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RESUMO

Miyamoto D. Avaliacdo da expressao do fator de crescimento endotelial vascular e
da endoglina nos pacientes eritrodérmicos com pénfigo foliaceo [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2017. 86p.

INTRODUCAO: O pénfigo foliaceo (PF) caracteriza-se pela sintese de
autoanticorpos contra a desmogleina 1 (Dsgl) com acantélise na epiderme superior.
As lesdes na face e tronco podem evoluir para eritrodermia (PFE), cuja patogénese
€ pouco conhecida. Estudos prévios sugerem a participacdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e da endoglina (Eng). OBJETIVOS: Avaliar dados
demograficos, expressao tecidual e niveis séricos do VEGF e Eng, bem como o
perfil dos imunocomplexos no PFE. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS: Foram
selecionados pacientes de PFE (n=31) e individuos controles com pénfigo vulgar
(PV; n=10), psoriase (PSO; n=10) e saudaveis (CS; n=14) com amostras de soro e
pele armazenadas. Os niveis séricos do VEGF, receptor soltvel do VEGF (sVEGFR-
1), anti-Dsgl e -Dsg3 foram avaliados por meio da técnica de ELISA, e a presenca
do VEGF, Eng, e imunocomplexos in situ foi determinada por imuno-histoquimica
(IH) em plataforma automatizada (n=19). Apds digitalizacdo das laminas, a
reatividade aos anticorpos supracitados foi classificada manualmente em: 0
(ausente), 1 (discreta-moderada) e 2 (intensa), e analisada por software.
RESULTADOS: PFE ocorreu no inicio da doenca em 25/31 pacientes (80,6%), com
média de idade de 42,7 anos e predominio feminino (23/31; 74,2%). Os pacientes
foram hospitalizados em meédia por 41,2 dias; infeccdo bacteriana foi a principal
complicacdo (30/31; 96,8%), com bacteremia em 10/31 (32,3%) causada por
Staphylococcus aureus em 7/10 (70%) dos pacientes. Infec¢édo pelo virus do herpes
simples (HSV) em 11/31 (35,5%) doentes determinou internacdo prolongada.
Valores de imunofluorescéncia indireta, e anti-Dsgl e VEGF séricos (ELISA) foram
superiores no PFE vs. PF néo-eritrodérmico (PFNE) (p<0,05). Niveis do sVEGFR-1
foram semelhantes no PFE e PFNE, e correlacionaram-se fracamente com a anti-
Dsgl no PFNE (p=0,034). A avaliacdo manual da IH com anti-VEGF no PFE foi
estatisticamente diferente do PFNE (p=0,042) e CS (p=0,004), e similar ao PV
(p=0,667) e PSO (p=0,667). Ja no PFNE, a expressdo do VEGF foi estatisticamente
diferente do PV (p=0,049) e PSO (p=0,049) e semelhante ao CS (p=0,247). A
contagem automatizada dos vasos marcados com anti-Eng no PFE foi similar ao
PFNE (p=0,700) e PSO (p=0,133), e diferente do PV (p=0,0009) e CS (p=0,0009). A
avaliacdo de 6 espécimes de PFE mostrou depositos de imunocomplexos:
intercelulares intraepidérmicos com IgG e C3 (n=6), IgA (n=5) e IgM (n=1); nas
células inflamatérias com IgG e C3 (n=6), IgM e IgA (n=1); nos vasos com IgG, C3 e
IgA (n=6), e IgM (n=5); e nos anexos com IgG e C3 (n=6), IgA (n=3) e IgM (n=1).
CONCLUSOES: O PFE predomina no inicio da doenca e em mulheres, com maior
risco de infeccdo. O aumento do VEGF sérico e tecidual sugere uma resposta
reparadora ao dano tecidual causado pelos niveis elevados de autoanticorpos no
PFE. A menor expressédo de Eng no PFE indica uma desregulacdo da angiogénese
na eritrodermia. De forma pioneira, a IH automatizada demonstrou a presenca de
imunocomplexos intraepidérmicos e nas estruturas dérmicas.

Descritores: pénfigo; dermatite esfoliativa; fator A de crescimento do endotélio
vascular; moduladores da angiogénese; imuno-histoquimica; técnica direta de
fluorescéncia para anticorpo.



ABSTRACT

Miyamoto D. Vascular endothelial growth factor and endoglin expression in
erythrodermic patients with pemphigus foliaceus [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017. 86p.

BACKGROUND: Pemphigus foliaceus (PF) is characterized by the production of
autoantibodies against desmoglein 1 (Dsgl), triggering superficial acantholysis.
Lesions on the face and trunk may evolve to erythroderma (PFE). The pathogenesis
of PFE is not fully understood. Previous studies suggest the role of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and endoglin (Eng). OBJECTIVES: To evaluate
demographic data, VEGF and Eng expression, and immune complexes deposition in
patients with PFE. METHODS: This study included patients with PFE (n=31) and
controls with pemphigus vulgaris (PV; n=10), psoriasis (PSO; n=10), and health
individuals (CS; n=14) that had serum and skin samples stored. Serum levels of
VEGF, soluble VEGF receptor (sVEGFR-1), anti-Dsgl and Dsg3 were measured by
ELISA, and the in situ expression of VEGF, Eng, and immune complexes was
evaluated utilizing an automated immunohistochemistry (IH) platform (n=19). After
digitalizing the slides, the reactivity was manually classified as 0 (negative), 1 (mild-
to-moderate) and 2 (intense), and also analyzed by software. RESULTS: PFE
occurred at the onset of the disease in 25/31 (80.6%) patients, with a mean age of
42.7 years and a female predominance (23/31; 74.2%). Patients were hospitalized
with an average length of stay of 41.2 days. Bacterial infection was the main
complication (30/31; 96.8%), with bacteremia in 10/31 (32.3%) due to
Staphylococcus aureus in 7/10 (70%) patients. Herpes simplex virus infection in
11/31 (35.5%) PFE patients caused prolonged hospitalization. Indirect
immunofluorescence titers and serum anti-Dsgl and VEGF (ELISA) were increased
in PFE vs. non-erythrodermic PF (PFNE) (p<0.05). Serum levels of sVEGFR-1 were
similar in PFE and PFNE, and weakly correlated with anti-Dsgl in PFNE (p=0.0342).
Manual analysis of anti-VEGF positivity in PFE was statistically different from PFNE
(p=0.042) and CS (p=0.004), and similar to PSO (p=0.667) and PV (p=0.667). VEGF
expression in PFNE was statistically different from PSO (p=0.049) and PV (p=0.049)
and similar to CS (p=0.247). The automated positive vessel count with anti-Eng was
similar between PFE and PFNE (p=0.700) and PSO (p=0.133), but different from PV
(p=0.0009). Immune complex deposits were evaluated in 6 specimens obtained
during PFE and exhibited: intraepidermal intercellular deposits with IgG and C3
(n=6), IgA (n=5) and IgM (n=1); reactivity to inflammatory cells with IgG e C3 (n=6),
IgM and IgA (n=1); vascular deposits with IgG, C3 and IgA (n=6), and IgM (n=5); and
adnexal positivity with IgG and C3 (n=6), IgA (n=3) and IgM (n=1). CONCLUSIONS:
Erythroderma predominates at the onset of PF, especially in women, with higher
infectious risk. Increased expression of serum and in situ VEGF suggests that
healing processes are triggered in response to the tissue damage caused by high
levels of circulating autoantibodies in PFE. The reduced expression of Eng in PFE
demonstrates a dysregulated angiogenesis during erythroderma. To the best of our
knowledge, this is the first study that showed intraepidermal and dermal deposits of
multiple immune complexes utilizing automated IH analysis.

Descriptors: pemphigus; dermatitis, exfoliative; vascular endothelial growth factor A;
angiogenesis modulating agents; immunohistochemistry; fluorescent antibody
technique, direct.
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1 INTRODUCAO

Pénfigo compreende o grupo de dermatoses bolhosas autoimunes (DBA)
intraepidérmicas que se caracterizam pela producdo de autoanticorpos contra as
moléculas de adesédo intercelulares denominadas desmogleinas (Dsg)!. HA duas
formas principais de pénfigo. o pénfigo foliaceo (PF), que apresenta
comprometimento cutdneo exclusivo devido a producdo de anticorpos contra a
Dsgl, e o pénfigo vulgar (PV), que apresenta duas variantes: a mucosa, em virtude
da sintese de anticorpos contra a Dsg3, e a mucocutanea, com producao

concomitante de anti-Dsg12.

1.1 Histérico e etiopatogenia do pénfigo foliaceo

O PF foi descrito pela primeira vez em 1844 por Pierre Louis Alphée
Cazenave?®. A palavra pénfigo deriva do radical grego pemphix que significa ar/bolha
e a designacdo foliaceo se refere ao aspecto da descamacao superficial e mével que
ocorre na doenca*. Os mecanismos etiopatogénicos do PF ndo foram
completamente esclarecidos, sendo o desenvolvimento da doenca atribuido a
combinacédo de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais.

O PF pode ocorrer de forma esporadica ou endémica, com apresentacao
clinica e caracteristicas imunopatolégicas semelhantes!. Por se tratar de uma
doenca rara, sua incidéncia real é desconhecida. Estima-se que entre 0,5 a 8/milhédo
de casos novos de pénfigo ocorram anualmente, e que cerca de um terco desses
corresponda ao PF25,

A forma esporadica do PF afeta predominantemente adultos na 5 década de
vida, sem predilecéo por género ou raca®. A forma endémica, conhecida como fogo
selvagem (FS), ocorre com maior frequéncia na Colémbia, Paraguai, Venezuela,
Peru, Tunisia e principalmente no Brasil’”® onde foram descritos focos com
prevaléncia de até 3,2%°. Nessas regides se observa maior nimero de casos em

criancas, adultos jovens e entre membros da mesma familia (Figura 1)°.
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Figura 1 — Paises com PF endémico "2,

® Brasil @ Venezuela ) Colébmbia @ Peru ) Paraguai 2 Tunisia

Fonte: MapMaker National Geographic.

Os casos de FS no Brasil predominam ao longo de riachos na zona rural do
centro-oeste e do sudeste do pais, especialmente nos locais com maior
concentracdo de insetos hematdfagos. A presenca de moradias com paredes de
barro e telhado de sapé favorece a instalacdo desses insetos, constituindo um fator
ambiental relevante para o desenvolvimento da doenca?®.

Os estudos realizados pelo Grupo Cooperativo pela Pesquisa do Fogo
Selvagem contribuiram enormemente para o conhecimento da etiopatogenia do FS.
Individuos que apresentam antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB1 e que sofrem
repetidas picaduras por vetores hematofagos apresentam um risco relativo
aumentado de produzir autoanticorpos da classe IgM e IgE dirigidos contra
antigenos salivares desses insetos''2, Em particular, a producdo de autoanticorpos
contra o antigeno protéico LIM11 das glandulas salivares do flebétomo (Lutzomyia
longipalpis) pode levar ao reconhecimento da Dsgl por mimetismo molecular
conformacional, através do fenbmeno de expansdo intermolecular dos epitopos
(epitope spreading)*.

A Dsgl é uma glicoproteina transmembranosa da familia das caderinas que
se distribui preferencialmente nas camadas superiores da epiderme!®. Cada

molécula de Dsgl apresenta 160k-Da e subdivide-se em 5 ectodominios (EC)
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extracelulares (EC1 a EC5). Individuos saudaveis que residem nas areas endémicas
de FS podem produzir autoanticorpos IgE, IgM e IgG1 anti-Dsgl que reconhecem o
dominio n&o-patogénico EC5. No entanto, individuos geneticamente predispostos
sdo capazes de produzir IgG4 anti-Dsgl que interage com os dominios patogénicos
EC1/EC2 por expanséo intramolecular dos epitopos, desenvolvendo o FS'4.

A porcdo extracelular da Dsgl estabelece interacbes homofilicas e
heterofilicas com as demais caderinas — Dsg 2 a 4 e desmocolinas 1 a 3 — enquanto
seus dominios citoplasméticos se ligam a placofilinas 1 a 3 e placoglobinas, as quais
se conectam as desmoplaquinas, que por sua vez se ligam aos filamentos
intermediarios do citoesqueleto!®. Esse complexo de proteinas responsaveis pela
adesdo entre os queratindcitos da epiderme é designado desmossomal>1é (Figura
2).

Figura 2 — Desmossoma.
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Legenda: DP — desmoplaquina; Dsc — desmocolina; Dsg — desmogleina; PG — placoglobina; PP —
placofilina. (Adaptado de Dermatology, 2012, 32 edicaol’).

A ligagéo entre IgG e Dsgl promove o desarranjo dos desmossomas situados
na porcdo superior da epiderme!® levando a perda da adesdo entre os
queratindcitos, processo conhecido como acantélise. A localizacdo da acantolise nos
pénfigos pode ser explicada pela teoria da compensacgéo, segundo a qual o nivel da
clivagem varia conforme a molécula alvo dos autoanticorpos e sua distribuicdo ao

longo da pele!®. Assim, a ligacédo entre a IgG do PF e a Dsg1, que possui localizacéo
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preferencial nas camadas superiores da pele, promove a formacdo de uma clivagem
na camada subcdrnea ou granulosa alta. Nado ha comprometimento mucoso no PF,
pois nessa regido ha expressao preferencial de Dsg3, que compensa a perda da
Dsg1 e possibilita a manutencédo de sua integridade?®.

O reconhecimento da Dsg3 pelos autoanticorpos do PV promove a perda da
adesao entre os queratindcitos suprabasais, dada a sua distribuicdo predominante
na porcao inferior da epiderme. J& nas mucosas, a manutencdo da adesao
intercelular € mais dependente da Dsg3, que esta presente em todo o epitélio, com
menor participacdo da Dsgl. Por essa razdo, individuos com PV desenvolvem
lesGes mucosas e, nos casos em que ha sintese concomitante de IgG anti-Dsgl,
também se observa o comprometimento da pele?®.

As células acantoliticas correspondem aos queratindcitos que perdem a
adesdao intercelular e tornam-se arredondados, por vezes multinucleados, e com
maior relacdo nucleo-citoplasma, o que Ihe confere um aspecto displasico?®?t, A
acantOlise é mediada tanto por mecanismos extracelulares (independentes de
sinalizacdo) quanto intracelulares (dependentes de sinalizacao).

A interacdo entre a IgG e a Dsg bloqueia a ligacdo homofilica (Dsg-Dsg) das
moléculas de adesdo intercelular, em um fenémeno conhecido como
estereoimpedimento (steric hindrance)?223, No PV, esse mecanismo contribui para a
acantolise?*. Contudo, Waschke et al. demonstraram in vitro que a interacédo
homofilica entre as moléculas de Dsgl pode ser preservada mesmo apos sua
ligacdo com a IgG anti-Dsg12°. Tal achado reforca o conceito de que a ativacéo de
vias intracelulares também é necessaria para induzir acantélise no PF?.

A acantélise dependente da sinalizacdo intracelular inicia-se com a interacao
da 1gG4 com a Dsgl, que promove a fosforilagcdo da proteina quinase ativada pelo
mitdogeno p38 (p38 MAPK). A ativagdo da p38 MAPK desencadeia a retragdo dos
filamentos de queratina e actina responsaveis pela estabilizacdo dos desmossomas.
Com a desorganizacdo dos desmossomas ocorre 0 agrupamento das moléculas de
Dsg12%, fato este que contribui ainda mais para a acantélise no PF’. Esse
mecanismo também é influenciado pelo repertério de autoanticorpos policlonais
produzidos por cada individuo com PF. Estudos experimentais demonstram que a
combinagcdo de anticorpos monoclonais anti-Dsgl induz maior retragdo dos
desmossomas em comparacdo a presenca de um unico anticorpo monoclonal anti-
Dsg12.
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1.2 Aspectos clinicos do pénfigo foliaceo

No PF, a acantdlise traduz-se clinicamente com o surgimento de bolhas
flacidas e erosGes, que evoluem com descamacdo e formacdo de crostas®. As
lesGes podem ocorrer de forma localizada, com predominio nas areas fotoexpostas,
como a regido malar e esternal, e o couro cabeludo. Essa variante do PF apresenta
como diagnoéstico diferencial o llpus eritematoso cutaneo!. Os pacientes podem
evoluir com hipercromia residual (Figura 3).

Figura 3 — Manifestacdes clinicas do PF.

Legenda: (A) Bolha flacida de conteldo hialino sobre base eritematosa. (B) Bolhas e erosfes
confluentes em placa com descamacao e crostas no abdome e (C) dorso superior. Pénfigo folidceo
localizado com placas eritémato-acastanhadas descamativas no (D) couro cabeludo e na (E) regido
centro-facial. (F) Hiperpigmentacao associada ao pénfigo foliaceo.

O quadro localizado pode remitir, tornar-se cronico, ou evoluir para formas
generalizadas, que se manifestam de duas formas principais: invasivo-bolhosa, com
acometimento do segmento cefalico, tronco e membros; e eritrodérmica atribuindo-
se a denominacéo de PF eritrodérmico ou eritrodermia esfoliativa?62627 (Figura 4).
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Figura 4 — Eritrodermia no PF.

Legenda: Eritema, descamacdo e crostas difusamente distribuidos na (A) face, (B) térax e (C)
membros inferiores.

