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RESUMO

Gordilho JO. Epidermolise bolhosa adquirida: uma abordagem multidisciplinar
com caracterizagdo da resposta imune através das subclasses de
imunoglobulina G [tese]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2023.

INTRODUCAO: A epidermdlise bolhosa adquirida é uma doenca bolhosa
autoimune subepidérmica rara que pode afetar a pele e mucosas, com
morbidade significativa. Estudos multidisciplinares com caracterizagdo do
acometimento cutaneo e mucoso da doenca, sua evolucao clinico-laboratorial
e resposta ao tratamento a longo prazo sdo escassos na literatura.
OBJETIVOS: Avaliar as caracteristicas clinicas e imunopatolégicas e resposta
ao tratamento de pacientes com diagnostico de epidermalise bolhosa adquirida,
acompanhados em hospital terciario em S&o Paulo, Brasil, envolvendo
abordagem multidisciplinar. METODOS: Trata-se de coorte ambispectiva que
incluiu pacientes com diagnostico de epidermdlise bolhosa adquirida
confirmado por exames clinico, histopatolégico, de imunofluorescéncia direta e
indireta e ELISA. O quadro clinico cutaneo-mucoso foi avaliado por equipe
multidisciplinar composta por dermatologistas, oftalmologistas,
otorrinolaringologistas, gastroenterologistas e ginecologistas. A avaliacao
laboratorial incluiu a deteccdo de subclasses de IgG por imunofluorescéncia
indireta para avaliar a distribuicdo de autoanticorpos em todos os pacientes
estudados, e analisar o perfil de subclasses pré e pés-rituximabe. Variaveis
categoricas foram descritas com numero absoluto e frequéncia relativa (%), e
variaveis continuas foram descritas com apresentacdo da mediana.
RESULTADOS: Foram avaliados dez pacientes com epidermélise bolhosa
adquirida, dos quais 50% eram do sexo feminino, com idade mediana ao inicio
dos sintomas de 51 anos. Todos os pacientes foram diagnosticados com
doenca grave ao longo do acompanhamento, sendo 50% dos casos
confirmados apds a primeira avaliagdo multidisciplinar. Todos os pacientes
apresentaram acometimento cutédneo pela doenga, com desenvolvimento de

sequelas cutaneas em 90% dos casos. Acometimento mucoso ativo foi



diagnosticado em todos o0s pacientes, com pelo menos quatro mucosas
envolvidas em cada individuo. As mucosas mais frequentemente acometidas
foram: oral (100%), de via aérea superior (80%), esoféagica (80%), ocular (40%),
ginecolodgica (60% das pacientes do sexo feminino) e anal (40%). Sequelas
mucosas ocorreram em 90% dos pacientes. A avaliacdo laboratorial revelou
predominio de IgG e C3 na imunofluorescéncia direta. Imunofluorescéncia
indireta e salt-split skin indireto com deposi¢do dérmica de IgG foram positivos
em 90% e 100% dos pacientes, respectivamente. Diferentes subclasses de IgG
foram detectadas: 1gG4 (90%), IgG1 (50%), IgG2 (50%) e 1gG3 (40%). O
rituximabe foi utilizado em 70% dos pacientes do estudo por doenca grave e
todos evoluiram com melhora clinica apds o inicio do tratamento, sendo que
57% evoluiram com remissdo completa e 43% com remissdo parcial. A
persisténcia de IgG4 circulante apos uso do imunobiolégico foi observada em
pacientes com remissdo parcial da doenca. CONCLUSOES: A abordagem
multidisciplinar é essencial para deteccdo precoce de lesbes mucosas,
diagnéstico da doenca grave e definicdo de tratamento. O seguimento clinico
regular e a longo prazo dos pacientes € fundamental, uma vez que sequelas se
desenvolvem ao longo da evolugdo da doenca. Rituximabe parece ser um
tratamento promissor para a epidermolise bolhosa adquirida, melhorando o
progndstico de formas graves da doenca. A andlise de subclasses de IgG
auxilia no seguimento clinico-laboratorial do paciente, sendo a presenca de

IgG4 um potencial marcador de atividade da doenca.

Palavras-chave: Epidermdélise bolhosa adquirida. Autoimunidade. Pesquisa
multidisciplinar. Ensaio de imunoadsor¢cdo enzimatica. Imunoglobulina G.

Rituximabe.



ABSTRACT

Gordilho JO. Epidermolysis bullosa acquisita: a multidisciplinary approach with
characterization of the immune response through immunoglobulin G subclasses
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2023.

INTRODUCTION: Epidermolysis bullosa acquisita is a rare subepidermal
autoimmune bullous disease that can affect the skin and mucous membranes,
with significant morbidity. Multidisciplinary studies characterizing the disease's
skin and mucous membrane involvement, its clinical and laboratory evolution,
and its response to long-term treatment are scarce in the literature.
OBJECTIVES: To evaluate the clinical and immunopathological characteristics
and response to treatment of patients diagnosed with epidermolysis bullosa
acquisita, followed up in a tertiary hospital in S&o Paulo, Brazil, involving a
multidisciplinary approach. METHODS: This is an ambispective cohort that
included patients with a diagnosis of epidermolysis bullosa acquisita confirmed
by clinical, histopathological, direct and indirect immunofluorescence, and
ELISA tests. A multidisciplinary team of dermatologists, ophthalmologists,
otorhinolaryngologists, gastroenterologists, and gynecologists evaluated the
cutaneous and mucosal clinical manifestations. Laboratory evaluation included
the detection of circulating IgG subclasses by indirect immunofluorescence to
assess the distribution of autoantibodies in all patients. Additionally, the profile
of 1gG subclasses before and after treatment with Rituximab was analyzed in
patients on this therapy. Categorical variables were described with the absolute
number and relative frequency (%), and continuous variables were described
with the median presentation. RESULTS: Ten patients with epidermolysis
bullosa acquisita were evaluated, 50% of whom were female, with a median age
of initial symptoms of 51 years. All patients had severe disease during follow-
up, and about 50% had a confirmed diagnosis after the first multidisciplinary
assessment. All patients had skin involvement by the disease, with cutaneous
sequelae in 90% of cases. The mucosal involvement was present in at least four

mucosal sites in each patient. Frequency of active lesions in mucous membrane



were: oral (100%), upper airway (80%), esophageal (80%), ocular (40%),
gynecological (60% of female patients), and anal (40%). Mucosal sequelae
occurred in 90% of patients. Laboratory evaluation revealed a predominance of
lgG and C3 deposits by direct immunofluorescence. Positive indirect
immunofluorescence and salt-split skin with dermal deposition of IgG occurred
in 90% and 100% of patients, respectively. The distribution of different IgG
subclasses revealed IgG4 (90%), 1gG1 (50%), 1gG2 (50%), and 1gG3 (40%).
Rituximab was used in 70% of the severe patients, and all evolved with clinical
improvement after starting use of the drug, with 57% evolving to complete
remission and 43% to partial remission. Persistent circulating 1gG4 after using
Rituximab was observed in patients with partial remission of the disease.
CONCLUSIONS: A multidisciplinary approach to epidermolysis bullosa
acquisita is essential for the early detection of mucosal lesions, sealing the
presence of severe disease, and defining therapeutic regimen. Regular and
long-term clinical follow-up of patients is essential since sequelae usually
develop in the course of the disease. Rituximab appears to be a promising
treatment for epidermolysis bullosa acquisita, improving the prognosis of severe
forms of the disease. The analysis of IgG subclasses is helpful for the clinical
and laboratory follow-up of patients with epidermolysis bullosa acquisita once

IgG4 may serve as a potential marker of disease activity.

Keywords: Epidermolysis bullosa acquisita. Autoimmunity. Multidisciplinary

research. Enzyme-linked immunosorbent assay. Immunoglobulin G. Rituximab.



1 INTRODUCAO

As dermatoses bolhosas autoimunes (DBAIsS) sdo caracterizadas
clinicamente por lesdes bolhosas cutaneas e/ou mucosas, sendo classificadas
de acordo com o nivel da clivagem epiteliall. As dermatoses bolhosas
intraepidérmicas (pénfigos) sédo relacionadas com autoanticorpos contra
moléculas de adesao epidérmicas, incluindo as desmogleinas 1 e 3, principais
componentes dos desmossomos?. Ja as dermatoses bolhosas subepidérmicas
(grupo penfigoide) caracterizam-se por autoanticorpos circulantes contra
componentes da zona de membrana basal (ZMB), e incluem o penfigoide
bolhoso (PB), penfigoide de membranas mucosas (PMM), epidermdélise
bolhosa adquirida (EBA), dermatose bolhosa por IgA linear (DBAL), dermatite
herpetiforme, penfigoide gestacional, liquen plano penfigoide e Idpus
eritematoso sistémico bolhoso (LESB)3.

A EBA, objeto deste estudo, é uma doenca bolhosa autoimune
subepidérmica rara causada por autoanticorpos contra o colageno VII (COLVII),
principal componente das fibrilas de ancoragem da ZMB dos epitélios
escamosos estratificados®. A EBA apresenta grande variedade de
manifestacdes clinicas e possui morbidade significativa, associada ao risco de
sequelas cutdneas e mucosas. Entretanto, estudos considerando o
acompanhamento multidisciplinar a longo prazo de pacientes com EBA sao
escassos na literatura, dificultando a compreensao integral da evolucdo da
doenca, assim como sua patogénese e fatores prognaosticos, o que fundamenta
o desenvolvimento de novas pesquisas, principalmente em servicos de
referéncia. A melhor caracterizagcdo do acometimento cutaneo e mucoso da
EBA, sua evolucao clinico-laboratorial e resposta ao tratamento podem, além
de permitir melhor compreensdo da doenca, contribuir para avangos no seu

manejo, com subsequente melhora da qualidade de vida dos pacientes.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as caracteristicas clinicas e imunopatoldgicas e resposta ao
tratamento de pacientes com diagndstico de epidermdlise bolhosa adquirida
(EBA), acompanhados em hospital terciario em S&o Paulo (SP), envolvendo
abordagem multidisciplinar.

2.2 Especificos

e Analisar a evolugdo do comprometimento cutaneo-mucoso em pacientes

com EBA desde a fase ativa da doenca até desenvolvimento de sequelas;

o Descrever aspectos da histopatologia e avaliar a imunofluorescéncia direta
(IFD), imunofluorescéncia indireta (IFI), salt-split skin (SSS) indireto e ELISA

em pacientes com EBA,;

o Realizar deteccéo de subclasses de imunoglobulina G (IgG1, 1gG 2, IgG3 e
IgG4) por IFI para avaliar a distribuicdo de autoanticorpos em todos os

pacientes estudados e analisar o perfil de subclasses pré e pos-rituximabe;

o Avaliar resposta terapéutica através da evolucdo clinica em todos os

pacientes estudados.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Historico e epidemiologia

A EBA foi relatada pela primeira vez por Elliot (1895)" apud Koga (2019),
gue descreveu dois casos de uma doenca bolhosa adquirida de inicio na idade
adulta, semelhante a epidermdlise bolhosa distréfica hereditaria®. Em 1971, os
primeiros critérios diagndsticos para EBA foram estabelecidos por Roegnik et
al., e incluiram: lesdes clinicas similares a epidermdlise bolhosa distrofica; inicio
na idade adulta; auséncia de histéria familiar de epidermdlise bolhosa; exclusao
de outras doencas bolhosas®. Apés aproximadamente dois anos, Kushniruk et
al. detectaram depdésitos de IgG e C3 na ZMB por IFD em dois pacientes com
diagndstico de EBA’. Em 1981, Dinato descreveu dois pacientes com suspeita
de EBA acompanhados no Departamento de Dermatologia da Universidade de
S&o Paulo®. Ambos apresentavam lesdes bolhosas pds traumaticas de inicio
na idade adulta, cicatrizes atroficas, lesdes mucosas e alteragcbes distroficas
ungueais, com exame histopatolégico, microscopia eletrbnica e
imunofluorescéncia compativeis com a doenca (Figura 1)8. Em 1984, Woodley
et al. identificaram uma proteina colagenosa de 290 kDa na ZMB como alvo
antigénico da EBA, posteriormente descrito como COLVII®19,

* Elliott GT. Two cases of epidermolysis bullosa. J Cutan Genitourin Dis. (1895) 13:10.
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Figura 1 - Pacientes com epidermdlise bolhosa adquirida descritos por Dinato (1981)
na Universidade de Sdo Paulo®. Paciente 1: (A) Anoniquia em quirodactilos e lesdo
bolhosa com base eritematosa em antebraco. (B) Anoniquia em pododactilos. Paciente
2. (C) Cicatriz atrofica com alteragbes pigmentares no cotovelo. (D) Cicatrizes
atréficas, alteragdes pigmentares e bolhas integras nos joelhos

Embora dados exatos de sua prevaléncia e incidéncia sejam escassos
na literatura, a EBA é reconhecidamente uma doenca rara, com incidéncia
anual presumida entre 0,08 a 0,50 casos por milhdo de individuos't2. Em
contraste, o PB, dermatose bolhosa autoimune subepidérmica mais frequente,
possui incidéncia reportada em até 42,8 casos/milhdo de individuos/ano!3. Em
um estudo multicéntrico e prospectivo recente realizado na Turquia, dentre 295
pacientes com doencas do grupo penfigoide, 93,2% e 3,1% apresentaram
diagnéstico de PB e EBA, respectivamente!4. Ademais, em um estudo
sorolégico de 100 pacientes com anticorpos contra a ZMB, apenas
aproximadamente 5% dos pacientes apresentavam EBA ou LESB?®,

A EBA néo tem predilecdo por sexo e pode ocorrer em qualquer
idade>'817, O pico de inicio da doenca é variavel segundo a literatura, com
descricdo de ocorréncia entre as 42 e 52 décadas de vida'®. Em meta-analise
recente com 1159 casos de EBA, 11,3% dos pacientes possuiam idade igual
ou superior a 65 anos e 4,6% até 17 anos'8. Este Ultimo grupo representa a
EBA na infancia, definida como a doenca de inicio em individuos com idade

inferior a 18 anos?®.
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3.2 Manifestagdes clinicas e classificacdo de gravidade

A EBA é uma doenca heterogénea que pode afetar a pele e mucosas,
com significativa diversidade de manifestacdes clinicas. Duas formas principais
da doenca sédo descritas: classica (mecanobolhosa) e nédo-classica (néo-
mecanobolhosa)?®. Essa Ultima forma assemelha-se a outras doencas
bolhosas autoimunes e inclui os tipos penfigoide bolhoso-simile (PB-simile),
penfigoide de membranas mucosas-simile (PMM-simile), dermatose bolhosa
por IgA linear-simile (EBA-IgA) e penfigoide de Brunsting-Perry-simile. Ja a
definicdo da forma ““inflamatéria”” da doenca é inconclusiva na literatura. Em
geral, a EBA PB-simile é considerada inflamatéria, as EBA PMM-simile e EBA-
IgA sdo variaveis, e a forma penfigoide de Brunsting-Perry-simile €, em geral,
ndo-inflamatéria®.

