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

Descriptores: Pénfigo; Ensayo de inmunoadsorcién enzimatica; Enfermedades cutaneas Vesiculoampollosas;
Enfermedades autoinmunes.

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

Descritores: Pénfigo; Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica; Dermatopatias Vesiculobolhosas; Doengas Autoimunes.

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

Descritores: Pénfigo; Ensaio de imunoadsorg¢ao enziméatica; Dermatopatias vesicolobolhosas; Doencas autoimunes.
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INTRODUCCION
énfigo se refiere a un grupo de
enfermedades autoinmunes vesico-
ampollares, incluyendo pénfigo vulgar
(PV), pénfigo foliaceo (PF), pénfigo vegetante,

pénfigo  paraneopladsico, pénfigo  por
inmunoglobulina A, pénfigo eritematoso y
pénfigo por drogas. Este grupo de

enfermedades estd caracterizado por la
pérdida de adhesion intraepitelial
(acantosis), por la formaciéon de ampollas y
ulceras afectando a las membranas mucosas
y/o piel, y la presencia de anticuerpos
direccionados a las desmogleinas (DSG)1-3.
Los auto-anticuerpos producidos en el
pénfigo son dirigidos a las DSG encontradas
en la superficie de los queratinocitos,
causando la separacion de células epiteliales
y llevando a ampollas intraepiteliales2. Las
DSG pertenecen a una familia de caderinas
que actian como moléculas de adhesion

intercelular, uniendo queratinocitos
epidérmicos?4>,
La DSG1 es mas comunmente

encontrada en la capa superficial mientras
que la DSG3 es mas abundante en capas
basales y supra basales. Ademas de eso, la
DSG3 se expresa de manera significativa en el
epitelio orale. Esta distribuciéon explica
porque la PV afecta la piel y las membranas
mucosas, mientras que la PF normalmente es
vista en la forma de lesiones cutdaneas!-37.
Clinicamente, la boca puede ser el primer y
Unico lugar de acometimiento del PV,
llevando al diagndstico tardio y al
tratamiento inadecuado®.

El PV y el PF son los subtipos mas
comunes de pénfigo, con una incidencia
estimada de 0,1 a 0,5 casos cada 100.000
habitantes para el primero, y cerca de 0,5
casos en cada 100.000 habitantes para el
segundo8?. En regiones endémicas, la
prevalencia de PF puede alcanzar 3,4%10.
Ademas de eso, ellos presentan
caracteristicas clinicas e inmunopatolégicas
distintas!. Aun asi, la coexistencia de
caracteristicas de PF y PV en el mismo
paciente, o inclusive la transformacién de un
tipo en otro, ya fueron bien documentadas!!-
14, Esta posibilidad existe pues pacientes con
PV producen inmunoglobulina G (IgG) anti-
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DSG3 y/o anti-DSG1, mientras que pacientes
con PF producen solo IgG anti-DSG11347,

En este contexto clinico, la detecciéon
de los anticuerpos que circulan parece ser
mas relevante para un diagndstico adecuado
del pénfigo?1115. Por muchos afios, la
inmunofluorescencia indirecta fue la técnica
mas usada para este objetivo. Sin embargo,
esta no diferencia entre los subtipos de la
enfermedad, lo que puede ser hecho por

medio de immunoblotting e
imunoprecipitacién.  Infelizmente, estos
métodos llevan un largo tiempo, son

exclusivamente cualitativos y poco practicos
para uso en un gran nimero de casos%916,

La produccién de los antigenos
recombinantes de DSG1 y DSG3 en los afios
1990 llevo al desarrollo de un ensayo de
inmunoadsorcién enzimatica (ELISA, en la
sigla en inglés), capaz de identificar los
anticuerpos del pénfigol7-20, Este test
demostré una elevada sensibilidad vy
especificidad en el diagnéstico de PV cuando
se compara con otros tests serologicos,
siendo capaz de detectar y cuantificar los
anticuerpos, lo que parece relacionarse a la
severidad de la enfermedad?15.

