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Resumo

Fundamentos: No pénfigo foliaceo (PF), ha producédo de anti-desmogleina (Dsg) 1, com acome-
timento exclusivo da pele. No pénfigo vulgar (PV), ha producéo de anti-Dsg3 na forma mucosa e
de anti-Dsg1 e 3 na forma mucocutanea. Autoanticorpos anti-Dsg3 tém sido raramente relatados
no PF.

Objetivos: Determinar fatores associados a producao e a patogenicidade de anti-Dsg3 no PF.
Métodos: Estudo analitico comparativo de trés grupos de pacientes: 16 PF-anti-Dsg3+, e 42
PF-anti-Dsg3(—) e 22 PV virgens de tratamento. Soro foi utilizado no ELISA anti-Dsg1 e 3, e
no immunoblotting (IB) com extrato de epiderme humana. A expressao das Dsg1 e 3 em cortes
parafinizados foi analisada por imuno-histoquimica (IHQ). Os alelos HLA-DRB1 foram compilados
de banco de dados.

Resultados: No grupo PF-anti-Dsg3+: faixa etaria semelhante a do grupo PV (p>0,9999); pre-
dominio da forma generalizada do PF (p=0,002); titulos de anti-Dsg3 menores do que no PV
(p<0,0001); IB reconheceu Dsg3 em um (8,33%) de 12 pacientes; IHQ mostrou internalizacao
citoplasmatica exclusiva da Dsg1; presenca de alelos HLA-DRB1 de suscetibilidade ao PF, com
auséncia de alelos associados ao PV, nos cinco pacientes tipificados.

Limitacbes do estudo: Maioria dos pacientes do grupo PF-anti-Dsg3+ em tratamento.
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Conclusdo: A presenca de anticorpos anti-Dsg3 no PF esteve relacionada a faixa etaria mais
elevada (comparavel a do PV) e a forma generalizada do PF. A ndo patogenicidade dos anticor-
pos anti-Dsg3 no PF pode ser atribuida aos titulos séricos baixos de anti-Dsg3, a auséncia de
internalizacdo da Dsg3 avaliada pela IHQ e a auséncia de alelos HLA-DRB1 associados ao PV.
© 2024 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Pénfigos sdao doencas autoimunes, cujas bolhas acantoliticas
intraepidérmicas sdo causadas pela deposicao de anticorpos
séricos nas desmogleinas (Dsg), componentes dos desmos-
somos da epiderme.’* O pénfigo vulgar (PV) e o pénfigo
foliaceo (PF) sao prevalentes na regido Sudeste do Brasil.*>
No PV, usualmente, os pacientes sao idosos, com acometi-
mento inicial mucoso, e apresentam autoanticorpos contra
Dsg3. Na forma mucocutanea do PV, também ha producao de
anti-Dsg1. O PF (também conhecido por ‘fogo selvagem’’
[FS] no Brasil) incide no adulto jovem, com acometimento
exclusivo da pele e producao de anti-Dsg1."->As Dsg1 e 3 sao
proteinas transmembrana de 160 kDa e 130 kDa, respectiva-
mente, expressas por genes localizados no cromossomo 18.°
A teoria da compensacao das Dsgs explica o nivel da acan-
tolise intraepidérmica nos pénfigos.” Anticorpos anti-Dsg1
no PF causam acantolise subgranulosa, pois a Dsg1 é mais
expressa nas camadas superiores da epiderme. Ja anticor-
pos anti-Dsg3 causam acantolise suprabasal, uma vez que a
Dsg3 é mais expressa nas camadas inferiores da epiderme
na pele e em todas as camadas da epiderme nas mucosas.
Além disso, como ha menor expressao da Dsg1 nas mucosas,
elas nao sao acometidas pelos anticorpos anti-Dsg1 no PF,
pois a Dsg3 compensa a coesdo da epiderme na mucosa.? A
hipotese da compensacédo das Dsgs para justificar o nivel de
clivagem da acantélise epidérmica relacionada a producao
de anti-Dsg1 e 3 passa a ser rediscutida, ja que a acanto-
lise exclusivamente suprabasal no PV nao seria explicada
na forma mucocutanea, quando anti-Dsg1 também estao
presentes. Outras moléculas-alvo de adesdo da epiderme
passam a ser identificadas na patogénese dos pénfigos,
assim como proteinas mitocondriais, receptores colinérgicos
e outras moléculas que atuam sinergicamente aos anticor-
pos anti-Dsg1 e 3 na acantdlise epidérmica.’~'®Como ambos
PV e PF sao prevalentes na regido Sudeste do Brasil, tem-se
a oportunidade do acompanhamento ambulatorial de vasta
casuistica de doentes.*> Na casuistica de PF, num periodo
de 25 anos, observou-se que 6,64% dos pacientes, além de
positividade para anti-Dsg1, também apresentavam titulos
reativos a Dsg3 ao ELISA, sem, contudo, apresentarem feno-
tipo de les6es mucosas. Assim, tivemos por objetivo analisar
dados clinico-laboratoriais no grupo de pacientes com PF e
reatividade para Dsg3 (PF-anti-Dsg3+). Para tal, trés gru-
pos foram comparados: PF-anti-Dsg3+, PF com negatividade
para anti-Dsg3 e virgens de tratamento [PF-anti-Dsg3(—)]
e PV virgens de tratamento. Por objetivos especificos, (i)
dados demogréficos e clinicos; (ii) evolucao temporal dos
titulos de anti-Dsg1 e 3 por ELISA e reconhecimento das
Dsg1 e 3 por immunoblotting (IB) no grupo PF-anti-Dsg3+;
(iii) expressao das Dsg1 e 3 em biopsias parafinadas de pele
por imuno-histoquimica (IHQ); e (iv) tipificacao dos alelos