Alguns pacientes podem apresentar mudanca das manifestacbes
clinicas durante a evolugcédo da EBA, por vezes cursando com lesdes de duas
formas diferentes da doenca simultaneamente!6-21,

Em geral, as duas apresentacfes mais comuns sédo a EBA classica e a
PB-simile, com frequéncia variavel na literatura®. Em estudo de 30 pacientes
com EBA na Coreia do Sul, a forma PB simile foi a mais comum, ocorrendo em
46,7% dos pacientes®. JA em um estudo com 12 pacientes com EBA na
Espanha, a forma classica foi a mais frequente, ocorrendo em 42% dos
pacientes??.

Na EBA da infancia, a forma clinica inflamatéria e a presenca de lesbes
mucosas, principalmente orais, sdo mais frequentes?324,

Devido a clivagem subepidérmica, as bolhas na EBA costumam ser

tensas, podendo persistir por dias e apresentar contedo hemorragico*>.

3.2.1 EBA classica ou mecanobolhosa (MB)

A EBA classica caracteriza-se por fragilidade cutanea, vesiculas, bolhas
tensas e erosodes, principalmente em areas propensas a trauma, como dorso
das méos, cotovelos, joelhos e pés (Figura 2)%°. As lesGes costumam ocorrer

em areas de pele ndo inflamada e evoluir com formacéo de cicatrizes atréficas,



Revisdo da Literatura 6

hiper e/ou hipopigmentacédo pds-inflamatéria e milia, podendo também ocorrer
onicodistrofia e alopecia cicatricial?®?’. Embora seja descrito como néo
predominante, o0 acometimento mucoso pode ocorrer, com risco de
estenoses®?8, Casos leves da forma MB tem a porfiria cutanea tarda como
diagnostico diferencial, enquanto formas graves podem assemelhar-se a
epidermdlise bolhosa hereditaria distréfica recessiva'?2°, Em tais casos, fibrose

dos dedos e das maos pode levar a deformidades com importante impacto na

gualidade de vida dos pacientes.

Figura 2 - Epidermdlise bolhosa adquirida classica. (A) Bolhas, erosdes, manchas
hipercrbmicas e cicatrizes atréficas em coxas, joelhos, regido pré-tibial e dorso dos
pés, e anoniquia em pododactilos. (B) Bolhas, erosbes, manchas hipercromicas,
cicatrizes atroficas e milia no dorso das méaos e dedos, com contratura em flexao dos
terceiros quirodactilos. (C) Manchas hipercromicas, cicatrizes atroficas e milia em
cotovelos

3.2.2 EBA penfigoide bolhoso-simile

O quadro clinico da EBA PB-simile é caracterizado por vesiculas e
bolhas tensas sobre placas urticariformes, principalmente em tronco e regides
de dobras, com prurido associado®. Lesbes de EBA classica podem ocorrer,

incluindo cicatrizes atroficas e milia, assim como o0 acometimento mucoso*°.
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3.2.3 EBA penfigoide de membranas mucosas-simile

A EBA PMM-simile apresenta-se com envolvimento primariamente
mucoso, ocorrendo em 5-10% dos pacientes com EBA?°. As erosdes e
cicatrizes mucosas séo similares ao PMM?®. Entretanto, bolhas de ruptura tardia
sdo mais frequentes nessa forma de EBA*. Diferentemente da EBA classica,
pacientes com a forma PMM-simile comumente ndo apresentam fragilidade

cutanea e lesdes em areas de trauma?®.

3.2.4 EBA dermatose bolhosa por IgA-simile

A EBA-IgA é caracterizada pela deposigdo de IgA linear na ZMB®. A
classificacdo dessa forma clinica € controversa na literatura, com debate em
relacdo a ser considerada parte do espectro clinico da DBAL ou uma entidade
separada. Achados de um estudo de coorte recente sugerem que a IgA-EBA
deve ser considerada uma entidade de doenca a parte, fenotipicamente mais
préxima da EBA, podendo exigir tratamento sistémico mais intensivo do que a
DBAL?®,

A EBA-IgA pode se assemelhar clinicamente a DBAL, com vesiculas
tensas e placas urticadas de padrdo anular ou policiclico?>. Em uma revisdo da
literatura sobre EBA-IgA, acometimento mucoso foi observado em 30% dos

casosqt.

3.2.5 EBA penfigoide de Brusting-Perry-simile

A EBA penfigoide de Brunsting-Perry-simile é definida como uma
erupcao vesicobolhosa crénica e recorrente, tipicamente localizada na regido
da cabeca e pescoco, que evolui com cicatrizes, porém com envolvimento

MUuCOS0 ausente ou minimo32:33,
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3.2.6 Acometimento mucoso na EBA

A EBA pode acometer mucosas de epitélios escamosos estratificados,
incluindo as mucosas ocular, oral, faringea, esofégica, nasal, laringea, genital
e anal®®. O relato da frequéncia do acometimento mucoso da EBA apresenta
importante variacao na literatura. Ha estudos que estimam que lesbes mucosas
ocorram em 50-65% dos pacientes com EBA?S. Entretanto, estudos com
avaliacdo global e detalhada do acometimento mucoso da doenca sé&o
escassos'é.

A mucosa oral é a mais acometida na EBA3*. Erosdes nos labios, mucosa
jugal e lingua, além de gengivite descamativa, podem ocorrer (Figura 3)%.
Complicacdes associadas incluem anquiloglossia, restricdo da abertura bucal,

caries e perda de osso alveolar®,

Figura 3 - Acometimento mucoso oral na epidermolise bolhosa adquirida. (A) Bolhas
de contetdo hemorrégico e erosdes na mucosa jugal e labios. (B) Bolhas flacidas de
conteldo hialino com eritema circunjacente no palato

O acometimento faringo-laringeo na EBA € infrequente e caracteriza-se
por erosdes, mudancas na voz, espessamento da epiglote, sinéquias e
estenose supraglética que, em casos graves, pode requerer traqueostomias’—0,

Para prevenir tais complicagbes, terapia imunossupressora sistémica €
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indicada em casos de lesdes laringeas*. O acometimento da traqueia e
brénquios pode ocorrer raramente®.

LesBes oculares na EBA incluem conjuntivite, simbléfaro, ceratite,
perfuracdo e opacificacdo corneanas e, em casos graves, amaurose*?=9, Em
uma série de casos com nove pacientes portadores de EBA ocular, observou-
se fibrose conjuntival progressiva em quatro pacientes, apesar de tratamento
sistémico da doenga*?. O acometimento ocular pela EBA pode ser indistinguivel
do PMM, e pacientes com predominio de autoanticorpos do tipo IgA em EBA
apresentam maior frequéncia de lesdes oculares graves*6-8,

O acometimento esofagico nas DBAIs € raro e sua incidéncia precisa €
desconhecida®. Na EBA, relatos de casos com erosfes, membranas e
estenose esofagicas foram reportados36°1-54, As lesdes geralmente ocorrem no
terco superior do es6fago e podem causar disfagia, perda ponderal e
desnutricdo®. Em particular, a disfagia pode ser secundaria a lesdes ativas ou
estenose, devendo ser abordada com tratamento imunossupressor e, em
alguns casos, intervencdes invasivas, a exemplo da dilatacdo esofagica e
injecdo intralesional de corticoesteroide36:55:56,

LesBes genitais e anais ocorrem em 14,1% e 3,0% dos pacientes,
respectivamente’®,

O acometimento de outras mucosas na EBA é raro, com caracterizacao
limitada na literatura. Em geral, a avaliagdo do trato urinario inferior de rotina é
pouco descrita nas DBAIs, com predominio de relatos de caso de lesbes
uretrais em PMM>57:58, Em uma série de casos com 14 pacientes com pénfigo
vulgar, PB e PMM submetidos a uretrocistoscopia, 93% apresentaram lesées
no trato urinario inferior, apesar da auséncia de sintomas®’. Estudos similares
em EBA nédo sdo descritos na literatura até o momento. Um caso isolado de
EBA com suspeita de cistite vesicular foi reportado em 19885,

Lesdes mucosas em EBA sdo assintomaticas em 30% dos casos®. O
acometimento mucoso pode ser silencioso, com progressao subclinica e risco
de complicacdes graves, por vezes com necessidade de intervencgdes invasivas

e importante impacto na qualidade de vida dos doentes®260-64,
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3.2.7 Classificacdo de gravidade

Ndo existe uma classificagdo de gravidade padronizada e
universalmente aceita para EBA. O consenso da Sociedade Brasileira de
Dermatologia (SBD) sobre o tratamento de DBAIs classifica a doenca em®®;

(): EBA ndo-grave: até 10% de envolvimento da superficie corpoérea total
(SCT) sem alteracéo funcional (contratura em flexdo dos dedos) e auséncia de
envolvimento mucoso grave (ocular, laringeo ou esofégico);

(ii): EBA grave: envolvimento maior que 10% da SCT, e/ou presenca de
alteracdo funcional (contratura em flexdo dos dedos), e/ou envolvimento
mucoso grave (ocular, laringeo ou esofégico), e/ou EBA ndo-grave que ndo
responsiva ao tratamento proposto.

3.3 Doencas associadas

Diferentes doencas sistémicas tém sido reportadas em associacdo a
EBA, como tireoidite, artrite reumatoide, fibrose pulmonar, timoma, amiloidose
e diabetes mellitus'®. Entretanto, a maioria desses relatos sdo isolados, sem
interacéo patogénica clara com a EBA*S,

Em contrapartida, a associacdo com a doenca inflamatoria intestinal
(DII), particularmente a doenga de Crohn, presente em aproximadamente 30%
dos pacientes com EBA, é bem estabelecidal®!®. Diferentes estudos
identificaram o COLVII no intestino grosso®%’. Além disso, 6-60% dos
pacientes com DIl ativa apresentam anticorpos contra o0 COLVII%%:68, Diferentes
teorias foram desenvolvidas para explicar a associacéo entre as duas doencas,
como: na DIl, a resposta inflamatéria poderia expor novos antigenos, com
subsequente formagé&o de anticorpos anti-COLVII e/ou, na EBA, a inflamacéo
gastrointestinal induzida por anticorpos anti-COLVIlI poderia influenciar a

patogénese da DII®,
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3.4 Patogénese

O antigeno-alvo da EBA é o COLVII, principal componente das fibrilas
de ancoragem, localizado na sublamina densa da ZMB%*. O COLVII é uma
proteina de 290 kDa formada por um dominio central colagénico triplo-helicoidal
flanqueado pelos dominios ndo-colagénicos NC1 e NC27%7%, As moléculas de
COLVIlI formam dimeros antiparalelos cauda-a-cauda, estabilizados por
ligacbes dissulfeto, que se juntam lateralmente para formar as fibrilas de
ancoragem®’2, O dominio NC1 facilita a ligacdo de COLVIl a outros
componentes da ZMB e matriz extracelular e estabiliza a adeséo da ZMB a
derme subjacente’’. Na EBA, os epitopos localizam-se predominantemente no
dominio NC173. Entretanto, reatividade contra os dominios colagénico e NC2
pode ocorrer em alguns pacientes’#’, Casos de criangas menores de 10 anos
com quadro de EBA inflamatoria e autoanticorpos contra os dominios
colagénico e NC2 foram descritos?*. Contudo, ndo existe evidéncia cientifica
robusta de correlacdo entre epitopos e tipos clinico-patolégicos em EBA até o
momento?°.

Pacientes com EBA apresentam autoanticorpos contra o COLVII
circulantes e ligados ao tecido (in situ), predominantemente do tipo 1gG?6.
Autoanticorpos do tipo IgA sdo encontrados em aproximadamente 10% dos
pacientes e, menos frequentemente ainda os tipos IgM e IgE®.

A relevancia patogénica dos anticorpos anti-COLVII na EBA foi
demonstrada em diversos estudos experimentais, incluindo a separacéo
derme-epidérmica em criocortes de pele humana induzida por anticorpos e a
formacao de bolhas semelhantes a EBA em camundongos apos transferéncia
passiva de anticorpos ou imunizagdo com COLVII recombinante?277-80,

Nas ultimas décadas, diferentes modelos animais experimentais em
EBA permitiram um avancgo significativo na compreensdo da patogénese da
doenca, principalmente em sua forma inflamatéria. Os eventos fisiopatoldgicos
da EBA podem ser divididos em trés fases principais: perda de tolerancia ao
COLVIlI (fase de inducdo ou aferente), manutencdo da producdo de

autoanticorpos, e lesdo tecidual induzida por autoanticorpos (fase eferente)’8L.
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Fatores genéticos e ligados ao microbioma cutaneo contribuem para a
perda de tolerancia ao COLVII®. Diferentes evidéncias sugerem a participacao
de fatores genéticos no desenvolvimento da EBA, a exemplo de raros casos
familiares reportados na literatura®28. A susceptibilidade genética a doenca
ocorre especialmente relacionada ao HLA, incluindo HLA-DR2, HLA-
DRB1*15:03 em pacientes negros de descendéncia africana na Franca, e HLA-
DRB1*13 em pacientes coreanos®-28’. Entretanto, genes néo relacionados ao
complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex —
MHC) também se associam a EBA®. JA4 a microbiota cutanea tem sua
influéncia na patogénese da doenca sugerida por alguns modelos animais em
EBA>. Na EBA induzida por imunizacdo em camundongos geneticamente
idénticos, uma maior riqueza e diversidade da microbiota parece ter prevenido
a formacéo de bolhas em alguns animais®.

