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RESUMO

Dias de Oliveira NF. Avaliagcdo in situ do perfil fenotipico e funcional das
células dendriticas plasmocitoides em pacientes com eritema polimorfo

recorrente [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2024.

O eritema polimorfo ¢ uma dermatose caracterizada por lesdes simetricamente distribuidas do
tipo maculas, papulas, bolhas e lesdes em alvo, que pode acometer a pele e/ou mucosas. O
Eritema Polimorfo Recorrente ¢ caracterizado pela recorréncia dos surtos ao longo do tempo,
com uma média de seis episddios por ano e duracdo média da doenca de 6 a 10 anos. A
fisiopatologia da doenga ainda ndo ¢ completamente compreendida. Estima-se que mais de
60% dos casos sejam causados por infec¢do pelo virus do herpes simples e ha evidéncias de
que o eritema polimorfo recorrente seja um tipo de reagdo de hipersensibilidade tardia. Do
ponto de vista clinico, o curso prolongado e com recidivas do Eritema Polimorfo Recorrente
sdo um desafio terapéutico para o controle da doenca. As células dendriticas plasmocitoides
(pDCs) fazem parte da familia das células dendriticas e detectam as infecg¢des virais através
do reconhecimento dos acidos nucleicos virais, constituindo importantes mediadoras da
imunidade antiviral. O interferon tipo I derivado dessas células, além de inibir diretamente a
infeccdo viral, também ativa as fung¢des antivirais de outros tipos celulares, como das células
natural killer (NK), células dendriticas mieloides, linfocitos B e T, iniciando e orquestrando a
imunidade antiviral inata e adaptativa. Assim sendo, alteragdes no recrutamento e/ou no
funcionamento das pDCs poderiam elucidar a persisténcia da infeccao herpética e a resposta
inflamatoria que resulta nas lesoes de Eritema Polimorfo Recorrente. Neste trabalho descrevo
projetos cientificos desenvolvidos no Departamento de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, realizados no periodo de
2015 a 2023, que tiveram os objetivos de propor um protocolo de tratamento para os
pacientes com Eritema Polimorfo Recorrente e de auxiliar na elucidagdo sobre a
fisiopatologia da doenga, através da avaliacdo da presenca e da atividade in situ das células
dendriticas plasmocitoides no Eritema Polimorfo Recorrente. Primeiramente, publicamos
uma revisdo sobre células dendriticas plasmocitoides na dermatologia. A atuacdo dessas
células na conexdo entre as imunidades inata e adaptativa e o fato de ndo estarem presentes
na pele normal, mas sim infiltrarem a pele em diversas doengas dermatologicas - como
infecgdes virais, doencgas inflamatorias, doengas autoimunes e neoplasicas - podem indicar

sua participagdo na patogé€nese dessas dermatoses. Estudos futuros sobre a atuacdo das



células dendriticas plasmocitoides na dermatologia poderdo levar a novos alvos terapéuticos.
Em seguida, publicamos o primeiro protocolo terapéutico de longo prazo para remissao do
Eritema Polimorfo Recorrente. Nesse artigo, avaliamos as caracteristicas clinicas e
demograficas dos pacientes com Eritema Polimorfo Recorrente diagnosticados entre janeiro
de 2000 e dezembro de 2019. Dos 35 pacientes incluidos, 71,4% eram do sexo feminino, a
idade média de inicio da doenga foi de 35,7 anos e o seguimento médio foi de 7,58 anos. O
local mais acometido foi a pele, em 91,4% dos pacientes. A sorologia para imunoglobulina G
para o virus do herpes simples foi positiva em 91,1% dos casos. O tratamento com aciclovir
foi utilizado em 33 dos 35 pacientes, com remissdo completa em 22 dos 33 ap6s o primeiro
curso terapéutico; 16 de 22 recidivaram e necessitaram de um segundo ciclo de aciclovir.
Devido a resposta parcial ao aciclovir, o tratamento combinado com dapsona foi necessario
em 9 dos 33 pacientes, ¢ a talidomida foi utilizada como medicamento adjuvante em 4 dos
33, apos efeitos adversos a dapsona. Apds o primeiro ciclo de aciclovir (com ou sem terapia
combinada) 19 dos 33 pacientes tiveram recidiva e receberam de 2 a 6 ciclos adicionais de
tratamento. Nossos resultados sugeriram que o Eritema Polimorfo Recorrente ¢ uma doenca
cronica e apresenta boa resposta ao aciclovir em monoterapia ou em terapia combinada com
dapsona ou talidomida na maioria dos pacientes. Por fim, realizamos a avaliagdo in situ do
perfil fenotipico e funcional das células dendriticas plasmocitoides na pele de pacientes com
Eritema Polimorfo Recorrente. Analisamos, através de técnica imuno-histoquimica, a
expressao de receptor da cadeia alfa da interleucina-3 (CD123), Toll-like receptor 7 (TLR7),
Toll-like receptor 9 (TLRY), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
proteina de resisténcia a myxovirus A (MxA) na pele de 19 pacientes com Eritema Polimorfo
Recorrente e de 9 controles saudaveis. Nossos resultados demonstraram - tanto na epiderme
quanto na derme - que o grupo dos pacientes com Eritema Polimorfo Recorrente apresentou
aumento da expressao in situ de CD123, redugdo da expressao de TLR9, TLR7, IL-6 ¢ TNF-
o sem diferengas e MxA aumentada, em comparagcdo com o grupo de controles saudaveis.
Assim, demonstramos que as células dendriticas plasmocitoides estdo presentes no Eritema
Polimorfo Recorrente, mas com ativacdo reduzida através das vias TLR7 e TLR9Y,
possivelmente afetando a producdo inicial de interferon tipo I, beneficiando a persisténcia do
virus do herpes simples e a recorréncia dos episddios de Eritema Polimorfo Recorrente. Esses
achados apoiam estudos adicionais para esclarecer o papel das vias TLR7/TLR9 e das células
dendriticas plasmocitoides como parte da fisiopatologia do Eritema Polimorfo Recorrente e

para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.



Palavras-chave: C¢lulas dendriticas. Eritema multiforme. Imuno-histoquimica. Receptores

Toll-like. Interleucinas. Imunidade inata.



ABSTRACT

Dias de Oliveira NF. In situ evaluation of phenotypical and functional profile of
plasmacytoid dendritic cells in patients with recurrent erythema multiforme

[thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2024.

Erythema Multiforme is a dermatosis characterized by symmetrically distributed macules,
papules, blisters, and target lesions, affecting the skin and/or mucous membranes. Recurrent
Erythema Multiforme is characterized by the recurrence of outbreaks over time, with an
average of six episodes per year and a mean disease duration of 6 to 10 years. The
pathophysiology of the disease is not completely understood. It is estimated that more than
60% of the cases are caused by herpes simplex virus infection and there is evidence that
Recurrent Erythema Multiforme is a type of delayed hypersensitivity. Clinically, the
prolonged and relapsing course of Recurrent Erythema Multiforme constitutes a therapeutic
challenge for disease control. Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are part of the dendritic
cell family and detect viral infections through the recognition of viral nucleic acids,
constituting important mediators of antiviral immunity. Type I interferon derived from these
cells, in addition to directly inhibiting viral infection, also activates the antiviral functions of
other cell types, such as natural killer cells, myeloid dendritic cells, B and T lymphocytes,
initiating and orchestrating innate and adaptive antiviral immunity. Therefore, changes in the
recruitment and/or functioning of pDCs could elucidate the persistence of herpetic infection
and the inflammatory response that results in Recurrent Erythema Multiforme lesions. In this
paper, we describe scientific projects developed at the Department of Dermatology, Hospital
das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, from 2015 to 2023, which
had the objectives of proposing a treatment protocol for patients with Recurrent Erythema
Multiforme and to advance in the elucidation of the disease’s pathophysiology, through the
evaluation of the in sifu presence and activity of plasmacytoid dendritic cells in Recurrent
Erythema Multiforme. First, we published a review on plasmacytoid dendritic cells in
dermatology. The role of these cells in the connection between innate and adaptive immunity,
and the fact that they are absent in normal skin but infiltrate the skin in various
dermatological diseases - such as viral infections, inflammatory, autoimmune, and neoplastic
diseases- may indicate their participation in the pathogenesis of several dermatosis. Future
studies about the role of plasmacytoid dendritic cells in dermatology could lead to new

therapeutic targets. We also published the first long-term treatment protocol for Recurrent



Erythema Multiforme remission. In this article, we evaluated the clinical and demographic
characteristics of Recurrent Erythema Multiforme patients, between January 2000 and
December 2019. Thirty-five patients were included, 71.4% were female, the average disease
onset age was 35.7 years, and the mean follow-up was 7.58 years. The most affected site was
the skin, in 91.4% of patients. Herpes simplex virus immunoglobulin G serology was positive
in 91.1% of cases. Acyclovir treatment was used in 33 of 35 patients, with complete
remission achieved in 22 of 33 after the first therapeutic course; 16 of 22 relapsed and
required a second acyclovir cycle. Due to partial response to acyclovir, combined treatment
with dapsone was necessary in 9 of 33 patients, and thalidomide was an adjuvant drug in 4 of
33, after adverse effects to dapsone. After the first cycle of acyclovir (with or without
combined therapy), 19 of 33 patients relapsed and received 2 to 6 additional treatment cycles.
Our results suggested that Recurrent Erythema Multiforme is a chronic disease with a good
response to acyclovir in monotherapy or in combined therapy with dapsone or thalidomide in
most patients. Finally, we performed an in situ evaluation of the phenotypic and functional
profile of plasmacytoid dendritic cells in the skin of patients with Recurrent Erythema
Multiforme. We analyzed, through immunohistochemistry, the expression of interleukin-3
receptor alpha chain (CD123), Toll-like receptors (TLR)7 and 9, interleukin (IL)-6, tumor
necrosis factor (TNF)-a and myxovirus resistance protein A (MxA) in the skin of 19 patients
with Recurrent Erythema Multiforme and 9 healthy controls. Our results demonstrated - both
in the epidermis and dermis - that the group of patients with Recurrent Erythema Multiforme
presented increased in situ expression of CD123, reduced expression of TLR9, TLR7, IL-6
and TNF-a without differences and increased MxA, compared to the group of healthy
controls. Thus, we demonstrated that plasmacytoid dendritic cells are present, but with
reduced activation through TLR7/TLRY pathway in Recurrent Erythema Multiforme,
possibly affecting the initial production of type I interferon, benefiting herpes simplex virus
persistency and Recurrent Erythema Multiforme outbreaks. These findings support further
studies to clarify the role of TLR7/TLR9 pathway and pDCs functioning as part of Recurrent
Erythema Multiforme pathophysiology and potential future therapeutic target development.

Keywords: Dendritic cells. Erythema multiforme. Immunohistochemistry. Toll-like

receptors. Interleukins. Immunity, innate.
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1 INTRODUCAO

O eritema polimorfo (EP) ¢ uma dermatose caracterizada por lesdes simetricamente
distribuidas do tipo maculas, papulas, bolhas e lesdes em alvo, reconhecidas por uma por¢ao
central necrotica, enegrecida ou bolhosa, circundada por uma area vermelho-escura, com uma

4rea externa com um anel mais claro e edematoso € uma zona eritematosa na periferial-?).

Anteriormente o eritema polimorfo era considerado um espectro da sindrome de
Stevens-Johnson/Necrolise epidérmica tdxica, mas atualmente ¢ considerado uma entidade

distinta®.

Eritema polimorfo recorrente (EPR) ¢é caracterizado pela recorréncia dos surtos ao
longo do tempo, sendo que a maioria dos estudos demonstra uma média de seis episodios por
ano, com dura¢do média da doenga de 6 a 10 anos>*. A fisiopatologia da doenca ainda ndo é
completamente compreendida, mas estima-se que mais de 60% dos casos de EPR sejam
causados por infec¢do pelo virus do herpes simples®*9, e ha evidéncias que o EPR seja um

tipo de reagdo de hipersensibilidade tardia.

As células dendriticas plasmocitoides (pDCs) fazem parte da familia das células
dendriticas, detectam as infecgdes virais através do reconhecimento dos acidos nucleicos

virais e constituem importantes mediadoras da imunidade antiviral®.

Considerando-se que o interferon (IFN) tipo I derivado das pDCs ndo somente inibe
diretamente a infec¢do viral, como também ativa as fungdes antivirais das células natural
killer (NK), células dendriticas mieloides, linfocitos B e T, iniciando e orquestrando a
imunidade antiviral inata e adaptativa®, alteragdes no recrutamento e/ou no funcionamento
das pDCs podem elucidar a persisténcia da infec¢@o herpética e a resposta inflamatéria que
resulta nas lesdes clinicas de eritema polimorfo. Assim, torna-se relevante o estudo do perfil
da expressao de citocinas que avaliem o perfil fenotipico e funcional das pDCs nos pacientes
com EPR, para melhor compreensdo da fisiopatologia e visando a alcangar alvos terapéuticos

especificos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERITEMA POLIMORFO RECORRENTE

2.1.1  Historico e epidemiologia

O termo “eritema multiforme” foi descrito pela primeira vez por Ferdinand von Hebra
em 1866, utilizado para descrever uma erupcdao dermatolégica aguda, com acometimento
cutaneo, autolimitada, com tendéncia a recorréncia, mais comum em individuos jovens e do
sexo masculino, com distribuicdo simétrica. As lesdes iniciais descritas foram papulas, que
evoluiriam para alteracdes de cores concéntricas (“eritema iris”’) ou bolhas, com aumento e
clareamento central. Os sintomas cutaneos descritos foram de queimagdo, prurido, com
possibilidade de sintomas sistémicos, como febre e calafrios, com resolugdo benigna, sem

sequelas?),

A partir de 1880, pacientes com lesdes semelhantes as descritas por von Hebra, porém
com lesdes mucosas, também foram diagnosticados como eritema multiforme!!-1?),

ampliando o uso do termo.

