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RESUMO

Cirino PV. Avaliagdo morfologica e quantificagdo da densidade de fibras nervosas
dermoepidérmicas no couro cabeludo sintomatico de pacientes com dermatomiosite
[Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

INTRODUCAO: A dermatomiosite € uma doenca do tecido conectivo que acomete a
musculatura esquelética proximal e esta associada a um amplo espectro de
manifesta¢des cutaneas e envolvimento de 6rgéos internos. O acometimento do couro
cabeludo é frequente e cursa com sintomas de prurido, queimacéo e dor, eventualmente
associados a eritema, descamagao e poiquilodermia. Tais sinais e sintomas podem
persistir por anos, mesmo apoés o tratamento e resolugcdo da atividade da doenga,
gerando impacto negativo na qualidade de vida. A etiologia dos sintomas do couro
cabeludo nao esta bem estabelecida. OBJETIVO: (1) Quantificar a densidade das fibras
nervosas dermoepidérmicas e avaliar a morfologia do plexo neural subepidérmico em
pacientes com dermatomiosite e couro cabeludo sintomatico, através da
imunofluoréscencia direta e microscopia confocal quando comparadas ao grupo
controle.(2) Descrever os dados clinicos e demograficos de pacientes com
dermatomiosite e acometimento do couro cabeludo.(3) Descrever os achados de
dermatoscopia do couro cabeludo nos pacientes avaliados.(4) Avaliar a inclusdao da
dermatomiosite como possivel causa de neuropatia de pequenas fibras. METODOS:
Este trabalho foi realizado entre junho de 2017 a junho de 2019 em pacientes do
ambulatério de colagenoses do HC-FMUSP com os seguintes critérios de inclusao:
apresentar critérios diagnosticos para dermatomiosite, definidos por Bohan e Peter e
modificados por Drake, homens e mulheres acima de 18 anos capazes de fornecer
consentimento informado e que apresentem prurido em couro cabeludo. Os critérios de
exclusao adotados foram: pacientes imunossuprimidos, quaisquer tipos de neuropatias,
outros tipos de doengas do couro cabeludo e outros tipos de doengas agudas ou
crbnicas nao estabilizadas. O grupo controle foi formado por individuos sadios da
Universidade de Minnesota-EUA. Todos os pacientes foram submetidos a duas bidpsias
com punch 4 mm nas regides fronto-parietais e occipitais sendo guiadas pela
dermatoscopia para areas com sinais de atividade tais como variabilidade de padrdes
vasculares, eritema e descamacao interfolicular e areas com maior sintomatologia.
Todas as amostras foram fixadas para imunofluorescéncia direta e analisadas pela
microscopia confocal no laboratério de neurologia da Universidade de Minnesota-EUA.
RESULTADOS: A amostra analisada incluiu 15 pacientes no estudo, 13 eram mulheres
(86,66%) e 2 homens (13,33%) com média de idade de 56,73 anos. No grupo controle
composto de 12 individuos, 7 eram mulheres (58,33%) e 5 homens (41,66%), com
média de idade de 31,58 anos. A média de densidade na regido fronto-parietal nos
casos foi de 8,514,8 FNE/mm e nos controles de 60,2+11,8 FNE/mm com desvio padrao
de 0,002. Na regiao occipital a média da densidade dos casos de 14,0+3,6 FNE/mm e
nos controles de 92,7+40,7 FNE/mm, com desvio padrdo de 0,029. Ambos com
significancia estatistica. As andlises estatisticas realizadas demonstraram que o couro
cabeludo sintomatico de pacientes com dermatomiosite estda associado a menor
densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas, em ambas as regides, independente
de sexo e idade. Diferengas estruturais importantes na inervagdo dermoepidérmica
foram vistas, sugerindo que a neuropatia de pequenas fibras possa caracterizar uma
manifestagao do espectro clinico da dermatomiosite.

Descritores: Dermatomiosite; Fibras nervosas dermoepidérmicas; Neuropatia de
pequenas fibras; Prurido neuropatico.



ABSTRACT

Cirino PV. Morphological evaluation and quantification of dermoepidermal nerve fiber
density in the symptomatic scalp of patients with Dermatomyositis [Thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Dermatomyositis is a connective tissue disorder that affects proximal
skeletal muscles with a high variability of skin manifestations and internal organ
involvement. Scalp manifestations are common and symptoms such as scalp pruritus,
burning and pain sensations are eventually accompanied by erythema, desquamation
and poikiloderma. Symptoms may persist for years regardless of treatment and disease
inactivity with a negative impact on quality of life. The ethiology of scalp symptoms is not
completely understood. OBJECTIVE: (1) Quantify the dermoepidermal nerve fibers
(ENF) and assess the morphology of subepidermal neural plexus by confocal
microscopy in dermatomyositis patients with symptomatic scalp compared to controls.
(2) Describe clinical and demographic data of dermatomyositis patients with symptomatic
scalp. (3) Describe dermoscopic findings of the affected scalp. (4) Evaluate the inclusion
of dermatomyositis in the hall of small fiber neuropathy. METHODS: This research was
performed between June 2017 and June 2019 in patients from the outpatient clinic of
HC-FMUSP with the following inclusion criteria: Bohan and Peter’s diagnostic criteria for
dermatomyositis modified by Drake, men and women older than 18 years old capable of
giving informed consent and complaint of scalp pruritus. Exclusion criteria are:
immunosuppressed pacients, any kind of neuropathy, other scalp diseases and not
stable acute or chronic diseases. The control group consisted of healthy subjects from
the University of Minnesota - USA. All subjects underwent two 4mm-punch biopsies on
frontoparietal and occipital regions guided by dermoscopy to areas with signs of activity
like variability of vascular pattern, interfolicular erythema or desquamation and the most
symptomatic area. All samples were fixed by direct immunofluorescence and analysed
by confocal microscopy at the Neurology Laboratory of Universityof Minnesota - USA.
RESULTS: Fifteen patients were enrolled in the study, 13 were women (86.66%) and 2
patients were men (13.33%), the average age was 56,73 years. The control group
consisted of 12 patients: 7 women (58.33%) and 5 men (41.66%) with average age of
31,58 years. The mean average of dermoepidermal nerve density of frontoparietal region
of dermatomyositis subjects was 8,5+4,8 ENF/mm while in the control subjects the
average density was 60,2+11,8 ENF/mm with 0,002 standard deviation. The occipital
region showed a mean density average of 14,0+3,6 ENF/mm in dermatomyositis patients
while in the control subjects the average density was 92,7+40,7 ENF/mm with 0,029 of
standard deviation, both statistically significant. Statistic analyses showed that cases of
symptomatic dermatomyositis patients are associated with lower dermoepidermal nerve
fiber density in both regions, regardless of gender or age. In addition, scalp structural
changes of dermoepidermal nerve fibers were demonstrated, suggesting that small fiber
neuropathy may characterize a manifestation of the clinical spectrum of dermatomyositis.

Descriptors: Dermatomyositis; Dermoepidermal nerve fibers; Small fiber neuropathy;
Neuropathic pruritus.
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A dermatomiosite (DM) é uma rara doencga autoimune classificada dentro
do espectro das miopatias inflamatorias idiopaticas. Acomete o tecido conjuntivo
podendo cursar com acometimento de musculatura esquelética proximal e
simétrica, manifestagdes cutaneas tipicas e envolvimento de 6rgaos internos
(Kimball et al., 2000; DeWane et al., 2020). A manifestagdo cutanea na DM é
variavel, englobando lesbes leves e localizadas até quadros graves de
eritrodermia. O acometimento do couro cabeludo pode atingir até 82% dos
pacientes (Kasteler; Callen, 1994; Zychowska; Reich, 2022). Em relagdo ao
acometimento do couro cabeludo, pode ser observada uma alopecia de padrao
nao cicatricial em até 87,5% e a presenca de lesdes eritematosas, descamativas
e poiquilodérmicas ocorre em até 51,6% dos pacientes com DM (Dourmishev et
al., 2002; Zychowska; Reich, 2022).

O sintoma mais frequente no couro cabeludo é o prurido, presente em até
70,8% dos pacientes e pode ser acompanhado pela queixa de queimagao, dor e
sensibilidade. Acomete principalmente mulheres com 1/3 delas apresentando
alopecia nao cicatricial, mais especificamente o efluvio telégeno crénico (Jasso-
Olivares et al., 2017, 2018).

Mesmo com a regressao da atividade da doenga, alguns casos mantém a
sintomatologia do couro cabeludo, afetando negativamente a qualidade de vida
destes pacientes (Tilstra et al., 2009; Goreshi et al., 2011). Quase metade dos
pacientes com DM relataram que o prurido interferia negativamente nas suas
atividades diarias. Para quantificar a intensidade do prurido foi utilizada a escala
visual analégica (EVA) e mais de 50% destes pacientes estavam na categoria
moderada a grave (Sung; Wu, 2018).

Hurliman et al. (2017) originalmente levantaram a hip6tese de que
pacientes com DM com prurido de dificil controle, queimagado, sensacao de
dor e pontadas, possam ter esses sintomas devido a uma neuropatia de
pequenas fibras dermoepidérmicas, contribuindo como uma possivel causa dos
sintomas, assim como na refratariedade do tratamento.

O prurido neuropatico é bem descrito em algumas doengas como diabetes
mellitus e prurido pos herpético, com comprovada diminuigdo na densidade de
fibras nervosas dermoepidérmicas, o que pode explicar o dificil controle dos
sintomas e a falha terapéutica habitual (Kennedy et al., 1996; Beiswenger et al.,
2008; Thaisetthawatkul et al., 2020).
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Por outro lado, a escassez de estudos mais detalhados avaliando a
densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas (FNE) no couro cabeludo
normal pode ser explicada pelo fato da maioria das fibras nervosas do couro
cabeludo serem nao mielinizadas. Sabe-se que os métodos classicos de fixagao
falham em dar uma exata visualizagao dessas fibras ndo mielinizadas (Kennedy;
Wendelschafer-Crabb, 1993; Kennedy et al., 1994; Sopacua et al., 2019). Tal
fato pode explicar o motivo do estudo da inervacao cutédnea e particularmente
do couro cabeludo, em pacientes com DM, ser pouco avaliado na literatura.
Assim, o maior conhecimento sobre a fisiopatogenia do prurido em couro
cabeludo de pacientes com DM e descricao detalhada das fibras nervosas do
couro cabeludo normal do sistema nervoso periférico se fazem importantes para
melhor entender os casos de prurido de dificil controle nesta doenca.

Outra questdo bastante importante na DM é o mecanismo que leva a
alopecia nao cicatricial. Nao se tem na literatura uma descricdo mais
pormenorizada do porqué que pacientes com DM apresentam, além das
alteracbes no couro cabeludo, como poiquilodermia, descamacéao e eritema,
diminui¢do acentuada da densidade capilar.

Acredita-se que a diminuicdo das fibras nervosas perifolicular e a
expressdo alterada dos neuropeptideos substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) possam ter um papel inibitério do
ciclo capilar (Peters et al., 2006; Bedrin; Dougherty, 2020), induzindo o
desenvolvimento prematuro da fase catagena e assim, favorecendo o efluvio
telogeno, geralmente visto nos quadros iniciais desses pacientes. Assim, a
diminuigdo da densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas e a expressao
dos neuropeptideos poderiam resultar em um desequilibrio da regulagéo trofica
e vasomotora, indugdo prematura da fase telégena e inibicdo do crescimento
capilar (Lotti et al.,1995; Hordinsky et al., 1999; Bedrin; Dougherty, 2020).



2 OBJETIVOS



2.1 Objetivo primario

Quantificar a densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas e avaliar
a morfologiado plexo neural subepidérmico em pacientes com DM e couro
cabeludo sintomatico, através da imunofluorescéncia direta e microscopia

confocal quando comparadas ao grupo controle.

2.2 Objetivos secundarios

1. Descrever os dados clinicos e demograficos de pacientes com DM e

acometimento do couro cabeludo.
2. Avaliar os achados de dermatoscopia do couro cabeludo sintomatico.

3. Discutir a inclusdo da DM como possivel causa de neuropatia de

pequenas fibras nervosas.



3 REVISAO DE LITERATURA



3.1 Definigao e critério

A DM foi descrita inicialmente ha mais de 150 anos por Wagner (Kovacs

SO; Kovacs SC, 1998). Diferentes classificacdes e critérios diagndsticos

surgiram com o passar do tempo. No ano de 1975, Bohan e Peter publicaram

um trabalho que classifica a doenga em polimiosite (PM) classica, DM classica,

DM/PM juvenil, DM/PM associada a neoplasia e DM/PM associada a outra

doenca do tecido conjuntivo (Bohan; Peter, 1975) Neste mesmo trabalho definiu-

se os critérios diagnosticos para a doenga que sao:

1-

Perda de forgca muscular simétrica e proximal com ou sem disfagia ou
alteracdo da musculatura respiratoria;

Elevacdo das enzimas musculares séricas, especialmente da
creatinoquinase (CK), transaminases, desidrogenase lactica (DHL) e da
aldolase;

Eletroneuromiografia com a) unidades de potenciais motores polifasicos
de pequena amplitude e curta duragao, b) fibrilagbes, ondas pontiagudas
positivas, aumento da irritabilidade apds inser¢do da agulha e c)
descargas espontaneas, bizarras e de alta frequéncia;

Exame anatomopatologico de bidopsia muscular com anormalidades como
degeneragao,regeneracao, necrose, fagocitose e infiltrado mononuclear
intersticial;

Alteragdes cutaneas tipicas da DM: heliotropo, papulas de Gottron,
eritema violaceodescamativo simétrico em ombros, joelhos, maléolos,

dorso e tronco.

Na presenga de 2 dos 5 critérios, classificamos a doenga como possivel,

provavel com 3 dos 5 critérios e definitiva com a presencga de 4 critérios.

A DM é classificada dentro do grupo das miopatias inflamatorias

idiopaticas, assim como a (PM), miosite por corpos de inclusao (MCI) e miopatias

necrotizantes imunomediadas (MNIM) (Briani et al., 2006; Meyer et al., 2015;
Malik et al., 2016).



3.2. Epidemiologia

A DM é uma doencga rara com prevaléncia de 10 a 60 casos por milhdo de
habitantes/ano e incidéncia de 2 a 7 casos novos por milhdo de habitantes.
(Smoyer-Tomic et al., 2012; Luo; Mastaglia, 2015; Galimberti et al., 2016; Cobos
et al., 2020).

Possui uma distribuicdo bimodal afetando criangcas sem distin¢ao entre os
sexos e adultos em uma relagdo mulher/homem de 2:1 (Pachman et al., 2005;
DeWane et al., 2020). Apresenta um pico na infancia em criangas de 5 a 14 anos
e 0 segundo pico na idade adulta, entre 45 a 65 anos (Pellissier et al., 2002;
Aussy et al., 2017).

