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RESUMO

O pénfigo ¢ um grupo de doengas muco-cutaneas, de origem auto-imune, relacionado a
producao de anticorpos contra importantes componentes da adesdo celular, as desmogleinas.
Estas patologias sdo caracterizadas pela formagao de bolhas intra-epiteliais que podem acometer
a pele e membranas mucosas. O pénfigo vulgar e o pénfigo folidceo sdo os subtipos mais comuns
deste grupo, e, apesar de raros, t€ém sua importancia devido a alta taxa de mortalidade quando
ndo tratados. O teste ELISA tem sido bastante utilizado para diagnostico sorologico destas
doengas, mas pouco se sabe sobre sua eficacia quando da utilizacdo da saliva como material
bioldgico. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de auto-anticorpos IgG anti-
desmogleina 1 e 3 na saliva de pacientes com pénfigo e comparar com sua presenca no soro.
Também foram investigadas associagdes entre a presenga sérica dos auto-anticorpos e a atividade
das lesoes e a influéncia do tratamento sistémico. O grupo estudado foi composto por 24
pacientes, dos quais 19 eram portadores de pénfigo vulgar e 5 de pénfigo folidceo. Destes
pacientes foram colhidas amostras de sangue e saliva que foram processadas e realizado o teste
ELISA. Como resultado obteve-se que 8,3% das amostras de saliva reagiram positivamente para
as desmogleinas estudadas, o que se mostrou estatisticamente significante (p<0,05). No entanto,
nao foi percebida relagdo entre a presenga sérica destas e a existéncia de lesdes ativas, a terapia
medicamentosa também pareceu ndo ter influéncia sobre presenga dos auto-anticorpos no soro
(p>0,05). Pode-se concluir que as desmogleinas 1 e 3 estdo presentes na saliva dos pacientes com
pénfigo.

Palavras-chave: pénfigo, ELISA, saliva, desmogleina 1, desmogleina 3.
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ABSTRACT

Pemphigus is a group of autoimmune mucocutaneus diseases, related to the production of
antibodies against important components of cellular adhesion, the desmogleins. These
pathologies are characterized by intra-epithelial blistering affecting the skin and mucous
membranes. Pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus are the most common subtypes and,
although rare, are important due to their high mortality rate when not treated. Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) has been largely used to serological diagnostic of these diseases,
but not much is known about its efficacy in detecting the desmogleins antibodies in saliva. The
aim of this study was to evaluate the presence of autoantibodies IgG antidesmoglein 1 and 3 in
saliva from pemphigus patients and to compare with the presence of the same antibodies in
serum. It was also assessed relation between the antibody presence in serum and the disease
severity and the influence of systemic therapy with corticosteroids. The studied group was
composed by 24 patients of which 19 were pemphigus vulgaris patients and 5 were pemphigus
foliaceus patients. From all patients were collected blood and saliva samples that were processed
and ELISA tested. The results showed a statistically significant (p<0.05) presence of
antidesmoglein 1 and 3 in saliva from the studied group, 8.3% reacted positively to the
desmogleins. It was not possible to correlate the presence of desmoglein in serum and the disease
severity or the systemic treatment (p>0.05). Those findings suggest that desmogleins 1 and 3 can
be found in saliva from pemphigus patients..

Keywords: pemphigus, ELISA, saliva, desmoglein 1, desmoglein 3.
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Resumo

O pénfigo ¢ um grupo de doengas muco-cutaneas, de origem auto-imune, relacionado a
producdo de anticorpos contra importantes componentes da adesdo celular, as desmogleinas.
Estas patologias sdo caracterizadas pela formagdo de bolhas intra-epiteliais, seguidas de
ulceracdo, podendo acometer pele ¢ membranas mucosas. O teste ELISA tem sido bastante
utilizado para diagnostico soroldgico destas doengas, mas pouco se sabe sobre sua eficacia na
deteccao destes anticorpos na saliva. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de auto-
anticorpos IgG anti-desmogleina 1 e 3 na saliva de pacientes com pénfigo e comparar com sua
presenca no soro. Também foram investigadas associagdes entre a presenca sérica dos auto-
anticorpos e a atividade das lesdes e a influéncia do tratamento sistémico. Para isto foram
estudados 24 pacientes, 19 portadores de pénfigo vulgar e 5 de pénfigo folidceo. Destes, foram
colhidas amostras de sangue e de saliva que foram processadas para a realizacdo do teste ELISA.
Os resultados obtidos mostraram uma presenca significativa de anti-desmogleina 1 e 3 na saliva
dos pacientes estudados (p<0,05), porém nao foi percebida relagdo entre a presenca sérica destas
e a existéncia de lesdes ativa. A terapia medicamentosa também nao pareceu ter influéncia sobre
presenca dos auto-anticorpos no soro. Assim, pode-se concluir que os anticorpos anti-
desmogleinas 1 e 3 estdo presentes tanto na saliva quanto no soro dos pacientes com pénfigo.