A eritrodermia é definida pela presenca de eritema e descamacédo afetando
ao menos 90% da superficie corporea. Essa forma clinica de PF pode ocorrer no
inicio da doenca ou durante uma exacerbacdo. Trata-se de uma manifestacdo
incomum entre as DBA, com elevada morbidade em virtude do alto risco infeccioso
associado a intensa perda calorico-proteica e a desregulacdo da temperatura
corporal®®??, Na Tunisia, pais onde o PF também é encontrado na forma endémica,
a eritrodermia por PF corresponde a 6,25% dos casos, enquanto em outros paises
atinge até 2% dos eritrodérmicos®°.

Mais raramente, a eritrodermia ja foi observada nos pacientes com penfigbide
bolhoso. Apenas 10 casos de penfigéide bolhoso eritrodérmico foram descritos3!-3,
sendo um deles paciente em acompanhamento no Ambulatério de DBA do
Departamento de Dermatologia da Universidade de S&o Paulo3*. O diagnéstico na
fase eritrodérmica é desafiador, especialmente na auséncia de bolhas, uma vez que
a eritrodermia ocorre mais comumente em outras doencas com etiopatogenia
distinta, como a psoriase, 0 eczema, o linfoma cutdneo e as reacles

medicamentosas34:36-38,
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1.3 Aspectos diagnosticos do pénfigo foliaceo

A confirmacdo do diagnostico do PF depende de um quadro clinico
compativel, associado a presenca de clivagem subcérnea ou granulosa alta com
células acantoliticas no exame anatomo-patolégico, e a demonstracdo de
autoanticorpos depositados na pele ou circulantes?®.

Desde 1964, o exame de imunofluorescéncia (IF) é utilizado para confirmar a
presenca de autoanticorpos do PF?627 com alta sensibilidade e especificidade3%42. A
pesquisa pode ser feita através de forma direta (IF direta — IFD), na qual um
fragmento de pele do paciente € incubado com anticorpo anti-lgG associado a
fluoresceina, buscando a presenca de anticorpos IgG anti-Dsgl depositados entre
0s queratinécitos da epiderme (Figura 5). Para tanto, amostra de pele deve ser
mantida em solucado salina ou no meio de transporte de Michel a fim de se evitar a

degradacdo dos autoanticorpos*3.

Figura 5 — Imunofluorescéncia direta no PF.

(A : : B
Legenda: (A) Depdsitos de IgG entre os queratinécitos da epiderme e ao redor de uma célula

acantolitica (seta); clivagem intraepidérmica alta (estrela) — 40x. (B) Fluorescéncia intercelular
intraepidérmica com anti-C3 em area com clivagem alta (estrela) e células acantoliticas (seta) — 40x.

Em 1972, a imuno-histoquimica (IH) comecou a ser avaliada como um
método alternativo para demonstrar a presencga de anticorpos in situ em amostras de
pele fixadas em formol e embebidas em parafina obtidas de pacientes com DBA%*.
Trata-se de uma técnica consagrada para o diagnostico e a avaliacdo de fatores

prognoésticos de doencas infecciosas, neoplasicas e autoimunes que afetam os
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olhos*>-47, as mamas*®, os tratos gastrointestinal®®, respirat6rio® e genitourinario® e
a pele®>>4, A disponibilidade de novos anticorpos e cromdgenos, 0 processamento
do espécime em plataformas automatizadas® e a possibilidade de se digitalizar a
imagem para andlise computadorizada®® sdo algumas das vantagens da IH sobre a
IF57.

A IH ainda possibilita a analise retrospectiva a partir de material previamente
coletado e armazenado dos pacientes com DBA. Frente a raridade das DBA, a
realizacdo de estudos prospectivos para investigacdo da doenca se torna dificil. H&4
poucos dados para avaliar a eficacia da IH em comparacdo com a IF para o
diagnostico das DBA%®%1, Portanto, acreditamos ser importante avaliar o papel da IH
nas DBA.

Outra maneira de realizar a pesquisa de autoanticorpos é proceder com a IF
indireta (IFI1), utilizando amostra de soro do doente incubada com prepucio humano
ou esOfago de macaco®”. Os autoanticorpos circulantes ligam-se entre os
queratinécitos do epitélio normal e podem ser subsequentemente demonstrados
com anticorpo anti-IgG associado a fluoresceina®?%2. Outros métodos para identificar
a presenca de IgG anti-Dsg incluem a técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), a imunoprecipitacéo e o western blot?6.27.63,

Os titulos de autoanticorpos circulantes podem se correlacionar com a
gravidade da manifestacédo clinica no PF®%. Entretanto, evidéncias atuais sugerem
que a atividade da doenca estd relacionada ndo apenas a ligacdo entre os
anticorpos do PF e a Dsgl, mas também a subsequente expressédo de moléculas de

adesdao, quimiocinas e citocinas.

1.4 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e endoglina (Eng)

A via de sinalizacdo intracelular relacionada a p38 MAPK que promove
acantoélise apds a interacéo entre IgG4 e Dsgl € a mesma via que regula a ativacéo
dos genes responsaveis pela regulacdo da proliferacdo e diferenciacéo celular e
pela sintese de citocinas®®, como o VEGF e a Eng®®.

O VEGF foi descrito em 1983 por Senger et al. como uma molécula
sintetizada por células peritoneais neoplasicas capaz de aumentar a permeabilidade
vascular®’. Posteriormente, além da forma predominante denominada VEGF-A ou

simplesmente VEGF, também foram descritas outras quatro glicoproteinas da
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mesma familia que se ligam aos receptores de VEGF (VEGFR): VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e fator de crescimento placentario®8-70,

O VEGF é produzido por células neoplasicas, células inflamatérias’® 72,
plaguetas’®7"®> e queratindcitos’® por splicing alternativo em 4 isoformas, cada qual
com 121, 165, 189 e 201 aminoacidos. Dentre elas, 0 VEGF1es exerce maior funcao
biologica. Na pele, o VEGF é produzido pelos queratinécitos apés a perda da
integridade cutanea e atua nas células endoteliais’’ estimulando sua proliferacéo,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular?®.

Embora a angiogénese seja necessaria nas fases iniciais do processo
fisiolégico de reparacdo tecidual, o desequilibrio na expressdo de VEGF pode
promover efeito oposto, induzindo a hiperproliferacdo dos queratindcitos e a
quimiotaxia de células inflamatérias, como observado nas lesdes cronicas de
psoriase e de eczema®®’?,

Niveis séricos elevados de VEGF foram encontrados em pacientes
eritrodérmicos com psoriase e com eczema em comparagcdo a controles
saudaveis®. Na psoriase, ha correlacdo direta entre os niveis plasmaticos de VEGF,
a sintese de VEGF pelos queratindcitos e a gravidade da doenca®%®, De modo
similar, a expressdo aumentada de VEGF na camada cOrnea da epiderme de
pacientes com eczema correlaciona-se com o eritema e edema das les6es e com a
gravidade do quadro clinico®?83,

A expressdo de VEGFR nos queratindcitos também se encontra aumentada
nos doentes com psoriase. Enquanto na pele normal a distribuicdo dos VEGFR
predomina na camada basal, na pele de doentes com psoriase os VEGFR sao
uniformemente observados nas células epiteliais da camada granulosa a basal®*.

O VEGFR possui uma forma soluvel, denominada sVEGFR-1, que é
sintetizada pelo mesmo gene que codifica o receptor celular VEGFR-18%. O
SVEGFR-1 apresenta 2 acdes principais: pode participar de forma sinérgica da
angiogénese mediada pela interacdo do VEGF com VEGFR-2, promovendo a
migracao e adesao das células endoteliais; e é capaz de atuar de forma antagdnica
ao VEGF, ligando-se a esse fator e reduzindo sua biodisponibilidade. Quando a
relacdo entre SVEGFR-1/VEGF encontra-se reduzida, a disponibilidade do VEGF
aumenta, possibilitando a disseminacéo de células tumorais, como demonstrado no

melanoma maligno?®®,
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Nas DBA também foi demonstrada a elevacédo do nivel sérico de VEGF em
pacientes com penfigdide bolhoso e PV em relagdo a individuos saudaveis®’. Muito
embora a eritrodermia seja mais frequente no PF, a expressdo do VEGF nesses
pacientes ainda ndo havia sido estudada. Tendo em vista que o VEGF participa da
patogénese da eritrodermia e encontra-se aumentado nos pacientes com DBA,
nosso grupo considerou relevante avaliar o VEGF sérico e tecidual nos pacientes
com PF, especialmente durante a eritrodermia.

Com a proliferacdo vascular induzida pelo VEGF, também seria esperado
encontrar alteracdo da expressdo da Eng, outro marcador de angiogénese®89, Esta
glicoproteina transmembranosa € um co-receptor do fator transformador do
crescimento (TGF)-B1 e -B3 presente principalmente nas células endoteliais®®2,

A Eng pode formar um complexo com dois receptores distintos de TGF-381 e
que possuem ac¢bes antagdnicas®®. Por um lado, a ligacdo da Eng com a quinase
semelhante a ativina tipo 1 (ALK-1) promove ativacao da via intracelular mediada por
SMAD 1 ou 25, que estimula a proliferacdo dos queratinécitos e a angiogénese. Por
outro, a interagdo entre Eng e a quinase semelhante a ativina tipo 5 (ALK-5) estimula
a sinalizacao intracelular mediada por SMAD 2 e 23, que culmina na inibicdo da
multiplicacéo celular®®.

A expressao aumentada de Eng contribui para o desenvolvimento de lesdes
de psoriase, possivelmente por perda da inibicdo a proliferacdo dos queratindcitos e
aumento da permeabilidade vascular a células inflamatérias®?. Em relagdo as DBA,
ainda nao foi demonstrada a presenca de Eng. Consideramos igualmente relevante

avaliar a expressao de Eng na pele dos pacientes com PF.

1.5 Progndéstico e tratamento do pénfigo foliaceo

A mortalidade dos pacientes por pénfigo atingia 50% em 2 anos a até 100%
em 5 anos® na era pré-corticoterapia sistémica. O nimero de 6bitos atribuidos a
doenca reduziu substancialmente apés a introducédo desta medicacao sistémica (5-
10%), mas, houve aumento da morbidade devido as complica¢cdes advindas do seu
uso prolongado, tais como: diabete melito, hipertensdo arterial sistémica,
dislipidemia, osteopenia/osteoporose, distlrbios psiquiatricos e infeccdes®*.

Com o intuito de reduzir a dose e a duracdo do tratamento com

corticosterbéides, medicamentos imunossupressores e imunomoduladores foram
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associados ao tratamento do PF, contribuindo para um controle melhor da doencga®®.
No entanto, a imunossupressao decorrente tanto do uso dos corticosteroides quanto
dos imunossupressores aumentou a ocorréncia de infecgbes secundarias comuns
da pele e de infec¢bes oportunistas®®.

A necessidade de um tratamento mais especifico para o pénfigo motivou a
utilizacdo dos imunobioldgicos, sendo o principal deles o rituximabe. Trata-se de um
anticorpo monoclonal quimérico com especificidade para o receptor CD20 presente
nos linfocitos B precoces até sua diferenciacdo em células plasmaticas maduras®”’.
Uma vez que as células tronco ndao expressam CD20, a producao de linfocitos B é
preservada e reconstituida apés 6 meses do tratamento com rituximabe®®. Assim, os
linfécitos B autorreativos sdo destruidos e substituidos por linfécitos B naive®.

O uso do rituximabe no tratamento do pénfigo teve inicio em 2001'%°, Desde
entdo, um numero crescente de casos e de estudos prospectivos multicéntricos a
respeito da eficacia do rituximabe tem sido publicado com enfoque nos beneficios de
sua utilizacdo tais como controle mais prolongado da doenca, com menor dose
diaria e dose acumulada de corticosterdide sistémicol®l. Contudo, o perfil de
seguranca a longo prazo, a maior incidéncia de infeccfes e o custo da medicacdo
ainda restringem sua indicagcdo a pacientes com formas graves de pénfigo e
refratarias a outros tratamentos02:103,

De 1844 até hoje, o conhecimento sobre os mecanismos que promovem a
formacdo das lesdes no PF ampliou-se muito, contribuindo para o uso de novas
drogas para o tratamento dos pacientes. Porém, o processo de reparacao tecidual
no PF ainda nédo foi avaliado e seu entendimento pode contribuir para uma nova
abordagem terapéutica desses pacientes, com énfase na reducdo da sintese de

autoanticorpos e na otimizagcao da cicatrizagao cutanea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Este estudo teve por objetivo avaliar os dados demograficos, expressao
tecidual e niveis séricos do VEGF e da Eng, bem como o perfil dos imunocomplexos
no PFE.

2.2 Especificos

1. Analisar os dados demogréficos, duracdo da internacdo hospitalar e
complicacBes observados na fase eritrodérmica em pacientes de PF.

2. Avaliar os niveis circulantes de anticorpos IgG anti-Dsg por meio da técnica
de IFI dos pacientes com PF tanto na fase eritrodérmica quanto na fase néo-
eritrodérmica.

3. Analisar por ELISA os niveis séricos do VEGF, sVEGFR-1, anti-Dsgl e anti-
Dsg3 dos pacientes de PF, tanto na fase eritrodérmica, quanto na fase nao-
eritrodérmica.

4. Estudar as fases eritrodérmica e nao-eritrodérmica do PF quanto a expressao
tecidual do VEGF e da Eng através da técnica de IH.

5. Comparar os pacientes de PF em sua fase eritrodérmica e ndo-eritrodérmica
com os individuos saudaveis (CS) e com os pacientes pénfigo vulgar (PV) e
com psoriase (PSO) tanto em relacdo aos niveis séricos do VEGF e do
SVEGFR-1, quanto a expressao tecidual do VEGF e da Eng.

6. Comparar a deteccdo da presenca de imunoglobulinas IgG, IgM, IgA e de
complemento (C3) depositado na pele dos pacientes com PF pela técnica de
IH com a FD.
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3 PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica de pacientes

3.1.1 Critérios de inclusédo

O presente estudo foi observacional, retrospectivo e longitudinal, com a
inclusdo de pacientes com o diagnéstico de PF e que apresentaram pelo menos 1
episodio de eritrodermia durante a evolucdo da doenca, no periodo entre janeiro de
1991 e dezembro de 2015. Os participantes foram selecionados no Ambulatério de
DBA do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP). O diagnostico de PF foi
confirmado através do exame clinico, histopatoldgico, e IFD e/ou IFI.

Pacientes com o diagndstico de PV e de PSO em placas foram incluidos
como controles positivos; observaram-se 0s seguintes critérios: presenca de doenca
ativa; idade, género e topografia da bidpsia semelhantes a dos individuos com PF;
bidpsia prévia com exame histopatolégico compativel com o diagndstico da doenca
e amostra de soro armazenada. Os CS foram selecionados a partir de doadores de
fragmentos de pele normais e de amostras de soro de individuos saudaveis. As
amostras utilizadas no estudo encontravam-se no biobanco do Laboratério de
Dermatopatologia e do Laboratério de Imunopatologia Cutanea do Departamento de
Dermatologia HCFMUSP.

Por se tratar da andlise retrospectiva em material humano previamente
armazenado, o sigilo dos doentes foi mantido de acordo com a declaragédo de
confidencialidade aprovada pela Comissdo de ética para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP (numero do parecer: 107.470) (Anexo 1).

3.1.2 Critérios de exclusao
Excluiram-se o0s pacientes que ndo apresentavam confirmacdo da

eritrodermia nos registros dos prontuarios médicos e que nao possuiam material

biolégico armazenado.
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3.1.3 Avaliacao dos participantes

As amostras de soro coletadas dos doentes com PF na fase eritrodérmica e
na fase nédo eritrodérmica (PFNE) e dos controles, armazenados a -70°C, foram
analisadas. Foram utilizados para o estudo fragmentos de pele previamente fixados
em formol e embebidos em parafina, obtidos dos individuos com PFE e PFNE; dos

pacientes com PV e com PSO durante a fase ativa da doenca, e dos CS.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Analise da presenca de autoanticorpos pela técnica de

imunofluorescéncia direta e indireta

Todos os pacientes com PF incluidos no estudo tiveram seu diagndéstico
confirmado por IFD e IFl. O estudo de IFD foi realizado em fragmentos de pele
criopreservados em meio de Michel, seccionados com criostato em cortes com 4 um
de espessura dispostos em laminas silanizadas. Cada amostra foi incubada por 30
minutos em camara Umida (temperatura ambiente) com os conjugados contendo
anti-lgG, anti-IgM, anti-IgA e anti-C3 humana (Dako, Dinamarca) com fluoresceina
tiocianato (FITC, Sigma Aldrich, EUA) diluidos em Azul de Evans (1/30).

Posteriormente, as laminas foram lavadas com TBS (Tris-buffered saline com
calcio; pH 7,5) por 20 minutos, e cobertas por glicerina tamponada (pH 8,5 a 9,0) e
laminula de vidro. A leitura das laminas foi realizada no microscoépio de fluorescéncia
(HBO 502; Carl Zeiss, Alemanha), com ocular de 10x e objetivas de 16x e 40x, para
a avaliacdo da presenca de fluorescéncia intercelular intraepidérmica, na zona da
membrana basal e/ou estruturas dérmicas.