3.3 Etiologia

A etiologia da DM permanece desconhecida, mas parece relacionar-se a
autoimunidade, fatores ambientais como infecgdes, exposi¢cao solar, deficiéncia
de vitamina D, fatores genéticos e aos antigenos de histocompatibilidade e via
de sinalizagdo anormal do interferon (Cobos et al., 2020). Entre os fatores
genéticos associados aos antigenos de histocompatibilidade, o HLA-B8, HLA-
B14, HLA-DR3, HLA-DRw52 e HLA-DQA1 foram demonstrados como
associados a DM (Adams-Gandhi et al., 1996). A DM induzida por drogas foi
associada a HLA-B18, HLA-B35 e HLA-DR4 (Adams-Gandhi et al., 1996;
Wolstencroft et al., 2018). Os fatores virais podem ser os desencadeadores da
DM, como por exemplo o virus influenza A, hepatite B, HIV, HTLV, echovirus,
picornavirus, coxsackie-9, podendo haver até a associagdo com protozoarios
como o Toxoplama gondii (Dalakas et al., 1986; Pachman et al., 1995; Thompson
et al., 2018).

As lesbes da pele e musculatura esquelética da DM podem ser
desencadeadas e intensificadas apos a exposi¢cao solar (Okada et al., 2003;
DeWane et al., 2020). Embora alguns testes de sensibilidade a radiagdo solar
nao tenham reproduzido as lesdes cutaneas, alguns autores advogam que a
radiacao ultravioleta B € uma das causas da DM (Hengstman et al., 2000;
Thompson et al., 2018).



3.4 Patogenia

As manifestacbes da DM sao resultado de um processo de
microangiopatia desencadeado por fatores externos (neoplasias, processos
infecciosos e drogas) em individuos com predisposi¢do genética (Thompson et
al., 2018; DeWane et al., 2020).

A microvasculatura da juncdo dermoepidérmica e os vasos localizados na
derme sofrem um ataque levando a uma reacao liqueinoide, desenvolvimento de
autoanticorpos contra proteinas nucleares intracelulares e depdsito de
complexos que atacam as membranas C5b-9 (Thompson et al., 2018; DeWane
et al., 2020).

A base da microangiopatia intramuscular na DM ocorre através de um
mecanismo humoral com células CD4+ e células B em torno dos vasos,
depdsitos de imunoglobulinas e complemento na microvasculatura, o que
diferencia da polimiosite onde as células T citotéxicas CD8+ atacam o
autoantigeno muscular especifico ndo identificado (Thompson et al., 2018;
Trieb, 2001).

A imunidade humoral tem um papel em destaque nas miosites idiopaticas
inflamatdrias. A musculatura esquelética é atacada por autoanticorpos contra as
proteinas musculares como as miosinas e mioglobinas, antigenos nucleares,
citoplasmaticos, anticorpos miosite-especificos contra as aminoacil sintetases do
RNA de transferéncia (tRNA) e os anticorpos nao sintetase (Aussy et al., 2017).

O padrao de ataque da microvasculatura que predomina na DM é a
presenca de ceélulas T CD4+, células dendriticas, macréfagos, células B e
complexos C5b-9 que podem levar a atrofia perivascular das miofibrilas,
hiperplasia vascular endotelial e hipoperfusdo tecidual. As citocinas proé
inflamatorias como a interleucina 1 e fator de necrose tumoral alfa ativam o
potencial trombadtico das células endoteliais que por fim causam microinfartos e
levam ao surgimento de micro trombos que podem desencadear infartos
teciduais em varios o6rgaos a distancia. Coragdo, pulméo e outros érgéos do trato
digestivo também podem sofrer um ataque no seu endotélio. Logo a
microvasculatura € a primeira a sofrer o ataque da resposta autoimune que

posteriormente leva as alteracbes das fibras musculares devido a
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microangiopatia isquémica (Pellissier et al., 2002; Aussy et al., 2017; Wong et
al., 2012).

3.5 Manifestagoes clinicas

3.5.1. Dermatomiosite primaria idiopatica (DMPI)

A manifestagcdo cutdnea da DM pode surgir antes do acometimento
muscular em até 56% dos casos, sendo que as duas manifestacbes podem
ocorrer simultaneamente em até 28% dos pacientes (Jorizzo, 2003; Callen, 2010;
Dalakas, 2015). O envolvimento da musculatura esquelética inclui fraqueza da
musculatura proximal e simétrica, principalmente de triceps e quadriceps com
piora progressiva com o passar dos meses (Jorizzo, 2003; Schmidt, 2018). A
miopatia pode surgir de maneira subaguda ou de forma aguda. O paciente refere
cansaco, dificuldade para levantar os bragos e/ou subir escadas. Dificuldade na
degluticdo e disfonia podem estar presentes pelo acometimento da musculatura
estriada da faringe e es6fago (Kovacs SO; Kovacs SC, 1998; Koler;
Montemarano, 2001; Ogawa-Momohara et al., 2019).

A pele é o principal 6rgdao acometido, mais comumente nas areas
fotoexpostas e superficies extensoras. O acometimento de articulagbes
interfalangeanas, joelhos e cotovelos com papulas violaceas s&o conhecidas
como “papulas de Gottron” e o “sinal de Gottron” se apresenta como um eritema
violaceo sobre macula ou placa atrofica na mesma localizagdo descrita acima.
Tais lesbes sao patognoménicas da DM e podem estar presentes em até 70%
dos pacientes (Cassano et al., 2014; Mainetti et al., 2017; Bogdanov et al., 2018).

No quadro cutaneo classificado como caracteristico da doenca temos a
distrofia cuticular, assim como telangiectasias e infartos vasculares periungueais
‘sinal de Keining” devido ao acomentimento vascular inerente a DM. O
acometimento da regido periocular com rash ou macula eritematovinhosa,
edematosa em regido periorbital € conhecida como o heliotropo, podendo estar
presente em 30 a 60% dos pacientes (Koler; Montemarano, 2001; Jorizzo, 2003;
Schlecht et al., 2020).

As mé&os podem ser acometidas na borda lateral com ceratose formando
fissuras, descamacéo e hiperpigmentag¢ao simétrica. Essa alteragcéo é conhecida
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como “maos de mecénico” (laccarino et al., 2014; Schlecht et al., 2020).

A poiquilodermia € uma das mais importantes caracteristicas da erupg¢ao
cutanea da DM, onde se pode observar hipercromia, hipocromia, telangiectasias
e atrofia epidérmica. A coloragdo violacea ajuda a diferenciar a DM da
poiquilodermia do lupus eritematoso que apresenta coloragao eritematosa.
Quando presente no V do decote e dorso € conhecida como “sinal do Xale”.
Menos comumente, pode-se observar uma erupg¢ao pustulosa dos cotovelos
e joelhos, paniculite, lipoatrofia, eritema flagelado centripeto e telangiectasias
gengivais (Nousari et al.,1999; Lister et al., 2000; Bogdanov et al., 2018; Cobos
et al., 2020). A fotossensibilidade pode ocorrer em até 30% dos casos (Kovacs
SO; Kovacs SC, 1998).

Pacientes com DM queixam-se com frequéncia de mal estar e
indisposigao. Menos frequentemente pode acometer o trato gastrointestinal,
causando disfagiae dificuldade na mastigagdo. A doenga pulmonar intersticial
acomete 15-30% dos pacientes e se manifesta com fibrose intersticial difusa, o
seu curso pode ser rapido e se instalar em menos de 4 semanas (Ortiz-
Santamaria et al., 2017; Suzuki et al., 2017). O envolvimento do sistema
cardiovascular pode causar anormalidades de condugdo, arritmias e

insuficiéncia cardiaca congestiva (Barth et al., 2016; Schwartz et al., 2016).

3.5.2 Dermatomiosite juvenil (DMJ)

Definida como DM acometendo individuos abaixo de 18 anos de idade. E
a mais frequente forma de miopatia inflamatéria em pacientes nessa faixa de
idade, sendo responsavel por até 85% das miopatias inflamatdrias idiopaticas
juvenis (Barth et al., 2016; Wu et al., 2020; Jager et al., 2002). A calcinose
cutanea, diferentemente do que ocorre nos adultos, pode estar presente em até
70% dos casos, geralmente aparece ap6s 1-3 anos do diagndstico e acomete
principalmente em areas de trauma localizados sobre proeminéncias 0sseas
(Callen, 2004; Guseinova et al., 2011; Wu et al., 2020). Apresenta lesdes
cutaneas semelhantes a DMPI. Diferentemente das manifestacbes da DMPI
temos: baixa associagcdo com neoplasias, hipertricose, lipoatrofia e o “sinal de

Gower” (perda de forga nos musculos do tronco) manifestagbes estas, incomuns
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no adulto (Kovacs SO; Kovacs SC, 1998; Rider et al., 2018).

3.5.3 Dermatomiosite amiopatica (DMA)

E um subtipo que se apresenta com manifestacdes cutaneas tipicas,
porém sem ou com pouco envolvimento muscular. Mais frequente em adultos,
podendo atingir até 20% do numero total de casos de DM (Bendewald et al.,
2010; Miyake et al., 2020). A incidéncia das neoplasias relacionadas com a DMA
é semelhante a que se apresenta na DMPI (Udkoff; Cohen, 2016). Pacientes
com o diagnoéstico de DM e que possuem o anticorpo anti MDA-5 (Gene 5
associado a diferenciagao do Melanoma) vao apresentar uma maior prevaléncia
da manifestagdo amiopatica. No quadro clinico pode existir letargia, fadiga,
prurido, fotossensibilidade e artralgias, porém, manifestacbes de envolvimento
de 6rgaos internos sdo incomuns. A DMA esta presente em qualquer faixa etaria,
sendo mais prevalente em pacientes adultos e em mulheres (Kurtzman;
Vleugels, 2018).

3.5.4 Dermatomiosite associada a doencga do tecido conjuntivo (DMDC)

A sindrome de "overlap" ocorre quando a DM se manifesta
concomitantemente com outras doengas do tecido conjuntivo, tais como a
esclerodermia (principal associagao), lupus eritematoso sistémico, doenga mista
do tecido conjuntivo, sindrome de Sjogren, poliarterite nodosa e artrite
reumatoide. E mais comum em mulheres na proporgéo de (9:1) e a associacdo
da DM e outras doengas do tecido conjuntivo pode estar presente em até40%
dos pacientes. Para que o diagnodstico da DMDC seja realizado, o paciente deve
preencher os critérios para ambas as doengas do tecido conjuntivo (Kovacs SO;
Kovacs SC, 1998; Trieb, 2001; Schmidt, 2018).

Na sindrome de "overlap", os anticorpos mais comuns sao aqueles nao
associados a miosite, como o fator reumatoide, FAN (a maioria apresentando
titulos superiores a 1:640), anticorpo DNA dupla hélice, anticorpo Scl-70 ou

anticorpo contra antigeno nuclear (sendo a maioria com anticorpo RNP e a
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minoria com anticorpo SS-A ou SS-B) (Ortegosa et al., 2010).

3.5.5 Dermatomiosite associada a neoplasia (DMN)

Representa a manifestagao paraneoplasica da DM. Esta modalidade pode
ocorrer de maneira idéntica a DMPI, com os mesmos sinais, sintomas e
achados histopatologicos, porém, o que difere é o inicio rapido no aparecimento
das lesbes com presenga de necrose e progressdo rapida para o
acometimento muscular grave e resistente a corticoterapia em alguns casos
(Ortigosa; Reis, 2008). Dentre as neoplasias mais comuns associadas a DM,
destaca-se o cancer de ovario nas mulheres, estémago e linfoma nos homens,
além de outros como adenocarcinoma de mama, pulmdo e neoplasias

esofagicas (Ortegosa et al., 2010).

3.6 Alteragoes laboratoriais

Os niveis séricos das enzimas musculares geralmente estdo alterados
(TGO, TGP, aldolase, DHL e CK) dentre elas a aldolase e CK tendem a sofrer o
maior aumento (Thompson et al., 2018). Os autoanticorpos para DM se dividem
entre os especificos e nao especificos para miosite. Dentre os n&o especificos,
o FAN esta positivo em baixos titulos em até 95% dos pacientes com DM
(Jorizzo, 2002). Caso o FAN se apresente com titulos mais altos (>1:160), pode-
se estar diante de um caso de DM associada a outra doenga do tecido conjuntivo
(Kovacs SO; Kovacs SC, 1998).

Existem fortes evidéncias que os anticorpos da DM atuem de forma
secundaria. Apos a reacao liquenoide citotdéxica da camada basal mediada por
células T citotoxicas, ocorre uma liberacdo de debris de queratindcitos que
contém epitopos de autoantigenos, gerando desta maneira, secundariamente
os autoanticorpos (Casciola-Rosen; Mammen, 2012; Venalis; Lundberg, 2014).

Anticorpos miosite especificos estao presentes em aproximadamente 1/3
dos casos de DM e PM (Betteridge; McHugh, 2016; Mariampillai; Granger, 2018).

Temos no grupo dos anticorpos os antissintetase, os anticorpos anti Jo-1 que
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sdo preditivos de doenca intersticial pulmonar, embora sejam raramente
presentes nos pacientes com DM (Drake et al., 1996; Callen, 2000). As lesdes
conhecidas como “méaos de mecanico” (descamagao, hiperceratose e fissuras
nas polpas digitais e laterais dos dedos), podem estar relacionadas ao
anticorpo anti Jo-1 positivo e a sindrome antisintetase (Trleb, 2001; Satoh et al.,
2017). A presenga dos anticorpos miosite especificos nao entram como critérios
diagnosticos, porém auxiliam tanto na classificagdo quanto no progndstico da
doencga (Mariampillai et al., 2018).

No segundo grupo, tem-se os anticorpos relacionados as proteinas do
reticulo endoplasmatico (anticorpos anti-SRP), nédo especificos da DM, estéao
presentes em uma pequena porcentagem dos pacientes, podendo caracterizar
gravidade da doenga (DeWane et al., 2020).

No terceiro grupo percebe-se os anticorpos direcionados contra um
complexo de proteinas nucleares (Helicase DNA) chamados de Anti-Mi-2.
Altamente especificos para DM, porém pouco sensiveis, ocorrendo entre 2-35%
dos pacientes (Kang et al., 2010; Gao et al., 2017). Pacientes que apresentam
os anticorpos Anti-MI-2 positivos tendem a apresentar lesdes cutaneas classicas
da DM, podem estar presentes, ocasionalmente, na DM juvenil e, raramente, em
pacientes com DM associada a malignidade (Hausmanowa-Petrusewicz et al.,
1997; Betteridge; McHugh 2016; Wolstencroft; Fiorentino, 2018).

Outro grupo de anticorpos de antigenos extraidos do nucleo (SSA, SSB,
RNP, Sm) devem ser idealmente solicitados em pacientes sob suspeita da
sindrome “overlap”, que ocorre quando o paciente apresenta critérios
diagndsticos para DM e também apresenta outra doencga do tecido conjuntivo em
concomitancia, como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, doenga mista do tecido conjuntivo e
poliarterite nodosa.

A relevancia da presenca dos autoanticorpos nos pacientes com DM é
discutida. O que esta estabelecido é a associacdo com determinadas
manifestacdes clinicas. Do ponto de vista clinico, eles podem ser divididos em
anticorpos miosite especificos (AME), que estdo fortemente associados a
doenca muscular (ex: anti-Jo1, anti-Mi2, anti-SRP, anti-p155), e anticorpos
associados a miosite (AAM), que também sao encontrados em outras condigdes
autoimunes como o LE (ex: anti-Scl, anti-Ro/SSA, anti-DNA-PK) (Betteridge et
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al., 2011).

Recente estudo retrospectivo demonstrou que existe um anticorpo
associado ao envolvimento do couro cabeludo na DM. O anticorpo MDA-5
quando presente pode se manifestar com alopecia em até 78% dos pacientes
(Fiorentino et al., 2011; Muro et al., 2016).