Palavras-chave: pénfigo, ELISA, saliva, desmogleina 1, desmogleina 3.
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Introducéo

O pénfigo faz parte de um grupo de doencas cronicas, auto-imunes, vesiculo-bolhosas,
composto pelo vulgar (PV), foliaceo (PF), vegetante, paraneoplasico, eritematoso e induzido por
drogas, que sdo caracterizados histologicamente pela perda da adesdo celular (acantolise)
causada pela producdo de auto-anticorpos contra desmogleinas (Dsg) e clinicamente pela
formacdo de bolhas, seguidas de tilceras, em membranas mucosas e ou em pele” > >,

As Dsg pertencem a um grupo de caderinas desmossomicas que agem como moléculas de
adesdo intercelular conectando ceratindcitos™ °. A reacdo dos auto-anticorpos produzidos no
pénfigo com as Dsg presentes na superficie celular dos ceratindcitos levam a separacdo destas
células gerando, assim, bolhas intra-epiteliais4.

Os subtipos mais comuns do pénfigo sdo o PV e o PF, com incidéncia estimada de 0,1 a
0,5 por 100.000 pessoas por ano, o PV’, e cerca de 0,5 por 100.000 pessoas por ano, o PF®. Em
regides endémicas a prevaléncia do PF pode chegar a 3,4%°. Cada um desses subtipos apresenta
diferentes caracteristicas clinicas e imunopatologicas®. O PV causa lesdes que podem acometer
tanto a pele quanto membranas mucosas, enquanto que no PF o paciente apresenta lesdes
exclusivamente em pele'”. Isto acontece porque no PV o paciente pode produzir exclusivamente
IgG anti-Dsg3 ou também IgG anti-Dsgl; enquanto que pacientes com PF produzem apenas IgG
anti-Dsg1*.

A Dsg3 esta localizada, principalmente, na por¢ao mais profunda da epiderme, enquanto
que a Dsgl esta situada na regido mais superficial, este perfil de distribui¢ao explica o fato do
PV afetar membranas mucosas, onde hé grande quantidade de Dsg3 e a Dsgl raramente se
expressa”. A detecgdo destes auto-anticorpos circulantes é, hoje, importante para o diagnostico

desta patologia''.
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A imunofluorescéncia indireta foi, durante muito tempo, a principal técnica de
diagnostico do pénfigo. No entanto, esta ¢ incapaz de diferenciar os subtipos da doenca, o que
pode ser realizado através do immunoblotting e imunoprecipitagdo. Esta segunda técnica tem
como limitagdo ser demorada, exclusivamente qualitativa e pouco pratica para a utilizacdo em
um grande nimero de amostras® %,

A producao laboratorial de antigenos Dsgl e Dsg3 recombinantes, nos anos 1990, tornou
possivel o desenvolvimento de um teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) capaz

1314 " A utilizagdo do teste ELISA para o pénfigo

de identificar os auto-anticorpos do pénfigo
trouxe como vantagem sua alta sensibilidade e especificidade, simplicidade e rapidez quando
comparado a outros testes sorologicos'®, além de ser capaz de quantificar os auto-anticorpos, o
que, segundo alguns autores, pode ser relacionado a severidade da doenga* '>'°.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de detec¢do dos auto-anticorpos anti-
Dsgl e anti-Dsg3 na saliva, através do teste ELISA, comparando com sua presenca no soro.

Buscou-se também relacionar a presenca destes anticorpos com a atividade da doenca e com a

utilizacdo de medicamentos para o controle desta patologia.

Métodos
Pacientes

Para esta pesquisa foi utilizada uma amostra de conveniéncia composta por 24 individuos
naturais do estado de Pernambuco, Brasil. Como critério de inclusdo, o paciente deveria ser
portador de pénfigo vulgar ou foliaceo e este diagndstico deveria ter sido dado através de exame
histopatolégico.