Para a deteccao de autoanticorpos circulantes por IFI, amostras de soro
coletadas dos pacientes com PF e preservadas a -70°C foram descongeladas em
temperatura ambiente e submetidas a diluicdo seriada em TBS a partir de 1:1520.
Cada dilui¢do foi incubada com fragmentos de pele de prepucio humano com 4 um
de espessura por 60 minutos, seguida por 2 lavagens com solucdo tampao TBS
(Tris-buffered saline com calcio; pH 7,5) por 20 minutos cada.

Os imunocomplexos formados foram revelados com os conjugados de

fluoresceina tiocianato (FITC, Sigma Aldrich, EUA) com anti-IgG, anti-IlgM, anti-IgA e
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anti-C3 humana (Dako, Dinamarca) por 30 minutos. Apés 2 lavagens com TBS por
20 minutos cada, as laminas foram montadas com glicerina tamponada (pH 8,5 a
9,0) e laminula de vidro. Para leitura no microscopio de fluorescéncia (HBO 502;
Carls Zeiss, Alemanha) com ocular de 10x e objetivas de 16x e 40x para a avaliagao

da presenca de fluorescéncia intercelular intraepidérmica,

3.2.2 Analise do nivel sérico de anti-Dsgl, anti-Dsg3, VEGF e sVEGFR-1 pela
técnica de ELISA

O soro dos pacientes com PF obtido na fase eritrodérmica e na fase nao-
eritrodérmica e as amostras coletadas dos pacientes com PV, PSO e CS foram
avaliados através da técnica de ELISA sanduiche, conforme o protocolo
recomendado pelo fabricante. Foram quantificados os niveis séricos de VEGF,
SsVEGFR-1 de todos os participantes e de anti-Dsg-1 e anti-Dsg-3 dos pacientes com
PF e PV (Quadro 1).

Para a avaliacdo do nivel sérico do VEGF, aliquotas de 100 pL de solucéo
padrdo, controle e de amostras de soro foram adicionadas a uma placa recoberta
com anticorpo monoclonal anti-VEGF humano com 100 puL da solugéo diluente. Apos
incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente, cada poco foi submetido a 3
lavagens com 400 pL do tampéo de lavagem, seguido pela adicdo de 200 uL de
conjugado humano VEGF mantido por 2 horas em temperatura ambiente.

Cada poco foi novamente lavado 3 vezes com 400 uL do tampéao de lavagem
para a adicao de 200 uL da solucdo substrato. Apds 25 minutos sob protecéo da luz,
50 uL da solugéo de parada foram colocados em cada pogo para posterior leitura da
placa a 450nm e 540nm. Com os valores das densidades Opticas obtidos para a
solugdo padrédo e controles, a curva da concentracdo do VEGF (pg/mL) foi
determinada, a partir da qual foi calculado o nivel do VEGF presente em cada
amostra.

Os niveis séricos de sVEGFR-1, anti-Dsgl e anti-Dsg3 foram avaliados com
um protocolo semelhante ao empregado para a dosagem do VEGF circulante,
utilizando uma placa recoberta com anticorpo monoclonal anti-VEGFR-1 humano,

Dsgl e Dsg3 respectivamente.
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Quadro 1 — Kits de VEGF, sVEGFR-1, anti-Dsgl e -Dsg3 utilizados para analise
pela técnica de ELISA no soro dos pacientes com PFE e PFNE e dos individuos
controles (PV, PSO e CS).

ANTICORPO MARCA CODIGO ENSAIO REFERENCIA
guantitativo
VEGF* R&D Systems DVEOO _ 220 pg/mL
(sandwich)
guantitativo
SVEGFR-1 R&D Systems DVR100B _ 75-179 pg/mL
(sandwich)
Desmoglein 1 48 _ quantitativo
Euroimmun EA 1495-4801 G ] > 20 pg/mL
(lgG) (sandwich)
Desmoglein 3 48 _ guantitativo
Euroimmun EA 1496-4801 ) > 20 pg/mL
(IgG) (sandwich)

Legenda: VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; sVEGFR-1 — receptor soltvel do tipo 1 do
fator de crescimento endotelial vascular.

* O kit de ELISA utilizado para deteccdo do VEGF circulante reconhece a isoforma predominante em
humanos (VEGFuss)

3.2.3 Avaliacdo histopatolégica dos fragmentos de pele dos pacientes de
pénfigo folidceo (fase eritrodérmica e ndo-eritrodérmica), pénfigo vulgar,

psoriase e controles saudaveis.

A avaliacdo histopatoldgica das amostras de pele foi realizada através da
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e da IH utilizando os anticorpos primarios
anti-VEGF, -Eng, -1gG, -IgM, -IgA, -C3.

3.2.4 Analise imuno-histoquimica nas amostras de pele dos pacientes de
pénfigo folidceo (fase eritrodérmica e ndo-eritrodérmica), pénfigo vulgar,

psoriase e controles saudaveis.

As reagbOes IH foram realizadas no Laboratério de Patologia Ocular da
Universidade McGill (MUHC-McGill University Ocular Pathology Laboratory), em
Montreal (Canada), sob a supervisdo do Prof. Dr. Miguel N. Burnier Jr.

Cortes histologicos de 4 um de espessura foram obtidos a partir dos
fragmentos de pele fixados em formol e embebidos em parafina dos participantes do

estudo. A avaliacdo IH foi realizada na plataforma automatizada Ventana Benchmark
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LT® Automated Platform (Ventana Medical Systems, Inc.; Tucson, AZ, EUA) (Figura
6) de acordo com o protocolo do fabricante, que inclui: desparafinizacéo,
condicionamento celular e recuperacéo antigénica com CC1 (tampéo Tris-EDTA pH
8,0), seguidos pela digestao enzimatica com protease alcalina por 4 minutos.

Os anticorpos primarios foram incubados por 32 minutos a 37°C; as
especificacdes de cada anticorpo, sua respectiva concentracdo e o controle positivo
usado em cada experimento encontram-se detalhados no Quadro 2. Os clones dos
anticorpos primérios anti-IgG, -IgA, -IgM e -C3 foram selecionados com base nos
anticorpos empregados para o estudo de IFD. Anti-VEGF e anti-Eng foram
visualizados utilizando o cromdgeno vermelho Fast Red; anti-IgG, -IgA, -IgM e -C3
foram evidenciados através do cromégeno marrom UltraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana, Tucson, AZ, EUA). Todas as laminas foram contra-coradas
com hematoxilina e reagente azulado por 4 minutos cada e montadas com resina
Permount (FISHER Scientific, Fair Lawn, NJ/USA, céd. SP15-100).

Quadro 2 - Relagdo dos anticorpos primarios utilizados na avaliagdo IH dos
espécimes de pele de pacientes de PFE, PFNE, PV, PSO e CS.
ANTICORPO ORIGEM MARCA (CODIGO) DILUICAO CONTROLE CROMOGENO

Anti-VEGF* Coelho Santa Cruz (SC-152)  1:500 figado Fast Red
Anti-Eng Camundongo  Dako (MK3527) 1:300 placenta Fast Red
Anti-lgG Coelho Dako (A0423) 1:20000 amigdala DAB
Anti-IgM Coelho Dako (A0425) 1:5000 amigdala DAB
Anti-IgA Coelho Dako (A0262) 1:3000 amigdala DAB
Anti-C3 Coelho Dako (A0062) 1:5000 rim DAB

Legenda: Fast Red — cromégeno vermelho; DAB — cromégeno marrom
* O anticorpo anti-VEGF utilizado reconhece a isoforma predominante em humanos (VEGF1es5)

3.2.4.1 Interpretacdo manual das reagfes imuno-histoquimicas

A analise das reacdes IH foi realizada em todo o corte histolégico, que foi
dividido em 4 porcdes: epiderme, células inflamatérias, vasos e anexos. Para cada
uma delas, a positividade a IH foi classificada em 0 (ausente), 1 (discreta-moderada)

e 2 (intensa).
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3.2.4.2 Interpretacdo computadorizada das reacdes imuno-histoquimicas

Cada espécime avaliado com anti-VEGF e anti-Eng foi digitalizado através do
escaner digital de laminas ScanScope AT Turbo (Leica Biosystems, Nussloch,
Alemanha), utilizando o aumento de 40x (Figura 6). A positividade com anti-VEGF foi
avaliada com o programa Aperio ImageScope no modo de contagem de pixel
(Positive pixel count algorithm; Leica Biosystems Imaging, Inc.; Nussloch,
Alemanha). A positividade com anti-Eng foi quantificada com o0 mesmo programa no
modo de analise automatizada de microvasos (Automated microvessel analysis v1

algorithm; Leica Biosystems Imaging, Inc.; Nussloch, Alemanha).

Figura 6 — Imuno-histoquimica automatizada e patologia digital.

=,

RV

Legenda: (A) Plataforma de imuno-histoquimica automatizada Ventana Benchmark LT®. (B) Escaner
digital Aperio ScanScope AT turbo. Fonte: Roche® e Leica Biosystems®.

3.3 Anédlise estatistica

Foram calculados a média e o desvio-padréo das variaveis demograficas, do
nivel sérico de VEGF e de sVEGFR-1, e dos anticorpos anti-Dsgl e anti-Dsg3. As
analises foram realizadas com o programa de estatistica GraphPadPrism verséo 7.0
para Mac OS X (GraphPad software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p < 0,05).
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3.3.1 Analise estatistica das variaveis continuas

As variaveis continuas (nivel sérico do VEGF, sVEGFR-1, anti-Dsgl, anti-
Dsg3) do PFE e do PENE foram comparadas entre si e com 0s grupos controle (PV,
PSO, CS). O teste t-Student foi utilizado para as variaveis com distribuicdo normal e
o0 teste nao-paramétrico Mann-Whitney foi empregado para os valores sem

distribuicdo normal.

3.3.2 Analise estatistica das variaveis ordinais e categéricas

Os titulos de IFI (variaveis ordinais) e as variaveis categéricas relativas a
andlise manual da reacédo IH com anti-VEGF foram comparadas entre o PFE e o
PFNE e com os grupos controle (PV, PSO, CS) através do teste qui-quadrado. A
positividade da IH foi classificada em 0 quando negativa, 1 se discreta a moderada e
2 para intensa em cada uma das seguintes regides da pele: epiderme, células
inflamatdrias, vasos e anexos.

Foram calculados os escores das amostras a partir da multiplicacdo dos
valores obtidos em cada uma das seguintes regifes presentes em todos o0s
fragmentos (epiderme, células inflamatoérias e vasos). Uma vez que nem todas as
amostras tinham representacéo dos anexos, a positividade nessas regides ndo pode
ser comparada entre 0s grupos e por isso nao foi incluida no célculo do escore. Os
resultados finais obtidos (minimo = 0 e maximo = 8) foram classificados em
marcacao discreta quando o escore foi de 0 a 1 e marcacéo intensa de 2 a 8. Esta
divisdo foi adotada com base na descricdo da presenca de VEGF na epiderme®* e
nos vasos da pele normal'®, conferindo a ela um escore 1.

A selecdo da casuistica e 0os materiais e métodos utilizados neste estudo

encontram-se resumidos no fluxograma 1.



Pacientes, materiais e métodos 22

Fluxograma 1 — Pacientes, materiais e métodos utilizados neste estudo

Grupo controle
10 PV

Espécimes em parafina

19 PFE; 17 PFNE; 10 PV; 10 PSO; 10 CS

Imuno-histoquimica automatizada

VEGF Endoglina
19 PFE; 17 PFNE; 19 PFE; 17 PFNE;
10 PV; 10 PSO; 10 CS 10 PV; 10 PSO; 10 CS

Digitalizagao

HCFMUSP
CAPPesq

Ambulatoério
de Dermatologia

Ambulatoério
DBA

PF
180 pacientes

L. PF com eritrodermia " Amostras de soro (-70°C)
31 pacientes 19 PFE; 25 PFNE; 10 PV; 10 PSO; 14 CS

VEGF
19 PFE; 25 PFNE;
10 PV; 10 PSO; 14 CS

Set/2012 - Submissao e
aprovacao

Grupos controles
10 PSO; 14 CS

935 pacientes
em seguimento

149 pacientes sem
eritrodermia

¥
ELISA (kits padronizados)
anti-Dsg3

19 PFE: 10 PFNE;
10 PV

anti-Dsg1
19 PFE: 19 PFNE;
10 PV

sVEGFR-1
19 PFE; 25 PFNE;
10 PV; 10 PSO; 14 CS

L4
teste t-Student /| Mann-Whitney / Spearman ]

v
teste t-Student
i J Mann-Whitney J

Legenda: CAPPesq — Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa; CS — controle saudavel; DBA — dermatoses bolhosas autoimunes;
HCFMUSP — Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; PFE — pénfigo folidceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo
foliaceo na fase ndo-eritrodérmica; PSO — psoriase; PV — pénfigo vulgar; VEGF — fator de crescimento endotelial vascular; sVEGFR-1 — receptor soltuvel do

tipo 1 do fator de crescimento endotelial vascular
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise das variaveis demogréaficas

Os prontuarios de todos os pacientes com diagnéstico de PF (n=180)
acompanhados no periodo entre janeiro de 1991 e dezembro de 2015 no
Ambulatério de DBA do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP foram
revisados. Dentre os 180 pacientes com PF, 31 (17,2%) se adequaram aos critérios

de inclusado do estudo.

4.1.1 Dados demograficos e clinicos dos pacientes de pénfigo foliaceo na

fase eritrodérmica

Dos 31 pacientes com PFE incluidos no estudo, 23 (74,2%) eram do sexo
feminino e 8 (25,8%) do sexo masculino, com idade entre 5 e 72 anos (média 42,7
anos). Houve predominio da cor de pele branca (16F; 5M) em relacdo a pele parda
(5F:1M) e a pele negra (2F; 2M).

A eritrodermia foi a manifestacdo clinica inicial do PF em 25/31 (80,6%)
pacientes. O exame histopatolégico e a IFD foram realizados na vigéncia da
eritrodermia em 28/31 casos. Observou-se a presenca de acantolise subcérnea ou
granulosa em 92,9% (26/28) das amostras, enquanto que 7,1% (2/28) exibiram
pustula espongiforme (Figura 7).

A IFD foram encontrados depositos de 1gG intercelulares intraepidérmicos em
100% (28/28) dos casos e de C3 com o mesmo padrdo fluorescente em 85,7%
(24/28) dos pacientes de PF. Na zona da membrana basal (ZMB) houve deposito de
C3 (7/28 — 25%), IgM (4/28 — 14,3%) e de IgA (1/28 — 3,6%) das amostras (Anexo
2).

Todos os pacientes eritrodérmicos foram hospitalizados para tratamento do
PFE e para compensacao clinica, com duracdo média da internacao de 41,2 dias (6-
190 dias) (Anexo 3).

A complicacdo mais frequente durante o PFE foi a infeccdo bacteriana
secundaria da pele, que ocorreu em 30/31 (96,8%) pacientes, dos quais 10/31
(32,3%) evoluiram com infeccdo de corrente sanguinea. O Staphylococcus aureus

foi identificado na hemocultura de 7/10 (70%) pacientes com bacteremia.
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Legenda: (A) Clivagem intraepidérmica subcérnea com células acantoliticas - 20x; (B) Células
acantoliticas na camada granulosa - 40x. (C) Acanttlise no foliculo piloso - 20x; (D) Células
acantoliticas no foliculo piloso - 40x.

Outra infeccdo observada foi a erupcgao variceliforme de Kaposi causada pelo
virus do herpes simples (HSV), que ocorreu em 11/31 (35,5%) dos pacientes
eritrodérmicos, levando a um periodo de internacdo hospitalar mais prolongado,
quando comparados aos nao infectados pelo HSV (p=0,01). Ndo houve nenhum

Obito, a despeito das complicagbes infecciosas.
4.2 Avaliagcdo do material biolégico dos participantes do estudo
4.2.1 Anédlise das amostras de soro por meio da técnica de ELISA
Tanto os titulos de 1gG anti-Dsgl por IFI (p<0,0001) quanto os niveis dos
anticorpos anti-Dsgl por ELISA (p=0,0026) foram maiores na fase eritrodérmica do

gue na fase ndao-eritrodérmica (Figura 8). Apenas 1 doente apresentou anticorpo

anti-Dsg3 positivo na fase eritrodérmica (39,46; >20).
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Os niveis séricos de VEGF dos pacientes com PFE foram superiores em
relacdo ao PFNE (p=0,01) e aos CS (p=0,0001) (Figura 9). Nado se observou
diferenga nos niveis séricos de VEGF entre os pacientes com PFE e os individuos
com PV (p=0,07) e PSO (p=0,46). Em relacdo ao sVEGFR-1, ndo houve diferenca
na sua expressao entre o PFE e o PFNE (p=0,50) (Figura 8). A expressao de
sVEGFR-1 foi menor nos pacientes com PFE em relacdo aos grupos PV (p=0,02),
PSO (p=0,0001) e CS (p=0,02) (Tabela 1).

Figura 8 — Comparacédo das analises no soro dos pacientes com PFE e PFNE por
meio da técnica de ELISA.
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Legenda: PFE — pénfigo foliAceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo folidceo na fase néo-
eritrodérmica. Niveis séricos de anti-Dsgl, VEGF, sVEGFR-1 em pg/mL. As linhas representam a
média com desvio padrao; *p < 0,05.