3.7 Anatomia e o ciclo capilar

3.7.1 Anatomia da unidade pilossebacea

A unidade pilossebacea € composta pela glandula sebacea, musculo
piloeretor e haste pilosa. Tem uma estrutura bastante complexa, envolvendo
varias camadas de células mesenquimais e epiteliais, totalizando maisde 20
populagdes de células diferentes na sua formagao. Morfologicamente deriva da
ectoderme e mesoderme e tem seu inicio do desenvolvimento entre a 82-12°2
semana de gestacéo, e por volta da 242-28% semana da gestacgédo ja apresenta
desenvolvimento completo dos foliculos pilosos assim como a saida dos
primeiros fios na superficie da pele.

A unidade pilossebacea pode ser dividida basicamente em 3 porcdes. Da
superficie atéa abertura do ducto da glandula sebacea chama-se de Infundibulo.
Entre a abertura do ducto da glandula sebacea ao bulge, chama-se de Istmo. A
regido do bulge, logo abaixo do Istmo, & composta por uma protuberancia, que
€ um compartimento especializado da raiz da bainha epitelial externa que contém
as células-tronco epiteliais e neuroectodérmicas, assim como as células de
langerhans e mastécitos. Essas duas porgbes mais superficiais s&o
consideradas permanentes, visto que n&o sofrem alteracbes consideraveis
durante todas as fases do ciclo capilar. A ultima por¢ao mais inferior € chamada
de ciclica ou transitoria, que vai da regido do bulge até a base do foliculo. Nesta
porcao se encontra o bulbo piloso onde estdo os melandcitos e a papila dérmica
que € cercada por uma vasta rede de vascularizagdo, rica em conexdes
arteriovenosas e de terminagdes nervosas livres, que formam a base de
interagdes nervosas, com o foliculo piloso.

Podemos categorizar o ciclo capilar em 3 fases: a de intenso crescimento



16

(Anagena), regressao folicular (Catagena) e repouso folicular (Telégena).
Durante o ciclo folicular ocorre uma completa remodelagdo e regeneragédo da
por¢cao nao permanente do foliculo.

Essa mudancga ndo ocorre apenas no epitélio folicular, mas também no
tecido mesenquimal, matrix extracelular, todas as popula¢gdes de células
associadas ao foliculo e toda rede de vascularizacio. A inervacdo que cerca o
foliculo piloso € chamada de plexo perifolicular que corre paralelamente ao
foliculo formando uma rede densa queenvolve a unidade pilosebacea. Na regido
do bulge de grandes foliculos, na regidao do bulbo de pequenos foliculos e dos
pelos velhos, ha uma formacdo de uma estrutura nervosa em palicada
envolvendo essas regides. A inervacdo também se altera com as fases do ciclo
capilar logo no inicio do ciclo, a inervagéo € densa, ocorrendo uma diminuicéo e
um aumento da expressado de neuropeptideos assim que o foliculo penetra na
epiderme. A expressdo de neuropeptideos contendo fibras nervosas aumenta
durante a fase anagena, diminui na catdagena e permanece baixa durante a
telégena (Peters et al., 2006).

Durante a fase anagena do ciclo capilar ocorre uma maior expressédo do
NGF (Fator de crescimento neural) quando comparado com outras fases do
ciclo, atuando como promotorda fase anagena, regulando desta forma a

progressao do ciclo capilar (Peters et al., 2006).

3.7.2 Ciclo capilar

Podemos categorizar o ciclo capilar em 3 fases: a de intenso crescimento
(Anagena), regressao folicular (Catagena) e repouso folicular (Telégena).
Durante o ciclo folicular ocorre uma completa remodelagédo e regeneragédo da
por¢cao n&o permanente, ndo apenasdo epitélio folicular, mas também no tecido
mesenquimal, matrix extracelular, todas as populagdes de células associadas ao
foliculo e toda rede de vascularizagao e inervagao que cercam o foliculo piloso.
Tal processo ciclico ocorre de maneira muito orquestrada pelas vias de
sinalizagao das células da papila dérmica e bulge através de expresséao localde

citoquinas, neurotransmissores e processos enzimaticos (Vogt et al., 2008).
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A fase anagena trata-se da fase mais metabolicamente ativa do ciclo
capilar, com maior taxa de proliferacado de células relacionadas ao foliculo dos
compartimentos epiteliais, células da matrix extracelular que crescem da papila
dérmica em sentido a superficie da pele. Esta fase € determinada geneticamente
e dura em média de 2-6 anos. E a fase que vai determinar o comprimento da
haste capilar. A fase catagena dura em média de 2-3 semanas e é conhecida
pela fase de regresséo folicular, onde ocorre a parada na divisdo celular e
producdo de pigmento. Seguida por um processo intenso de apoptose
regressao, superficializagado da porgao inferior do foliculo e formag&o do cord&o
fibroso que liga a papila dérmica a derme superficial onde se localiza o foliculo.

A fase teldgena, se caracteriza pelo repouso folicular. Ocorre a diminuigao
em mais dametade do tamanho do foliculo capilar original, ndo extendendo-se
no maximo até a derme superficial. A haste capilar permanece ancorada apenas
no saco epitelial, por em média 3 meses, até a queda da haste, conhecida como
fase Exogena. Esta é marcada pela queda do fio. Pesquisas mostram que essa
fase é um processo ativo e extremamente controlado. Por fim, a fase quendgena
trata-se do breve periodo de tempo no qual o foliculo encontra-se vazio,
extamente, entre o final da fase exdgena e o inicio da anagena (Vogt; et al.,
2008).

3.7.3Inervacgao da pele

A inervagao da pele € unica e robusta, mostrando uma complexa e rica
rede de fibras nervosas do sistema nervoso periférico que emitem vias aferentes
e eferentes. A capacidade da percepcgao de variagdes de temperatura, presséo,
dor, vibragao, sensibilidade tatil e prurido sdo mediadas pelas vias aferentes
(fibras nervosas mielinizadas e nao mielinizadas), terminagdes nervosas e por
corpusculos receptores sensitivos como (Vater-Pacini, Krause e Wagner-
Meissner). A via eferente (fibras nervosas nao-mielinizadas) do sistema nervoso
simpatico regula a vasomotricidade, glandulas sudoriparas e o musculo eretor
do pelo (Kanitakis, 2002; Laverdet et al., 2015).

A maioria dos nervos do sistema nervoso periférico e quase todos os
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nervos do sistema nervoso autonémico sdo compostos por fibras nervosas néo-
mielinizadas, no entantoesses nervos foram quase totalmente renegados na
pratica clinica. A base do diagndstico clinico das lesdes neuroldgicas depende
amplamente do exame de fungdes desempenhadas por nervos mielinizados, tais
como forga, reflexos nervosos, estudo de conducéo nervosa motora e sensitiva,
exame de potencial evocado e os exames anatomopatolégico do nervo e
musculo. Com excessédo do teste de sensibilidade térmica e sensibilidade
dolorosa com alfinete, pouco se tem dado importancia no teste de funcédo das
fibras nervosas nao-mielinizadas. Este fato deve-se a dificuldade de visualizagao
das terminagdes nervosas sensitivas e motoras por meio das técnicas
tradicionais de fixagdo histologica, e por esse motivo as fibras nervosas nao
mielinizadas permaneceram esquecidas por muito tempo (Kennedy, 2004;
Sopacua et al., 2019).

Ha muito tempo se discute sobre a existéncia de fibras nervosas
também na epiderme. Apos recentes estudos e melhoria na técnica de
imunofluorescéncia, a descoberta do anticorpo do Produto de gene de proteina
9.5 (PGP 9.5), capaz de efetivamente fazer uma fixacdo imune da maioria das
fibras nervosas, possibilitou a completa visualizagdo das fibras nervosas da
derme e epiderme, através da microscopia confocal associada a
imunofluorescéncia. Estudos recentes de imunohistoquimica mostraram que
através da expressao do PGP9.5 e do CGRP de axénios vindos da derme,
conseguiu-se visualizar a penetragdo e distribuicdo tridimensional de fibras
nervosas na epiderme, passando pela camada basal e progredindo
superiormente até atingir a camada granulosa. Nesse trajeto as FNEs passam
por entre os queratindcitos e mantém contato com as células de langerhans,
atuando possivelmente como reguladores na apresentagdo do antigeno destas
células (Kanitakis, 1998; Lacour et al., 1991). Kennedy et al. (1993) foram os
primeiros a ilustrar as reconstrugcdes tridimensionais das FNEs por toda
superficie da epiderme (Kennedy; Wendelschafer-Crabb, 1993).

As FNEs sao predominantemente do tipo C ndo-mielinizadas e capsaicina
sensiveis.Sao responsaveis por detectar prurido, sensacdes dolorosas, térmicas
e mecanicas (Nolano et al., 1999; Malmberg et al., 2004).

Essas fibras saem de pequenos neurdnios do ganglio da raiz dorsal
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formando o plexo neural subepidérmico (PNS) que é composto por feixes
espessos que progridem horizontalmente na derme papilar, logo abaixo da
camada basal. Algumas fibras dermoepidérmicas isoladas se separam do PNS
e perdem as células de schwann, responsaveis pela formagao da bainha de
mielina. Na medida em que progridem pela jun¢cado dermoepidérmica e percorrem
superiormente pelas camadas da epiderme porentre os queratinécitos, se
aproximam finalmente do estrato cérneo (Cauna, 1973; Wang et al., 1990;
Kennedy; Wendelschafer-Crabb, 1993). Essas terminagdes nervosas
epidérmicas se dividem em 2 subgrupos: peptidérgicos e néo peptidérgicos. O
neurdnios peptidérgicos sédo responsivos ao fator de crescimento neural (FCN) e
expressam o CGRP e a SP. Os nervos ndo peptidérgicos sao responsivos ao
fator neutotrofico derivadoda glia (GDNF) (Snider; McMahon, 1998).

3.8 Patogenia do prurido do couro cabeludo (PCC)

O prurido € um sintoma extremamente comum e complexo em suas bases
neurologicas. Trata-se de uma sensagao de irritagcdo da pele que provoca no
individuo uma intensa necessidade de cocar a pele, trazendo um alivio
temporario e imediato. Sua fungao é de protec&o contra alguns agentes externos
potencialmente danosos a pele (Stander et al., 2003).

Este sintoma ¢é dificilmente mensurado, porém existem algumas escalas
para gradacdo da intensidade do prurido. Uma das mais utilizadas é a escala
visual analdgica (EVA) (Anexo C), pela qual o paciente, através de uma escala
visual, consegue titular o grau de desconforto que o prurido traz. Sendo 0 sem
prurido; 1-2 prurido leve; 3-7 prurido moderado e 8-10 prurido intenso.

O couro cabeludo tem uma inervagao unica, temos o foliculo piloso
densamente inervado e uma vascularizagdo dérmica abundante. Ao contrario
dos avangos recentes no entendimento da fisiopatogenia do prurido, o
conhecimento das bases fisiopatologicas do prurido no couro cabeludo, n&o
acompanhou tanto essa evolugdo, necessitando assim de mais estudos
detalhados. O PCC é um sintoma extremamente estressante e pode estar
associado a varias doengas. Existem as causas dermatologicas: dermatite
atopica, alopecias cicatriciais, dermatite seborreica (principal) e psoriase nas
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quais o prurido pode esta presente mesmo sem lesdes visiveis. Prurido
psicogénico, prurido neuropatico, como se vé no prurido pés-herpético (PPH) e
no diabetes mellitus e por fim, as causas sistémicas, como a insuficiéncia renal
dentre outras. O PCC pode ser bastante frequente, mesmo sem lesdes visiveis,
podendo ser um desafio terapéutico o controle deste sintoma (Scribner, 1977;
Bin Saif et al., 2011).

Existe também uma entidade chamada de “couro cabeludo sensivel” que
€ descrita como uma hiper sensibilidade no couro cabeludo a diversos fatores
que podem ser fisicos, quimicos, psicolégicos ou hormonais. Dentre os pacientes
com o diagndstico de couro cabeludo sensivel mostrou-se que até 25% referiam
PCC (Misery et al., 2008)

Para entender melhor as bases fisiopatologicas do prurido no couro
cabeludo, pode-se dissecar todas as vias responsaveis por elicitar e manter a
sensacao do prurido esuas variareis. O primeiro ponto a se destacar seria sobre
o sistema nervoso sensitivo do couro cabeludo. Composto por ramos do nervo
trigémeo, plexo cervical, e ramo dorsal dos nervos cervicais (Figura 1).

O foliculo piloso (FP) é altamente inervado por fibras tipo A-Delta (pouco
mielinizadas) e por fibras tipo C (n&o-mielinizadas) que emergem do plexo
nervoso superficial. Tem-se basicamente 4 tipos de terminagdes nervosas
especificas. Os nociceptores que sao terminagdes nervosas que respondem ao
estimulo doloroso, terminagdes nervosas lanceoladas (detectam aceleragéo),
terminagbes nervosas de Merkel (detectam presséo), e corpusculos de Pilo-
Ruffini (detectam tensao) (Hordinsky; Ericson, 1999; Hendrix et al., 2008).
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V1: NERVO SUPRATROCLEAR

V1: NERVO SUPRAORBITAL —

V2: NERVO ZIGOMATICOTEMPORAL

V3: NERVO AURICULOTEMPORAL

C2: NERVO OCCIPITAL MENOR

FONTE: Adaptado de Bin Saif GA, Ericson ME, Yosipovitch G. The itchy scalpscratching for an explana-
tion. Exp Dermatol. 2011;20(12):959-68. doi: 10.1111/j.1600-0625.2011.01389.x.

Figura 1. Inervagao sensitiva do couro cabeludo. V1: Ramo Oftalmico do nervo trigemeo; V2,
ramo maxilar do nervo trigemeo; V3, ramo mandibular do nervo trigemeo; C2, nervo cervical
secundario/ nervo occipital maior; C3, nervo cervical terciario/nervo occipitalmenor

3.8.1 Bases neurolégicas do prurido

Na literatura atual ha um acalorado debate sobre a decodificacdo do
prurido na sua viaaferente. Atualmente se debate sobre duas teorias para o
prurido, a Teoria Padrdo, que advoga que todas a sensagdes somaticas,
incluindo o prurido, sdo geradas por receptores e nervos periféricos n&o
especificos ao estimulo, entregando uma série de sinais modulados e
decodificados apenas a nivel do sistema nervoso central (Craig, 2003).

Em contrapartida, a Teoria da Especificidade, atualmente com mais
embasamento cientifico, advoga a existéncia de receptores e nervos periféricos
especificos para o prurido, constituindo uma via especifica que conecta a pele
ao cérebro. Estudos feitos em humanos com microneurografia ajudou a
descrever a via pruriginosa estimulada pela histamina, constituida
mecanicamente por fibras nervosas nao sensitivas do tipo C (ndo-mielinizadas)
(Schmelz et al., 1997).

Essas fibras nervosas sao axonios finos e condutores lentos do estimulo
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nervoso, porém inervam amplos territorios na pele. Posteriormente, se conectam
a neurbnios secundarios no ganglio da raiz dorsal da medula espinhal.
Recentemente outra via pruritogénica foi descrita, a via Cowhage, através da
neuromicrografia descreveram que esta via ativa a subpopulacao de fibras A-
delta pouco mielinizadas e estimula mecanicamente fibras do tipo C policlonais
ou responsivas, diferentemente como relatadas na via histaminérgica (Namer et
al., 2008). Estes achados mostram que a via cowhage e histaminérgica ativam
diferentes neurdnios espinotaldmicos na medula espinhal (Davidson et al., 2007;
Ringkamp et al., 2011).