Detectar la presencia de los
anticuerpos circulantes es una realidad en el
diagnostico de pénfigo, resultando en la
importancia de conducirse estudios al
respecto. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue correlacionar la inmunodeteccion
de anti-desmogleina 1 y 3 con PV o PF con la
presencia de lesiones mucocutaneas.

METODO

Esta es una investigacion no-probabilistica y
transversal. Pacientes fueron seleccionados
por una muestra de conveniencia basada en
la demanda espontanea en las unidades de
Dermatologia y Medicina Oral de la
Universidad Federal de Pernambuco (Recife,
Brasil), de febrero a noviembre de 2012.

El estudio fue realizado teniendo en
consideracion los principios éticos
estipulados por el Consejo Nacional de Salud
brasilero y fue aprobado por el consejo de la
institucion bajo numero 291/08. Todos los
participantes firmaron el término de
consentimiento libre y aclarado.

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



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

Todos los pacientes habian sido
diagnosticados previamente y tratados en la
unidad de Dermatologia. Los diagndsticos
estaban basados en la presentacién clinica y
en los aspectos microscopicos. Pacientes
fueron entrevistados y examenes fisicos
fueron realizados en la Unidad de Medicina
Oral, UFPE. Muestras de sangre fueron
obtenidas, colocadas en tubos de 9mL y
dejadas en descanso por 30 min. Después de
este periodo, los tubos fueron centrifugados
por diez minutos a 3250 rpm y el suero fue
transferido a micro tubos estériles y
etiquetados, que fueron almacenados a -202C
hasta el analisis.

La deteccion de DSG1 y DSG3 fue
realizada usando el Sistema de Exdmenes de
ELISA MBL Mesacup DSG-1 y DSG-3
©(Medical and and Biological Laboratories -
MBL®, Nagoya, Japén), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Resumidamente,
100 pl de una muestra de soro sanguineo
diluida (1:101) de cada paciente fue

Enfermedades Autoinmunes

depositada en duplicado en la microlamina.
Controles positivo y negativo para cada
desmogleina  fueron usados 'y las
microldminas fueron incubadas por 60
minutos a temperaturas de 23 * 0,32C,
lavadas cuatro veces, y entonces el conjugado
de peroxidasas con IgG fue adicionado.
Después de 60 min, la lamina fue lavada y el
sustrato de peroxidasas fue adicionado
(solucién de sustrato de TMB) por 30
minutos, y entonces 100 pl de la soluciéon de
parada. Una lectura inmediata fue realizada
utilizando un espectrofotémetro (TP-Reader
Plus, Thermoplate) a 450 nm. Resultados son
dados en absorbancia (Abs), y la
concentracion (U/mL) fue determinada de
acuerdo con la férmula del fabricante.

Este resultado fue interpretado
utilizando la tabla indicativa de puntos de
corte recomendada por el fabricante, que
cuantifica los resultados como positivos,
negativos o indeterminados, como en la Tabla
1.

Tabla 1. Tabla de puntos de corte recomendados por el fabricante

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

Negativo

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

Indeterminado

DSG1 e DSG3 > 20U/mL

Positivo

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

Como analisis univariado fueron
obtenidas las distribuciones absolutas vy
relativas, y el analisis bivariado fue hecho a
través del test de chi-cuadrado. Calculos
estadisticos fueron hechos usando el
Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS - versién 17.0). El margen de error
usado en las decisiones de los tests
estadisticos fue de 5,0%.

RESULTADOS

La muestra incluy6 26 individuos, con edad
promedio de 43,2 aifos, variando de 14 a 74
afos. Dieciocho participantes eran del sexo
femenino (69.24%) y ocho del masculino
(30,76%). Veinte tenian PV (73,1%) y seis
tenian PF (26,9%). Todos habian nacido en el
estado de Pernambuco, Brasil. Los
diagnosticos fueron realizados por medio de
examenes clinicos e histopatoldgicos. En el
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momento del examen clinico, 18 (69,23%) de
los 26 pacientes tenian lesiones activas y 18
(69,23%) estaban siendo tratados con
corticosteroides sistémicos.