HLA-DRB1 associados ao PF e PV nos grupos PF-anti-Dsg3+ e
PF-anti-Dsg3(—) foram avaliados.

Métodos

Trata-se de estudo analitico comparativo de trés grupos. O
banco de amostras do Laboratério de Dermatologia do Hospi-
tal das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto,
da Universidade de Sao Paulo, conta com a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa (Processo HCRP n° 3605/2006).
Os pacientes e individuos controles assinaram o termo de
consentimento por ocasiao da coleta das amostras.

Casuistica

O estudo foi composto por 80 pacientes: 16 PF-anti-Dsg3+,
42 PF-anti-Dsg3(—) e 22 PV. Os achados clinicos foram confir-
mados por exame histopatologico e por imunofluorescéncia
direta (IFD) e/ou imunofluorescéncia indireta (IFl). Os dados
demograficos, clinicos e laboratoriais (anti-Dsg1 e 3 por
ELISA e alelos HLA) foram compilados dos dados registrados
no Laboratério de Dermatologia. No grupo PF-anti-Dsg3+,
trés (20%) dos 15 pacientes (com informacédo sobre o tra-
tamento) estavam sem tratamento no momento da coleta
do sangue, enquanto 42 dos pacientes PF-anti-Dsg3(—) e 22
PV eram virgens de tratamento. Os ensaios de IB foram rea-
lizados com 12 (75%) dos 16 soros do grupo PF-anti-Dsg3+;
alguns pacientes tiveram mais do que uma amostra anali-
sada, coletadas em diferentes tempos. Para a realizacao da
IHQ, cortes de blocos de parafina de quatro pacientes do
grupo PF-anti-Dsg3+ e de um PF-anti-Dsg3(—) foram utiliza-
dos.

ELISA para deteccao de anticorpos IgG contra Dsg1
el

As recomendacdes do fabricante foram seguidas; valores >
20 U/mL, entre 9-20 U/mL e <9 U/mL foram considera-
dos positivos, indeterminados e negativos, respectivamente
(MBL, Nagoya, Japao).