Um agente pruritogénico pode estimular vias diferentes do prurido, no
momento que este agente entra em contato com a pele ha a ativagdo de
receptores cutédneos e ativagcdoda via periférica do prurido, dando inicio a
cascata de sinalizag&o. A via central que vai mediar o prurido comega por uma
sinapse do neurbnio primario que vai da pele até o ganglio da raiz dorsal da
medula espinhal, e |a se liga ao neurdnio aferente secundario (Figura 2).

, CMmi
VIA HISTAMINERGICA ). ? <0 P VIA PRURIGINOSA

7 >

| C-POLIMODAL BHLBBS INTERNEURONIO INIBITORIO

ESTIMULO DA DOR > /Sc P VIA DOLOROSA
7 \ La

| C-POLIMODAL |

VIA COWHAGE )—?—( O———3 VIA PRURIGINOSA

gj; STT

TP R LA e

FONTE; Adaptado de Dhand A, Aminoff MJ. The biology of itch. Brain. 2014;137:313-32.

Figura 2. Anatomia periférica do prurido. Existem 2 vias pruriginosas (Histaminérgicaem
vermelho e cowhage em azul) e a via dolorosa dos membros periféricos em verde. STT: trato
espinotalamico, CMi: Fibras mecano nao sensitivas tipo C, C-polymodal: Fibras polimodais tipo
C.
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As vias pruriginosas s&o estimuladas pelos receptores da histamina e os
cowhage na epiderme e derme respectivamente. Os impulsos nervosos sao
transmitidos primariamente pelas fibras nervosas do tipo C ndo sensitivas e pelas
fibras polimodais tipo C, respectivamente para neurénios secundarios do glanglio
da raiz dorsal. O interneurdnio Bhlbb5 atua inibindo a sensacéao do prurido.

Este ultimo cruza para o lado contralateral do trato espinotalamico e faz
outra sinapse com um terceiro neurénio no Talamo, de onde emergem axénios
se projetando difusamente para as regides corticais e subcorticais. Na altura do
ganglio dorsal entram em agao os importantes neuropeptideos como o Peptideo
liberador de gastrina (GRP), substancia P (SP), peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP) e o glutamato (Dhand; Aminoff, 2014).

Estruturas corticais e subcorticais ativadas no prurido
HISTAMINA COWHAGE
-Coértex somatosensorial -Coértex somatosensorial
Primario e Secundirio Primario e Secundirio
-Cortex parietal -Cortex parietal
posterior posterior
-Cortex temporal -Cortex temporal
medial e superior medial e superior
-Cortex cingulado -Cortex cingulado
posterior posterior
N/ -Cortex cingulado -Cortex cingulado
“% ) / 2 anterior anterior
" /
IS ) * ’ -Precuneo -Precuneo
Nicleo talimico ativado no prurido ( Sl \ -Cuneo ~Cuneo
£ i -Cortex insular
HISTAMINA COWHAGE 5 ) =) f X -Claustrum
~. \/ { V) [T A -Ganglio basal
Posterolateral ventral Posterolateral ventral \ Jo W 0 4 al)ie) L -Putimen
Posterolateral inferior Posterolateral inferior % - ,6 0 Vo ; <
Posterior Posterior S NN 2 oy
Supregeniculado \ "
Medial geniculado - 4
Pulvinar -

FONTE: Adaptado de Dhand A, Aminoff MJ. The biology of itch. Brain. 2014:137:313-32.

Figura 3. Anatomia central do prurido. As fibras nervosas pruriginosas da histamina em vermelho
e cowhage em azul viajam pelo trato espinotalamico para o nucleo talamico (quadro a esquerda),
geralmente contralateral ao lado do estimulo. Os neurdnios cowhage abrangem mais nucleos do
que os neurdnios histaminérgicos. Os neurdnios taldmicos transmitem para multiplas estruturas
corticais e subcorticais (quadro a direita)com um padrdo mais difuso no prurido cowhage
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Interessante destacar que a sensac¢ao do prurido pode ser diferente de
acordo com qual via pruritogénica possa ter sido estimulada. O prurigo
histaminérgico podeser mais como em sensagao queimagao e o da via cowhage
tende a dar uma sensacdo intensa de pontadas, sintomas disestésicos, por
vezes interpretados como dor, conhecido como prurido neuropatico, mesmo sem
aparente eritema na pele. Contudo, essa diferenciacdo pode ser dificil de o
paciente conseguir distinguir (Handwerker, 2010).

O prurido neuropatico esta descrito na literatura em algumas doencgas
como uma sensacado de prurido intenso de dificil controle, alternando com
hiperalgesia com dor em pontadas. Muito bem descrita na literatura em pacientes
com neuropatia de pequenas fibras nervosas (NPF), como no Diabetes mellitus,
que se caracteriza por comprovada diminuigdo da densidade das FNE (Kennedy
et al., 1996; Beiswenger et al., 2008; Thaisetthawatkul et al., 2020).

3.8.2 Neuropeptideos e receptores cutaneos envolvidos no prurido do
couro cabeludo (PCC)

Mastdcitos e receptores da histamina: Os mastdcitos sdo responsaveis
por secretar a histamina que € o protétipo endégeno do prurido, induzindo o
prurido via receptores H1 e H4 as fibras nervosas. Possuem seu papel como
reguladores do ciclo capilar atuando na regresséao do foliculo piloso de ratos. Os
mastocitos induzem diretamente o prurido através da liberacdo de outros
mediadores, como quimase, triptase e citoquinas. Ao secretarem o Fator de
crescimento neural (FCN) estimulam a hiperplasia das fibras nervosas em
formas crénicas de prurido, como ja foi descrito na dermatite atépica (Sugimoto
et al., 2004, Bin Saif et al., 2011).

Substancia P (SP): E um neuropeptideo mediador do prurido através da
ativacdo da degranulacdo dos mastocitos e liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias pruritogénicas, como ofator de necrose tumoral alfa e o leucotrieno
B4. A SP esta particularmente envolvida na regulagao e indugao do ciclo capilar.
Nos foliculos pilosos de ratos existe uma densa inervagdo de fibras nervosas
sensoriais que expressam a SP, principalmente mais proximos a regiao dobulge.
Durante a fase anagena inicial foi descrito um aumento na expressédo da SPea

sua expressao tem a capacidade em influenciar o crescimento dos pelos de
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ratos, ou seja, atuando sobre o ciclo capilar. Outra influéncia que a SP pode
desencadear no ciclo capilar € a indug&o prematura do anageno para o catageno
quando em situagdes de estresse e em outras situagbes de aumento na
producédo da SP pelas fibras nervosas (Bedrin; Dougherty, 2020; Peters et al.,
2001; Arck et al., 2003; Dimitriadou et al., 1992).

CGRP: E o peptideo relacionado ao gene da calcitonina, também tem
papel importante na modulacéo do prurido quando liberado pelas fibras nervosas
tipo C. Com o aumento da sua expressio, provoca vasodilatagao periférica.
Compartilha da mesma localizagdo da SP,proxima ao bulge do foliculo piloso,
assim também como proximo a papila dérmica. As fibras nervosas imunoreativas
a CGRP mostraram-se aumentadas na fase anagena do ciclo capilar com fungéo
inibitéria na progressédo desta fase (Eedy, 1993; Peters et al., 2001; Bedrin;
Dougherty, 2020). Em pacientes com DM e sintomaticos com prurido no couro
cabeludo, embora exista uma alteragdo estrututal das fibras nervosas
dermoepidérmicas, assim como uma diminuig&o estatisticamente significativa na
densidade dessas fibras nervosas, houve apenas uma discreta diminuigdo da
expressao da CGRP e SP nas amostras dessespacientes quando comparados
aos pacientes controle (Hurliman et al., 2017).

PAR-2: O receptor ativado de protease 2 desempenha um papel
importante na mediagao do prurido crénico. A liberagédo de proteases enddgenas
como tripsina dos queratindcitos e triptase dos mastocitos acabam por ativar o
PAR-2 nas terminag¢des nervosas sensoriais e estimular a liberagdo do CGRP e
SP (Steinhoff et al., 2000).

Neurotropinas (NT): Trés membros das familias das neurotropinas
desempenham seupapel na patogénese do prurido, sdo elas o NGF (fator de
crescimento neural), BDNF (Fator neurotréfico derivado do cérebro), e as NT-3
e NT-4. Esta ultima pode estar elevada em situagdes de prurido intenso, como

ocorre na dermatite atopica (Grewe et al., 2000).
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FONTE: Adaptado de: Bin Saif GA, Ericson ME, Yosipovitch G. The itchy scalpscratching for an explana-
tion. Exp Dermatol. 2011;20(12):959-68. doi: 10.1111/j.1600-0625.2011.01389.x.
Figura 4 - Mediadores do prurido no couro cabeludo. O prurido do couro cabeludo envolve uma
complexa interagao entre diferentes células, mediadores e receptores, sendo a maioria deles
mostrados aqui acima. PAR-2, receptor ativador de proteinase; H1R, receptor 1 da histamina;
H3R, receptor 3 da histamina; H4R, receptor 4 da histamina; NGF, fatorde crescimento neural;
ET-1;TrkA, alta afinidade ao receptor de NGF; endotelina-1; ETAR,receptor de endotelina A; eCB,
canabinoide endogeno; NT-3, neurotrofina 3; NT-4, neurotrofina 4; LTB4, leucotrieno B4; TXA2,
tromboxano A2; GRP, peptideo relacionado a gatrina; SP, substancia P; CGRP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina; Mrgpr, proteina G relacionada a familia MAS; IL-2,
interleucina 2; IL-4, interleucina 4; IL-8, interleucina 8; IL-31, interleucina 31; BDNF, fator
neurotréfico derivado do cérebro; EDN, neurotoxina derivada de eosinéfilo; ECP, proteina
catidnica do eosinofilo; PGD2, prostaglandina D2; ORS,bainha radicular externa; IRS, bainha
radicular interna; CB1, receptor de canabinoide 1; CB2, receptor de canabinoide 2; NK1R,
receptor de neuroquinina 1; TRPV, receptor vaniloide de potencial transitorio; MOR, receptor

opioide Um.

3.8.3 Prurido cronico e seus subtipos

E necessario que se faca a distingdo entre o prurido agudo e o crénico. O
subtipo agudo é a sensacdo de quando um estimulo pruritogénico entra em
contato com a pele, desencadeando a vontade de cogar, o que geralmente causa
alivio apos o estimulo doloroso, que se traduz na reacgao de friccionar a pele. O
prurido crénico € a sensacao persistente que resulta de varias causas, as quais,
o estimulo doloroso (fato de cogar) nao consegue aliviar o prurido. O espectro
etioldgico do prurido crénico é extremamente variavel e complexo (Quadro 1).



Quadro 1 — Etiologia do prurido crénico.
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Dermatoldgica [Sistémica Infecciosa Farmacolégica [Psiquiatrica |Neuropatico Qutras
. Colestase
. U'remla . HIV
. - Linfoma de .
- Dermatite . - Parasitoses
o Hodgkin ; =
Atépica S (escabioses, - Depresséo
.. - Policitemia o L . ~
+ Penfigoide triquinose, - Opioides  Parasitose - Gestagéo
vera rubra o S o .
Bolhoso . Doenca de ascaridiase, receptor Mu psicogénica * Quadron®2 | Prurido do
- Psoriase Gravesg ancilostomiase, |+ Cloroquina - Escoriacao idoso
- Urticaria . tungiase) neurotica
. - Anemia :
> Prurido anal . - Varicela
ferropriva . Tinea pedis
- Diabetes
mellitus

Ao invés do estimulo cutaneo ou periférico ser a causa do prurido, o
prurido neuropatico resulta provavelmente de uma lesdo na via sensitiva
aferente. Essa sintomatologia pode vir acompanhada também de parestesias,
hipo ou hiperestesias (Twycross et al., 2003; Dhand; Aminoff, 2014). O local do
envolvimento nervoso pode ser a nivel de nervo periférico com diminui¢gdo ou
destruicao de fibras nervosas, na medula espinhal com estreitamento foraminal
ou a nivel encefalico como ocorre pos acidentes vasculares de etiologia
isquémica.

Falando especificamente do envolvimento nervoso periférico, Lee et al.
(2014) demonstraram que até 86% dos pacientes com queloide queixavam-se
de prurido, sendo a causa atribuida a disfungao das FNE. O prurido neuropatico
esta descrito na literatura em algumas doengas, como no diabetes mellitus com
comprovada diminuicdo da densidade das FNE e no prurido pds-herpético
(Kennedy et al., 1996; Beiswenger et al., 2008).

Em um estudo detalhado, realizado por Oaklander et al. (2002), que
estudou o prurido pos-herpético em couro cabeludo, foi demonstrada a perda de
96% das FNE marcadas com PGP-9.5 na area pruriginosa, com perda de todas
as sensagbes, com excegao do prurido. O autor sugere que pela sensagéo
reduzida da dor, o ato de cocgar nao inibiria o prurido, ocorrendo uma
hiperatividade central dos neurénios do prurido (Oaklander, 2008).

Um possivel mecanismo que explique o porqué de termos uma destruicao
em massa das fibras nervosas e ainda assim existir um prurido persistente seja

uma preservacao seletiva das fibras nervosas sensitivas do prurido, desequilibrio
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entre excitagdo e inibicdo de neurbnios sensoriais de segunda ordem e/ou
hiperatividade elétrica de alguns neurdnios centrais (Oaklander, 2008).

Outra possivel explicagado seria que o prurido excessivo dos pacientes
com destruicdo massiva das fibras nervosas, pode ser devido a sensacao
reduzida da dor. O ato de cogar ao aliviar a coceira momentaneamente, produz
uma sensacdo dolorosa que faz um feedback negativo que protege a pele
através da modulacdo do prurido pela via sensitiva dolorosa através do
interneurdnio Bhihb5 (Ross et al., 2010).

Hurliman et al. (2017) descreveu o caso de uma paciente de 42 anos
diagnosticada com DM apresentando prurido em couro cabeludo resistente ao
tratamento com corticoides e antihistaminicos. Apds bidpsia do couro cabeludo,
foram descritas alteragdes estruturais e diminuicdo de densidade das fibras
nervosas dermoepidérmicas do couro cabeludo.

Sugeriu-se tratar de uma NPF que se manifestou pelo prurido de dificil

tratamento neste caso e que poderia ser uma possivel manifestagcdo da DM.

Quadro 2 - Subtipos de prurido neuropatico

Localizagao Condicao Representada

- Neuropatias associadas ao prurido

- Prurido pés herpético

Periférica (receptor, nervo e raiz - Prurido braquiorradial

dorsal) - Notalgia parestésica

- Sindrome trofica trigeminal

- Prurido associado a queloide e queimadura

- Mielite transversa inflamatéria

- Hemangioma cavernoso e outras malformagoes
vasculares

. Sindrome de Brown-Séquard pés-traumatica

Medula espinhal

- Acidente vascular isquémico subcortical e de tronco
cerebral

- Desordens inflamatérias desmielinizantes

- Neoplasias

- Desordens paraneoplasicas

- Doenca de Creutzfeldt-Jakob

Cérebro
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3.8.4 Outros sintomas associados ao prurido

Outros sintomas podem estar associados ao prurido, tais como
queimacéo, dor em pontada e formigamento, o que muitas vezes torna dificil para

o proprio paciente distinguir e descrever a sintomatologia.