Puede observarse que entre los 26
pacientes diagnosticados con pénfigo, veinte
(73,1%) tenian PV y seis (26,9%) tenian PF.
Quince pacientes (57,7%) tenian un historial
de lesiones mucocutaneas, 7 (26,9%) tenian
solo lesiones en la piel y en 4 casos (15,4%)
habia solo lesiones mucosas. La tabla 2
muestra la relacién entre la presencia de
anti-DSG1 y los subtipos de la enfermedad.
Resumidamente, dos pacientes (10%) con PV
presentaron  anti-DSG1, siete  (35%)
presentaron anti-DSG3, y siete (35%)
presentaron ambas. Entre los seis pacientes
con PF, cinco (83,3%) eran positivos para
anti-DSG1 y uno (16,7%) tuvo un resultado
negativo (Tabla 2).
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Tabla 2. Correlacién entre la positividad de Anti-DSG1 y Anti-DSG3 y la enfermedad. Recife,

Brasil, 2012.

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

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

La presencia de anticuerpos Anti-DSG1 fue
asociada a lesiones mucosas y en la piel
(p=0,038 y p=0,009, respectivamente). Entre
los 19 pacientes con un historial de lesiones
en la piel, ocho (30,8%) tuvieron resultados
positivos para la anti-DSG1 (Tabla 3). De 22
pacientes con lesiones mucosas, 14 tuvieron
resultados positivos para anti-DSG1 (Tabla
4). No fue encontrada relacion

actividad del anti-DSG3 y lesiones en la piel
(p=0,850), mientras una  correlacion
estadisticamente significativa fue encontrada
entre el anti-DSG3 positivo y lesiones
mucosas (p=0,041) (Tablas 3 y 4). Entre los
22 pacientes con un historial de lesiones
mucosas, en 13 el resultado de los exdmenes
fue positivo para la presencia de anti-DSG3
(Tabla 4).

estadisticamente  significativa entre la

Tabla 3. Correlacion entre Anti-DSG1/DSG3 positivas y la presencia de lesiones en la piel.
Recife, Brasil, 2012.

Lesiones DSG

en la piel Anti- Anti- Ambas Ambas Total P
DSG1 DSG3 positivas negativas

Presente 2 6 6 5 19 0,038

Ausente 5 1 1 0 7

Total 7 7 7 5 26

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

Tabla 4. Correlacidon entre Anti-DSG1/DSG3 positivas y lesiones de la mucosa. Recife, Brasil,

2012.

Lesiones de la DSG

mucosa Anti- Anti- Ambas Negativo | Total P

DSG1 DSG3

Presente 4 7 6 6 23 0,009

Ausente 0 1 0 2 3

Total 4 8 6 8 26

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

DISCUSION (69,23%) estaba compuesta por pacientes

PV y PF son enfermedades ampollosas de la
piel y/o membrana mucosa, caracterizadas
por la circulacién de anticuerpos IgG contra
DSG1 y/o DSG31'7. La PF es endémica en
ciertas areas brasileras y en otros paises
subtropicales 162122, [.a PV es el subtipo mas
comin de pénfigo, en el cual lesiones se
desarrollan en la membrana mucosa y/o en
la piell4,

En este estudio, 73,1% de los
pacientes sufrian de PV. En el presente
estudio, la mayor parte de la muestra
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del sexo femenino, la mayoria entre 24 y 62
afios de edad. Estos resultados parecen estar
de acuerdo con otros estudios, que en general
relatan que el pénfigo es mas comun entre
mujeres de 15 a 34 afnos8.

DSG3 y DSG1 son glicoproteinas 130
kDa y 160 kDa miembros de la siper familia
de caderinas desmosomales. Estas proteinas
estdn organizadas y concentradas en los
desmosomos, siendo responsables por
mantener la integridad del epitelio
estratificado’.1°. Estas también son los anti-
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antigenos mas comunes para PV (DSG3) y PF
(DSG1)12523, La DSG3 es un determinante de
lesiones de la mucosa y la DSG1 es un
determinante de lesiones en la piel.

