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Essa é uma pesquisa ndo-probabilistica e transversal. O objetivo deste estudo foi correlacionar a imunodeteccio de
anti-desmogleina 1 e 3 no soro de pacientes com pénfigo vulgar (PV) ou pénfigo folidceo (PF) com a presenca de lesdes
mucocutaneas. Pacientes foram selecionados por uma amostra de conveniéncia baseada na demanda espontanea nas
unidades de Dermatologia e Medicina Oral da Universidade Federal do Pernambuco, Recife, Brasil, de fevereiro a
novembro de 2012. Vinte e seis individuos (18 mulheres, 69,2% e 8 homens, 30,8%) foram avaliados, 20
diagnosticados com PV (73,1%) e 6 com PF (26,9%). O teste ELISA foi usado para determinar a presen¢a de anti-
desmogleina 1 e 3 no soro. A presenca de anti-desmogleina 1 foi associada a lesdes na pele (p=0,038) e a de anti-
desmogleina 3 a lesdes mucosais (p = 0,041). Nesse estudo, o ELISA se mostrou altamente sensivel ao DSG1 e ao DSG3,
de acordo com o fenétipo da doenga.

Descritores: Pénfigo; Ensaio de Imunoadsorc¢ido Enzimatica; Dermatopatias Vesiculobolhosas; Doengas Autoimunes.

This research was a non-probability cross-sectional. The aim of the present study was to correlate the
immunodetection of anti-desmoglein 1 and 3 in the serum of pemphigus vulgaris (PV) or pemphigus foliaceus (PF)
patients with the presence of mucocutaneous lesions. Patients were selected through convenience sampling based on
spontaneous demand at the Dermatology and Oral Medicine units of the Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Brazil at February until November of 2012. Twenty-six individuals (18 women, 69.2% and 8 men, 30.8%) were
evaluated, 20 diagnosed with PV (73.1%) and 6 with PF (26.9%). ELISA test was used to determine the presence of
anti-desmoglein 1 and 3 in the serum. Anti-desmoglein 1 positivity was associated to skin lesions (p=0.038) and anti-
desmoglein 3 to mucosal lesions (p = 0.041). On this study, ELISA was shown to be highly sensitive for DSG1 and DSG3
in accordance with the phenotype of the disease.

Descritores: Pénfigo; Ensaio de imunoadsorg¢io enzimatica; Dermatopatias vesicolobolhosas; Doengas autoimunes.

Esta es una investigaciéon no-probabilistica y transversal. El objetivo de este estudio fue correlacionar la
inmunodeteccion de anti-desmogleina 1 y 3 en el suero de pacientes con pénfigo vulgar (PV) o pénfigo folidceo (PF)
con la presencia de lesiones mucocutaneas. Pacientes fueron seleccionados por una muestra de conveniencia basada
en la demanda espontanea en las unidades de Dermatologia y Medicina Oral de la Universidad Federal de Pernambuco,
Recife, Brasil, de febrero a noviembre de 2012. Veintiséis individuos (18 mujeres, 69,2% y 8 hombres, 30,8%) fueron
evaluados, 20 diagnosticados con PV (73,1%) y 6 con PF (26,9%). El test ELISA fue usado para determinar la presencia
de anti-desmogleina 1y 3 en el suero. La presencia de anti-desmogleina 1 fue asociada a lesiones en la piel (p=0,038) y
de anti-desmogleina 3 a lesiones mucosas (p = 0,041). En este estudio, el test ELISA se mostré altamente sensible al
DSG1 y al DSG3, de acuerdo con el fenotipo de la enfermedad.

Descriptores: Pénfigo; Ensayo de inmunoadsorcién enzimdatica; Enfermedades cutdneas Vesiculoampollosas;
Enfermedades autoinmunes
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INTRODUCAO

énfigo se refere a um grupo de

doencas autoimunes vesicobolhosas,

incluindo pénfigo vulgar (PV), pénfigo
foliaceo (PF), pénfigo vegetante, pénfigo
paraneoplasico, pénfigo por imunoglobina A,
pénfigo eritematoso e pénfigo por drogas.
Esse grupo de enfermidades é caracterizado
pela perda da adesao intraepitelial
(acantdlise), pela formacao de bolhas e
ulceras afetando as membranas mucosas
e/ou pele, e a presenca de anticorpos
direcionados as desmogleinas (DSG)1-3.