Com a perda da tolerancia ao COLVII, um processo complexo com
interacdo entre diferentes células do sistema imune é iniciado. Na EBA
experimental, linfécitos TCD4+ sdo fundamentais para inducéo da formacgéo de
autoanticorpos®. A demonstracdo direta da relevancia das células T foi
observada na EBA induzida por imunizacdo em camundongos deficientes em
células T, que ndo desenvolveram a doenca®’. Em outro estudo, a deplecéo de
linfécitos TCD4+, mas ndao de TCD8+, atrasou a producédo de autoanticorpos e
formacdo de bolhas em camundongos®?. Por sua vez, a ativacdo dos linfocitos
TCDA4+ depende das células apresentadoras de antigenos (antigen presenting
cells - APC), que incluem células B, células dendriticas e macréfagos®. Nesse

contexto, existe evidéncia na EBA experimental da contribuicdo do fator
estimulador de colénia de granuldcitos e macréfagos e neutrofilos na formagéo

de autoanticorpos, presumidamente ao mediar o influxo de APCs nos
linfonodos periféricos®. Outro aparente fator importante para producdo de
autoanticorpos é a proteina de choque térmico (heat shock protein 90 - Hsp90)°.
A inibicdo farmacologica da Hsp90 suprime a producdo de autoanticorpos na
EBA experimental®. De forma geral, as interagdes entre as APCs e linfocitos T
e B autorreativos causam expansdo clonal e diferenciacdo em células
plasmaticas, com subsequente liberagédo de autoanticorpos contra o COLVII na

circulacao®.
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A meia-vida dos autoanticorpos é controlada pelo receptor Fc neonatal,
gue os protege do catabolismo®. O clearance de autoanticorpos anti-COLVII
varia de quatro a oito semanas na EBA experimental®.

A fase eferente da EBA é caracterizada pela inflamacgéo e formacao de
bolhas induzidas pelos autoanticorpos®. A lesdo tecidual inicia-se pela
deposicdo de autoanticorpos na juncdo dermo-epidérmica, com formacao de
um ambiente pré-inflamatério que inclui a ativacdo do complemento e liberacéo
de citocinas pré-inflamatérias, com posterior recrutamento de neutrofilos para
a pelet?8l, A formacgdo dos imunocomplexos também ativa células T natural
killer e yd-T, que contribuem adicionalmente para a atracdo de neutr6filos®.

Ap0s a migracgéo para a pele, os neutrofilos séo ativados ao ligar-se aos
imunocomplexos in situ através do receptor FcyR (Fc-gamma receptors)®l. Na
EBA experimental, as interacfes Fc- FcyR séo centrais na inflamacéo cutanea
e formacdo de bolhas'?. Ocorre entdo a secrecdo de espécies reativas de
oxigénio e metaloproteinases pelos neutréfilos ativados, que causam danos
direto a juncéo dermo-epidérmica®l. Pacientes com EBA apresentam nimero
reduzido de fibrilas de ancoragem, que leva a fragilidade cutanea e bolhas
subepidérmicas?®.

Em contrapartida, conhecimento relacionado a patogénese da EBA
classica é limitado. E possivel que os autoanticorpos comprometam o COLVII,
perturbando interacdes diretas criticas com componentes da ZMB e derme
superior, como o colageno tipo IV, laminina-332 e fibronectinal®. Além disso, os
autoanticorpos podem interferir diretamente na formacdo do dimero
antiparalelo do COLVII, desestabilizando as fibrilas de ancoragem®. Ambos os
mecanismos explicam a fragilidade da pele e formacao de bolhas em pacientes
com o fendtipo classico de EBA, que néo apresentam inflamacéo significativa

nas lesGes, mas apresentam aderéncia dermo-epidérmica defeituosa®.

3.5 Diagnostico

A EBA é definida como uma DBAI subepidérmica caracterizada pela

presenca autoanticorpos in situ contra o COLVII, presente na ZMB de epitélios
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escamosos estratificados?®. Tendo em vista a heterogeneidade clinica e
morbidade da doenca, seu diagnostico precoce e correto, com diferenciacéo de
outras dermatoses bolhosas, é fundamental para seguimento e tratamento
adequado dos pacientes®’. Além de aspectos clinicos e histopatoldgicos, o
diagnostico de EBA deve ser realizado com base na deteccdo de
autoanticorpos contra o COLVII in situ e/ou circulantes®. Entretanto, tais
exames tém disponibilidade restrita, geralmente limitada a grandes centros de

pesquisa.

3.5.1 Aspectos histopatoldgicos

A analise histopatoldgica em bidpsia de lesdo cutdnea ou mucosa, em
pacientes com EBA, revela clivagem subepidérmica ou subepitelial com
variabilidade de infiltrado inflamatério, além de presenca de milia ou fibrose em
lesbes antigas®®. A forma MB comumente cursa com inflamacdo minima,
enquanto formas inflamatérias da EBA apresentam infiltrado inflamatorio
neutrofilico ou misto, com nimero variavel de eosindfilos e linfocitos'®. Na EBA,
a histopatologia ndo é suficiente para diferenciagdo com outras doencas

bolhosas subepidérmicas.

3.5.2 Aspectos imunologicos

3.5.2.1 Autoanticorpos in situ

A anélise por IFD de pele perilesional em pacientes com EBA geralmente
revela deposicdo linear de IgG e C3 na ZMB (Figura 4)°>. Menos
frequentemente, IgA e IgM podem ser detectados®®. A andlise do padrédo de
serrilhado por IFD pode auxiliar na confirmagdo diagnostica da EBA e no
diagnostico diferencial com outras doencas bolhosas subepidérmicas:
enquanto o padrdo u-serrilhado na ZMB sugere diagnéstico de EBA ou LESB,
0 padrdo n-serrilhado é sugestivo de outras doencas penfigoides, como PB e

PMM?®9-101 A técnica de SSS com incubacédo da pele perilesional em solucéo
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de NaCl 1M também pode ser realizada, porém seu uso € limitado pelo risco

de destruicdo da amostra®.

Figura 4 - Imunofluorescéncia direta na epidermélise bolhosa adquirida. Fluorescéncia
linear intensa e continua na zona da membrana basal com anti-IgG (x400)

Nos casos em que o padrdo de serrilhado pela IFD ndo pode ser
determinado, o nivel de deposicdo de anticorpos pode ser analisado pelo
mapeamento de antigenos por sobreposicdo de fluorescéncia (Fluorescent
Overlay Antigen Mapping — FOAM), que se baseia na visualizagcdo do antigeno-
alvo em relacdo a um marcador topografico conhecido com utilizacéo de cores
fluorescentes®.

A imunomicroscopia eletronica fornece uma localizagdo mais detalhada
dos depdésitos, permitindo sua a visualizagédo na sublamina densa em pacientes

com EBA10Z,
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3.5.2.2 Autoanticorpos circulantes

A determinacdo de autoanticorpos circulantes € importante para
diagndstico e monitoramento do curso da doenga e sucesso terapéutico nas
DBAIs'%3, Na EBA, os autoanticorpos séo principalmente da classe 1gG, com
predominio das subclasses IgG1 e IgG4>12104-107 Em contraste, autoanticorpos
no LESB, doenca que também se associa a autoanticorpos contra o COLVII,
pertencem principalmente as subclasses IgG2 e IgG31%. A correlagdo entre as
subclasses de IgG, habilidade de fixacdo de complemento e formas clinicas
nao foi estabelecida na EBA, e o papel especifico na patogénese da doenca de
cada subclasse é incerto6:103.106,109,

A IFI permite a identificagdo de anticorpos IgG anti-ZMB circulantes em
25-50% dos pacientes com EBA, com padréo de fluorescéncia similar ao PB
(Figura 5)119, O exame de SSS indireto pode auxiliar na distincdo entre as duas
doencas. Na EBA, autoanticorpos anti-ZMB séo detectados em 74,7% dos
pacientes, com reatividade no lado dérmico da clivagem (Figura 6)?. Em
contrapartida, fluorescéncia no lado epidérmico ou em ambos os lados da
clivagem é observada no PB!10, Entretanto, a fluorescéncia no lado dérmico
nao é exclusiva da EBA, podendo também ser observada no penfigoide anti-
p200 e PMM anti-laminina 332114112,
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’

Figura 5 Imunofluorescéncia indireta na epidermdlise bolhosa adquirida.
Fluorescéncia linear na zona da membrana basal com anti-lgG (x400)

Figura 6 - Salt-split skin indireto na epidermolise bolhosa adquirida. Fluorescéncia no
lado dérmico da clivagem com anti-lgG (x400)
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Autoanticorpos circulantes contra o COLVII podem ser detectados e
guantificados através de diferentes tipos de ensaio de imunoadsorcao
enzimética (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA), que se
distinguem pelo epitopo utilizado!*3. O ELISA com NC1 e NC2 recombinantes
apresentou sensibilidade de 93,8% e especificidade de 98,1% durante seu
desenvolvimento!!4, Entretanto, a sensibilidade do ELISA na EBA é bastante
variavel, entre 23 e 98%, possivelmente devido as diferencas de epitopo entre
0s testes disponiveis e a selecédo de soro com resultado positivo no exame de
SSS em alguns estudos??. O nivel de autoanticorpo IgG anti-COLVII detectado
por ELISA correlaciona-se com a atividade e gravidade da doencal3.

A técnica de Immunoblotting detecta anticorpos circulantes anti-COLVII
utilizando extratos de tecidos ou de células, ou proteinas recombinantes, com
sensibilidade de 60 a 80% em pacientes com EBA!15,

A IFlI em biochip com células transfectadas com dominio NC1 foi
recentemente desenvolvida e permite a identificacdo de autoanticorpos
circulantes contra o COLVII, com sensibilidade e especificidade comparaveis
ao ELISA NC1/NC212116,

3.5.3 Fluxograma para diagnhdstico

Devido a complexidade da EBA, com ampla variedade de apresentacoes
clinicas e diferentes testes diagndsticos disponiveis, um consenso internacional
para diagnostico da doenca foi estabelecido em 2018 pelo International Bullous
Disease Group (Figura 7)?°. Em pacientes com clinica compativel,
histopatologia com bolha subepidérmica, IFD com fluorescéncia na ZMB e teste
soroldgico positivo para anticorpos anti-COLVII, o diagnostico de EBA é
altamente provavel e nenhum outro teste €& necessario. Em pacientes
soronegativos, o diagnéstico definitivo pode ser estabelecido pelos critérios 1,
3 e pesquisa positiva para autoanticorpos in situ. Entretanto, caso tais técnicas
nao sejam disponiveis, o diagnoéstico de EBA é possivel se critérios 1, 3 e SSS

com fluorescéncia do lado dérmico da clivagem presentes.
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Mecano-bolhosa

Nao mecano-bolhosa

Caracteristicas Lesdes em area de trauma, S
Bolha, placas urticariformes

clinicas de EBA fragilidade cutanea, milia, cicatriz

Nao mecano-bolhosa
Infiltrado rico em neutréfilos,
eosindfilos, linfocitos

Exame anatomo- Mecano-bolhosa
patolégico Pauci-inflamatéria, fibrose, milia

Imunofluorescéncia Fluorescéncia linear na zona de membrana basal
direta IgG > C3 > IgA > IgM

R oant IEM ELISA IFl negativa IFI Biochip Western blot
e u danticorpos eletrénica NCI e/ou Pele deficiente Fluorescéncia [ Banda 290kDa
circulantes indireta NC2 em colageno VII positiva e/ou 145kDa

Autoanticorpos IEM eletrénica direta .'FD a
in situ Padréo em “u
IFD IFI
e Salt-split skin Pele obtida do paciente Pele humana normal
Fluorescéncia do lado dérmico Florescéncia do lado dérmico

[l Alta probabilidade: quadro clinico + IFD
+ anticorpos circulantes positivos

. Definitivo (se autoanticorpos circulantes
negativos): IFD “u” ou IEM eletrénica
direta ou FOAM

Possivel (se autoanticorpos circulantes
negativos): salt-split skin do lado dérmico

FOAM, fluorescence overlay antigen mapping; IEM, imunoeletromicroscopia eletrdnica; IFD,
imunofluorescéncia direta; IFIl, imunofluorescéncia indireta; NC, dominio ndo-colagénico; SSS,
salt-split skin

Figura 7 - Fluxograma para diagnostico da epidermodlise bolhosa adquirida pelo
International Bullous Disease Group (2018) adaptado por Miyamoto et al.#%

Embora a histopatologia, IFD e IFlI sejam exames laboratoriais
amplamente disponiveis, permitindo o diagnostico de uma DBAI
subepidérmica, eles ndo sdo capazes de distinguir a EBA de outras doencas
bolhosas do mesmo grupo?°. Em casos de suspeita de EBA, além da correlacéo
clinico-patoldgica e IFD positiva, a recomendacao atual € que o diagndéstico da
doenca seja confirmado por pelo menos um dos seguintes exames:
imunomicroscopia eletrénica direta; padrédo do serrilhado da IFD; FOAM ou
deteccdo de anticorpos circulantes contra o COLVII, incluindo através do
ELISA?. Tais exames, em geral, estdo disponiveis apenas em centros de
pesquisa e servicos especializados, o que dificulta o diagndstico adequado da

doenca.
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3.6 Tratamento

A EBA e uma doenca crbnica de dificil tratamento, muitas vezes com
refratariedade a diferentes modalidades terapéuticas. Pacientes com EBA
comumente evoluem com episodios de exacerbacdo da doenca, mesmo em
tratamento, e formacédo de sequelas, com dificuldade de remissdo a longo
prazo®17. Além disso, ndo existem ensaios clinicos randomizados para
tratamento da EBA, o que dificulta a selecéo de terapia ideal®*®,

A avaliacdo multidisciplinar das mucosas € fundamental para definicao
de gravidade, tratamento e seguimento clinico de pacientes com EBA®. O
acometimento mucoso € uma das principais causas de morbidade da doenca e
tratamentos especificos de sequelas, como dilatacdo esofagica, podem ser
necessarios!®,

Medidas gerais de suporte, incluindo drenagem de bolhas com agulha
estéril, curativos ndo-aderentes, limpeza local e prevencao de traumas, sdo
extremamente importantes e devem ser orientadas a todos os pacientes!!”120,

Corticosteroides sistémicos sdo, em geral, primeira linha no tratamento
da EBA®. Entretanto, diferentemente de outras DBAIs, a resposta terapéutica a
corticoterapia é frequentemente limitada na EBA, principalmente na forma
MB1%, A maioria dos pacientes requer tratamento adjuvante para controle da
doenca ou prevencdo de eventos adversos associados a corticoterapia
cronica*®s.