Pacientes con PV y lesiones
mucocutdneas  pueden  exhibir  tanto
anticuerpos anti-DSG1 como anti-

DSG3492123.24 v mas del 50% de los pacientes
presentan ambos DSG1 y DSG3. Estudios
sugieren que este es un importante factor al
determinarse el fenotipo de la enfermedad,
dado que pacientes sufriendo
predominantemente lesiones en la piel tienen
niveles de anticuerpos DSG1 mas altos
cuando se comparan a aquellos con lesiones
predominantemente mucosas*7.24.

En este estudio, el ELISA para DSG1 y
DSG3 probd ser una herramienta de alta
sensibilidad y especificidad para el
diagnéstico de pénfigo. Este descubrimiento
corrobora con numerosos estudios que
relatan que el ELISA para DSG1 y DSG3 es
altamente sensible y también puede ser
usado para evaluar la severidad y la actividad
de la enfermedad?.1821, E] test ELISA tiene
muchas mas ventajas sobre el método de
inmunofluorescencia indirecta, pues no
requiere un observador calificado y es una
manera simple de diferenciar entre PV y PF21,

En este estudio, todos los pacientes
con PF presentaron lesiones de piel y
resultados positivos para DSG1, mientras que
la mayoria de los pacientes con PV (75%)
presentaron lesiones mucocutaneas y
probaron positivo para ambos DSG1 y DSG3.
El perfil de desmogleina parece ser
consistente con el fenotipo de la enfermedad.
Ademas que el fenotipo clinico de una
enfermedad en general sea relacionado al
tipo de anticuerpo, hay algunos casos en que
el fenotipo y el anticuerpo son diferentes.
Tales discrepancias pueden deberse a
variaciones genéticas o a la presencia de
otros antigenos envueltos en la patogénesis
del pénfigo?4. Curiosamente, 3 pacientes con
PF fueron positivos para ambos DSG1 y
DSG3. Esto puede asociarse a un cambio en el
fenotipo de PF para PV, como mencionado
previamentell-14,

El tratamiento de pénfigo envuelve
una alta dosis de corticosteroides sistémicos,
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especialmente prednisona, que pueden ser

combinados con inmunosupresores, tales
como azatioprina, ciclofosfamida,
metotrexato, ciclosporina, y, mas

recientemente, mofetil micofenolato. Drogas
antiinflamatorias, tales como dapsona,
cloroquina, y combinaciones de nicotinamida
y tetraciclina también son usadas?23.

Hay algunos relatos de caso de uso de
rituximab en pacientes con pénfigo,
especialmente en pénfigo vulgar resistente a
esteroides e  inmunosupresores, con
resultados favorablesl2. Estas son terapias
auxiliares, cuyo objetivo es reducir los
efectos colaterales frecuentemente
devastadores del tratamiento con
corticosteroides10. El tratamiento con
prednisona frecuentemente produce 6ptimos
resultados, pero existen formas resistentes
que requieren terapias alternativas.

Tratamientos alternativos han sido
utilizados con resultados favorables en casos
de pénfigo refractario a corticosteroides,
tales como la inmunoglobulina
intravenosall12, En el momento de la
realizacion del presente estudio, 73,1% de
los pacientes estan pasando por tratamientos
sistémicos con esteroides y control adecuado
de la presentacion de la enfermedad.
Aquellos sin tratamiento sistémico estan
clinicamente estables sin tratamiento o
utilizando esteroides topicos.

Este estudio tiene limitaciones debido
a la muestra por conveniencia y la
metodologia utilizada (transversal). También
vale notar que los resultados encontrados
son locales, lo que levanta nuevas cuestiones
para el estudio que permiten la extrapolacién
de resultados para la poblacién en general.

CONCLUSION

En resumen, el test ELISA se mostro
altamente sensible al DSG1 y al DSG3, de
acuerdo con el fenotipo de la enfermedad.
Ademas de eso, correlaciones fueron
encontradas entre la presencia de anti-DSG1
y lesiones en la piel, asi como entre anti-DSG3
y lesiones en la mucosa. Del mismo modo,

ambos anti-DSG1 y anti-DSG3 fueron
encontrados en pacientes con lesiones
mucocutaneas.
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