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RESUMO

Maragno L. Caracterizacdo da resposta autoimune humoral e do perfil imuno-
histopatolégico das lesdes cutaneas do couro cabeludo dos doentes de
pénfigos folidceo e vulgar [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2016. 75p.

INTRODUCAO: Pénfigo € um grupo de doencas bolhosas, autoimunes,
intraepidérmicas, mediadas por autoanticorpos, sobretudo da classe IgG,
direcionados a desmogleinas (Dsg) 1 e 3, caracterizadas pela acantolise, ou
seja, perda de adesado entre 0os queratinécitos, sendo o pénfigo folidceo (PF) e
vulgar (PV) as principais formas. O acometimento do couro cabeludo nestes
doentes é frequente e geralmente relacionado a evolugdo crbénica e
recalcitrante, apesar do tratamento instituido. OBJETIVOS: Caracterizar as
subclasses de IgG circulantes e in situ em doentes com diagnéstico de pénfigo,
foliaceo e vulgar, com acometimento de couro cabeludo e correlacionar esta
forma de apresentagdo clinica com manifestacbes ndo usuais destas
dermatoses. METODOS: Trinta e oito doentes com diagnostico de pénfigo
folidceo (n=20) e vulgar (n=18), com lesdes no couro cabeludo foram incluidos
neste estudo. Todos foram acompanhados no ambulatério de doencas
bolhosas autoimunes do Hospital das Clinicas FMUSP, e submetidos a
avaliacdo laboratorial: exame anatomo-patologico de lesdo no couro cabeludo,
imunofluorescéncia direta (IFD) de area perilesional, com IgG total e
subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), imunofluorescéncia indireta (IFI),
com IgG total e ELISA para Dsg 1 e 3. RESULTADOS: Grupo PF: Entre os
doentes com PF (=20), dois apresentavam a forma clinica localizada e 18,
a forma generalizada. Acantdlise com clivagem subcornea foi observada
em 16 de 20 amostras. Na IFD, depésitos de IgG e C3, intercelulares,
intraepidérmicos foram encontrados em 19 deles; entretanto, apenas sete entre
os 20 apresentaram fluorescéncia nos foliculos pilosos (FP) nas amostras
estudadas. Considerando as subclasses de IgG, observou-se IgG4 isolada em
16 espécimes e, associada a IgGl, em sete. Fluorescéncia especifica, as
custas de IgG1l e IgG4 no FP foi detectada em 16 das 20 amostras. A IFI foi
positiva para IgG total em 19 pacientes do grupo estudado, sendo a média dos
titulos de 1:640. O ELISA foi positivo para Dsg-1 em 18 individuos, e um
paciente apresentou reatividade contra Dsg-1 e -3. Grupo PV: Neste grupo, 16
doentes apresentavam acometimento mucocutdaneo e apenas 2, lesdes
cutaneas exclusivas. Na histopatologia, acantdlise com clivagem suprabasal foi
observada em 17 das amostras estudadas. Todos os participantes deste grupo
apresentaram depoésitos de IgG e C3, intercelulares e intraepidérmicos na IFD
com IgG total, sendo que em 11 esta fluorescéncia esteve também presente
nos FP. No estudo das subclasses de IgG na IFD, 13 entre 18 doentes
apresentaram deposicédo de IgG4 isolada e 5, do mesmo grupo, apresentaram



IgG1 e IgG4, todos com fluorescéncia nos FP. A IFI foi positiva em todos os
participantes do grupo PV, com titulacdo média de 1:160. Através do ELISA,
observou-se reatividade para Dsg-1 e -3 em 12 doentes com PV, dois
apresentaram anticorpos apenas contra Dsg-3 e quatro pacientes mostraram
reatividade apenas contra Dsg-1. Por fim, o fendmeno de epitope spreading
(ES) foi observado em quatro doentes acompanhados neste periodo: trés
evoluiram de PV para PF e apenas um se converteu de PF para PV.
CONCLUSOES: O acometimento do couro cabeludo no pénfigo esteve
relacionado com evolucdes longas da doenca (média de 7 anos e 2 meses) e
pode estar associado a achados clinicos ndo usuais, tais como paroniquia e
lesbes umbilicais. Depdsitos de 1gG1l e IgG4 intercelulares, intraepidérmicos
em lesdes de couro cabeludo foram os principais achados do estudo, e néo
apresentaram relacdo com a atividade da doenca. A presenca de anticorpos
circulantes contra Dsg-1 e Dsg-3 também predominou neste grupo de
pacientes; entretanto, novos antigenos poderao ser identificados.

Descritores: pénfigo; couro cabeludo; desmogleinas; autoimunidade;
imunoglobulina G; técnica direta de fluorescéncia para anticorpo



ABSTRACT

Maragno L. Characterization of the humoral and in situ autoantibody profile of
scalp lesions in patients with pemphigus foliaceus and vulgaris [Dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016. 75p.

INTRODUCTION: Pemphigus is an intraepidermal blistering disease with IgG
autoantibodies (mostly IgG4) against desmogleins (Dsg) 1 and 3, resulting in
acantholysis. Pemphigus foliaceus (PF) and vulgaris (PV) are the main forms of
this group of disease. Scalp involvement may occur and is recalcitrant to
treatment. OBJECTIVES: 1) To characterize the circulating and in situ IgG profile
of scalp lesions in patients with pemphigus foliaceus and vulgaris; 2) To correlate
the scalp involvement with unusual clinical manifestations. METHODS: Thirty-
eight adults diagnosed as pemphigus (PF=20, PV=18), with scalp involvement
were assessed. Laboratory evaluation included histopathology (HP) of scalp
lesions, direct immunofluorescence (DIF) IgG and subclasses, indirect
immunofluorescence (IIF) with total 1gG, and ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay, Dsg-1 and Dsg-3). RESULTS: PF patients (n=20) were
characterized as localized (2/20) and generalized (18/20). Laboratory findings
showed: HP: subcorneal cleavage with acantholysis (16/20); DIF: IgG and C3
deposits, intraepidermal (19/20) and in hair follicle (7/20); DIF with subclasses:
intraepidermal 1gG4 (16/ 20), IgG1 and IgG4 (7/20), and IgG1 and/or 1gG4 in
hair follicle (16/20); IIF: 1gG (19/20), median titre 1:640; ELISA: reactivity to
Dsg-1 (18/20) and to Dsg-1 and Dsg-3 (1/20). PV patients (n=18) were
characterized as mucocutaneous (16/18) and cutaneous (2/18). Laboratory
findings detected: HP: suprabasilar cleavage with acantholysis (17/18); DIF:
intraepidermal 1gG and C3 deposits (18/18) and in hair follicle (11/18); DIF with
subclasses: intraepidermal 1gG4 (13/18), IgG1 and 1gG4 (5/18), all with HF
deposits; IIF: 1gG (18/18), median titre 1:160; ELISA: reactivity to Dsg-1 (4/18),
Dsg-3 (2/18) and to Dsg-1 and Dsg-3 (12/18). Epitope spreading (ES) was seen
in 4 of 18 patients (PV to PF= 3 and PF to PV =1). CONCLUSIONS: Hair follicle
involvement in pemphigus was related to long lasting disease (average of 7
years and 2 months) and may be associated with unusual clinical findings such
as paronychia and umbilical lesions. In situ intercellular, intraepidermal 1gG1
and IgG4 deposits were the predominant IgG isotypes in scalp lesions, and had
no association with disease activity. Serological profile of pemphigus with scalp
involvement detected anti-Dsg-1 and -3 antibodies, but potential novel target
antigens remain to be identified.

Descriptors: pemphigus; scalp; desmogleins; autoimmunity; immunoglobulin G;
fluorescent antibody technique
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Os pénfigos sdo doencas bolhosas autoimunes caracterizadas pela
producdo de autoanticorpos patogénicos, geralmente da classe IgG, dirigidos
contra moléculas de adeséo intercelular dos epitélios. Clinicamente
caracterizam-se por vésico-bolhas, flacidas, de acometimento cutaneo e/ou
mucoso, de morbi-mortalidade significativa, divididos em: pénfigo foliaceo (PF)
classico, endémico (fogo selvagem) ou eritematoso, pénfigo vulgar (PV) e sua
variante vegetante, pénfigo herpetiforme (manifestacéo clinica de PF ou PV),
pénfigo por IgA, pénfigo paraneoplasico (sindrome multiorganica autoimune
paraneoplasica) e pénfigo induzido por medicamentos (Quadro 1)+%3* .

Considerando o PF e o PV, como o0s principais representantes deste
grupo de dermatoses, os autoantigenos mais importantes relacionados as
manifestacbes clinicas sdo as desmogleinas (Dsg). As Dsg sao moléculas de
adesdo calcio dependentes que podem ser divididas em 4 quatro subtipos
(Dsg-1, -2, -3, -4), sendo que, para os pénfigos, as mais importantes sao as Dsg-1,
no PF, e a Dsg-3, nos casos de PV (especialmente a forma exclusiva mucosa).

As subclasses de 1gG nos pénfigos correlacionam-se com a atividade da
doenca. H4 um predominio das subclasses IgG1 e IgG4, tanto nos casos de PF
quanto nos de PV; porém, a IgG4 esta relacionada com a atividade da doenca

e a lgG1 presente na fase pré-clinica, sobretudo nos casos de pénfigo foliaceo

endémico, e também na fase de remisséao.



Quadro 1. Classificacao e caraterizacdo dos pénfigos

1,234

DOENCA EPIDEMIOLOGIA | DISTRIBUICAO | ACOMETIMENTO LESOES ASSOCIACAO IFD ANTIGENO |Classes MHC| TRATAMENTO |[PROGNOSTICO
CUTANEA MUCOSO CLINICAS COM OUTRAS lell
DOENCAS
Pénfigo Meia idade Couro cabeludo, N&o Bolhas flacidas, | Hipotireoidismo, 19G, Dsg-1 (Dsc) |HLA-DRB1*14| Corticosteréides, | Benigno, porém
foliaceo face, tronco, erosoes, doenga intercelular imunossupressores cronico
dorso superior; eritrodermia inflamatéria
areas intestinal,
seborreicas; diabetes e
generalizado osteoporose
Pénfigo Criancas e Cabeca, Incomum Bolhas flacidas, Nao 19G, Dsg-1 (Dsc) DRB1*0102, Corticosteroides, Cronico,
foliaceo adultos jovens pescogo; erosodes, lesdes intercelular *0404, *1402 | imunossupressores | mortalidade <
endémico generalizado verrucosas, ou *1406 , antimalaricos 10%
eritrodermia
Pénfigo vulgar Meia idade Couro cabeludo, Orofaringe, Bolhas flacidas, Doencas 1gG Dsg-3 (Dsg-1, | DRB1*0402, | Corticosteroides, Variavel, pode
face, flexuras; | conjuntiva, genital erosoes, autoimunes; (IgM,IgA), Dsc) DRB1*1401 | imunossupressores remitir
generalizado vegetacoes timoma; intercelular , dapsona
flexurais hipotireoidismo,
doenca
inflamatéria
intestinal,
diabetes mellitus
e osteoporose
Pénfigo Meia idade Flexural Oral Vesiculas, Nao 1gG Dsg-3 (Dsg-1, | DRB1*0402, | Corticosteroides, Variavel, pode
vegetante pustulas, (IgM,1gA), Dsc) DRB1*1401 |imunossupressores remitir
erosodes, placas intercelular , dapsona
vegetantes
Pénfigo por IgA Criancas e Axilas, regiao Incomum Pustulas Gamopatia IgA, Dsc-1 (Dsg-1 e | Desconhecido Dapsona Crbnico,
adultos inguinal, face, flacidas com monoclonal IgA | intercelular Dsg-3) indolente
couro cabeludo, configuracédo
raiz de membros anular ou
circinada
Pénfigo Criangas e Tronco, Mucosite Polimorfo; Doencas 1gG, Plaquinas Desconhecido | Ressecgdo tumoral, Muito pobre
paraneoplésico adultos palmoplantar importante Bolhas, linfoproliferativas, | intercelular | (desmoplaquina corticosteroides,
erosfes, lesdes Doenca de , envoplaquina imunossupressores
em alvo Castleman, BP230,
outras neoplasias periplaguina)
Pénfigo Adultos Generalizado Sim Semelhante ao Sim 1gG, Dsg-1 (Dsg-3) | Desconhecido Suspenséo da Variavel
induzido por PF/PV intercelular droga
drogas

poau|

oedn

€



Introduc&o 4

O acometimento do couro cabeludo nos pénfigos é frequente. Acredita-
se gque a predilecdo por essa localizacdo seja explicada pela presenca das
desmogleinas na bainha radicular externa (BRE) do foliculo piloso (FP), que
apresenta semelhanca estrutural com os queratinécitos epidérmicos. Estudos
demonstram que o0s desmossomas presentes no FP terminal podem
desempenhar papel patogénico importante nas doencas mediadas por
autoanticorpos °.