Agentes poupadores de corticoide incluem drogas anti-inflamatorias,
como colchicina e dapsona, e agentes imunossupressores, a exemplo de
metotrexato, azatioprina, ciclosporina, ciclofosfamida e micofenolato de
mofetila®>6%, Outras opcdes terapéuticas, geralmente utilizadas em casos
recalcitrantes de EBA, incluem fotoférese extracorpOrea, imunoadsorcao,
imunoglobulina intravenosa (IglV) e rituximabe (RTX)41:121-128,

O RTX, um anticorpo monoclonal anti-CD20, tem mostrado resultados
favoraveis em casos de EBA refratarios a terapia imunossupressora
convencional'?®131, Em uma meta-andlise recente, IglV e RTX foram
associados a remissdo completa (RC) na EBA em geral’®. A andlise de

subgrupo por forma clinica da doenca demonstrou que apenas a IglV foi
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associada a RC na EBA MB, enquanto que nenhum tratamento foi associado a
RC na EBA ndo-MB18,

Guidelines internacionais sé&o escassos na EBA e, em geral, diferem em
recomendacdes para tratamento de primeira linha'®2. O consenso sobre
tratamento de DBAIs da SBD recomenda como primeira op¢ao de tratamento
para a EBA néo-grave a colchicina (0,5 — 2 mg/dia) ou a dapsona (50 — 100
mg/dia), com introducao de prednisona (0,5-1 mg/kg/dia) se resposta parcial ou
ausente. Na EBA grave, a primeira opgéo terapéutica sugerida € a IglV (2 g/kg
em cinco dias) associada a corticosteroide sistémico oral (1 - 1,5mg/kg/dia) ou
pulsoterapia com metilprednisolona (1 g intravenoso por trés dias). Medicacao
imunossupressora, como micofenolato de mofetila (2 — 3 g/dia), ciclosporina (5
mg/kg/dia) ou azatioprina (100-200 mg/dia), deve ser introduzida se resposta
parcial ou ausente. O RTX é indicado em casos refratarios da doenca, na dose
de 1 g IV no DO e no D14, ou 375 mg/m? semanal administrados em quatro

semanas a cada seis meses (Figura 8)°°.

EBA nao grave EBA grave
> Colchicina (0,5-2mg/ dia{) o » IglV (2g/kg em 5 dias) + prednisona (1 a 1,5 mg/kg/dia) ou pulsoterapia com
Dapsona(50-100mg/ dia) metilprednisolona (1g IV por 3 dias)
Se resposta parcial: Prednisona
-» (0,5-1mg/kg/dia) Se resposta parcial ou ndo resposta:acrescentar Micofenolato de mofetil (2-3g/ dia)
» ou Ciclosporina (5mg/kg/ dia) ou Azatioprina (100-200mg/ dia)
Se auséncia de resposta e/ ou efeito
colateral:substituir por prednisona Se resposta parcial ou no resposta: Rituximabe (1g IV no D0 e no D14 ou
> (0,5-1mg/kg/dia) » 375mg/m’ semanal administrado em 4 semanas) a cada 6 meses

D, dia; g, grama; IglV, imunoglobulina intravenosa; kg, quilograma; m?, metro ao quadrado;
mg, miligrama

Figura 8 - Fluxograma de tratamento da epidermdlise bolhosa adquirida pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia (2019)%
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3.7 Evolucéao e prognostico

A EBA ¢é uma doenca crbnica, caracterizada por periodos de
exacerbacéo e remissdo, e associada a morbidade significativa pelo risco de
sequelas, que podem ocorrer subclinicamente*®. RC da doenca é incomum e
terapias de longa duragdo sdo necessarias na maioria dos casos®3.

O progndstico da EBA esté associado a sua gravidade no momento do
diagndstico e tratamento proposto correspondente, e casos graves da doenca
podem evoluir com cicatrizacdo aberrante rapida, por vezes ameacadora a
vida®. Entretanto, o prognéstico destas formas pode potencialmente melhorar
considerando o sucesso terapéutico da IglV e RTX em diferentes estudos®1?’.

O prognostico da EBA e resposta ao tratamento parecem ser mais
favoraveis em criancas do que em adultos!33134, Em um estudo retrospectivo
com 30 pacientes adultos com EBA, RC foi atingida em 33% dos pacientes??.
Em contrapartida, em uma revisdo de 40 casos de EBA pediatrica, 65% dos

casos apresentaram controle ou RC da doenca®®,
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4 METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de coorte ambispectiva, que consistiu em uma fase retrospectiva
(2009 a marco de 2018) e prospectiva (abril de 2018 a marco de 2022).

4.2 Casuistica

4.2.1 Critérios deinclusao

Foram incluidos pacientes com o diagndstico de EBA, atendidos no
Ambulatério de DBAIs do Departamento de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (HCFMUSP),
no periodo de janeiro de 2009 a marco de 2022. A confirmacado diagnostica foi

realizada atraves de:
(i) Caracteristicas clinicas e histopatolégicas compativeis;
(i) IFD com fluorescéncia linear (IgA, IgG, IgM, C3) na ZMB,;
(i) 1IFI com SSS (depdsito de IgG linear no assoalho da clivagem);

(iv) Autoanticorpo circulante detectado através de ELISA anti-COLVII.
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4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes:

() Sem confirmacgédo diagnéstica de EBA por ELISA;

(i) Sem material biologico armazenado no laboratério do HCFMUSP;
(i) Gestantes;

(iv) Idade inferior a 18 anos.

4.3 Parecer de ética

Esse projeto de pesquisa foi submetido a avaliacdo, e aprovado (parecer
2.574.697; CAAE: 68014217.7.0000.0068) pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do HCFMUSP (Anexo A).

4.4 Avaliagéo clinica dos individuos

Os pacientes foram avaliados em consultas e através da revisdo de
prontuérios. A forma clinica foi definida de acordo com a classificacéo dos cinco
fenotipos da EBA. A gravidade da doenca foi definida com base no consenso

sobre tratamento de dermatoses bolhosas autoimunes da SBD®°:

- EBA néo grave: até 10% de envolvimento da superficie corpérea
envolvida, sem alteracao funcional (contratura em flexdo dos dedos)
e auséncia de envolvimento mucoso grave (ocular, laringeo ou

esofagico);

- EBA grave: envolvimento da superficie corpérea maior que 10% e/ou
presenca de alteracdo funcional (contratura em flexdao dos dedos)
e/ou envolvimento mucoso grave (ocular, laringeo ou esofagico) e/ou

EBA nao grave nédo responsiva ao tratamento proposto.
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As mucosas ocular, nasal, oral, faringea, laringea, esofagica, genital e

anal foram avaliadas por equipe multidisciplinar composta por dermatologistas,

oftalmologistas, otorrinolaringologistas, gastroenterologistas e ginecologistas.

As opcoes de tratamento da EBA e a resposta terapéutica foram avaliadas

em cada paciente. Tal resposta foi classificada de acordo com padrbes de

remisséo adaptados do consenso sobre tratamento dos pénfigos®413°:;

(i)

(ii)

(i)

(iv)
v)

(vi)

RC sem terapia: auséncia de novas lesbes em paciente sem
tratamento sistémico por pelo menos dois meses;

RC com terapia: auséncia de lesdes em paciente em terapia
minima por pelo menos dois meses. Terapia minima é definida
como prednisona £ 10 mg/dia (ou equivalente) e/ou terapia
adjuvante minima;

RP sem terapia: lesdes transientes que curam sem tratamento em
paciente sem uso de terapia sistémica;

RP com terapia: poucas lesdes em uso de terapia sistémica;

RP com terapia minima: lesdes transientes enquanto o paciente faz
uso de terapia minima (prednisona < 10 mg/dia ou tratamento tépico);
Reativacdo: surgimento de lesGes que ndo curam espontaneamente

ou extensado de lesdes estabelecidas.

O diagnostico de LESB foi excluido em todos os pacientes.

4.4.1 Avaliacao oftalmoldgica

A avaliagéo oftalmoldgica foi realizada através de consultas regulares no

Grupo de Cdérnea da Divisédo de Oftalmologia do HCFMUSP, com realizacéo de

exame de biomicroscopia de segmento anterior com luz de fenda. Foi utilizado

o corante fluoresceina 1%.
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4.4.2 Avaliacao otorrinolaringoldgica

O acometimento da mucosa oral e das vias aéreas superiores (fossas
nasais, faringe e laringe) foi avaliado em consultas regulares no Ambulatério de
Estomatologia do grupo Buco-Faringo-Laringologia da Divisdo de
Otorrinolaringologia do HCFMUSP. Os pacientes foram submetidos a exame
clinico, incluindo oroscopia e rinoscopia, e nasofibrolaringoscopia flexivel com
nasofibrolaringoscopio (modelo Olympus 3,4 mm, Tipo ENF P4, Toquio, Japao)
ou laringoscopio rigido de 70° (Storz Hopkins, Tuttlingen, Alemanha), apos
anestesia com lidocaina topica 2% nas fossas nasais e lidocaina topica 10%

na cavidade oral.

4.4.3 Avaliacdo gastroesofagica

O acometimento esofagico foi avaliado por meio de consultas regulares
no Ambulatério de Eséfago da Divisdo de Gastroenterologia do HCFMUSP e
através da realizacdo de endoscopia digestiva alta (EDA) com videoscépio
Olympus série 180 ou ultrafino. Foram utilizadas anestesia topica com lidocaina
spray sem vasoconstritor e sedacao intravenosa com midazolam (0,025 - 0,100

mg/kg), associado a fentanil (0,7 — 2,0 ug/kg) e propofol (0,5 — 1,0 mg/kg).

4.4.4 Avaliacao ginecolégica
O acometimento genital em pacientes do sexo feminino foi avaliado

através de exame clinico e ginecolégico pela equipe de Ginecologia do
HCFMUSP.

4.4.5 Avaliacao anal

O acometimento anal foi avaliado através de exame clinico pela equipe
de Dermatologia do HCFMUSP.
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4.5 Avaliagéo laboratorial dos individuos

4.5.1 Imunofluorescéncia direta

A andlise de IFD foi realizada em espécime de pele perilesional
previamente obtido por biopsia e estocado a -70 °C. A amostra foi
crioseccionada em fragmentos com espessura de quatro micra.
Posteriormente, cada lamina foi incubada com anticorpo anti-humano primario
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate - goat
anti-human-FITC, Sigma, USA), diluido em azul de Evans (anti-IgG 1:130; anti-
IgA 1:20; anti-lgM 1:20; anti-C3 1:20), por 30 minutos, em temperatura
ambiente (TA), em camara escura e Umida. Foi realizada a lavagem (20
minutos) com tampao trizma base/calcio (trizma base buffer/calcium — TBS-
Ca?*). Em seguida, foram feitas secagem e montagem das laminas, com leitura

através de microscopio Zeiss de epiluminescéncia.

45.2 Imunofluorescénciaindireta

A andlise de IFI foi realizada em amostra de soro previamente coletada
e armazenada a -70 °C. A pele de prepucio humano normal foi utilizada como
substrato, sendo seccionada em um criostato em fragmentos de quatro micra
de espessura, colocados em laminas silanizadas. O soro testado, diluido a
partir de 1:20 até negativacdo da sorologia, foi incubado com o substrato por
30 minutos. Em seguida, lavagem (20 minutos) com TBS-Ca?* foi realizada.
Depois, foi feita incubacdo com anticorpo anti-humano secundario (goat anti-
human-FITC, Sigma, USA), diluido em azul de Evans (anti-IgG 1:130; anti-IgA
1:20; anti-IgM 1:20). Em seguida, nova lavagem (20 minutos) com TBS-Ca?* foi
realizada. Por fim, as laminas foram submetidas a secagem e montagem, com

leitura através de microscopio Zeiss de epiluminescéncia.