Figura 9 — Comparacao entre os niveis séricos de VEGF no PFE, PFNE e os grupos
controles (PV, PSO, CS) por meio da técnica de ELISA.
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Legenda: CS — controle saudavel; PFE — pénfigo foliaceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo
folidceo na fase nao-eritrodérmica; PSO — psoriase; PV — pénfigo vulgar. Aumento dos niveis séricos
de VEGF nos pacientes com PFE em comparacdo aos pacientes com PFNE e CS. As linhas
representam a média * desvio padrao.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrao das variaveis avaliadas no soro dos pacientes
por meio da técnica de ELISA.

. PFE PENE PV PSO CSs
Anticorpo
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Anti-Dsgl 210,7 44,8 92,4 96,0 139,1 115,4 NR NR
Anti-Dsg3 0 (1 doente: 39,46) 179,4 63,5 NR NR
VEGF 552,4 324,0 308,3 239,6 1011,0 825,7 400,7 156,6 193,5 134,5

SVEGFR-1 53,9 78,9 46,0 78,3 64,1 47,1 67,8 62,2 155,6 43,5

Legenda: CS — controle saudavel; DP — desvio padrédo; Dsg — desmogleina; NR — ndo realizado; PFE
— pénfigo foliaceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo folidceo na fase nédo-eritrodérmica; PSO —
psoriase; PV — pénfigo vulgar; VEGF — fator de crescimento endotelial vascular; sVEGFR-1 — receptor
de VEGF soluvel..

Avaliando-se a relacdo entre as variaveis VEGF, sVEGFR-1, anticorpo anti-
Dsgl e IFI nas duas fases do PF, houve correlacdo fraca somente dos niveis de
SVEGFR-1 e de anticorpo anti-Dsg1l (r=0,4249; p=0,0342) no PFNE (Figura 10).

Figura 10 — Correlacdo entre os niveis séricos do anticorpo anti-Dsgl e do
SVEGFR-1 no PFNE.
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Quadro 5 — Avaliagdo das amostras de soro dos pacientes com PF (fase

eritrodérmica e nao-eritrodérmica) e dos controles (PV, PSO, CS).

e Os titulos de IFI e os niveis de anti-Dsgl e do VEGF circulantes (ELISA)
encontraram-se aumentados no PFE em relagdo ao PFNE.

e Os niveis séricos de sVEGFR-1 foram semelhantes no PFE e PFNE.

e Os niveis séricos de sVEGFR-1 e do anticorpo anti-Dsgl apresentaram

correlacéo fraca no PFNE.

4.2.2 Avaliacdo imuno-histoquimica da expresséo do VEGF e da endoglina

4.2.2.1 Anédlise da expressao do VEGF - interpretacdo manual

As amostras de pele avaliadas por IH com anti-VEGF foram divididas em 4
regides: epiderme, células inflamatérias, vasos e anexos. Cada uma dessas areas
foi analisada quanto a positividade da marcacéao IH, classificada como negativa (0),
discreta a moderada (1) ou intensa (2).

Multiplicamos os valores atribuidos a cada regido (epiderme, células
inflamatorias e vasos) para obter um escore, que foi utilizado para a comparacao
das fases do PF (eritrodérmica e nao-eritrodérmica) entre si € com 0S grupos
controle (PV, PSO e CS). Os anexos foram excluidos desse célculo a fim de evitar
gue o resultado final fosse subestimado nas amostras onde os mesmos nao foram
representados. Consideramos os escores 0 e 1 como normais, uma vez que a pele
normal pode expressar VEGF na epiderme!® e nos vasos'®, e acima de 2 como
alterados.

Durante o PFE, todos os fragmentos de pele (n=19) apresentaram VEGF
positivo na epiderme, sendo 2 de forma leve e 17 de forma intensa. Além disso,
observamos positividade leve (n=2) e intensa (n=15) nas células inflamatérias. O
anti-VEGF também marcou os vasos de maneira intensa em 15 pacientes e de

forma leve em 3 pacientes. Os anexos foram positivos para anti-VEGF em 16
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pacientes, sendo 15 com marcacao intensa e 1 com marcacdo leve (Figura 11,
Tabela 2).

Figura 11 — Imuno-histoquimica com anti-VEGF no PFE.

Legenda: (A) Clivagem intraepidérmica alta preenchida por polimorfonucleares (estrela), com
positividade intensa dos queratinécitos e das células inflamatérias e endoteliais da derme superior —
20x. (B) Acantolise subcornea (estrela) com positividade intensa dos queratindcitos e das células
inflamatérias e vasos subjacentes — 40x. (C) Positividade intensa dos vasos e discreta (seta
pontilhada) a intensa dos anexos (seta cheia) — 30x. (D) Positividade intensa da glandula sebacea —
40x.

Nos 17 pacientes com amostras representativas do periodo nao-
eritrodérmico, encontramos positividade na epiderme em 16/17 fragmentos (leve em
6; intensa em 10). Em relagéo as células inflamatérias, o anti-VEGF foi levemente
positivo em 12/17 pacientes (leve em 4; intensa em 8). Houve positividade nos vasos
em 14/17 pacientes (leve em 6; intensa em 8), e nos anexos em 12/17 pacientes

(leve em 4; intensa em 8) (Figura 12; Tabela 2).
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Figura 12 — Imuno-histoquimica com anti-VEGF no PFNE.

Legenda: (A) Positividade intensa dos queratindcitos epidérmicos, das células inflamatérias e dos
vasos da derme superficial — 20x, (B) no maior aumento — 40x. (C) Positividade discreta a intensa das
glandulas sudoriparas e das células endoteliais — 20x. (D) Positividade discreta dos queratindcitos do
foliculo piloso e intensa das células inflamatérias e endoteliais — 20x.

A expressao tecidual do VEGF no PFE foi diferente do PFNE (p=0,042;
IC=0,90-18,95). A diferenca entre as duas fases manteve-se quando comparamos a
intensidade da marcacdo na epiderme (p=0,034; 1C=1,16-31,04), nas células
inflamatérias (p=0,0467; 1C=0,93-14,9) e nos vasos (p=0,0467; 1C=0,93-14,9).

A comparagdo entre as fases eritrodérmica e ndo-eritrodérmica no mesmo
individuo foi possivel em 11 pacientes que apresentavam amostras de pele
coletadas em ambos periodos. Nao houve diferengca na expressdo do VEGF
(p=0,0555; IC=1-106,1).
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Tabela 2 — Analise imuno-histoquimica com anti-VEGF na pele de pacientes com
PFE e PFNE.

PFE PFNE
Paciente E I Vv A ESCORE Paciente E I Vv A ESCORE
PF-2 2 1 1 1 2 PF-1 2 0 1 2 0
PF-3 1 1 1 NR 1 PF-2 1 1 1 1 1
PF-4 2 0 1 2 0 PF-3 2 2 2 2 8
PF-6 2 2 2 2 8 PF-7 1 1 1 1 1
PF-7 2 2 2 2 8 PF-8 2 2 2 2 8
PF-9 2 2 2 2 8 PF-12 2 2 2 2 8
PF-10 2 2 2 2 8 PF-13 2 2 2 NR 8
PF-13 2 2 2 2 8 PF-14 2 2 2 2 8
PF-14 2 2 2 2 8 PF-17 2 2 2 2 8
PF-15 2 2 2 2 8 PF-18 2 2 2 0 8
PF-16 2 2 2 2 8 PF-19 0 0 0 0 0
PF-17 2 2 2 0 8 PF-21 1 1 1 1 1
PF-21 2 2 2 2 8 PF-23 2 1 1 2 2
PF-22 1 0 0 0 0 PF-26 1 0 1 1 0
PF-23 2 2 2 2 8 PF-27 2 2 2 2 8
PF-26 2 2 2 2 8 PF-28 1 0 0 NR 0
PF-27 2 2 2 2 8 PF-31 1 0 0 0 0
PF-29 2 2 2 2 8
PF-31 2 2 2 2 8

Legenda: A — anexos; E — epiderme; | — células inflamatérias; NR — nao representado; PF — pénfigo
folihceo; PFE — pénfigo foliaceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo foliaceo na fase néo-
eritrodérmica; V — vasos. ESCORE — multiplicagcdo da intensidade da marcacdo imuno-histoquimica
na epiderme, nas células inflamatérias e nos vasos (E x | x V);.

Nos 10 pacientes com PV, observou-se positividade na epiderme em todas as
amostras, sendo em 9 de forma intensa e em 1 de forma leve. As células
inflamatorias foram positivas com anti-VEGF em 9 pacientes (1 leve; 8 intensa) e 0s
vasos foram positivos em todas as amostras, 2 com marcacdo leve e 8 com
marcacao intensa. Em 7 fragmentos foi possivel avaliar os anexos, que também se
mostraram positivos, com 1 amostra com marcagéo leve e 6 com marcacgéao intensa

(Tabela 3; Figura 13). Ao comparamos 0s pacientes com PF com os pacientes com
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PV, houve diferenca somente em relacdo a fase nao eritrodérmica do PF (p=0,0485;
IC=0,01-1,112).

Tabela 3 — Avaliagdo imuno-histoquimica utilizando anti-VEGF nas amostras de pele

de pacientes dos grupos controles (PV, PSO e CS).

Paciente E | V A ESCORE Paciente E | V A ESCORE Paciente E | V A ESCORE
PV-1 2 2 2 2 8 PSO-1 2 2 2 2 8 CS-1 1010 0
PVv-2 2 2 2 2 8 PSO-2 2 2 2 2 8 CS-2 222 2 8
PV-3 2 2 2 2 8 PSO-3 2 2 2 2 8 CS-3 10 ONR 0
PV-4 2 2 2 NR 8 PSO-4 2 2 2 2 8 CsS4 211 1 2
PV-5 2 2 2 8 PSO-5 2 2 2 2 8 CsS5 2111 2
PV-6 2 2 2 8 PSO-6 2 2 2 2 8 CS6 10 O0ONR 0
PVv-7 2 2 2 8 PSO-7 2 2 2 2 8 CS-7 100 0 0
PV-8 2 1 1NR 2 PSO-8 2 2 2 NR 8 CS-8 000 O 0
PV-9 2 2 2NR 8 PSO-9 2 2 2 NR 8 CS9 1000 0
PV-10 1 0 1 1 0 PSO-10 1 1 1 1 1 CS-10 100 O 0
Legenda: A — anexos; CS — controle saudavel; E — epiderme; | — células inflamatérias; NR — ndo

representado; PSO — psoriase; PV — pénfigo vulgar; V — vasos. ESCORE — multiplicacdo da
intensidade da marcacgdo imuno-histoquimica na epiderme, nas células inflamatérias e nos vasos (E x
I X V).

Os 10 pacientes com PSO apresentaram positividade em todas as regifes
analisadas (epiderme, células inflamatorias, vasos e anexos), sendo 1 de forma leve
e 9 de forma intensa (Tabela 3; Figura 13). Em relacdo aos pacientes com PF,
observamos diferenca apenas na fase nao-eritrodérmica do PF (p=0,0485; 1C=0,01-
1,112), que se manteve ao avaliarmos isoladamente as células inflamatorias
(p=0,0257; 1C=0,008-0,86) e os vasos (p=0,0257; 1C=0,008-0,86).

Os CS também exibiram positividade com anti-VEGF na epiderme (6 leve; 3
intensa), nas ceélulas inflamatorias (2 leve; 1 intensa), nos vasos (3 leve; 1 intensa) e
nos anexos (2 leve; 1 intensa) (Tabela 3; Figura 13). Quando comparamos 0S
escores de VEGF entre o CS e os pacientes com PF, houve diferenca somente em
relacdo ao PFE (p=0,0035; IC=1,964-59,1).
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Figura 13 — Imuno-histoquimica com anti-VEGF nos pacientes de PV, PSO, e CS.

-

Legenda: Pénfigo vulgar - (A) Positividade intensa dos queratinécitos, células inflamatorias e vasos
da derme superficial, na area com acantélise suprabasal (estrela) — 30x, (B) Marcacdo discreta a
intensa das glandulas sudoriparas — 30x. Psoriase - (C) Positividade intensa dos queratinécitos,
células inflamatorias e endoteliais — 15x. (D) Marcacao intensa da unidade pilossebacea e das células
endoteliais — 20x. Controle saudavel - (E) Positividade leve nos queratinécitos e (F) nos anexos — 20x.

Quadro 6 — Analise imuno-histoquimica da expressdo do VEGF nos espécimes dos
pacientes com PFE, PFNE e dos controles (PV, PSO, CS) — interpretacdo manual.

e A expressao do VEGF é maior no PFE em relacdo ao PFNE e aos CS, e
semelhante ao PV e PSO.
e A positividade com anti-VEGF no PFNE foi semelhante aos CS e inferior

aos grupos PV e PSO.
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4.2.2.2 Andlise da expressédo da endoglina — interpretacdo manual

As amostras marcadas com anti-Eng apresentaram positividade
exclusivamente nas células endoteliais. Nao houve marcacdo dos queratinécitos,
células inflamatoérias e anexos. Entre os pacientes com PF, observamos positividade
para Eng nos vasos de 13 amostras de pele obtidas no PFE, sendo 8 com marcacao
leve e 5 com marcacéo intensa. No PFNE houve positividade em 11 casos, sendo 4
com marcacao leve e 7 com marcacao intensa nos vasos (Figura 14; Tabela 4). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre o PFE e o PFNE quanto a

positividade com anti-Eng.

Figura 14 — Imuno-histoquimica com anti-Eng no PFE e PFNE.
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Legenda: PFE — pénfigo folidceo na fase eritrodérmica (A) Clivagem intraepidérmica alta (estrela) e
vasos negativos com anti-Eng (circulo) — 20x. (B) Positividade nas células endoteliais dos vasos da
derme papilar e superficial — 20x. PFNE — pénfigo foliaceo na fase n&o-eritrodérmica (C) Area de
acantélise sem marcacao dos vasos (circulo) — 20x. (D) Positividade intensa dos vasos da derme
superficial (seta) — 20x.
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Tabela 4 — Estudo imuno-histoquimico com anti-Eng nas amostras de pele dos

pacientes de PFE e PFNE e dos controles (PV, PSO, CS) — anélise manual.

PFE PENE PV PSO CS
Paciente Eng Paciente Eng Paciente Eng Paciente Eng Paciente Eng

PF-2 1 PF-1 0 PV-1 0 PSO-1 0 CS-1 0
PF-3 2 PF-2 2 PV-2 2 PSO-2 0 CS-2 0
PF-4 1 PF-3 2 PV-3 1 PSO-3 2 CS-3 0
PF-6 0 PF-7 2 PV-4 2 PSO-4 2 CS-4 0
PF-7 2 PF-8 2 PV-5 2 PSO-5 1 CS-5 0
PF-9 1 PF-12 1 PV-6 2 PSO-6 2 CS-6 0

PF-10 0 PF-13 2 PV-7 2 PSO-7 2 CS-7 0

PF-13 2 PF-14 1 PV-8 2 PSO-8 2 CS-8 0

PF-14 2 PF-17 0 PV-9 2 PSO-9 2 CS-9 0

PF-15 0 PF-18 0 PV-10 2 PSO-10 2 CS-10 0

PF-16 1 PF-19 0

PF-17 0 PF-21 1

PF-21 1 PF-23 2

PF-22 2 PF-26 2

PF-23 1 PF-27 1

PF-26 1 PF-28 0

PF-27 0 PF-31 0

PF-29 1

PF-31 0

Totais n=19 n=17 n=10 n=10 n=10

Legenda: CS - controle saudavel; Eng — endoglina; PF — pénfigo foliaceo; PFE — pénfigo folidceo na
fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo folidceo na fase ndo-eritrodérmica; PSO — psoriase; PV — pénfigo
vulgar.

Nos grupos controles observou-se marcagdo com anti-Eng em 9 pacientes
com PV (1 leve; 8 intensa). Entre os pacientes com PSO, houve positividade leve em
1 paciente e intensa em 7 pacientes. Todas as amostras de pele dos individuos
saudaveis foram negativas para anti-Eng (Tabela 4; Figura 15). Ao compararmos a
presenca de anti-Eng nos pacientes com PF com 0s grupos controles, observamos
diferengca somente entre o PFE e CS (p=0,0004; CI=3,70-») e o PFNE e CS
(p=0,001; Cl=4,168-).
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Figura 15 — Imuno-histoquimica com anti-Eng na pele de pacientes com PV, PSO e

Legenda: Pénfigo vulgar - (A) Acantolise suprabasal (estrela) e positividade intensa (seta cheia) dos
vasos da derme papilar e leve na derme superficial (seta pontilhada) — 20x. (B) Vaso positivo (seta
cheia) e negativo (circulo) com anti-Eng, em uma area com acantdlise suprabasal (estrela) — 40x.
Psoriase — (C) Positividade ausente (circulo) e discreta (seta pontilhada) das células endoteliais na
derme superficial — 20x. (D) Marcacéo intensa dos capilares da derme papilar (seta cheia) — 40x.
Controles saudaveis — (E) Auséncia de positividade dos vasos — 20x, (F) no maior detalhe — 40x.