IB com extrato de epiderme humana e soro dos
pacientes

Resumidamente, fragmentos de pele foram incubados por
48 horas em PBS com EDTA (Merck) e PMSF (Sigma-Aldrich)
para a separacao da epiderme e derme. A extracao proteica
da epiderme foi feita com solucao de Tris-HCL, SDS, 2-
mercaptoetanol e, posteriormente, adicionados EDTA, PMSF
e coquetel de inibidores de proteinase (Sigma-Aldrich).
Finalizada a corrida eletroforética, montou-se o gel de
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Tabela 1 Dados demograficos, clinicos e de anticorpos contra Dsg1 e 3 do grupo PF-anti-Dsg3+, comparados aos grupos PF-
-anti-Dsg3(—) e PV
PF-anti-Dsg3+ PF-anti-Dsg3(—) PV P
n=16 n=42 n=22

Género

Masculino 11 26 10 0,296

Feminino 5 16 12
Idade (anos)

Mediana (minimo-maximo) 40,5 (12-74)2 32 (12-71)° 50 (13-72)¢ 2,b0,5361; 2.

>0,9999; £<0,0522

Forma clinica

Localizada 3 24 NA 0,002

Generalizada 13 11

ND 0 7
Tratamento

Virgens de tratamento 2 42 22 NA

Sem tratamento > 60 dias 1

Em tratamento 12

ND

Anti-Dsg1 (UR/L)"

Mediana (25%-75% quartis) 189,0
(135,1-254,5)2
Anti-Dsg3 (UR/L)"

Mediana (25%-75% quartis) 33,1 (23,2-63,0)2

166,9
(121,7-203,7)°

0,688 (0,3-1,6)°

40,94 (3,3-99,4) abQ,4515; a<

<0,0001; ¢ <0,0001

128,6
(56,6-168,6)¢

220,0002; ¢
<0,0001; > <0,0001

# Casuistica: n=16, n=39 e n=21, respectivamente; nivel de corte para positividade > 20 U/mL.

ND, nao disponivel; NA, ndo aplicavel.

poliacrilamida em sandwich com membrana de nitrocelu-
lose 0,45 um (BioRad) para a transferéncia proteica. Apos
bloqueio com 3% de leite desnatado em TBS e lavagens con-
secutivas, as amostras de soro (1:20) foram incubadas as
tiras de nitrocelulose, seguindo-se incubacao com anticorpo
secundario HRP IgG anti-humano (BioRad). Apds lavagens,
reagente de cor (Color-Plus HRP, BioRad) foi adicionado para
a revelacao colorimétrica.

Expressao das Dsgs1 e 3 em amostras parafinadas
por IHQ

Para os ensaios de IHQ, foram seguidas as recomendacées
do fabricante (HRP-Polymer MACH1, Biocare Medical, Con-
cord, CA, USA). Resumidamente, cortes de 5um, apos a
recuperacao antigénica em citrato, inibicdo da peroxidase
endogena e uso da solucao de bloqueio, foram incubados
com anticorpos monoclonais anti-Dsg1 e 3 produzidos em
camundongo (Abcam, MA, USA). Apos lavagens e incubacdes
com Probe e polimero HRP, a reacao foi finalizada com dia-
minobenzidina (DAB).

Analise estatistica

Para a analise estatistica e geracao de graficos, utilizou-
-se o software GraphpPad Prism 9.2.0. As frequéncias
entre os grupos foram analisadas por testes de Fisher
ou Qui-Quadrado, e os dados numéricos, por testes de

Kruskal-Wallis seguido pela comparacao multipla de Dunn.
Considerou-se resultado significante p < 0,05.

Resultados

Dados demograficos e clinicos

N&ao houve diferenca estatistica quanto ao género nos trés
grupos. Quanto a faixa etaria, o grupo PF-anti-Dsg3(—) se
mostrou mais jovem do que o grupo PV (p=0,0522). Nao
houve diferenca estatistica quando comparados os grupos
PF-anti-Dsg3+ com PF-anti-Dsg3(—) e com PV (p=0,5361
e p>0,9999, respectivamente). A forma generalizada pre-
dominou no grupo PF-anti-Dsg3+, comparada ao grupo
PF-anti-Dsg3(—); p=0,002 (Tabela 1).