4.5.3 Imunofluorescéncia Indireta com subclasses de IgG

A deteccgéo de subclasses de imunoglobulinas do tipo IgG foi realizada

por IFl em amostra de soro dos pacientes. O soro foi diluido inicialmente a 1:20
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em TBS-Ca?*. A pele de prepucio humano normal foi utilizada como substrato
para reacdo, sendo crioseccionada em fragmentos de quatro micra de
espessura e colocada em laminas silanizadas. Foi realizada a incubagdo com
o soro por 30 minutos em camara Umida, em TA, e protegidas da luz. A seguir,
as laminas foram lavadas em TBS-Ca?* por 20 minutos com posterior
incubacdo com anticorpo secundario anti-humano das subclasses IgGl
(2:500), 1gG2 (1:500), IgG3 (1:500) e IgG4 (1:1000), produzido em
camundongos imunizados (Sigma, Saint Louis, MO, USA - Quadro 1). A seguir,
as laminas foram novamente lavadas em TBS-Ca?* por 20 minutos. O
imunocomplexo formado foi detectado e localizado utilizando-se a
imunoglobulina da classe 1gG anti-camundongo conjugada com FITC (Sigma,
USA), diluida em azul de Evans na razdo de 1:30. Os cortes permaneceram
com o conjugado por 30 minutos, em camara umida em TA, protegidos da luz.
Em seguida, as laminas foram lavadas em TBS-Ca?'por 20 minutos e
posteriormente montadas com glicerina tamponada (pH 8,5 a 9,0) e laminula
de vidro. A leitura foi realizada em microscépio Zeiss de epiluminescéncia, com

o resultado dado em titulo, até diluicdo de 1:160.

Quadro 1 - Relacdo de subclasses de IgG utilizadas na avaliacdo de amostras de
soro de pacientes com epidermolise bolhosa adquirida

Anticorpo Origem Marca e Referéncia Diluicéo
Monoclonal anti-lgG1 Camundongo Sigma 19388 1:500
Monoclonal anti-lgG2 Camundongo Sigma 19513 1:500
Monoclonal anti-lgG3 Camundongo Sigma 17260 1:500
Monoclonal anti-lgG4 Camundongo Sigma 17385 1:1000

Anti-camundongo 1gG- _
FITC Cabra Sigma F8521 1:30

FITC, Isotiocianato de fluoresceina; IgG, imunoglobulina G

4.5.4 Salt-split skin indireto

Apos a limpeza para retirada de excesso de tecido conjuntivo, a pele
humana (prepucio) foi acondicionada em recipiente contendo 50 ml de solucéo

de NaCl 1 M e levada a refrigeracao (2-8 °C). A solucéo de NaCl foi trocada a
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cada 24 horas por trés dias. Ap6s uma média de 72 horas, obteve-se a pele
com split (separacéo artificial da pele), que foi crioseccionada na espessura de
quatro micra. Sobre o corte, o soro do paciente diluido na proporgéo de 1:20
em TBS-Ca?* foi adicionado por um periodo de 30 minutos. A seguir, lavagem
com TBS-Ca?* foi realizada por 20 minutos seguida por incubagdo com o
anticorpo anti-humano IgG conjugado a FITC por 30 minutos. Apos a ultima
lavagem de 20 minutos, as laminas foram montadas e lidas em microscopio
Zeiss de epiluminescéncia. Observou-se a presenca de fluorescéncia do lado
dérmico ou epidérmico da clivagem provocada (resultado positivo) ou auséncia

de fluorescéncia (resultado negativo).

455 ELISA (dosagem de anticorpos anti-COLVII)

A técnica de ELISA foi realizada com o Anti-Skin Profile ELISA Kit (MBL,
Nagoya, Japao) (Quadro 2), que permite a deteccdo qualitativa de anticorpos
anti-lgG circulantes contra Dsgl, Dsg3, BP180, BP230 e COLVII (antigeno
recombinante: NC1 e NC2). Para o presente estudo, foram especificados os
resultados referentes a dosagem de anticorpos anti-COLVII, confirmatoria para
o diagndstico de EBA.

O procedimento foi iniciado com a incubacéo do soro dos pacientes nos
micropocos revestidos com antigeno de A a H (100 pl em cada), cobertos com
um selador por 30 minutos em TA. Em seguida, a lavagem foi realizada quatro
vezes. A solucdo de conjugado (100 ul) foi adicionada aos micropocos, que
foram cobertos com um selador por 30 minutos em TA e lavados na sequéncia.
Posteriormente, o substrato (100 pul) foi adicionado por 15 minutos em TA. Por
fim, a solucéo stop (100 pl) foi acrescentada, com leitura da absorbancia de

cada poco a 450 nm. O teste foi considerado positivo se = 15.

Quadro 2 - Kit ELISA utilizado na avaliagdo de amostras de soro de pacientes com
epidermdlise bolhosa adquirida

Kit Marca Cdédigo

Anti-Skin Profile ELISA MBL
Kit (RUO), 8 x 12 wells International

RG-7115R
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4.6 Fluxograma do estudo

' R
HCFMUSP
Aprovacgéao pelo CEP
\. J
4 N

Ambulatério
DBAI
\ J

4 )
HD de EBA (2009 a
2018):

L 37 pacientes

( Revisdo de

prontudrios, amostras
estocadas e ELISA
.

27 pacientes excluidos
(prontuario ndo encontrado ou
amostra de soro nao localizada
ou ELISA negativo)

10 pacientes com
diagnostico
L confirmado de EBA )

4 N
Dosagem de

subclasses de IgG por

IFI
\_ J

CEP, Comité de Etica em Pesquisa; DBAI, dermatose bolhosa autoimune; EBA, epidermdlise
bolhosa adquirida; ELISA, ensaio de imunoadsorcdo enzimatica; HCFMUSP, Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; HD, hipétese diagnéstica;
IFI, imunofluorescéncia indireta; 1I9G, imunoglobulina G

Figura 9 - Fluxograma do estudo

4.7 Analise estatistica

Os dados foram armazenados e organizados no software Excel® for
Windows. Variaveis categéricas foram descritas com numero absoluto e
frequéncia relativa (%), e variaveis continuas foram descritas com apresentacéo
da mediana e percentis 25 e 75, ja que apresentaram distribuicdo ndo normal.

Né&o foi realizada andlise inferencial devido ao restrito tamanho amostral.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemioldgicos

Foram avaliados 10 pacientes, dos quais 5/10 (50%) eram do sexo
feminino. A idade mediana ao inicio dos sintomas foi de 51 anos (42 — 57 anos).
O intervalo mediano entre inicio dos sintomas e o diagndstico de EBA foi de 20
meses (9 — 44 meses) e o periodo mediano de seguimento foi de 98 meses (73
— 130 meses) (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados clinicos de pacientes com epidermolise bolhosa adquirida

Idade ao Inter_vallo_
inicio do entre inicio Tempo de . Acometimento
dos ) Forma Acometimento
PCT  Sexo quadro sintomas e seguimento clinica mucoso ativo* Mmucoso
ini ; P lar*
clinico diagnéstico (meses) sequelar
(anos)
(meses)
1 M 31 133 44 MB Or, A E, Oc Oc
2 M 48 27 104 MB Or, Oc, L, A, Fa Ausente
3 F 57 12 135 MB Or,N, L, Fa, G Or
4 M 58 10 91 MB Or,Fa, L,N, E N, Or
5 F 51 36 82 MB Or,Fa, L, E Or, Fa, E
6 F 46 66 47 N&o-MB Or, L, E, Fa E, Or
7 M 60 7 90 MB Or,0Oc, E,L,N,Fa Oc,N, L, Fa E
8 F 22 32 128 MB or,G,E A or, E
9 M 51 5 114 MB Or, Fa, L, E, Oc E, Oc, L
10 F 52 11 156 MB oG FaE AN, E,OrG

L

A, mucosa anal; E, mucosa esofagica; F, feminino; Fa, mucosa faringea; G, mucosa genital; L,
mucosa laringea; M, masculino; MB, mecanobolhosa; N, mucosa nasal; Oc, mucosa ocular; Or,
mucosa oral; PCT, paciente

*Acometimento mucoso representado na ordem de deteccao pela avaliacdo multidisciplinar



Resultados 32

5.2 Dados clinicos

No momento do diagndstico, a forma MB de EBA foi a predominante
(n=19; 90%), com 1/10 caso (10%) de EBA n&o-classica (forma PB-simile)
(Tabela 1).

Mudanca na forma clinica da doenca foi observada em quatro pacientes
(40%) (#2, #5, #6, #10) ao longo do seguimento clinico (Tabela 2). Dois
pacientes com EBA MB (#2, #5) evoluiram com lesdes transitorias do tipo PB-
simile, uma paciente com EBA MB (#10) evoluiu com surto isolado de PB e a
Gnica paciente com EBA PB-simile inicial (#6) evoluiu com a forma PMM-simile.
ApGs aproximadamente oito anos do inicio da doenga classica, o paciente #2
apresentou surto transitorio de placas eritematosas urticadas encimadas por
bolhas em tronco, sem exames complementares realizados na ocasiao por
seguimento irregular. A paciente #5 apresentou vesiculas, bolhas e placas
eritematoedematosas na regido cervical, torax e abdome por cerca de dois
meses apos aproximadamente dez anos do inicio da EBA classica. Ja a
paciente #6 apresentou quadro inicial de bolhas tensas e erosdes em regiao
axilar e inguinal, com prurido associado, e lesGes orais, evoluindo com quadro
predominantemente mucoso apés aproximadamente dois anos do inicio do
guadro. Além disso, a paciente #10 com EBA MB apresentou um quadro
transitorio de placas eritematosas urticadas, bolhas e erosdes nos membros e
dorso apds aproximadamente dez anos do inicio da doenca. Exames
complementares revelaram clivagem e bolha subepidérmica paucicelular
associada a dermatite perivascular superficial leve com alguns eosindfilos, IFI
com fluorescéncia na ZMB com anti-lgG e SSS indireto com fluorescéncia no
lado epidérmico. As lesbes resolveram-se ap0s aproximadamente dois meses,
e a interpretacao para a evolucao clinica foi de surto isolado de PB em paciente

com EBA classica.
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Tabela 2 - Mudanca na forma clinica de pacientes com epidermdlise bolhosa
adquirida

. D .
PCT FO”T"?‘ (;||n|ca Tipo de mudanga clinica uragdo IFD SSSindireto
inicial (meses)
Transit6ria
2 MB N . 3 NA* NA*
(lesbes PB-simile)
Transitoria L
5 MB (lesdes PB-simile) 2 19G,IgM, IgA, C3 Fluorescéncia dérmica
esOes PB-simile
30- Permanente
6 (PNBa(;im:Ige) (PMM-simile) NA IgG,IgM, IgA, C3 Fluorescéncia dérmica
- -simile
Transit6ria R S
10 MB 2 NA** Fluorescéncia epidérmica

(PB — epitope spreading)

IFD, imunofluorescéncia direta; IgA, imunoglobulina A; IgG, imunoglobulina G; IgM,
imunoglobulina M; MB, mecanobolhosa; NA, ndo aplicavel; PB, penfigoide bolhoso; PCT,
paciente; PMM, penfigoide de membranas mucosas; SSS, salt-split skin

* Exames ndo coletados (seguimento irregular)

** Amostra insuficiente

Na primeira consulta dermatoldgica, oito pacientes (#1, #3, #4, #5, #6,
#8, #9, #10) foram classificados como EBA nao-grave, e dois pacientes (#2, #7)
como EBA grave. A primeira avaliagdo multidisciplinar das mucosas ocular,
laringofaringea e esofagica foi realizada com mediana de 4 meses (1 — 16) apds
a primeira consulta no ambulatorio. Dentre os oito pacientes classificados
inicialmente com a forma ndo-grave da doenca, cinco (#1, #5, #8, #9, #10)
foram diagnosticados com EBA grave apos primeira avaliacdo multidisciplinar.
Os demais pacientes (#3, #4, #6) evoluiram com EBA grave nas avaliacdes
subsequentes.

Todos os pacientes apresentaram acometimento cutaneo relacionado a
EBA (Figura 10). Nove (90%) pacientes apresentaram sequelas cutaneas,
9/9; 100%), anoniquia
3/9; 33%) e alopecia

sendo as principais alteracdes cicatrizes atroficas (n

(n = 6/9; 66%), contratura em flexdo das méaos (n
cicatricial (n = 3/9; 33%) (Figuras 11 e 12).
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Figura 10 - Comprometimento cutaneo da epidermdlise bolhosa adquirida. (A) Forma
mecanobolhosa com erosdes, crostas e cicatrizes atréficas e hipercrobmicas nos
joelhos e regido pré-tibial. (B) Forma mecanobolhosa com erosfes e vesiculas no
dorso dos pés. (C) Forma penfigoide bolhoso-simile com péapulas
eritematoedematosas encimadas por vesiculas, bolhas e erosées no tronco. (D) Forma
penfigoide bolhoso-simile com papulas acastanhadas, erosdes e escoriagfes em axila
direita

L }

C s . -*" 3 ‘ - y R < o ' f}y
Figura 11 - Evolucédo de sequela cutdnea em paciente com epidermolise bolhosa
adquirida. (A e B) Erosdes, cicatrizes atroficas e milia em maos de paciente apds 1
ano do inicio do quadro. (C e D) Evolugcado com formacao de contratura em flexdo dos

dedos, cicatrizes atréficas e anoniquia apos 10 anos

‘,'.
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Figura 12 - Sequelas cutaneas da epidermolise bolhosa adquirida. (A) Erosdes,
cicatrizes atréficas e milia nos pés de paciente apés 1 ano do inicio do quadro. (B)
Evolugc&o com anoniquia e atrofia generalizada apds 8 anos. (C) Cicatrizes atréficas e
milia em cotovelos. (D) Placa com alopecia cicatricial

Acometimento mucoso ativo foi diagnosticado em todos os pacientes ao
longo do seguimento clinico, com pelo menos quatro mucosas envolvidas em
cada individuo (Tabela 1). Todos (100%) os pacientes apresentaram lesdes
ativas orais (Figura 13). Acometimento otorrinolaringolégico ativo foi
identificado em 8/10 (80%) pacientes. Lesdes nasais ocorreram em 4/8 (50%)
pacientes, com presenca de crostas em septo e cornetos nasais (n = 2/4; 50%)
e bolhas em coanas (n = 1/4; 25%). A descricdo da lesdo elementar nasal de
uma das pacientes nao foi especificada. Lesdes faringeas foram
diagnosticadas em 8/8 (100%) pacientes, com descricdo de processo
inflamatoério ndo especificado em hipofaringe (n = 5/8; 63%), exulceragdo em
hipofaringe (n = 2/8; 25%) e bolhas em orofaringe (n = 1/8 [13%]). Lesdes
laringeas ocorreram em 8/8 (100%) pacientes, com diferentes regides
anatbmicas acometidas (epiglote: n = 7/8 [88%)]; aritenoides: n = 4/8 [50%;
regido interaritenoidea: n = 3/8 [38%]; prega ariepiglotica: n = 2/8 [25%;
retrocricoide: n = 1/8 [13%]). Acometimento esofagico ativo foi detectado em
8/10 (80%) casos, com descricao de ulcera (n = 4/8; 50%), area descamativa

(n =4/8; 50%) e mucosa de aspecto friavel (n = 3/8; 38%) na EDA. Dentre esses
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ultimos pacientes, o paciente #1 apresentou lesdo descamativa em esbéfago
proximal, que foi submetida a analise histopatoldgica e IFD, com evidéncia de
esofagite cronica discreta, e deposicéo de IgG e C3 na ZMB, respectivamente.
LesOes oculares ativas foram observadas em 4/10 (40%) pacientes, a exemplo
de erosdes conjuntivais (n = 4/4; 100%) e ulcera de cérnea (n = 1/4; 25%).
Envolvimento ginecoldgico ocorreu em 3/5 (60%) pacientes, com presenca de
erosdes vaginais (n = 2/3; 66%) e em pequenos e grandes labios (n = 1/3; 33%).
Erosdes anais foram descritas em 4/10 (40%) casos (Figura 14).