O acometimento do couro cabeludo é frequente nos pénfigos, e de
carater cronico, recalcitrante e de dificil controle terapéutico. Até o momento,

estudos sobre a resposta imune humoral especifica in situ sdo escassos.
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2.1 Objetivo Principal

Caracterizar o perfil imune dos pacientes de pénfigo foliaceo e vulgar,
através da analise in situ das subclasses de imunoglobulina da classe 1gG
(19G1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) nas lesdes de couro cabeludo por imunofluorescéncia
direta, e através do perfil de resposta dos autoanticorpos circulantes contra
as desmogleinas 1 e 3 pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent

assay).

2.2 Objetivos Secundarios

Caracterizar os dados demograficos, a clinica e os aspectos laboratoriais
da populacédo de doentes com pénfigo, foliaceo e vulgar, e lesdes especificas
no couro cabeludo.

Correlacionar o acometimento do couro cabeludo com as manifestacdes
nao usuais destas dermatoses, ou melhor, as manifestacdes especificas ungueais

e umbilicais.
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3.1 Os Pénfigos

Pénfigos sdo doencas bolhosas autoimunes o6rgdo-especificas, raras,
gue podem acometer a pele e as mucosas, caracterizadas, histologicamente,
pela acantdlise intraepidérmica, ou seja, pela perda de adeséo entre as células
epiteliais da camada de Malpighi, mediada por autoanticorpos, patogénicos,
geralmente da classe IgG, contra antigenos do desmossoma, em especial as
Dsg, glicoproteinas transmembranosas da familia das caderinas, moléculas de
adeséo calcio-dependentes.

Os desmossomas, organelas celulares cuja principal funcéo é a adeséo
intercelular, podem ser encontrados, além do tegumento, em cardiomidcitos,
células aracnoides cerebrais e ceélulas dendriticas reticulares linfonodais.
Estruturalmente sédo formadas por um core central e duas placas intracelulares.
O core €& composto por glicoproteinas transmembranosas denominadas
caderinas desmossomais e as placas intracelulares, compostas de proteinas
de alto peso molecular da familia das plaquinas. Entre as caderinas estdo as
Dsg e as desmocolinas (Dsc)®.

As Dsg-1 e -3 sdo expressas basicamente nos epitélios escamosos
estratificados. Na pele, a Dsg-1 é expressa em toda a epiderme, com predominio
nas camadas superficiais, enquanto que a Dsg-3 esta presente sobretudo nas
camadas basal e parabasal. No epitélio escamoso da mucosa ha um nitido

predominio da Dsg-3. A Dsg-2 esta presente em todos os tecidos que possuem
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desmossomas, incluindo os epitélios simples e o miocardio; por fim, a Dsg-4,
que apresenta importante papel de adesao nos FP-

Os principais autoantigenos nos pénfigos séo a Dsg-1, no caso do PF e a
Dsg-3, nos doentes com PV (mucoso). Pacientes com lesGes muco-cutaneas de
PV apresentam autoanticorpos dirigidos contra Dsg-1 e Dsg-3’. Soro de alguns
doentes com pénfigo reagem contra a Dsg-4 por ligacdo cruzada de um subgrupo
de IgG anti-Dsg-1, porém é desconhecido o efeito patogénico deste fenébmeno.

Na mucosa, a Dsg-1 é expressa no epitélio escamoso superficial,
enquanto que a Dsg-3 esta presente em todo o epitélio. Segundo a teoria da
compensacdo, nos casos de PF, ndo h& acometimento mucoso pois a
presenca de Dsg-3 em toda a extensdo do epitélio, compensaria a perda da
adesado mediada pela Dsg-1, o que impediria a formacao de lesbes mucosas.
Entretanto, nos casos de PV, com a perda de adesao intercelular mediada por
Dsg-3 na regido suprabasal, observa-se acantolise, pois ndo ha expressao
suficiente de Dsg-1 nesta localizacdo®”.

A principal classe de imunoglobulina envolvida nos pénfigos é a
Imunoglobulina G (IgG). Ha uma clara relacédo entre os titulos de 1gG e a atividade
da doenca. Com relacdo as subclasses, existe predominio da subclasse
IgG4 na fase ativa da doenca e de IgG1l, na fase pré-clinica e de remissao.
Esta diferenca pode ser explicada pelo predominio das citocinas de padrdo
ThO, Thl e Th2 favorecendo a produgcdo de autoanticorpos tanto das
subclasses IgG1 quanto de IgG4 contra desmogleinas; na segunda fase, o
padrdo predominante é de resposta Th2, mais relacionado a subclasse 1gG48.

Existem pelo menos duas grandes teorias para explicar como o0s
autoanticorpos contra as Dsg-1 e -3 levariam a formacgéo de bolhas. A primeira

defende que os autoanticorpos causariam uma “steric hindrance” do local de
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adeséo das desmogleinas, interferindo diretamente nesta funcdo. A outra teoria
acredita que a ligacdo antigeno (Dsg) — anticorpo (IgG) desencadearia uma via
de sinalizacdo que culminaria na perda de adesdo, envolvendo a quinase
p38MAP e a placoglobina’.

Ainda, existe a hipotese de que a acantdlise seria resultante de um
processo de apoptose, induzida pelos autoanticorpos, através de vias de
sinalizacao intracelular dependente de EGF ou FasL, ou até mesmo de um
colapso do citoesqueleto dos queratinécitos, com subsequente contracdo das
células basais e acantélise posterior (apoptélise)® .

Com relacdo a epidemiologia, a prevaléncia de PF e PV é igual entre
homens e mulheres. A idade média de aparecimento da doenca € entre os 50 e 60
anos de idade. Casos de pénfigo podem ser encontrados em todo o mundo. Na
maioria dos paises, o PV é mais frequente que o PF, exceto, em Mali, Libia,
Africa do Sul, Finlandia, Tunisia e Brasil*®!.

Diferente do pénfigo foliaceo esporadico, o Fogo Selvagem (FS), forma
endémica de PF, afeta criancas e adultos jovens, de ambos géneros e todas as
racas, expostas a algum agente ambiental, sobretudo, em areas rurais ou
proximas a rios. Na zona rural do Brasil, a relacdo PF:PV pode chegar a 17:1; a
prevaléncia em tais areas chega a 3,4% e mais de 50% dos individuos normais
apresentam autoanticorpos contra a Dsg-1"°.

A prognose dos pénfigos mudou completamente com a introducdo dos
corticosteroides no arsenal terapéutico destas doencas, a partir de 1950. Antes
desta modalidade de tratamento, a maioria destes pacientes evoluia para o
Obito; atualmente, com os corticoides e os imunossupressores utilizados, a

maioria deles atinge o controle da dermatose®*%*3,
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3.2 Pénfigo Foliaceo

O pénfigo foliaceo tem duas formas completamente distintas: o pénfigo
foliaceo ndo endémico, ou pénfigo de Cazenave, descrito por Cazenave (1850),
e 0 pénfigo foliaceo endémico (PFE), ou Fogo Selvagem (FS). O FS foi descrito
pela primeira vez em 1903, no Brasil, como uma micose superficial conhecida
por tinea imbricada ou Tokelau™.

O pénfigo de Cazenave tem ocorréncia universal, acomete doentes na
quarta ou quinta décadas de vida e ndo existem casos familiares. O pénfigo
foliaceo endémico tem ocorréncia familiar, incide predominantemente em
adultos jovens e criancas que vivem proximos a cérregos e rios, em areas
rurais, e em algumas tribos indigenas, sem predilecdo por sexo ou raca.

O FS é encontrado na América do Sul, principalmente no Brasil, nas
regides norte, centro-oeste e sudeste. Recentemente, sua prevaléncia vem
diminuindo drasticamente em alguns estados brasileiros, entre eles Sdo Paulo
e Parana’. Outros focos endémicos tém sido observado na Colémbia, no
Equador, no Peru, na Venezuela, no Paraguai e também no continente africano
(Tunisia)**.

Os pesquisadores de FS descrevem a patogénese da doenca através de
um modelo de mudltiplas etapas na qual individuos geneticamente suscetiveis
sdo expostos a um antigeno ambiental que desencadearia uma ativacao de
linfocitos B e T, auto-inflamatdria, com a presenca de autoanticorpos especificos
associado ao fendbmeno de ES. Esses autoanticorpos se ligariam as Dsg,
desencadeando uma via de sinalizacdo e eventos apoptoticos, que poderiam

estar associados a acantélise e, consequentemente, & formacao de bolhas®.
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A susceptibilidade ao PF tem sido correlacionada com a presenca de
HLA-DR-4, DR-14 e DR-1, entretanto, diferentemente do PV, nenhum alelo
isolado tem sido associado com a doenca. Estudos com diferentes populagbes
demonstraram que os alelos HLA-DRB1*0404, *1402, *1406 e *0102 também
conferem maior risco relativo a doenca’*'®. Sabe-se ainda que todos esses
alelos apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos, LLEQRRAA, na
posicdo 67 a 74 na terceira regido hipervariavel do gene DRB1. Acredita-se
qgue a heranca dos genes relacionados ao HLA que confere suscetibilidade ao
FS seja de padréo autossdmico dominante, porém de penetrancia incompleta®*®.
As duas variantes mostram padrdo de susceptibilidade a alelos do HLA
semelhante, assim como estao associadas a um polimorfismo no gene da Dsg-1
e, no caso do PFE, também no gene da citocina IL-6.

Na fisiopatologia do PF h& participacdo de autoanticorpos patogénicos,
sobretudo, das subclasses de 1gG4, 1gG1 e IgG2, dirigidos contra dominios
extracelulares da Dsg-1. Alguns doentes ainda apresentam, no soro,
autoanticorpos dirigidos contra a Dsg-3 (7%), a Dsc-1 e -2 e a E e P caderinas,
devido a homologia entre as caderinas desmossomais e essas outras
moléculas de adesao™.

Os titulos dos autoanticorpos estédo diretamente relacionados a extensao
e a atividade da doenca, assim como as subclasses de 1gG. IgG4 esta presente
em altos titulos durante a fase ativa;, em contrapartida, nos individuos na fase
pré clinica da doenca, nos controles saudaveis que vivem em areas endémicas

ou em remissdo, h& um nitido predominio de 1gG1°%'"*®

. Essa diferenca
também é observada para as subclasses 1gG2 e IgG3*’.
Admite-se que ocorra no PFE o fenbmeno da expanséo de epitopos (ou

ES), isto é, inicialmente os anticorpos originados pelos fatores ambientais
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desconhecidos, devido ao estimulo crbénico (p. ex. exposicdo constante a
picadas de inseto), reconhecem o dominio extracelular EC5 da Dsg-1 mas esse
fenbmeno néo leva a acantdlise e, portanto, ndo produz doenca. Quando os
anticorpos antidesmogleina passam a reconhecer os dominios EC1 e EC2,
pela 1gG4, o que ocorre nos individuos geneticamente predispostos, produz-se

acantélise e surge a doenca ativa”***° (Figura 1).

Desmogleinal

lgG1m lgGAr

l /\

—1 o

|

Intracelular® Extracelular®

Figura 1. Molécula da desmogleina (Dsg): Dominios extracelulares (EC) 1 a 5

e subclasses de IgG (1 e 4)

No caso do PFE observou-se que a positividade de anticorpos anti-Dsg-1
esta diretamente relacionada a situacéo geografica, ou seja, quanto mais proximo
do foco endémico, maior a presenca destes autoanticorpos; indicando assim a
possibilidade de um fator ambiental relacionado ao desenvolvimento do FS.

Outros achados epidemioldgicos também reforcam a existéncia de algum fator
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ambiental, tais como, as regibes com maior nimero de casos de FS estdo em
uma altitude de 500 a 800m, localizados proximos a rios ou lagos e ja foi descrito
um aumento da incidéncia de casos novos com o periodo de chuvas®®°.

Observa-se predominio de Simulium nigrimanum nas areas endémicas
de PFE. Os individuos expostos a picada de simulideos apresentam um risco
relativo de 4,7 de desenvolvimento da doenca’*. Além destes, o encontro de
percevejos e barbeiros nas habitacbes de doentes com FS também tem sido
relacionado a patogenia ambiental desta moléstia.