Os autoanticorpos produzidos no
pénfigo sdo direcionadas as DSG encontradas
na superficie dos queratindcitos, causando a
separacdo de células epiteliais e levando a
bolhas intraepiteliais?2. As DSG pertencem a
uma familia de caderinas que agem como
moléculas de adesdo intercelular, unindo
queratinécitos epidérmicos245.

A DSG1 é mais comumente encontrada
na camada superficial enquanto a DSG3 ¢é
mais abundante em camadas basais e
suprabasais. Além disso, a DSG3 se expressa
de maneira significativa no epitélio oral®.
Essa distribuicdo explica porque a PV afeta a
pele e as membranas mucosas, enquanto a PF
normalmente é vista na forma de lesdes
cutaneas!37, Clinicamente, a boca pode ser o
primeiro e unico local de acometimento do
PV, levando ao diagndstico tardio e ao
tratamento inadequado®.

O PV e o PF sao os subtipos mais
comuns de pénfigo, com uma incidéncia
estimada de 0,1 a 0,5 casos a cada 100.000
habitantes para o primeiro, e cerca de 0,5
casos a cada 100.000 habitantes para o
segundo8?. Em regides endémicas, a
prevaléncia de PF pode atingir 3,4%10. Além
disso, eles apresentam caracteristicas clinicas
e imunopatoldgicas distintas!. Ainda assim, a
coexisténcia de caracteristicas de PF e PV no
mesmo paciente, ou mesmo a transformacao
de um tipo em outro, ja foram bem
documentadas!!-14, Essa possibilidade existe
pois  pacientes com PV  produzem
imunoglobulina G (IgG) anti-DSG3 e/ou anti-
DSG1, enquanto pacientes com PF produzem
apenas IgG anti-DSG11347,
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Nesse contexto clinico, a detec¢do dos
anticorpos que circulam parece ser mais
relevante para um diagnoéstico adequado do
pénfigo111.15, Por muitos anos, a
imunofluorescéncia indireta foi a técnica
mais usada para esse objetivo. Contudo, ela
nao diferencia entre os subtipos da doenga, o
que pode ser feito por meio de
immunoblotting e imunoprecipitacao.
Infelizmente, esses métodos levam um longo
tempo, sao exclusivamente qualitativos, e
pouco praticos para uso em um grande
numero de casos?216,

A producdo dos antigenos
recombinantes de DSG1 e DSG3 nos anos
1990 levou ao desenvolvimento de um ensaio
de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA, na
sigla em inglés), capaz de identificar os
anticorpos do pénfigol7-20. Esse teste
demonstrou uma elevada sensibilidade e
especificidade no diagnéstico de PV quando
comparado com outros testes soroldgicos,
sendo capaz de detectar e quantificar os
anticorpos, o que parece se relacionar a
severidade da doenga®15.

Detectar a presen¢a dos anticorpos
circunlantes é uma realidade no diagnostico
de pénfigo, resultando na importancia de se
conduzir estudos a respeito. Portanto, o
objetivo deste estudo foi correlacionar a
imunodeteccdo de anti-desmogleina 1 e 3 no
soro de pacientes com PV ou PF com a
presenca de lesdes mucocutaneas.

METODO

Essa é uma pesquisa ndo-probabilistica e
transversal. Pacientes foram selecionados
por uma amostra de conveniéncia baseada na

demanda espontidnea nas unidades de
Dermatologia e  Medicina Oral da
Universidade Federal do Pernambuco

(Recife, Brasil), de fevereiro a novembro de
2012.