3.8.5 Opcoes terapéuticas no PCC

A abordagem terapéutica do PCC na DM é a mesma terapia padrao
proposta na DM como uso de corticoides sistémicos ou topicos, antihistaminicos,
imunossupressores e imunoglobulina endovenosa. Contudo a maioria desses
tratamentos falham em aliviar os sintonas em pacientes com PCC (Kolla et al.,
2021).

Alguns relatos recentes sobre novas opgbes terapéuticas como o
naltrexone em doses baixas, plasma rico em plaquetas e apremilast
demonstraram alivio nos sintomas do PCC porém em um numero bastente
reduzido de pacientes sem esclarecer a possivel etiologia do prurido de dificil
controle (Bitar et al., 2019; Charlton et al., 2019).
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4 METODOS
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4.1 Consideracgoes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de Projetos
de pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), sob parecer de numero 4.633.738
(Anexo A). O conteudo desde estudo também foi analisado pelos pacientes ou
por seu responsavel legal durante consulta ambulatorial, por meio do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

4.2 Desenho do estudo

Estudo de caso-controle aninhado a uma coorte.

4.3 Casuistica

4.3.1 Selegcao

Foi feita uma pesquisa na base de dados do HC-FMUSP de todos os
pacientes registrados como portadores de DM nos ambulatorios de
Dermatologia. Destes, todos os pacientes com diagnostico confirmado de DM e
com couro cabeludo sintomaticos foram acompanhados no ambulatério de
colagenoses do departamento de Dermatologia do HC-FMUSP, no periodo de
junho de 2017 a junho de 2019. O diagnéstico de DM foi feito por meio de critérios
clinicos e histopatologicos.

4.3.2 Critérios de inclusao

*Pacientes com diagnostico clinico e histopatologico de DM e que

apresentem prurido e/ou outros sinais e sintomas em couro cabeludo;

*Homens e mulheres com idade igual ou superior a 18 anos.
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* Pacientes capazes de fornecer consentimento informado;

* Pacientes capazes de aderir ao estudo, incluindo exame fisico do couro

cabeludo, dermatoscopia, fotografias e realizagdo de bidpsia.

4.3.3 Critérios de exclusao

® Qutros tipos de doencas do couro cabeludo no local da bidpsia.

* Pacientes imunossuprimidos (histéria de transplantes, céancer,

quimioterapia,esplenectomia, infecgao pelo HIV, tuberculose ativa).

®* Doengas agudas ou crénicas como hipertensdo arterial, enxaqueca
frequente, hiper ou hipotireoidismo n&o estabilizadas ha pelo menos 6 meses.

* Portadores de diabetes mellitus | e |l e neuropatias de qualquer origem.

* Pacientes que aplicaram inje¢cdes ou produtos tdpicos no couro
cabeludo (exemplo: minoxidil, xampu ou logdo antiseborreica, agentes

imunomoduladores ou imunossupressivos) nas ultimas 4 semanas.

® Evidéncia clinica de infec¢gdes secundarias no couro cabeludo, sejam

bacterianas, virais ou fungicas.

® Histéria de alergia a lidocaina.

4.3.4 Amostragem

A populacéo foi definida de acordo com os critérios de incluséo e exclusao
expostos anteriormente, sendo os individuos do grupo da DM selecionados nas
consultas ambulatoriais de rotina. O grupo controle foi formado por voluntarios
saudaveis selecionados do ambulatério de Dermatologia do departamento de
Dermatologia da Universidade de Minnesota-EUA. Foram obtidas duas amostras
de couro cabeludo de cada paciente, das regides occipitais e fronto-parietais.
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4.4 Coleta de dados

Os dados epidemiologicos, parametros clinicos e resultado dos exames
laboratoriais foram coletados a partir das anamneses durante os dois anos de
acompanhamento e através da revisdo do prontuario dos pacientes.Todas as
informacdes foram arquivadas em protocolos de pesquisa préprios do trabalho
(Anexo C).

4.5 Coleta de material para a imunofluorescéncia direta

A fim de se padronizar os locais de bidpsia entre os pacientes e os
controles, considerando-se as variagdes dos padrdes de inervagdo do couro
cabeludo, optou-se por padronizar os locais de bidépsia em 2 locais. A regido
fronto-parietal esquerda, 2 cm acima do lobo da orelha esquerda e na regido
occipital logo acima da protuberancia occipital. Embora essas tenham sido as
referéncias, as biopsias foram guiadas pela dermatoscopia para areas com
sinais de atividade tais como variabilidade de padrbes vasculares, eritema e
descamacgao interfolicular e areas com maior sintomatologia. Apos selecionada
a areada biopsia, prossegui-se com a tricotomia local, antisepsia com solug&o
de clorexidine alcodlica 2%, anestesia local com lidocaina 2% sem
vasoconstrictor e duas biopsias com punch 4mm e posteriormente, o local foi
suturado com fio mononylon 4-0.

Todos os pacientes se enquadraram nos critérios de inclusdo sem
nenhum de exclusdo. Os casos foram biopsiados nos ambulatérios de
Colagenoses do HC-FMUSP e os pacientes usados como controles foram da
base de dados do ambulatorio de Dermatologia da Universidade de Minnesota
(UOM) - EUA.

ApoOs a coleta das biopsias, estas foram imediatamente fixadas na
Solugdo de Zamboni (acido picrico paraformaldeido) a 3-8°C por 24 horas e
depois crioprotegidas em solugao salina de fosfato tamponado (PBS) a 20% de
sacarose pH 7,4%. Os fragmentos biopsiados no Brasil foram enviados pela
CSW transportadora em um prazo de 48 horas para o laboratério de neurologia
da Universidade de Minnesota por meio das especificagbes (IATA DGR com o
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padrao DRSm de temperatura controlada entre 2-8°C).

4.6 Protocolo de realizagao de técnica de imunofluorescéncia direta

As amostras coletadas dos pacientes foram fixadas imediatamente no
meio Zamboni (acido picrico paraformaldeido) “overnight" por 24 horas e
acondicionadas em 20% de sucrose a pH 7.4 em solugao salina de tampéao
fosfato (PBS) entre 4-8°C até o processamento. Apos serem retirados do meio
de coleta, os tecidos foramlavados duas vezes por 15 minutos cada, em agitador
orbital, trocando-se o meio entre cada lavagem. Na etapa do processamento, as
amostras foram orientadas e cortadas perpendicularmente com espessuras que
variam de 50-100 um da superficie do fragmento até sua profundidade com um
criostato a -20°C.

As amostras foram incubadas em solucédo tampé&o contendo Triton X-100
e soro de asno para minimizar uma colorag&o nao especifica. Combinagdes com
varios anticorpos conjugados (Jackson Immuno Research, Inc., West Grove, PA)
foram usadas para fixar as varias estruturas da pele, tais como o marcador pan-
neural para o produto de gene de proteina 9.5 (PGP 9.5) e outros marcadores
comumente utilizados para visualizagao das fibras nervosas como o peptideo
vasoativo intestinal (VIP), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e a substancia P (SP).

Para visualizagdo da membrana basal na jungdo dermoepidérmica e ao
redor dos vasos sanguineos, utilizou-se o colageno tipo IV, para a visualizag&o
da epiderme, o Ulex; para visualizagcdo de mastocitos a triptase e para as células
de Schwann e de Langerhans o S-100. Apos serem incubadas com os primeiros
anticorpos primarios séo fixadas com os anticorpos secundarios conjugados com
os fluoréforos Cy2, Cy3 e Cy5 (Jackson Immuno Research, Inc., West Grove,
PA), e depois cobrindo as laminas silanizadas (4 cortes por lamina) para

visualizagdo no microscopio.
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Figura 5 - Esquema do protocolo para preparo das pegas e realizagdo da imunofluorescéncia
direta.

4.7 Protocolo para microscopia confocal

Uma série de 16-60 imagens de 0,5-5 ym de espessura em sessdes
opticas finas ("z-series") foram adquiridas com lentes objetivas de 40X através
de toda a espessura de cada corte. O acumulo das imagens sucessivas da
superficie da epiderme atéa sua profundidade da uma visao tridimensional de
maneira semelhante a coleta de imagens pela tomografia computadorizada.

Uma vez adquirida as “z-series” as amostras fluorescentes foram
visualizadas utilizando-se filtros apropriados com o sistema de imagem confocal
MRC-500 (Biorad, Boston, MA) com o microscépio Olympus BH-2 equipado com
epifluorescéncia (Lake Success NY) para visualizagao dos fluoréforos Cy2 e Cy3
que fluorescem varias estruturas da pele, como camada basal, vasos
sanguineos, nervos, epiderme e outras estruturas da derme.

Para a contagem das fibras nervosas dermoepidérmicas visualizadas na
série de imagens, utilizou-se o software do programa Neurolucida
(MicroBrightField, Inc., Williston, VT).

4.8 Protocolo de contagem das fibras nervosas dermoepidérmicas
(FNE) pela microscopia confocal

Para contagem das FNE utilizou-se ldminas com as segdes triplamente
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fixadas pelo PGP 9.5 para os nervos, colageno IV para a membrana basal e Ulex

para a

epiderme. Foram marcadas por compostos que fluorescem com

diferentes comprimentos de onda, sendo possivel observar diretamente as fibras

nervosas dermoepidérmicas (FNE) que penetram e cruzam a membrana basal

e progridem pela epiderme, podendo ser por fim quantificadas.

A contagem das FNE das envolve 3 etapas:

1

2.

A

. Adquirir as imagens em preto e branco;

Fundir as imagens para adquirir as imagens “Z-series” coloridas que
sao fotos de cadacorte do tecido que vao aumentando em profundidade
que dao a completa nog¢ao da varredura, corte a corte, das 16 séries de
imagens fotografadas.

. Tragar as FNE das imagens fundidas no programa Neurolucida

(MicroBrightField, Inc.,Williston, VT) e depois extrair essas informacdes
no Neurolucida Explorer. Apds tracar e contar as FNE, calculou-se a
densidade das fibras nervosas.

Fonte: Kennedy lab

Figura 6- Regras de contagem das FNE.

Para que a contagem seja realizada de maneira acurada e eficaz, faz-se

necessario criar alguns padrdes de contagem, como 0s que se seguem abaixo:

1.

3.

Contar cada nervo que cruza a membrana basal. As FNE geralmente
se ramificam do plexo neural subepidérmico que se localiza logo abaixo
da membrana basal. Caso a ramificagdo ocorra apds 0 nervo cruzar a

membrana basal, deve-se contar como 1 FNE (Ex: A, B e E);

Se houve uma ramificagao logo abaixo ou na altura da camada basal,

deve-se contarcomo 2 FNEs (Ex: C e D);

Nervos que se aproximam da camada basal, porém nao a cruzam, nao
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devem ser contados (Ex: F);

4. Fragmentos de FNE que n&o cruzaram a membrana basal ndo devem

ser contados.

Para o calculo final das densidades das FNE, para cada corte de lamina
contamos quantas FNE cruzaram a zona da membrana basal e dividimos pelo
comprimento que essas fibras atingiam, contabilizando assim quantas FNE

existiam por milimetro (mm).

4.9 Analise estatistica

Foram realizadas analises de todos os casos e todos os controles (analise
nao pareada) quanto as densidades, idade e sexo. As analises foram detalhadas
em trés abordagens dos dados, sendo elas: (i) estudo de caso controle
pareado; (ii) analise de regressao linear multivariada, estratificada por tipo (ndo
pareada); e (iii) analise de regressao quantilica, estratificada por tipo. O nivel de
significancia considerado foi de 5% (p<0,05), denotando-se nivel de significancia
de 10% como de significancia limiar (p<0,10). Para analise estatistica utilizamos
o Software: Sta-ta/SE para Mac na verséo 12.0.
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5 RESULTADOS
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5.1 Dados demograficos

No periodo de junho de 2017 a junho de 2019 os pacientes dos
ambulatérios de DM do ambulatério de Dermatologia do HC-FMUSP foram
avaliados quanto a presenca de sintomas no couro cabeludo. Foi realizado
também neste periodo um levantamento de 669 prontuarios de pacientes que
tiveram o diagndstico de DM ou estavam em acompanhamento pela DM entre
os anos de 2010-2019 do ambulatério de Dermatologia do HC-FMUSP.

Foram identificados 100 pacientes em acompanhamento pela doencga,
seja no estagio inicial de tratamento ou j& em processo de remissao e/ou
acompanhamento do quadro. Desse total, 40 pacientes puderam ser
contactados por telefone a fim de estabelecer a presenca de sintomatologia do
couro cabeludo e sua intensidade, sendo que 15 pacientes concordaram em
comparacer ao ambulatério de Dermatologia para exame presencial e realizag&o
de exame clinico, dermatoscopia e biopsia de pele.

Dos 15 pacientes incluidos, 13 eram mulheres (86,66%) e 2 eram homens
(13,33%), com média de idade de 56,73 anos. Em relagédo aos controles sadios,
foram incluidos 12 pacientes sadios do ambulatério de Dermatologia da
Universidade de Minnnesota-EUA, sendo 7 mulheres (58,33%) e 5 homens
(41,66%), com média de idade de 31,58 anos.

Dados clinicos como fototipo, lesbdes clinicas associadas, sinais
inflamatorios e sintomas referidos pelos pacientes foram registrados. Amostras
de individuos controle pareados por sexo, idade e fototipo foram colhidas para
comparagao de resultados.
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Quadro 3- Dados demograficos, diagnodstico e lesdes de couro cabeludo dos casos do HC-

FMUSP
Paciente | Sexo | Idade | Diagnostico Fototipo | lesdes couro cabeludo
1 F 58 DM Amiopética Y, Erltt_ama,_descamagao, rarefacao
capilar difusa leve
L, Eritema, descamacao, rarefacao
2 F 64 | DM primaria I capilar difusa leve,
idiopatica Lo .
poiquilodermia
3 F 67 DM p’rl_marla 11 Eritema, poiquilodermia,
idiopatica
4 F 67 | DM amiopatica I Eritema, descamagdo, alopecia
cicatricial
5 F 60 DM amiopatica v E.r'tem?’ descamagdo, alopecia
cicatricial
DM primaria Eritema, descamacao, alopecia
6 F 59 T 11 L
idiopatica cicatricial
DM primaria ~ - .
7 F 58 idiopatica i Descamacéo, poiquilodermia
8 F 47 DM amiopatica Vv Eritema, poiquilodermia
DM primaria Eritema, descamacao, rarefacao
9 F 65 T \% ; .
idiopatica capilar difusa leve
10 F 60 DM primaria \% Descamacao, poiquilodermia
idiopatica
DM primaria Descamacéao, poiquilodermia,
11 F 45 T 11 = : )
idiopatica rarefagao capilar difusa leve
12 F 65 DM primaria Vv Erltemg, descamacao, alopecia
idiopatica cicatricial
DM primaria Eritema, descamacao, alopecia
13 F 68 A 11 L
idiopatica cicatricial
14 M 20 DM amiopatica i Eritema, descamacgao
15 M 48 DM p’rl_marla 11 Eritema, descamacgao
idiopatica

5.2 Sinais e sintomas ao exame fisico

Os 15 pacientes selecionados para o estudo foram questionados quanto

a intensidade de prurido, através da escala analégica (EVA) (Anexo D) que

mostra uma escala de zero a dez para tal avaliagdo: sendo entre 0-2

considerado prurido leve, 3-7 prurido moderado e 7-10 prurido intenso. Dos 15

pacientes, 86,6% relataram prurido intenso; 6,7% com prurido moderado e 6,7%

com prurido leve.
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Todos os pacientes do presente estudo estavam com o couro cabeludo
sintomatico no momento da bidpsia, logo, observou-se locais com escoriagdes,
descamacdes e por vezes crostas hematicas. Todos os pacientes selecionados
neste estudo estavam em fase de remissdo da DM, ou seja, sem nenhum tipo
de tratamento imunossupressor oral nos ultimos 6 meses ou tratamento tépico
nas ultimas 4 semanas da coleta da bidpsia. Os achados do exame fisico de
todos os casos estdo resumidos no quadro 3.