Estudos de doencas infecciosas nas areas endémicas de PF, tais como
hanseniase, paracoccidioidomicose, leishmaniose, oncocercose e doenca de
Chagas, demonstraram uma positividade maior de anticorpo antidesmogleina
nas doencas que tém insetos como vetores, em relacdo as doencas em que
nao ha a participacdo de insetos na cadeia de transmissdo. Entretanto, esses
anticorpos reagem contra o dominio extracelular EC5 da Dsg, ndo induzindo,
portanto, a acantolise. Através destes estudos, admite-se que componentes da
saliva do inseto, e ndo os parasitas em si, possam desencadear a producao de
anticorpos antidominio EC5 da Dsg, por mimetismo molecular®, que, em
individuos predispostos geneticamente (HLA), através do fenbmeno de ES,
passam a reconhecer os dominios EC1 e EC2 da molécula, havendo assim
acantolise e doenca ativa. Pesquisas recentes apontam que ha reacdo cruzada
entre uma proteina da glandula salivar do flebétomo (LIJM11), vetor da
leishmaniose, e a Dsg-1?".

Clinicamente, o PF caracteriza-se por bolhas superficiais que se rompem
com facilidade, dificl de serem observadas, deixando éareas erodidas,

recobertas por escamas ou crostas, geralmente sobre base eritematosa.
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Inicialmente as lesGes séo esparsas, descamativas envolvendo sobretudo as
areas seborréicas, como couro cabeludo, face e tronco superior (forma frusta
ou localizada, pénfigo eritematoso), area de maior expressdo de Dsg-1.
Na maioria dos doentes, as lesdes predominam nas &reas fotoexpostas™®.
O sinal de Nikolsky, que reflete a perda de adeséao intercelular na epiderme, é
indicativo de atividade da doenca. Nao existe envolvimento mucoso.

A doenca pode ficar localizada, mas pode ocorrer disseminacao cranio-
caudal das lesdes, de forma simétrica (forma generalizada invasivo-bolhosa).
A gravidade é bastante variavel, Os pacientes podem apresentar involucao
espontanea®®, ou evoluir para a dermatite esfoliativa eritrodérmica, na qual
predomina o eritema e a descamacao disseminados (forma eritrodérmica).
E comum a sensacdo de ardor ou queimacéo na pele. Na fase de involucéo,
as lesbes se tornam queratésicas (forma queratética) e pode-se observar
hiperpigmentacéo residual (forma hiperpigmentada).

A HP caracteristica do PF é a clivagem intraepitelial alta, dentro ou
adjacente a camada granular, com céulas acantoliticas, que podem ser
detectadas em um exame citologico (Teste de Tzanck). Através de bidpsia de
area perilesional, é possivel detectar deposito de IgG e C3, com padrao
intercelular, intraepitelial, na IFD. Na IFI é possivel observar anticorpos
circulantes, da classe 1gG, com padréo intercelular, dirigidos contra estruturas do
desmossoma em até 85% dos casos; os titulos tendem a ser mais altos quanto
maior a atividade da doenca e podem negativar na fase de remissao. Por fim,

com a realizacdo do ELISA é possivel demonstrar, através de antigenos

recombinantes, a presenca de anticorpos anti-Dsg-1 (71% dos casos)™*.
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Uma das variantes clinicas do PF ou, mais raramente do PV, é o pénfigo
herpetiforme. Clinicamente, caracteriza-se por placas erittmato-edematosas,
por vezes, vesiculando, em arranjo herpetiforme. No exame HP pode-se observar
espongiose eosinofilica e pustulas subcorneas, com auséncia ou acantolise
discreta. Depoésitos de IgG e/ou C3, intercelular, na epiderme sdo observados
na |FD10'21'13.

Com relacdo a terapéutica, a principal medicacdo utilizada para
tratamento destes doentes € a corticoterapia sistémica. Inicia-se o tratamento
com predisona e, caso ndao se observe a melhora desejada, pode-se ainda
tentar a resolucdo das lesdes substituindo-a por triancinolona. Outra drogas
utilizadas no arsenal terapéutico do PF séo sulfona, cloroquina, essa ultima
sobretudo eficaz para lesées em areas fotoexpostas, e nicotinamida associada
a tetraciclina. A associacdo de imunossupressores adjuvantes, quando
necessaria, apresenta pouca eficacia no PF, porém resultados melhores sédo
obtidos com o micofenolato mofetila (dose maxima 3g/dia)***3.

A mortalidade do pénfigo foliaceo, antes da introducdo do tratamento

com corticoterapia sistémica, variava ao redor de 60 a 70%; atualmente, essa

taxa ndo atinge mais de 5 a 10%°%**2,

3.3 Pénfigo Vulgar

O PV é uma dermatose vésico-bolhosa grave, com envolvimento de pele
e/ou mucosas, que acomete sobretudo individuos de meia idade, entre 40 e 60

anos, raramente criancas, e com distribuicdo universal. Ha relatos, inclusive no



Revisdo de Literatura 17

Brasil, de casos clinico-laboratorialmente compativeis com PV, porém com
caracteristicas epidemiolégicas de FS, denominado PV endémico?®.

A predisposicado ao pénfigo esta relacionada a fatores genéticos. Certos
genotipos de MHC classe Il sdo mais comuns em doentes com PV, assim
como alguns alelos de HLA, entre eles HLA-DRB1*0402, DRB1*1401 e
DQB1*0503, também conferem risco aumentado a doenca®**,

O principal autoantigeno no PV é a Dsg-3, uma caderina desmossomal
envolvida com a adeséo intercelular na epiderme. Encontrada sobretudo nos
desmossomas e, possivelmente, em outros locais da membrana celular dos
queratinécitos, predominando nas camadas inferiores da epiderme, assim
como mucosa oral e couro cabeludo®*.

Os autoanticorpos, patogénicos, encontrados no soro dos doentes com
PV se ligam a regido amino-terminal no dominio extracelular da Dsg-3. Os
doentes com a forma muco-cutéanea do PV apresentam autoanticorpos circulantes
também dirigidos contra a Dsg-1. Assim como no PFE, a subclasse de 1gG
mais importante para o desenvolvimento da doenca é a IgG4, enquanto IgG1 e
IgG3 ainda mantém papel a ser elucidado na patogénese?.

Pacientes com PV que apresentam apenas autoanticorpos contra Dsg-3
tendem a ter lesdes limitadas as membranas mucosas, onde a relativa
auséncia de Dsg-1 é incapaz de compensar, levando a acantdlise; Ja os
pacientes com anticorpos contra ambas as desmogleinas, geralmente,
desenvolvem lesées muco-cutaneas disseminadas. Entretanto, ha casos descritos
sem correlacdo entre o perfil de anticorpos e a clinica, indicando a possibilidade

de haver outros antigenos na patogenia dos pénfigos. Evidéncias recentes

indicam haver anticorpos contra outros autoantigenos desmossomais, dos



Revisdo de Literatura 18

queratindcitos e, inclusive, mitocondriais, que poderiam explicar a acantdlise
caracteristica desta dermatose bolhosa autoimune®.

O quadro clinico do PV pode se limitar ao acometimento mucoso (forma
mucosa) ou evoluir para a pele (tipo muco-cutaneo), sendo caracterizado por
bolhas flacidas, que rompem e sangram com facilidade, sobre area de pele
normal ou eritematosa, sem tendéncia a cicatrizacao.

O acometimento mucoso do PV, caracterizado por erosdes dolorosas,
ocorre em 90% dos casos, sendo que 50 a 70% iniciam a doenca com
envolvimento da mucosa oral, sobretudo, mucosa jugal, palato e gengivas
(gengivite descamativa). Segundo Barbosa NDF et al, a mucosa vulvar € o
segundo sitio mucoso mais acometido nas doentes com PV?. Lesbes na
mucosa da via aérea-digestiva alta podem levar a dificuldade de engolir e
engrossamento da voz. Conjuntiva, mucosa nasal, pénis, anus e labio também
podem apresentar erosoes.

Na pele formam-se bolhas flacidas, que se rompem com facilidade,
levando a grandes éareas erodidas, com bases eritematosas ou n&o, umidas,
sangrantes, por vezes recobertas por crostas hematicas, confluentes e
dolorosas, sobretudo, no couro cabeludo, face, axilas, regido inguinal e areas
de pressao. No couro cabeludo, as principais lesbes observadas sao erosoes,
crostas, descamacao, raramente bolhas, assim como lesdes vegetantes,
verrucosidades e politriquia, normalmente associadas a alopecia cicatricial ou
n&o®. Distrofias ungueais, paroniquia aguda e hematomas subungueais podem
completar o quadro de PV°.

O pénfigo vegetante € uma variante rara do PV, caracterizado por bolhas

flacidas, ou pustulas, que evoluem para erosdes e estas dao origem a lesdes
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de aspecto vegetante ou papilomatoso, sobretudo, em areas intertriginosas, no
couro cabeludo e na face. Nesta variante ha participacdo de autoanticorpos
dirigidos contra antigenos diferentes das Dsg-1 e Dsg-3, entre eles, as Dsc-1 e -2.
Dois subtipos sao descritos: tipo Neumann e tipo Hallopeau, este dltimo mais
brando. Por fim, esse padrdo vegetante pode se apresentar com lesdes de PV
gue se tornam resistentes a terapéutica instituida e, assim, permanecerem
estaveis por longos periodos em uma Unica localizagao'***.

Para o diagndstico do PV se faz necessario a realizacdo de exame HP
da lesdo cutdnea e/ou mucosa e a IFD de area perilesional. Clivagem
acantolitica suprabasal € o achado histopatologico caracteristico de PV, assim
como o deposito de IgG e C3 intraepitelial, intercelular, por vezes, com
predominio nas camadas inferiores do epitélio na IFD. O processo acantolitico
pode envolver os FP%,

Com relacdo aos exames soroldgicos, € possivel detectar autoanticorpos
circulantes com os conjugados IgG e C3 na IFl, em até 80% dos casos, e,
através do ELISA, demonstrar que esses anticorpos se dirigem contra a Dsg-3
(95% dos casos), no PV mucoso e também contra a Dsg-1 (50% dos pacientes),
na forma muco-cutanea™.

A introducao da corticoterapia e dos imunossupressores melhorou bastante
0 prognéstico dos doentes com PV. A mortalidade pré-corticoterapia era de
90% e atualmente, varia entre 5 e 15%. Entretanto, o PV ainda é considerado
uma doenga grave, de curso cronico e de alta morbi-mortalidade. O progndstico

esta relacionado a extensdo da doenca, a dose maxima de corticoterapia

necessaria para a remissdo e a presenca de comorbidades. A atividade da
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doenca geralmente diminui com o0 tempo e a maioria das recidivas ocorre nos
primeiros dois anos do diagnéstico"*?.

O tratamento de escolha para o PV ainda € a corticoterapia sistémica
associada ou ndo aos imunossupressores, por vezes utilizados como poupadores
de corticosterdides, com o intuito de diminuir os efeitos colaterais destes.
O objetivo do tratamento € o controle da doenca, com a menor dose possivel
de corticosteroides. Entre as terapias imunossupressoras mais indicadas estéo
a azatioprina (2-4 mg/kg/dia), o micofenolato mofetila (2-3 g/dia) e a ciclofosfamida
(1-3 mg/kg/dia). Outros tratamentos adjuvantes incluem a imunoglobulina
endovenosa (400 mg/kg/dia), o uso de agentes bioldgicos, entre eles, o anti-CD20
(Rituximabe, 375 mg/m? semanalmente, por 4 semanas), a plasmaferese e a

imunoadsorgao’®1213,

3.4 Imunologia nos Pénfigos

O desmossoma, estrutura celular envolvida na adesdo intercelular,
apresenta duas porcdes: a placa e o core. Os componentes principais do core
sdo a desmogleina 1 (Dsg-1), de 160 kD, desmogleina 2 (Dsg-2), desmogleina
3 (Dsg-3), de 130 kD, desmogleina 4 (Dsg-4), e as Dsc-1, -2 e -31%11,

A patogenicidade dos anticorpos contra desmogleinas nos pénfigos €&
reforcada por varias evidéncias cientificas. A maioria dos estudos demonstra
correlacao entre a atividade da doenca e os titulos de anticorpos. A transferéncia
transplacentéria de anticorpos de mées com PV podem causar bolhas transitorias

no recém-nascido. Em modelo animal, a transferéncia passiva de IgG relacionado
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ao PV leva a acantdlise suprabasal. As bolhas sdo prevenidas pela prévia
absorcdo de anticorpos contra o dominio extracelular da molécula de Dsg-3.
A acantolise pode ser induzida em ratos por anticorpos dirigidos contra a Dsg-3
isolados, porém acentuada com a adic&o de anticorpos contra Dsg-1'%**.