Quadro 7 — Avaliacdo imuno-histoquimica da expressado da Eng nos espécimes dos
pacientes com PFE e PFNE e dos controles (PV, PSO, CS) — andlise manual.

e A positividade com anti-Eng foi semelhante no PFE e no PFNE e diferente
do CS.
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4.2.2.3 Avaliacdo automatizada do estudo imuno-histoquimico com anti-VEGF

e anti-Eng

Todas as laminas de vidro preparadas para a andlise IH com anti-VEGF e
anti-Eng foram digitalizadas utilizando o escaner digital de laminas Aperio
Scanscope. A imagem obtida foi subsequentemente avaliada com o programa de
contagem de pixels, para mensurar a expressao tecidual de VEGF, e o programa de
contagem de vasos, para calcular o numero de vasos marcados com anti-Eng.

A analise automatizada da positividade com anti-VEGF foi realizada através
da deteccao da intensidade e da contagem de pixels positivos para a cor vermelha,
utilizada como cromogeno para demonstrar a reacdo. As areas positivas foram
destacadas em laranja, as regibes com intensidade leve em amarelo e as areas com
marcacdo intensa em vermelho. Regides negativas receberam a cor azul. O
resultado da analise foi expresso em numero absoluto de pixels positivos (amarelos,
laranjas e vermelhos) e negativos (azuis), bem como o namero total de pixels e o

tamanho da &rea avaliada (Figura 16).

Figura 16 — Andlise automatizada da positividade por IH.

Layer Attributes M I
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Nwp = Number of Weak Positive 660140.

Np = Number of Positive

Nsp = Number of Strong Positive

7806292
1234556720,

ATotal = Total Area (millimeter-squared) |0.7780331

e

Legenda: (A) A primeira etapa da analise consiste na selecdo do fragmento a ser estudado (linha
verde). (B) O programa de contagem de pixels calcula os pontos com marcacédo leve (amarelo)
moderada (laranja) e intensa (vermelho), além das areas negativas (azul). (C) O resultado do nimero
de pixels positivos obtido foi dividido pela area total analisada.
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Para uniformizar a comparacdo das laminas, o numero total de pixels
positivos foi dividido pela area total de cada fragmento, uma vez que as amostras de
pele apresentavam dimensdes diferentes. Essa etapa da analise possibilitou
comparar o numero de pixels entre espécimes com tamanhos distintos e evitou que
amostras menores resultassem em um numero total menor de pixels e vice-versa
(Tabela 5). Esta variavel continua foi comparada entre os grupos de pacientes do

estudo e nao se obteve diferenga significativa.

Tabela 5 — Analise automatizada da expresséao de VEGF nos fragmentos de pele de
pacientes com PFE e PFNE e controles (PV, PSO e CS).

PFE +/Area  PFNE  +/Area PV +/Area PSO +/Area CS +/Area

PF-2 0,0421 PF-1 0,0877 PV-1 0,0282 PSO-1 0,1876 CSs-1 0,0013
PF-3 0,1255 PF-2 0,2064 PV-2 0,2439 PSO-2  0,2857 CS-2 0,0882
PF-4 0,0862 PF-3 0,2428 PV-3 0,0497 PSO-3 0,1038 CS-3 0,0033
PF-6 0,1919 PF-7 0,0429 PV-4 0,2145 PSO-4 0,0306 CS-4 0,0484
PF-7 0,0786 PF-8 0,5200 PV-5 0,0838 PSO-5 0,1345 CS-5 0,0195
PF-9 0,1259 PF-12  0,2269 PV-6 0,3593 PSO-6 0,0965 CS-6 0,0076
PF-10  0,3545 PF-13  0,1767 PV-7 0,2080 PSO-7 0,0796 CS-7 0,0055
PF-13  0,2990 PF-14  0,2053 PV-8 0,1642 PSO-8 0,1373 CS-8 0,0006
PF-14  0,1121 PF-17  0,2282 PV-9 0,0265 PSO-9 0,0998 CS-9 0,0031
PF-15  0,0958 PF-18 0,1104 PV-10 0,0179 PSO-10 10,0389 CS-10 0,0092
PF-16  0,0134 PF-19  0,0002

PF-17  0,0611 PF-21  0,0306

PF-21  0,1989 PF-23  0,2011

PF-22  0,0154 PF-26  0,0529

PF-23  0,0663 PF-27  0,3760

PF-26  0,1304 PF-28  0,0000

PF-27  0,1184 PF-31  0,0160

PF-29  0,0886

PF-31  0,5914

Total n=19 n=17 n=10 n=10 n=10
Média 0,1471 0,1664 0,1396 0,1194 0,0187
DP 0,1387 0,1542 0,1161 0,0745 0,0283

Legenda: CS — controles saudaveis; DP — desvio padrdo; PF — pénfigo foliaceo; PFE — pénfigo
folidceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo foliaceo na fase ndo-eritrodérmica; PSO — psoriase;
PV — pénfigo vulgar. +/Area — nimero de pixels positivos divididos pelo nimero total de pixels e area
analisada.
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Quadro 8 — Andlise automatizada da expressdao do VEGF nos espécimes dos
pacientes com PFE e PFNE e dos controles (PV, PSO, CS).

e A avaliacdo automatizada da expressdo do VEGF foi semelhante entre

ambas as fases do PF e em comparagao aos controles com PV e PSO.

Para a andlise automatizada da IH com anti-Eng, o nimero total de vasos
positivos foi dividido pela area total da amostra, para padronizar a avaliagdo entre
espécimes de tamanhos diferentes (Tabela 6).

Tabela 6 — Analise automatizada da expressédo de Eng nos espécimes de pacientes
de PFE e PFNE e dos controles (PV, PSO e CS).

PFE V/Area PFNE V/Area PV V/Area PSO  V/Area CS V/Area

PF-2 0,50 PF-1 2,30 PV-1 0,38 PSO-1 0,03 CS-1 0,00
PF-3 4,88 PF-2 2,87 PV-2 8,22 PSO-2 0,19 CS-2 0,00
PF-4 0,45 PF-3 25,06 PV-3 0,10 PSO-3 0,59 CS-3 0,00
PF-6 0,00 PE-7 5,46 PV-4 27,28 PSO-4 0,36 CS-4 0,00
PF-7 1,85 PF-8 0,00 PV-5 2,26 PSO-5 3,41 CS-5 0,00

PF-9 0,47 PF-12 0,29 PV-6 20,65 PSO-6 4,77 CS-6 0,00
PF-10 0,00 PF-13 1,45 PV-7 17,88 PSO-7 3,26 CS-7 0,00
PF-13 3,68 PF-14 15,05 PV-8 61,72 PSO-8 1,40 CS-8 0,00
PF-14 6,03 PF-17 0,00 PV-9 17,06 PSO-9 2,69 CS-9 0,00
PF-15 0,00 PF-18 0,00 PV-10 22,76 PSO-10 7,75 CS-10 0,00
PF-16 0,08 PF-19 0,00
PF-17 0,00 PF-21 0,83
PF-21 1,67 PF-23 1,90
PF-22 3,61 PF-26 23,21
PF-23 1,10 PF-27 0,00
PF-26 0,66 PF-28 0,00
PF-27 0,00 PF-31 0,00

PF-29 0,01

PF-31 0,00

Total n=19 n=17 n=10 n=10 n=10
Média/DP 1,31/1,86 4,61/8,21 17,83/18,26 2,44/2,47 0/0

Legenda: CS — controles saudaveis; DP — desvio padrdo; PF — pénfigo foliaceo; PFE — pénfigo
foliaceo na fase eritrodérmica; PFNE — pénfigo foliaceo na fase nao-eritrodérmica; PSO — psoriase;
PV — pénfigo vulgar. V/Area — nimero de vasos positivos dividido pela area total analisada.
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N&o houve diferenca entre o nUmero de vasos positivos com anti-Eng entre
as duas fases do PF. Tanto no PFE quanto no PFNE, a expressdo de Eng foi menor
do que no PV (p<0,05), semelhante a PSO (p>0,05) e maior do que os CS (p<0,05).

Quadro 9 — Analise automatizada da reac&o imuno-histoquimica com anti-Eng nas

amostras de pele dos pacientes com PFE e PFNE e dos controles (PV, PSO, CS).

e O PFE e o PFNE apresentaram numero de vasos positivos com anti-Eng
semelhantes entre si e com os pacientes com PSO. A positividade em
ambas as fases do PF foi menor do que nos pacientes com PV.

4.2.2.4 Estudo imuno-histoquimico dos depdsitos de anticorpos IgG, IgM, IgA

e C3 na pele de pacientes com PF eritrodérmico

Amostras de pele (n=6) obtidas de 5 pacientes com PFE foram analisadas
com os anticorpos anti-lgG, -IgM, -IgA e -C3 (Tabela 7). Na epiderme, houve
positividade intercelular (padrdo em colmeia de abelhas) ao anti-IgG (leve em 3;
intensa em 3) (Figura 17), e ao anti-C3 (leve em 2; intensa em 4) (Figura 18). Com
anti-lgA houve positividade entre os queratinécitos em 5 pacientes, sendo em 2 leve

e em 3 intensa. Apenas 1 paciente apresentou positividade leve com anti-lgM.

Tabela 7 — Avaliacéo IH de IgG, IgM, IgA e C3 na epiderme e zona da membrana

basal de amostras de pele de pacientes com PFE.

IgG IgM IgA C3
ZMB ZMB ZMB

PACIENTE

PF-4
PF-10
PF-15

PF-22 a*

PF-22 b*
PF-31

P R N DN P N M
o O O N O O
O O O O O k| m
O O O o o Bk
P N O N N M
= O O N O O
N P N N DN | M
O N O NN DN -

Legenda: E — epiderme; PF — pénfigo foliaceo; ZMB — zona da membrana basal.
* As amostras PF-22a e PF-22b foram obtidas do paciente PF-22.




Resultados 41

Figura 17 — Anti-IgG: imunofluorescéncia direta vs. imuno-histoquimica.

Legenda: (A) Depdsitos intercelulares intraepidérmicos de IgG a imunofluorescéncia direta — 40x.
Andlise imuno-histoquimica com anti-lgG exibindo positividade (B) entre os queratindcitos da
epiderme, na zona da membrana basal, nas células inflamatdrias, vasos e (C) anexos — 40x.

A ZMB também apresentou positividade linear com anti-C3 em 4 pacientes (1
leve; 3 intensa), com anti-lgA em 2 pacientes (1 leve; 1 intensa), com anti-lgG em 1

paciente (intensa) e com anti-IgM em 1 paciente (leve).

Figura 18 — Anti-C3: imunofluorescéncia direta vs. imuno-histoquimica.

Legenda: (A) Imunofluorescéncia direta com depositos de C3 entre os queratindcitos epidérmicos
(40x). (B) Analise imuno-histoquimica com depdésitos de anti-C3 intercelulares intraepidérmicos, nas
células inflamatorias, vasos (40x) e (C) anexos (20x).

Células inflamatoérias, vasos e anexos dérmicos também mostraram
positividade aos anticorpos utilizados (Tabela 8). As células inflamatérias foram
marcadas com anti-IgG (2 leve; 4 intensa) e com anti-C3 (1 leve; 5 intensa) em todas
as amostras. Somente 1 paciente apresentou positividade leve com anti-lgM e
intensa com anti-lgA. Os vasos foram positivos em todas as amostras com anti-IlgG
(2 leve; 4 intensa), anti-C3 (1 leve; 5 intensa) e anti-IgA (3 leve; 3 intensa). Com anti-
IgM houve marcacédo dos vasos de 5 pacientes (3 leve; 2 intensa).
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Os anexos foram marcados com anti-lgG de forma leve e com anti-C3 (3 leve;
3 intensa) em todos os pacientes. Foi observada positividade leve ao anti-IgA em 3

pacientes e positividade leve ao anti-lgM em 1 paciente.

Tabela 8 — Avaliacdo imuno-histoquimica das células inflamatorias, vasos e anexos
utilizando anti-lgG, -IgM, -IgA e -C3.

PACIENTE 96 'aM 194 c3

| vV A | vV oA [ vV oA | vV oA

PF-4 2 1 1 1 2 1 0 2 0 2 2 1
PF-10 2 2 1 0 2 0 0 1 1 2 2 1
PF-15 2 2 1 0 1 0 2 2 1 2 2 2
PF-22 a* 1 2 1 0 1 0 0 1 1 2 2 2
PF-22 b* 2 2 1 0 1 0 0 2 0 2 2 2
PF-31 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1

Legenda; A — anexos; | — células inflamatérias; V — vasos; PF — pénfigo foliaceo..
* As amostras PF-22a e PF-22b foram obtidas do paciente PF-22.

Quadro 10 — Avaliacao imuno-histoquimica dos depésitos de imunocomplexos (IgG,

IgM, IgA e C3) na pele dos pacientes com PF eritrodérmicos.

e Depdsitos intercelulares intraepidérmicos de IgG, IgA e C3 foram
observados em todos os fragmentos.

e A positividade da zona da membrana basal ocorreu principalmente com C3.

e As células inflamatérias e os anexos foram marcados por IgG e C3.

e Houve positividade dos vasos com todos os anticorpos (IgG, IgM, IgA e
C3).




5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

O PF é uma dermatose autoimune com producao de autoanticorpos da classe
IgG contra a Dsgl. A ligagdo antigeno-anticorpo promove o desarranjo dos
desmossomas, com perda da adesdo intercelular entre os queratindcitos e a
formacéo de uma clivagem intraepidérmica alta®.

Além da Dsgl, outros alvos antigénicos ndo pertencentes a superfamilia das
caderinas sé&o reconhecidos pelos autoanticorpos do paciente com PF, participando
do dano aos queratinécitos e induzindo a acantélise??. De acordo com o perfil de
autoanticorpos produzidos pelo paciente com PF, diferentes vias de sinalizacéo
intracelular podem ser ativadas, levando a apoptose celular, quimiotaxia de células
inflamatérias e ativacdo das células endoteliais®®. Isso contribui para que a
manifestacdo clinica do PF seja espectral, podendo ser observadas desde formas
frustras da doenca, com discreto eritema e descamacéo localizados na face ou
couro cabeludo, até apresentacées extensas evoluindo para eritrodermia?®.

A eritrodermia adquirida em adultos € uma manifestagéo clinica exuberante
compartilhada por dermatoses autoimunes, doencas inflamatorias, tumorais e por
hipersensibilidade a drogas3®16.107 A maioria das publicagées em lingua inglesa na
literatura médica a respeito dessa apresentacdo do PF corresponde a relatos de
casos'®®116  Ha também séries de casos de eritrodermia com descricdo das
etiologias mais comumente a ela associadas 303738,

A eritrodermia foi descrita em 2 a 6,25% dos pacientes com PF. Por outro
lado, nos pacientes eritrodérmicos o PF é a causa da eritrodermia em 0,76% a
6,25% dos casos3%3738 sendo menos frequente do que a associacdo com PSO e
eczema3®106.107 No presente estudo, a eritrodermia ocorreu em 17,2% (31/180) dos
pacientes com PF atendidos no Ambulatério de DBA do Departamento de
Dermatologia do HCFMUSP. A maior propor¢cdo de casos de PF eritrodérmico
observada em nossa casuistica pode ser atribuida ao fato de que o complexo
HCFMUSP seja um hospital estadual com nivel de atencdo terciario dentro do
Sistema Unico de Saude brasileiro, e referéncia no atendimento a pacientes com
DBA em todo o Brasil e na América Latina.

A revisdo da literatura revela apenas 11 relatos de casos a respeito de
pacientes com PF que desenvolveram eritrodermia na fase inicial da doenca (10

individuos)?8108-113,115-117 g durante sua evolucdo (1 individuo)!'4. Dentre esses,
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somente 1 paciente apresentava PF endémico (fogo selvagem)'®®. A idade desses
pacientes variou entre 1 e 79 anos (média=48,4 anos), sendo 60% dos casos em
adultos, com predominio do sexo masculino (2,67:1). Em 8 casos, a progressao para
a eritrodermia ocorreu entre 1 semana a 7 mesest0®-112114115117- em 3 casos essa
informacéo néo foi divulgada?8113.116,

A faixa etéaria entre 5 e 72 anos dos pacientes com PFE foi semelhante a dos
casos publicados, assim como a média de idade (42,7 anos). Em contrapartida,
encontramos um numero superior de adultos com PFE (90,3%) e de pacientes do
sexo feminino (2,87:1). O maior nimero de casos de PFE nas mulheres reflete o
predominio do PF no sexo feminino, que varia de 1,5:1 a 4,1:1 no mundo!*® e
corresponde a 1,68:1 (62,7%) dos pacientes com PF no Ambulatério de DBA do
HCFMUSP.

Em todos os pacientes relatados na literatura, o diagndstico foi confirmado
através do exame histopatolégico e da IFD. A analise histopatolégica desses casos
mostrou a presenca de clivagem subcérnea/granulosa (10 casos)!®®117 ou de
espongiose eosinofilica (1 caso)?®. Na IFD, houve depésitos intercelulares
intraepidérmicos de IgG (11 casos), C3 (7 casos) e IgA (1 caso), além de
fluorescéncia na zona da membrana basal (C3 — 2 casos; IgG — 1 caso) e na parede
dos vasos (C3 — 2 casos; IgM — 1 caso). Nos pacientes eritrodérmicos com PF
incluidos nesse estudo, 0 exame anatomo-patolégico também evidenciou a
presenca de clivagem acantolitica alta em 92,8%. A IFD, além de demonstrar os
depdsitos de IgG e de C3 intercelulares intraepidérmicos, também foi positiva na
zona da membrana basal em 8 casos (Tabela 9).