Resultados 37

Figura 13 - Lesdes orais da epidermdlise bolhosa adquirida. (A e B) Erosdes na lateral
e ventre da lingua, (C) Mucosa labial e (D) Mucosa jugal

/ 2 A5 \ : ~‘ \ )
' s " Y ' \ . &
2 ¥ ; (X 3 |

Figura 14 - Comprometimento mucoso ativo da epidermolise bolhosa adquirida. (A)
Eroséo na epiglote. (B) Erosdes na parede posterior da faringe. (C) Bolha de contetdo
hemorragico e Ulcera na mucosa esofagica. (D) Eroséo anal
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Sequelas mucosas ocorreram em 9/10 (90%) pacientes durante o
seguimento clinico (Tabela 1). Dois pacientes (#5, #7; n = 2/9; 22%) foram
diagnosticados com sequelas ja na primeira avaliagdo multidisciplinar, ambos
com lesdes esofagicas e um (#7) com sequelas laringea e ocular. Sequelas orais
foram descritas em 6/9 (67%) pacientes, com cicatriz na lingua (n = 4/6; 67%),
gengiva (n = 1/6; 17%) e palato (n = 1/6; 17%). Dentre os pacientes com cicatriz
na lingua, uma paciente (#10) evoluiu com dificuldade de protusdo, mastigacéo
e fala. Sequelas otorrinolaringolégicas ocorreram em 4/9 (44%) pacientes,
com sinéquia em fossa nasal (n = 2/4; 50%), faringea (n = 2/4; 50%) e laringea
(n = 2/4; 50%), sem comprometimento do fluxo aéreo. Sequelas esofagicas
foram detectadas em 6/9 (67%) pacientes, com presenca de estenose (n = 5/6;
83%) e subestenose (n = 3/6; 50%). Todas as lesfes estavam localizadas no
terco superior do esdfago. Durante a realizacdo de EDA nos pacientes do
presente estudo, dificuldade na progresséo do aparelho foi observada em 3/10
(30%), com interrupcdo do exame por risco de laceracdo do 6rgdo em dois
destes. Devido ao quadro de estenose, 3/5 (60%) pacientes necessitaram de
dilatacdo esofagica, dentre os quais uma paciente evoluiu com necessidade de
gastrostomia cirdrgica tempordria. Sequelas oculares foram identificadas em
3/9 (33%) casos, com cicatriz conjuntival em todos. Dois (n = 2/3; 67%)
pacientes apresentaram obstru¢cdo do ducto lacrimal, entrdpio, triquiase e
simbléfaro, com necessidade de cirurgia plastica ocular. Um (n = 1/3; 33%)
paciente evoluiu com leucoma corneano e amaurose. Sequela ginecologica,
com atrofia de pequenos labios e fimose do clitéris, foi identificada em uma (11%)
paciente. Sequelas anais ndo foram identificadas (Figura 15). Um resumo do

acometimento cutdaneo e mucoso pode ser encontrado na Figura 16.



Resultados 39

-

Figura 15 - Sequelas mucosas da epidermdlise bolhosa adquirida. (A) Leucoma
corneano total e simbléfaro no olho esquerdo. (B) Entrépio de olho esquerdo. (C)
Sinéquia na regido posterior da laringe. (D) Estenose esofagica

A. Lesdes ativas B. Sequelas*®

Mucosa ocular Mucosa ocular
n=4/10 n=23/4
Mucosa nasal \ - Mucosa nasal \
n=4/10 N\ Mucosa faringea n=2/4
n =810 —=
Mucosa oral o Mucosa oral o
n=1010 T Mucosa esofgica n=6/10 -
n =810
Mucosa laringea | Mucosa laringea |
n=28/10 n=2/8
Pele 7
n=10/10

Mucosa faringea
n=2/8
Mucosa esofagica
=6/8

Pele L
n=9/10
Mucosa ginecoldgical Mucosa ginecoldgical
> —_— Mucosa anal > -_— Mucosa anal
n=3/5 - ] n=13
T n=4/10 - n=0

n, nimero de pacientes
* O numero de pacientes com sequelas foi descrito em relacdo aos que apresentaram

lesbes ativas

Figura 16 - Resumo do acometimento cutdneo e mucoso nos pacientes com
epidermdlise bolhosa adquirida. (A) Les@es ativas. (B) Sequelas
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5.3 Dados laboratoriais

A andlise histopatologica no momento do diagnoéstico revelou clivagem
subepidérmica em todos os casos, com diferentes tipos de infiltrado inflamatério
descritos (Figura 17). A analise de IFD revelou diferentes padrdes de deposicao
na ZMB: 1gG (10/10), C3 (9/10), IgM (6/10) e IgA (6/10) (Figura 18, Tabela 3).

v

Figura 17 - Exame histopatolégico da epidermélise bolhosa adquirida com coloracao
por hematoxilina-eosina. Clivagem subepidérmica com infiltrado inflamatério pauci-
celular (x200)
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Figura 18 - Imunofluorescéncia direta na epidermdlise bolhosa adquirida.
Fluorescéncia linear intensa e continua na zona da membrana basal com: (A) anti-IgG;
(B) anti-C3; (C) anti-lgM e (D) anti-IgA (x400)

IgA, imunoglobulina A; IgG, imunoglobulina G; IgM, imunoglobulina M

Tabela 3 - Dados laboratoriais de pacientes com epidermélise bolhosa adquirida

IFl Subclasse de IgG

PCT AP IFD

IFI1gG lgG1  1gG2 1gG3 lgga  ELISA*
Total
1 Pauci-inflamatério  1gG, C3, IgM, IgA > 1/20 - - - /40 1191
Infiltrado
p  Inflamatriorico o > 1/20 - - >1/160 1160  133,7

em neutroéfilos e
alguns eosindfilos
Leve infiltrado

3 Inflamatério IgG, C3, IgM, IgA > 1/20 >1/160 1/20 1/40 >1/160 153,0
linfomononuclear

4 Pauci-inflamatério  I1gG, C3, IgM, IgA > 1/20 1/80 1/40 1/160 >1/160 1249

Intenso infiltrado

inflamatofio misto 198 C3.1gM, 1gA > 1/20 - 1/160 - - 33,7

Infiltrado
inflamatorio com
neutrdéfilos e
eosindfilos
7  Exsudato IgG, C3 >120 - : . 40 180
hemorragico ' '
Leve infiltrado
g mamaiorio IgG, C3 >1/20  >1/160  1/40 - >1/160  102,2
infocitario com
alguns neutrdfilos

9 Pauci-inflamatério  1gG, C3 > 1/20 1/160 - - >1/160 93,4

IgG, C3, IgM, IgA - - - - 1/20 16,0

10 ~Discretoinfitrado o og y0n >1/20 1160  1/40 180  >1160 624
linfomononuclear

AP, exame anatomopatoldgico; ELISA, ensaio de imunoadsor¢cdo enzimética; IFD,
imunofluorescéncia direta; IFI, imunofluorescéncia indireta; IgA, imunoglobulina A; IgG,
imunoglobulina G; IgM, imunoglobulina M; PCT, paciente; >, maior que; -, negativo

*ELISA positivo se = 15
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Nove pacientes (90%) apresentaram IFI positiva, sendo que todos
apresentaram conjugado anti-lgG positivo e dois (#8 e #10) tiveram conjugado
anti-lgM associado. O exame de SSS indireto revelou deposicdo dérmica de
IgG nos 10 pacientes estudados (Figura 19).

Figura 19 - Imunofluorescéncia indireta na epidermdlise bolhosa adquirida. (A)
Fluorescéncia linear na zona da membrana basal com anti-IgG (x400). (B)
Fluorescéncia no lado dérmico da clivagem com a técnica de salt-split skin com anti-
IgG (x400)

IgG, imunoglobulina G

A analise de subclasses de IgG revelou positividade para IgG4 em 90%
dos pacientes; IgG1 e IgG2 foram positivas em 50% dos casos, enquanto que
IgG3 foi positiva em 40% dos casos (Figura 20, Tabela 3). A realizacéo do teste
de ELISA e identificagdo das subclasses de 1gG foram realizadas na mesma
amostra, coletada em uma mediana de 65 meses (26 — 105 meses) ap0s o
inicio dos sintomas. Todos 0s pacientes apresentaram sinais de atividade da

doenca na ocasiao.
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Figura 20 - Subclasses de IgG por imunofluorescéncia indireta na epidermolise
bolhosa adquirida. Fluorescéncia na zona de membrana basal por: (A) IgG1; (B) 1gG2;
(C) 1gG3 e (D) IgG4 (x200)

IgG, imunoglobulina G

O fator anti-nacleo (FAN) foi dosado em 9/10 (90%) dos pacientes, todos

negativos. Nenhum paciente apresentou critérios diagnésticos para LESB.

5.4 Tratamento

O tratamento da EBA foi guiado conforme a gravidade da doenca. Os
medicamentos utilizados ao longo do seguimento foram: prednisona (n = 10;
100%); MMF (n = 9; 90%); rituximabe (n = 7; 70%); dapsona (n = 5; 50%);
colchicina (n = 2; 20%); azatioprina (n = 2; 20%) e ciclosporina (n = 2; 20%)
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Tratamento em pacientes com epidermélise bolhosa adquirida

Tratamento prévio

Motivo de

Tratamento

Resposta ao

PCT  Droga Dose maxima descontinuagéo atual tratamento
atingida (AT - meses)
PDN 0,75 mg/kg/dia NA ) RC com terapia
1 Prednisona (|) (86 meses)
PDN 1 mg/kg/dia NA
AZA 150 mg/dia Uso irregular ) L
2 DDS 100 mg/dia NA Prednisona (|) Reativagéao
MMF 3 g/dia Suspeita de nevo Dapsona (=) (104 meses)
eruptivo
PDN 1,3 mg/kg/dia Melhora clinica RC com terapia
3 MMF 3 g/dia NA MMF () (120 meses)
PDN 1,5 mg/kg/dia NA
4 MMF 3 g/dia Melhora clinica Predni RP com terapia
RTX (1C) PAR Melhora clinica rednisona (1) (92 meses)
PDN 1 mg/kg/dia Melhora clinica
DDS 100 mg/dia Anemia L )
5 MMF 3 g/dia Melhora clinica Sem medicagcdo  RC sem terapia
RTX (2C) PAR Melhora clinica atual (60 meses)
PDN 1 mg/kg/dia NA
DDS 100 mg/dia NA ) i
6 MMF 3 g/dia Indisponibilidade Prednisona (]) ~ RP com terapia
RTX (1C) PAR Aguarda novo ciclo Dapsona (=) (88 meses)
PDN 1 mg/kg/dia Melhora clinica
- MMF 3 g/dia Linfopenia Sem medicagdo  RC sem terapia
RTX (4C) PAR Melhora clinica atual (66 meses)
PDN 0,8 mg/kg/dia Melhora clinica
DDS 100 mg/dia Anemia
8 MMF 3 g/dia Falha terapéutica Sem medicacdo  RC sem terapia
CyA 5 mg/kg/dia 1 creatinina e PA atual (138 meses)
RTX (4C) PL(1C) + PAR (3C)  \Melhora clinica
PDN 1 mg/kg/dia NA
AZA 150 mg/dia Falha terapéutica . .
9 MME 3 g/dia Linfopenia Predn‘|s‘ona ) RP com terapia
RTX (4C) PAR Melhora clinica Colchicina (=) (114 meses)
Colchicina 1 mg/dia NA
PDN 1 mg/kg/dia NA
DDS 100 mg/dia Anemia
CyA 250 mg/dia Falha terapéutica : :
10 MMF 2,5 g /dia Falha terapéutica Eﬁgﬁiﬁ?‘ga(g) Fl(éec?nrggggma
RTX (9C) PL (2C) + PAR (7C)  Melhora clinica
Colchicina 1,5 mg/dia NA

44

AZA, Azatioprina; C, ciclo; CyA, Ciclosporina; DDS, Dapsona; g, grama; kg, quilograma; mg,
miligrama; MMF, Micofenolato de mofetila; NA, ndo aplicavel; PA, presséo arterial; PAR,
protocolo artrite reumatoide; PCT, paciente; PDN, Prednisona; PL, protocolo linfoma; RC,
remissdo completa; RP, remiss@o parcial; RTX, Rituximabe; AT, intervalo de tempo entre
primeira consulta e momento da avaliagéo da resposta ao tratamento; 1, aumento; |, dose em
reducéo; =, dose mantida

ApoOs a primeira consulta dermatoldgica, os pacientes classificados
como EBA né&o-grave fizeram uso inicial de prednisona (#1, #3, #4, #9) ou

prednisona associada a dapsona (#5, #6, #8, #10). Dentre os pacientes
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classificados como EBA grave, o paciente #2 fez uso inicial de prednisona
associada a azatioprina, suspensa por uso irregular; e o paciente #7 recebeu
prednisona associada ao MMF, suspensa por linfopenia.