Warren SJP et al, em 2000, demonstraram, por meio de modelo
experimental da doenca, a patogenicidade destes anticorpos, desenvolvendo a
doenca, semelhante a forma humana, através da injecao intraperitoneal de
soro de doentes de fogo selvagem em camundongo Balb-c*°.

A patogenicidade dos anticorpos contra Dsg depende do seus titulos,
das subclasses e da especificidade do epitopo. Em 2001, Harman KE et al
compararam niveis de anticorpos contra Dsg-1 e Dsg-3, através do ELISA, em
casos de PV e PF e observaram que havia correlacdo, estatisticamente
significante, entre os niveis de anticorpos anti-Dsg-1 e a gravidade do quadro
cutaneo, tanto em PV quanto para PF; assim como, entre os niveis de anti-
Dsg-3 e a gravidade do acometimento oral, nos casos de PV?°.

Com relacdo as subclasses de IgG, pacientes com doenca ativa
apresentam anticorpos das subclasses IgG1 e 1gG4, porém somente o IgG4 é
patogénico®’. A subclasse de IgG4 esta relacionada & estimulacdo antigénica
cronica, que pode ocorrer nas lesdes persistentes, devido a um aumento de IL-
4 e IL-13, e portanto predominar em relacdo as demais subclasses nestes
casos. Para comprovar a patogenicidade dos anticorpos da subclasse de 1gG4,
Funakoshi T et al, em 2012, incubaram folhas de queratinécitos com IgG1 e
IgG4, em quantidades semelhantes, e observaram um aumento de 5 vezes nos
fragmentos destas folhas comparando fracdo purificada de 1IgG4 com fracdes

lgG4-depletadas'®. Os autoanticorpos IgG1 estdo presentes na fase pré clinica
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e na fase de involucdo, podendo ocorrer, até mesmo, negativacdo destes
autoanticorpos. Nas areas endémicas de fogo selvagem, ha relatos de individuos
normais, sem a doenca, que apresentam anticorpos anti-Dsg-1, da subclasse
1gG12°.

A presenca de outros anticorpos contra Dsc, e-caderina e desmoplaquinas
também ja foram detectados no soro de pacientes com PV, porém esses ainda
estdo sem patogenicidade elucidada®®**.

Por fim, o fenbnemo de ES, no qual novos epitopos, dentro da mesma
molécula (intramolecular) ou em moléculas diferentes (intermolecular) sdo
reconhecidos, ao longo do tempo, por células B ou T, de um local ndo antigénico
inicialmente, ou seja, um processo inflamatorio inicial tornaria antigenos, até
entdo incapazes de ativar uma resposta imune, em posiveis alvos antigénicos.

Essa teoria pode explicar a associacdo de muitas doencas inflamatérias e

autoimunes cuja fisiopatogenia nédo é completamente esclarecida®.

3.5 O Foliculo Piloso

Estima-se que a pele humana contenha aproximadamente 5 milhdes de
FP, sendo que cerca de 100.000 destes est&o localizados no couro cabeludo®.
Os FP e pélos ou cabelos ocorrem em toda a superficie corpérea, exceto,
palmas, plantas, preptcio e vermelhdo dos labios?®. Dados publicados relatam
que a densidade de cabelos no couro cabeludo, em individuos da raca branca
varia entre 250 a 320 fios/cm2, superior a média encontrada nos Africanos (187

fios/cm2) e menor ainda nos coreanos (128 fios/cm2)**.
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Os foliculos podem ser classificados em FP de pélos lanugos, velus,
intermediarios e FP de pélos terminais, baseado nos pélos produzidos, assim
como nas caracteristicas morfologicas dos mesmos. Resumidamente, os FP
velus sdo menores, a papila dérmica € composta de 10 a 30 células e atinge
até a derme reticular. Por outro lado, os FP produtores de pélos terminais sdo
maiores, somente a papila dérmica é composta por 200 a 400 células e os
bulbos dos mesmos localizam-se no subcutaneo?.

O pélo lanugo € um pélo fino, geralmente, ndo pigmentado, sem a regiao
medular, presente na vida pré-natal, com desprendimento entre o0 8° e 9° més
de gestacédo; o pélo velus caracteriza-se por ser um pélo macio, normalmente
pigmentado, também nédo contém medula e raramente maior que 2cm; 0os pélos
intermediarios, observados no periodo pés natal, em seguida do lanugo, séo
pélos com cuticula relativamente aspera, pigmentacdo esparsa e medula ausente
ou fragmentada; e, por fim, os pélos terminais, pélos grossos, pigmentados,
que podem adquirir comprimento maior®**?°. Antes da puberdade, os pélos
terminais estdo limitados ao couro cabeludo, sobrancelhas e cilios; apos esse
periodo, os pélos velus se convertem, sob estimulo dos andrégenos, em pélos
sexuais secundarios “terminais”.

O FP é dividido em dois segmentos. O segmento superior, parte
permanente do foliculo, que se estende da inser¢cdo do musculo piloeretor até a
superficie, composta pelo istmo e pelo infundibulo, separados pela
desembocadura da glandula sebacea®. Na porcao inferior do istmo, préximo &
insercdo do musculo eretor do pélo, encontra-se a regido da protuberancia do
FP (bulge), compartimento especializado da bainha radicular externa (BRE)

composto por um nicho células tronco epiteliais e neuroectodérmicas, assim
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como varias populacdes de células imaturas, inclusive células de Langerhans e
mastécitos imaturos™%.

Ja a segmento inferior, ou seja, entre a insercdo do musculo piloeretor
até a base do bulbo, parte transitéria do FP, subdivide-se também em duas
porcdes, o talo, que se estende da insercdo do musculo piloeretor até a franja
de Adamson, transicao entre as células em queratinizacao do pelo e as células
totalmente corneificadas, e o bulbo, que contém a papila dérmica’®**. A papila
dérmica tem um papel essencial na indu¢cdo e manutencdo da diferenciacéo
epitelial do FP*°.

A porcdo inferior do FP é composta por cinco grandes estruturas: a papila
dérmica, a matriz capilar, a haste, a bainha radicular interna (BRI) e a BRE®.

A haste é composta pela medula, cértex e cuticula do pélo. A BRI &
formada por trés membranas celulares, a cuticula da bainha radicular interna, a
membrana de Huxley e a membrana de Henle. Finalmente, a BRE, que se
estende desde o bulbo até o ducto da glandula sebacea, corresponde a uma
invaginacdo da epiderme, e portanto, expressa queratinas epiteliais, K5/K14,
K1/K10 e K6/K16 na porcéo superior e K5/K14/K17, na porcéo mais profunda®,
além de ser um alvo importante para 0s autoanticorpos patogénicos dos
pénfigos, como descrito logo a seguir. Todo FP é envolto por uma bainha de
tecido conjuntivo, cuja porcdo mais interna, acelular, € denominada membrana

vitrea'® (Figura 2).
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Figura 2. Microanatomia do foliculo piloso, na fase anagena (corte transversal)

O ciclo biolégico do cabelo tradicionalmente € dividido em trés fases:
anagena (crescimento), catagena (repouso) e telégeno (queda). As etapas
deste ciclo sédo mediadas por citocinas, hormoénios, neurotransmissores e seus
receptores, assim como fatores de transcricdo e enzimas (por vias enddécrinas,
paracrinas e autdcrinas)®.

A fase anagena, com duragdo média de 2 a 6 anos, caracteriza-se nao
apenas pelo crescimento do pélo, mas por uma constante e elevada atividade
mitdtica de todas as células do FP, em todos os compartimentos epiteliais
sobretudo da matriz, para produzir a haste e a BRI. Quando a matriz para de

proliferar, inicia-se a fase catadgena, que dura, aproximadamente, 2 a 3
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semanas. Na fase catagena ha parada da producéo de proteinas e pigmento e
expressiva apoptose na porcao infrabulbar do FP, levando a matriz a se
desprender da papila dérmica; Nesta etapa, a membrana vitrea se engrossa
para manter ligado o bulbo a papilla dérmica. As bainhas radiculares diminuem
e a externa, envolve totalmente o bulbo em queratinizacdo, formando o saco
epitelial.

Por fim, a fase telégena, com duracdo de 2 a 4 meses, culmina na
eliminacdo espontanea do cabelo, denominada teloptose. Nesta fase, o FP
esta bastante reduzido, ainda ha vestigios da BRI e a BRE resume-se ao saco
epitelial. O FP néo se estende além da derme superior. Ao final do ciclo, as
células tronco, localizadas junto a zona saliente (insercdo do musculo piloeretor
ao FP), comecam a proliferar e a se dirigir a papila démica.

Recentemente, foi descrito um novo fendbmeno no ciclo do pélo
denominado quendgeno, intervalo do ciclo entre o periodo que segue a fase
telogena, na qual o FP encontra-se vazio, e o inicio da fase anagena. Essa fase
pode ser observada em individuos sdos, porém nos homens e nas mulheres
com alopécia adrogenética sabe-se que sua duracdo e frequéncia estédo
aumentadas®®.

O tricograma normal, exame que permite verificar a proporgéo de cabelos
anagenos, catagenos e teldgenos, com ajuda da microscopia 6ptica, revela 80
a 90% dos cabelos anagenos, 10 a 20%, telégenos, 2 a 5%, catdgenos e 1 a

2%, distroficos.
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3.6 Pénfigo e Couro Cabeludo

O acometimento do couro cabeludo nos doentes com pénfigo é
frequente?®, inclusive pode ser o primeiro e Unico local de manifestacdo da
doenca, conferindo sinal de resisténcia terapéutica e levar a alopecias, cicatricias
ou nao cicatriciais®.

Esse predominio pode ser explicado pelo padrdo da expresséo antigénica
do epitélio folicular. A BRE do FP, por se tratar de uma invaginacdo da
epiderme, € estruturalmente semelhante aos queratinécitos epidérmicos,
apresentando Dsg-1 nas camadas internas e Dsg-3, em todas as camadas®**.
A Dsg-3, além de participar da adesao intercelular do epitélio folicular, também
exerce a funcdo de ancoragem do pélos telégenos na BRE**%,

Desmossomas nos FP terminais sdo considerados, atualmente, como
potenciais alvos para autoanticorpos patogénicos”.

Rao R et al demonstraram a positividade da BRE na IFD, para IgG
intercelular, tanto em doentes com PF quanto com PV, mesmo na auséncia de
leséo no couro cabeludo®. E mais recentemente alguns estudos revelaram que
tanto fios anagenos quanto telégenos, apds removidos com suas BRES, poderiam
servir como substrato para IFD, assim como a pele do couro cabeludo
perilesional®®="38,

Alguns autores defendem que a IFD de pélos anagenos tracionados é
tdo sensivel quanto a IFD de amostra de pele, considerando assim como um

potencial substrato para IFD no diagnéstico dos pénfigos. Embora esse achado

possa representar uma opgdo para o diagnostico das doencas bolhosas
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autoimunes intraepidérmicas, seu valor como marcador de remissdo imunologica
ainda devera ser determinado futuramente®” %,

Recentemente, Lehman JS e Camilleri MJ (2013) publicaram um
trabalho no qual avaliaram a sensibilidade da IFD perianexial, incluindo FP e
aparato glandular, no diagndéstico das patologias imunobolhosas. Segundo esta
pesquisa, os achados de IFD perianexial poderiam aumentar a sensibilidade do
diagnéstico nos casos de penfigdide, pénfigos e lupus eritematoso. Sendo
assim, os autores sugerem que, nos casos destas dermatoses, o local
anatémico a ser biopsiado seja uma regido cutanea rica em anexos>°.

A Dsg-4 é expressa na camada suprabasal da epiderme e ao longo da
matriz, precortex e BRI dos FP. Além de mediar a adesao intercelular no FP,
ela também coordena a transicdo entre proliferacdo e diferenciacdo dos
queratinécios, e é considerada alvo autoimune no PV32,

Segundo Ramos W et al, em 2012, o acometimento do couro cabeludo
nos doentes com PFE pode ser considerado um fator de risco potencial para
desfechos negativos, assim como a forma generalizada do PF e a néo
aderéncia ao tratamento®®. Entre as principais ocorréncias desta pesquisa
estdo: as piodermites, a pielonefrite aguda e a sepse.

Ribeiro AMQ et al, em seu levantamento epidemiolégico e clinico
incluindo 196 doentes com FS, observaram alta frequéncia de lesdes no couro
cabeludo (75,5%), porém sem relacdo com pior prognéstico. No estudo se
discute se tal achado, discordante da maioria dos autores, poderia ser

justificado pela ndo cronicidade dos casos estudados®.
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4.1 Casuistica

Esse estudo foi inicialmente submetido e aprovado pelo Comité de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). Todos os
pacientes participantes leram, concordaram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa.