A média de idade (42,7 anos) e o tempo de hospitalizacao (41,2 dias) dos
pacientes com PFE deste estudo foram semelhantes as séries de casos ja
publicadas incluindo pacientes com eritrodermia em geral (41,6 a 53,78 anos; 13,85
a 30 dias)3?37, No entanto, a proporcdo de pacientes do sexo feminino foi maior em
nossa casuistica (2,87:1), contrastando com os demais estudos, onde 0 sexo

masculino predominou (1,85:1 a 3:1)30.37,38,106,107,
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Tabela 9 — Comparacdo entre as caracteristicas clinicas, laboratoriais e evolucéo

dos pacientes com PFE publicados na literatura vs. dados do presente estudo.

PFE (literatura)

PFE (presente estudo)

Ano

Idade (média)

Género

Eritrodermia ao diagnhdstico

Histopatolégico

1985-2012
1-79 anos (48,4)

8M/3F
2,67TM:1F

10

10 clivagem alta

1 espongiose eosinofilica

1991-2015
5-72 anos (42,7)

8M/23F
2,87F:1M

25

26 clivagem alta

2 pustula espongiforme

IFD IgG (11); C3 (7); IgA (1) lgG (28); C3 (24)
Prednisona (4) _
_ Prednisona (23)
Prednisona + IMS (3) _
Tratamento _ Prednisona + IMS (5)
Prednisona + IMD (1) _
o Prednisona + IMD (3)
Rituximabe (2)
Obitos 3 0
Legenda: F — feminino; IFD - imunofluorescéncia direta; IMS - imunossupressor; IMD -

imunomodulador; M — masculino; PFE — pénfigo folidceo na fase eritrodérmica.

Os doentes com PFE tiveram internacdo hospitalar mais duradoura do que a
média dos individuos internados na Divisdo de Dermatologia do HCFMUSP de
setembro de 2002 a setembro de 2010 (41,9 vs. 13,0 dias), além de maior
frequéncia de infeccdo cutanea (96,7 vs. 20,6%). Apesar das complicacoes
infecciosas, com o cuidado intensivo e especializado dedicado aos pacientes na
Enfermaria da Divisdo de Clinica Dermatol6gica do HCFMUSP, nao foi registrado
nenhum débito.

O virus do herpes simples (HSV) é o principal causador de infeccédo viral entre
os individuos com DBA e esta relacionado com o surgimento, piora das lesdes ou
refratariedade ao tratamento imunossupressor®:119.120 por esse motivo, observou-se
internagdo mais prolongada dos doentes com PFE infectados por HSV.

Staphylococcus aureus foi a bactéria mais identificada na hemocultura dos

pacientes com PFE, a semelhanca dos demais estudos'?. Por um lado, a infeccéo
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por Staphylococcus aureus é comum nas doencas crénicas que afetam a integridade
da barreira cutanea, como o eczema, a PSO e o PF'?2, Por outro, a prépria bactéria
€ capaz de aumentar o dano a epiderme, contribuindo para o agravamento dessas
doencas'?3.

E importante ressaltar que o Staphylococcus aureus produz as toxinas
esfoliativas A e B capazes de provocar o impetigo bolhoso, quando sua sintese e
sua acdo sao localizadas, ou a sindrome da pele escaldada, nos casos em que as
toxinas atingem a corrente sanguinea e nao sdo adequadamente eliminadas pelos
rins'?4, A acdo proteolitica de ambas causa a clivagem da Dsgl1!?® e desencadeia
eritema, bolhas flacidas e descamacao difusas. Nesta situacdo, o quadro clinico &
indistinguivel do PF e também apresenta caracteristicas histopatolégicas
semelhantes, com a formacdo de uma clivagem intraepidérmica alta'?*. A
diferenciacédo entre o PF e a sindrome da pele escaldada s6 € possivel através da
IFD, IFI ou ELISA126,

As toxinas do S. aureus também atuam como superantigenos e promovem o
aumento da producao de citocinas pro-inflamatérias por linfécitos B ativados e pelos
queratindcitos'?’. Pacientes eritrodérmicos apresentam maior colonizagdo ou
infeccdo por Staphylococcus aureus e sua presenca na pele de pacientes com
eczema e com PSO correlaciona-se com maior gravidade da doenca ou sua
exacerbacéo!??. A colonizacdo dos pacientes com PF por S. aureus e a producéo de
toxinas bacterianas tanto na fase ativa da doenca quanto em sua remissao ainda
nao foram estudadas. Seu conhecimento podera esclarecer o papel do S. aureus na
evolucéo do PF.

Estudos prévios avaliaram a relacdo entre a gravidade do PF e o nivel sérico
dos autoanticorpos com resultados conflitantes?®>. Em nossa andlise, os pacientes
com PF apresentaram titulos de IFlI e niveis séricos de anticorpos anti-Dsgl
significativamente aumentados durante o PFE em comparacdo com o PFNE
(p<0,05).

Embora os resultados estejam de acordo com os estudos que demonstraram
niveis séricos elevados de IgG durante o PF ativo, ja foram descritos pacientes em
remissao clinica com niveis séricos aumentados de autoanticorpos. Tal fato pode ser
atribuido a variacdo dos subtipos de IgG produzidos conforme a progressao do PF.
IgG4 é observada principalmente durante a fase ativa do PF enquanto IgG1l

predomina durante a remissédo da doenca'?®. Além da maior da sintese de IgG1 anti-
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Dsgl, a presenca de outros autoanticorpos IgG néo-patogénicos pode justificar a
manutencdo de niveis elevados de IgG durante a remissdo do PF?2. Por esse
motivo, esse parametro nao pode ser utilizado exclusivamente para definir o
prognostico da doenca e o tratamento dos pacientes com PF.

Além dos autoanticorpos do PF, a acdo combinada de quimiocinas, moléculas
de adesdao e citocinas pode aumentar o dano tecidual e favorecer o desenvolvimento
da eritrodermia. Haja vista, a eritrodermia € uma apresentacéo clinica compartilhada
por doengas com diferentes etiologias como o linfoma, a PSO e as reag0es adversas
a drogas. Em 1996, Creamer et al. demonstraram que pacientes eritrodérmicos com
PSO e com eczema apresentam em comum a elevacao do VEGF sérico e tecidual,
sugerindo sua participacdo no desenvolvimento da eritrodermia®®.

Para avaliar um fator preditivo mais preciso de gravidade no PF, nesse estudo
analisamos a expressdo de VEGF, sVEGFR-1 e Eng nos pacientes com PF que
desenvolveram ao menos um episddio de eritrodermia durante a evolucdo da
doenca. Amostras obtidas de pacientes com PV e PSO também foram incluidas no
estudo como controles positivos, uma vez que o VEGF se encontra aumentado nos
pacientes com essas enfermidades®8’.

Niveis séricos elevados de VEGF foram encontrados no PFE em comparacéao
com PFNE (p<0,05) e com CS (p<0,001). Seria esperado encontrar tal aumento nos
pacientes com PF, especialmente eritrodérmicos, uma vez que a perda da
integridade da pele é acompanhada pela ativacdo de uma série de processos de
reparacéo tecidual mediados por citocinas angiogénicas como o VEGF e a Eng*?.

Em condicbes fisiolégicas, o VEGF é produzido preferencialmente pelas
células endoteliais'®® e pelos queratindcitos das camadas superiores da epiderme,
onde participa da diferenciacdo celular'®. Pudemos confirmar este fato ao
verificarmos que na pele dos individuos saudaveis do grupo controle houve
expressao discreta do VEGF na epiderme e nos vasos.

Porém, uma vez que ocorre a quebra da barreira cutanea, inicia-se o
processo de reparacao tecidual que envolve a quimiotaxia de células inflamatérias e
a liberacdo de fatores de crescimento para estimular a proliferacdo celular e
possibilitar a reepitelizacdo. Diversas citocinas podem interferir na sintese e na agéo
do VEGF e alterar sua ligagcdo a receptores celulares e receptores circulantes
soluveis (sVEGFR).
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O sSVEGFR-1 é capaz de se ligar ao VEGF circulante e de reduzir sua
biodisponibilidade. Por se tratar do principal mecanismo regulador do VEGF
circulante'®°, também dosamos os niveis séricos de SVEGFR-1, a fim de avaliar sua
correlacdo com o VEGF no PF. Os niveis de sVEGFR-1 obtidos tanto no PFE
qguanto no PFNE foram semelhantes e ndo se correlacionaram com o0s niveis de
VEGF em nenhuma das fases do PF. Entretanto, houve correlacdo fraca entre os
niveis séricos de sVEGFR-1 e de anti-Dsgl no PFNE (r=0,4249; p=0,0342). Esse
resultado sugere que o SVEGFR-1 se eleva para compensar o aumento do VEGF,
como previamente observado em pacientes com melanoma maligno®®.

Com esses resultados, pudemos demonstrar que o dano cutaneo mediado
pelos autoanticorpos do PF é acompanhado pelo aumento da expressédo de VEGF,
com elevacdo do seu nivel sérico principalmente durante a eritrodermia. Portanto,
seria esperado que nos pacientes com PF também ocorresse o aumento da
expressao tecidual do VEGF. A fim de verificar essa hipotese e de complementar a
andalise dos marcadores angiogénicos no PF, realizamos a avaliacdo IH do VEGF e
da Eng na pele de pacientes com PF na vigéncia ou néo de eritrodermia.

Durante o PFNE, a expressdo do VEGF na epiderme foi semelhante a da pele
normal, porém houve diferenca em relacdo a positividade encontrada nas células
inflamatorias e nos vasos. Isso sugere que nas formas mais localizadas do PF, a
agressao imunomediada a epiderme suscita uma resposta inicialmente dependente
das células inflamatérias e das células endoteliais, como se observa na etapa
inflamatoria inicial da cicatrizacao?s.

J4 o PFE caracteriza-se por intenso dano tecidual decorrente da producéao
aumentada de autoanticorpos, conforme demonstramos através dos maiores titulos
de IFI e de niveis séricos de anti-Dsgl em relacdo ao PFNE. Nesse momento da
doencga, a presenca aumentada de VEGF em comparagdo com os CS e com o
PFNE reforcou a hipotese de que os queratinécitos séo uma fonte de VEGF, a
semelhanca do que ocorre na PSO®. De fato, quando comparamos o escore de
VEGF na fase eritrodérmica do PF com os individuos com PSO e com PV, o0s grupos
foram semelhantes (p=0,06674; 1C=0,04-4,58). J4 a fase nao-eritrodérmica do PF
mostrou-se diferente tanto da PSO (p=0,049; CI 0,01-1,12) quanto do PV (p=0,049;
Cl1 0,01-1,12).

Embora o valor do p calculado tenha mostrado uma diferenca entre os grupos

analisados, o tamanho da amostra contribuiu para que o intervalo de confianga
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obtido fosse amplo. Esta limitacdo do estudo se deve ao fato de termos avaliado
uma manifestacdo incomum de uma doenca rara, apesar de a casuistica de
pacientes aqui apresentada ser a maior até o momento em relacdo ao nimero de
casos de eritrodermia no PF. Os resultados obtidos séo relevantes para o melhor
entendimento da patogénese da doenca e do seu processo de reparacao, e poderao
ser aplicados também para outras DBA.

O VEGF atua de forma autdcrina, estimulando a proliferacdo dos
queratinécitos®®, e de maneira paracrina, induzindo vasodilatacdo e multiplicacéo
das células endoteliais™. A deficiéncia do VEGF provoca o retardo da cicatrizacdo
em funcdo da menor multiplicacdo dos queratindcitos e reepitelizacdo mais lenta, e
da angiogénese inadequada, com reducdo do aporte de nutrientes e oxigénio3?. A
positividade tecidual do VEGF no PFNE foi semelhante a dos individuos saudaveis,
0 gque sugere uma expressao tecidual inapropriada do VEGF nesse periodo.

Os efeitos da reducdo do VEGF na cicatrizacdo cutanea puderam ser
avaliados com o advento de terapias sisttmicas anti-VEGF para o tratamento de
doencas caracterizadas por aumento da proliferagdo vascular, como o cancer
colorretal e de mama, e a degeneracédo macular relacionada a idade®®2. O retardo na
cicatrizacdo foi uma das potenciais complicacdes observadas em individuos que
receberam anti-VEGF sistémico. Christoforidis et al. demonstraram uma reducao na
formacao de novos vasos na pele periocular de coelhos 2 semanas apés tratamento
intravitreo com anti-VEGF!34. As medicacdes anti-VEGF alteram a angiogénese,
processo fundamental na etapa proliferativa da cicatrizacdo, aumentam o risco de
deiscéncia, de hérnia incisional e de infeccdo em pacientes submetidos a
procedimentos cirlrgicos. Por esse motivo, recomenda-se a suspensdo das drogas
anti-VEGF pelo menos 6 semanas antes de um procedimento cirurgico eletivo e seu
reinicio apds 4 semanas®®,

Em contrapartida, a producdo excessiva de VEGF pode aumentar a
vasodilatacao e a permeabilidade vascular a células inflamatérias, agravando o dano
tecidual. Ja foi demonstrado que esse mecanismo contribui para o prolongamento
das lesGes de PSO0®%. Os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que a
agressao a epiderme induzida pelos autoanticorpos do PF suscita a ativagdo das
células inflamatorias e endoteliais, que passam a expressar VEGF com o intuito de

possibilitar a reepitelizacdo. No entanto, niveis altos de IgG anti-Dsgl aumentam a
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quebra da barreira cutanea e estimulam uma producdo maior do VEGF pelos
queratinécitos, como observado na fase eritrodérmica da doenca.

A Eng também regula a acdo do VEGF, atuando como um marcador da
proliferacdo vascular. Na pele normal, a Eng foi encontrada nos queratindcitos
basais do epitélio interfolicular e nas células endoteliais'®. A presenca de Eng nas
células endoteliais demonstra a ocorréncia de neovascularizacdo, etapa crucial do
processo de cicatrizagdo. A formagéo de novos vasos possibilita o aporte adequado
de nutrientes, oxigénio e 6xido nitrico necessarios para a reparagdo da pele'®2. Por
esse motivo, esperariamos encontrar uma positividade maior de Eng concomitante a
uma maior expressao do VEGF no PFE em comparacdo com o PFNE. Todavia, a
expressao de Eng na pele dos pacientes com PFE foi semelhante a do PFNE, o que
sugere uma angiogénese inadequada nesses individuos mesmo na presenca
aumentada do VEGF, contribuindo para o desenvolvimento da eritrodermia.

A reducdo da Eng promove a ativacdo constitutiva da via de sinalizacao
dependente do TGF-B1 na epiderme, que por sua vez diminui a proliferacdo dos
queratinécitos. Ja nas células endoteliais, a reducdo da Eng acarreta a diminuicao
da sintese de Oxido nitrico e a sinalizacdo mediada pelo TGF-p1, comprometendo a
angiogénese!ss,

Assim, poderiamos propor que o dano tecidual causado pelos autoanticorpos
do PF seria mais lentamente revertido nos pacientes eritrodérmicos que apresentam
menor expressao de Eng, contribuindo para a persisténcia e a disseminacdo das
lesbes. Desse modo, manifestacbes graves do PF estariam relacionadas nao
apenas a sintese aumentada de autoanticorpos promovendo a perda da adeséo
entre o0s queratinécitos e a clivagem intraepidérmica, como também a uma
cicatrizacéo inadequada, determinando a cronificacdo das lesdes.

Além da resposta vascular decorrente da acdo direta da IgG anti-Dsgl na
epiderme, as células inflamatérias também atuam como fonte de VEGF na pele,
tendo participagéo ativa na fase inicial da cicatrizagdo. O influxo de neutrdfilos na
pele lesada promove a liberagcdo de fatores de crescimento e de citocinas, que
estimulam a proliferacdo celular e a quimiotaxia de outras células inflamatérias*®. O
papel das células inflamatorias e das células endoteliais na patogénese do PF ainda
nao foi totalmente esclarecido.

Pacientes com FS apresentam predominio de linfécitos T CD4+ produtores de

citocinas com padrdo Th2'37. No PV, os linfécitos T CD4+ estimulam os linfécitos B a
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produzirem 1gG4 na fase ativa da doenca®3®, O aumento do nivel de IL-4 e de IL-10
também se correlaciona com a gravidade da doenca e a recorréncia das lesdes nos
pacientes com PV, Esses achados sugerem que as células inflamatérias
participam da imunomodulacdo no pénfigo e contribuem para a progressdao da
doenca. Estudos adicionais a respeito do perfil das células inflamatorias presentes
nas lesdes de PF e do padréo de citocinas por elas produzidas poderéo esclarecer
sua participagédo na patogénese do PF.

Frente a essas novas descobertas, a teoria da compensacido passou a
oferecer elementos plausiveis para entender a localizacdo da clivagem no PF,
porém nao suficientes para explicar o motivo pelo qual pacientes com quadro clinico
compativel com pénfigo e com depdsitos de IgG intercelulares intraepidérmicos por
estudo de imunofluorescéncia direta ndo apresentam IgG anti-Dsg circulante.