Em 1922, Stevens e Johnson descreveram dois casos de doenga febril aguda associada
a lesdes semelhantes ao eritema multiforme!'®. Com a consagragdo do eponimo “sindrome de
Stevens-Johnson” ao longo dos anos, a doenga ficou conhecida como uma variante grave e

atipica de eritema multiforme('?,

Em 1950, Bernard Thomas'¥ publicou a classificagdo “eritema multiforme minor”,
como uma referéncia a doenga tipica inicialmente descrita por von Hebra, enquanto “eritema
multiforme major” seria sindbnimo da Sindrome de Stevens-Johnson, forma mais grave com

febre e acometimento mucoso.

Na década de 1990, Bastuji e Roujeau'!>'® diferenciaram eritema multiforme major e
sindrome de Stevens Johnson, sugerindo que a doenca eritema multiforme seria compativel

com a descri¢do cldssica de von Hebra, com alvos tipicos ou “atipicos elevados™ acrais ou



27

faciais, com ou sem acometimento mucoso. Ja a sindrome de Stevens-Johnson seria entidade
distinta, com alvos atipicos planos, bolhas sobre lesdes purpuricas e descolamento da pele,

com acometimento de mucosas, localizadas no tronco ou disseminadas.
No Brasil, os termos "eritema multiforme" e "eritema polimorfo" sdo sindnimos!”.

A incidéncia do eritema polimorfo recorrente ¢ estimada entre 0,01 e 1% da
populacdo, com acometimento predominante de adultos jovens, principalmente mulheres,

sem predile¢do étnicall->12),

2.1.2  Aspectos clinicos do EPR

O eritema polimorfo ¢ caracterizado por lesdes simetricamente distribuidas do tipo
maculas, papulas, bolhas e lesdes em alvo, reconhecidas por uma porcdo central necrdtica,
enegrecida ou bolhosa, circundada por uma area vermelho-escura, com uma area externa com
um anel mais claro e edematoso e uma zona eritematosa na periferia, como mostra a figura 1.
Também pode haver lesdes atipicas, arredondadas, edematosas, com apenas dois anéis

concéntricos ou com bordas mal definidas(!-?,

Figura 1 - Quadro clinico do eritema polimorfo: lesdes em alvo tipicas

Legenda: Detalhe das lesdes em alvo tipicas, com trés zonas concéntricas.

Fonte: ~ Acervo do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP, 2023.



28

As lesdes distribuem-se simetricamente, preferencialmente nas extremidades e nas
superficies extensoras, menos frequentemente no tronco, € pode haver fenomeno isomorfico,
conforme demonstrado na figura 2. Acometimento mucoso ¢ frequente, em 25-60% dos
casos, principalmente oral (70%), como detalhado na figura 3, mas também genital e de
nasofaringe, com enantema, vesiculas e erosdes. O acometimento ocular pode apresentar
ceratite, cicatrizes conjuntivais, uveite e até mesmo amaurose. Outras complicagcdes do
acometimento mucoso sdo esofagite, estenose esofagica e pneumonia. Sintomas como
prurido, dor, ardor sdo frequentes. Em alguns casos, hd sintomas prodromicos, como

fraqueza, febre e mialgia, principalmente nos casos de EP com lesdes orais (2,

Figura 2 - Quadro clinico do eritema polimorfo: topografia

Legenda: Lesdes em alvo simetricamente distribuidas nas extremidades (A) e nas superficies extensoras (B).

Fonte: ~ Acervo do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP, 2023.

Figura 3 - Quadro clinico do eritema polimorfo: acometimento oral

Legenda: Acometimento da mucosa oral, com bolhas, erosdes e lesdes em alvo (A), enantema e bolhas (B).
Fonte: ~ Acervo do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP, 2023.
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Em geral, o eritema polimorfo apresenta surto Unico, com resolu¢do em até 1-2
semanas, habitualmente sem a formagao de cicatrizes. Eritema polimorfo recorrente (EPR) ¢
caracterizado pela recorréncia dos surtos ao longo do tempo; a maioria dos estudos demonstra
uma média de seis episodios por ano, com dura¢do média da doenga de 6 a 10 anos®?. J& o
eritema polimorfo persistente (EPP) ¢é raro e caracterizado pelo aparecimento continuo de

lesdes de EPU-218),

2.1.3  Aspectos diagnosticos do EPR

O diagnostico de EPR é fundamentalmente clinico!®). A investigagdo complementar
pode ser feita com exame histopatoldgico e a investigacdo etioldgica através de historia e
exames clinicos, sorologias virais e exame citologico e/ou PCR (reacdo em cadeia de

polimerase) de contetido de vesicula, no caso lesdes clinicas sugestivas de herpes simples.

2.1.3.1 Histopatologia do EPR

Ao exame anatomopatologico (AP) observa-se exocitose de linfocitos, necrose de
queratindcitos e degeneragdo vacuolar da camada basal. Pode haver clivagem subepidérmica
e infiltrado linfo-histiocitario superficial e médio, perivascular e eventualmente liquenoide.
As alteragdes dérmicas, como edema papilar, vasodilatagdo, infiltrado mononuclear
perivascular, sdo mais proeminentes nas lesdes papulosas iniciais. Ja as alteracdes
epidérmicas, como necrose, sdo mais encontradas nos casos evolutivos, principalmente no

centro das lesdes em alvo(V.
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2.1.3.2 Aspectos imunologicos

A imunofluorescéncia direta ¢ inespecifica, com os achados de deposito de C3
(complemento 3) granular e de IgM (imunoglobulina M) na jun¢do dermoepidérmica e na

parede dos vasos superficiais, além de corpos citoides(".

2.1.3.3 Critérios diagnoésticos

Schofield, Tatnall e Leigh® estabeleceram em 1993 os critérios para diagnostico de
EPR: presenca de uma erupcao fixa, simetricamente distribuida, incluindo lesdes em alvo,

com ou sem acometimento mucoso, ocorrendo em pelo menos trés ocasides.

Wetter e Davis® descreveram o termo “eritema multiforme mucoso recorrente”,
caracterizado pela presenga de lesdes orais na auséncia de lesdes cutaneas, com envolvimento
de lesdes orais e labiais, assim como previamente descrito por Rogers®?, com éreas difusas
de eritema mucoso, vesiculas, bolhas e erosodes, ulceracdo afetando tanto as areas nao-
queratinizadas quanto queratinizadas dos labios, ou placas queratdsicas inespecificas

entremeadas a eritema.

2.14  Etiopatogenia do EPR

Na literatura ha diversos fatores causais descritos, tais como infecgdes, medicagoes,
malignidades, doencas autoimunes, radiacdo, imunizacdo e menstruacdo. Dentre esses
fatores, as infec¢des representam 90% dos casos, € 0 agente mais comum ¢ o virus do herpes
simples (HSV). Estima-se que mais de 60% dos casos de EPR sejam causados por infec¢ao
por HSV, sendo outras causas: infeccdo por Micoplasma pneumoniae, infec¢ao pelo virus da

hepatite C, candidose vulvovaginal e menstruagao(!?).
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Frequentemente ndo se encontra uma associacdo clinica e laboratorial bem
estabelecida com o HSV, porém acredita-se que infecgdes subclinicas por HSV representem a
causa em muitos casos considerados idiopaticos, uma vez que foi demonstrada positividade
entre 50-60% para o DNA (&cido desoxirribonucleico) do virus do herpes simples através de
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em fragmentos de pele obtidos por meio de
biopsias das lesdes cutdneas de pacientes com EPR idiopatico. Diversos estudos realizaram
PCR para HSV, positivo nos queratindcitos basais das bidpsias de pele de lesdes compativeis
com eritema polimorfo, sendo que a DNA polimerase foi o fragmento de DNA mais
frequentemente detectado nos tecidos com EP, detectado em 70% dos casos. Na pele
cicatrizada encontrou-se DNA polimerase positiva por técnica de PCR ap6s 1-3 meses. Além
disso, a resposta clinica ao tratamento com drogas antivirais nos casos de EPR corrobora essa

etiologia®!-2%,

Contudo, a maioria dos pacientes com herpes simples ndo apresenta eritema
polimorfo. Alguns estudos apontaram alguns alelos HLA (complexo de histocompatibilidade)
(como B15, B35, A33, DQW3, DQB*0302, DRw53, DQW3, DR53) de maior propensao ao
desenvolvimento de EP. Também hé a associagdo do HLA DQB1*0302 em paciente com EP
de acometimento mucoso leve e do HLA DQBI1*0402 em pacientes com acometimento

mucoso grave®26-28),

Em relacdo ao EP relacionado a infec¢do herpética, sabe-se que, apds a infecgdo, os
fragmentos de DNA viral sdo fagocitados por células mononucleares do sangue periférico,
como macrofagos e células CD34+ (cluster of differentiation 34) progenitoras das células de
Langerhans. Assim, o DNA viral ¢ transportado até a epiderme. Genes de DNA polimerase
do HSV, contidos em fragmentos de DNA depositados na pele sdo expressos, levando ao
recrutamento de linfocitos Thl CD4+ especificos, que respondem aos antigenos com a
producdo de interferon-y (IFN-y). Isso leva ao sequestro de leucécitos, mondcitos e células
NK. Os macrofagos e células de Langerhans CD34+ que fagocitam o DNA do HSV, a
habilidade de processa-lo, as proteinas virais expressas na pele e a presenca de epitopos
comuns as proteinas celulares determinam se um episddio de herpes simples serd seguido de
eritema polimorfo ?%. Ono et al. ®9 verificaram aumento das células CD34 circulantes nos
pacientes com EPR no momento das lesdes cutianeas de eritema polimorfo, enquanto esse

aumento nao foi verificado nos pacientes apenas com lesdes de herpes simples, sugerindo que
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o transporte do DNA do virus do herpes simples pelas células CD34 pode estar envolvido na

fisiopatologia do EPR.

O repertoério de receptores de células T (TCR) utilizados pelos linfocitos T nas reagdes
de hipersensibilidade tardias ¢ restrito. Estudos demonstraram correlagdo entre a duragdo das
lesdes de EP e o tipo de TCR utilizado (VP2), indicando que a resposta especifica de

linfocitos T estd envolvida na patogénese do eritema polimorfo 7.

2.1.5 Curso e tratamento do EPR

O EPR apresenta curso prolongado; a maioria dos estudos demonstra uma média de

seis episodios por ano, com duragdo média da doenga de 6 a 10 anos®?.

O tratamento atual é baseado no uso de antivirais (aciclovir, valaciclovir, famciclovir,
penciclovir) em cursos continuos de 6 meses. Porém, em alguns casos o tratamento com

antivirais ndo ¢ suficiente para atingir o controle da doenga>%!%3b,

O uso de corticosteroides para tratamento de EPR ¢ comum, porém recidivas sdo
frequentes com a suspensdo e os efeitos adversos com o uso a longo prazo sdo

relevantes?31:32),

Assim, o uso de drogas de ag¢do imunomoduladora, como dapsona, talidomida e
hidroxicloroquina pode ser combinado ao tratamento antiviral para melhor controle do
EPR(232) Em casos graves e refratarios, o uso de imunossupressores, como azatioprina e

micofenolato de mofetila, pode ser necessario(!?),

Outras opgdes terapéuticas tém sido descritas para tratamento de EPR, como
levamisol®¥, lenalidomida®®, apremilast®®, adalimumab®® ¢ interferon®”, mas sdo
necessarios estudos adicionais para comprovacao da seguranca e eficacia dessas drogas em

casos resistentes.



33
2.2 CELULAS DENDRITICAS PLASMOCITOIDES

As pDCs fazem parte da familia das células dendriticas, desenvolvendo-se a partir das
células tronco hematopoiéticas da medula. Foram descritas inicialmente por Lennert e
Remmele em 1958, entdo denominadas linfoblastos e detectadas na regido paracortical de
linfonodos reativos®®. A partir do final dos anos 80 as pDCs foram estudadas por outros

39,40
4(3940)

autore sendo também chamadas de células T plasmocitoides e mondcitos

plasmocitoides®!4?),

As pDCs exibem CDI123 (receptor da cadeia alfa da interleucina-3) e BDCA-2
(antigeno de células dendriticas sanguineas 2) e sdo mediadoras importantes da imunidade
inata, sendo as mais potentes produtoras de IFN (interferon) tipo I (IFN-o, IFN-3, IFN-A,
IFN-o, IFN-1) ®),

A ativacdo das pDCs ocorre através dos Toll-like receptors (TLR) 7 e 9, gerando uma
sinalizacdo que induz a expressdo de multiplos genes codificadores de moléculas
imunomoduladoras e pré-inflamatorias, tais como IFN-a. Desse modo, as pDCs detectam as
infeccdes virais através do reconhecimento dos acidos nucleicos virais, sendo relevantes

promotoras da imunidade antiviral ®,
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3 PROPOSTAS DOS ESTUDOS

Os estudos que serdo descritos decorrem de um projeto do Ambulatorio de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HCFMUSP) de 2015 a 2023. A revisdo sobre células dendriticas plasmocitoides teve
como objetivo entender e sintetizar o papel que essas células exercem nas doencas
dermatologicas. O seguimento dos pacientes teve o propdsito de melhorar o atendimento
ambulatorial, através da avaliacdo do perfil demografico e da analise dos dados laboratoriais
dos pacientes com EPR, além de propor um protocolo de tratamento, visando estabelecer o
melhor controle do eritema polimorfo recorrente com maior seguranga e eficacia. Por fim,
avaliamos a presenga ¢ a atividade das células dendriticas plasmocitoides na inflamagdo e na
imunidade inata em pacientes com eritema polimorfo recorrente em comparagdo com
controles saudéaveis (CS), através da expressdo de CD123 (receptor da cadeia alfa da
interleucina-3), TLR7 (Toll-like receptor 7), TLRO (Toll-like receptor 9), IL-6 (interleucina
6), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e MxA (proteina de resisténcia a myxovirus A), a

fim de avangar na compreensdo da fisiopatologia do EPR.
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4 ASPECTOS ETICOS

Para a realizacdo das analises experimentais dos pacientes EPR, foi obtida a
aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP — CAAE: 66313817.0.0000.0068, parecer
numero: 2.204.778), em anexo (Anexo A). Adicionalmente, obtivemos a assinatura de Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B) de todos os pacientes envolvidos, apos

esclarecimento sobre as intervengdes propostas nos estudos e possiveis riscos.