Os 38 doentes incluidos na pesquisa sdo pacientes acompanhados no
Ambulatorio de doencas vésico-bolhosas autoimunes do Departamento de
Dermatologia do HC- FMUSP. Todos os doentes tiveram diagnéstico de pénfigo,
folidceo ou vulgar, confirmado por exame HP e de IFD e IFl e, no momento da
coleta dos dados, apresentavam lesdo especifica de pénfigo no couro
cabeludo. O periodo de inclusdo de pacientes e coleta de dados foi de
setembro de 2011 a outubro de 2013.

O diagndstico de pénfigo baseou-se em: (I) bolhas superficiais, flacidas
cutdneas e/ou mucosas, com sinal de Nikolsky positivo e acometimento do
couro cabeludo; (II) exame anatomo-patolégico com a presenca de clivagem
intraepidérmica e/ou acantolise; (IIl) imunofluorescéncia direta com depésito de
IgG e/ ou C3 intercelular, intraepidérmico; (IV) presenca de anticorpos da
classe de IgG com fluorescéncia intraepidérmica e intercelular; (V) ELISA com

positividade para anticorpo anti-Dsg-1 e/ou anti-Dsg-3.
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Os dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos presencialmente e
através do estudo dos prontuarios meédicos.

De acordo com o “Consensus statement on definitions of disease, end
points, and therapeutic response for pemphigus”®, os doentes foram

classificados, segundo a atividade da doenca em controle da doenca, remissao

completa, sem tratamento e remisséo parcial, em terapia minima (Quadro 2).

Quadro 2. Classificacdo da atividade da doenca dos pénfigos, segundo o

“Consensus statement on definitions of disease, end points, and therapeutic

response for pemphigus”?

CLASSIFICACAO DEFINICAO

Controle da doenga | Intervalo de tempo entre o inicio do tratamento e o tempo no
qual ndo aparecem novas lesfes e as lesGes pré-existentes

comecam a cicatrizar

Remissdo completa, | Auséncia de lesdes, novas ou estabelecidas, em um paciente

sem tratamento sem qualquer tratamento sistémico, por, pelo menos, 2 meses

Remisséao parcial Presenca de lesBes novas, porém transitorias, que
em terapia minima cicatrizam em até 1 semana, em paciente recebendo terapia
minima, inclusive corticosteroide tépico. Terapia minima é
definida como dose de prednisona (ou dose equivalente de
outro corticosterdide) menor que ou igual a 10mg por dia
e/ou terapia adjuvante minima por, pelo menos, 2 meses.
Por fim, entende-se como terapia adjuvante minima a
metade da dose necesséria para definicdo de falha
terapéutica, por exemplo, azatioprina (2,5 mg/Kg/dia),
micofenolato mofetila (3 g/dia), metotrexato (20 mg/semana)

ou ciclofosfamida (2 mg/Kg/dia).
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4.2 Investigacao Laboratorial

A investigacao laboratorial incluiu exame histopatoldgico, com coloracdo
de hematoxilina e eosina, imunofluorescéncia direta, com IgG total e subclasses
de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), imunofluorescéncia indireta, com IgG total e
ELISA para desmogleinas 1 e 3 recombinantes.

Foram coletadas duas amostras, com punch de 4mm, de les&o no couro
cabeludo e é&rea perilesional, e soro do paciente, no momento de inclusdo no

estudo. As técnicas utilizadas serdo descritas a seguir.

1. HISTOPATOLOGIA
a) Fixacdo dos espécimes em formol tamponado a 10%;
b) Embebicdo em parafina e cortes longitudinais a cada 3mm para a
preparacdo em laminas de vidro;
c) Corantes utilizados: hematoxilina e eosina (HE) para analise em

microscépio optico comum dos espécimes preparados.

2. IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (IgG TOTAL)

a) Espécimes de pele de area perilesional do couro cabeludo obtidos
através de biépsia de doentes com pénfigos vulgar ou foliaceo
foram coletados e estocados a —70°C;

b) As amostras a serem testadas foram preparadas em criocortes de
4 micra ;

c) Incubacdo com o anticorpo secundario (goat anti-human IgG-FITC,
Sigma, USA), em diluicdo 1:30 em azul de Evans, por 30 minutos,

em temperatura ambiente na camara escura e umida;
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d)

Duas lavagens (10 minutos cada) com TBS—Calcio (trizma buffered
saline) foram realizadas;
Secagem e montagem das laminas. Leitura com microscopio Zeiss

de epiluminescéncia.

. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IgG TOTAL)

a)

b)

d)

f)

Soros obtidos de doentes de pénfigos foliaceo e vulgar foram
coletados e estocados a —70°C;

Os soros a serem testados, diluidos em TBS a partir de 1:20 até
negativagdo da sorologia, foram incubados em criocortes de 4
micra de epiderme de prepucio humano normal, por 30 minutos;
Duas lavagens (10 minutos cada) com TBS—Calcio (trizma buffered
saline) foram realizadas;

Incubagdo com o anticorpo secundario (goat anti-human IgG-FITC,
Sigma, USA), em diluicdo 1:30 em azul de Evans;

Duas lavagens (10 minutos cada) com TBS—Calcio (trizma buffered
saline) foram realizadas;

Secagem e montagem das laminas. Leitura com microscopio Zeiss

de epiluminescéncia.

. IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (SUBCLASSES DE IgG: IgG1,

19G2, IgG3 e 1gG4)

a)

Espécimes de pele de area perilesional do couro cabeludo dos
doentes com pénfigos vulgar ou foliaceo obtidos através de

biépsia foram coletados e estocados a —70°C;
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b)

d)

f)

f)

As amostras a serem testadas foram preparadas em criocortes de
4 micra;

Incubacdo com o anticorpo primario (mouse anti-human
19G1,2,3-FITC, Sigma, USA), em diluicdo 1:500; (mouse anti-
human IgG4-FITC, Sigma, USA), em diluicdo 1:1000, ambos por 30
minutos, em temperatura ambiente na cAmara escura e umida.
Duas lavagens (10 minutos cada) com TBS—Calcio (trizma buffered
saline) foram realizadas;

Incubacdo com o anticorpo secundario (rabbit anti-mouse IgG -
FITC, DAKO, Denmark) por 30 minutos, em temperatura ambiente
na camara escura e umida;

Duas lavagens (10 minutos cada) com TBS—Calcio (trizma buffered
saline) foram realizadas;

Secagem e montagem das laminas. Leitura com microscopio Zeiss

de epiluminescéncia.

. ELISA COM DESMOGLEINAS RECOMBINANTES 1 E 3 (Enzyme

linked immunosorbet assay) contra desmogleinas 1 e 3 (MBL, Japan,

mesacup Dsg-1, -3, product #M7593)

b)

Os soros obtidos foram diluidos (1:100) para um volume final de
300 microlitros (solucao diluente: Tris-HCI, BSA, CaCl2) ;

Os soros foram homogenizados 3-4 vezes antes de serem
incubados na placa de ELISA;

Incubacgao por 1 hora nas placas revestidas com Dsg-1 e Dsg-3,

em paralelo, assim como o controle positivo e negativo;
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d) Lavagem automatizada por 4 vezes, com o0 tampdo de lavagem
do kit ELISA,;

e) As placas foram batidas em papel toalha para retirar o excesso de
tampéao;

f) Incubacdo com o conjugado (anticorpo monoclonal murino anti-
humano conjugado a horseradishperoxidase-HRP), em temperatura
ambiente, sob agitacéo, por 1 hora;

g) Lavagem automatizada por 4 vezes, com o0 tampdo de lavagem
do kit ELISA,;

h) Adicionado o substrato (tetrametilbenzidina/peréxido de hidrogénio:
TMB/H202), mantido coberto, por 30 minutos;

i) Término da reacdo com a solucdo bloqueadora (0,1 M acido
sulfarico) ;

J) Leitura no espectrofotdmetro (comprimento de onda: 450nm).

Interpretacéo dos resultados (Quadro 3):

Quadro 3. Interpretacdo dos resultados do exame de ELISA com desmogleinas

1 e 3 recombinantes

Desmogleina 1 Desmogleina 3
Menor que 14: Negativo Menor que 14: Negativo
Entre 14 e 20: Duvidoso Entrel4 e 20: Duvidoso
Maior que 20: Positivo Maior que 20: Positivo

FONTE: (MBL, Mesacup, Japan)
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Calculo dos resultados: Unit value (U/mL)= (A450 amostra - A450
calibrador negativo) / (A450Dsg calibrador - A450 calibrador negativo) x 100, no

qual A450 refere-se ao valor de absorcédo a 450nm)
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5.1 Dados Demogaéficos e Clinicos

O estudo incluiu 38 doentes, 22 do sexo masculino e 16, do sexo
feminino. A idade média do grupo foi de 48 anos e 2 meses, variando entre 18
e 71 anos de idade. Todos os doentes apresentavam, no momento de inclusédo
no estudo, lesBes ativas e especificas de pénfigo, no couro cabeludo.

Segundo o diagnéstico, 20 doentes tinham o diagnéstico de PF e 18, de
PV. Vinte e cinco pacientes estavam com atividade da doenca em controle, 12
deles apresentavam remissao parcial com terapia minima, e, apenas um estava
em remissao completa da doenca, sem tratamento. Com relacdo ao tempo de

duracdo de doenca, esse variou, entre os incluidos, entre 40 dias e 27 anos.

5.2 Pénfigo Foliaceo

Entre os 20 doentes com diagndstico de PF, 10 eram do sexo masculino
e 10, do sexo feminino. A idade variou entre 18 e 71 anos, com idade média de
47 anos de idade. Com relacdo a duracdo de doenca, o tempo médio do
diagnéstico era de 7 anos e 9 meses, tendo variado entre 40 dias e 27 anos.

De acordo com a classificacao clinica de PF, 18 pacientes apresentavam a
forma generalizada, ou invasivo-bolhosa, e, apenas dois, tiveram a forma
localizada da enfermidade. Um Unico doente deste grupo apresentou, durante sua
evolugcdo, ES, ou seja, durante o curso da doenca, apresentou mudanca de

diagnéstico de PF para PV (Doente 4, Tabela 1, Figura 3).



Tabela 1. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com PF e acometimento do couro cabeludo

Doentes Género/ldade Apresentacdo Duracgao da Lesdes Lesdes HE Padréo IgG1 IgG4 Titulo IFI ELISA ELISA Atividade
(anos) clinica doenca (anos) ungueais umbilicais de IFD (IFD) (IFD) Dsg-1 Dsg-3 daDoenca
1 M/ 42 L 4 N&o N&o 1 1 + FP + FP 1:1280 251 - 1
2 F/ 55 G 5 N&o Sim 1 1 - + FP 1:160 117 - 1
3 F/ 26 G 6 NI NI 1 2 + FP - 1:2560 138 - 2
4 M/ 42 G, ES 7 N&o Sim 2 1 +FP - 1:2560 205 162 2
5 M/ 65 G 13 N&o Sim 1 3 + FP + FP 1:2560 207 - 1
6 M/ 18 L N&o Na&o 3 1 - + FP 1:80 50 12 2
7 M/ 56 G N&o Na&o 1 3 - + FP 1:160 95 - 1
8 F/ 50 G Sim Nao 1 3 +FP - 1:80 150 3 2
9 F/ 26 G NI N&o Sim 1 1 + + 1:2560 125 1 2
10 M/ 51 G 5 N&o N&o 1 4 - +FP >1:5120 234 6 2
11 F/ 48 G 16 N&o Na&o 1 3 + FP + FP 1:640 253 1 1
12 F/ 48 G Nao Néao 1 1 + + 1:640 162 - 2
13 F/ 40 G N&o Sim 1 5 + FP + FP 1:640 180 1 2
14 M/ 71 G N&o N&o 1 5 - + FP 1:160 134 1 1
15 F/ 49 G N&o Sim 1 1 - + 1:640 216 - 1
16 M/ 49 G 10 N&o Sim 1 3 + FP + FP 1:1280 243 - 2
17 F/ 50 G 27 N&o Sim 1 4 - + FP 1:160 252 5 1
18 F/ 54 G NI Sim Nao 1 5 - - 1:1280 254 - 2
19 M/ 71 G 25 N&o N&o 4 6 - + FP negativo 2 3 2
20 M/ 47 G 9 N&o N&o 5 5 - + FP 1:640 162 12 2

M, masculino; F, feminino; Apresentacdo clinica: L, PF localizado; G, PF generalizado (invasivo-bolhoso, eritrodérmico); ES: Epitope spreading; NI, ndo informado; HE,
Hematoxilina e eosina: 1: Clivagem acantolitica subcérnea (intragranulosa ou espinhosa alta), 2: Clivagem acantolitica suprabasal, 3: Dermatite espongittica e
psoriasiforme, 4: Dermatite perivascular, 5: Alteracdo vacuolar da camada basal; IFD, Imunofluorescéncia direta: 1: Intraepidérmico intercelular (IgG e C3), 2: Corpos
coléides (IgM), 3: Intraepidérmico intercelular (IgG e C3), inclusive no FP, 4: Intraepidérmico intercelular (IgG), inclusive no FP, 5: Intraepidérmico intercelular (IgG), 6:
Intraepidérmico intercelular (IgG and C3) e na zona da membrana basal (IgG e IgM); 1gG1 e IgG4 (IFD): +, positivo; -, negativo; FP: deposi¢do no FP; Atividade da
doenca: 1, Remissao parcial em terapia minima; 2, Controle da doenca.
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Figura 3. (A) Manifestacdo clinica de PF: Erosdes e crostas no couro cabeludo
e na face; (B) Clivagem acantolitica subcornea (Hematoxilina e eosina,
ampliagdo original x 100); (C) IFD com fluorescéncia intercelular no foliculo
piloso (IgG4) (ampliacéo original x 200); (Doente 1, Tabela 1)

O acometimento ungueal neste grupo foi observado em apenas dois
doentes (10,5%). Ja manifestacbes clinicas compativeis com pénfigo, na
localizacdo da cicatriz umbilical, estiveram presentes em oito pacientes (42,1%),

considerando um total de 19 pacientes avaliados nestes critérios (Figura 4).