Durante 0 seguimento, todos o0s pacientes evoluiram com
comprometimento mucoso grave. Com excec¢ao do paciente #1, que atingiu RC
com prednisona em monoterapia, 0os demais necessitaram de tratamento
adjuvante com imunossupressores (Anexo B, Figuras 21 a 30).

Como terapéutica imunossupressora complementar nos pacientes
refratarios ao tratamento inicial, 0 MMF foi utilizado em todos os pacientes, dos
guais um apresentou RC (#3), dois cursaram com RP (#4, #5), um usou a
medicac¢do por apenas um més por indisponibilidade na farmécia (#6), dois
apresentaram falha terapéutica (#8, #10) e dois tiveram a medicagao suspensa
por evento adverso - suspeita de nevo eruptivo associado a imunossupressao
(#2) e linfopenia (#9). Sete pacientes (#4, #5, #6, #7, #8, #9, #10) utilizaram
RTX. Dois pacientes utilizaram ciclosporina, suspensa por falha terapéutica
(#10) e aumento de creatinina e pressao arterial (#8). Azatioprina foi utilizada
em um paciente (#9), com falha terapéutica. Colchicina foi adicionada em dois
pacientes (#9, #10) como adjuvante para controle do quadro cutaneo.

Os trés (30%) pacientes que nao utilizaram RTX (#1, #2, #3)
apresentaram controle da doenca com outras opcoes terapéuticas, sem
indicacdo de uso do imunobiolégico. O paciente #1 atingiu RC com uso
prednisona. O paciente #2 apresentou boa resposta a prednisona e dapsona,
estando em reativacdo da doenca devido a ma aderéncia medicamentosa. A

paciente #3 evoluiu com RC apés uso de prednisona e MMF.

5.4.1 Rituximabe

RTX foi utilizado em 7/10 (70%) casos por doenca grave. Todos 0s
pacientes apresentaram critérios para EBA grave no momento da indicacéo de
uso de RTX.

As opcOes utilizadas de tratamento anterior & introducdo do RTX foram
prednisona (7/7), MMF (7/7), dapsona (4/7), ciclosporina (2/7) e azatioprina

(1/7). O intervalo mediano entre inicio dos sintomas e 1° ciclo de RTX foi de 42
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meses (30 - 84 meses). O numero mediano de ciclos foi de 3 (1 — 4 ciclos). O
esquema de tratamento de 1000 mg/infusdo no D1 e D15 (protocolo artrite
reumatoide - PAR) foi o0 mais utilizado; 375 mg/m2/semana por quatro semanas
(protocolo linfoma - PL) foi realizado em apenas trés ciclos (#8 e #10).

Todos os pacientes evoluiram com melhora clinica apés o inicio do
tratamento com RTX (Figura 31). Na ultima avaliagdo do seguimento clinico,
RC foi atingida em 4/7 (57%) pacientes, trés sem terapia e um com terapia. RP
foi obtida em 3/7 (43%) pacientes, todos com terapia.

Figura 31 - Evolugéo clinica de paciente com epidermélise bolhosa adquirida tratado
com rituximabe. (A) Erosfes, vesiculas e crostas na face e (C) Erosdes, vesiculas e
bolhas no dorso das maos na primeira consulta dermatoldgica. (B) Resolucédo das
lesdes faciais e (D) Lesfes no dorso das maos, com formacao de cicatrizes atréficas,
9 meses apos 2° ciclo de rituximabe
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5.4.1.1 Subclasses de IgG em pacientes tratados com rituximabe

A dosagem de subclasses de IgG pos RTX foi realizada em 6/7 (86%)
pacientes que fizeram uso do imunobioldgico (Tabela 5). Um (14%) paciente
ndo compareceu a coleta. O tempo mediano entre a coleta da amostra e o ciclo
de RTX imediatamente anterior foi de trés meses (1 — 9 meses). Dentre 0s seis
pacientes, trés (#5, #7, #9) apresentaram negativacao de todas as subclasses
positivas na 12 coleta e estavam em RC no periodo. Os demais pacientes (#6,
#8, #10) estavam em RP no periodo. A paciente #10, que apresentou todas as
subclasses positivas inicialmente, manteve 1gG4 positiva, em nivel mais baixo.
A paciente #8 evoluiu com negativacao de IgG1 e IgG2, mantendo apenas IgG4
positiva, com mesma titulagcdo anterior. A paciente #6 manteve 1gG4 positiva,
com titulacdo superior & amostra anterior. Todos 0s pacientes que mantiveram
IgG4 circulante positiva ap6s o RTX estavam em RP da doenca no periodo

analisado.

Tabela 5 - Subclasses de IgG em pacientes com epidermolise bolhosa adquirida
tratados com rituximabe

Subclasse de IgG pré RTX Status da Subclasse de IgG p6s RTX

Status da
doenca
doenca no
no
iod periodo de
eriodo
PCT  1gG1 19gG2 19gG3 IgG4a P lgG1 1gG2 1gG3  IgG4 coleta pés
de coleta
RTX
pré RTX
4* 1/80 1/40 1/160 >1/160 Atividade ND ND ND ND NA
5 - 1/160 - - Atividade - - - - RC c/ terapia
6 - - - 1/20 Atividade - - - 1/40 RP c/ terapia
7 - - - 1/40 Atividade - - - - RC c/ terapia
8 >1/160  1/40 - >1/160 Atividade - - - >1/160 RP c/ terapia
9 1/160 - - >1/160  Atividade - - - - RC c/ terapia
10 1/160 1/40 1/80 >1/160 Atividade - - - 1/160 RP c/ terapia

¢/, com; IgG, imunoglobulina G; NA, ndo aplicavel; ND, ndo detectado; PCT, paciente; RC,
remissao completa; RP, remissao parcial; RTX, Rituximabe; > maior que; -, negativo
*Sem amostra coletada p6s RTX



48

6 DISCUSSAO

A EBA é uma doenca bolhosa cronica e rara, mediada por
autoanticorpos contra o COLVII. Séries de casos de EBA com seguimento
clinico a longo prazo, associado a avaliagdo multidisciplinar, sdo escassas na
literatura.

No presente estudo, caracteristicas epidemiolégicas, como distribuicao
por sexo e idade de inicio do quadro clinico (51 anos), foram similares as
descritas em estudos prévios!®?122, O intervalo mediano entre inicio dos
sintomas e diagnostico de EBA de 20 meses foi maior que o descrito em
estudos anteriores, que reportam um intervalo de 7 a 11 meses?-13%, Tal achado
pode refletir tanto o acesso limitado da populacdo ao servi¢co especializado de
dermatologia no Brasil, quanto a dificuldade diagnéstica da EBA. Os pacientes
foram acompanhados regularmente, com tempo mediano de seguimento de 98
meses, superior a relatos anteriores?12260, Este aspecto relaciona-se a
necessidade do acompanhamento clinico a longo prazo de pacientes com EBA.

A EBA é classificada em duas formas clinicas principais. No presente
estudo, a EBA MB foi a apresentacdo mais comum (90%). Embora a forma néo-
classica seja predominante em algumas séries de casos?>1®, a frequéncia de
formas clinicas pode variar entre os paises, dependendo também dos meios
diagndsticos disponiveis em cada estudo®. Deve-se considerar também que a
EBA é uma doenca dinamica e, como observado no presente estudo, alguns
pacientes podem apresentar fen6tipo misto ou mudanca na forma principal da
doenca ao longo do curso clinico, incluindo coexisténcia das formas classica e
PB-simile®16:2554 Além disso, a exemplo da paciente #10, que apresentou surto
de PB durante a evolu¢céo da doenca, a coexisténcia da EBA com outras DBAIs
foi descrita na literatura em poucos pacientes!?13’, Este acontecimento é
possivelmente explicado pelo epitope spreading, fenébmeno no qual algum dano
tecidual causado por dermatose autoimune ou inflamatoria leva a exposicéo de

componentes proteicos até entdo ndo detectados pelo sistema imunologico,
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levando a producdo de autoanticorpos distintos, e ao desencadeamento de
outra doenca cutanea autoimune!3g,

Quanto a gravidade, a suspeita diagnodstica da primeira consulta
dermatoldgica de EBA ndo-grave foi alterada em todos os casos do presente
estudo. Em cinco pacientes essa alteracdo ocorreu durante a avaliacéo inicial
multidisciplinar, indicando a importancia do rastreamento precoce de lesGes
mucosas na doenca.

Acometimento mucoso, ativo ou sequelar, foi diagnosticado em todos
(100%) os pacientes, frequéncia superior a reportada em séries de casos
prévias (58-75%)2%100, Além disso, todos os pacientes apresentaram lesdes em
guatro ou mais mucosas. Em uma meta-analise recente com 1159 casos de
EBA, lesdes mucosas foram encontradas em 23% da populacdo, a maioria com
uma unica mucosa afetada e apenas 30% desta amostragem apresentando
lesdes em dois ou mais sitios'®. Os achados do presente estudo provavelmente
decorrem da avaliacdo multidisciplinar detalhada realizada de forma regular em
todos os pacientes, o que favorece a deteccdo precoce de lesGes mucosas e
auxilia na prevencdo de sequelas irreversiveis. A avaliagdo minuciosa das
mucosas é essencial em pacientes com EBA e a presenca de acometimento
mucoso grave €, em geral, indicativa de necessidade de terapia
imunossupressora agressiva e acompanhamento multidisciplinar rigoroso.

A mucosa oral é reconhecida como a mais frequentemente acometida
na enfermidade'?!8, compativel com o presente estudo, no qual todos os
pacientes cursaram com lesdes orais.

O acometimento otorrinolaringolégico, infrequentemente reportado na
EBA, foi diagnosticado em 80% dos pacientes, com lesdes faringo-laringeas
em todos os casos. Embora nenhum paciente deste estudo tenha apresentado
comprometimento significativo do fluxo aéreo, a doenca pode cursar com
obstrucdo laringea grave, eventualmente requerendo tragueostomia®::6413°_ No
PMM, devido a possivel discordancia entre lesbes e sintomas, 0 exame
nasofaringolaringoscopico  sisteméatico é fortemente recomendado®.
Similarmente, les6es mucosas faringeas e laringeas séo particularmente
susceptiveis a complicagdes silenciosas na EBA, o que refor¢a a importancia

do diagnéstico precoce e seguimento clinico de tais lesGes®. Vale ressaltar que
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o laringoscopio deve ser utilizado com extrema cautela na EBA devido ao risco
de lesBes traumaticas ativas e cicatriciais, como a estenose supragléticas’-62,

Embora o acometimento gastrointestinal na EBA seja descrito como
incomum?®3, 80% dos pacientes do estudo foram diagnosticados com lesGes
esofagicas. Esse achado pode ser justificado pela realizacdo rotineira de EDA,
ndo comumente realizada em pacientes assintomaticos®3. Em pacientes com
EBA, a realizacdo de EDA e de procedimentos invasivos quando necessarios
deve ser feita de forma extremamente cautelosa, tendo em vista a fragilidade
da mucosa esofagica e risco de que pequenos traumas causem laceracao e
cicatrizacdo aberrante. Estenose significativa com necessidade de dilatacédo
endoscépica ocorreu em dois pacientes deste estudo, sendo que um deles
evoluiu com necessidade de gastrostomia cirargica, procedimento pouco
descrito na literatura em casos de EBA.

Apesar de ser relativamente raro, o acometimento ocular da EBA é
potencialmente grave*?. No estudo, 40% dos pacientes cursaram com lesdes
oculares, incluindo um caso grave que evoluiu com amaurose. Atraso no
diagndstico e tratamento da EBA aumentam o risco de perda visual, o que
reforca a importancia da deteccdo precoce de manifestacdes oculares na
doencal4l,

Trés (60%) pacientes apresentaram lesdes ginecoldgicas, frequéncia
superior a descrita na literatura (14,1%)'®. Dados acurados sobre o
acometimento ginecoldgico na EBA sédo escassos, embora seja uma mucosa
frequentemente acometida em criancas com a enfermidade!!5142,

Acometimento anal é descrito na EBA>?%, sendo detectado em 3% dos
casos de uma meta-analise recente'®. No presente estudo, lesdes ativas anais
foram diagnosticadas em 40% dos casos, todos, contudo, sem
desenvolvimento de sequelas.

Sequelas associadas a EBA foram diagnosticadas em todos os
pacientes, o que reflete sua relevante morbidade. Sequelas cutaneas foram
diagnosticadas em 90% dos casos, incluindo trés (30%) com flexdo em
contratura dos dedos, que prejudica a mobilidade das mé&os e potencialmente
a qualidade de vida dos pacientes. Lesdes cicatriciais na conjuntiva, laringe,

tranqueia e esd6fago denotam gravidade e indicam necessidade de tratamento
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mais agressivo e manejo multidisciplinar®. Sequelas mucosas foram detectadas
em 90% dos pacientes, incluindo quatro (40%) casos com necessidade de
intervencao cirdrgica. Além disso, lesdes sequelares precoces, ja presentes na
primeira avaliacdo multidisciplinar, foram diagnosticadas em 20% dos
pacientes. A abordagem multidisciplinar nos pacientes com EBA permitiu a
deteccao frequente e precoce de sequelas neste estudo.