Os pacientes foram selecionados em trés diferentes centros médico-odontoldgicos do
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estado de Pernambuco: Clinica de Estomatologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Clinica de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE e no hospital Santa Casa de
Misericordia do Recife.

Toda esta pesquisa foi realizada de acordo com os principios éticos previstos pelas
resolugdes do Conselho Nacional de Saude (CNS) e foi registrada no Comité de Etica em

Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da UFPE, sob o protocolo niimero 291/08.

Coleta de dados

Ap6s realizada a anamnese e exame clinico, foram coletadas, de cada paciente, amostras
de saliva e sangue. Estes foram instruidos a cuspir em potes coletores estéreis durante 5 minutos.
A saliva coletada foi transferida para tubos tipo eppendorf estéreis e centrifugada a 50 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi separado do precipitado e armazenado em freezer, a
-20°C.

Para a coleta do sangue foram utilizados tubos coletores de 9 mL sem anticoagulante, que
foram levados para centrifugacdo a 3250 rpm durante 10 minutos. O soro obtido foi transferido
para tubos tipo eppendorf estéreis e armazenado em freezer, a temperatura de -20°C, até o

momento do teste.

Teste ELISA para o soro

O teste laboratorial foi realizado no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA),
orgao suplementar da UFPE, e para isto foi utilizado o kit Mesacup Dsg-1 & Dsg-3 ELISA Test
System (Medical and Biological Laboratories, Nagoya, Japao).

A amostra inicial de soro foi diluida a uma proporg¢ao de 1:101 e seguiu-se o protocolo
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como recomendado pelo fabricante e estudos anteriores'” '®. A densidade oOptica final das
amostras foi lida a 450nm, e o equipamento ofereceu como resultado a absorbancia (Abs). Este
dado foi submetido a formula matematica, cedida pelo fabricante, cujo resultado é expresso em
Unidade/mL (U/mL). Este resultado foi interpretado através da tabela de ponto de corte do Kit,

que qualifica o resultado em positivo, negativo ou indeterminado.

Teste ELISA para a saliva

O teste ELISA para a saliva seguiu o mesmo protocolo realizado para o soro, sendo
alterada apenas a dilui¢@o inicial da amostra, que foi realizada a 5:101. Esta concentracao foi
definida por um teste piloto, sendo a concentragdo mais proxima da estabelecida pelo fabricante,

na qual houve reagao positiva.

Analise estatistica

Na anélise dos dados foram obtidas distribuigdes absolutas e percentuais uni e bivariadas
(técnicas de estatistica descritiva) e foram utilizados os testes de Mc-Nemar ¢ Exato de Fisher
(técnicas de estatistica inferencial). Os célculos estatisticos foram realizados através do programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versdo 15.0. A margem de erro utilizada na

decisdo dos testes estatisticos foi 5,0%.

Resultados
Os 24 pacientes estudados apresentaram idades variando entre 13 e 74 anos (idade média
de 44 anos). Destes, 15 (62,5%) eram mulheres ¢ 9 (37,5%) eram homens; 19 (79,2%) eram

portadores de PV e 5 (20,8%) de PF. No momento da coleta de dados 17 (70,8%) dpacientes
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apresentavam lesOes ativas e a mesma quantidade estava fazendo uso de corticosteroides

sistémicos (Tabela 1).

Testes de anti-Dsg1l e anti-Dsg3 para 0 soro

Dentre os 19 portadores de PV pdde-se observar que a maioria (73,7%) mostrou-se
positiva quanto a presenca de anti-Dsg3 e 36,8% quanto a presenca de anti-Dsgl; 21% ndo
mostrou presenca de qualquer anti-Dsg; e uma das amostras (5,2%) apresentou resultado positivo
para a Dsg3, porém teve resultado indeterminado para a Dsgl. Nos casos de PF todas as 5

amostras (100%) reagiram positivamente apenas para a anti-Dsg1 (Tabela 2).

Testes de anti-Dsg1 e anti-Dsg3 para a saliva
Na tentativa de avaliar a presenca de anti-Dsg na saliva dos pacientes portadores de
pénfigo obteve-se que duas (8,3%) das amostras apresentaram positividade para o auto-anticorpo

referente ao subtipo da doenca (Tabela 3 ¢ 4).