Figura 4. Manifesta¢des ndo usuais dos pénfigos: Acometimento umbilical em
doentes com PF

Por fim, considerando a classificacdo de atividade de doenca, 12 doentes
com PF estavam em controle da atividade e oito, em remisséo parcial com

terapia minima, conforme detalhado anteriormente.
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5.2.1 Histopatologia

Clivagem intraepidérmica, subcoérnea, intragranulosa ou espinhosa alta,
com acantolise foi o achado anatomopatolégico mais observado nas amostras
coletadas das lesdes do couro cabeludo dos doentes com PF; Esteve presente
em 16 das 20 amostras. Os outros achados histopatolégicos foram: clivagem
acantolitica suprabasal (1/20), dermatite espongiética e psoriasiforme (1/20),
dermatite perivascular (1/20) e alteracdo vacuolar da camada basal com

exocitose de linfocitos pequenos (1/20).

5.2.2 Imunofluorescéncia Direta e Indireta

Imunofluorescéncia direta, com IgG total, caracteristica de PF, com
depdsito de IgG e intercelular, intraepidérmica, foi observada em 13 amostras
de pacientes com PF (13/20) e somente IgG, em seis do mesmo grupo.
Fluorescéncia especifica no FP esteve presente em sete das 20 amostras.
Uma das amostras com deposicdo de IgG e C3, intercelular, apresentou
também IgG e IgM na membrana basal e uma Unica, apenas deposi¢ao de IgM
como corpos citoides.

Com relacdo as subclasses de IgG, IgG4 foi observada em 16 dos 20
casos, sendo que entre esses, sete apresentaram deposicédo de IgGl e uma
Unica, além de IgG1l e IgG4, também apresentou deposito com IgG2. 1gG1
isolada foi detectada em apenas trés dos pacientes com PF e somente um, a
IFD foi negativa para as subclasses de 1gG. Com relagdo a fluorescéncia

folicular, essa foi verificada em 16 amostras neste grupo, com IgG1 e/ou IgG4.
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Considerando a atividade da doenca, 12 pacientes com PF estavam na
fase de controle da doenca. Entre esses, oito apresentaram depdsito de IgG4
intercelular, intraepidérmica, trés depésito de IgGl e um teve o exame
negativo. Fluorescéncia intercelular no FP, sobretudo as custas de IgG4, foi
observada em nove dentre os 12 doentes (3 IgG1, 4 1gG4 e 2 IgG1 e IgG4).
Considerando apenas os doentes em remissdo parcial, em terapia minima,
oito, entre 20 no total, apresentaram depdsito de IgG4 intraepidérmico,
intercelular e sete com 0 mesmo depdésito, IgG4, inclusive, no FP.

A IFI detectou anticorpos IgG em 19 das 20 amostras dos doentes com
PF, com titulos variando entre 1:80 e 1:5120 (média: 1:640). Entre os pacientes
com lesBes umbilicais e PF, a média da titulacéo foi de 1:2.560. O Unico doente

com IFI negativa, apresentou IFD positiva para pénfigo (Doente 19, Tabela 1).

5.2.3 ELISA

Autoanticorpos contra Dsg-1 foram observados em 18 das 20 amostras
de soro dos pacientes com PF. Um doente apresentou anticorpos contra Dsg-1
e Dsg-3 e o outro, apresentou ELISA negativo para os antigenos testados.
O soro do doente com anticorpo anti-Dsg-1 e anti-Dsg-3 foi o mesmo do
paciente que apresentou clivagem acantolitica suprabasal, na lesdo do couro
cabeludo; esse paciente tivera o diagnostico prévio de PF confirmado
por exame histopatologico, configurando assim um caso de ES (Doente 4,

Tabela 1).
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5.3 Pénfigo Vulgar

Entre os doentes com diagnostico de PV, 12 eram do sexo feminino e
apenas seis, do sexo masculino. A idade média do grupo foi de 48 anos,
apresentando variacao entre 36 e 63 anos de idade. Cinco anos e 10 meses foi
a duracdo média de evolucdo da doencga, sendo que esse tempo variou entre
dois e 18 anos.

Dezesseis doentes deste grupo apresentavam a forma muco-cutanea da

doenca e, apenas dois, a forma cutédnea. Trés doentes deste grupo PV evoluiram

para PF, na evolucgéo clinica (ES) (Doentes 11, 16 e 18, Tabela 2, Figura 5).

Figura 5. (A) Manifestacdo clinica de PV: eros6es no couro cabeludo; (B)
Clivagem acantolitica suprabasal (Hematoxilina e eosina, ampliagdo original x
100); (C) IFD com fluorescéncia intercelular, predominantemente nas camadas

inferiores do foliculo piloso (IgG1) (ampliacao original x 200)

Manifestacbes ungueais, entre elas paroniquia e onicodistrofia, foram
observadas em nove doentes com PV (56,2%) e, sete, entre oS mesmos 16
doentes avaliados, apresentaram lesdes umbilicais especificas da doenca

(43,7%) (Figura 6).
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Figura 6. Manifestac6es n&o usuais dos pénfigos: Lesdes ungueais (paroniquia)
em paciente com PV

Entre os doentes com PV, 13 foram considerados em controle da
doenca, em relacdo a atividade da enfermidade, e cinco, em remissao parcial,

com terapia minima.

5.3.1 Histopatologia

O achado anatomo-patologico caracteristico de PV, clivagem
acantolitica suprabasal, foi observado em 17 das 18 amostras de lesédo de
couro cabeludo dos doentes deste grupo. Em apenas uma delas foi verificada a

presenca de acantélise intraepidérmica superficial (Doente 11, Tabela 2).

5.3.2 Imunofluorescéncia Direta e Indireta

Com relacao a imunofluorescéncia direta (IgG total), todas as amostras
tiveram presenca de fluorescéncia especifica. Doze doentes apresentaram
fluorescéncia positiva no FP. Entre estes, nove apresentaram depdésito de 1gG e

C3 intercelular intraepidérmico, tendo um depdsito na membrana basal as
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custas de IgM associado e nove, apenas IgG na mesma localizacdo. Os que
nao apresentaram fluorescéncia no foliculo, trés apresentaram somente
depdsito de IgG e outros trés, IgG e C3 intercelular, intraepidérmico.

Em relacdo a IFD das subclasses de IgG, todas as amostras
demonstraram deposicdo de IgG4 intercelular intraepidérmico e no FP; em
contrapartida, 1gG1 foi visualizado em 13 amostras do total. Este achado n&o
teve relacdo alguma com a atividade da doenca.

A IFlI com IgG total foi positiva em todos os doentes, tendo o titulo
variado entre 1:40 e 1:1.280 (Média de 1:160). Entre os doentes com

acometimento umbilical, a média foi de 1:640.

5.3.3 ELISA

Pelo método de ELISA, anticorpos anti-Dsg-1 e anti-Dsg-3 foram
detectados em amostras de 12 entre 18 pacientes com PV, sendo que entre
esses, 11 apresentavam a forma mucocutdnea da doenca. Quatro doentes
apresentaram apenas anticorpos contra Dsg-1 e outros dois, exclusivamente
contra a Dsg-3. Entre os doentes com ES para PF, foi observado em dois
anticorpos anti-Dsg-1 e anti-Dsg-3 e; no terceiro doente, apenas anticorpo

contra Dsg-1.



Tabela 2. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com PV e acometimento do couro cabeludo

Doentes Género/ldade Apresentagcdo Duragdo da LesBes LesBes HE Padréo IgG1 1gG4 Titulo IFl  ELISA  ELISA Atividade
(anos) clinica doenga (anos) ungueais umbilicais deIFD  (IFD) (IFD) Dsg-1 Dsg-3 daDoenca
1 M/ 50 1 6 Sim N&o 1 1 + FP + FP 1:1280 74 219 1
2 M/ 46 1 4 N&o N&o 1 2 + FP + FP 1:640 39 219 1
3 M/ 41 1 5 N&o Sim 1 3 + FP + FP 1:1280 217 63 1
4 F/ 47 1 7 Sim Sim 1 2 + FP + FP 1:1280 177 189 1
5 F/ 39 1 9 Sim Sim 1 1 - + FP 1:80 64 - 1
6 F/ 45 1 3 NI NI 1 4 - + FP 1:40 26 41 1
7 F/ 54 1 5 N&o Na&o 1 2 + FP + FP 1:160 123 162 1
8 F/ 36 1 2 Sim Sim 1 5 + FP + FP 1:1280 73 157 1
9 F/ 45 1 12 NI NI 1 2 + FP + FP 1:160 94 139 1
10 F/ 49 2 2 N&o N&o 1 4 +FP + FP 1:160 190 3 2
11 F/ 37 2,ES 2 N&o Sim 2 2 +FP + FP 1:40 279 189 2
12 M/ 53 1 6 Sim Na&o 1 2 - + FP 1:640 245 189 1
13 M/ 63 1 5 N&o N&o 1 3 + FP + FP 1:160 12 22 1
14 F/ 59 1 18 Sim Sim 1 2 - + FP 1:160 143 20 1
15 F/ 53 1 4 Sim N&o 1 5 +FP +FP 1:320 90 189 2
16 F/ 60 1,ES 4 Sim Nao 1 4 + FP + FP 1:160 230 1 2
17 M/ 61 1 7 Sim N&o 1 1 - + FP 1:160 11 162 2
18 F/ 38 1,ES 12 N&o Sim 1 3 + FP + 1:1280 217 144 1

M, masculino; F, feminino; Apresentagdo clinica: 1, Forma mucocutanea; 2, Forma cutanea; ES: Epitope spreading; NI, ndo informado; HE, Hematoxilina e eosina: 1:
Clivagem acantolitica suprabasal, 2: Clivagem acantolitica superficial; IFD, Imunofluorescéncia direta: 1: Intraepidérmico intercellular (IgG), inclusive no FP, 2:
Intraepidérmico intercelular (IgG e C3), inclusive no FP, 3: Intraepidérmico intercelular (IgG e C3), 4: Intraepidérmico e intercelular (IgG), 5: Intraepidérmico e intercelular
(IgG e C3) e na zona da membrana basal (IgM), inclusive no FP; IgG1 e IgG4 (IFD): +, positivo; -, negativo; Atividade da doenca: 1, Controle da doenga, 2, Remissao
parcial, em terapia minima.

sopejnsay
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O envolvimento do couro cabeludo é uma caracteristica comum do
pénfigo®. Estas lesdes s&do geralmente recalcitrantes e podem persistir apesar
da resolucdo das lesdes em outras areas. Neste estudo, foram avaliados 38
pacientes, com PF ou PV, e com envolvimento do couro cabeludo, e avaliou-se
o perfil clinico e imunoldgico dos mesmos.

