy em 2003 e
gentilmente cedido, a pedido, por um de seus autores (T. Olivry).

Como os autores ndo mencionam como graduar as lesdes cutdneas em

escala de gravidade, foi estabelecido o seguinte critério:

“zero” = auséncia de lesdes cutaneas;

- “um” = 25% ou menos do local acometido (lesbes discretas);

- “dois"= 25 a 50% do local acometido (lesées em moderada quantidade);

- “trés” = mais do que 50% do local acometido (lesbes em grande
quantidade).

O escore total foi estabelecido segundo as recomendacdes dos autores.
Estando o indice igual ou inferior a 5 e em ndo havendo presenca de pustulas o
animal é considerado “como em remissao”; estando entre 6 e 20 a doenca possui
“atividade discreta”; de 21 a 50 apresenta “moderada atividade” e acima de 51
“elevada atividade”.

3.4 COLETA E CONSERVACAO DE SORO PARA REALIZACAO DE IF

O sangue dos cdes com pénfigo foliaceo foi colhido por venipuncéo das veias

cefélica, jugular ou safena externa, apds antissepsia, com alcool iodado. Apés a
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coagulacéo, o sangue foi centrifugado e o soro armazenado em microtubos plasticos

de ensaio, congelados a 70 ° C negativos até a sua utilizacao.

Tal material foi colhido, preferencialmente, antes do inicio da terapia
imunossupressora, chamado dia zero. Tao somente no caso de um animal (14%), as
coletas foram iniciadas ap6s grave recidiva do quadro clinico, quando entdao se

buscou a menor dose possivel do protocolo prescrito.

Também, era colhido soro sanguineo para realizacdo da IFI nos retornos
subsequentes aprazados para avaliacdo, naqueles animais que apresentaram
positividade a técnica, visando a detec¢do de eventual queda na magnitude dos

titulos de anticorpos antiqueratinocitarios séricos.

3.5 COLETA E CONSERVACAO DO SUBSTRATO ATE A REALIZACAO DA IFI

Os fragmentos de coxim foram colhidos de espécimes caninos, logo apds o
Obito, com a devida assepsia, recorrendo-se a excisdo com punch de Key ou
laminas de bisturi, a seguir armazenados em solugdo fisiolégica 0,9% e
conservados, a uma temperatura de aproximadamente 4°C, até sua utilizacdo, em

um periodo sempre inferior a 24 horas.
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3.6 METODOLOGIA DA REALIZACAO DA IFI

A realizacdo das reacdes de IFI se deu no Laboratério de Imunopatologia
Cutanea do Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

O substrato, que se encontrava, entdo, mantido em solucéo fisiolégica 0,9%,
apos ser imerso em meio de inclusao (tissue-tek OCT compound) era congelado e
crioseccionado a 20° C negativos. Cortes de 4 micrometros foram depositados por

sobre uma lamina silanizada, sendo dispostos quatro cortes por lamina.

As laminas eram colocadas em camara Umida, a temperatura ambiente e,
por sobre os cortes foi adicionado soro dos cades penfigosos, diluido em solugéo
TBS-calcio (TBS-Ca*™, trisma base solution, pH 7,5). A diluicdo destes soros foi

seriada, na razao 2, tendo inicio em diluicdo 1:10 até sua total negativacao.

Apés trinta minutos de incubacdo, as laminas, entdo, eram imersas em

solugdo TBS-célcio por 20 minutos, para lavagem.

Na sequéncia se deu a adicdo do conjugado aos substratos em diluicdo de
1:50 em solucéo de TBS-calcio, contendo o corante azul de Evans na diluicdo de
1:20. Este conjugado é uma anti-imunoglobulina canina (anti-lgG, da marca KPL3),

produzida em animais imunizados e marcado com isotiocianato de fluoresceina.

Apés novo periodo de incubacdo, compreendendo 30 minutos, as laminas
eram imersas em solu¢cdo TBS-célcio por 20 minutos, para lavagem. Por fim, se
dava a montagem das laminas, com glicerina tamponada (pH 9,0/ 0,5M), encimadas

por laminula de vidro.

A leitura destas laminas foi realizada em microscopio de epiluminescéncia da

marca Zeiss, com ocular de 10x e objetivas de 20x e 40x.