Relacéo entre a terapia medicamentosa e a presenca de lesdo ativa e a presenca de anti-Dsg
Comparando-se a presenca dos auto-anticorpos no soro com a utilizacdo de medicagao
nao foi observada relagdo estatisticamente significante (p>0,05). Também nao foi possivel
determinar relagdo entre a existéncia da lesdo ativa e a presenca sérica de anti-Dsg circulantes.
Dentre os pacientes com PV, 11 (57,9%) mostraram presenca de Dsg3 mesmo estando
em tratamento com corticosteroides; no caso do PF, 3 pacientes (60%) apresentaram Dsgl
quando em tratamento (Tabela 5).

Quando comparada a atividade das lesdes com a presenc¢a de auto-anticorpos especificos
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para a doenca observou-se que, para o PV, 9 (47,4%) dos pacientes apresentaram lesdes ativas e
anti-Dsg3 circulantes, enquanto que 3 (60%) dos portadores de PF mostraram presenca de Dsgl

(Tabela 6).

Discusséao

Apesar do papel dos anticorpos contra as Dsg na patogénese do PV e PF ainda ndo ser
bem esclarecido, estudos apontam a presenca de auto-anticorpos anti-Dsg3 e anti-Dsgl como
indicadores de PV e PF, respectivamente' .

Acredita-se que os fenotipos do PV e PF estdo correlacionados a resposta dos anticorpos
IgG aos diferentes tipos de Dsg. Anticorpos para Dsgl sdo responsaveis por lesdes em pele,
enquanto que anticorpos para Dsg3 estdo envolvidos com lesdes em membranas mucosas™ > '°.

Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com estas afirmagdes,
mostrando que na patogénese do PV podem estar envolvidos tanto auto-anticorpos para Dsg3,
quanto para Dsgl, havendo uma prevaléncia de anti-Dsg3'®. Da mesma forma, ficou clara a
relacdo entre o pénfigo folidceo e a presenca da anti-Dsgl, concordando com resultados exibidos
por Amagai et al. (1999)'®.

Numa minoria dos pacientes a correlacdo entre o auto-anticorpo encontrado e a expressao
da doenga nao foi como relatado por alguns autores, visto que, trés pacientes com lesdes orais
caracteristicas do pénfigo vulgar mostraram positividade exclusivamente para a anti-Dsg3.
Estas discorddncias ja haviam sido encontradas em pesquisas anteriores”, que sugerem a
possibilidade de haver outros fatores, além do tipo de Dsg envolvida, que possam influenciar na

ocorréncia ¢ na localizagio das lesdes’. Daneshpazhooh et al. (2007)" relatam que estas

discrepancias podem ser explicadas através de variagdes genéticas ou devido a presenca de



30

outros mecanismos envolvidos na patogénese do pénfigo. Eberhard et al. (2004)*' observaram
uma diferenga significativa entre os genes da IL-10 nos pacientes com PV quando comparado ao
grupo controle, o que sugere que o polimorfismo desta citocina pode estar associado a um fator
de suscetibilidade para o PV ainda desconhecido.

Quanto a presenga dos anticorpos anti-Dsgl e anti-Dsg3 na saliva, esta se mostrou
estatisticamente significante (p<0,05), corroborando com os achados de Andreadis et al. (2006)*
¢ Hallaji et al. (2009)*. Estes achados sugerem que a saliva pode ser um material bioldgico
alternativo no diagndstico e monitoramento do pénfigo através do teste ELISA, no entanto,
algumas mudangas ainda devem ser propostas para aumentar a sensibilidade e precisdo desta
nova técnica.

Andreadis et al. (2006)* associam a presenga destes anticorpos na saliva ao fato de que
lesdes orais conteriam elementos inflamatérios auto-imunes. Ja Hallaji et al. (2009)** relatam que
a principal imunoglobulina presente na saliva ¢ a IgA, porém também estdo presentes
quantidades significativas de IgG produzidas localmente ou derivadas do soro. Estas seriam as
principais hipoteses para a viabilidade de utilizagdo da saliva na realiza¢do do teste ELISA para
o pénfigo, no entanto, percebe-se que para ambas as hipoteses a concentracdo dos auto-
anticorpos na saliva seria bem menor do que sua concentragao sérica.

Nesta pesquisa buscou-se utilizar, para a saliva, a mesma metodologia proposta para o
soro, por isto a dilui¢@o da saliva foi realizada a 5:101, esta foi a diluicdo mais proxima daquela
proposta para o soro que apresentou reagdo antigeno-anticorpo positiva. Porém devido a baixa
positividade (8,3%) sugere-se que novas tentativas sejam realizadas com concentragdes mais
elevadas.