Epidemiologicamente, neste trabalho, os grupos de PF e PV foram
bastante similares, com idade média semelhante entre eles e houve predominio
do sexo feminino apenas no grupo PV. As formas clinicas mais observadas
foram a forma invasiva- bolhosa, no grupo PF, e a mucocutanea, no grupo PV.
Tanto o grupo PF quanto o grupo PV foram compostos por doentes, em sua
maioria, com evolucdo prolongada da doenca (tempo médio de evolugdo 7
anos e 9 meses no grupo PF e 5 anos e 10 meses, no PV), refletindo o carater
de cronicidade das doencas.

Do ponto de vista clinico, 0 acometimento ungueal foi mais comum no
PV do que em pacientes com PF, como previamente descrito®. No artigo de
Tosti A et al, em 2011, o grupo de autores sugere que 0 acometimento ungueal
nos casos de PV, mais comumente paroniquia e onicomadese, pode anteceder
as manifestacdes cutédneas e estar relacionado a doencas mais graves,
extensas e de longa evolucdo, como muitos casos incluidos nesta pesquisa*
(Quadro 4).

Em relacdo as lesdes na cicatriz umbilical ndo houve diferenca na
frequéncia entre os grupos, porém destaca-se que titulos mais elevados de

anticorpos circulantes IgG foram detectados em pacientes com esse tipo de
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manifestacéo clinica. Oliveira Jr JV et al estudaram pacientes com pénfigo e
envolvimento umbilical. As lesdes clinicas mais prevalentes no estudo publicado
pelo grupo também foram predominantes nos nossos pacientes, ou seja,
eritema, erosdes, crostas e lesbes vegetantes. O grupo brasileiro ainda sugere
que esse fendtipo poderia estar relacionado a novos epitopos ou a reacao
cruzada entre anticorpos contra Dsg e receptores leucocitarios imunoglobulina-
like presentes em estruturas umbilicais (restos embrionarios locais do cordao
umbilical ou da placenta) ou, até mesmo, devido as peculiaridades na
expressdo de Dsg no corddo umbilical*®*!. Postula-se que outros epitopos s&o
expressos nos doentes com pénfigo e manifestagcdo umbilical, como descrito

anteriormente™ (Quadro 4).

Quadro 4. Comparacéao entre os dados da literatura e os principais achados

deste estudo em relacdo a manifestacfes clinicas ndo usuais nos pacientes

com pénfigo

AUTOR PRINCIPAL ACHADO

Cabhali JB et al, 2002** Manifesta¢cBes ungueais como apresentacao rara em
paciente com PV

Tosti A et al, 2011 Relacdo entre acometimento ungueal no PV e
extensdo da doenca, gravidade e cronicidade

Oliveira Jr JV et al, 2012* Semelhanca clinica e imunopatolégica entre o0s
doentes com manifestacdo umbilical de PF e PV

Delmonte S et al, 2000*® Eflavio anageno normal como manifestacédo de PV

Koslu A et al, 2009*° Comparacéo entre o eflivio anageno normal e o sinal
de Nikolsky

Daneshpazhooh M et al, 2015>* | Perda de cabelo anageno como preditor de gravidade
da doenca

Veraitch O et al, 2013°° Alopecia ndo cicatricial e eflivio andgeno como

manifestacdo de PV

Maragno L et al, 2015 Acometimento ungueal e umbilical frequente
entre os doentes com PF e PV e acometimento do
couro cabeludo
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Com relacdo aos achados histopatoldgicos, a clivagem acantolitica
superficial, no grupo PF e suprabasal, no grupo PV, foram os resultados mais
observados, 16/20 e 17/18, respectivamente, reforcando, desta forma, o
diagnostico de pénfigo. No grupo PF, o paciente que apresentou clivagem
suprabasal (doente 4, tabela 1) evoluiu para PV, em sua evolucao (ES) e o doente
19, que apesar da IFD e IFl caracteristicos de pénfigo, no HE, apresentou
alteracdo vacuolar da camada basal, provavelmente relacionado ao quadro de
lpus subagudo associado. Por fim, o Unico anatomopatolégico diferente no
grupo PV (doente 11), cujo resultado fora clivagem acantolitica superficial, era de
um paciente que acabou tendo o diagnéstico de PF na sua evolucéo (ES).

O presente estudo demontra que os subtipos de IgG depositados em
lesGes no couro cabeludo de pacientes com pénfigo, folihceo e vulgar, ndo
diferem dos subtipos encontrados em les6es mucocutaneas destas enfermidades.
A grande vantagem do presente trabalho foi a possibilidade de analisar,
simultaneamente, dados clinicos e laboratoriais em uma amostra homogénea
de doentes com pénfigo, com tempo de seguimento significativo. Além disso,
nossos resultados refletem a resposta imune especifica, sistémica e localizada,
das lesbes do couro cabeludo, inéditos na literatura.

Na verdade, sabe-se que a terapia imunossupressora pode afetar o
resultado do estudo de imunofluorescéncia, embora ndo haja nenhum estudo
com subclasses de IgG. Os nossos dados, referentes a doentes em uso de
diferentes drogas imunossupressoras, aparentemente, nao foram prejudicados.
Estes resultados podem ajudar o entendimento para o frequente envolvimento
do couro cabeludo nesta doenca. No entanto, os resultados nédo explicam a

refratariedade destas lesdes ao tratamento convencional.
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Em relacdo ao perfil de 1gG in situ nas lesdes localizadas no couro
cabeludo, esse é o primeiro estudo que descreve a distribuicdo de subclasses
de 1gG, in situ, em pénfigo. Em nossos doentes houve um predominio de
isotipos 1gG1 e IgG4, sem qualquer associacdo com a atividade da doenca,
contrastando os dados ja bem estabelecidos sobre o perfil sérico, nos quais a
subclasse de IgG envolvida com a atividade da doenca é a IgG4'"*°. E possivel
gue com um seguimento a longo prazo, haja uma mudanca de isotipos de 1gG

in situ semelhante a detectada no sangue de doentes com pénfigo (Quadro 5).

Quadro 5. Comparacao entre os dados da literatura e os principais achados
deste estudo em relacdo a subclasses de IgG das lesGes do couro cabeludo

envolvidas nos pénfigos

AUTOR PRINCIPAL ACHADO

Warren SJP et al, 2003"' Perfil sérico de subclasses nos pénfigos:
+ 1gG1=fase pré-clinica e remissao
* 1gG4= atividade

Aoki V et al, 2004 Subclasse de IgG4 relacionada ao reconhecimento de
epitopos patogénicos e, portanto, a atividade da
doenca

Maragno L et al, 2015>* Depdsito in situ de IgG1 e IgG4 no foliculo piloso,
sem correlacdo com a atividade da doenca (fase
clinica)

Com relagcédo aos antigenos dos pénfigos, em 1991, loannides D et al
estudaram a diferenca de expressao antigénica em diversas localizagbes
anatdbmicas, através de imunofluorescéncia, em casos de PF, pénfigo
eritematoso (PE) e PV e observaram que o antigeno envolvido com o PV
estava bastante expresso no couro cabeludo, porém o mesmo nao ocorria nos

doentes com PF e PE®,
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Entretanto, a presenca das Dsg no FP tem sido bastante estudada. No
mesmo ano, 1991, Wilson CL et al demonstraram, por IFl e IFD, que a
distribuicdo clinica das lesGes de pénfigo estava relacionada a uma expressao
aumentada de proteinas desmossomicas no epitélio folicular em ratos, e nédo a
expressdo antigénica diferente®; Koch PJ et al, em 1998, demonstraram o
papel de Dsg-3 na ancoragem de cabelo telogeno ao epitélio folicular dos
queratinécitos que rodeiam o bulbo capilar e a camada basal da BRE em
murinos**. Em 2003, Kijuic A et al descobriram outro membro da superfamilia
de genes da caderina desmossémica, a Dsg-4, na epiderme suprabasal e no

FP3? (Quadro 6).

Quadro 6. Comparacao entre os dados da literatura e os principais achados
deste estudo em relacdo aos autoantigenos e a resposta imune humoral contra

0s autoantigenos envolvidos nos pénfigos

AUTOR PRINCIPAL ACHADO

Wilson CL et al, 1991° Expressao aumentada de proteinas dos desmossomas
no epitélio folicular

Koch PJ et al, 1998* Dsg-3: ancoragem do cabelo telégeno no epitélio
folicular

Kijuc A et al, 2003% Dsg-4 na camada suprabasal e no foliculo piloso

Flores G et al, 2012 Possibilidade de outros autoantigenos na progressao
da doencga

Maragno L et al, 2015>* Perfil sorolégico contra Dsg-1 e Dsg-3 nos doentes
com lesBes especificas no couro cabeludo

Schaerer e Trueb demonstraram a praticabilidade de utilizar IFD
convencional no cabelo arrancado, e compararam a sensibilidade do método

de IFD com amostras de pele e através do ELISA, com Dsg-1 e Dsg-3*. Varios
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autores confirmaram os resultados, incluindo a positividade do teste, mesmo na

auséncia de lesdes no couro cabeludo>>3038464748 (Quadro 7).

Quadro 7. Comparacao entre os dados da literatura e os principais achados
deste estudo em relacdo a sensibilidade da imunofluorescéncia direta no

acometimento de couro cabeludo em individuos com pénfigo

AUTOR PRINCIPAL ACHADO

Schaerer L and Trueb RM, 2003* | IFD de BRE de cabelo removido é um método
confiavel e especifico para o diagndstico de

pénfigos
Daneshpazhooh M et al, 2011% IFD do cabelo removido < IFD convencional
Alexandru A et al, 2013 IFD cabelo anageno: alta sensibilidade, sem

relacdo com a atividade da doenca

Qgagqish BF et al, 2012 Maior sensibilidade e especificidade de IgG4,
guando comparada as outras subclasses no PF
endémico

Maragno L et al, 2015 Maior sensibilidade da IFD com subclasses
de I1gG de éarea perilesional de couro
cabeludo

Em 2000, Delmonte S et al descreveram o eflivio andgeno normal como
acometimento subclinico do FP em trés doentes com PV, porém com ressalva
em relacdo & integridade das bainhas radiculares na microscopia®®. Koslu A et
al (2009) confirmaram esta manifestacdo por tricograma e compararam-a com
o sinal de Nikolsky, revelando que o envolvimento do couro cabeludo em
pacientes com pénfigo poderia ser mais prevalente do que os dados relatados
na literatura atual®® (Quadro 4).

Veraitch O et al, em 2013, publicaram um trabalho, incluindo 5 casos de PV

muco-cutaneo, e concluiram que o eflivio anageno e a alopecia nao cicatricial
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podem ser manifestacao inicial de PV, devido ao enfraquecimento da ancoragem
do cabelo, resultante tanto da acantolise, como de fatores secundarios, por
exemplo, infeccBes™. Atualmente, Daneshpazhooh M et al (2015) observaram, em
um grupo de 96 doentes com PV, que a perda de cabelos anagenos é um preditor
independente da gravidade da doenca® (Quadro 4).

Em 2011, o grupo deste mesmo autor comparou a IFD do cabelo com a
IFD convencional para avaliar a remissdo imunoldgica, e demonstrou
sensibilidade de 79%, especificidade de 48%, valor preditivo positivo de 61% e
valor preditivo negativo de 68% da IFD dos pélos, concluindo que a IFD dos
cabelos ainda néo é sensivel o suficiente para substituir o exame convencional
para monitorar remissdo imunolégica®’. Alexandru A et al, em 2013, também
detectaram uma elevada sensibilidade da IFD de cabelos anagenos em
doentes de pénfigo, com baixa correlagdo com a atividade da doenga®.

Observou-se, nesta pesquisa, que a positividade da IFD com subclasses
de 1gG no FP dos doentes de pénfigos e acometimento do couro cabeludo foi
maior quando comparada a IFD com IgG total (89,47% versus 50%). Em 2009,
o grupo de Qqagqgish BF et al, estudando PF endémico encontrou uma maior
sensibilidade e especificidade de 1gG4, quando comparada a IgG total,
sugerindo que haveria uma associacdo clinica maior entre 0s anticorpos
patogénicos 1gG4 que os das demais subclasses™. (Quadro 7)

H& uma busca continua de novos antigenos no pénfigo, a fim de explicar
a heterogeneidade de fendtipos; Flores G et al (2012) analisaram a presenca
de autoanticorpos contra caderinas dos desmossomas (Dsg-1, Dsg-2, Dsg-3,
Dsg-4, Dsc-1, Dsc-2 e Dsc-3) e E-caderina em pacientes com PF, e detectaram

diferentes perfis de autoanticorpos, indicando a possibilidade de outros
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autoantigenos na progressdo da doenca (Quadro 6)°. Estes resultados podem
apoiar a descoberta de dois pacientes com pénfigo e deposicao de IgG e/ou
IgM na zona da membrana basal, e, possivelmente, a persisténcia do depdsito
de imunoglobulinas apesar controle da doenca.