5.3 Dermatoscopia

A dermatoscopia foi realizada para documentar os achados e guiar todos
oslocais de biopsia. Foram incluidos 15 pacientes no estudo, sendo 13 mulheres
e 2 homens, entre 20-68 anos de idade. Foram realizadas dermatoscopias em
14 das regides fronto-parietais e 15 das regides occipitais de cada paciente. Nao
foi possivel realizar a dermatoscopia e biopsiar a regido fronto-parietal da
paciente de numero 13 por falta de seguimento.

Foi possivel observar um padrdo variavel na morfologia vascular,
predominando o padrao de vasos polimérficos. Nos pacientes que apresentam
prurido mais intenso, areas cicatriciais foram encontradas e um padrao de sal e
pimenta bastante presente entre as dermatoscopias, assim como as crisalidas.

As crisalidas podem significar o aumento do colageno dérmico devido a
fibrose local. Aparecem sobre a luz polarizada como linhas e estruturas brancas
irregulares e brilhantes. Podem estar presentes no melanoma quando na
presenga de outros critérios de lesdo melanocitica, ceratose seborreia e no
carcinoma basocelular (Marques-da-Costa, 2012).

Nos pacientes com visivel diminuicdo do volume capilar, observou-se o
padrao reticular melanocitico, maisprovavelmente devido a menor protecédo a

exposigao solar.
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Figura 7 - Local de biopsia e dermatoscopia de paciente n° 8 regido fronto-parietal. A-Vasos
polimérficos, B-Crisalidas, C- Padrao sal e pimenta.
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Figura 8 - Local de biopsia e dermatoscopia de paciente n°12 regido fronto-parietal. A- Vasos
polimérficos, B- Auséncia de foliculos pilosos, C- Padrao sal e pimenta.
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Figura 9 - Local de biopsia e dermatoscopia de Paciente n°14 regido occipital. A- Vasos
polimoérficos, B- Crisalidas.

Figura 10 - Local de biépsia e dermatoscopia de Paciente n° 15 regido occipital. A- Vasos
polimoérficos, B- Crisalidas.

Nos Quadros abaixo resume-se 0s principais achados dermatoscépicos
dos locais de bidpsia nas regides fronto-parietais e occipitais dos casos.
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Quadro 4 - Achados dermatoscopicos dos locais de bidpsia da regido fronto-parietal. Mulheres
em vermelho e homens em azul.

Paciente

Dermatoscopia da regiao fronto-parietal dos casos
Dermatoscopia

Vasos polimorficos, padrao sal e pimenta

Discreta descamacao interfolicular, lesées melanociticas de padrao reticular

\Vasos polimorficos, padrado sal e pimenta, densidade capilar diminuida

Padrao sal e pimenta, baixa densidade capilar, areas cicatriciais

Telangiectasia, padrao sal e pimenta, baixa densidade capilar, crisalidas

Vasos polimérficos, inimeras crisalidas, padréo sal e pimenta

\Vasos polimoérficos, padrao sal e pimenta, padrdo em pedras de calgamento

Vasos polimorficos, crisalidas, padrao sal e pimenta

Vasos polimorficos, padrao sal e pimenta

Padréo sal e pimenta, lesées melanociticas de padrao reticular

Vasos polimoérficos, padrao sal e pimenta, crisalidas

ol 2 3] ©f o] N of o &) wf | =

Vasos polimérficos, auséncia de foliculos pilosos, padrao sal e pimenta

—
N

Vasos polimorficos, padrao sal e pimenta, crisalidas

—_
(&)

\Vasos polimorficos, crisalidas

Quadro 5- Achados dermatoscopicos dos locais de bidpsia da regido occipital. Mulheres em
vermelho e homens em azul.

Dermatoscopia da regiao occipital dos casos

Paciente Dermatoscopia
1 Vasos polimorficos, descamacao peripilar, areas esbranquigadas
2 Discreta descamacao interfolicular
3 Discreta descamacao peripilar
4 Intensa descamagao interfolicular, padréo de sal e pimenta
5 Vasos polimorficos, padrao sal e pimenta, baixa densidade capilar, crisalidas
6 Vasos polimérficos, inimeras crisalidas, padrao sal e pimenta
7 Vasos polimoérficos, padrado sal e pimenta, padrdo em pedras de calgamento
8 Vasos polimoérficos, padrao sal e pimenta, crisalidas
9 padrao sal e pimenta, crisalidas
10 Padréo em pedras de calgcamento, padréo sal e pimenta
11 Vasos polimoérficos, padrao sal e pimenta, crisalidas
12 Vasos polimorficos, crisalidas
13 Vasos polimorficos, crisalidas
14 Vasos polimorficos, crisalidas
15 Vasos polimorficos, crisalidas
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5.4 Imunofluorescéncia direta e microscopia confocal

Apos 48 horas do envio das amostras para os Estados Unidos, o material
foi recebido no laboratério "Kennedy Lab" no setor de Neurologia da
Universidade de Minnesota, pessoalmente pelo pesquisador e pelo técnico do
laboratdrio que se certificaram da qualidade e manutencédo da temperatura das
amostras. Foram incluidos 15 pacientes no estudo, sendo 13 mulheres e 2
homens, entre 20-68 anos de idade. Foram realizadas 14 biépsias com punch 4
mm das regides fronto-parietais e 15 das regides occipitais de cada paciente
sintomatico. Nao foi possivel biopsiar a regido fronto-parietal da paciente de
numero 13 por falta de seguimento.

Para visualizagdo e contagem das FNE, para cada caso foram
confeccionadas 2 laminas, uma da regidao fronto-parietal e outra da regiédo
occipital, cada uma com 4 cortes. O tempo necessario para a aquisicao das
imagens por lamina foi de 4 horas.

Apdés a aquisicdo das imagens utilizou-se o programa Neurolucida
Neurolucida (MicroBrightField, Inc., Williston, VT). O processo de contagem e
recontagem das fibras nervosase leitura das informagdes pelo Neurolucida
Explorer levou em média 3 horas por lamina.

Totalizando 203 horas para aquisicdo das imagens e contagem dos
nervos, processo este que foi realizado durante dois meses e meio pelo
pesquisador no laboratério de neurologia da Universidade de Minnesota.

Para usar como controle utilizou-se a base de dados da Universidade de
Minnesota com 12 controles sadios, sendo 7 mulheres e 5 homens, com 20-33

anos.
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CONTROLE

EPIDERME

PGP 9.5 DERMATOMIOSITE

Figura 11 - Microscopia confocal e IF direta. Comparativo entre as densidades das FNE entre o
controle (Figura de cima) com FNE em quantidade normal e um paciente com DM e prurido de
couro cabeludo (Figura de baixo), mostrando as FNE quase ausentes na epiderme. Aumento

20X.

DERMATOMIOSITE

Figura 12- Microscopia confocal e IF direta de regido Fronto-parietal de paciente n° 3.
Praticamente auséncia de FNE na epiderme (feixes verdes sob a colocagdoazul) e morfologia
andmala dos feixes do plexo neural subepidérmico PNS (verde claro). Coloragdes Col IV
(marcando a membrana basal em vermelho), rPGP(pan marcador neuralem verde), ULEX
(marcando a epiderme em azul). Aumento 20X.



FNE AUSENTES

/\

Figura 13- Microscopia confocal e IF direta de regido occipital de paciente n°® 6. Completa
auséncia de FNE na epiderme (feixes verdes sob a coloragao azul) e morfologia anémala (feixes
espessos, emaranhado de fibras nervosas sem ramificagbes para epiderme) dos feixes do plexo
neural subepidérmico PNS (verde claro/amarelo), rPGP-Cy3 (pan marcador neuralem verde),
ULEX (marcando a epiderme em azul). Aumento 40X.

Figura 14- Microscopia confocal e IF direta de um controle. Presenca das FNE na epiderme
(feixes vermelhos) sobre uma coloragéo azul (epiderme) e morfologia normal (feixes finos com
ramificagbes nervosas no seu trajeto para epiderme) dos feixes do plexo neural subepidérmico
PNS(verde claro/amarelo). Coloragdes Col IV (marcando a membrana basal em vermelho),
rPGP(pan marcador neural em verde), ULEX (marcando a epiderme em azul). Aumento 20X.
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5.5 Contagem das FNE

A contagem das FNE nos casos foi realizada pelo pesquisador, para os
controles utilizou-se a base de dados do laboratério de neurologia "Kennedy Lab”

da Universidasde de Minnesota, que seguem abaixo:

Quadro 6- Densidade das FNE em regi&o fronto-parietal de controles saudaveis

Controles saudaveis fibras nervosas dermoepidérmicas (FNE)

Densidade

Paciente Localizagao FNE/mm) Idade Sexo
Fronto-parietal Fronto-parietal Fronto-parietal Fronto-parietal
1 Fronto-parietal 49,8 43 F
2 Fronto-parietal 34,7 26 F
3 Fronto-parietal 27,5 25 F
4 Fronto-parietal 27,1 33 F
5 Fronto-parietal 35,4 23 F
6 Fronto-parietal 55,8 21 F
7 Fronto-parietal 50,2 44 F
8 Fronto-parietal 77,5 29 M
9 Fronto-parietal 63,2 29 M
10 Fronto-parietal 42,5 28 M
11 Fronto-parietal 70,7 23 M
12 Fronto-parietal 70,1 55 M
Fronto-parietal Fronto-parietal Fronto-parietal Fronto-parietal
Média feminina Fronto-parietal 40,0714285714286 | 30,7142857142857 F
mal\giﬂil?na Fronto-parietal 64,8 32,8 M




Quadro 7- Densidade das FNE em regi&o occipital de controles saudaveis

Controles saudaveis fibras nervosas dermoepidérmicas (FNE)
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Paciente Localizagéo Densidade FNE/mm) Idade Sexo
Occipital Occipital Occipital Occipital
1 Occipital 66,2 43 F
2 Occipital 69,7 26 F
3 Occipital 120,7 25 F
4 Occipital 162,4 33 F
5 Occipital 102,2 23 F
6 Occipital 68,3 21 F
7 Occipital 50,2 44 F
8 Occipital 120,4 29 M
9 Occipital 97,5 29 M
10 Occipital 84,9 28 M
1 Occipital 121,6 23 M
12 Occipital 132,9 55 M
Occipital Occipital Occipital Occipital
Média feminina Occipital 91,3857142857143 30,7142857142857 F
Média masculina Occipital 111,46 32,8 M
Quadro 8- Densidade das FNE em regi&o fronto-parietal dos casos
Paciente Localizagdo |Densidade FNE/mm) Idade Sexo Fototipo
1 Fronto-parietal 23,412 58 F v
2 Fronto-parietal 55,256 64 F ]|
3 Fronto-parietal 6,205 67 F ]
4 Fronto-parietal 7,1415 67 F ]|
5 Fronto-parietal 8,320 60 F \")
6 Fronto-parietal 4,909 59 F ]
7 Fronto-parietal 12,041 58 F ]|
8 Fronto-parietal 9,859 47 F \)
9 Fronto-parietal 2,418 65 F v
10 Fronto-parietal 26,328 60 F v
11 Fronto-parietal 1,499 45 F 1l
12 Fronto-parietal 7,455 65 F v
13 Fronto-parietal Nao coletada 68 F ]|
14 Fronto-parietal 10,694 20 M 1]
15 Fronto-parietal 12,128 48 M 1]
Média feminina Fronto-parietal | 14,9857727272727 |59,58333333333 F
Média masculina | Fronto-parietal 11,411 34 M
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Quadro 9- Densidade das FNE em regi&o occipital dos casos

Paciente Localizagao Densidade FNE/mm) Idade Sexo| Fototipo

1 Occipital 18,435 58 F v

Occipital 54,920 64 F ]
3 Occipital 30,484 67 F ]
4 Occipital 3,622 67 F [}
5 Occipital 5,342 60 F v
6 Occipital 0,911 59 F ]
7 Occipital 14,848 58 F [}
8 Occipital 15,192 47 F \)
9 Occipital 6,694 65 F \")
10 Occipital 20,778 60 F \%
11 Occipital 10,075 45 F [}
12 Occipital 1,363 65 F Vv
13 Occipital 26,231 68 F [}
14 Occipital 18,475 20 M [}
15 Occipital 12,296 48 M [}

Média feminina Occipital 16,0688461538462 | 60,2307692307692
Média masculina Occipital 15,3855 34

5.6 Analise estatistica da densidade das FNE

| - Andlise de todos os casos e todos os controles (analise nao pareada)

Métodos: foram comparados casos e controles quanto as densidades,
idade e sexo, segundo o tipo. Para comparacéo de médias foi utilizado teste t de
Student para dados independentes (ndo pareados); para comparagao de
medianas foi utilizado o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para dados
independentes (nao pareados). Propor¢des de cada sexo para casos e controles
foram comparadas por meio de teste exato de Fisher. O nivelde significancia
adotado foi 5%. Além disso, foi apresentado o valor médio e o valor minimo para
densidade e idade. A analise grafica foi realizada por meio de graficos boxplot,

para densidade (estratificada por sexo) e idade.
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Tabela 1 — Analise do estudo de casos e controles quanto as densidades, idade e sexo. Valor
maximo, minimo, média e mediana

Occipital
Valor de p Valor de p

Estatisticas Fronto-Parietal

Densidade

Minimo;Maximo

Médiat+DP <0,001
MedianazlIQ <0,001
Idade

Minimo;Maximo -
Médiat+DP <0,001
MedianazllQ <0,001
Sexo

Masculino

(n:%) 0,185

Feminino (n; %)

DP=Desvio-Padrao; lIQ=Intervalo interquartilico. Resultados: Casos e controles foram diferentes quanto a
idade p<0,001), Independente do tipo. N&do ocorreu diferenga por sexo (p>0,05)

100
L

valor

o | . .
w0
o ; i
fronto-parietal occipital fronto-parietal occipital
controle caso

Figura 15 - Box-plot de valores de densidade para casos e controles, segundo tipo.
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Figura 16 - Box-plot de idade para casos e controles

Il - Abordagem 1: Estudo de caso controle pareado

Métodos

Considerou-se que o pareamento deveria ser realizado por sexo e idade
(diferenga entre idades de casos e controles ndo ultrapassando dez anos) e
deveria ser feito pareamento 1:1 (1 caso para 1 controle). Em seguida, os testes
t de Student para amostras dependentes e de postos de Wilcoxon para amostras
dependentes foram utilizados para comparacao de densidades. O nivel de
significancia considerado foi de 5% (p<0,05), denotando-se nivel de significancia
de 10% como de significancia limiar (p<0,10).

Para ilustracdo e visualizagcao dos resultados, foi elaborado boxplot de

densidades, para casos e controles, por tipo.

Resultados

Foi possivel obter 4 pares de 1 caso para 1 controle para comparacgao,
sendo 2 pares do sexo feminino e 2 pares do sexo masculino. Os dados
encontram-se no Quadro 10.

Inicialmente, observou-se que casos e controles nao diferiam em termos
de idade: enquanto alguns casos tinham média de idade 41,25 (+12,3), os
controles tinham média de idade 40 anos (£12,4), sem significancia estatistica

(p=0,438), indicando homogeneidade nas comparag¢des. Quanto a idade
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mediana, também nao se revelou diferente (p=0,581), sendo43,5 anos para
casos e 46 anos para controles. As densidades médias foram diferentes, tanto
em se tratando da regido occipital ou fronto-parietal, conforme Tabela 10
(p<0,05). Ja no caso das medianas, foram diferentes ao nivel de significancia de
10% (p<0,10).

Tabela 2 — Analise do estudo de casos e controles apds pareamento quanto a densidade. Valor
maximo, minimo, média e mediana

Estatisticas Fronto-Parietal (n=4) Occipital (n=4)
Densidade Caso Controle Valordep Caso Controle Valor de p
Minimo; 15121 502;1329  —  10,1;185 50,2; 1329
maximo

MédiatDP 8,5t4,8 60,2+11,8 0,002 14,04£3,6 92,7+40,7 0,029

MedianazllQ 10,3%5,7 60,2+20,4 0,068 13,7£5,65  93,9+69,05 0,068

Nota: DP=desvio padréo; lIQ=intervalo interquartilico

100
1

Densidades

50
1

= =

FP OoCcC
||:| densidade_controle [ densidade_caso I

Figura 17— Box—plot de densidades na regido fronto-parietal (RFP) e regido occipital(OCC) para
casos e controles
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Quadro 10- Estudo caso controle pareado. Formagéo de 4 pares de 1 caso para 1 controle para
comparacgao, sendo 2 pares do sexo feminino e 2 pares do sexo masculino.

Identificagdo Densidade Densidade Identificagdo Regido Idade caso Idade Sexo
Controle controle caso caso controle
7 50.2 9.859 8 RFP 47 44 F
1 49.8 1.499 11 RFP 43 45 F
11 70.7 10.694 14 RFP 20 23 M
12 70.1 12.128 15 RFP 48 55 M
7 50.2 15.192 8 ROCC 47 44 F
1 66.2 10.075 11 ROCC 45 43 F
11 121.6 18.475 14 ROCC 20 23 M
12 132.9 12.296 15 ROCC 48 55 M

Nota: RFP=Regiao fronto-parietal; ROCC=Regi&o occipital

A abordagem por caso controle pareado foi limitada pelo n&o
aproveitamento de todos os casos, tendo em vista os critérios de pareamento
julgados razoaveis para a presente pesquisa. Observa-se ainda que, devido ao
pequeno numero de casos, nao houve poder estatistico para identificar
diferencas entre as medianas, para além da tendéncia estatistica (p<0,10).
Contudo, a observacdo da comparagao das médias e dos valores minimos e
maximos nos indicam que existe uma diferenga importante de densidades entre

casos e controles.

lll - Abordagem 2: Anadlise de regressao linear multivariada, estratificada

por tipo (ndao pareada)

Métodos

Para cada tipo (occipital ou fronto-parietal) foi realizada analise de
regressao linear multiplapara valores de densidade, com vistas a identificar os
fatores, dentre os quais: sexo, idade e situacao do individuo (caso/controle). O
intercepto representa quanto varia o valor médio da densidade quando se
compara o grupo de mulheres com o de homens (categoriade referéncia);
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quando ocorre o acréscimo de um ano na idade; e quando se compara casos €
controles (categoria de referéncia).

O teste de Wald para analise das significancias individuais dos
coeficientes foi considerado. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Quadro 11- Analise de regresséo linear multivariada, estratificada por tipo (ndo pareada) quanto
a variagao da média para avaliar quais dos fatores entre Idade, sexo e ser caso ou controle
podem influenciar na densidade de maneira significativa estatisticamente.

Fronto-parietal Occipital
Variaveis Coeficiente (IC95%) |Valorde p| Coeficiente (IC95%) | Valor de p
Idade (intervalar) - 0,68 (0,01; 1,34) 0,048 - 0,18 (-0,77; 1,13) 0,695
sexo feminino (ref: -18,2 (-36,0; -0,45) 0,045 -14,3 (-39,6; 10,9) 0,252
masc)
Caso (ref: controle) -43,8 (-64,9; -22,7) <0,001 -85,3 (-115; -55,3) <0,001

Nota: IC= Intervalo de confianca

Em se tratando de densidade fronto-parietal, o coeficiente de 0,68 indica
que a densidade média é diminuida em 0,68 a cada ano que se avanga na idade
(p=0,048). Ser do sexo feminino implica densidade média diminuida em 18,2
pontos comparativamente aos homens (p=0,045). Ser um caso, comparado a
ser um controle implica densidade média inferior em 43,8 na regido fronto-
parietal (p<0,001) e -85,3 na regiao occipital (p<0,001).

Como se trata de uma analise multivariada, esses efeitos s&o
independentes e n&o sofrem efeitos de fatores de confusdo. Em se tratando da
densidade occipital, ndo foi identificado efeito independente de idade e sexo,
mas foi identificado efeito de ser caso comparativamente a ser um controle: ser
um caso, comparado a ser um controle implica densidade média inferior em 85,3
(p<0,001).

IV - Abordagem 3: Analise de regressao quantilica, estratificada por tipo

Métodos

A diferenga desta abordagem (Abordagem 3) em relagdo a abordagem

anterior (Abordagem 2) consistiu em realizar a regressdo quantilica (n&o
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paramétrica) em vez da regressao linear. Dessa forma, o intercepto representa
quanto varia o valor mediano da densidade quando se compara o grupo de
mulheres com o de homens (categoria de referéncia); quando ocorre o acréscimo
de um ano na idade; e quando se compara casos e controles (categoria de
referéncia).

Assim, como na Abordagem 2, para cada tipo (occipital ou fronto-parietal)
foi realizada analise de regressao quantilica multipla para valores de densidade,
com vistas a identificar quais os fatores, dentre os quais sexo, idade, e situagao
do individuo (caso/controle) estariam independentemente associados aos
valores de densidade. O intercepto representa quanto varia o valor mediano da
densidade quando se compara o grupo de mulheres com o de homens (categoria
de referéncia); quando ocorre o acréscimo de um ano na idade; e quando se
compara casos e controles (categoria de referéncia).

O teste de Wald para analise das significancias individuais dos
coeficientes de regressao quantilica também foi considerado. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e de tendéncia a significancia estatistica, de 10%

(significancia limiar).

Quadro 12- Analise de regresséao quantilica, estratificada por tipo quanto a variagdo da mediana
para avaliar quais dos fatores entre ldade, sexo e ser caso ou controle podem influenciar na
densidade de maneira significativa estatisticamente.

Fronto-parietal Occipital
Variaveis Coeficiente (IC95%) | Valor de p | Coeficiente (IC95%) |Valor de p
Idade (intervalar) -0,45 (-0,20; 1,11) 0,163 -0,17 (-1,31; 0,99) 0,762
sexo feminino (ref: -20,6 (-41,2; -0,06) 0,051 41 (-41,0;327) | 0,816
masc)
Caso (ref: controle) -43,9 (-64,0; -23,9) <0,001 -88,4 (-124; -52,5) <0,001

Nota: IC= Intervalo de confianca

A regressdo quantilica evidenciou achados muito semelhantes aos da
regressao linear,com exceg¢ao a perda de significancia estatistica de idade e
sexo no caso da densidade fronto-parietal. Em se tratando de densidade fronto-
parietal, ser do sexo feminino implica densidade mediana diminuida em 20,6

comparativamente aos homens, mas com significancia limiar (p=0,051). Ser um
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caso, comparado a ser um controle, implica densidade mediana inferior em 43,9
se comparado com um controle (p<0,001). Como se trata de uma analise
multivariada, esses efeitos sao independentes e ndo sofrem influénciade fatores
de confusdo. Em se tratando da densidade occipital, ser um caso, comparado a
ser um controle implica densidade mediana inferior em 88,4 (p<0,001).

Conclusoes

Ser caso, esta associado a menor densidade, em ambos os tipos,
independente de sexo e idade. Todas as analises realizadas convergem para
essa observacdo. Contudo, vale ressaltar que devido a raridade dos casos, ao
alto custo para a realizagao da pesquisa e pela falta de pareamento por sexo e
idade para todos os casos, consideramos esses fatores como uma limitagao do
nosso trabalho.

Quanto a morfologia das fibras nervosas do plexo neural subepidérmico,
quando comparados ao grupo controle, em todos os pacientes foram observadas
alteracbes estruturais do plexo subepidérmico que se mostraram com feixes
mais espessos e aleatoriamente dispostos na derme, edema neural e
ramificacbes minimas para a epiderme. Enquanto que o plexo subepidérmico
neural nos controles apresentavam-se sem espessamentos e sem edema

neural, com ramificagdes frequentes de fibras nersosas em diregdo a epiderme.
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Dentre as manifestagbes cutaneas da DM, o envolvimento do couro
cabeludo é classicamente relatado na literatura, podendo estar presente em até
82% dos pacientes com DM (Kasteler; Callen, 1994). Jasso-Olivares et al. (2017)
em relato de 31 pacientes com DM e acometimento do couro cabeludo,
descreveu que 70,8% dos pacientes apresentavam prurido do couro cabeludo.
Peloro et al. (2001) em relato de 16 pacientes com DM juvenil, descreveu que
até 38% dos pacientes poderiam apresentar prurido intenso do couro cabeludo.
Em estudo retrospectivo com 24 pacientes com DM, Tilstra et al. (2009) relatou
que o couro cabeludo foi acometido em 63% e entre as pacientes do sexo
feminino, 33% apresentavam alopecia nao cicatricial. Dos 11 pacientes tratados
sistemicamente, embora alguns tenham melhorado das lesdes cutaneas, todos
mostraram-se resistentes quanto a involugao do prurido do couro cabeludo.

O fato de pacientes manterem o prurido mesmo apods tratamentos
convencionais na DM como anti-histaminicos, corticoides topicos e sistémicos e
possuirem um componente neuropatico no prurido como formigamentos e dor
em pontadas de dificil controle, levantou-se o questionamento do envolvimento
neurologico na etiologia do prurido nesses pacientes.

Existem poucos estudos na literatura sobre a densidade das FNE em
diversas doencas associadas a NPF devido aos altos custos e pela
complexidade para a obteng&o dos dados. Apenas um unico estudo descreveu
os dados epidemiologicos da NPF, sendo a incidéncia de 12 para cada
100.000/ano e prevaléncia de 53 casos por 100.000 habitantes (Peters et al.,
2013)

Hurliman et al. (2017) pela primeira vez, levantou a hip6tese de que
pacientes com o diagnostico de DM e com caracteristicas neuropaticas do
prurido de dificil controle pudesse ser devido a uma neuropatia de pequenas
fibras dermoepidérmicas, contribuindo como uma possivel causa dos sintomas
e explicando a refratariedade ao tratamento convencional com anti-histaminicos
e corticoides tépicos e sistémicos.

Estes autores relatam o caso de um paciente de 42 anos de idade com
DM e prurido de couro cabeludo de dificil controle no qual a bidpsia e estudo das
fibras nervosas por microscopia confocal e imunofluorescéncia direta

demonstrou uma distribuicdo e morfologia anormais das fibras nervosas
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dermoepidérmicas com varios aglomerados de nervos, tipo em conta de rosario,
e densidade média das FNE/mm 100 vezes menor quando comparado ao
controle. Na conclusdo, aventou-se a possibilidade de se tratar de uma
neuropatia de pequenas fibras e que o tratamento fosse direcionado para esta
condicao para ser mais efetivo.

A biopsia cutédnea se tornou uma ferramenta importante na investigagao
das fibras nervosas dermoepidérmicas, ja que alteragbes n&o sdo detectaveis
através dos testes neurofisioldgicos convencionais. Questionava-se, inclusive, a
existéncia de fibras nervosas na regido da epiderme. Apenas apos a descoberta
do marcador pan-neural, o produto de gene de proteina 9.5, se tornou possivel
o reconhecimento da existéncia de fibras nervosas dermoepidérmicas e a
consequente investigacao da neuropatia de pequenas fibras (Lauria, 1999).

Devigili et al. (2008) descreveram os critérios diagnosticos para a
neuropatia de pequenas fibras nervosas (NPF), sendo diagndsticos quando
presentes pelo menos 2 de 3: (i) diminuicao de sensibilidade tatil ou térmica e/ou
alodinea/hiperalgesia, (ii) teste de sensibilidade anormal ao calor e ao frio (iii)
diminuicdo de densidade das FNE. De todos os trés critérios, a densidade das
FNE é o critério mais aceito para embasar o diagnostico da neuropatia de
pequenas fibras (Gwathmey, 2017). Sabe-se que na anatomia normal, as fibras
nervosas no couro cabeludo se organizam em pequenos feixes nervosos
uniformes, localizados logo abaixo da jungdo dermoepidérmica, chamado de
plexo subepidérmico, que de la emergem ramificagbes para a epiderme
(Provitera et al., 2007). A NPF se da pela destruicao e consequente diminuigao
na densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas. Os sintomas incluem,
prurido de dificil controle, formigamentos e dor em pontadas.

No presente estudo, todos os pacientes estudados do grupo caso
apresentaram todos os critérios para NPF e uma diminuicdo importante e
estatisticamente significativa da densidade das FNE, independente de sexo e
idade. A morfologia também se encontrava bastante alterada, com emaranhados
de nervos espessos no plexo subepidérmico, edema axonal e poucas
ramificagdes para a epiderme. Dentre as FNE, foi encontrada baixa densidade e
pouca ramificagao entre elas, corroborando com os achados de Hurliman et al.
(2017).
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Dentre as causas da NPF temos o diabetes mellitus como a causa mais
comum, se apresentando com perda de sensibilidade tatil e térmica ascendente,
comegando pelos pés e subindo pelos membros inferiores na medida em que
houver progressdo da doencga, além disso, apresenta uma regeneragao mais
lenta das FNE apds teste com a capsaicina, o que denota uma recuperagao mais
lenta quando comparamos com os controles normais (Andersson et al., 2016;
Lauria et al., 2009).

Smith et al. (2001) realizaram o estudo de densidade das FNE em 6
pacientes com neuropatia associada ao diabetes e a intolerancia a glicose, e
encontraram uma diminuigdo na densidade das FNE da regido lateral de maléolo
em relagao aos controles saudaveis (3.2 + 2.3 versus 9.6 + 2.5, p<0.001).

Devigili et al. (2008) definiram em controles saudaveis o valor de corte da
densidadedas FNE na regido da coxa em 12.8 FNE/mm e 10 cm acima do
maléolo lateral em 7.63 FNE/mm com especificidade de 57,5 e 90% e
sensibilidade de 95.5 e 82,8% respectivamente. A densidade das FNE estava
diminuida em 88% dos pacientes com sinais clinicos de NPF, dentre os quais a
etiologia variou entre (diabetes, intolerancia a glicose, doenga de Sjégren, artrite
psoriasica, hipotireoidismo e gamopatia monoclonal, causas indeterminadas).

Além do diabetes mellitus, existem outras causas importantes relatadas
na literatura de NPF. No grupo das neuropatias imunomediadas tem-se o lupus
eritematoso, sindrome de Sjogren, artrite reumatoide, psoriase e doencga celiaca,
(Zhou, 2019; Gwathmey, 2017; Tseng et al., 2006)

Dentre as causas infecciosas a infeccéo pelo HIV € também causa de NPF
dolorosa, diminuigdo de densidade e morfologia alterada das FNE (Saperstein,
2020; Herrmann et al., 2004) e a hanseniase (Antunes et al., 2003).

Demais causas relatadas na literatura sao o hipotireoidismo (Orstavik et
al., 2006), uso prolongando de drogas neurotdxicas, incluindo os antiretrovirais,
bortezomibe, flecainide, metronidazol, nitrofurantoina, linezolida, estatinas e
alcoolismo (Saperstein, 2020; Chao et al., 2008).

Até o momento ndo existe nenhum estudo até o presente momento que
classifique a dermatomiosite como uma possivel causa de NPF (Peters et al.,
2013; Gwathmey, 2017).

O presente estudo demonstrou uma diminuicdo estatisticamente

significativa da densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas nas regides
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fronto-parietais e occipitais de pacientes com DM e prurido de dificil controle.
Desta maneira podemos sugerir a possibilidade de classificar a DM como uma
possivel causa de NPF e que a natureza do prurido que acomete esses
pacientes pode ser de origem neuropatica.

A abordagem terapéutica do prurido neuropatico nas NPF abrange o uso
de antidepressivos (amitriptilina, nortriptilina), inibidores da recaptagdo de
serotonina (venlafaxina, duloxetina) ou voltada para os receptores vaniloides
TRVP1, como a capsaicina e aos analogos do GABA (Acido gama-
aminobutirico), como a gabapentina e pregabalina (Gwathmey, 2017).

A classificagdo da DM como uma possivel causa de NPF abriu também o
leque de opgdes terapéuticas para o prurido de dificil controle nesses pacientes.
Logo, utilizar uma semelhante abordagem terapéutica usada no alivio dos
sintomas das NPF nos pacientes com DM e prurido de dificil controle pode ser
eficaz em minimizar os sintomas nesses pacientes com melhora na qualidade de
vida (Peters et al., 2013; Gwathmey, 2017).
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Pacientes com DM e couro cabeludo sintomatico apresentaram menor
densidade das fibras nervosas dermoepidérmicas quando
comparados ao grupo controle, tanto na regido fronto-parietal quanto
na regido occipital do couro cabeludo, bem como alteragbes
estruturais da inervacdo dermoepidérmica avaliada pela

imunofluorescéncia direta e microscopia confocal.

A amostra de pacientes com DM foi composta com predominio de
mulheres (86,7%) com média de idade foi de 60,23 anos e nos homens
(13,3%), a média de idade foi de 34 anos. Estes dados estao de acordo

com os achados da literatura.

Os achados dermatoscopicos incluiram manifestagdes vasculares
polimorficas e o padréo de sal e pimenta. As manifestagdes vasculares
polimorficas sdo achados sobreponiveis com os relatados na literatura,
ja o padrao de sal e pimenta sdo dados novos ainda nao relatados na

DM com envolvimento de couro cabeludo.

As alteragdes estruturais da inervacdo dermoepidérmica associadas
as manifestagdes clinicas de pacientes com DM e envolvimento do
couro cabeludo sugerem que a neuropatia de pequenas fibras possa
ser uma manifestagcado do espectro clinico da DM.
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ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

= ~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE %@P«m
A MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo morfoldgica, quantificagédo de fibras nervosas dermoepidérmicas e analise
dos neuropeptideos no couro cabeludo sintomatico de pacientes com dermatomiosite

Pesquisador: RICARDO ROMITI

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 86208118.0.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.633.738

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto para investigar a morfologia das fibras nervosas dermoepidémicas e o papel dos
neuropeptideos como potenciais agentes na etiopatogenia da dermatomiosite. Ser&o incluidos pacientes
(N=20) diagnosticados com dermatomiosite, apresentando lesdes cutdneas em couro cabeludo provenientes
do Servico de Dermatologia do HCFMUSP.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Quantificar e comparar as alteracées morfolégicas de pequenas fibras fibras nervosas dermoepidérmicas
assim como o plexo neuronal subepidérmico nos quadros de prurido de dificil tratamento em pacientes
afetados e ndo afetados com DM, através da microscopia confocal e imunofluoréscencia.

Objetivo Secundario:

1. Descrever os dados clinicos, achados dermatoscépicos e histopatolégicos da nossa

amostra de pacientes com DM e comparar os mesmos dados com a amostra controle.

2. Correlacionar o papel da expressédo dos neuropeptideos CGRP e SP no teste de ELISA com sinais e
sintomas e tempo de doenca.

3. Quantificar e avaliar a morfologia das pequenas fibras nervosas localizadas na epiderme e

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

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@ hc.fm.usp.br
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derme pela imunofluorescéncia e microscopia confocal.
4. Estudar o papel da alteragédo das fibras nervosas e expressédo de neuropeptideos no foliculo piloso e a
patogénese da alopecia n&o cicatricial.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos estéo relacionados com a coleta da bidpsia.

Os beneficios estdo relacionados com a elucidagéao da fisiopatogenia do Prurido em couro cabeludo na
Dermatomiosite.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Nenhum.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
TCLE esta escrito de forma adequada.

Recomendacoes:
Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Todas as adequacoes solicitadas no TCLE foram atendidas. Com isso o protocolo de estudo esta adequado
para aprovagéo.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n°® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrup¢édo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/04/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 984667 pdf 09:47:06
Declaragéo de Carta_Resposta_Romiti.pdf 01/04/2021 |RICARDO ROMITI Aceito
Pesquisadores 09:46:37
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Cronograma Cronograma_Atualizado_Romiti.pdf 01/04/2021 |RICARDO ROMITI Aceito
09:46:22

TCLE / Termos de | TCLE_Romiti_Pablo_atualizado.doc 01/04/2021 |RICARDO ROMITI Aceito

Assentimento / 09:46:07

Justificativa de

Auséncia

Declaracao de Oficio007_Resposta_Romiti.pdf 23/02/2021 |RICARDO ROMITI Aceito

Pesquisadores 08:22:31

Declaragao de Declaracao_Romiti.pdf 23/02/2021 |RICARDO ROMITI Aceito

Pesquisadores 08:22:09

Qutros Termo_uso_dados_Romiti. pdf 23/02/2021 |RICARDO ROMITI Aceito
08:21:35

Qutros Carta_de_compromisso_Doutorado.pdf | 26/03/2018 |RICARDO ROMITI Aceito
11:13:47

Qutros Carta_de_Anuencia. pdf 26/03/2018 |RICARDO ROMITI Aceito
11:09:11

Projeto Detalhado / | Projeto_Romiti.pdf 13/03/2018 |RICARDO ROMITI Aceito

Brochura 18:54:16

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Romiti.pdf 13/03/2018 | RICARDO ROMITI Aceito
18:47:56

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néao

SAO PAULO, 07 de Abril de 2021

Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a))

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

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@ hc.fm.usp.br

Péagina 03 de 03



69

ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Avaliagcdo morfologica, quantificagdo da densidade de
fibras nervosas dermoepidérmicas e analise dos neuropeptideos no couro
cabeludo sintomatico de pacientes com Dermatomiosite

Pesquisador principal — Dr. Ricardo Romiti

Departamento/Instituto - Dermatologia / Instituto Central do Hospital das Clinicas
da USP

Convite a participacao

Convidamos o(a) Sr/Sra. para participar desta pesquisa que realiza um estudo
para uma melhor compreensao dos sintomas do couro cabeludo, como por
exemplo a coceira e dor em pontadas, em pacientes com o diagndstico de
Dermatomiosite (doencga inflamatdria que acomete a pele e/ou musculos das

pessoas).

Justificativa e objetivos do estudo

Em nosso ambulatério, acompanhamos paciente que possuem Dermatomiosite
e manifestam queixas alteracdo de sensibilidade no couro cabeludo como:
pinicacdo, alteracdo na quantidade de suor, ardéncia e sensacdo de
rastejamento no couro cabeludo (como se houvesse algo caminhando no couro
cabeludo) e que em alguns casos nao melhoram com o uso de medicagdes. A
proposta deste estudo é estudar quais mecanismos estdo envolvidos nos
sintomas como coceira, ardéncia e pinicagdo para compreender melhor esse
processo, objetivando no futuro ampliar as opgdes de tratamento para esses

sintomas.

Nome resumido do projeto: Avaliagdo morfolégica e quantificagéo da
densidade de
fibras nervosas dermoepidérmicas

- - " - Confidencial
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versao 1.2 de 01 de abril de

2021

Nome do pesquisador:Dr. Ricardo Romiti
Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP

Rubrica do Participante da




70

Pesquisa/Rrepresentante legal Rubrica do Investigador
Responsavel

Procedimentos que serao realizados e métodos que serao empregados

Nesta pesquisa, serdo selecionados pacientes com as seguintes
caracteristicas: Pacientes com diagndstico clinico e histopatolégico de DM e que
apresentem prurido e /ou outros sinais e sintomas em couro cabeludo; Homens
e mulheres com idade igual ou superior a 18 anos; Pacientes capazes de
fornecer consentimento informado; Pacientes capazes de aderir ao estudo que
incluira o exame fisico do couro cabeludo, dermatoscopia (exame realizado
através de uma espécie de lupa que encosta na pele e permite a visualizacéo de
maiores detalhes da pele), fotografias e realizagao de biopsia.

Os critérios de exclusao serao: Pacientes com outros tipos de doengas do
couro cabeludo no local da biépsia; Pacientes imunossuprimidos (historia de
transplantes, céancer, quimioterapia, esplenectomia, infeccdo pelo HIV,
tuberculose ativa). Doengas agudas ou cronicas como hipertensao arterial,
enxaqueca frequente, hiper ou hipotireoidismo nao estabilizadas ha pelo menos
6 meses; Portadores de diabetes mellitus | e Il e neuropatias de qualquer origem;
Pacientes que aplicaram injegbes ou produtos topicos no couro cabeludo
(exemplo: minoxidil, xampu ou logao antiseborreica, agentes imunomoduladores
ou imunossupressivos) nas ultimas 4 semanas; Evidéncia clinica de infec¢des
secundarias no couro cabeludo, sejam bacterianas, virais ou fungicas; Historia
de alergia a lidocaina.

Fotografias digitais serdo feitas no dia da realizacdo da biopsia com
cameras digitais e dermatoscopia das lesdes a serem biopsiadas. As biopsias
serdo realizadas em 2 lugares. Na regiao fronto-parietal esquerda, 2 cm acima
do lobo da orelha esquerda e na regido occipital logo acima da protuberancia
occipital. Essas serao nossas referéncias, contudo o exato local da bidpsia sera
também guiada pela sintomatologia e dermatoscopia do local sem diferir muito

dos pontos pré-determinados acima.

Nome resumido do projeto: Avaliagdo morfolégica e quantificagéo da
densidade de Confidencial
fibras nervosas dermoepidérmicas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido verséo 1.2 de 01 de abril
de 2021

Nome do pesquisador:Dr. Ricardo Romiti
Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP
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Rubrica do Participante da
Pesquisa/Rrepresentante legal Rubrica do Investigador
Responsavel

Os pacientes serao biopsiados no Ambulatério de Dermatologia do Hospital
das Clinicas de Sao Paulo (USP). Apds determinado o exato local da bidpsia
realizaremos a antisepsia local seguida de anestesia local sem vasoconstrictor
par evitar desconforto local seguido de bidpsia com instrumento cirurgico (punch)
de 4mm. Sutura sera realizada com fio Nylon 4.0 e retirada dos pontos apos
cerca de 2 semanas.

Em relagcdo aos possiveis riscos aos participantes da pesquisa, esta
envolve riscos minimos relacionados ao procedimento de biopsia realizada de
forma ambulatorial, podendo causar ardor e dor no local da biopsia e
eventualmente inflamacéo local de pele apds o procedimento.

Estara garantido o sigilo e confidencialidade a todos os participantes.

Em caso de eventuais intercorréncias decorrentes do estudo, os pacientes
serdo atendidos e seguidos no Ambulatério de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade de S&o Paulo.

Em relacdo ao material coletado através de biopsias realizadas no
Ambulatério de Dermatologia do Hospital das Clinicas de Sao Paulo (USP) seréao
enviadas, armazenadas, processadas e analisadas no laboratério "Kennedylab"
do Departamento de Neurologia da Universidade de Minnesota-Estados Unidos
(EUA).

O paciente tem plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar o seu

consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagao alguma.

O participante recebera uma via do termo de consentimento apoés ler,
entender o termo e tirar suas duvidas.

Explicitagdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da
pesquisa e explicitacdo da garantia de indenizagdo por eventuais danos

decorrentes da pesquisa.

Nome resumido do projeto: Avaliagdo morfolégica e quantificagéo da
densidade de
fibras nervosas dermoepidérmicas

Confidencial

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versao 1.2 de 01 de abril de
2021

Nome do pesquisador:Dr. Ricardo Romiti
Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP

Rubrica do Participante da

Pesquisa/Rrepresentante legal Rubrica do Investigador Responsavel
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Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal
investigador é o Dr Ricardo Romiti que pode ser encontrado no enderego Av. Dr.
Eneias de, 255, Telefone(s) 2661-3976 OU 2661-8002, e-mail:
rromiti@hotmail.com. Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548,
(11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Avaliacdo morfoldgica
e quantificagcdo da densidade de fibras nervosas dermoepidérmicas e analise
dos neuropeptideos no couro cabeludo sintomatico de pacientes com
Dermatomiosite”.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Responsavel Dr.
Ricardo Romiti sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Estou de acordo em doar minhas biopsias para que sejam
enviadas para a Universidade de Minnesota-Estados Unidos e que la sejam
armazenadas, processadas e analisadas no laboratorio “kennedylab”. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de consentimento

e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data / /
Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

-- Data / /
Assinatura do responsavel pelo estudo

Nome resumido do projeto: Avaliagdo morfolégica e quantificagéo da
densidade de Confidencial
fibras nervosas dermoepidérmicas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versao 1.2 de 01 de abril de
2021

Nome do pesquisador:Dr. Ricardo Romiti
Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP

Rubrica do Participante da

Pesquisa/Rrepresentante legal Rubrica do Investigador Responsavel



ANEXO C Protocolo de pesquisa dados epidemiolégicos

1) Nome do Paciente:

2) RG HC:

3) Sexo: o Masculino o Feminino

4) ldade:

Dados clinicos

1) Inicio do seguimento:

2) Tempo de seguimento:

3) Comorbidades:

4) Manifestagcdes dermatoldgicas:

5) Intensidade do prurido em couro cabeludo segundo a (EVA)

6) Caracteristicas do prurido em couro cabeludo
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ANEXO D - Escala visual analégica (EVA)

I -EEEEA— |\ T\ S —

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

Questione-o:

a) Se nao tiver prurido, a classificagao é zero.

b) Se o prurido for moderado, seu nivel de referéncia é cinco.

c) Se for intenso, o pior prurido da sua vida, seu nivel de referéncia é dez.
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