A dissociacdo clinico-patolégica motivou o surgimento de uma teoria para
explicar o desenvolvimento das lesdes de pénfigo, denominada hipotese das
agressdes multiplas (multiple-hit hypothesis). Segundo essa teoria, a acantélise é
um processo dependente de multiplos autoanticorpos capazes de reconhecer a Dsg
e outros antigenos ndo-caderina, entre eles os receptores de acetilcolina??. A
presenca de niveis elevados de anticorpo anti-receptor muscarinico nos pacientes
com PF e com PV na fase ativa da doenca e a queda de seus niveis quando em
remisséo favorece essa hipdtese4°.

Diferentes subtipos de receptores de acetilcolina sdo expressos nos
queratindcitos conforme sua maturacéo e distribuicdo na epiderme!4t. Os receptores
nicotinicos constituem canais ibnicos capazes de alterar a permeabilidade ao Ca?* e,
consequentemente, o potencial da membrana celular e a conformagdo dos
desmossomas. Ja os receptores muscarinicos sdo acoplados a proteina G, atraves
da qual ativam quinases e fosfatases intracelulares que regulam as moléculas de
adesdo intercelulart4L.

O receptor a9 de acetilcolina apresenta distribuicdo preferencial nas células
da camada basal da epiderme, onde regula a fosforilacdo e defosforilagdo das vias
intracelulares responsaveis pela adesao celular e pelas etapas iniciais da migragédo
dos queratindcitos. Trata-se de um receptor de acetilcolinica que possui uma agéo
nicotinica mediada por canais i6nicos que possibilitam o influxo de Ca?*, ativando
vias de sinalizacdo dependentes de quinases de forma sequencial'*>. O estimulo

inicial das quinases ligadas a Src e ao receptor de fator de crescimento epidérmico
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(EGFR) promove a ativacdo das quinases Rho e Rac e, posteriormente, da proteina
quinase C que por sua vez regula a fosforilagdo do citoesqueleto e dos
desmossomas, contribuindo para seu desarranjo!42.

A demonstracdo da presenca de anticorpos na pele através da técnica de IFD
permite a visualizacdo de depdésitos localizados na epiderme com alta sensibilidade
e especificidade*42143, No entanto, as estruturas dérmicas e seu arranjo arquitetural
ndo podem ser precisamente avaliados pela IF e invariavelmente sua marcagéo €
negativa por essa técnica. Assim, embora a IF seja um método consagrado para o
diagnéstico das DBA, a avaliacdo de novos autoanticorpos patogénicos e o estudo
da contribuicdo de antigenos situados na derme para o desenvolvimento da doenca
constituem importantes limitacdes desse método.

A IH possibilita a localizagdo mais precisa dos imunocomplexos depositados
no tecido em comparacao a IFD. Ha poucos estudos a respeito da utilizacdo da IH
como método diagndstico nas DBA. Em 2012, Zhang et al. realizaram a analise IH
com anti-lgG4 nas amostras de pele de pacientes com PF e PV. Os autores
observaram positividade em 75% dos casos de PF e 66,7% dos pacientes com PV,
porém néo foi realizada uma comparacéo com os resultados de IFD®9. Villani et al.
publicaram em 2016 um estudo no qual a IH com anti-C4d também foi capaz de
demonstrar depésitos de complemento entre os queratindcitos epidérmicos®®. No
entanto, uma analise IH mais ampla com as mesmas classes de anticorpos
primarios habitualmente empregados na IFD ainda n&o foi realizada no PF. Este € o
primeiro estudo que compara a IH automatizada com a IFD no PF, utilizando um
painel de anticorpos para a deteccédo dos imunocomplexos.

A andlise IH com anti-lgG, -C3, -IgM e -IgA em 6 amostras de pele coletadas
durante a fase eritrodérmica do PF demonstrou a deposicdo intercelular
intraepidérmica desses anticorpos. A epiderme apresentou positividade ao IgG e C3
semelhante a observada na IFD. Houve marcagéo entre os queratindcitos com anti-
IgM em 1 paciente e com anti-lgA em 5 pacientes, diferentemente do resultado
obtido com a IFD (Tabela 10).
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Tabela 10 — IFD vs. IH — comparacao entre a deteccao dos depositos de IgG, C3,

IgM e IgA na epiderme de pacientes de PFE.

[o]€} C3 IgM IgA
PACIENTE E ZMB E ZMB E ZMB E ZMB
IFD IH IFD IH IFD IH IFD IH IFD IH IFD IH IFD IH |IFD IH
PF-4 2 2 0 1 1 1 1 0 1* 2 1 0 1* 0
PF-10 2 1 0 2 2 1 2 0 0 1 0 0 2% 0
PF-15 2 2 0 2% 2 2 0 2* 0 0 0 0 0 2% 0 2*
PF-22 a 2 2 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 o* 0
PF-22 b 2 1 0 1 1 0 2* 0 0 0 0 0 2% 0
PF-31 2 1 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 1* 0 1*

Legenda: E — epiderme; IFD — imunofluorescéncia direta; IH — imuno-histoquimica; ZMB — zona da
membrana basal; PF — pénfigo folidceo.

* Achados positivos a imuno-histoquimica e ndo observados por imunofluorescéncia direta.

Obs.: As amostras PF-22 a e PF-22 b foram obtidas do paciente PF-22.

A presenca de IgM na epiderme de 1 paciente pode estar relacionada a
producdo desta imunoglobulina contra a Dsgl na forma endémica do PF. A sintese
de IgM é observada nos individuos que habitam as zonas endémicas e constitui um
indicador de progressdo da fase pré-clinica da doenca para a fase clinical®. Em
andlise retrospectiva dos estudos de IFD dos pacientes em acompanhamento no
Ambulatério de DBA do HCFMUSP entre 2002 e 2012, depdésitos de IgM foram
encontrados entre os queratinécitos nos pacientes com PV (8,14%) e na zona da
membrana basal dos pacientes com PF (11,9%)4°,

A menor quantidade de IgM depositada na epiderme em relacao a IgG pode
explicar o motivo pelo qual a IFD foi negativa para esse anticorpo. A técnica de IH
inclui etapas de recuperagdo antigénica e amplificagdo do sinal que aumentam a
sensibilidade do método'**. Além disso, a reacéo IH é revelada por um cromégeno
duravel, ao contrario dos fluorocromos utilizados na IFD que apresentam
degradacdo espontanea e com a exposicao a luz'4®,

Outra diferenca da IH em relacdo a IFD foi a presengca de anti-lgA na
epiderme de 5 amostras analisadas. A presenca isolada de depdsitos de IgA na
epiderme é um critério diagndstico para outra forma de pénfigo — o pénfigo por IgA,
que se apresenta clinicamente com pustulas confluentes ou bolhas de contetudo
purulento e placas circinadas com descamacéao periférica distribuidas principalmente

nas areas intertriginosas!46. Os achados histopatolégicos dessa doenca também
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diferem do PF, com maior presenca de neutrofilos intraepidérmicos e
perivasculares'#’. No entanto, o pénfigo por IgA caracteriza-se pelo reconhecimento
da desmocolina 1 e de outro antigeno ndo desmossdmico ainda em identificagao48.
Como os pacientes com PF foram incluidos no estudo apds confirmagéo diagndstica
por IFD e IFl, e com IgG anti-Dsgl circulante pela técnica de ELISA, podemos
afirmar que se tratam de casos tipicos de PF.

Estudos prévios avaliaram a presenca de autoanticorpos da classe IgA em
pacientes com pénfigo. No PV, a deteccdo de IgA anti-Dsgl por immunoblotting
ocorreu em 72% dos individuos na fase crénica da doenca. Pela técnica de ELISA,
em 2001, Futei et al. utilizaram um anticorpo monoclonal anti-lgA humana e
encontraram IgA anti-Dsg3 em 2/30 pacientes com PV e em nenhum dos 19
pacientes com PF!°. Posteriormente, Mentink et al. realizaram estudo com um
anticorpo policlonal anti-lgA humana em pacientes com PV e com PF e obtiveram
23,9% (22/92) de positividade anti-Dsgl e 40,2% (37/92) de anti-Dsg3. Os mesmos
autores também utilizaram es6fago de macaco como substrato para a deteccéo de
IgA circulante por IFI em 53 amostras de soro e compararam 0s resultados obtidos
com a positividade por ELISA. A IFI demonstrou depdsitos intercelulares de IgA em
17 delas, enquanto que 32 foram positivam com a técnica de ELISA*®O,

Assim como a técnica de ELISA foi mais sensivel do que a IFl para
demonstrar a presenca de IgA anti-Dsg circulante, em nossa avaliacdo a IH se
mostrou um método mais eficaz para avaliar a deposicéo tecidual de IgA do que a
IFD. E possivel que a presenca de IgA tecidual demonstrada por IH represente um
fenbmeno de epitope spreading, uma vez que pacientes com pénfigo também
produzem esta classe de imunoglobulina contra as Dsg!4®15!, A degradacdo mais
rapida dos imunocomplexos por IgA dificulta sua detec¢éo por IFD em comparacéao a
IFI, ELISA e IH'®2, Com a ampliacdo do nimero de casos estudados por IH e
avaliacdo concomitante da presenca de IgA circulante sera possivel verificar o papel
dessa imunoglobulina na evolugéo do PF.

Ao contrario da IFD, a IH foi capaz de demonstrar a presenca de depdsitos de
imunoglobulinas e de C3 nas estruturas dérmicas. Este achado é compativel com a
descricdo da sintese de autoanticorpos policlonais do PF capazes de reconhecer
mais de 50 antigenos expressos tanto nas moléculas de adeséo intercelular quanto
em outras estruturas como as unidades pilosebacea e neurovascular e 0s receptores

celulares de acetilcolina??.
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A expressdo das Dsg no foliculo piloso varia conforme o grau de
diferenciacdo celular e sua localizacdo. A Dsgl predomina na camada interna da
bainha externa do foliculo piloso, na bainha interna do foliculo piloso e na regido
suprabasal*®®. Em 2012, Ramos et al. observaram que as lesdes no couro cabeludo
estdo associadas a um maior risco de complicacbes em pacientes com PF
endémico®®. Ohata et al. descreveram em 2014 depdsitos de 1gG e de C3 nos
anexos em 5/17 (18,5%) pacientes com PF, por IFD. Maragno et al. confirmaram a
presenca de depositos IgG1l e 1gG4 nos foliculos pilosos de pacientes com PF, que
apresentavam na sua maioria a forma generalizada da doenca (18/20; 90%)%%. A
positividade IH dos anexos com anti-lgG e anti-C3 reforca esses achados e confirma
a associacgao entre lesdes no couro cabeludo e apresentacdes graves do PF.

O reconhecimento das estruturas dérmicas pela técnica de IFD é limitado,
nao sendo possivel caracterizar as células inflamatérias. Também sdo raras as
descricbes da presenca de fluorescéncia nos vasos dos pacientes com PF115116
Interessantemente, observamos marcacao IH das células endoteliais com todos os
conjugados. Tal achado é plausivel, uma vez que 0s autoanticorpos circulantes
atingem a pele através dos vasos, em especial nos casos de PF com eritrodermia.

Assim, a IH poderia servir de ferramenta complementar para o diagndstico,
avaliacdo prognostica e investigacdo de novos mecanismos fisiopatolégicos das
DBA. Uma grande vantagem da IH consiste na analise de amostras fixadas em
formol e embebidas em parafina de modo similar ao processamento necessario para
o preparo do tecido para coloracdo por HE e posterior analise em microscopio
optico. Cortes seriados da pele podem ser analisados através de duas técnicas
simultaneamente®®, implicando em: maior conforto para o paciente, pois evita a
necessidade de uma segunda biopsia para obtencédo de uma fragmento adicional de
pele; dispensa da necessidade de transporte rapido do material em solucdo salina
para criopreservacdo, ou do meio de Michel para conservar o tecido para seu
subsequente preparo em um criostato por um técnico especializado4.

A possibilidade de se realizar o estudo imuno-histoquimico em plataformas
automatizadas é outra grande vantagem em relacdo a IF'%6. A automatizacédo da
técnica diminui a variacdo interpessoal e interexperimental, e reduz possiveis
diferencas na concentracdo e volume de cada reagente e anticorpo utilizado nas
multiplas etapas do processo®®, resultando em maior reprodutibilidade e rapidez no

preparo de cada lamina. Além disso, as técnicas atuais de IH incluem etapas de
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recuperacdo antigénica e bloqueio da atividade da peroxidase enddgena que
aumentam a ligacao especifica entre o antigeno e o anticorpo primario, minimizando
resultados falso-positivos!44.

Também € possivel avaliar por IH a positividade de mais de um antigeno em
um mesmo fragmento de pele, sem perda da antigenicidade do tecido ou
interferéncia entre os anticorpos primarios e cromogenos utilizados para revelar a
reacdo’*®. A dupla marcacdo por IF é mais dificil pela perda da intensidade do sinal
apos exposicdo a luz e por degradacdo espontanea com o tempo, por exemplo.
Desse modo, a IH seria uma técnica mais adequada para a avaliar se a positividade
por imunoglobulinas e C3 na derme dos pacientes com PF €& decorrente do
reconhecimento de antigenos ndo-caderina pelos autoanticorpos produzidos na fase
ativa da doenca.

Outro aspecto relevante na comparacdo entre IH e IF é justamente a
durabilidade do material analisado. Enquanto as laminas de IH mantém sua
coloragéo, possibilitando o armazenamento em um banco de dados, as laminas de
IF possuem duracao limitada em virtude da degradacdo dos probes de fluoresceina,
dificultando seu uso para estudos retrospectivos#® (Quadro 11).

Vale ressaltar que o advento de escéaneres para digitalizacdo das laminas
avaliadas por microscopia 6ptica ampliou as possibilidades de uso da IH. A imagem
digitalizada pode ser disponibilizada em um banco de dados virtual, reduzindo a
necessidade de um espaco fisico para o armazenamento. Isso permite seu
compartilhamento em tempo real com dermatopatologistas em diferentes regifes do
mundo, que podem visualizar a lamina virtual simultaneamente ou conforme sua
conveniéncia. Com isso, reduz-se 0Ss custos necessarios para o transporte do
material ou preparo de novas laminas para obter a avaliagdo de diferentes
especialistas'®’.

A digitalizacdo da lamina histopatologica também possibilita seu estudo
completo. Isso é fundamental para evitar que a analise restrita a imagens de campos
pré-selecionados interfira na interpretacdo do espécime, especialmente quando o
tecido apresenta diversidade morfolégica, o que pode induzir a uma concluséo
diagnéstica incorretal®e,

Zoroquiain et al. publicaram em 2016 um relato de caso de melanoma
conjuntival com extensdo para a Orbita que apresentava 4 padrdes histolégicos

distintos no mesmo tumor. Se cada padréo fosse avaliado isoladamente, o paciente
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poderia ter recebido 4 diagnosticos diferentes: melanoma  maligno,
hemangiopericitoma, carcinoma mal diferenciado e tumor neuroenddcrino. A analise
histopatoldégica minuciosa e completa do tecido complementada pelos estudos
imuno-histoquimicos automatizados possibilitou a conclusdo diagnostica de
melanoma maligno; o paciente recebeu tratamento adequado e nao apresentou
recidiva ou metastase apés 7 anos de seguimento®s.

Tendo em vista que a demanda por exames histopatolégicos tem aumentado
progressivamente e requer interpretacdo rapida e com eficacia, a disponibilidade de
programas automatizados para contagem do numero de vasos, de células e de
pixels em laminas digitalizadas torna sua analise mais agil, objetiva e reprodutivel.

Pelas razdes supracitadas, realizamos a avaliagdo automatizada do estudo
imuno-histoquimico com anti-VEGF com o programa de contagem de pixels, e de
anti-Eng, com o programa de contagem de vasos. Encontramos limitacbes para a
interpretacdo automatizada da positividade do VEGF que resultaram em uma analise
diferente da obtida com a avaliagdo manual, portanto menos objetiva. A presenca de
fragmentos de pele com dimensdes totais distintas, com espessuras diferentes da
epiderme e da derme, e a auséncia de representacdo dos anexos em algumas
amostras foram determinantes para essa discordancia.

A analise por pixels baseia-se na contagem dos pontos que apresentam uma
cor pré-definida e na avaliacdo de sua intensidade. Procuramos minimizar o efeito
dos tamanhos diferentes das amostras através da pré-selecdo de uma regido com
area total semelhante em todos os fragmentos de pele para entdo proceder a
analise. Ainda assim, amostras com epiderme mais espessa apresentaram numero
de pixels proporcionalmente maior nessa regido, superestimando a positividade
total.

Em contrapartida, a avaliagcdo da positividade com anti-Eng mostrou-se rapida
e eficaz. A heterogeneidade da dimensdo das amostras pode ser revertida com o
calculo do numero de vasos positivos com anti-Eng dividido pela area total

analisada, pois somente as células endoteliais foram positivas com esse anticorpo.
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Quadro 11 — Comparacéo entre a técnica de IFD vs. IH.

IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA IMUNO-HISTOQUIMICA

amostra fresca ou criopreservada no meio amostra fixada em formol e embebida em

de Michel parafina

———————— plataforma automatizada disponivel
armazenamento por curto periodo armazenamento por longo periodo
técnico / dermatopatologista experiente andlise automatizada por software

necessidade de criostato s

o _ o técnica em validagdo para o diagnostico de
técnica consagrada para diagnostico de DBA DBA

excelente avaliacdo da epiderme; pouca

_ S o visualizacéo clara da arquitetura cutanea
visualizagdo das estruturas dérmicas

———————— escaner para digitalizagdo da lamina

Legenda: DBA — doencgas bolhosas autoimunes.