Dados sorolégicos

Em relacao aos anticorpos anti-Dsg3, o grupo PF-anti-Dsg3+
apresentou titulos menores aos do grupo PV (p<0,0001;
tabela 1). A distribuicdo dos titulos de anti-Dsg3 no grupo
PF-anti-Dsg3+ pode ser vista na figura 1A. A figura 1B mostra
discreta variacdo com o tempo dos titulos de anti-Dsg3 em
seis pacientes.

No IB realizado com soros de 12 pacientes, trés reconhe-
ceram a Dsg1 e um reconheceu a Dsg3 (fig. 2). O PF10, que
reconheceu a Dsg3 no IB, apresentou o segundo maior titulo
de anti-Dsg3 no ELISA (fig. 1A).
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Figura 1  Titulacdo de anti-Dsg1 e 3 por ELISA no grupo PF-anti-Dsg3+. Valores > 20 U/mL, entre 9-20 U/mL e <9 U/mL
foram considerados positivos, indeterminados e negativos, respectivamente (MBL, Jp). (A) Titulacao dos soros dos 16 pacientes no
primeiro atendimento. Pacientes PF5 e PF14: soros coletados enquanto virgens de tratamento; PF6, sem tratamento ha mais de
60 dias; PF3, ndo consta o tratamento; os demais em tratamento. Pacientes PF4, PF5 e PF7: forma clinica localizada; os demais,
forma generalizada. Os simbolos + e ++ acima das barras indicam a positividade do soro no IB (fig. 2). (B) Titulacdo seriada de seis
pacientes. A linha acima do grafico mostra o nimero dos pacientes. Cada simbolo corresponde a uma amostra de soro coletada em
datas consecutivas; as linhas verticais mostram a variagcdo dos titulos (minimo e maximo); e a linha horizontal, a mediana. Observar
a discreta variacao dos titulos de anti-Dsg3.
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Figura 2 Immunoblotting com amostras de soro de 12 pacientes do grupo PF-anti-Dsg3+ (alguns com amostras consecutivas) e
extrato proteico de epiderme humana. Controles positivos correspondem a amostras de pénfigo foliaceo (PF), que reconhecem a
Dsg1 (160 kDa), e de pénfigo vulgar (PV), que reconhecem as Dsg1 e 3 (130 kDa). Controles negativos correspondem a amostras de
individuos sadios. Observar as tiras de nitrocelulose com a banda de 160 kDa (*) correspondentes aos pacientes PF2, PF12 e PF16,
e a banda de 130 kDa (**) correspondente ao PF10 para os titulos ELISA de anti-Dsg1 e 3 (fig. 1A).

sentou alelos associados ao PV. No grupo PF-anti-Dsg3(—),
11 apresentaram alelos de suscetibilidade ao PF e dois
pacientes apresentaram alelos, em heterozigose, de susce-
tibilidade ao PV (Tabela 2).

Expressao das Dsgs 1 e 3 por IHQ

A IHQ mostrou a internalizacao da Dsg1, com grumos grossei-
ros dentro do citoplasma, as vezes, perinuclear, em amostras
de pele de pacientes dos grupos PF-anti-Dsg3(—) (fig. 3A)
e PF-anti-Dsg3+ (fig. 3B). A expressao da Dsg3 ocorreu no
envoltorio dos queratinocitos e intracitoplasmatica, com
destaque para sua expressao em toda a epiderme. Nao se
observou internalizacao da Dsg3.

Discussao

A producdo de autoanticorpos séricos contra Dsg3 nao é
esperada no PF, ja que, em sua patogénese, apenas anticor-
pos anti-Dsg1 estao implicados na acantolise subgranulosa,
com consequente formacao de bolhas flacidas na pele. O

Alelos HLA-DRB1 associados ao PF e PV nos grupos
PF-anti-Dsg3+ e PF-anti-Dsg3(—)