Por fim, em relagéo ao ES?®*3, no presente estudo este fenémeno somente
foi observado em quatro casos (trés de PV para PF e um de PF para PV).
No entanto, é possivel que o fato do envolvimento do couro cabeludo aparecer
principalmente na evolucdo da doenca, caracterizada pela cronicidade,
refratariedade ao tratamento ou agravamento do quadro clinico seja, por si S0,
uma expressao clinica de ES, no qual o processo inflamatério inicial contra as

Dsg exporia antigenos do FP ainda desconhecidos pela ciéncia.
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Em conclusdo, este trabalho contribui para ampliar o conhecimento
sobre o acometimento do couro cabeludo em pacientes com PF e PV. Os
achados principais nos permitem concluir que:

1- Os isotipos de IgG predominantes no couro cabeludo de pacientes de
pénfigo foram IgG1l e IgG4. Nao houve relagdo com a atividade da
doenca. Ainda, a IFD da area perilesional com subclasses de IgG
apresentou maior sensibilidade desta técnica em relacdo a IFD com

IgG total.

2- O perfil sorolégico dos pacientes de pénfigo com acometimento do
couro cabeludo, utilizando-se métodos imunodiagnosticos (Dsg-1 e -3
recombinantes) ndo mostrou caracteristicas distintas dos demais

doentes com esta enfermidade.

3- O envolvimento do foliculo piloso nos pénfigos esteve relacionado a

Q)

doenca de longa duracdo e recalcitrante, e esteve associado

paroniquia (31,43%) e a lesGes umbilicais (42,86%).

No entanto, ainda é necessaria a caracterizacao de novos antigenos nos
pénfigos com envolvimento do couro cabeludo para melhor compreensédo desta

manifestagéo clinica.
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ANEXO | = TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

L NOME: <o e e —r e e e e araaeeeannrnes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ovviiieeiiiiiiiiieeeeenns SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO. ........ o l......

ENDERECO ..ottt NO e, APTO: ..o
BAIRRO: .....ciiiiiiiiiiiiee e CIDADE ..ottt
CEP:eeeee e TELEFONE:DDD(............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL ...oveveeeee ettt sttt ane e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) ........cccceevveeiieeeeeeeerieeeeiinnnn,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....cooooviiiiiieeeeeeciiieee e, SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.. ......... oo [oviiiins

ENDERECO: ...ttt NO e APTO: ...........
BAIRRO: ..o CIDADE: .....cci i
CEP: oo TELEFONE: DDD (....... ) R PRRR

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Caracterizacdo da resposta
autoimune humoral e do perfil imuno-histopatolégico das lesdes cutaneas do
couro cabeludo dos doentes de pénfigos foliaceo e vulgar

PESQUISADOR : Dra Celina Wakisaka Maruta

CARGO/FUNCAO: Docente do Departamento de Dermatologia da FMUSP
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRM-SP: 47992

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia
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2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO 0

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR O

3.DURACAO DA PESQUISA: 23 meses

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s):

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa clinica, que
tem como objetivo 0 estudo da resposta imunoldgica envolvida nas lesdes de
couro cabeludo em doentes com pénfigo foliaceo ou vulgar. Participando, vocé
estara contribuindo para o maior conhecimento na patogenia destas doencas.

Antes de tomar uma deciséo é importante que vocé compreenda porque
esta pesquisa clinica esta sendo realizada e o que ela envolvera. Por favor, leia
com atencdo este documento, faca as perguntas que desejar e pense bem
antes de concordar.

Sinta-se a vontade para perguntar sobre quaisquer ddvidas ou para
pedir maiores informacdes ao seu médico antes de tomar uma decisdo sobre
sua participacdo. Se, ap0s a leitura destas informacdes, vocé ndo concordar
em participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo quanto ao
atendimento prestado por este hospital.

Se vocé escolher participar, vocé podera retirar seu consentimento a
qualquer momento e vocé deixard de participar do estudo, sem que haja
qualquer prejuizo quanto a continuidade de seu tratamento pelo mesmo
hospital, devendo apenas informar ao médico responsavel o motivo que o levou
a se retirar do estudo.

O objetivo deste estudo é verificar a resposta do sistema imune
envolvida nas lesGes de couro cabeludo de pénfigo, folidceo ou vulgar, através
de exames laboratoriais, ou melhor, através de biopsia de pele e exames de

sangue.
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2 — Descricdo dos procedimentos que serao realizados, com seus propositos e

identificagdo dos que forem experimentais e néo rotineiros;

Se vocé decidir participar e assinar este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, vocé respondera a um questionario sobre sua doenca e sera
submetido a um exame dermatolégico. Apds, sera realizada uma biépsia de
pele (couro cabeludo), para exame anatomo-patolégico e imunofluorescéncia
direta. Esta biopsia sera executada com anestesia local, ambulatorial, em data
agendada, no qual, retira-se um pequeno pedaco da pele, fechando-se com um
ponto logo em seguida. Por fim, sera submetido a coleta de sangue, para

exame de imunofluorescéncia indireta.
3 — Relacao dos procedimentos rotineiros e como séo realizados:

e Biopsia de pele (couro cabeludo): Injecdo na area da lesdo da cabeca
para anestesiar o local, retirada de um fragmento, de 4 mm, através de

um punch, e sutura, com fio de Mononylon 4-0.
e Coleta de sangue: Puncdao periférica da veia do antebraco.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos

itens 2 e 3;

A biopsia da pele (couro cabeludo) pode causar leve dor local durante a
realizacdo da mesma, dor leve no dia seguinte, formacéo de crosta e pequena

cicatriz local, as vezes com coceira local por duas semanas.

Uma vez realizada a coleta de sangue, vocé podera experimentar o
desconforto durante o procedimento e, logo apds, dor local leve e formacéo de

hematoma.

Caso estes desconfortos lhe ocorram de maneira intensa, vocé podera
procurar o Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP,

para tratamento, sem custo algum.
5 — Beneficios para o participante

A sua participacdo estara contribuindo para um melhor conhecimento

sobre sua doenca.



Anexos 62

6 — Relacédo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos

quais o paciente pode optar;
N&o ha.
7 — Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O principal investigador € a Dra Celina Wakisaka Maruta, que pode ser
encontrado no Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, telefone: 3069-6050. Se
voceé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-
6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicéo;

09 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas
em conjunto com as dos outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacéo

de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores;
11 — Despesas e compensacoes

N&do h& despesas pessoais para 0 participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira
relacionada a sua participacédo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera

absorvida pelo orgamento da pesquisa.

12 — Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo” Caracterizacdo da
resposta autoimune humoral e do perfil imuno-histopatolégico das lesdes

cutaneas do couro cabeludo dos doentes de pénfigos foliaceo e vulgar ”

Eu discuti com a Dra Celina Wakisaka Maruta sobre a minha decisdo em
participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necesséario. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO Il = APROVACAO DO COMITE DE ETICA MEDICA PARA ANALISE
DE PROJETOS DE PESQUISA - CAPPESQ

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DIRETORIA CLINICA
COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA -
CAPPesq

CADASTRO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Reg istro (uso reservado a Secretaria da CAPPesq )

N° do Protocolo: Tipo: Humanos

Instituto: ICHC

Registro on-line n° 7487 Data de Entrada: 30/03/2011

Este projeto envolve:

PacienteS HC ... Sim
Médicos ou Funcionarios HC (como sujeitos de pesquisa) ........... N&o
Documentos HC (Prontuarios € OULIOS)........cceeeeviiiviieeeeniiiiiieeeaenns N&o
Materiais estocados N0 HC ... N&o

Pecas anatOmicas de CAdaVEreS .........cccceveiviiiiiiiiiiiieeeeeeee e Nao
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1. Titulo do Protocolo de Pesquisa

Perfil imunohistopatologico dos doentes de pénfigos foliaceo e vulgar com
lesdes de couro cabeludo através de exames histoldgico, imunofluorescéncia
direta e indireta (IgG total e subclasses) e ELISA com desmogleinas 1 e 3

recombinantes

2. Palavras-chaves que caracterizam o assunto da Pesquisa

Doencas bolhosas;autoimunidade;Pénfigo foliaceo;Pénfigo vulgar

3. Resumo do Protocolo de Pesquisa:

Pénfigos sdo doencas bolhosas autoimunes, com presenca de autoanticorpos
IgG direcionados contra antigenos desmossomicos, desmogleina 1 e 3. Nas
fases ativas dos pénfigos had predominio da subclasse 1gG4. Quando os
doentes entram em remisséo ha predominio de IgG1.Les6es de couro cabeludo
podem estar presentes tanto no pénfigo folidceo quanto no pénfigo vulgar.
A bainha radicular externa do foliculo piloso apresenta estrutura analoga aos
gueratindcitos epidérmicos. Desta forma, apresenta desmogleina 1 nas camadas
internas e desmogleina 3 em todas as camadas. A imunofluorescéncida
direta da bainha radicular externa apresenta-se positiva para IgG total
intercelular nos doentes de pénfigo foliaceo e pénfigo vulgar. Nao ha relatos
de identificacdo de subclasses de IgG nos doentes de pénfigos com
acometimento de couro cabeludo, tanto na imunofluorescéncia direta quanto
na imunofluorescéncia indireta. Os objetivos do presente trabalho séo: 1.
Caracterizacao clinica dos doentes de pénfigo folidceo e pénfigo vulgar com
acometimento de couro cabeludo. 2. Avaliacdo histopatoldgica de lesdes do
couro cabeludo nos doentes selecionados. 3. Identificacdo de IgG total e

subclasses de IgG através da técnica de imunofluorescéncia direta da area



Anexos 66

perilesional de lesdes de couro cabeludo nos doentes selecionados. 4.
Identificacdo de IgG total através da técnica de imunofluorescéncia indireta
do soro de doentes selecionados. 5. Pesquisa através da técnica de ELISA
com desmogleinas 1 e 3 recombinantes nos doentes selecionados. Métodos:
Serao selecionados doentes de pénfigos foliaceo e vulgar com lesGes presentes
no couro cabeludo, acompanhados no Ambulatério de Doencas Bolhosas
Autoimunes da Divisdo de Dermatologia do HCFMUSP. Cronograma:
Selecdo dos doentes - 1 ano; Realizacdo dos exames laboratoriais - 1 ano;
Compilagdo dos dados e resultados - 1 ano; Apresentagédo dos resultados

finais - 2 anos.

4. Pesquisador Responsavel:

Celina Wakisaka Maruta
http://lattes.cnpq.br/7841267594556261
Graduacao: 1983

Vinculo: FMUSP

5. Pesquisador Executante:
Valéria Aoki
http://lattes.cnpq.br/2524292424709945

6. Possui co-autores?

Sim

Nome dos co-autores: Claudia Giuli Santi, Mirian Nacagami Sotto, Tatiana
Gabbi Villas Boas, Luciana Maragno, Wagner Moraes Bussato

7. Onde a Pesquisa seréa realizada?

Departamento: Dermatologia

Disciplina: Dermatologia

LIM: LIM/56 - Lab Investigagédo em Dermatologia e Imunodeficiéncias

8. Existe entidade externa envolvida?
N&o
9. Possui participagéo Estrangeira

Nao

10. O projeto € multicéntrico
N&o
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11. Outros servigos/ divisdes do HCFMUSP envolvidos na pesquisa
N&o

12. Finalidade académica da pesquisa e classificagao

Outro

Pesquisa clinica

13. Investigacéo
Prospectiva

14. Materiais e métodos
Laboratorial

Entrevistas e questionarios

15. Género, classificacdo da Pesquisa
Clinica

16. Areas temaéticas previstas na Res. 196/96
Nenhuma das alternativas

17. Patrocinio
N&o h& patrocinio

18. Valor do financiamento
0,00

19. Cronograma de execucgéao da pesquisa
Prazo: 24 meses

20. Assinaturas

Assinatura e carimbo do Pesquisador  Aprovado em / /

67

Assinatura e carimbo da Chefia
com data de aprovagao
pelo Conselho do Departamento Aprovado em / /
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Apéndice

Apresentacao em Congresso

Resultados parciais deste trabalho foram apresentados no “23rd World
Congresso of Dermatology”, na sessao “Free Comunications: Autoimmune and
Immunological Disorders I”, como apresentacédo oral, em Junho de 2015, em
Vancouver, Canada. Titulo: “Clinical and Immunopathological characterization

of scalp lesions in patients with pemphigus foliaceus and vulgaris’.