Por se tratar de analise em material humano previamente armazenado, foi mantido
sigilo dos doentes, de acordo com a declaragdo de confidencialidade aprovada pela Comissao

de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP.
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5 POPULACAO ESTUDADA

5.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os pacientes com o diagnostico de eritema polimorfo recorrente,
atendidos no Ambulatoério Especializado de Dermatoses Bolhosas Autoimunes e no
Ambulatoério de Eritema Polimorfo do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP,
coordenados pelas Dras. Claudia G. Santi e Denise Miyamoto, com o diagnostico confirmado

através do exame clinico e de histopatoldgico.

Para analise clinica, histologica e imuno-histoquimica, os doentes foram selecionados
através de revisdo de prontudrios de todos os individuos com diagnostico de eritema
polimorfo durante seu acompanhamento nos ambulatdrios descritos, no periodo de janeiro de
2000 a dezembro de 2015. Posteriormente, adicionamos pacientes em seguimento até

dezembro de 2019 para andlise do perfil demografico e terapéutico.

O grupo controle foi selecionado a partir de fragmentos de pele de individuos
saudaveis (CS) previamente armazenados no Laboratério de Dermatopatologia do
Departamento de Dermatologia do HCFMUSP, obtidos a partir de pele excedente em

pacientes submetidos a mamoplastia redutora, blefaroplastia e abdominoplastia.

52 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os doentes: menores de 18 anos, gravidas, casos que ndo
apresentaram confirma¢do do diagndstico de EPR nos registros dos prontudrios médicos,
pacientes que perderam seguimento antes do inicio do estudo e aqueles que ndo possuiam
fragmentos de pele armazenados ou sorologia para o virus do herpes simples (IgG e IgM)
previamente documentada no banco de exames laboratoriais informatizados do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCMED).
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Plasmacytoid dendritic cells are part of the dendritic cells family and are a relevant link between
innate and adaptive immunity. They are the most potent producers of type 1 interferon, generating
antiviral response, stimulating macrophages and dendritic cells and inducing activation and
migration of natural killer cells. Plasmacytoid dendritic cells also exert a role as antigen-
presenting cells, promote T-lymphocyte responses, immunoregulation, plasma cells differentiation
and antibody secretion. Even though plasmacytoid dendritic cells are not usually present in normal
skin, their presence is detected in healing processes, viral infections, and inflammatory,
autoimmune, and neoplastic diseases. In recent years, the presence of plasmacytoid dendritic cells
in several dermatological diseases has been described, enhancing their potential role in the
pathogenesis of such conditions. Future studies on the role of plasmacytoid dendritic cells in
dermatology may lead to new therapeutic targets.

Keywords: Adaptive immunity, Dendritic cells, Dermatological diseases, Dermatology, Innate
immunity
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6.1 INTRODUCAO

As células dendriticas plasmocitoides (pDCs) fazem parte da familia das células
dendriticas e se desenvolvem das células tronco hematopoiéticas da medula. Lennert e
Remmele fizeram a primeira mengdo a esse entdo novo tipo celular em 1958, denominado
linfoblasto e detectado na regido paracortical de linfonodos reativos®®. A partir do final dos
anos 80, as pDCs receberam diversas denominagdes ao longo do tempo (células T

plasmocitoides, mondcitos plasmocitoides)3%-4?,

Caracteristicamente, as pDCs exibem CD123 (receptor da cadeia alfa da interleucina-
3) e BDCA-2 (blood derived dendritic cell antigen 2 ou CD303) e sdo mediadoras chave da
imunidade inata, sendo as mais potentes produtoras de IFN tipo I (IFN-a, IFN-B, IFN-A,

IFN-o e IFN-1), secretando mil vezes mais IFN-a ¢ IFN-B que outros tipos celulares®

Sua ativagdo ocorre através dos Toll-like receptors (TLR) 7 e 9, gerando uma
sinalizacdo que induz a expressdo de multiplos genes codificadores de moléculas
imunomoduladoras e pré-inflamatorias, tais como IFN-o.. O TLR7 responde ao RNA de fita
simples (rico em guanosina ou uridina) encontrado nos virus (influenza, virus sincicial
respiratdrio), enquanto o TLR9 detecta moléculas de DNA contendo sitios CpG nao
metilados comumente encontrados no genoma de virus, como HSV. Assim, as pDCs
detectam as infec¢des virais através do reconhecimento dos dcidos nucleicos virais e

constituem importantes mediadoras da imunidade antiviral®:

As pDCs sdo uma conexao importante entre as imunidades inata e adaptativa (figura
4). Estas células produzem IFN tipo I em resposta as infecgdes virais, promovendo um estado
antiviral através da expressdo de genes estimulados por IFN e da apoptose de células
infectadas. Em conjunto com IFN, as interleucinas (IL)-12 e IL-18 ativam as células NK,
gerando a secre¢do de IFN-y e a lise de células alvo. A producdo de IFN pelas pDCs também
leva ao estimulo de macrofagos e células dendriticas. Através da expressdo de complexos de
histocompatibilidade (MHC) e moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD40), as pDCs
promovem a imunidade adaptativa, atuando como células apresentadoras de antigeno tanto
para linfécitos T CD4+ quanto CD8+. A expressdo de IDO (indoleamina-2,3-dioxigenase) e
ICOSL (ligante coestimulador induzivel) geram resposta T regulatéria (Treg) enquanto a

producdo de TGF-f e IL-6 pelas pDCs leva a resposta T helper (Th) 17. Através da produgao
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de IFN-I e IL-12 pelas pDCs ha o estimulo da atividade TCDS8+ e a polarizagdo das células
TCDA4+ para Thl. A producdo de IFN-I, IL-6, BAFF (fator de ativagdo da célula B da familia
TNF) e APRIL (ligante indutor de proliferacao) pelas pDCs causa a expansao e a estimulagao
de plasmécitos produtores de anticorpos. TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado a
TNF) e granzima B conferem as pDCs a capacidade de eliminar células tumorais, induzir
apoptose de células TCD4+ infectadas e suprimir a proliferacdo de células T. Além disso, as

proprias pDCs estimulam a diferenciagao de células plasmocitoides através de IFNs tipo I e

IL-6(8’43'46).

pDCs ndo estdo presentes habitualmente na pele normal; elas infiltram a pele nos
processos de cicatrizagdo e em diversas doengas, como infec¢des virais, doengas
inflamatorias, doengas autoimunes e neoplasicas®%#?), Revisdo da literatura sobre a presenga

de pDCs e doengas dermatologicas serd descrita a seguir.

Figura 4 - Células dendriticas plasmocitoides (pDCs): conexao de relevancia entre as
imunidades inata e adaptativa

Imunidade inata

Ativagdo ¢
migragdo de células
NK
Estado antiviral
IL-12
Apresentagio . Cl
de antigenos
oSt SN N cnmton Migragio ¢
Rcanoslas ativagdo de
1‘“?:'/ macrofagos ¢
células dendriticas
IL-6
[_muno_rregu]aqio BAFF
(u;d;x;a;) de morte APRIL
celular / supressio : Diferenciagdo de
de células T) 15 ccb[‘;;im/ plasmécitos e
T secregdo de
Imunidade adaptativa = anticorpos

Legenda: APRIL: ligante indutor de proliferagdo; BAFF: fator de ativagdo da célula B da familia fator de
necrose tumoral alfa; CD: cluster of differentiation; ICOSL: ligante coestimulador induzivel; IDO:
indoleamina-2,3-dioxigenase; IFN-o: interferon alfa; IL: interleucina; MHC: complexo de
histocompatibilidade; NK: natural killer; pDC: célula dendritica plasmocitoide; TGF-B: fator de
transformag@o do crescimento beta; TH: linfocito T-helper; TRAIL: ligante indutor de apoptose

relacionado ao fator de necrose tumoral alfa; Treg: linfécito T-regulatorio.

Fonte:  Adaptado de Mitchell, Chintala e Dey™“> e Swiecki e Colonna®.
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6.2 LUPUS ERITEMATOSO CUTANEO (LE)

No lupus eritematoso, as pDCs sdo as principais produtoras de IFN-a. Sabe-se que as
pDCs circulantes estdo reduzidas nos pacientes com lupus eritematoso sistémico (LES), uma
vez que elas migram e infiltram os tecidos-alvo, como a pele. Diversos estudos demonstraram

grandes quantidades de pDCs produtoras de IFN-a. nas lesdes de ltpus cronico discoide™7-49).

Tomasini et al.*? encontraram diferengas na distribui¢io das pDCs nos diferentes
tipos de lupus: distribuicdo superficial nos casos de lupus subagudo e lupus discoide, e
distribuicdo ao redor de vasos profundos nos casos de lipus timido e reticulo-histiocitose
multicéntrica. Também verificaram relagdo positiva entre a intensidade do infiltrado

inflamatorio e a quantidade de pDCs.

Adicionalmente, o nimero de pDCs nas lesdes de lupus (LE) e dermatomiosite (DM)
correlacionou-se com a expressdo de proteina de resisténcia a myxovirus (Mx) A, proteina
induzida por IFN-o/B, sugerindo que as pDCs sdao fonte importante de IFN-o nessas
doengas®73%3D McNiff et al. verificaram que as pDCs foram preferencialmente detectadas na
epiderme nos pacientes com dermatomiosite quando comparados aos pacientes com lapus,
nos quais a localizagdo foi principalmente na derme, sugerindo que no LE os complexos de

autoanticorpos circulantes migram através dos vasos antes de se depositarem na pele?).

6.3 LIQUEN PLANO (LP)

De Vries et al. observaram pDCs CDI123+ abundantes nos fragmentos de pele de
liquen plano, dispostas no infiltrado linfocitario em faixa na jun¢do dermo-epidérmica. Além
disso, posteriormente demonstraram a replicacdo de herpes virus 7 nas células dendriticas

plasmocitoides nas lesdes de LP ativo, com diminui¢do ap6s a remissdo da doenga®?>3).

Wang et al.®¥ descreveram o aumento da infiltragdio de células dendriticas
plasmocitoides no liquen plano oral, propondo que elas seriam as mediadoras da resposta

imune inata nessa doenga.
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6.4 LIQUEN ESTRIADO (LS)

Badr et al. encontraram pDCs no infiltrado inflamatério do liquen estriado, sugerindo
que elas possam apresentar um papel na patogénese da doenca. Adicionalmente, descreveram
a distribui¢do periécrina das pDCs no LS, a qual poderia ser um critério histologico util para

diferenciagio entre LS e LPG?,

6.5 DERMATITE ATOPICA (DA)

Nos pacientes com dermatite atopica houve um aumento das pDCs circulantes; além
disso, o recrutamento de pDCs nas lesdes de DA foi muito menor do que o encontrado em
outras dermatoses, como LE e psoriase. Esse fraco recrutamento de pDCs, resultando na
baixa producdo de IFN tipo I nas lesdes de DA, poderia explicar a maior suscetibilidade dos

pacientes com DA a infec¢des virais, como infecgdes por HSV e poxvirus©®637).

6.6 ERUPCAO POLIMORFA A LUZ (EPL)

Rossi et al., em contraposi¢do a estudos anteriores, demonstraram aumento
estatisticamente significativo de pDCs nos pacientes com EPL, em comparagdo aos controles

saudaveis, provavelmente pelo teste fotoprovocativo realizado®% 59,

6.7 PSORIASE (PSO)

Nestle et al. ¢” encontraram grandes quantidades de pDCs no infiltrado de linfécitos
T presente na derme das placas psoriaticas, ausentes na pele de controles sadios e de

pacientes com DA. Adicionalmente, as pDCs também foram encontradas na pele adjacente,
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mesmo sem lesdes aparentes. Os autores também verificaram®” a redugdo das pDCs no
sangue periférico dos pacientes com psoriase quando comparados com individuos saudaveis,
sugerindo que o actimulo de pDCs na pele dos pacientes com psoriase ocorre devido a
redistribuicdo das pDCs do sangue para a pele. Em modelo animal, os autores demonstraram
a producdo de IFN-a pelas pDCs na pele lesada e a sua influéncia para a ativacdo dos

linfécitos T, levando ao desenvolvimento das lesdes de psoriase©?).

Outro estudo sobre psoriase demonstrou que a helioterapia promoveu ndo somente
melhora clinica, mas também reducdo do niimero de pDCs e da expressio de MxA -

marcador para IFN-a. - na pele lesional, fortalecendo o papel das pDCs na psoriase®©".

A quemerina é um fator quimiotatico para pDCs séricas. Albanesi et al.(6?
demonstraram forte expressdo de quemerina na derme de pele adjacente as lesdes psoriaticas.
Houve baixa expressdo de quemerina e poucas pDCs nas placas de psoriase cronica,
sugerindo que a expressdo de quemerina ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento das

lesdes de psoriase e se correlaciona temporalmente com a presenca das pDCs.