Foram tipificados cinco (31,3%) de 16 pacientes do grupo PF-
-anti-Dsg3+ e 16 (38,1%) de 42 do grupo PF-anti-Dsg3(—). No
grupo PF-anti-Dsg3+, cinco pacientes apresentaram um ou
dois alelos de suscetibilidade para PF e nenhum deles apre-

fendtipo do PF nao inclui lesdes mucosas, observadas no
PV em virtude dos anticorpos contra Dsg3.'-> Porém, auto-
anticorpos contra Dsg3 tém sido raramente reportados em
casuisticas de PF."°-2' Mais recentemente, anticorpos anti-
-Dsg3 foram relatados em outras formas de pénfigo.?>?3
Arteaga et al. descreveram anti-Dsg3 em 7% de 276 paci-
entes com PF, demonstrando que anticorpos anti-Dsg3 nao
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A Control group PF-anti-Dsg3(-)

Figura3 Imagens de imuno-histoquimica com expressdo das Dsg1 e 3 coradas com diaminobenzidina em cortes parafinados de
biopsias de lesao bolhosa mostrando acantélise superficial. (A) Amostra controle do grupo PF-anti-Dsg3(—). Observar expressao da
Dsg1 em grumos intracitoplasmaticos e a expressao da Dsg3 em toda a epiderme. (B) Amostra do paciente PF8 do grupo anti-Dsg3+.
As expressoes das Dsg1 e 3 sao semelhantes as do controle.

apresentavam reacao sorologica cruzada com a Dsg1." Flo- Ja Oliveira et al. relataram anti-Dsg3 em 4% da casuistica
res et al. relataram anti-Dsg3 em 40% de 101 soros de FS, e de PF (incluidos pacientes da regiao nordeste do estado e
em 14% dos controles de regidao endémica para FS no Brasil.?° Sao Paulo).?" A nossa casuistica confirmou 6,64% dos paci-
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Tabela 2  Distribuicao dos alelos HLA-DRB1 associados ao
pénfigo foliaceo (PF) e ao pénfigo vulgar (PV) nos grupos PF-
-anti-Dsg3+ e PF-antiDsg3(—)

Identificacdo do paciente  PF-anti-Dsg3+  PF-anti-Dsg3(—)

Grupo PF-anti-Dsg3+ HLA-DRBT* HLA-DRBT*

2 + 01:02 04:06 01:01 03:02

3 01:01 04:04 01:02 04:11

8 01:01 13:02 01:01 04:08

13 + 01:01 04:01 14:06 16:01

14 01:02 04:05 01:01 04:08
03:02 15:01
01:01
01:01  04:05
04:11  15:01
01:01 07:01
01:02 11:02
01:02 15:03
01:02  04:04
03:02 16:02
01:01 15:03

@ Pacientes com titulos mais elevados de anti-Dsg3 (fig. 1A). Em
laranja e em amarelo: alelos de suscetibilidade ao PF na regiao
nordeste do estado de Sao Paulo e em outras regides do Brasil,
respectivamente. Em verde escuro: alelo de resisténcia ao PF
descrito em outras regides do Brasil. Em vermelho e em verde
claro: alelos de suscetibilidade e de resisténcia ao PV, respecti-
vamente, na regiao nordeste do estado de Sao Paulo. Os alelos
de associacao ao PF e PV foram coletados de Franco Brochado
et al., 2016°¢ e Franco Brochado et al., 2016.37

entes com PF apresentando resultados indeterminados ou
positivos para anti-Dsg3 ao ELISA.

Comparando-se os trés grupos, a faixa etaria do grupo
PF-anti-Dsg3+ tendeu a ser mais elevada, comparavel a
do grupo PV (p>0,999), e semelhante a do grupo PF-
-anti-Dsg3(—). A forma clinica generalizada predominou
no grupo PF-anti-Dsg3+ (p=0,0020). Em relacao aos titu-
los de anti-Dsg3 do grupo PF-anti-Dsg3+, foram menores
quando comparados aos do grupo PV (p <0,0001). A dosagem
de anti-Dsg3 no grupo PV foi realizada em pacientes vir-
gens de tratamento, enquanto, no grupo PF-anti-Dsg3+, trés
(20%) dos 15 pacientes (com informacao sobre tratamento)
estavam sem tratamento (PF5, PF6 e PF14). Os titulos de
anti-Dsg3 no grupo PF-anti-Dsg3+ nao mostrou diferenca
entre pacientes tratados e nao tratados (fig. 1A). Destacam-
-se dois pacientes, dentre a casuistica de 16, com titulos
mais elevados de anti-Dsg3, cuja coleta do sangue foi feita
enquanto em tratamento. O paciente PF2, sexo masculino,
de 63 anos, apresentava a forma generalizada, com 14 anos
de evolucao, e ceratoacantoma e melanoma no seguimento.
Outro paciente (PF10), sexo masculino, de 46 anos, apre-
sentava forma generalizada, com dois anos de historia. Os
fatores coincidentes nos dois casos, além dos titulos mais
elevados de anti-Dsg3, foram sexo masculino, terem apre-
sentado PF com idade mais elevada e forma generalizada da
doenca. O IB confirmou a producao de anti-Dsg3 somente no
PF10 (fig. 2).