Os resultados da presente pesquisa, onde todos os pacientes que estavam sem utilizar
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medicamentos ja haviam passado por algum tipo de tratamento anterior com corticosterodides,
diferem dos achados de Harman et al. (2000)'®, cujo grupo de estudo ndo havia ainda sido
submetido a tratamento sistémico.

Alguns autores acreditam que o ELISA para as Dsg 1 e 3 ndo ¢ apenas um instrumento
sensivel para o diagnostico do PV, mas que ele serve também como um meio de avaliar a
severidade ¢ monitorar a atividade da doenga”’ 3,

Entretanto, a presenga de auto-anticorpos circulantes durante periodos de remissdao do
pénfigo (auséncia de lesdes ativas) ¢ observada tanto através do ELISA quanto da
imunofluorescéncia indireta”.

Aqui, foi possivel notar que ndo houve relagdo significativa entre a atividade da doenga
e a presenga de anticorpos circulantes, corroborando, com Harman et al. (2001)*, que relatam
que a presenca das anti-Dsg nem sempre pode ser relacionada com a severidade da doenga e,
assim, nao ¢ viavel de ser utilizada como forma de monitoramento do paciente.

Foram encontrados na literatura apenas dois estudos utilizando a saliva como amostra
para o teste ELISA para o pénfigo, porém, ambos investigaram exclusivamente pacientes com
PV. Este estudo trouxe como inovagdo a avaliagdo da eficacia desta nova técnica para pacientes
com PF, os quais apresentaram resultados semelhantes aos achados para o PV.

Diante dos achados, ¢ possivel concluir que as desmogleinas 1 e 3 estdo presentes na
saliva e no soro dos pacientes portadores de pénfigo. Nao foi encontrada relacao estatisticamente
significante entre a presenca de anticorpos e a severidade da doenga ou a utilizagdo de qualquer

medicagdo sistémica para o seu tratamento.
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Tabelas

Tabela 1 — Caracterizacao dos pacientes segundo o tipo de doenga, uso de medicacdo e ocorréncia
de lesdo ativa

Variavel n %
¢ Doenca
PV 19 79,2
PF 5 20,8
¢ Medicacéo
Sim 17 70,8
Nio 7 29,2

e Lesdo ativa
Sim 17 70,8
Nio 7 29,2

TOTAL 24 100,0
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Tabela 2 — Avalia¢do dos auto-anticorpos anti-Dsg1 e anti-Dsg3 no soro e na saliva no PV e PF

Doenca
Dsg PV PF Grupo Total Valor de p
n % n % n %
e Dsgl
Soro
Positivo 7 36,8 5 100,0 12 50,0 p'=0,037*
Negativo 12 63,2 - - 12 50,0
Saliva
Positivo - - 1 5,3 1 4,2 pY'=1,000
Negativo 18 94,7 5 100,0 23 95,8
e Dsg3
Soro
Positivo 14 73,7 - - 14 58,3 Y =0,006*
Negativo 5 26,3 5 100,0 10 41,7
Saliva
Postivo 1 5,3 - - 1 42 pY'=1,000
Negativo 18 94,7 5 100,0 23 95,8
TOTAL 19 100,0 5 100,0 24 100,0

(*): Associacao significativa a 5,0%.
(1): Através do teste Exato de Fisher.



Tabela 3 — Distribui¢do da presenga da anti-Dsgl no soro e na saliva
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Dsgl - saliva
Dsgl -S0ro Positivo Negativo TOTAL Valor de p
n % n % n %
Positivo - - 12 50,0 12 50,0 p"'=0,003*
Negativo 1 42 11 45,8 12 50,0
TOTAL 1 42 23 95,8 24 100,0

(*): Diferenga significativa.

(1): Através do teste de Mc-Nemar.