6.8  PITIRIASE LIQUENOIDE (PL)

A fisiopatologia da pitiriase liquenoide (PL) ndo ¢ totalmente compreendida. A

demonstracdo da expressdo de MxA nas lesdes de PL estabelece a producao local de IFN tipo

1(63.64)

Karouni et al.®> demonstraram a presenga de pDCs na pele de pacientes com PL nas
duas formas, pitiriase liquenoide e varioliforme aguda (PLEVA) e pitiriase liquenoide cronica
(PLC). Além disso, encontraram expressdao intensa e difusa de MxA, demonstrando sua
ativagdo e produg¢do de IFN tipo 1. Os autores® sugeriram que infecgdes virais,
autoantigenos, trauma, antigenos contra drogas e tumores — previamente associados aos casos
de PL — poderiam contribuir para o recrutamento e ativagdo das pDCs, cuja presenga também
foi demonstrada em outras dermatites de interface, como liquen plano, liquen estriado, lipus

e dermatomiosite.
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6.9 DOENCA DO ENXERTO VERSUS HOSPEDEIRO (DEVH)

Malard et al.®® identificaram a presenga de pDCs em fragmentos de pele de pacientes
com DEVH aguda, assim como uma forte expressdo de MxA, sinalizando a produgao local de
IFN tipo I. Previamente, o0 mesmo grupo(®? relatou a redugdo sérica dos niveis de pDCs nos
pacientes com DEVH aguda, e os autores®® sugeriram que essa redugio retrata a infiltragio
das pDCs nos tecidos-alvo da DEVH. Contudo, a presenca de células CD123+ na mucosa
oral de pacientes com DEVH cronica ndo foi superior aos controles no estudo realizado por
Botari et al.®®, 0 que poderia sugerir uma participagdo das pDCs apenas nos estagios iniciais

da DEVH.

6.10  VERRUGAS

A demonstragdo da presenca de pDCs ativadas nas verrugas virais inflamadas foi
baseada na expressdo intensa de MxA®), ao contrario dos dados de Tomasini et al.#?. Os
resultados opostos podem estar relacionados aos diferentes critérios histoldgicos de verruga

inflamada utilizados pelos dois grupos®?.

Tassone et al.(79

avaliaram pacientes com sindrome WHIM (verrugas,
hipogamaglobulinemia, infecgdes e mielocatexia), que apresentam verrugas refratrias; os
autores apontaram reducdo das pDCs no sangue periférico e nas lesdes cutaneas, bem como
auséncia da producdo de IFN tipo I - avaliada através da expressdo de MxA - sugerindo a

incapacidade de atividade antiviral das pDCs via TLRO.

6.11  DOENCAS FUNGICAS

Pagliari et al.”! avaliaram o papel das pDCs em trés micoses profundas

(cromoblastomicose, lacaziose e paracoccidioidomicose). pDCs foram encontradas em 37%
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dos fragmentos de pele dos pacientes com cromoblastomicose (CBM) e em 50% dos
espécimes de pacientes com paracoccidoidomicose (PCM), porém ausentes nos pacientes
com lacaziose. Os autores sugeriram a hipotese de que as pDCs seriam fonte secundaria de
citocinas relevantes na atividade antifiingica nos casos de CBM e PCM. No caso da lacaziose,
a auséncia de pDCs poderia significar que essas células ndo atuam na resposta imune

antifungica.

6.12 HANSENIASE

Massone et al.*¥ descreveram a auséncia de expressio de CD123 nos fragmentos de
pele de pacientes com hanseniase, exceto pela expressdo focal em dois casos de eritema
nodoso hansénico, inferindo que as pDCs ndo estariam envolvidas na resposta imunoldgica
contra 0 Mycobacterium leprae. Hirai et al.’, contudo, encontraram pDCs no infiltrado
inflamatorio e também ao redor dos vasos na pele de pacientes com hanseniase, sendo que o
namero de pDCs nos casos tuberculdides foi significativamente maior em comparagdo com

0s casos virchowianos.

6.13 TUMORES CUTANEOS

A presenca das pDCs nos tumores cutineos foi analisada por diversos autores. Abbas
et al.’¥ identificaram em seu estudo a presenga de pDCs em 100% dos casos de
queratoacantoma (KC) e 90% dos casos de carcinoma espinocelular. No queratoacantoma as
pDCs foram mais abundantes, representando uma maior propor¢ao do infiltrado inflamatorio,
e apresentaram maior atividade, sugerindo um possivel papel das pDCs na patogénese da
regressao dos queratoacantomas. Recentemente, Fraga et al."® corroboraram a presenca
abundante de pDCs tanto no queratoacantoma quanto no carcinoma espinocelular, sem

diferenca estatisticamente significativa.
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Imiquimode ¢ um agonista seletivo do TLR7, atuando via ativacdo do fator de
transcrigdo NF-kB e producdo de citocinas inflamatdrias, como IFN tipo I, e ¢ utilizado no
tratamento de alguns tumores cutineos!”®. Carcinomas basocelulares (CBCs) tratados com
imiquimode apresentaram pDCs ativadas produtoras de IFN-o no infiltrado peritumoral7®,
Posteriormente, Ogawa et al.’> demonstraram a correlagdo entre o numero de pDCs
recrutadas nas lesdes de queratoses actinicas (QA) e efeito terapéutico do imiquimode nesses

Casos.

A presenga das pDCs também foi descrita no melanoma, principalmente localizadas
ao redor dos vasos e proximas as células tumorais, tanto nos casos primarios quanto nas
metastases. Porém, essas pDCs ndo estdo ativadas, ha falta de sinalizacdo TLR7 e TLRY no
ambiente tumoral e ndo ha a produ¢do de IFN tipo I, e elas foram associadas ao crescimento
tumoral. Ao contrario, melanomas em regressdo apresentam pDCs ativadas, indicando
possivel atividade antitumoral. O tratamento de tumores cutineos (queratoses actinicas,
carcinomas basocelulares superficiais, doenga de Bowen e lentigo maligno) com imiquimode

(agonista de TLR7) ativa as pDCs a produzirem IFN tipo 177

Analogamente, Karouni, Kurban e Abbas’® descreveram que, no Sarcoma de Kaposi
(SK), as pDCs estao presentes em 90% dos casos, porém com expressdo diminuida de MxA,
podendo indicar supressdo pelo herpes virus associado ao sarcoma de Kaposi (HVSK),
através de proteinas virais que inibiriam as vias de sinalizagdo responsaveis pela ativacao das

pDCs.

Os principais achados das pDCs nas doengas dermatoldgicas estdo resumidos no

quadro 1.

6.14  CONCLUSAO

Sabe-se atualmente que as pDCs sdo o elo entre as imunidades inata e adaptativa.
Essas células ndo sdo residentes na pele, portanto sua presenca pode indicar seu papel (tanto
central quanto adjuvante) nos processos inflamatdrios, autoimunes, neoplésicos e infecciosos.

Sao necessarios mais estudos sobre as pDCs, que poderdo levar a novos alvos terapéuticos.



Quadro 1- Doencgas dermatoldgicas e células dendriticas plasmocitoides (pDCs)

Doencas
dermatologicas

pDCs

Lupus eritematoso

Liquen plano

Liquen estriado

Dermatite atopica

Erupgdo polimorfa
aluz

-LES: pDCs circulantes reduzidas®®: 47-49

-LD: grande quantidade de pDCs produtoras de IFN-o/40:47-49)
-LSA, LD: distribui¢do superficial“?

-LT, RHM: distribui¢do ao redor dos vasos profundos®“?

-pDCs localizadas preferencialmente na epiderme nos
pacientes com DM e na derme nos casos de lupus“”)

-pDCs dispostas similarmente ao infiltrado linfocitario em
faixa na jun¢do dermoepidérmica®®>33

-pDCs aumentadas no liquen plano oral®¥

-pDCs presentes no infiltrado inflamatério

-distribui¢do peri-écrina das pDCs®>)

-pDCs circulantes aumentadas em relagdo aos controles

-menor recrutamento de pDCs nas lesdes de DA comparado ao
de outras dermatoses, como liipus eritematoso e psoriase©>¢>7)

-Wackernagel et al.®®: pDCs ausentes

-Rossi et al.®”: pDCs aumentadas nas lesdes de EPL,
principalmente na derme. Os autores atribuem a diferenca a

metodologia com inclusdo de teste fotoprovocativo.

Continua




Continuagao

Doencgas pDCs

dermatologicas

Psoriase -pDCs presentes no infiltrado linfocitdrio T na derme das
placas de psoriase e na pele perilesional ¢?
-redu¢do das pDCs no sangue periférico de pacientes com
psoriase®?
-helioterapia: reducdo do nimero de pDCs e da expressdo de
MxA®©D
-forte expressdo de quemerina e presenga de pDCs na derme
da pele perilesional®?

Pitiriase -forte expressdo de MxA nas lesdes de PL (producdo local

liquenoide de IFN tipo I)(©3-64

Doenga do enxerto
versus hospedeiro

Verrugas

- presenca de pDCs na pele em todos os casos (PLEVA e
PLC)®>

-presenca de pDCs nos fragmentos de pele dos pacientes
com DEVH aguda, forte expressdo de MxA, sinalizando
produgio local de IFN tipo 1)

-reducdo de pDCs séricas nos pacientes com DEVH
aguda®?

-presenca de células CD123 + na mucosa oral de pacientes
com DEVH crénica néo foi superior(®®

-Saadeh et al.®”: pDCs ativadas nas verrugas virais
inflamadas, ao contrario do encontrado por Tomasini et al. 9
(possivel diferenca no critério histologico para verruga
inflamada).

Continua
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Continuagao

Doencas
dermatologicas

pDCs

Micoses profundas

Hanseniase

Tumores cutaneos

- reducdo das pDCs no sangue periférico e nas lesdes cutaneas,
auséncia de producdo de IFN tipo I (MxA sem expressao) em
pacientes com sindrome WHIM?

- pDCs encontradas em 37% dos fragmentos de pele em
pacientes com cromoblastomicose (CBM) e em 50% dos
espécimes de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM),
porém ausentes nos casos de lacaziose’!

- Massone et al'®: auséncia de expressio de CD123, exceto
expressao focal em 2 casos de eritema nodoso hansénico

- Hirai et al'": pDCs no infiltrado inflamatorio e ao redor dos
vasos. Numero de pDCs maior nos casos tuberculdides em
relacdo aos casos virchowianos

-Queratoacantoma: presenca de pDCs em 100% dos casos(’®
-CEC: presenca de pDCs em 90% dos casos(’¥

-QA: correlagdo entre a quantidade de pDCs recrutadas nas
lesdes durante o tratamento com imiquimode e o efeito
terapéutico da droga”>

-CBC: presenca de pDCs ativadas produtoras de IFN-a no
infiltrado  peritumoral durante o tratamento com
imiquimode(®)

Continua
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Conclusdo

Doencas pDCs
dermatologicas

-Melanoma: pDCs dispostas ao redor dos vasos, proximas as
células tumorais, porém nao ativadas. Presenca associada ao
crescimento tumoral. pDCs ativadas nos casos de melanoma
em regressdo!’”

-SK: pDCs presentes em 90% dos casos, porém expressao
reduzida de MxA (possivel supressio das pDCs pelo
HVSK)7®

Legenda: pDCs: células dendriticas plasmocitoides, LES: lupus eritematoso sistémico, LD: lupus discoide,

Fonte:

LSA: Iupus subagudo, LT: lapus timido, RHM: reticulo-histiocitose multicéntrica, DM:
dermatomiosite, DA: dermatite atopica, EPL: erup¢do polimorfa a luz, PL: pitiriase liquenoide,
PLEVA: pitiriase liquenoide e varioliforme aguda, PLC: pitiriase liquenoide cronica, DEVH: doenca
do enxerto versus hospedeiro, WHIM: verrugas, hipogamaglobulinemia, infec¢des e mielocatexia,
CBM: cromoblastomicose, PCM: paracoccidioidomicose, CEC: carcinoma espinocelular, QA:
queratose actinica, CBC: carcinoma basocelular, SK: sarcoma de Kaposi, HVSK: herpes virus

associado ao sarcoma de Kaposi.

Desenvolvido pelos autores, 2021.
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Abstract

Recurrent erythema multiforme is a chronic relapsing disease that represents a therapeutic challenge.
Our objective was to retrospectively evaluate the clinical-epidemiological characteristics and
therapeutic response of patients with recurrent erythema multiforme and suggest a therapeutic
protocol. We included patients with recurrent erythema multiforme diagnosed between January 2000
and December 2019. Clinical symptoms and a positive serology for herpes simplex virus were the
inclusion criteria to initiate acyclovir in monotherapy or a combined treatment with dapsone,
thalidomide, or immunosuppressants in refractory cases. Thirty-five patients were included and 71.4%
were female. The median disease onset age was 35.7 years and the mean follow-up was 7.58 years.
The skin was the most affected site (91.4%). Herpes simplex virus immunoglobulin (Ig)G serology was
positive in 91.1% of cases. Acyclovir treatment was used in 33 of 35 patients, and complete remission
was achieved in 22 of 33 after the first therapeutic course; 16 of 22 relapsed and required a second
acyclovir cycle. Combined treatment with dapsone was required in nine of 33 due to partial response
to acyclovir; thalidomide was an adjuvant drug in four of 33 due to adverse effects to dapsone. After
the first cycle of acyclovir with or without combined therapy, 19 of 33 patients relapsed and received
2-6 additional cycles. Our results suggest that recurrent erythema multiforme presents a good
response to acyclovir in monotherapy or in combined therapy with dapsone or thalidomide in the
majority of patients. We propose a long-term therapeutic protocol to enable disease remission.

Keywords: erythema multiforme; herpes simplex; skin diseases; therapeutics; viral skin diseases.
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7.1 INTRODUCAO

Eritema polimorfo recorrente (EPR) € caracterizado por surtos recorrentes ao longo do
tempo. A maioria dos estudos demonstrou uma média de seis episédios por ano e uma

duracdo média de 6 a 10 anos.