A internalizacdo das Dsgs no processo da acantolise é
observada a IHQ pela formagao de granulos intracitoplasma-

ticos e perinucleares nos queratindcitos, quando se emprega
anticorpos anti-Dsg1 e 3 no PF e PV, respectivamente.?
Nas amostras do grupo PF-anti-Dsg3(—) e PF-anti-Dsg3+,
observou-se a internalizacao da Dsg1; porém, nao houve
internalizacdo da Dsg3. Os titulos baixos de anti-Dsg3
no grupo PF-anti-Dsg3+ poderiam justificar a auséncia de
internalizacao da Dsg3, assim como a auséncia de lesdes
mucosas. No PV exclusivamente cutaneo, titulos baixos de
anti-Dsg3 poderiam explicar a auséncia de lesGes mucosas.?

Embora alelos HLA-DRB1 nao tenham sido tipificados no
grupo total de PF-anti-Dsg3+, nos cinco tipificados houve
determinacao de alelos exclusivos de suscetibilidade ao
PF, em homozigose ou heterozigose, nao havendo presenca
de alelos associados ao PV. Recentemente, Sielski et al.
demonstraram que casos de PV que contrariavam a hipotese
da compensacao de Dsgs estiveram relacionados a auséncia
de alelos DRB1 de suscetibilidade ao PV.%° Assim, a auséncia
de alelos de suscetibilidade ao PV no grupo PF-anti-Dsg3+
poderia auxiliar para a nao patogenicidade dos anticorpos
contra a Dsg3.

A producao de anti-Dsg3 no PF poderia ser justificada
pelo fenomeno de epitope spreading - pacientes com deter-
minada doenca bolhosa apresentam autoanticorpos nao
patogénicos contra outras moléculas da epiderme nao cau-
sadoras da doenca bolhosa especifica. Sua patogénese é
explicada pela exposicdo de outras moléculas da epiderme
durante o processo de inflamacédo causada pela acantolise,
no caso dos pénfigos.”’~*° Neste estudo, a IHQ mostrou a
expressao da Dsg3 em todas as camadas da epiderme. Assim,
poderia justificar a maior exposicao da Dsg3, com conse-
quente producao de anti-Dsg3. No entanto, essa expressao
em todas as camadas da epiderme foi observada em amos-
tras de ambos os grupos - PF-anti-Dsg3(—) e PF-anti-Dsg3+.
Como o grupo PF-anti-Dsg3(—) foi constituido de pacientes
virgens de tratamento, desconhecemos se haveria producao
de anti-Dsg3 na evolucao do pénfigo.

Além disso, ha raros relatos de pacientes com PF, cli-
nica e laboratorialmente comprovados, que migram para o
fenotipo PV, ou de pacientes com ambas as carateristicas
de PF e de PV.>'-3* J& PV migrando para PF é mais comu-
mente observado.®> Em nossa casuistica, ndo temos casos
semelhantes.

Conclusoes

A presenca de anticorpos anti-Dsg3 no PF esteve relacio-
nada a faixa etaria mais elevada (comparavel a do PV) e a
forma generalizada do PF. A nao patogenicidade dos anti-
corpos anti-Dsg3 no PF pode ser atribuida aos titulos baixos
de anti-Dsg3, a auséncia de internalizacdo da Dsg3 a IHQ e
a auséncia de alelos HLA-DRB1 associados ao PV.
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