O estudo foi realizado levando em
consideracdo os principios éticos estipulados
pelo Conselho Nacional de Satde brasileiro e
foi aprovado pelo conselho da instituicao sob
nimero 291/08. Todos os participantes
assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.
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Todos os pacientes haviam sido
diagnosticados previamente e tratados na
Unidade de Dermatologia. Os diagndsticos
foram baseados na apresentacao clinica e nos
aspectos microscopicos. Pacientes foram
entrevistados e exames fisicos foram
realizados na Unidade de Medicina Oral,
UFPE. Amostras de sangue foram obtidas,
colocadas em tubos de 9mL e deixadas em
descanso por 30 min. Depois desse periodo,
os tubos foram centrifugados por dez
minutos a 3250 rpm, e o soro foi transferido
para microtubos estéreis e etiquetados, que
foram armazenados a -202C até a analise.

A deteccio de DSG1 e DSG3 foi
realizada usando o Sistema de Exames ELISA
MBL Mesacup DSG-1 e DSG-3©(Medical and
and Biological Laboratories - MBL®, Nagoya,
Japao), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Resumidamente, 100 pl de uma
amostra de soro sanguineo diluida (1:101) de
cada paciente foi depositada em duplicata na

Doencas Autoimunes

microlamina. Controles positivo e negativo
para cada desmogleina foram usados e as
microldminas foram incubadas por 60
minutos a temperaturas de 23 * 0,32C,
lavadas quatro vezes, e entdo o conjugado de
peroxidase com IgG foi adicionado. Depois de
60 min, a 1amina foi lavada e o substrato de
peroxidase foi adicionado (solu¢dao de
substrato de TMB) por 30 minutos, e entdo
100 pl da solugcdao de parada. Uma leitura
imediata foi realizada utilizando um
espectrofotometro (TP-Reader Plus,
Thermoplate) a 450 nm. Resultados sao
dados em absorbancia (Abs), e a
concentracdo (U/mL) foi determinada de
acordo com a férmula do fabricante.

Esse resultado foi interpretado
utilizando a tabela indicativa de pontos de
corte recomendada pelo fabricante, que
quantifica os resultados como positivos,
negativos ou indeterminados, como na
Tabela 1.

Tabela 1. Tabela de pontos de corte recomendados pelo fabricante

DSG1 < 14U/mL
DSG3 <9U/mL

Negativo

14 <DSG1 < 20U/mL
9 <DSG3 < 20U/mL

Indeterminado

DSG1 e DSG3 > 20U/mL

Positivo

Abreviacoes: DSG1, Desmogleina tipo 1; DSG3, Desmogleina tipo 3.

Como andlise univariada foram
obtidas as distribui¢des absolutas e relativas,
e a andlise bivariada foi feita através do teste
de qui-quadrado. Calculos estatisticos foram
feitos usando o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS - version 17.0). A
margem de erro usada nas decisdes dos
testes estatisticos foi de 5,0%.

RESULTADOS

A amostra incluiu 26 individuos, com idade
média de 43,2 anos, variando de 14 a 74
anos. Dezoito participantes eram do sexo
feminino (69.24%) e oito do masculino
(30,76%). Vinte tinham PV (73,1%) e seis
tinham PF (26,9%). Todos haviam nascido no
estado de Pernambuco, Brasil. Os
diagnésticos foram realizados por meio de
exames clinicos e histopatologicos. No
momento do exame clinico, 18 (69,23%) dos
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26 pacientes tinham lesdes ativas e 18
(69,23%) estavam sendo tratados com
corticosteroides sistémicos.

Pode-se observar que entre os 26
pacientes diagnosticados com pénfigo, vinte
(73,1%) tinham PV e seis (26,9%) tinham PF.
Quinze pacientes (57,7%) tinham um
historico de lesées mucocutaneas, 7 (26,9%)
tinham apenas lesdes na pele, e em 4 casos
(15,4%) havia apenas lesdes mucosais. A
tabela 2 mostra a relacdo entre a presenca de
anti-DSG1 e os subtipos da doenga.
Resumidamente, dois pacientes (10%) com
PV apresentaram anti-DSG1, sete (35%)
apresentaram anti-DSG3, e sete (35%)
apresentaram ambas. Entre os seis pacientes
com PF, cinco (83,3%) eram positivos para
anti-DSG1 e um (16,7%) teve um resultado
negativo (Tabela 2).
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Tabela 2. Correlacdo entre a positividade de Anti-DSG1 e Anti-DSG3 e a doenca. Recife, Brasil,

2012.
Doenca DSG
DSG-1 DSG-3 DSG-1 DSG-3
Positivo Positivo Negativo Negativo
Pénfigo vulgar 7 11 6 4
Pénfigo folidceo 7 3 2 5
Total 14 14 8 9

Abreviagdes: DSG1, Desmogleina tipo 1; DSG3, Desmogleina tipo 3.