Hé varios fatores etioldgicos descritos, como infec¢des, medicagdes, malignidades,

doengas autoimunes, radiagdo, imuniza¢io e menstruagio®?,

Estima-se que mais de 60% dos casos de EPR sejam causados por infec¢do pelo virus
do herpes simples (HSV). Reativagdes subclinicas de HSV podem representar o principal
fator desencadeante em casos idiopaticos, uma vez que estudos demonstraram 50-60% de
positividade para reagdo em cadeia de polimerase para HSV nas lesdes de pele de EPR.
Adicionalmente, o sucesso terapéutico com drogas antivirais nos casos de EPR corrobora

essa etiologia®.

Atualmente, o tratamento de EPR ¢é baseado em antivirais, corticosteroides,
imunomoduladores e imunossupressores. O curso prolongado da doenca e as crises
recorrentes representam um desafio terapéutico. O objetivo do nosso estudo foi avaliar
retrospectivamente as caracteristicas clinico-epidemioldgicas e a resposta terapéutica dos
pacientes com EPR. Sugerimos um protocolo terapéutico para EPR baseado na nossa

experiéncia no tratamento da doenga.

72  METODOS

Foram incluidos trinta e cinco pacientes com diagnostico de EPR, em seguimento no
Departamento de Dermatologia, Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, entre Janeiro de 2000 e Dezembro de 2019, apds aprovagao pela

CAPPesq (CEP — CAAE: 66313817.0.0000.0068, nimero: 2.204.778).

EPR foi definido de acordo com as caracteristicas clinicas e histopatologicas. O

critério clinico foi a presenca de lesdes em alvo acometendo a pele e/ou as membranas



52

mucosas, em pelo menos trés ocasides ao longo de 1 ano>%. Pacientes que apresentaram
exclusivamente acometimento oral foram classificados com EP mucoso recorrente®. As
caracteristicas histopatoldgicas incluiram necrose de queratindcitos na epiderme, degeneragao

vacuolar da camada basal e infiltrado inflamatério liquenoide®.

Recidivas de HSV foram avaliadas através de critérios clinicos e citologicos. O
diagnéstico clinico foi estabelecido por lesdes de herpes simples e/ou inclusdes citopaticas
virais na citologia de Tzanck. Todos os pacientes realizaram sorologia para HSV, e a
positividade da sorologia (IgG>=1,1) foi critério de inclusdo apenas para iniciar o tratamento

com aciclovir, e ndo para monitorar os surtos da doenca.

As opgdes de tratamento incluiram: (1) aciclovir 400 mg duas vezes ao dia, com
retirada de 200 mg a cada 3 meses. Nos casos em que ndo houve controle do EPR com
aciclovir, realizamos um tratamento combinado com (2) aciclovir com dapsona 100 mg uma
vez ao dia ou (3) aciclovir com talidomida 100 mg uma vez ao dia. Se os pacientes
apresentassem recorréncia durante a retirada do aciclovir, nds retorndvamos a ultima dose

eficaz para controle da doenca, ou introduziamos o tratamento combinado.

Um ciclo de tratamento foi definido como o periodo entre o inicio do tratamento até a

retirada completa da(s) droga(s).

A resposta terapéutica durante o tratamento foi classificada como: (1) resposta
completa: resolugdo total das lesdes muco-cutaneas; (2) resposta parcial: reducdo do nimero
de lesdes e/ou da frequéncia dos surtos; (3) auséncia de reposta: persisténcia das lesdes ou
inalteracdo na frequéncia dos surtos e/ou do numero de lesdes; (4) remissdo: auséncia de

lesdes sem o tratamento por pelo menos 3 meses.

7.3 RESULTADOS

Trinta e cinco pacientes com EPR foram selecionados. Houve um predominio de
mulheres (71,4%), e a média de idade no inicio da doenca foi de 35,7 anos (3-62 anos). O

tempo de seguimento médio foi de 7,58 anos (0,5-21 anos).
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O principal local de acometimento da doenga foi a pele (91,4%), seguida pelas
mucosas oral (71,4%), genital (25,7%), ocular (8,6%) e nasal (8,6%). Um paciente
apresentou eritema polimorfo recorrente mucoso. Lesdes clinicas concomitantes de EPR e
herpes simples foram observadas em oito pacientes, sendo que quatro desses apresentaram
teste citologico positivo para HSV. Sorologia do tipo IgG para HSV foi positiva em 34 de 35

pacientes. Os dados clinicos dos pacientes estdo sintetizados na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas de 35 pacientes com EPR

CARACTERISTICA VALOR
GENERO 25 F (71,4%), 10 M (28,6%)
IDADE MEDIA DE INiCIO DO EPR 35,7 anos
TEMPO MEDIO DE SEGUIMENTO 7,58 anos
MEDIA DE SURTOS/ANO 58
LOCAIS ACOMETIDOS
PELE 34 (97,2%)
MUCOSA ORAL 25 (71,4%)
MUCOSA GENITAL 9 (25,7%)
MUCOSA OCULAR 3 (8,6%)
MUCOSA NASAL 3 (8,6%)
HERPES SIMPLES
LESOES CLINICAS 8 (22,8%)
SOROLOGIA POSITIVA (IgG) 34 (97,2%)
TESTE CITOLOGICO 4 (11,4%)

Legenda: Abreviagdes: F= feminino, M=masculino, IgG= imunoglobulina G, EPR= eritema polimorfo
recorrente.

Fonte:  Desenvolvido pelos autores; 2021.
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O tratamento oral foi utilizado em 34 de 35 pacientes: 33 apresentaram sorologia
positiva para HSV e receberam aciclovir, € um caso - com EP mucoso recorrente e sorologia
negativa para HSV - foi tratado com dapsona. A remissdo foi alcangcada em 22/33 pacientes
apos o primeiro ciclo de aciclovir. Um segundo ciclo foi necessario em 16/22 pacientes que
apresentaram recidiva. Tratamento combinado foi utilizado em 8/33 pacientes com resposta
parcial ao aciclovir, sendo: dapsona (4/8), talidomida (1/8), dapsona seguida por talidomida
(2/8), dapsona seguida por azatioprina e micofenolato de mofetila (1/8). A evolugdo desses
pacientes estd detalhada na figura 5. Os demais 3/33 pacientes ainda estavam recebendo
aciclovir com resposta completa no momento da conclusdo do estudo. O aciclovir foi
utilizado em média por 24,9 meses no primeiro ciclo de tratamento. As recidivas ocorreram

em média apds 5,38 meses (0-16 meses).

Apbés o primeiro ciclo de tratamento com aciclovir, com ou sem tratamento
combinado, 19/33 pacientes apresentaram recidiva e receberam 2-6 ciclos adicionais de
aciclovir ou tratamento combinado. Os pacientes eram monitorados periodicamente através
de exames laboratoriais para avaliacdo renal, hepatica e hematologica, e ndo houve efeitos

adversos ao aciclovir.

O tratamento combinado com dapsona foi necessdrio em 9/33 pacientes, e 5/9
apresentaram efeitos adversos: 3 casos de hemolise, 1 caso de pancitopenia e 1 caso de
metemoglobinemia. A talidomida foi a segunda droga prescrita como adjuvante (4/33

pacientes), e 2 pacientes apresentaram neuropatia.

Imunossupressores foram necessarios em apenas uma paciente mulher em idade fértil,
que apresentou hemolise por dapsona e ndo poderia utilizar talidomida. Nesse caso,
azatioprina foi prescrita, com pouca resposta, e depois o uso de micofenolato de mofetila

levou a resposta completa. Os tratamentos combinados estdo detalhados na figura 6.

Ao final do periodo estudado, 15/33 pacientes estavam em remissdo, 10 em

tratamento vigente com resposta completa e 8/33 perderam seguimento.
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Figura 5 - Fluxograma do primeiro ciclo de tratamento oral para EPR

[ 35 pacientes H 1 tratamento tépico ]

.

CICLO 1 [ 34 - tratamento oral H 1 dapsona (HSV -) }—f[ remissao perdeu
L seguimento
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*
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v
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CICLO 2 [

*4 pacientes receberam dapsona/ 1 talidomida/ 2 dapsona seguida por talidomida/ 1 dapsona seguida por azatioprina e micofenolato

Legenda: O tratamento oral foi utilizado em 34/35 pacientes. 33/34 tiveram sorologia positiva para HSV e
receberam aciclovir e 1/34 paciente (que apresentou EM mucoso recorrente e sorologia negativa para
HSV) foi tratado com dapsona. Dentre os pacientes tratados com aciclovir, 22/33 obtiveram remissdo
apos o primeiro curso terapéutico. 6/22 pacientes tiveram remissdo sustentada apos o primeiro ciclo
de aciclovir (5 deles estavam em acompanhamento ao término do estudo e um paciente perdeu o
acompanhamento). 16/22 pacientes tiveram recidiva e necessitaram de um segundo ciclo. Foi
necessario tratamento combinado para os 8/33 pacientes que apresentaram resposta parcial ao
aciclovir. HSV- = sorologia negativa para virus do herpes simples.

Fonte:  Desenvolvido pelos autores, 2021.



Figura 6 - Fluxograma do tratamento oral combinado do EPR
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Legenda: 9/33 pacientes, com resposta parcial ao aciclovir, receberam tratamento combinado com dapsona. 5/9

apresentaram efeitos adversos (3 hemolise, 1 pancitopenia, 1 metemoglobinemia). A talidomida foi o

segundo medicamento adjuvante mais utilizado (4/33), sendo que 2 pacientes apresentaram

neuropatia e posteriormente apresentaram resposta completa apenas com aciclovir. Uma paciente —

uma mulher em idade fértil, que portanto ndo poderia receber talidomida — foi tratada com azatioprina

e micofenolato de mofetila apos efeitos adversos a dapsona.

Fonte:

7.4

DISCUSSAO

Desenvolvido pelos autores, 2021.

A reposta ao tratamento com aciclovir para EPR em 72,7% dos casos sugere que o

HSV seja o fator etioldgico, especialmente porque 8/33 pacientes desenvolveram EPR

concomitantemente ao quadro de herpes simples.

Embora estudos anteriores sugiram tratamento por 6 meses continuos com

aciclovir®%3D, nosso estudo demonstrou que sdo necessarios ciclos mais prolongados de

aciclovir (média de 24,9 meses no primeiro ciclo, 21,7 meses no segundo ciclo e 38,1 meses

no terceiro ciclo) para promover resposta completa. Esses dados sugerem que o EPR deve ser

considerado uma doenga cronica com tratamento prolongado e potenciais recidivas apos

suspensdo do aciclovir, uma vez que 57,6% dos nossos pacientes necessitaram de 2-6 ciclos
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de tratamento. Segundo nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo a demonstrar que o

EPR pode demandar multiplos ciclos de tratamento.

Corticosteroides sdo frequentemente prescritos para o controle do EPR?7%, mas
comumente sdo insuficientes para atingir a remissdo, visto que o EPR ¢ uma doenca crénica
com curso prolongado. Recidivas sdo frequentemente observadas quando o tratamento com
corticosteroides é reduzido ou descontinuado. Na casuistica de Wetter € Davis®, apesar de
77% dos pacientes terem sido tratados com corticosteroides sist€émicos, 48% também
precisaram de drogas imunossupressoras, imunomoduladoras ou anti-inflamatérias para
controlar o EPR. Além disso, alguns autores®!8? relacionaram o uso de corticosteroides com
cronicidade do EPR e surtos mais longos. Tratamentos prolongados com corticosteroides
podem levar a multiplos efeitos colaterais®) como sindrome de Cushing, osteoporose,
catarata, hipertensdo arterial sist€émica, diabetes, glaucoma, dislipidemia e podem

desencadear reativacao de HSV.

Nossos dados também favorecem o uso de tratamento combinado com dapsona ou
talidomida para manejo do EPR e aumento dos indices de reposta completa e remissao.
Observamos que 27% dos pacientes ndo apresentaram resposta completa ao aciclovir,
possivelmente devido a reagdo de hipersensibilidade tardia ao HSV®?. A literatura € os
nossos resultados demonstram que, nesses casos, drogas imunomoduladoras podem melhorar

a resposta terapéutica.

A primeira escolha para tratamento combinado em todos os casos de resposta parcial
ao aciclovir foi dapsona, levando ao controle da doenca em 44,4% dos pacientes. Apesar de

ser efetiva, os efeitos adversos hematologicos limitaram seu uso.

Talidomida foi a segunda opg¢do de tratamento combinado devido a sua
teratogenicidade, restringindo seu uso em mulheres em idade fértil. O controle da doencga foi

alcancado em 50% dos casos, porém metade desses apresentou neuropatia.