3 Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.
Catalog No. 02-19-06
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O resultado foi fornecido em titulos, considerando-se positivo 0 padrdo de
fluorescéncia intercelular até a dltima diluicio em que o mesmo podia ser

observado.
Os controles das reacdes eram realizados segundo a descrigao:

- para os controles positivos, utilizou-se de soro de animal sabidamente
positivo a IFI (Animal 5, amostra coletada no dia zero);

- para o controle negativo, empregou-se soro de animal higido; ao longo de
todo experimento foram utilizados soros de dois animais para este
controle;

- para o controle “dito” branco onde nado era adicionado soro de qualquer
cdo, tdo somente o conjugado, visando avaliar a possivel ocorréncia de

autofluorescéncia ou fluorescéncia inespecifica do substrato utilizado.
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4 RESULTADOS

4.1 AMOSTRAGEM

Incluiu-se sete cdes com diagnéstico estabelecido de pénfigo foliaceo. O
diagnéstico foi realizado através de dados coligidos na resenha, anamnese, exames
fisico e dermatologico além de exame histopatoldgico, tido como padrdo para esta
enfermidade autoimune. Todos 0s animais apresentavam nivel de clivagem
subcdrneo, com grande numero de neutrdéfilos, acantdcitos e por vezes eosinofilos

no interior de pustulas.

Destes sete caes, quatro (57%) eram fémeas e trés (43%) machos. Todos o0s
animais apresentaram perfeita definicdo racial sendo trés (42,8%) Akitas (Animais 2,
3 e 4), dois (28,6%) Chow Chows (Animais 5 e 6), um (14,3%) Pastor Aleméo
(Animal 1) e, por fim, um (14,3%) animal da raga Pinscher (Animal 7).

A idade de surgimento do quadro lesional variou de 18 a 134 meses,
perfazendo uma média de 59,6 meses.

Dentre as lesdes cutaneas elementares apresentadas quando do diagndstico
destacam-se alteragbes de cor tanto vasculo-sanguineas (eritema) quanto
pigmentares ou discromicas (hipocromia, hiperpigmentacdo ou melanodermia),
colecdes liquidas (pustulas), alteracbes de espessura (hiperqueratose) e, por fim,
perdas e reparacgdes teciduais (escamas, colarinhos epidérmicos, erosao e crostas).

As pustulas, lesbes caracteristicas desta enfermidade, estavam presentes, a
época do diagnostico em cinco (71,4%) animais. Ja, crostas melicéricas, foram

evidenciadas em todos os animais penfigosos (Figura 1).

Quanto a distribuicéo lesional, um animal (14,3%) apresentava lesdo cefalica
tdo somente, com acometimento nasal, em ponte nasal, e de pavilhées auriculares

(Animal 2). O Animal 4 (14,3%), manifestou, além de acometimento cefélico, lesdes
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tegumentares, também, em 6rgaos genitais. Os cinco (71,4%) animais restantes (1,
3, 5, 6 e 7) apresentavam les6es mais disseminadas. Destes, os Animais 1 e 5
cursavam com disorexia antes de se iniciar o tratamento, sendo que, o Animal 5
apresentava, também, intensa prostracdo. Todos 0s sete animais apresentavam

prurido de grande intensidade antes de ser submetidos a terapia.

Tao somente os Animais 1 e 5 apresentavam queratose vilar (Figura 2), com
o envolvimento dos coxins palmo-plantares; evidenciando-se em ambos prostracéao

e relutancia em deambular.

Quanto a terapia empregada para controle do PF, durante todo o periodo em
que os animais foram submetidos a seguimento clinico utilizou-se tanto da
denominada terapia classica ou ortodoxa quanto da heterodoxa. Os Animais de
namero 2, 3, 6 e 7 foram submetidos a terapia ortodoxa (somente prednisona); 0s
trés restantes, de numeros 1, 4 e 5 a heterodoxa (prednisona associada a
azatioprina). Houve plena remissdo sintdmato-lesional em seis animais variando de
23 dias, apos o inicio do tratamento (Animal 1), até a 159 dias (Animal 5). O Animal
4 apresentou apenas melhora parcial com a instituicAo da terapia. As doses
empregadas, bem como o tempo de tratamento até o remitir do quadro estdo

dispostas no quadro 1.