Tabela 4 — Distribui¢do da presenga da anti-Dsg3 no soro e na saliva
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Dsg3 - saliva
Dsg3 - SOro Positivo Negativo TOTAL Valor de p
n % n % n %
Positivo 13 542 1 4,2 14 58,3 p" < 0,001*
Negativo 10 41,7 - - 10 41,7
TOTAL 23 95,8 1 42 24 100,0

(*): Diferenga significativa.
(1): Através do teste de Mc-Nemar.
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Tabela 5 — Distribui¢ao auto-anticorpos anti-Dsgl e anti-Dsg3 no soro e na saliva de acordo com
o uso de medicacao

Medicacao
Dsg Sim Nao Grupo Total Valor de p
n % n % n %
e Dsgl
Soro
Positivo 8 47,1 4 57,1 12 50,0 pV = 1,000
Negativo 9 52,9 3 429 12 50,0
Saliva
Positivo 1 5,9 - - 1 42 pM'=1,000
Negativo 16 94,1 7 100,0 23 95,8
e Dsg3
Soro
Positivo 11 64,7 3 429 14 58,3 p"'=0,393
Negativo 6 35,3 4 57,1 10 41,7
Saliva
Positivo 1 5,9 - - 1 4,2 pY'=1,000
Negativo 16 94,1 7 100,0 23 95,8
TOTAL 17 100,0 7 100,0 24 100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher.
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Tabela 6 — Distribui¢do dos auto-anticorpos anti-Dsgl e anti-Dsg3 no soro e na saliva de acordo
com a ocorréncia de lesdo ativa

Lesao ativa
Dsg Sim Nao Grupo Total Valor de p
n % n % n %
e Dsgl
Soro
Positivo 8 47,1 4 57,1 12 50,0 pV = 1,000
Negativo 9 52,9 3 429 12 50,0
Saliva
Positivo 1 5,9 - - 1 42 pM'=1,000
Negativo 16 94,1 7 100,0 23 95,8
e Dsg3
Soro
Positivo 10 58,8 4 57,1 14 58,3 pM'=1,000
Negativo 7 41,2 3 42,9 10 41,7
Saliva
Positivo 1 5,9 - - 1 4,2 pY'=1,000
Negativo 16 94,1 7 100,0 23 95,8
TOTAL 17 100,0 7 100,0 24 100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N°. do protocolo do estudo:

Estamos entregando a vocé um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, apos sua leitura
cabera a vocé assinar ou nao este documento com o objetivo de aceitar ou ndo a sua participagao

na pesquisa.

Titulo: Detecgdo de auto-anticorpos anti-desmogleina 1 e 3 através do teste ELISA na saliva e

soro de pacientes portadores de pénfigo.
Pesquisadora: Camila de Andrade Lima Arcoverde

A pesquisadora responsavel pelo estudo responderd a qualquer pergunta que vocé possa ter
sobre este documento e sobre o estudo. Por favor, leia com cuidado e ndo tenha medo ou

vergonha de perguntar qualquer coisa sobre as informagdes abaixo.

Proposito: O pénfigo é uma doenga grave, sem cura, que causa bolhas e grandes aftas na pele ¢
na boca dos doentes. Quando nao ¢ tratado, o pénfigo pode matar. Vocé esta sendo convidado a
participar de uma pesquisa com o objetivo de utilizar o teste ELISA, que € um teste
imunoenzimatico usado para a detec¢do de anticorpos presentes no plasma sanguineo para ver se
existe auto-anticorpos anti-desmogleina 1 e 3 que sdo os causadores da doenga pénfigo na saliva

e comparar com a quantidade destes no sangue.

Descricdo do estudo: Irdo participar do estudo pacientes portadores de pénfigo e individuos
livres de qualquer doenga de origem semelhante. Destas pessoas serdo coletadas amostras de 9
mL de sangue, por um profissional especializado de acordo com as normas de biosseguranca, na
tentativa de diminuir o desconforto, como vermelhiddo e edema causados durante a injecao,
também sera coletado saliva de modo ndo-estimulado em um pote coletor estéril durante 5

minutos, as quais serdo submetidas ao teste ELISA.
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Riscos e beneficios: Espera-se que as pessoas que participarem da pesquisa tenham como
beneficio a confirmagdo do diagnostico, positivo ou negativo, através de um teste laboratorial
bastante moderno. E, através do ELISA os médicos poderdao avaliar se os remédios utilizados
estdo fazendo o efeito esperado, para, assim, melhorar a qualidade de vida dos seus pacientes. No
momento da coleta de sangue o paciente estard exposto a alguns inconvenientes como dor,
possibilidade de formagdo de inchaco e alguns pacientes poderdo sentir algum desconforto
emocional. Alguns pacientes poderdo se sentir exposto a constrangimento ao realizar a coleta de
saliva. No entanto esta pesquisa ¢ um trabalho cientifico e sera realizada de forma a minimizar

estes riscos.

Confidencialidade dos registros: Vocé tem direito a privacidade das informagdes encontradas,
respeitando valores culturais, sociais, morais, religiosos e ¢éticos. Como condicdo de sua
participacdo nesta pesquisa, voc€ permitird o acesso aos dados obtidos durante o estudo aos
pesquisadores e aos membros da Comissdo de Etica, responsaveis pela analise do projeto. Os
resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou em publicacdes cientificas,

mas sua identidade ndo sera divulgada nessas apresentagoes.

Direito em participar, recusar ou sair: Ao participar vocé concorda em cooperar com 0s
procedimentos que serdo executados e que foram descritos acima, ndo abrindo mao de seus
direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado. Sua participacdo neste estudo ¢
voluntaria e vocé podera recusar-se a participar ou poderd interromper sua participagdo a
qualquer momento. Da mesma forma, o responsavel pelo estudo podera decidir pela interrupgao

de sua participacao no estudo baseado em critérios técnicos.

Desta forma, eu, , i a

descricdo do estudo que foi explicado dentro da minha compreensdo. Compreendo que minha
participacdo € voluntaria. Confirmo também que aceito de livre e espontanea vontade participar
deste estudo.

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha 1




Assinatura da testemunha 2

Assinatura do pesquisador

Recife, de

de
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Contato da pesquisadora:
Av. Prof. Moraes Rego, n° 1235, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901,

Tel.: (81)2126-8817/ (81)9635-0122, E-mail: camila.arcoverde@gmail.com



APENDICE B

FICHA CLINICA

IDENTIFICACAO DO PACIENTE Protocolo numero:

Nome:
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Sexo: M () F () Data de nascimento:  / /  Profissdo:

Endereco: N°: Bairro:

Cidade: Estado: CEP: Tel.:

ANAMNESE

E portador de pénfigo? Sim ()

Nao ()

Ha quanto tempo?

E portador de alguma outra desordem auto-imune? Sim ()

Nao ()

Qual?

Esta tomando alguma medicagao? Sim ()

Nao ()

Qual?

Sente algum incomodo? Sim ()

Nao ()

Como?

Onde?

EXAME FiSICO

Apresenta lesao? Sim ()

Nao ()

Localizacao

Aspecto
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ANEXOS




ANEXO A

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SERVICO FUBLICO FEDERAL
TMNIVERSIDADE FE]?EEAI- DE PERNAMEBTCO
Comits da Fiiez em Perguisa
OF Mo 0352009 - CEPICCS Recife_ 19 de Feversiro de 2008

Registre do SEMEF FR — 272330

CALE — 0287 0 1TZ2.000-08

Registro CEFCC SUFPE M* 2811/03

Titulo: ‘Detecgio de Avto-Anticopos Anti-Desmogleina 1 & 3 Atraves do Teste Bisam Saliva e
Sore de Pacientes Portadores de Penfige”

Pesouisader Respensavel: Camila de Andrads Lima Arcoverds

Senhora Pesguisadara:

Informames que o Comits de Ftica em Pesquisa envoivendo seres humanos do Cenbro
de Cidncias da Sadde da Universidade Federal de Pemambuce {CEP{CCS/UFPE) registrou @
analisou, de acords com a Resolugdo N 15698 do Conselha nacional de Saide, o profocole
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o ¢ berando-o para inicio da colela de dados em 18 de
fevercro de 2009

Ressaflames que o pesguisador responsdvel devera apressriar relalério no final da
pesquise {30/04,2018).

Atencisamente

3

Prof. Ge sco Lindoso Coulo
Coardenador do CEP CCS/ UFPE

A
estranda Camila de Andrade Lima Areoverds
Srograma de Pes-Graduacio em Odontologia — COSAEPE

v Drof Morss Rege, sin Cid Unvenitiria S0670-501, Feaf: - PE, Telifar 31 2136 8399, cepors@Enipebr
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ANEXO B

NORMAS DA REVISTA THE JOURNAL OF DERMATOLOGY

Author Guidelines

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Latest information:
* Online submission is now available at http://mc.manuscriptcentral.com/jde.

AIMS AND SCOPE

The Journal of Dermatology is the official English language journal of the Japanese
Dermatological Association and the Asian Dermatological Association, and publishes original
articles of a clinical or research nature. Reviews are also invited. Letters to the editor of two
printed pages or less will be published as soon as possible. Papers in any field of dermatology
will be considered.

EDITORIAL REVIEW AND ACCEPTANCE

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its
significance to our readership. Except where otherwise stated, manuscripts are double-blind peer
reviewed by two anonymous reviewers and the Editor. Final acceptance or rejection rests with
the Editorial Board, who reserves the right to refuse any material for publication.

Manuscripts should be written so that they are intelligible to the professional reader who is not a
specialist in the particular field. They should be written in a clear, concise, direct style. Where
contributions are judged as acceptable for publication on the basis of content, the Editor and the
Publisher reserve the right to modify typescripts to eliminate ambiguity and repetition and
improve communication between author and reader. If extensive alterations are required, the
manuscript will be returned to the author for revision.

SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted online at http://mc.manuscriptcentral.com/jde.

Authors must supply an email address as all correspondence will be by email. Two files should
be supplied: the covering letter and the manuscript (in Word or rich text format (.rtf)). The
covering letter should be uploaded as a file not for review. All articles submitted to the Journal
must comply with these instructions. Failure to do so will result in return of the manuscript and
possible delay in publication.

* Submissions should be double-spaced.
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* All margins should be at least 30 mm.

* All pages should be numbered consecutively in the top right-hand corner, beginning with the
title page.

* Do not use Enter at the end of lines within a paragraph.

* Turn the hyphenation option off; include only those hyphens that are essential to the meaning.
* Specify any special characters used to represent non-keyboard characters.

(Greek beta).

* Take care not to use 1 (ell) for 1 (one), O (capital o) for 0 (zero) or B (German esszett) for 3

+ Use a tab, not spaces, to separate data points in tables. If you use a table editor function, ensure
that each data point is contained within a unique cell (i.e. do not use carriage returns within
cells).

Each figure should be supplied as a separate file, with the figure number incorporated in the file
name. For submission, low-resolution figures saved as .jpg or .bmp files should be uploaded, for
ease of transmission during the review process. Upon acceptance of the article, high-resolution
figures (at least 300 d.p.i.) saved as .eps or .tif files should be uploaded. Digital images supplied
only as low-resolution files cannot be used.

Further instructions are available at the submission site.

For Assistance, please contact to the Editorial office of Journal of Dermatology at the address
below:

Japanese Dermatological Association, Journal of Dermatology Editorial Office
Cosmos-Hongo Bldg, 1-4 Hongo-4-chome

Bunkyo-ku Tokyo 113-0033

Japan

Email: gakkai@dermatol.or.jp

Tel: +81 3 3811 5099; Fax: +81 3 3812 6790.

Covering letter

Papers are accepted for publication in the Journal on the understanding that the content has not
been published or submitted for publication elsewhere except as a brief abstract in the
proceedings of a scientific meeting or symposium. This must be stated in the covering letter.

The covering letter must also contain an acknowledgment that all authors have contributed
significantly, and that all authors are in agreement with the content of the manuscript. In keeping
with the latest guidelines of the International Committee of Medical Journal Editors, each
author's contribution to the paper is to be quantified.

Authors must declare any financial support or relationships that may pose conflict of interest by
disclosing at the time of submission any financial arrangements they have with a company whose
product figures prominently in the submitted manuscript or with a company making a competing
product. Such information will be held in confidence while the paper is under review and will
not influence the editorial decision but, if the article is accepted for publication, the Editor will
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usually discuss with the authors the manner in which such information is to be communicated to
the reader.

If tables or figures have been reproduced from another source, a letter from the copyright holder
(usually the Publisher), stating authorization to reproduce the material, must be attached to the
covering letter.

Author material archive policy

Authors who require the return of any submitted material that is accepted for publication should
inform the Editorial Office after acceptance. If no indication is given that author material should
be returned, the Publisher will dispose of all hardcopy and electronic material two months after
publication.

ETHICAL CONSIDERATIONS

Authors must state that the protocol for the research project has been approved by a suitably
constituted Ethics Committee of the institution within which the work was undertaken and that it
conforms to the provisions of the Declaration of Helsinki (as revised in Tokyo 2004), available at
http://www.wma.net/en/10home/index.html. The Journal of Dermatology retains the right to
reject any manuscript on the basis of unethical conduct of either human or animal studies.

All investigations on human subjects must include a statement that the subject gave informed
consent. Patient anonymity should be preserved. Photographs need to be cropped sufficiently to
prevent human subjects being recognized (or an eye bar should be used).

Any experiments involving animals must be demonstrated to be ethically acceptable and where
relevant conform to national guidelines for animal usage in research.

COPYRIGHT
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