Diferentemente de relatos anteriores, o tratamento imunossupressor com azatioprina e
micofenolato de mofetila foi necessario em apenas um caso refratario®. Ha outras terapias
descritas, como levamisol®¥, lenalidomida®®¥, apremilast®®, adalimumabe®® e interferon®”,
apesar de estudos adicionais serem necessarios para avaliar a seguranca e eficdcia dessas

drogas em casos refratarios.
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Nossos resultados indicam que ciclos de tratamento com aciclovir longos e multiplos
sdo necessarios para alcangar a remissdo sustentada do EPR. Pacientes com resposta parcial
ao aciclovir beneficiam-se do uso de tratamento combinado com dapsona e talidomida para
resposta completa e remissdo. Por fim, propomos um protocolo terapéutico para promover a

remissao da doenga.
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RESUMO

Introdug¢do: A fisiopatologia do eritema polimorfo recorrente (EPR) ndo ¢ totalmente
compreendida, e as reativacdes do virus do herpes simples (HSV) sdo descritas como fator
desencadeante na maioria dos casos idiopaticos. As células dendriticas plasmocitoides
(pDCs) sdo parte da familia de células dendriticas, detectam infec¢des virais através do
reconhecimento de &cidos nucleicos virais e sdo mediadoras relevantes da imunidade
antiviral. Objetivos: O presente estudo teve como objetivo avaliar a presenga e atividade das
pDCs em paciente com EPR, através da andlise imuno-histoquimica do receptor da cadeia
alfa da interleucina-3 (CD123), Toll-like receptors (TLR) 7 e 9, interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina de resisténcia a myxovirus A (MxA). Métodos:
Dezenove pacientes com EPR e nove controle saudaveis (CS) foram selecionados para este
estudo. Os grupos foram analisados por técnica de imuno-histoquimica com utilizagdo de
anticorpos CD123, TLR7, TLRY, IL-6, TNF-a e MxA. Resultados: A andlise in situ da
presenga e atividade das pDCs revelou tanto na epiderme quanto na derme superficial: (i)
Expressdao aumentada de CDI123 nas amostras de EPR, em comparacdo com CS; (ii)
Expressdo reduzida de TLR9 no grupo EPR, em comparagdo com CS; (iii) Expressao de
TLR7, IL-6 e TNF-a sem diferenca entre os grupos EPR e CS; (iv) Expressdo aumentada de
MxA no grupo EPR, em comparagdo com CS. Conclusdo: pDCs estdo presentes no EPR,
porém com ativacdo comprometida pelas vias TLR7 e TLR9, possivelmente afetando a
producdo inicial de interferon tipo I. Esses achados podem embasar estudos futuros sobre o
papel do funcionamento das vias TLR7/TLR9 e das pDCs como parte da fisiopatologia do

EPR, e potencialmente promover novos alvos terapéuticos para pacientes com EPR.
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8.1 INTRODUCAO

Eritema polimorfo recorrente (EPR) € caracterizado por surtos recorrentes ao longo do
tempo. A maioria dos estudos demonstrou uma média de 6 episddios por ano, com duragdo
entre 6-10 anos?*%). A fisiopatologia do EPR ndo ¢ totalmente elucidada, mas as reativagdes
subclinicas do virus do herpes simples (HSV) podem ser o principal fator desencadeante nos
casos considerados idiopaticos, uma vez que estudos demonstraram mais de 60% de
positividade para HSV em lesdes de pele de EPR, através de reacdo em cadeia da

polimerase®#>7:12),

As células dendriticas plasmocitoides (pDCs) sdo parte da familia das células
dendriticas e detectam infec¢des virais através do reconhecimento de 4acidos nucleicos virais,
sendo mediadoras relevantes da imunidade antiviral®. As pDCs exibem CD123 (receptor da
cadeia alfa da interleucina-3) e sdo ativadas através dos Toll-like receptors (TLR) 7 e 9,
iniciando uma sinalizacdo que induz uma producao interferon (IFN) tipo I maior do que a de
qualquer outro tipo celular, e também promovem a sintese de outras citocinas pro-

inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL-6)®%3).

A proteina de resisténcia a myxovirus A (MxA) € uma proteina induzida por IFN tipo
I, e sua confiabilidade como marcador da sinalizacdo de IFN-o/f} foi extensamente estudada,

uma vez que a mensuragdo direta de IFN ¢ dificil devido as baixas concentragdes e meia-vida

curta7:50.51,84)

As pDCs habitualmente ndo estdo presentes na pele normal; elas infiltram a pele em
processos de cicatrizagdo e em diversas condi¢des, como infecgdes virais, doengas
inflamatorias, autoimunes e neoplasicas®**4#3) O IFN tipo I proveniente das pDCs inibe
diretamente a infeccdo e ativa as fungdes antivirais das células NK, células dendriticas
mieloides, linfocitos B e T, iniciando e orquestrando a imunidade antiviral inata e
adaptativa®®). Assim sendo, alteragdes no recrutamento e/ou no funcionamento das pDCs
poderiam elucidar a persisténcia da infecg¢@o herpética e da resposta inflamatoria que resulta

no EPR.
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8.2 OBJETIVO

O presente estudo visou avaliar a presencga e a atividade in situ das pDCs em pacientes
com EPR, através da andlise imuno-histoquimica de CD123, TLR7, TLRY, IL-6, TNF-a e
MxA.

8.3 METODOS

8.3.1 Casuistica

Dezenove pacientes com EPR foram selecionados no Ambulatério de Dermatoses
Autoimunes e Eritema Polimorfo do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brasil. O
diagnoéstico de EPR foi estabelecido através de critérios clinicos e histopatologicos. Os
critérios de inclusdo consistiram em caracteristicas clinicas (lesdes em alvo acometendo a
pele e/ou a membrana mucosa (figura 7) em pelo menos trés ocasides no periodo de 1 ano);
caracteristicas histopatologicas (apoptose da epiderme, degeneragdo vacuolar da camada
basal e dermatite de interface vacuolar); e sorologia positiva para HSV (andlise retrospectiva
dos resultados de exames armazenados no prontuario médico eletronico do Laboratorio
Central do HCFMUSP). Os critérios de exclusdo foram: pacientes menores de 18 anos,

gravidez e pacientes que ndo preencheram os critérios de inclusao.

O grupo de controles saudaveis (CS) foi composto por nove individuos saudaveis
submetidos a cirurgia plastica estética no HCFMUSP, com pele excedente proveniente de

mamoplastia redutora, abdominoplastia ou blefaroplastia.

Todos os individuos selecionados preencheram o termo de consentimento informado e
concordaram em participar do estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local (CEP
— CAAE: 66313817.0.0000.0068, numero: 2.204.778) ¢ foi realizado de acordo com as

normas e regulagdes da instituicdo. Os dados demograficos estdo demonstrados no quadro 2.
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Figura 7 - Caracteristicas clinicas do eritema polimorfo recorrente

Legenda: Lesoes em alvo tipicas, com trés zonas concéntricas acometendo a pele (a), e/ou membranas mucosas
(b), simetricamente distribuidas nas regides acrais (c) e superficies extensoras (d).

Fonte:  Desenvolvido pelos autores, 2023.



Quadro 2 — Dados demograficos dos pacientes com EPR
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Paciente

10

Sexo

Sorologia
para HSV

I1gG+

1gG+

I1gG+

1gG+

I1gG+

1gG+

I1gG+

1gG+

IgG+

1gG+

Lesoes
clinicas
de HSV

sim

sim

sim

sim

nao

sim

nao

sim

nao

Uso de

medicagoes

sinvastatina

citalopram

losartana,
hidroclorotiazida,

sinvastatina

Idade

de

inicio

do

EPR
(anos)

20

46

43

33

35

30

29

55

42

62

Tempo de
seguimento

(anos)

35

55

6,5

Drogas
prescritas para

controle do EPR

aciclovir

aciclovir

aciclovir +
dapsona/

talidomida

aciclovir +

dapsona

aciclovir

aciclovir

aciclovir +

dapsona

aciclovir

aciclovir

prednisona ou
corticoides
topicos durante

0s surtos

Tempo de uso de
drogas para controle
do EPR (meses)

54

36

62

25

63

61

49

50

53

surtos

Ciclos de
Tratamen
to

Continua
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Paciente

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Sexo Sorologia

para HSV
M 1gG+
F I1gG+
M 1gG+
M IgG+
F 1gG+
F I1gG+
F 1gG+
M IgG+
F 1gG+

Lesoes
clinicas

de HSV

sim

sim

sim

Uso de

medicagoes

alendronato de

sodio

enalapril,
hidroclorotiazida,

metformina

amitriptilina,

carbamazepina

Idade
de
inicio
do
EPR

(anos)

26

55

55

20

49

38

57

Tempo de
seguimento

(anos)

)

75

14,5

123

Drogas

prescritas para

controle do EPR

aciclovir

aciclovir

aciclovir

aciclovir

aciclovir +

dapsona

aciclovir +
dapsona/

talidomida

aciclovir

aciclovir

aciclovir

Tempo de uso de
drogas para controle

do EPR (meses)

47

47

55

65

53

65

46

28

39

Conclusdo

Ciclos de

Tratamento

Legenda: Feminino = F, masculino=M, IgG+ = anticorpos imunoglobulina G positivos para HSV. Tratamento

Fonte:

prescrito®: (1) aciclovir 400 mg duas vezes ao dia com retirada de 200 mg a cada 3 meses. Nos

casos em que os pacientes ndo apresentaram controle do EPR exclusivamente com aciclovir,

prescrevemos tratamento combinado com (2) aciclovir associado a dapsona 100 mg uma vez ao dia

ou (3) aciclovir associado a talidomida 100 mg uma vez ao dia. Caso os pacientes apresentassem

recorréncia durante a retirada do aciclovir, retorndvamos a ultima dose suficiente para controle da

doenga, ou introduziamos o tratamento combinado previamente descrito. Um ciclo de tratamento foi

definido como o periodo entre o inicio do tratamento até a retirada completa da(s) droga(s) prescritas.

Desenvolvido pelos autores, 2023.
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8.3.2 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada em cortes histologicos de 4 pm de material

®6) Foram utilizados os

embebido em parafina, segundo técnica previamente descrita
anticorpos primarios CD123 (14-1239-82, Invitrogen, Waltham, USA, 1:50), IL-6 (21865-1-
AP, Proteintech, Chicago, USA, 1:50), TLR7 (ab124928, Abcam, Cambridge, UK, 1:100),
TLRO (5¢-52966, Santa Cruz, Texas, USA, 1:200), TNF-a (ab9635, Abcam, Cambridge, UK,

1:500) e MxA (MAFBF938, Merck, Darmstadt, Germany, 1:200).

Os sistemas de detecgdo utilizados foram: Novolink Max Polymer Detection System
(cod. K0690, Leica Microsystems, Newcastle Upon Tine, UK) para CD123, TNF-a e MxA e
Reveal Biotin-free Polyvalent DAB (SPD125, Spring Bioscience, San Francisco, CA) para IL-
6, TLR7 e TLRY. A solugdo cromogénica utilizada foi DAB (3,3’-Diaminobenzidine, D5637,
Sigma, St. Louis, MO, USA). Foram obtidas imagens microscopicas digitais de todos os
fragmentos com magnificagdo de 20x, através do software Pannoramic Scan — 3Dhistech
(3DHistech Ltd., Budapest,Hungary), e as fotografias foram analisadas através do software

Image-Pro Plus version 2.5.0.29 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA)®7).

8.3.3  Quantificacio das células imunomarcadas

A imunomarcagao com CDI123, TLR7, TLRY, IL-6, TNF-a ¢ MxA foi analisada
quantitativamente em duas regides: epiderme e derme superficial. A expressdo de todos os
marcadores foi calculada como densidade 6tica integrada (10D - Integrated Optic Density) -
produto da densidade de cor (DMC) pela area positiva (em um?). Dividimos o IOD pela area
positiva para obter a densidade média isoladamente, que varia numa escala de 0 a 255 (na
qual 0 corresponde ao preto e 255 ao branco). A fim de distribuir drea e cor em uma mesma
escala, obtivemos os resultados inversos da DMC multiplicada pela darea positiva. A
expressdo dos marcadores foi normalizada na epiderme pelo comprimento da membrana

basal (expressa como um?/um) e na derme superficial pela area total (expressa como
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um?/pum?). Esses indices de expressio consideram tanto intensidade de cor quanto area

marcada.

8.3.4  Analise estatistica

O teste de Mann—Whitney foi utilizado para comparar dois conjuntos de dados. As

diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas se p<0.05.

8.4 RESULTADOS

8.4.1 Avaliaciao da presenca das pDCs in situ

Para avaliar a presenga das pDCs, nos analisamos a expressdo in situ de CD123,
detectando uma expressdo significativamente aumentada nos pacientes com EPR comparados

ao CS, tanto na epiderme (p<0,0001), quanto na derme (p<0,00001) (figura 8).

8.4.2  Analise da ativacdo das pDCs in situ através da via TLR7

A fim de avaliar a ativacdo das pDCs através da via TLR7, nds analisamos a
expressdo in situ de TLR7. Nao encontramos diferengas estatisticamente significativas entre

os grupos EPR e CS, na epiderme e na derme (figura 8).



67

8.4.3  Analise da ativagdo das pDCs in situ através da via TLR9

Para avaliar a ativacdo das pDCs através da via TLR9, nds analisamos a expressao in
situ de TLRY, que foi reduzida nos pacientes EPR em comparagdo aos CS, na epiderme

(p<0,001) e na derme (p<0,00001) (figura 8).

8.4.4  Analise in situ das citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a)

Analisamos a expressdo cutinea das citocinas pro-inflamatérias IL-6 ¢ TNF-a . Nao
encontramos diferengas estatisticamente significativas entre os grupos EPR e CS, na

epiderme e na derme (figura 8).

8.4.5  Analise in situ da producio de IFN tipo I

Por fim, analisamos a expressdo de MxA, que foi significativamente maior no grupo
EPR em comparag¢do com o grupo CS (p<0,000001), tanto na epiderme quanto na derme

(figura 8).