Um fluxograma para o manejo e acompanhamento multidisciplinar de
pacientes com EBA foi sugerido pela equipe responsavel pelo presente estudo
(Figura 32). Apos a avaliagao inicial pela equipe de Dermatologia, seguida por
suspeita do diagnostico de EBA, todos os pacientes devem ser submetidos a
primeira avaliagdo multidisciplinar o mais precocemente possivel, permitindo a
avaliacdo de mucosas e classificacdo da gravidade da doenca, com instituicao
do tratamento correspondente. Os pacientes devem ser acompanhados
regularmente em consultas dermatologicas, com realizacdo de exame fisico e
interrogatorio sistematico ativo, englobando sinais e sintomas possivelmente
associados as les6es mucosas, a exemplo de: dor e ardor oculares, fotofobia,
lacrimejamento, diminuicdo da acuidade visual, crostas nasais, epistaxe,
obstrucdo nasal, rinorreia, mudancas de voz, estridor, dispneia, sangramento
gengival, aftas, odinofagia, disfagia, dificuldade para abertura oral, perda
ponderal, disuria, incontinéncia urinaria, dispareunia e dor e sangramento
anais. A reavaliacdo pela equipe multidisciplinar deve ser guiada pela suspeita
clinica e/ou historia de lesbes mucosas, com frequéncia de acompanhamento
individualizada em cada caso. Em geral, em pacientes com les6es mucosas, a
reavaliacdo pela especialidade especifica deve ser feita a cada trés meses, ou
antes se necessario. Em casos assintomaticos e sem lesées mucosas ativas,
reavaliacdo anual com realizacdo de exames especificos deve ser conduzida
pelas equipes de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Ginecologia. A realizacao
de EDA de rotina em tais pacientes ndo € recomendada pelo risco de trauma e

cicatrizagdo aberrante da mucosa esofagica.
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D, dia; EBA, epidermdlise bolhosa adquirida; EDA, endoscopia digestiva alta; g, grama; IglV,
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Figura 32 - Fluxograma para manejo e acompanhamento multidisciplinar de pacientes
com epidermolise bolhosa adquirida no ambulatério de Dermatologia da Universidade
de Séo Paulo
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Quadro 3 - Resumo de achados clinicos relevantes nos pacientes com epidermélise
bolhosa adquirida

« O acometimento mucoso da EBA foi diagnosticado em todos os
pacientes, com formacgéo de sequelas em 90% dos casos;

7z

* A abordagem multidisciplinar é essencial para deteccdo precoce de
lesdes mucosas, diagnostico de EBA grave e definicdo de tratamento da
doenca,;

« O seguimento clinico regular e a longo prazo dos pacientes é
fundamental, uma vez que sequelas se desenvolvem ao longo da
evolucéo da doenca.

Achados histopatolégicos do estudo incluiram clivagem subepidérmica,
com infiltrado inflamatério variado, que pode ocorrer na doenca a depender do
tipo e duracédo da lesdo®.

Multiplos depdsitos (IgG, C3, IgM, IgA) podem ser detectados na IFD de
pacientes com EBA%. Neste estudo, cinco (50%) pacientes apresentaram
reatividade contra todos os conjugados. O predominio de depodsitos de IgG e
C3 na IFD foi compativel com o descrito na literaturat?143,

O exame de SSS indireto na EBA é tipicamente caracterizado por
fluorescéncia linear no assoalho da clivagem*!!, como observado em todos os
casos do estudo.

A deteccado de autoanticorpos contra o COLVII por ELISA em pacientes
com EBA auxilia no diagnéstico da doenca''#144, Todos os pacientes deste
estudo apresentaram sinais de atividade da doenca no momento da coleta do
ELISA contra NC1 e NC2, reforcando que a positividade desse teste se
correlaciona com a atividade da EBA3.

As subclasses de IgG de autoanticorpos anti-COLVII circulantes mais
frequentes na EBA s&o dos tipos IgG1 e 1gG4195:107, Entretanto, a distribuicdo
de tais subclasses é comumente heterogénea na doenc¢al®#109145  como
demonstrado no presente estudo: todos 0s pacientes apresentaram ao menos
uma subclasse de IgG circulante, com predominio da 1gG4 (90%), sendo

seguida por IgG1 e 1IgG2 em frequéncias semelhantes (60%).
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A 1gG4 é uma subclasse de autoanticorpos chave nas DBAIs, sendo
reconhecida por ter capacidade limitada de ativagdo do complemento!46, Um
estudo recente indicou que a incorporacao de IgG4 a analise de rotina de IFD
adiciona valor diagnéstico para as DBAIs intra e subepidérmicas!4’. O
predominio de IgG4 sugere estimulacdo antigénica crbnica e sua funcao
patogénica no pénfigo é bem estabelecidal®®198148 No PB, autoanticorpos
lgG4 sdo associados a processos inflamatorios independentes do sistema de
complemento, sendo capazes de induzir a separacdo dermo-epidérmica em
ensaios de criocortes'#®10, O PB com predominio de IgG4 pode estar
associado ao fenétipo atipico ndo-inflamatério da doencal#é. Na EBA, o papel
especifico da IgG4 e de outras subclasses ainda nao é claro. Um estudo ex
vivo mostrou que IgG1 e IgG3, porém néo IgG2 e IgG4 contra o COLVII, podem
ativar o sistema de complemento e induzir a separacédo dermo-epidérmical®3.
Entretanto, autoanticorpos anti-COLVII podem contribuir para a formacéo de
bolhas na EBA por mecanismos independentes do complemento, com
disrupcdo mecéanica da funcdo de ancoragem do COLVII'®, No presente
estudo, a persisténcia de 1gG4 circulante apos uso de RTX foi observada em
pacientes com remissao parcial da doenca, sugerindo que tal subclasse parece
estar associada a atividade da EBA. A andlise de subclasses de IgG em
pacientes com EBA ap6és uso do RTX ainda ndo é descrita na literatura, e pode
auxiliar na monitorizacdo da resposta terapéutica e atividade da doenca.
Estudos adicionais (modelos animais) sdo necessarios para melhor

compreensao das subclasses de IgG e seu impacto na EBA.

Quadro 4 - Resumo de achados laboratoriais relevantes nos pacientes com
epidermdlise bolhosa adquirida

* O ELISA anti-COLVII é importante para confirmacdo diagnostica da
EBA,;

» 1gG4 parece ser um marcador de atividade na EBA e pode auxiliar no
seguimento e monitorizagéo de pacientes com a doenca.

O manejo terapéutico da EBA é um desafio devido a diferentes fatores,

incluindo sua cronicidade, risco de sequelas graves e auséncia de ensaios
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clinicos randomizados. A maioria dos pacientes com EBA necessita de
multiplos tratamentos®®, por vezes em combinacdo, como demonstrado neste
estudo.

O uso de RTX em casos de EBA grave tem sido descrito
esporadicamente em relatos de casos. O presente estudo mostrou sete
pacientes com EBA grave tratados com RTX que evoluiram com melhora
clinica. RC da doenca foi atingida em 57% dos pacientes, frequéncia similar a
descrita em uma revisdo recente'?®, Dentre eles, trés (75%) pacientes mantém
remissdo da doenca sem terapia, 0 que é raro na EBAS. A paciente #10, que
evoluiu com necessidade de gastrostomia cirargica por estenose esofagica
importante, teve o procedimento revertido apds cerca de dez meses devido a
melhora clinica atribuida ao uso de RTX. Ensaios multicéntricos, randomizados
e controlados sédo necessarios para confirmar a eficacia do RTX em pacientes
com EBA.

Quadro 5 - Resumo de tratamento de pacientes com epidermélise bolhosa adquirida

A EBA é uma doenca de dificil tratamento, que geralmente envolve o
uso de multiplas opc¢@es terapéuticas;

* Rituximabe parece ser um tratamento promissor da EBA grave, podendo
alterar progresséo clinica da doenca.
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7 CONCLUSOES

7

A EBA é uma DBAI que pode afetar a pele e mucosas, com
heterogeneidade de manifestacdes clinicas e morbidade relevante.
Considerando sua raridade, dificuldade diagndstica e impacto na qualidade de
vida dos pacientes, séries de casos com acompanhamento a longo prazo sao
fundamentais para melhor compreensao da doenca. O presente estudo incluiu
dez pacientes com diagnostico de EBA acompanhados no ambulatério de
Dermatologia do HCFMUSP.

No tocante a caracterizacao clinica com analise do comprometimento

cutaneo-mucoso em pacientes com EBA este estudo demonstrou que:

¢ A EBA acometeu individuos do sexo masculino e feminino em
frequéncia similar, com idade mediana ao inicio dos sintomas de 51

anos e periodo mediano de seguimento de 98 meses;

« A forma mecanobolhosa da EBA foi a mais frequente (90%), porém
mudanca na forma clinica da doenca é comum, como observado em

30% dos pacientes, demonstrando a natureza dinamica da EBA,;

e Todos o0s pacientes apresentaram EBA grave ao longo do

acompanhamento;

« Todos os pacientes apresentaram acometimento cutaneo relacionado
a EBA, com desenvolvimento de sequelas cutaneas em 90% dos

casos;

« Acometimento mucoso, ativo ou sequelar, foi diagnosticado em todos
0s pacientes, com pelo menos quatro mucosas envolvidas em cada

individuo, superior a frequéncia descrita na literatura,
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e As mucosas mais frequentemente acometidas foram: oral (100%), de
via aérea superior (80%), esofagica (80%), ocular (40%) ginecoldgica

(60% das pacientes do sexo feminino) e anal (40%);

e Sequelas mucosas ocorreram em 90% dos pacientes durante o

seguimento clinico, com necessidade cirurgica em 40% dos casos;

« Orastreamento e diagnostico precoce de lesdes mucosas pela equipe
multidisciplinar € fundamental para avaliagcdo do paciente com EBA,
definicdo de gravidade da doenca e estabelecimento de tratamento

adequado.

Quanto a caracterizacdo da histopatologia, imunofluorescéncia e
ELISA em pacientes com EBA:

e Todos (100%) os pacientes apresentaram clivagem subepidérmica a
histopatologia, com diferentes tipos de infiltrado inflamatorio;

e Mlltiplos depdsitos na ZMB foram detectados pela IFD, com predominio

de IgG e C3, como descrito na literatura para EBA;

e SSSindireto positivo com fluorescéncia dérmica e IFI positiva ocorreram
em 100% e 90% dos pacientes, respectivamente;

e A deteccao de autoanticorpos contra o COLVII por ELISA é relevante
para confirmacéao diagnostica de EBA, e seu nivel sérico correlaciona-se

com a atividade da doenca, como demostrado no presente estudo.

Quanto a avaliacdo de subclasses de IgG (IgG1, IgG 2, IgG3 e 1gG4)
em pacientes com EBA:

o A andlise de subclasses de IgG revelou distribuicdo heterogénea nos
pacientes com EBA, com maior frequéncia de IgG4, positivo em 90%

dos pacientes;

e A persisténcia de 1gG4 circulante apés uso de RTX foi observada em
pacientes com remissao parcial da doenca, sugerindo que tal

subclasse seria um potencial marcador de atividade da doenca;
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e A andlise de subclasses de IgG por IFI auxilia no diagnostico e
seguimento clinico-laboratorial de pacientes com EBA.

Quanto a avaliacdo darespostaterapéutica em pacientes com EBA:

e O tratamento da EBA é desafiador e o uso de mudltiplas opcdes

terapéuticas é frequentemente necessario;

e Uso de RTX ocorreu em 70% dos pacientes, que evoluiram com
melhora clinica, com remissdo completa da doenca em 57% dos

Ccasos;

e A maioria dos pacientes que fez uso de RTX necessitou de mais de
um ciclo da medicacédo, demonstrando a dificuldade de controle da

EBA a longo prazo;

e RTX parece ser um tratamento promissor para EBA, melhorando o

prognostico de formas graves da doenca.

O tratamento adequado de pacientes com EBA requer um esforco
colaborativo entre diferentes especialidades médicas, permitindo a deteccao
precoce de lesBes mucosas, nem sempre presentes ao primeiro exame clinico.
O acometimento inicial mucocutaneo na EBA, em geral diagnosticado por
dermatologistas, deve ser complementado por uma abordagem multidisciplinar
envolvendo oftalmologistas, otorrinolaringologistas, gastroenterologistas e
ginecologistas, contribuindo para intervencao terapéutica precoce e desfecho

mais favoravel da enfermidade.
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Anexo B
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Figura 21 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 1)
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Figura 22 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 2)
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Figura 23 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 3)
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Figura 24 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 4)
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Figura 25 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 5)

2018
9

2019
L

2020
L

jan-22

soxauy

99



abr-16

jul-20

ago-14 Oral Oral (discreta) Fj:r?l;;la
Inicio do acompanhamento Laringea =
P 9 dez-18 Laringea
mai-16 Lalr?rrwalea
_ Esofagica & mar-21
ago-14 mai-16 Oral (discreta)
Oral Laringea
ago-19
dez-14 Faringea ma.‘721
Oral Laringea Faringea
jan-22
' .
2013 2014 2015 201 | 2017 2018 | 2019 2020
O—e ™ 02}5 ° . >
i
ago-12 ' v ' :
ago-14 - abr-16 jun-16 - jun-18 dez-18 - atual
Dapsona Dapsona Dapsona
(suspensdo por suspeita de anemia) (suspensédo por conta propria)
mai-16 - jun-16
MMF
(suspenséo por indisponibilidade na farmacia)
ago-14 - atual
Prednisona set-19
1° RTX
Legenda:

O Inicio do quadro cinico
<> Detecgéo de acometimento mucoso ativo

Figura 26 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 6)
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Figura 27 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 7)
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Figura 28 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 8)
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Figura 29 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 9)
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Figura 30 - Evolucéo de paciente com epidermolise bolhosa adquirida: acometimento mucoso ativo e tratamento (paciente 10)
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