A presenca de anticorpos Anti-DSG1
foi associada a lesdes mucosais e na pele
(p=0,038 e p=0,009, respectivamente). Entre
os 19 pacientes com um histérico de lesdes
na pele, oito (30,8%) tiveram resultados
positivos para a anti-DSG1 (Table 3). De 22
pacientes com lesdes mucosais, 14 tiveram
resultados positivos para anti-DSG1 (Tabela
4). Nao foi encontrada relacdo
estatisticamente  significativa entre a

atividade do anti-DSG3 e lesdes na pele
(p=0,850), enquanto uma correlacao
estatisticamente significativa foi encontrada
entre o anti-DSG3 positivo e lesées mucosais
(p=0,041) (Tabelas 3 e 4). Entre os 22
pacientes com um histérico de lesdes
mucosais, em 13 o resultado dos exames foi
positivo para a presenca de anti-DSG3
(Tabela 4).

Tabela 3. Correlacdo entre Anti-DSG1/DSG3 positivas e a presenca de lesdes na pele. Recife,

Brasil, 2012.

LesoOes na DSG

pele Anti- Anti- Ambas Ambas Total P
DSG1 DSG3 positivas negativas

Presente 2 6 6 5 19 0,038

Ausente 5 1 1 0 7

Total 7 7 7 5 26

Abreviacdes: DSG1, Desmogleina tipo 1; DSG3, Desmogleina tipo 3.

Tabela 4. Correlacao entre Anti-DSG1/DSG3 positivas e lesdes da mucosa. Recife, Brasil, 2012.

Lesoes da DSG

mucosa Anti- Anti- Ambas Negativo | Total P
DSG1 DSG3

Presente 4 7 6 6 23 0,009

Ausente 0 1 0 2 3

Total 4 8 6 8 26

Abreviag¢des: DSG1, Desmogleina tipo 1; DSG3, Desmogleina tipo 3.

DISCUSSAO
PV e PF sdo doencas bolhosas da pele e/ou
membrana mucosa, caracterizadas pela

circulacio de anticorpos IgG contra DSG1
e/ou DSG3'7. A PF é endémica em certas
areas brasileiras e outros paises subtropicais
162122, A PV é o subtipo mais comum de
pénfigo, no qual lesdes se desenvolvem na
membrana mucosa e/ou na pelel4,

Nesse estudo, 73,1% dos pacientes
sofriam de PV. No presente estudo, a maior
parte da amostra (69,23%) era composta por
pacientes do sexo feminino, a maioria entre
24 e 62 anos de idade. Esses resultados
parecem estar de acordo com outros estudos,
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que em geral relatam que o pénfigo é mais
comum entre mulheres de 15 a 34 anos8.
DSG3 e DSG1 sdo glicoproteinas 130
kDa e 160 kDa membras da superfamilia de
caderinas desmossomais. Essas proteinas sdo

organizadas e concentradas nos
desmossomos, sendo responsaveis por
manter a  integridade do  epitélio

estratificado’1°. Elas também sdo os anti-
antigenos mais comuns para PV (DSG3) e PF
(DSG1)12523, A DSG3 é um determinante de

lesbes da mucosa e a DSGl1 é um
determinante de lesdes na pele.
Pacientes com PV e lesbes

mucocutaneas podem exibir tanto anticorpos

REFACS (online) 2019; 7(1): 16-22



Batista MIHM, Paulino MR, Santos CAO, Andrade SC, Arcoverde CAL, Gueiros LAM et al

anti-DSG1 quanto anti-DSG3492123.24 e mais
de 50% dos pacientes apresentam ambos
DSG1 e DSG3. Estudos sugerem que esse é
um importante fator ao se determinar o
fenotipo da doenga, uma vez que pacientes
sofrendo predominantemente de lesGes na
pele tem niveis de anticorpos DSG1 mais
altos quando comparados aqueles com lesdes
predominantemente mucosais*7.24,

Neste estudo, o ELISA para DSG1 e
DSG3 provou ser uma ferramenta de alta
sensibilidade e especificidade para o
diagnostico de pénfigo. Essa descoberta
corrobora numerosos outros estudos, que
relatam que o ELISA para DSG1 e DSG3 é
altamente sensivel e também pode ser usado
para avaliar a severidade e a atividade da
doenga’.1821, O ELISA tem muitas outras
vantagens sobre 0 método da
imunofluorescéncia indireta, pois ndo requer
um observador qualificado e é uma maneira
simples de diferenciar entre PV e PF21,

Nesse estudo, todos os pacientes com
PF apresentaram lesdes de pele e resultados
positivos para DSG1, enquanto a maioria dos
pacientes com PV (75%) apresentaram
lesbes mucocutaneas e testaram positivo
para ambos DSG1 e DSG3. O perfil de
desmogleina parece ser consistente com o
fendtipo da doenca. Ainda que o fenétipo
clinico de uma doenca em geral seja
relacionado ao tipo de anticorpo, ha alguns
casos em que o fendtipo e o anticorpo sdo
diferentes. Tais discrepancias podem se
dever a variagdes genéticas ou a presenca de
outros antigenos envolvidos na patogénese
do pénfigo24. Curiosamente, 3 pacientes com
PF foram positivos para ambos DSG1 e DSG3.
Isso pode se associar a uma mudang¢a no
fenotipo de PF para PV, como mencionado
previamentell-14,

O tratamento de pénfigo envolve uma
alta dose de corticoesteroides sistémicos,
especialmente prednisona, que podem ser

combinados com imunosupressores, tais
como azatioprina, ciclofosfamida,
metotrexato, ciclosporina, e, mais

recentemente, mofetil micofenolato. Drogas
anti-inflamatérias, tais como dapsona,
cloroquina, e combinag¢des de nicotinamida e
tetraciclina também sdo usadas?223.
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Ha alguns relatos de caso do uso de
rituximabe em pacientes com pénfigo,
especialmente em pénfigo vulgar resistente a
esteroides e imunossupressores, com
resultados favoraveis!?. Essas sdo terapias
adjuvantes, cujo objetivo é reduzir os efeitos
colaterais frequentemente devastadores do
tratamento com corticoesteroides®10, O
tratamento com prednisona frequentemente
produz Otimos resultados, mas existem
formas resistentes que requerem terapias
alternativas.

Tratamentos alternativos tém sido
utilizados com resultados favoraveis em

casos de pénfigo refratario a
corticoesteroides, tais como a
imunoglobulina intravenosalli2, No

momento da realizacdo do presente estudo,
73,1% dos pacientes estdo passando por
tratamentos sistémicos com esterdides e
controle adequado da apresentacdo da
doenca. Aqueles sem tratamento sistémico
estdo clinicamente estaveis sem tratamento
ou utilizando esteroides topicos.

Esse estudo tem limitacdes devido a
amostra por conveniéncia e a metodologia
utilizada (transversal). Também vale notar
que os resultados encontrados sao locais, o
que levanta novas questdes para o estudo
que permitem a extrapolacao de resultados
para a populag¢do em geral.

CONCLUSAO

Em resumo, o ELISA se mostrou altamente
sensivel ao DSG1 e ao DSG3, de acordo com o
fenétipo da doenca. Além disso, correlagoes
foram encontradas entre a presenca de anti-
DSG1 e lesbes na pele, assim como entre anti-
DSG3 e lesbes na mucosa. Do mesmo modo,

ambos anti-DSG1 e anti-DSG3 foram
encontrados em pacientes com lesdes
mucocutaneas.
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