Os resultados estdo sintetizados no quadro 3.
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Figura 8 - Expressdo cutanea imuno-histoquimica de CD123, TLR7, TLR9, IL-6, TNF-a e
MxA
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Legenda: (a) Fotografias de espécimes cutdneos de controles saudaveis (CS) e pacientes EPR (EPR). (b)
Graficos comparativos da expressdo dos marcadores imuno-histoquimicas na epiderme (um?/um) e na
derme (um?/pum?) dos grupos pacientes EPR (n=19, verde claro) e CS (n=9, verde escuro). As linhas
representam a mediana com o intervalo interquartil dos marcadores nos espécimes cutaneos. CD123:
receptor da cadeia alfa da interleucina-3, TLR7: Toll-like receptor 7, TLR9: Toll-like receptor 9, IL-
6: interleucina 6, TNF-a: fator de necrose tumoral a, MxA: proteina de resisténcia a myxovirus A.
() = p<0,001; 9 = p<0,0001; ***) =p<0,00001; ****) = p<0,000001

Desenvolvido pelos autores, 2023.
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Quadro 3 - Resumo dos resultados da comparacao da expressao de CD123, TLR7, TLR9Y, IL-

6, TNF-a e MxA na pele de doentes com EPR e nas peles de CS

CD 123 — marcador da presenca in situ das pDCs

Expressio aumentada nos pacientes EPR em comparacio aos CS

TLR?7 - analise da ativacao in sifu das pDCs através da via TLR7

Sem diferenca entre os grupos EPR e CS

TLRO - analise da ativacao in sifu das pDCs através da via TLR9

Expressio reduzida nos pacientes EPR em comparacio aos CS

IL-6 - analise da produgdo in situ de citocinas pro-inflamatorias pelas pDCs

Sem diferenca entre os grupos EPR e CS

TNF-a - andlise da producao in situ de citocinas pro-inflamatérias pelas pDCs

Sem diferenca entre os grupos EPR e CS

MxA — marcador da sinalizagdo de IFN tipo [

Expressio aumentada nos pacientes EPR em comparacio aos CS

Legenda: pDCs: células dendriticas plasmocitoides, EPR: eritema polimorfo recorrente, CS: controles

Fonte:

saudaveis, CD123: receptor da cadeia alfa da interleucina-3, TLR7: Toll-like receptor 7, TLR9: Toll-
like receptor 9, IL-6: interleucina 6, TNF-o.: fator de necrose tumoral o, MxA: proteina de resisténcia

a myxovirus A, IFN: interferon

Desenvolvido pelos autores, 2023.
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8.5 DISCUSSAO

Apesar de ainda haver muitos fatores a serem esclarecidos na fisiopatologia do EPR,
estima-se que mais de 60% dos casos sejam causados por infecgdo por HSVUH,
Adicionalmente, o sucesso do tratamento com drogas antivirais nos pacientes com EPR

corrobora a atuacdo do HSV na etiologia da doenga(®-31:82:8%),

Nossos pacientes demonstraram sorologia positiva para HSV em 100% dos casos e
aproximadamente 70% de controle da doenga com monoterapia com aciclovir®® (tabela 3).
Poucos pacientes com EPR apresentaram historico de uso de medicagdes, € nesses casos 0s
surtos de EPR ndo tiveram relagdo temporal com a utilizagdo da droga. Ademais, nossos
pacientes com EPR ndo apresentaram aumento de expressdo tecidual de TNF-a em
comparagdo com os CS, previamente descrito como marcador eritema polimorfo (EP)
relacionado a drogas®?, o que reforga a etiologia por HSV. A suscetibilidade genética pode
ter um papel nos casos de EPR, uma vez que estudos demonstraram associacdo entre EPR

induzido por HSV e HLA-DQ*0301¢%, HLA- DQB1*0302 ¢ DQB1*0402%.

Em relagdo ao EPR induzido por HSV, sabe-se que células mononucleares do sangue
periférico, como células CD34+ (cluster of differentiation 34), conhecidas como progenitoras
de células de Langerhans, fagocitam o HSV apds a infeccao clinica ou subclinica. Assim, o
DNA viral ¢ fragmentado e transportado para locais distantes da pele. A expressao de genes
da DNA polimerase do HSV nos queratindcitos leva ao recrutamento de linfocitos Th1 CD4+
especificos, que produzem interferon gama (IFN-y) e promovem o sequestro de leucdcitos,
monocitos e células NK. Multiplos fatores podem determinar a ocorréncia de EP subsequente
a infeccdo por HSV, incluindo o aumento de macréfagos e células de Langerhans CD34+ que
fagocitam o DNA do HSVG?, a fragmentagio incompleta do DNA do HSV pelos fagocitos e

a expressdo na pele de proteinas virais com epitopos similares as proteinas celulares®2?),

Em contrapartida, o EP associado a drogas tem um mecanismo diferente, envolvendo
a expressdo de linfocitos Thl CD8+ e a producdo de TNF-a por mondcitos e macrofagos,

levando ao recrutamento preferencial de neutréfilos para a pele lesional >3,

O EPR também pode representar uma reagdo de hipersensibilidade tardia a antigenos

do HSV, com correlagdo entre a duracdo das lesdes de EP e a ativagdo de um receptor de
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célula T especifico (VB2). A producdo subsequente de citocinas e quimiocinas, como IFN-y,

pode recrutar células T auto reativas, assim amplificando a resposta inflamatoria!--82),

A atividade antiviral das pDCs ocorre nao somente pela producao de IFN tipo I, mas
também através de outros efeitos indiretos importantes, como ativagdo de células NK,
estimulo de macréfagos e células dendriticas, atuagdo de células apresentadoras de antigenos,
diferenciagdo de linfocitos T citotdéxicos e Thl, aumento e estimulo de plasmocitos
produtores de anticorpos®®*?. Em contraste com as células dendriticas convencionais (cDC),

a ativagdo e migragdo das pDCs ¢é positivamente reforgada por IFN-a.

A presenca de pDCs no EP foi detectada em estudos prévios. Tomasini et al.#?

demonstraram a presenca de 5-10% de pDCs em distribuicdo liquenoide no infiltrado
linfocitico do EP (etiologia ndo descrita), através da expressdo imuno-histoquimica de
CD123. Os autores fizeram a hipotese de que a persisténcia das células apoptoticas poderia
induzir a retroalimentagdo positiva pelas pDCs, até o clareamento completo do desencadeante

viral ou farmacolégico.

Zengin, Pukhalskaya e Smoller®® também descreveram a presenga de pDCs na
epiderme e na derme superficial no EP, possivelmente regulando o processo inflamatério da
doenga. As pDCs foram observadas no EP de diferentes etiologias (causados por HSV, outros
agentes infecciosos, drogas e idiopaticos), com diferenca significativa no niimero de pDCs
em EPs induzidos por virus, em comparacdo com EP de etiologia ndo viral. Esse achado pode
sugerir que patogenos infecciosos ou determinadas drogas possam ativar os queratindcitos
através de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) e DAMPs (padrdes

moleculares associados a danos) e recrutar pDCs para a resposta inflamatoria.

Nosso estudo detectou a presenga de pDCs na pele dos pacientes com EP, tanto na
epiderme quanto na derme, em concordancia com os estudos anteriores. A fim de explorar a
ativacdo das pDCs no EPR, nds analisamos as vias TLR7 e 9. Interessantemente, nds
encontramos expressao reduzida de TLR9 nos pacientes com EPR em comparacdo com CS,

enquanto a expressdo de TLR7 foi igual entre os grupos.

As pDCs sdo ativadas através dos receptores TLR7 e TLR9. O TLR7 responde a RNA
viral, como influenza e virus sincicial respiratorio, enquanto o TLR9 detecta moléculas de
DNA contendo sitios CpG ndo metilados, comumente encontrado em genomas de virus como

HSV®. Apds a exposi¢do a virus ou agonistas sintéticos, TLR7 e 9, originalmente alocados
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no reticulo endoplasmatico, sdo realocados para os endossomos e clivados pelas proteases
lisossomais. As modificagdes conformacionais de TLR7 e TLR9 ativam o MyD88 (fator de
diferenciagdo mieloide 88), levando a propagagdo de sinais subsequentes, com ativacao de
MAPKSs (proteinas quinases ativadas por mitégenos), NF-«B (fator nuclear kappa B) e IRF7
(fator regulador 7 de interferon). A ativagdo de IRF7 leva a producdo de IFN tipo I. A
translocag¢do de NF-«kB para o ntcleo estimula positivamente TLR7 e a produgao de citocinas

pro inflamatérias (TNF—a. € IL-6), mas regula negativamente TLRO (figura 9)®59),

A regulagdo da sinalizagdo via TLRO9 ¢ necessaria para respostas antivirais adequadas
e para prevenir a expressdo excessiva de IFN-a, que ¢ observada em doencas sistémicas
autoimunes, como lipus e psoriase®”. A sinalizagdo via TLR7 e TLR9 ¢ regulada
negativamente através de crosslinking dos receptores reguladores das pDCs. Os receptores
BDCA-2, ILT7 (transcrito semelhante & imunoglobulina 7) e FceRlIa (receptor a de alta
afinidade para a porcao Fc de IgE) associam-se a cadeia y do adaptador do FceRI (receptor de
alta afinidade para a por¢ao Fc de IgE), que apresenta um ITAM (motivo de ativagdo do
imunorreceptor baseado em tirosina), enquanto o NKp44 humano se liga a DAP12, outra
proteina adaptadora que contém ITAM. A ativagdo desses receptores, e também de FCyRIIA
(receptor de baixa afinidade para imunoglobulina G) estimula a via mediada por ITAM, que
eficientemente inibe a produgdo de IFN tipo I, TNF-a € IL-6®%, DCIR (imunorreceptor de
células dendriticas) € outro receptor regulador de pDCs, que contém um ITIM (motivo de

inibicdo do imunorreceptor baseado em tirosina), ¢ medeia exclusivamente a inibicdo de

TLR9Y (figura 9)®389,
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Figura 9 - Vias TLR7/TLR9 nas pDCs (células dendriticas plasmocitoides) ativadas e
regulagdo das respostas TLR nas pDCs
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Legenda: (a) Vias TLR7/TLRY nas pDCs (células dendriticas plasmocitoides) ativadas: os Toll-like receptors
(TLR) 7 e TLRO residem no reticulo endoplasmatico (RE) nas pDCs nao ativadas, associados a gp96
e UNC93B (homdlogo B de UNC-93). Apds a exposigao viral, TLR7 e TLRY sdo realocados para o
endossomo. As alteragcdes conformacionais dos TLRs levam a ativagdo de MyD88 (fator de
diferenciagdo mieloide 88), levando a propagacdo de sinais subsequentes. A translocagdo de IRF7
(fator regulador 7 de interferon) inicia a produgdo de interferon (IFN) tipo I. A ativagdo de NF-kB
(fator nuclear kappa B) e MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitdogenos) leva a produgado de IL-
6 (interleucina 6) e TNF-o. (fator de necrose tumoral alfa) e expressdo de moléculas coestimuladoras.
A translocagdo de NF-«B para o nucleo regula negativamente a expressdo de TLRY; (b) Regulagdo
das respostas TLR nas pDCs: Os receptores de superficie celular BDCA-2 (antigeno de células
dendriticas sanguineas 2), ILT7 (transcrito semelhante a imunoglobulina 7) e FceRIa (receptor a de
alta afinidade para a porg¢do Fc de IgE) associam-se a cadeia y do adaptador do FceRI (receptor de
alta afinidade para a por¢do Fc de IgE), que apresenta um ITAM (motivo de ativagdo do
imunorreceptor baseado em tirosina). O receptor NKp44 humano se liga a DAP12, outra proteina
adaptadora que contém ITAM. A ativagdo desses receptores ativa a via mediada por ITAM - via
semelhante ao receptor de células B - que envolve principalmente BLNK (ligante de células B) e
BCAP (adaptador de célula B) e inibe a producdo de IFN tipo I, TNF-a e IL-6. O DCIR
(imunorreceptor de células dendriticas) € outro receptor regulador de pDCs, que contém um ITIM
(motivo de inibi¢do do imunorreceptor baseado em tirosina) e medeia a inibi¢do de TLRO.

Fonte:  Adaptado de Hirsch et al.®” ¢ Gilliet et al.®).
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TLR 7 é expresso na pele normal®. Tang et al.®" demonstraram que a via de TLR7
das pDCs ndo esta significativamente ativada nas verrugas vulgares (VV), assim predispondo
a recorréncia e recidiva das lesdes de VV. TLRO ¢ fracamente expresso na camada basal e na
camada espinhosa inferior na epiderme normal, € é aumentado nas doengas virais®**Y, como
VV e molusco contagioso. Em contraste, a via de sinalizagdo de TLR9 ¢ regulada
negativamente em doengas alérgicas, como na urticaria®?, e também na infec¢do por HPV16
(papilomavirus humano 16), levando a persisténcia da infecgdo viral®). Estudos
demonstraram que outros virus, como virus da hepatite B, virus da hepatite C e virus da
imunodeficiéncia humana podem seletivamente bloquear a habilidade das pDCs em produzir

IFN-o em resposta a TLR9, mas néo a agonistas TLR7®?).

Lund et al.®® demonstraram que a expressdo de TLR9 pelas pDCs é necessaria para a
producdo de IFN-a pelas pDCs em resposta ao HSV-2. Adicionalmente, Rasmussen et al.®¥
demonstraram que a infeccdo por HSV promove a produgao inicial de IFN principalmente
pelas pDCs através da ativagdo de TLRY, enquanto a producdo subsequente de interferon ¢é

0495 Previamente foi

independente de TLR9 e envolve fibroblastos, macréfagos e c¢DCs
demonstrado que murinos com genes knockout para TLR9 (TLR9-/-) apresentaram resposta
do hospedeiro reduzida para HSV-2 em um modelo para herpes genital®. Em humanos,
contudo, os efeitos da reducdo de TLR9 ainda nao foram totalmente elucidados. Pacientes
com deficiéncia da cinase 4 associada ao receptor de interleucina 1 (IRAK-4) (ndo
responsivos a TLR7, TLR8 e TLRY9) aparentemente apresentam resisténcia normal a maioria
dos virus, incluindo HSV-1, enquanto pacientes com deficiéncia de UNC93B (ndo
responsivos a TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) sdo predispostos a encefalite por HSV-1, apesar

da penetrincia ser incompleta®®).