Dos sete animais participantes, cinco (71,4%) nao estavam sob acédo de
qualquer terapia imunossupressora, no momento da primeira mensuragéo do escore
lesional e coleta de soro destinada a execucéo da IFI, chamado dia zero. O Animal
1, estava sob medicacdo com prednisona havia 7 dias, na dose de 1,4 mg/kg/S.I.D.
per os, relatando-se, porém, piora progressiva do quadro lesional. Ja o Animal 3
tivera estabelecido o diagnéstico de pénfigo foliaceo, havia um ano, porém
apresentando grave recidiva do quadro, evidenciado através de exame citolégico, no
momento em que se iniciou inclusdo no projeto; naquela ocasido, também, foi

elevada a dosagem de prednisona (Figuras 3 e 4).

No quadro 1 sumariza-se os dados retro descritos, bem como os titulos de
anticorpos séricos, obtidos pela IFI, no momento inicial e quando da remissao das
lesdes.



Animal Identificagdo Idade de Lesdes Distribuicdo Exame IFi Tratamento Dosagem inicial Tempo de Resposta
surgimento cutaneas iesional histopatolégico mg/kg S.I.D. tratamento
o B g
N (nome) Raga / Sexo (meses) Titulo inicial Titulo quan doua comgx:::;:x;lgao . r:itsésao
remissio (dias)
1 (Tatemi ) Pastor 113 CO, CR, ERI, NPN, RC, TO, Acantolise subcérnea 320 - Prednisona 1,5 23 Plena
alemdo, F HIP, MEL, AB, COX, MP Azatioprina 2,3
PUS, RAR
2 (Kiara) Akita, F 24 AL, CR, NPN, PA Acantélise subcornea 320 - Prednisona 1.5 75 Plena
DES, ER|,
ERO RAR
3 (Yuki) Akita, M 18 AL, CR, ERI, NPN, FA, PA, Acantélise subcornea 160 - Prednisona 1,9 144 Plena
ES PUS, PO, TO, AB, MT,
RAR MP, GE, CC ’
4 (Airon) Akita, M 133 AL, CR, ER|, NPN, FA, PA, Acantdlise subcornea - - Prednisona 1.2 77 Parcial
ERO, RAR PO, GE Azatioprina 1,2
5 (Bella) Chow Chow, 49 CO, CR, NPN, FA, PA, Acantolise subcornea 640 40 Prednisona 1,9 159 Plena
F DES, ERI, PO, TO, AB, Azatioprina 2,0
ERO, HIP, COX, MT, MP,
PUS, RAR GE
6 (Urso) Chow Chow, 35 CR, ERO, NPN, AB, GE Acantdlise subcdrnea 80 40 Prednisona 1.5 56 Plena
M PUS
7 (Mel) Pinscher, F 45 AL, CR, NPN, FA, PA, Acantdlise subcérnea - - Prednisona 1.7 45 Plena
ERO, PUS, TO, MT, MP
RAR

Lesoes cutaneas: AL, alopecia; CO, colarinhos epidérmicos; CR, crostas; DES, despigmentagdo; ERI, eritema; ERO, erosdo; ES, escamas; HIP, hiperqueratose; MEL, melanodermia; PUS, pustulas

RAR, rarefagdo pilosa; ULC, tlceras

Distribuigdo lesional: NPN, nasal/ponte nasal; FA, face; PA, pavilhdes auriculares; PO, periocular; RC, regido cervical; TO, torax; AB, abdome; COX, coxins; MT, membros toracicos; MP,
membros pélvicos; GE, genitalia; CC, coccigea

[FI: imunofluorescéncia indireta

S.LD.: semel in die (uma vez ao dia)

Quadro 1 - casuistica de pénfigo foliaceo canino segundo a resenha, quadro clinico, resultados de exames complementares (citoldgico, histopatologico e sorok’igico - IF1), protocolo

de terapia e seguimento clinico. Servigo de Dermatologia (VCM/HOVET) da FMVZ/USP (2006-2009), Sao Paulo (2010)

¥9 sopejnsay




Resultados 65

Figura 1 - Animal com pénfigo folidceo. Lesdes em face, grande numero de pustulas encimadas
por crostas (Animal 5 — momento da bidpsia)

Figura 2 - Animal com pénfigo foliaceo. Lesdes em coxins palmo-plantares, presenca de pustulas
encimadas por crostas, o que caracteriza a queratose vilar (Animal 5 — momento da
biopsia)
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Figura 3 - Quadro generalizado de pénfigo foliaceo. Presenca de grande nuimero de erosfes e
crostas em pavilhdes auriculares, face e membro (Animal 3)

Figura 4 - Quadro generalizado de pénfigo foliaceo. Presenca de grande nimero de erosdes e
crostas na regido esternal e membros toracicos (Animal 3)
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4.2 ESTABELECIMENTO DO PEFESI

Utilizando do PEFESI se chegou ao escore lesional dos animais antecedendo
a primeira das execucfes da IFI, tido como “dia zero”, momento este, também, em
gue se iniciou o tratamento em cinco destes animais (caes 2,4,5,6 e 7). Os valores
iniciais individualizados do PEFESI, para cada animal, bem como sua interpretacéo

estdo dispostos no quadro 2.

Animal Escore do PEFESI | Atividade do quadro penfigoso

1 (Tatemi) 67 Grave

2 (Kiara) 14 Discreto

3 (Yuki) 158 Grave

4 (Airon) 19 Discreto

5 (Bella) 222 Grave

6 (Urso) 37 Moderado
7 (Mel) 72 Grave

Quadro 2 - distribuicdo dos animais segundo o escore do PEFESI e interpretacdo (atividade

do quadro penfigoso) em cdes com pénfigo folidceo. Servico de Dermatologia
(VCM/HOVET) da FMVZ/USP (2006-2009), Sdo Paulo (2010)

Também, se recorreu ao emprego do mesmo escore lesional quando dos
retornos subsequlentes. Tais valores, bem como o tempo de tratamento instituido

estdo dispostos no quadro 3 juntamente com os titulos obtidos nas reacdes de IFI.
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4.3 RESULTADOS OBTIDOS NAS REACOES DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA

A reacdo de imunofluorescéncia indireta se mostrou positiva em cinco dos

sete animais acompanhados, perfazendo 71% de positividade, conforme exposto no

guadro 3.
Numero de reavaliacdes
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°
1 (Tatemi)
Dia 0 23 51 85 106 126 146 183
PEFESI 67 3 2 1 2 0 0 0
Titulo IFI 320 20 - 10 - - - -
2 (Kiara)
Dia 0 19 38 61 75 105 140 171
PEFESI 14 5 6 7 5 5 3 3
Titulo IFI 320 80 80 - - 10 20 -
3 (Yuki)
Dia 0 10 19 41 69 109 144
PEFESI 158 158 49 11 9 10 4
Titulo IFI 160 320 - - - - -
4 (Airon)
Dia 0 49 77 110 169 201 247
PEFESI 19 10 10 9 8 8 10
Titulo IFI - - - - - - -
5 (Bella)
Dia 0 15 47 85 124 159 212 253 308 341
PEFESI 222 136 73 22 6 3 2 0 1 0
Titulo IFI 640 640 320 160 80 40 40 40 40 40
6 (Urso)
Dia 0 21 56 95 130
PEFESI 37 24 3 4 5
Titulo IFI 80 40 40 40 -
7 (Mel)
Dia 0 17 28 45 59 101
PEFESI 72 26 16 0 0 0
Titulo IFI - - - - - -

-: negativo; ...: dado inexistente

IFI:  imunofluorescéncia indireta; PEFESI: pemphigus foliaceus extent and severity
index
Quadro 3 - Caracterizacdo dos animais incluidos no experimento, segundo 0s

respectivos numeros de reavaliacdes, escore do PEFESI e titulos obtidos na IFI,
Servico de Dermatologia (VCM/HOVET) da FMVZ/USP (2006-2009), Sado Paulo
(2010)
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Considerou-se positivo, como o0 ja explicitado, o padrdo de fluorescéncia
intercelular (“chicken wire”). Tal padrdo foi evidenciado ao realizar-se a IFl,
utilizando-se os soros dos Animais 1, 2, 3, 5 e 6. Os soros dos animais
remanescentes (4 e 7) ndo apresentaram positividade a IFI. A fluorescéncia se deu
em todas as camadas da epiderme, excecao feita a camada cornea, com todos 0s

soros utilizados (Figuras 5 e 6).

N&o foram detectados, em nenhuma das reacoes realizadas, resultados falso-
positivos, ou seja, ndo houve fluorescéncia intercelular quando da utilizacao de soro
daqueles animais dito higidos, ou seja, sem quaisquer indicios de dermatose

assestada quando do exame fisico (Figura 7).

N&o houve, tampouco, autofluorescéncia ao se utilizar este substrato, ou seja,
inexistiu fluorescéncia ao se adicionar, somente, conjugado ao substrato, sem

utilizacao de qualquer soro canino (Figura 8).

O Animal 1 apresentou titulo 320, apresentando queda acentuada nos titulos
de IgG a IFI, paralelamente a remisséo do quadro clinico, como ilustra o Grafico 1. O
Animal 3, apresentou queda acentuada dos titulos de IgG antes da melhora total do

quadro a IFI (Gréfico 3).

O animal que apresentou o maior titulo inicial, antes da administracdo da
terapia, foi o Animal 5; qual seja aquele que apresentava grande prostracao,
presenca de lesdes disseminadas e, por conseguinte, graduagéo do escore lesional

mais elevada.

Dos animais inicialmente positivos a IFI evidenciou-se que dois deles (5 e 6)
apresentavam titulos positivos (da magnitude de 40) persistentes mesmo quando da
remissdo acompanhada por prolongado periodo, 182 dias no caso do Animal 5,

conforme ilustram os Graficos 4 e 5.

Quanto aos dois animais (n° 4 e 7), em que a reacdo de IFl se mostrou
sempre negativa um apresentava a variante bem localizada de PF (Animal 4) e outro
a variante generalizada da doenga (Animal 7). Por outro lado, o animal 2 apresentou
titulos inicialmente elevados (320) e lesdes cutaneas, de discreta intensidade, com

acometimento nasal e, também, em pavilhdes auriculares (Gréfico 2).
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As figuras de numero 5 a 7 bem como os graficos de nimeros 1 a 5 estédo

dispostos nas paginas a seguir.
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Figura5- Reacgdo de IFI (aumento 40x) — controle positivo (padrdo de fluorescéncia intercelular
nas camadas basal, espinhosa e granulosa)

Figura 6 - Reacdo de IFI (aumento 40x) — controle positivo (padréo de fluorescéncia intercelular
nas camadas basal, espinhosa e granulosa)
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Figura 7 - Reacéo de IFI (x40) controle negativo ( utilizando-se soro de animal higido)

Figura 8 - Reacdo de IFI  (40x) controle dito “branco” demonstrando auséncia de
autofluorescéncia do substrato
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Grafico 1 - Nivel de atividade do PF segundo o PEFESI e dos titulos de IFl no decorrer
' do’ seguimento clinico do Animal 1. Servigo de Dermatologia (VCM/HOVET)
da FMVZ/USP (2006-2007), Sao Paulo (2010)
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Grafico 2 - Nivel de atividade do PF segundo o PEFESI e dos titulos de IFI no decorrer
do seguimento clinico do Animal 2. Servico de Dermatologia (VCM/HOVET)
da FMVZ/USP (2006-2007), Sao Paulo (2010)
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Grafico 3 - Nivel de atividade do PF segundo o PEFESI e dos titulos de IFI no decorrer
do seguimento clinico do Animal 3. Servico de Dermatologia (VCM/HOVET)
da FMVZ/USP (2006-2007), Sao Paulo (2010)
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Grafico 4 - Nivel de atividade do PF segundo o PEFESI e dos titulos de IFI no decorrer

do seguimento clinico do Animal 5. Servigo de Dermatologia (VCM/HOVET)
da FMVZ/USP (2006-2007), Sao Paulo (2010)
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Grafico 5 - Nivel de atividade do PF segundo o PEFESI e dos titulos de IFI no decorrer
do seguimento clinico do Animal 6. Servico de Dermatologia (VCM/HOVET)
da FMVZ/USP (2006-2007), Sao Paulo (2010)
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4.4 INTERCORRENCIAS DURANTE O SEGUIMENTO DOS CAES PENFIGOSOS

Todos os sete animais apresentaram os efeitos deletérios mais comuns da
corticoterapia, como poliuria, polidipsia e polifagia. Realizou-se o seguimento destes
caes penfigosos, na maior parte dos casos, por um longo periodo ap0s a remissao

do quadro de PF. Segue abaixo uma breve descri¢cdo destes periodos.

O Animal 1 veio a 6bito 7 meses ap0s o inicio da terapia heterodoxa. N&o foi
realizado necropsia. Este animal, além dos efeitos supra citados também
apresentava piodermites superficial e de calos de apoio com frequéncia.
Laboratorialmente o animal apresentava somente aumento dos niveis séricos de
Fosfatase Alcalina no inicio da corticoterapia, havendo diminuicdo destes niveis

concomitantemente a reducéo da prednisona.

O Animal 2 ndo apresentou outros efeitos deletérios com a medicagéo,
perdeu-se contato com a proprietaria apés 13 meses de seguimento. O animal ndo

apresentou outros efeitos colaterais advindos da terapia prescrita.

O Animal 3, 18 meses apo0s corticoterapia apresentou sarna demodécica
generalizada, obtendo-se pleno controle apés terapia com ivermectina. O animal
veio a Obito 45 meses apds o diagndstico de PF. A época o quadro estava
plenamente controlado e o animal recebendo doses baixas e em dias alternados de
prednisona quando desenvolveu uveite bilateral, diagnosticada pelo Servico de
Oftalmologia do HOVET/USP. Face a suspeita de etiologia autoimune (sindrome
uveodermatoldgica) além de se elevar a dose de prednisona adicionou-se também
azatioprina. O animal veio a 6bito 45 dias apos inicio desta medicacao. Foi realizada
necropsia que indicou colapso respiratorio como causa mortis e, como principal
alteracdo, pneumonia aguda difusa moderada a severa, havendo presenca de

sangue no parénquima pulmonar.

O Animal 4 ndo desenvolveu outros efeitos colaterais face a utilizacdo do

protocolo heterodoxo, perde-se contato com o mesmo ap6s 18 meses de



Resultados 77

seguimento. Durante este periodo nunca foi conseguido o controle pleno do quadro

de PF, havendo presenca de erosdes e crostas em plano e pontes nasais.

O Animal 5, desenvolveu infeccdo do trato urinario por Pseudomonas
aeruginosa, identificada por urocultura, 10 meses apés inicio da terapia heterodoxa.
Houve melhora do quadro com o advento de antibioticoterapia ap0s realizacdo de
antibioticoterapia (norfloxacina), indicada por antibiograma. Quanto ao PFCan,
obteve-se pleno controle, conseguindo-se reduzir a dosagem das medicacdes
utilizadas ao longo do periodo de observagdo. O proprietario deixou entdo de
comparecer aos retornos aprazados, perdendo-se contato com 0 mesmo apos

quase 12 meses de acompanhamento.

Os Animais 6 e 7 ndo apresentaram outros efeitos deletérios com a utilizacao
da medicacédo instituida, sendo que, quanto ao Animal 7 conseguiu-se suspender

totalmente a terapia imunossupressora sem recidiva do quadro clinico.
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5 DISCUSSAO

O Complexo Pénfigo, é descrito tanto na espécie humana quanto naquelas de
interesse veterinario e, dentre estas principalmente a espécie canina, a mais
acometida em todas as latitudes. O pénfigo folihceo € a mais corriqueira
enfermidade deste Complexo em ambas as espécies, humana e canina (SCOTT et
al., 1987; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; STANLEY, 2007; SAMPAIO; RIVITTI,
2008).

O PF é uma enfermidade de carater autoimune acarretada por autoanticorpos
voltados contra a desmogleina-1, glicoproteina transmembranica desmossdmica
pertencente a superfamilia das moléculas de adesdo célula-célula, calcio
dependentes, conhecidas como caderinas (SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

Como resultante deste fenbmeno se tem a acantdlise, ou seja, a perda da
coesdo entre 0s queratindcitos, levando assim a formacdo das lesdes cutaneas
caracteristicas. Estas colecdes liquidas, bolhosas no caso da espécie humana e
tipicamente pustulares no caso da canina, por serem superficiais, se rompem
facilmente, levando, por conseqiiéncia ao surgimento de lesdes caducas, erodidas e
crostosas (SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

O diagnéstico do PF na espécie humana se da, principalmente, tanto pelo
exame histopatologico das cole¢Bes liquidas quanto pela demonstracdo de
autoanticorpos na pele perilesional, pela reacéo IFD, ou no soro sanguineo, atraves
da reacao de IFI (SAMPAIO; RIVITTI, 2008; CHAN, 2009).

Em medicina humana a reacéo de IFI € procedimento diagnostico de eficacia
comprovada, havendo positividade, em 90 a 100%, dos pacientes penfigosos. A
magnitude destes titulos esté correlacionada a atividade da enfermidade (STANLEY,
2007).

Em territério nacional brasileiro, inexistem dados dispostos na bibliografia

especializada sobre a exequibilidade da imunofluorescéncia indireta tanto com o fito



Discussao 79

diagnéstico quanto ao seguimento dos pacientes penfigosos em medicina

veterinaria.

Para a realizacdo da IFl fez-se uso de fragmento de coxim palmo-plantar
canino. Sua escolha como substrato como de emprego imediato se deu devido a
dois fatores. O primeiro deles seria o fato deste tecido apresentar elevada expressao
de desmogleina 1 (AOKI et al., 2002; MIRAGLIOTTA et al., 2005). Outro fator de
fundamental importancia, seria o de que qualquer dos substratos utilizados, quando
armazenado por tempo prolongado, perde sua antigenicidade®, qualquer que seja
ele. Dai a importancia de que a reacdo seja executada em menos de 24 horas a

contar da coleta dos fragmentos.

Obteve-se positividade em soros de cinco dos sete animais penfigosos ou
seja, 71% da amostragem considerada. Valor este similar, aqueles conseguidos, por
outros autores, que se utilizaram dos mais diversos substratos, portanto bem exitoso
(IHRKE et al., 1985; IWASAKI et al., 1996; HOGAN et al., 2002).

O PEFESI foi escolhido por ser o unico indice proposto e disponivel para
avaliacdo da gravidade e extenséo das lesGes cutdneas decorrentes do PF em cées,

que apresentam tanto acometimento localizado (facial) quanto generalizado.

N&o se fez uso da escala proposta por Nishifuji, Yoshida-Yamakita e Iwasaki
em 2005, pois, aqueles casos de pénfigo, cujas lesdes sdo unicamente presentes
na regido facial, apresentariam sempre baixo indice de acometimento, tendo até
10% da superficie corporea recoberta por lesdes. Naquela escala, também, ndo se
leva em consideracdo o tipo de lesdo presente (pustulas, crostas ou erosoées),
impossibilitando, portanto, qualquer alteracdo no escore lesional caso nao haja total
melhora das lesGes, em uma determinada regido. Ja o PEFESI considera o animal
apresenta quadro clinico controlado, quando o animal ndo apresenta lesdes

pustulares e o indice total se encontra menor ou igual a cinco.

Os animais que apresentaram maior escore lesional segundo o PEFESI
(Animais 1, 3 e 5) foram aqueles em que se obtiveram os titulos de anticorpos mais
elevados a IFI. Isso corrobora o fato de que, em geral, a magnitude dos titulos

apresenta estreita associagdo com a gravidade da doenca; fato este jA bem

* Profa. Dra. Valéria Aoki, FM/USP; informagao pessoal
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documentado em medicina humana (SAMPAIO; RIVITTI, 2008) e em raros relatos
em medicina veterinaria (NISHIFUJI; YOSHIDA-YAMAKITA; IWASAKI, 2005;
OLIVRY et al., 2009). Excecdo feita ao Animal 2, que apresentou titulo 320 e quadro
lesional discreto, segundo o PEFESI (resultado total igual a 14).

Acompanhando os sete animais, nas avalia¢cdes ulteriores, pdde-se verificar
que os titulos de IgG declinaram paralelamente a diminuicdo do PEFESI, nos cinco
animais em que a IFl se mostrara inicialmente positiva, tal é semelhante aos
relatados, em 2002, por Hogan et al. e, em 2005, por Nishifuji, Yoshida-Yamakita e
Iwasaki. Resultados estes opostos aos obtidos por Olivry et al. (2009) que relataram
titulos estaveis de IgG ao logo do tempo em trés animais e aumento em um outro

canino penfigoso.

O padrao de fluorescéncia obtido foi semelhante em todas as amostras, qual
seja intercelular (“chicken wire”) e acometendo as camadas basal, espinhosa e
granulosa. Isso se deu apesar dos animais ora acompanhados deste ensaio, em sua

totalidade, apresentarem acantolise subcérnea.

Assim sendo, ndo se pode, com base no padrdo de fluorescéncia,
caracterizar qual tipo de pénfigo (superficial ou profundo) acomete o paciente, ja que
este padrdo é, muitas vezes, o mesmo. (STANLEY, 2007). O que acaba por explicar
este aparente paradoxo é a expressao das desmogleinas 1 e 3 no epitélio. Ou seja,
0S autoanticorpos contra Dsgl inativam somente esta isoforma e, em havendo
coexpressao de Dsg3 na mesma regido nao ocorre, portanto, acantdlise. A leséao
entdo se manifesta nas camadas mais superficiais da epiderme, que, apresentam
baixa expressao de desmogleina 3, insuficiente esta para manter a coesao
intercelular (AMAGAI, 2009).

Os Animais 2, 5 e 7 perpetuaram titulos de IgG em niveis detectaveis, mesmo
quando em plena remisséo, sendo que o Animal 5 apresentava titulo 40 quando o
quadro lesional estava plenamente sob controle total j& ha 182 dias. Permite-se
pressupor que a imunoglobulina envolvida seja da subclasse IgG1, ja que esta
subclasse pode estar presente ndo s6 nos animais com pénfigo ja controlado mas,
também, naqueles saudaveis, sem qualquer histéria clinica pregressa da doenca,

conforme relataram Hogan et al. (2002).
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A reacdo de IFI ndo propiciou resultados falso-positivos em nenhum dos
momentos, ndo havendo portanto fluorescéncia em material provindo de quaisquer

dos animais desprovidos da dermatopatia, utilizados para controle negativo.

Os controles dito “brancos”, também nédo apresentaram autofluorescéncia em
nenhuma reacao efetuada. Ndo houve também, em nenhuma ocasido presenca de
fluorescéncia “background” inespecifica, o que poderia levar a uma maior dificuldade

na leitura das laminas.

Faz-se necessario algumas consideracdes pessoais sobre a exequibilidade

empregabilidade da IFI em pacientes penfigosos.

A reacdo de IFl necessita de treino para sua execucao, tanto no que tange a

crioseccado das laminas, quanto, principalmente, a leitura das mesmas.

A metodologia empregada se mostrou eficaz para a realizagédo da IFI tanto
quanto a diluicdo inicial do soro canino, iniciada em 1:10, ja que os menores titulos
obtidos foram da magnitude de 10, quanto a de conjugado utilizado, diluido em

solucéo de T.B.S. com azul de Evans em 1:50.

A IFI neste ensaio foi oferecida de forma gratuita, caso fosse custeada pelos
proprietarios, apresentaria valor de R$ 150,00 reais no laboratério de sua execugéo.
Custo este muitas vezes elevado, em se levando em conta o poder aquisitivo da
populacdo atendida pelo HOVET/USP. Porém, quando de resultado positivo, auxiliou

em muito quanto ao entendimento da enfermidade pelos proprietarios.

Por fim, a queda do titulos de IgG, sempre tendo como base o0 exames clinico
geral e dermatologico do animal, foi de grande valia quanto ao monitoramento da

atividade da doenca, naqueles inicialmente positivos a IFI.
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6 CONCLUSAO

Em funcdo da metodologia empregada e dos resultados obtidos permite-se concluir

que:

1. o coxim canino palmo-plantar mostrou-se ser sustrato eficaz para a realizacéo
da IFI, sendo, ainda, de facil obtencéo e baixo custo, alem de ndo apresentar

autofluorescéncia.

2. 0 padrdo de fluorescéncia obtido foi intercelular, evidenciando todas as

camadas, exceto a cornea.

3. a reacao de imunofluorescéncia indireta € método diagndstico exequivel em
casos de pénfigo foliaceo canino, apresentando positividade de 71%, quando

comparado ao exame histopatoldgico.

4. os titulos de IgG dos animais penfigosos diminuiram em paralelo a queda da
atividade da doenca. Podem, portanto, ser, em associado a avaliacao clinica,

Uteis para o monitorar da atividade clinica da enfermidade.
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ANEXO 1 - PEFESI (traducao livre)
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