Propomos, aqui, considerar a gravidade do PF como o resultado de uma
agressdo continuada a pele associada a um processo de reparacdo ineficaz
(Fluxograma 2). O controle da atividade do PF poderia ser obtido com a combinagéo
de drogas inibidoras da producédo de autoanticorpos, como 0s corticosterdides, 0s
imunossupressores, e 0s imunobioldgicos, a fim de interromper a formacao de novas
bolhas, e de medicacdes capazes de otimizar a cicatrizacdo para restabelecimento
da integridade cutanea.

Indicadores objetivos da qualidade de vida dos pacientes com DBA
confirmam o impacto negativo dessas doencas nas atividades diarias, no trabalho e
no campo psicossocial’®®1%°, O emprego de todos esses avancgos tecnoldgicos no
estudo das DBA beneficiara ainda mais os pacientes afetados por essas doencas
raras e potencialmente devastadoras. Esperamos que as descobertas desse estudo
contribuam para o melhor entendimento da fisiopatogenia do PF e para delinear uma
estratégia terapéutica individualizada e eficaz que possibilite a remissdo das lesées

e proporcione alivio ao sofrimento dos pacientes afetados por essa doenca.
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Fluxograma 2 — Participacdo do VEGF e da Eng na patogénese do PFE.

PELE
NORMAL

PELE NO
PENFIGO FOLIACEO

Eng+ALK-1 Eng+ALK-5 Vv
proliferagéo proliferagao
celular e celular e
™ VEGF ¥ VEGF

<

PELE NORMAL

Dsgl Anti-Dsg1 VEGF e Eng —‘ receptor do VEGF @ VEGF ll Queratindcito ~EB Anti-Dsgl = Dsgl
predominana ~ Promove participam . I
; a0 _ _ ==} b))
epiderme ac?ntohse €  das etapas da =™ receptor do TGF-f1 @ TGF-B1 () Célula acantolitica "2 Citocinas sg3
; clivagem Atrioa s @
superior epidé?mica cicatrizagao gl receptor ALK-1 =@l ALK-5 receptor OS Células inflamatérias ™\ Célula endotelial } Eng

Legenda: Niveis elevados de anti-Dsgl causam maior dano tecidual e uma resposta reparadora com aumento do VEGF sérico e tecidual. A baixa expressao
tecidual de Eng no PFE mostra que a desregulacdo da angiogénese contribui para a eritrodermia.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudar a participacdo do Staphylococcus aureus e do virus do herpes
simples na evolucao do pénfigo foliaceo.

Avaliar a expressdao dos marcadores angiogénicos em: (1) outras
apresentacoes clinicas do pénfigo foliaceo; (2) outras dermatoses bolhosas
autoimunes; (3) outras eritrodermias adquiridas.

Ampliar a avaliagdo imuno-histoquimica com os anticorpos anti-lgG, -IgM, -
IgA e -C3 na pele dos pacientes com pénfigo foliaceo e com outras doencas
bolhosas autoimunes, e comparar a efichAcia do método com a
imunofluorescéncia direta.

Desenvolver algoritmos para a analise automatizada da marcacdo imuno-

histoquimica com anti-IgG, -IgM, -IgA e -C3.
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7 CONCLUSOES

1. A ocorréncia da eritrodermia no pénfigo folihceo € mais comum na
apresentacao clinica inicial da doencga, principalmente em mulheres. Trata-se
de uma forma grave do pénfigo foliaceo, com risco aumentado de infec¢do da
corrente sanguinea por Staphylococcus aureus e de erupcéo variceliforme de
Kaposi. A infeccdo pelo virus do herpes simples esta relacionada a internacéo
mais prolongada.

2. Os pacientes com PF eritrodérmico apresentam maiores titulos de
autoanticorpos anti-desmogleina 1 circulantes em relacdo a fase néao-
eritrodérmica.

3. O aumento do VEGF circulante indica uma resposta reparadora ao dano
tecidual decorrente da producdo aumentada dos autoanticorpos.

4. Os queratindcitos da epiderme aumentam significativamente a expressao do
VEGF durante a fase eritrodérmica do PF em comparacdo a fase néo-
eritrodérmica. A proliferagdo vascular induzida pela elevacdo do VEGF
tecidual ndo ocorre de maneira adequada, como demonstrada pela baixa
expressao tecidual de endoglina durante a eritrodermia.

5. A expressao tecidual da endoglina no PF é diferente da observada no pénfigo
vulgar e semelhante a psoriase, sugerindo que a desregulacado da sintese de
VEGF e de Eng contribuam para a patogénese da eritrodermia, manifestacao
clinica comum a ambas as doencas e nao reportada no pénfigo vulgar.

6. A avaliacdo imuno-histoquimica demonstrou o depdsito dos imunocomplexos
entre os queratinécitos da epiderme, analogamente a distribuicdo observada
com a técnica de imunofluorescéncia direta. Entre outras vantagens, a imuno-
histoquimica identificou as estruturas dérmicas e a presenca de

autoanticorpos depositados nas células inflamatorias, vasos e anexos.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Aprovacao do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA W““'
USP - HCFMUSP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Avaliagdo imuno-histoquimica da expresséo de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e de endoglina (CD105) na pele de pacientes eritrodérmicos com pénfigo foliaceo.

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 05172312.2.0000.0068
Pesquisador:  Valeria Aoki

Instituicao: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE
DE MEDICINADAUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 107.470
Data da Relatoria: 19/09/2012

Apresentacéo do Projeto:

O projeto pode contribuir para a compreenséao dos fatores envolvidos no processo de eritrodermia do pénfigo
foliaceo. A secéo de introducédo apresenta dados de literatura voltados a outras patologias (psoriase) que o
pénfigo sustentando a originalidade do trabalho. A secao material e métodos estd bem detalhada
demonstrando o expertise do grupo.

Objetivo da Pesquisa:

Moléculas de adeséo, quimiocinas e citocinas inflamatérias podem estar envolvidas na fisiopatologia da
eritrodermia. O projeto visa avaliar o material bioloégico armazenado de bidpsias cutaneas obtidas durante o
quadro de eritrodermia de pacientes eritrodérmicos com pénfigo foliaceo quanto a expressao de: 1.fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF)(associado a angiogénese e aumento da permeabilidade vascular);
2.endoglina ou CD105 (associada ao aumento da permeabilidade vascular periférica a células inflamatéria e ao
desenvolvimento de lesdes de psoriase). Como controle serdo incluidos espécimes de 10 pacientes com
pénfigo vulgar e de 10 controles sadios.Todas as reagdes imuno-histoquimicas seréo realizadas no Laboratério
do Instituto de Medicina Tropical ¢, Laboratdrio de Investigagdo Médica 56, do Departamento de Dermatologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
N&o ha riscos, a andlise sera feita utilizando fragmentos de pele embebidos em parafina obtidos previamente
para fins de diagnostico e armazenados no Departamento de Dermatologia.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
O estudo é de interesse pois néo ha até o momento dados de literatura sobre a associa¢éo desses marcadores
bioldgicos na fisiopatologia da eritrodermia no pénfigo foliaceo.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
N&o ha.

Recomendacdes:

Sugestao: se houvesse disponibilidade de amostras plasmaticas obtidas a época da bidpsia e estocadas
adequadamente, os pesquisadores poderiam avaliar também os niveis dos marcadores.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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USP - HCFMUSP

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto envolve andlise de material biolégico armazenado e ndo apresenta pendéncias éticas.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Consideracdes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 26 de Setembro de 2012

Assinado por:
Luiz Eugénio Garcez Leme

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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8.2 Anexo 2 — Dados demograficos e laboratoriais dos pacientes de PFE.

DADOS EPIDEMIOLOGICOS HISTOPATOLOGICO IMUNOFLUORESCENCIA
PACIENTE PFE AO DX GENERO IDADE COR PROCEDENCIA ACANTOLISE LOCALIZACAO IgG C3 IgM IgA INDIRETA
] CondeUlba ]
PF-1 sim F 50 BR sim alta 1 1 0 0 1/5120
(BA)
] Sao Paulo ]
PF-2 sim F 26 NE sim alta 2 2 0 0 1/2560
(SP)
) Paulistania )
PF-3 sim F 65 BR sim alta 2 2 0 0 1/2560
(SP)
] Manga ) 1(E)
PF-4 sim F 19 BR sim alta 1 1 (ZMB) 0 1/1280
(MG) 1 (ZMB)
Belo Horizonte
PF-5 sim F 37 PD sim subcérnea 1 0 0 0 1/2560
(MG)
) Patos de Minas )
PF-6 sim M 5 BR sim subcérnea 1 1 0 0 >1/5120
(MG)
] Taubaté ) 1(E)
PF-7 sim M 50 BR sim subcornea 2 0 0 >1/5120
(SP) 1 (ZMB)
Ribeirao do Pinhal
PF-8 sim F 52 BR sim subcérnea 1 0 0 0 1/2560
(PR)
] Silvianoépolis ] )
PF-9 sim F 54 BR sim intragranulosa 2 1 0 0 1/5120
(MG)
] Sao Paulo ) ) 1 (E)
PF-10 sim F 47 BR sim intragranulosa 1 1(ZMB) 1 (ZMB) >1/5120
(SP) 1 (ZMB)
_ Itabuna )
PF-11 sim F 38 BR (BA) sim alta 1 1 0 0 1/2560
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS HISTOPATOLOGICO IMUNOFLUORESCENCIA
PACIENTE PFE AO DX GENERO IDADE COR PROCEDENCIA ACANTOLISE LOCALIZAQAO IgG C3 IgM IgA INDIRETA
) Itu sem amostra na fase ) )
PF-12 sim F 11 BR ) ) sem IFD na fase eritrodérmica >1/5120
(SP) eritrodérmica
Braganca Paulista ]
PF-13 nédo M 67 BR (SP) sim subcérnea 1 1 0 0 >1/5120
) Piracicaba )
PF-14 sim M 16 PD (SP) sim subcornea 2 0 0 0 1/5120
) Itabira )
PF-15 sim M 19 BR sim subcornea 1 1 0 0 1/2560
(MG)
] Piratuba ) )
PF-16 sim M 49 NE (SC) sim intragranulosa 1 1 0 0 >1/5120
Urucuca
PF-17 nao M 54 NE sim alta 1 1 0 0 1/2560
(BA)
. Piui . i }
PF-18 nao F 72 BR (MG) nao pustula subcérnea 2 0 0 0 >1/5120
. Orlandia )
PF-19 sim F 43 BR (SP) sim subcérnea 1 1(ZMB) 1 (ZMB) 0 1/1280
] Carlos Chagas )
PF-20 sim F 37 NE sim alta 2 1 1 (ZMB) 0 1/2560
(MG)
] Ibiporinha ]
PF-21 sim F 41 PD (PR) sim subcérnea 1 1 0 0 1/2560
_ Miracatu )
PF-22 sim F 56 BR (SP) sim subcérnea 1 1 0 0 1/2560
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS HISTOPATOLOGICO IMUNOFLUORESCENCIA
PACIENTE PFE AO DX GENERO IDADE COR PROCEDENCIA ACANTOLISE LOCALIZACAO IgG C3 IgM IgA INDIRETA
) Santa Isabel ) i
PF-23 sim F 59 BR (SP) sim subcérnea 2 2 0 0 1/2560
Sé&o Sebastidao do pustula
PF-24 néo F 31 BR néo ) 2 1 0 0 1/5120
Passe (BA) espongiforme
Divisa Nova sem amostra na fase ) )
PF-25 nao F 36 PD ) o sem IFD na fase eritrodérmica 1/5120
(MG) eritrodérmica
) Padre Paraiso ) 1(E)
PF-26 sim F 21 PD sim subcornea 0 >1/5120
(MG) 1 (ZMB)
] Agua Preta ) 1(E)
PF-27 sim M 62 BR sim alta 0 >1/5120
(PE) 2 (ZMB)
Januaria sem amostra na fase ) )
PF-28 nao F 62 BR ) o sem IFD na fase eritrodérmica 1/1280
(MG) eritrodérmica
] Chavantes )
PF-29 sim F 48 BR (SP) sim subcornea 1 1 0 0 1/2560
_ Itariri ) 1(E)
PF-30 sim F 28 PD sim subcornea 0 1/1280
(SP) 1 (ZMB)
] Séo Paulo )
PF-31 sim F 69 BR (SP) sim subcornea 1 1 0 0 >1/5120
1/1280 (12,9%)
21 BR (67,8) BA: 4; MG: 10 15 subcornea (53,6)
F:23(73,7) 42,7+ 26/28 28E 24E (857 4ZMB 1ZMB 1/2560 (38,7%)
TOTAL (%)  25(83,3) 4 NE (12,9) PE: 1; PR: 2 8 alta (28,6)
M: 8 (26,7) 18,1 (92,8) , (100,0) 7 ZMB (25,0) (14,3) (3,6) 1/5120 (16,1%)
6 MU (19,3) SC: 1; SP: 13 3 intragranulosa (10,7)

>1/5120 (32,3%)

Legenda: BR — pele branca; E — epiderme; NE — pele negra; PF — pénfigo folidceo; PD — pele parda; *PFE ao Dx — paciente com eritrodermia no momento

do diagnoéstico de PF; ZMB — zona da membrana basal.

conclusdo
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8.3 Anexo 3 — Dados referentes a internacéo hospitalar dos pacientes de PFE.

TRATAMENTO INFECCOES
PACIENTE  IHP (DIAS) PREDNISONA (mg/kg/d) CTC BACT ~ ) HSV
i TS e IMS IMD (PELE) INFECCAO DE CORRENTE SANGUINEA (PELE)
PF-1 14 1,54 1,54 sim nao DDS nado nao nao
PF-2 42 0,65 1,63 sim nao nao sim nao nao
PF-3 45 0,89 1,79 sim nao nao sim Escherichia coli sim
PF-4 17 0,00 1,50 nao nao nao sim nao nao
PF-5 44 0,61 1,43 sim nao nao sim nao sim
PF-6 156 1,43 2,14 sim AZA nao sim nao nao
PF-7 62 0,82 1,36 sim MMF nao sim Staphylococcus aureus nao
PF-8 12 0,73 0,73 sim nao nao sim nao nao
PF-9 33 0,00 1,07 nao nao nao sim nao sim
PF-10 64 1,40 1,40 sim nao PIMEC sim nao sim
PF-11 9 0,92 1,32 nao nao nao sim nao nao
PF-12 20 1,00 1,00 nao nao nao sim Staphylococcus aureus nao
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TRATAMENTO INFECCOES
PACIENTE  IHP (DIAS) PREDNISONA (mg/kg/d) CTC BACT ~ ) HSV
I TS —emies IMS IMD (PELE) INFECCAO DE CORRENTE SANGUINEA (PELE)
PF-13 31 151 1,89 sim nao nao sim Staphylococcus coagulase negativo sim
PF-14 20 1,50 1,50 nao nao nao sim Staphylococcus aureus néo
PF-15 21 1,48 1,48 sim néao néo sim néo néo
PF-16 60 0,91 1,02 sim nao nao sim Staphylococcus aureus sim
PF-17 31 0,98 1,31 nao nao TETRA sim nao nao
PF-18 13 1,37 1,37 nao nao nao sim nao nao
PF-19 9 0,76 0,76 nao nao nao sim nao nao
PF-20 18 1,19 1,19 nao nao nao sim nao sim
PF-21 40 0,84 1,40 sim MMF nao sim nao sim
PF-22 36 0,59 1,47 sim nao nao sim nao sim
PF-23 6 1,06 1,06 nao nao nao sim nao nao
PF-24 23 0,32 0,79 sim nao nao sim Acinetobacter calcoaceticus-baumannii nao

continuagao
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TRATAMENTO INFECCOES
PACIENTE IHP (DIAS
( ) PREDNISONA (mg/kg/d) CTC BACT » ) HSV
; ) , IMS IMD INFECCAO DE CORRENTE SANGUINEA
INICIO MAXIMO TOPICO (PELE) (PELE)
PF-25 190 0,83 1,67 nao CIC nao sim Staphylococus aureus sim
PF-26 12 0,92 0,92 sim nao nao sim néo néo

) ) Staphylococcus aureus; Enterococcus )
PF-27 70 1,27 1,27 sim AZA nao sim ] ] sim
faecalis; Serratia marcescens

PF-28 51 0,99 0,99 nao nao nao sim nao nao
PF-29 21 1,21 1,21 nao nao nao sim nédo nédo
PF-30 36 0,96 0,96 sim nao nao sim nao nao

Staphylococus aureus; Enterococcus

PF-31 71 0,95 1,90 sim néo nao sim ) nao
faecalis
TOTAL PF
) 41,2+40,2 1,03+0,36 1,32+0,35 10 (32,3) 5(16,1) 3(9,7) 30 (96,7) 10 (32,2) 11 (35,5)
0

Legenda: AZA — azatioprina; BACT — bactéria; CIC — ciclosporina; CTC — corticosterdide; DDS — dapsona; HSV — virus do herpes simples; IHP — duracao da
internacdo hospitalar; IMD — imunomodulador; IMS — imunossupressor; MMF — micofenolato de mofetila; PF — pénfigo foliaceo; PFE — pénfigo folidceo na
fase eritrodérmica; PIMEC — pimecrolimo; TETRA — tetraciclina.

conclusdo
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