Nossos resultados demonstraram expressdo de TLRY reduzida nos pacientes com
EPR, sem aumento de TLR7, IL-6 e TNF-a, indicando a presenga de pDCs possivelmente
com ativacdo comprometida ou reguladas negativamente. Baixos niveis de TNF-o sdo
presentes nas camadas superiores da epiderme na pele normal®”; similarmente, 1L-6 ¢é
presente na pele humana sadia em queratinécitos basais, células endoteliais, fibroblastos e

células mononucleares®3-9%),

Todavia, nossos dados demonstraram aumento significativo da expressdo de MxA
tanto na epiderme quanto na derme no grupo EPR em comparacdo ao grupo CS. Nas células

humanas ha dois genes induziveis por IFN que codificam proteinas de resisténcia a
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myxovirus (Mx): MxA e MxB. A proteina MxA ¢é expressa no citoplasma e tem uma
atividade antiviral intrinseca a alguns virus. In vivo, as proteinas Mx sdo sintetizadas em
resposta ao IFN endoégeno (produzido durante infecgdes virais) ou ao tratamento com IFN-
o/B. Diversos estudos estabeleceram a MxA como um marcador confidvel da atividade de

IFN tipo [(50,55,60,61,84)

Estudos anteriores®®!%) demonstraram que a sinalizagdo de IFN inibe a replicagdo do
HSV. Ku et al.!"®D demonstraram que a MxA induzida por IFN-a. inibe 0 HSV-1, € também
descreveram um novo mecanismo de escape do HSV das defesas antivirais. Esse mecanismo
¢ baseado na expressdo de um transcrito de splicing alternativo do gene do hospedeiro, que
induz a expressdao de uma isoforma de MxA variante (varMxA). varMxA ndo somente nao
apresenta a funcao efetora antiviral da MxA induzido por IFN-a, mas também favorece — ao

invés de bloquear — a replicagcdo de HSV-1.



76
8.6 CONCLUSAO

Considerando-se os achados previamente mencionados - pDCs aumentadas, expressao
reduzida de TLRY, expressao de MxA elevada e expressdao normal de TLR7, IL-6 ¢ TNF-a. -
sugerimos que os pacientes com EPR possam ter uma ativagao prejudicada das pDCs através
da via TLR9 em resposta ao HSV, afetando a produg¢ao inicial de IFN tipo 1. Essa produ¢do
inicial reduzida de IFN tipo I poderia favorecer a expressdo de varMxA, beneficiando a
persisténcia de HSV e os episodios de EPR. A MxA detectada poderia tanto representar
varMxA ou IFN tipo I produzido por outros tipos celulares, como macréfagos, fibroblastos e

cDCs.

De acordo com nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo a descrever a presenca e
perfil de ativacdo in situ das pDCs no EPR. Estudos adicionais em relacdo a expressao
reduzida de TLRY nesses pacientes podem contribuir para a elucidagao da fisiopatologia do

EPR e para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos® para essa doenca refrataria.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo clinico e fisiopatolégico do EPR pode contribuir para além da melhor
compreensdo da propria doenga. Ao avangarmos no entendimento sobre a atuagdo das células
dendriticas plasmocitoides, estudamos também as intrincadas interagdes entre as imunidades
inata e adaptativa, e como suas altera¢cdes podem implicar em alteragcdes no controle de
infeccoes e de tumores, bem como no desenvolvimento de doengas inflamatorias e

autoimunes.

Ademais, os estudos relacionados a complexa fisiopatologia do EPR tiveram inicio ha
mais de trinta anos, e ainda ha muitas questdes a serem respondidas. Ha alteragdes genéticas
especificamente relacionadas ao EPR? Quais fatores estdo relacionados ao desencadeamento
da doenga em determinado momento da vida? O que determina os episddios de reativacao da
doenca? Por que muitos pacientes sdo infectados por HSV, mas apenas alguns manifestam

EPR?

Especificamente em relagdo a via TLRY, ainda ¢ preciso avancar no esclarecimento da
alteracdo especifica envolvida na regulacdo negativa e/ou falta de ativagdo, também ja
verificada em outras doengas virais. Ha mutagdes genéticas que predisponham a alteragdes na
via TLR9? Quais seriam os fatores que determinam o bloqueio/falta de ativacdo dessa via nos
pacientes com EPR? Seriam componentes envolvendo a interagdo com o MyD88? Ou via

receptores associados ao ITAM ou ao ITIM?

O progresso na compreensdo da fisiopatologia do EPR pode contribuir para melhor
controle das doengas causadas pelo virus do herpes simples e por outros virus. O
entendimento dos mecanismos de diferenciacdo, recrutamento e ativagdo das pDCs, assim
como da interagdo entre o virus do herpes simples e hospedeiro podem proporcionar novos

alvos terapéuticos para diversas doengas.
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10 DISCUSSAO FINAL

A importancia das células dendriticas plasmocitoides na dermatologia vem sendo
amplamente estudada nos ultimos anos. Sintetizamos os estudos realizados acerca de sua
presenga e atividade nas mais diversas doengas dermatoldgicas — inflamatorias, autoimunes,
neoplésicas e infecciosas — para melhor compreensdo de seu papel nas imunidades inata e

adaptativa.

Descrevemos uma casuistica brasileira de EPR, contribuindo com a publicagdo de
caracteristicas clinicas, dados demograficos e de tratamento. Descrevemos que o EPR pode
demandar multiplos ciclos de tratamento. Adicionalmente, propusemos nesse projeto um
novo protocolo de tratamento, com ciclos prolongados de aciclovir com redugdo paulatina da
dose, e associagdo com dapsona e talidomida. Assim, atingimos altas taxas de controle da

doencga, de maneira segura e eficaz.

Por fim, avaliamos a presenca e a atividade in situ das pDCs em pacientes com EPR,
através da andlise imuno-histoquimica. Verificamos a presenga das pDCs na pele de
pacientes com EPR através da expressio aumentada de CD123 por técnica de imuno-
histoquimica, em concordiancia com dados anteriores da literatura. Avancamos — pela
primeira vez, segundo nosso conhecimento — na andlise do funcionamento das pDCs na pele
dos pacientes com EPR, e encontramos redugdo da sua atividade através das vias TLR7 e
TLRY. Sugerimos entdo que a reducdo da atividade das pDCs no EPR possa dificultar o
combate ao HSV e favorecer os surtos de EPR. Através desse estudo, contribuimos com um
aspecto importante da complexa fisiopatologia do EPR, que futuramente podera proporcionar

novos alvos terapéuticos para essa doenca desafiadora.
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plasmocitbides estao relaciondas a persisténcia da infecgao herpética. Por sua vez, a persisténcia dessa
infecgao & um fator causal para o eritema polimorfo. Desta forma, é possivel que a menor atividade dessas
células poderia se relacionar a resposta inflamatéria que resulta nas lesées clinicas de eritema
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imunidade inata contra o virus do herpes simples em pacientes com eritema polimorfo, através da expressao
de proteinas relacionadas ao processo inflamatério na pele de pacientes com eritema polimorfo.pacientes
com diagnéstico de eritema polimorfo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Nao riscos envolvidos e ndo ha beneficios a curto prazo para os pacientes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo relevante para elucidar mecanismos fisiopatolégicos que estao na base do aparecimento
de lesdes clinicas de eritema polimorfo. Nao ha risco para os pacientes envolvidos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatdria:

O termo de consentimento livre e esclarecido apresentado esta adequado e devera ser redigido em
impresso oficial da Instituicao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O protocolo apresenta todas as condi¢des para ser aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/03/2017 Aceito
|do Projeto ROJETO_853957.pdf 12:02:21
Outros Alteracao_registro_online.pdf 28/03/2017 |Valeria Aoki Aceito
12:01:10
Outros Registro_Online_16310.pdf 13/03/2017 |Valeria Aoki Aceito
09:52:36
Projeto Detalhado / | Projeto_ERITEMA_POLIMORFO.pdf 05/03/2017 |Valeria Aoki Aceito
Brochura 18:31:06
| Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 05/03/2017 |Valeria Aoki Aceito

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

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

Pégina 02 de 03

87



CLINICAS DA FACULDADE DE “§ ¢8casil

rre USP - HOSPITAL DAS %‘: sorme

\ MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagao do Parecer: 2.024.778

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 18:29:29 |Valeria Aoki

Aceito

TCLE/Termos de |TCLE_ERITEMA_POLIMORFO.pdf 05/02/2017 |Valeria Aoki

Assentimento / 17:02:05
Justificativa de
Auséncia

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 20 de Abril de 2017

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

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

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

Pégina 03 de 03




ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - “Avaliagao in situ do perfil fenotipico e funcional das células

dendriticas plasmocitéides em pacientes com eritema polimorfo”

Pesquisador principal — Professora Doutora Valéria Aoki (Inscrigao Conselho
Regional: n° 60080)

Departamento/lnstituto — Departamento de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP)

Duragao da Pesquisa: 30 meses

Convidamos o(a) Sr.(a) a participar voluntariamente deste estudo sobre uma
doenga da pele chamada Eritema Polimorfo. Para que vocé possa tomar uma decisao
se quer ou ndo participar deste estudo, este documento descreve o objetivo do estudo,
seus direitos e os possiveis beneficios e riscos de participagdo. Leia as informagoes
com calma e sinta-se a vontade para decidir se € do seu interesse participar desta
pesquisa. Se tiver alguma duvida, pergunte ao médico do estudo para obter mais
esclarecimentos.

Quais sdo os objetivos do estudo?

O estudo tem como objetivo entender melhor os mecanismos que causam o
eritema polimorfo, que € uma doenga da pele. Assim, o surgimento de novos
conhecimentos pode ajudar a esclarecer duvidas e serdao muito importantes para
melhorar o tratamento e o seguimento dos pacientes com a doenga.

Quais procedimentos serao realizados?

Serao avaliados fragmentos de pele que foram previamente obtidos através de
bidpsia e resultados de exame de sangue previamente coletados com autorizagao dos
pacientes, durante seu acompanhamento habitual no ambulatério de dermatologia. As
bidpsias foram realizadas ap6s injegdo de anestesia, retirada de um fragmento de pele
de 4mm de diametro, fechamento do local da cirurgia por pontos com fio de Nylon e
cobertura com curativo. As amostras de sangue foram coletadas por pungdo venosa no
Laboratério Central do Hospital das Clinicas. Os exames foram feitos no préprio Hospital
das Clinicas sem nenhum custo para os participantes do estudo.

Rubrica do sujeito da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador

89



Quais os possiveis riscos e desconfortos decorrentes da participagao na
pesquisa?

Ao participar da pesquisa, o paciente continuara seu seguimento habitual no
ambulatério de dermatologia, e seu tratamento nao sera influenciado pelo estudo.
Talvez seja preciso colher novos exames de sangue juntamente com os exames
habituais do seu acompanhamento, caso o participante permita, o que pode causar
algum desconforto durante a coleta.

Quais sao os beneficios do estudo?

Nao ha beneficio direto para o participante, pois se trata de estudo que visa
analisar a causa do eritema polimorfo, e o que acontece na pele para a manifestagao
da doenga. No entanto, o maior conhecimento sobre esta doenga pode melhorar a
assisténcia a saude dos doentes.

Como sera o acompanhamento e a assisténcia durante o estudo? Quais sdo os
direitos dos participantes?

Os pacientes continuarao a ser acompanhados como sempre no ambulatério da
dermatologia. Todos os participantes do estudo terdo acesso aos resultados de seus
exames no momento em que quiserem e com as explicagdes necessarias para seu
entendimento. Os pacientes podem em qualquer momento nao concordar em fazer os
exames que eventualmente serao pedidos.

E garantido aos participantes a liberdade de recusar-se ou retirar o seu
consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem penalizagao
alguma, de sigilo e privacidade, e sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na instituigdo.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros
pacientes, nao sendo divulgada a identificagdo de nenhum deles. Os pesquisadores
comprometem-se a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.
O material bioldgico (fragmento de pele e soro) obtido para esta pesquisa sera
armazenado de acordo com a resolugao 441/2011 e sera pedido novo consentimento
para caso de uso futuro. Toda pesquisa so sera realizada com a aprovagao do sistema
CEPCONEP.

Os participantes terao o direito de manterem-se atualizados sobre os resultados
parciais das pesquisas.

Ha alguma despesa para o participante da pesquisa?

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada a
sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serda absorvida pelo
orgamento da pesquisa.

Caso aceite participar da pesquisa, em qualquer etapa do estudo, vocé tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de duvidas.
O principal investigador € a Prof* Dra. Valéria Aoki, que pode ser encontrada no
enderego. Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155, 5°. Andar, PAMB-Dermatologia CEP:
05403-000, Telefone (11) 2661-6398, e-mail dermatologia.ichc@hc.fm.usp.br. Também
podera entrar em contato com a pesquisadora Natasha Favoretto Dias de Oliveira, no
mesmo endereco e telefone. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio

Rubrica do sujeito da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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Pires de Campos, 225 — 5° andar —tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549;
e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Avaliagao in situ do
perfil fenotipico e funcional das células dendriticas plasmocitéides em
pacientes com eritema polimorfo”

Eu discuti as informagoes acima com o Pesquisador Responsavel
(Dra. Valéria Aoki) ou pessoa (s) por ele delegada (s) (Dra. Natasha
Favoretto Dias de Oliveira) sobre a minha decisao em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os
potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo
um via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal
Data /| /

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data [/ /

Rubrica do sujeito da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T NOME: .o s et e e s b s ea b e b R b S bR e b bR b st s ea s e ana
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°®: ..o SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ........ Loiviad i

TELEFONE: DDD (............ ) s

2.RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccocouiiiiiiiiiniiiicaas SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ...../...... ...
ENDEREGCO: ...t sie bbb ss s s e N s APTO:

CEP: .o TELEFONE: DDD ({............ )

Rubrica do sujeito da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador



