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Resumo: FUNDAMENTO: Apesar de a porfiria cutinea tardia ser a mais frequente das porfirias, ha poucos estudos
que abordam sua fisiopatologia cutinea.

OBJETIVO: Avaliar as alteragOes cutaneas na porfiria cutanea tardia utilizando a microscopia 6tica e a imunofluo-
rescéncia direta, antes e depois do tratamento com cloroquina. Realizar o imunomapeamento antigénico da
bolha para estudo do seu nivel de clivagem.

METoDOS: Relata-se a microscopia otica e imunofluorescéncia direta de 28 pacientes em trés fases diferentes: 23
pacientes com porfiria ativa antes do tratamento (Fase A), sete pacientes com remissao clinica durante o tratamento
(Fase B) e oito pacientes com remissao bioquimica (Fase C). O imunomapeamento foi realizado em sete pacientes.
ResuLtapos: Na porfiria ativa, a imunofluorescéncia direta demonstrou fluorescéncia homogénea e intensa no
interior e na parede dos vasos € na jun¢ao dermoepidérmica. Na remissao clinica (Fase B) e na remissao bio-
quimica (Fase C), o depdsito de imunoglobulinas se manteve, mas o depdsito de complemento apresentou
diminui¢ao na maioria. O imunomapeamento nio demonstrou plano de clivagem fixo.

ConcLusAo: Nao houve correlacao entre a resposta clinica e os depésitos de imunoglobulinas. A diminui¢ao do
complemento favorece a hipotese de que a ativagio da cascata do complemento representa uma via adicional
que leva a lesio endotelial.

Palavras-chave: Imunofluorescéncia; Microscopia; Porfiria cutinea tardia; Porfiria cutinea tardia/fisiopatologia

Abstract: BACKGROUND: Even though porphyria cutanea tarda is the most frequent type of porphyria, there are
few studies about its cutaneous physiopathology.
OgJecTIVE: To evaluate skin changes in porphyria cutanea tarda using light microscopy and direct immunofluo-
rescence before and after treatment with chloroquine. To perform antigen immunomapping of bullae to study
their level of cleavage.
METHODS: Light microscopy and direct immunofluorescence of 28 patients are reported in three different phas-
es: 23 patients with active porphyria before treatment (Phase A), 7 patients with clinical remission during treat-
ment (Phase B), and 8 patients with biochemical remission (Phase C). Immunomapping was performed on 7
patients.
Resurrs: In active porphyria, direct immunofluorescence showed homogenous and intense fluorescence on the
inside and on the walls of blood vessels as well as in the dermal-epidermal junction. In clinical remission (Phase
B) and biochemical remission (Phase C), the deposit of immunoglobulins was maintained, but the deposit of
complement was reduced in most cases. Immunomapping revealed no standard cleavage plane.
CoNcLusiON: No correlation was observed between clinical response and immunoglobulin deposits. The reduc-
tion of complement favors the hypothesis that activation of the complement cascade represents an additional
pathway that leads to endothelial damage.
Keywords: Fluorescent antibody technique; Microscopy; Porphyria cutanea tarda; Porphyria cutanea
tarda/physiopathology
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INTRODUCAO

A porfiria cutinea tardia (PCT), forma mais fre-
quente de porfiria, se caracteriza pela deficiéncia par-
cial da uroporfirinogénio decarboxilase. A imunofluo-
rescéncia direta (IFD) da pele lesada apresenta depdsi-
to de imunoglobulinas (Ig) G, M e A e/ou complemen-
to (C3) com fluorescéncia caracteristica, que se esten-
de da parede a luz dos vasos e na juncao dermoepidér-
mica (JDE)."” A pele foi avaliada com a microscopia
otica e a IFD, antes e depois do tratamento com cloro-
quina, com o objetivo de investigar possiveis correla-
¢Oes entre o tratamento e as alteracoes cutineas. Para
conhecer melhor a fisiopatologia das lesoes na PCT, as
bolhas subepidérmicas foram submetidas a: imunoma-
peamento antigénico; imunofluorescéncia indireta,
que utiliza anticorpos especificos marcados, direciona-
dos contra antigenos conhecidos da JDE, como o anti-
geno do penfigoide bolhoso, a laminina, o colageno
tipo IV e o colageno tipo VII, para determinar o nivel
da clivagem na JDE.” O antigeno do penfigoide bolho-
so fica acima da lamina Idcida nas células epidérmicas
da camada basal. A laminina, uma glicoproteina nao cola-
gena, presente na membrana basal, tem sido implicada
na adesao das células epidérmicas a membrana basal e é
o principal componente da limina Iicida. O colageno
tipo IV é o principal elemento da lamina densa da mem-
brana basal. O colageno tipo VII compoe as fibrilas anco-
rantes que se localizam na sublamina densa. Como a
localizagao dos antigenos na membrana basal da bolha é
conhecida, pode-se estabelecer o nivel exato da clivagem
subepidérmica.* Nas diversas doencas bolhosas, esse
método pode ajudar no diagnéstico diferencial.

MATERIAL E METODO

O delineamento do estudo foi nao direcional e
ambispectivo. No inicio, obtiveram-se de forma trans-
versal todos os dados dos pacientes ja em seguimen-
to no ambulatério e, durante trés anos, incluiram-se
todos os casos novos e os dados dos pacientes que
apresentavam remissao clinica e/ou bioquimica apo6s
o tratamento. Utilizou-se a planilha Excel © (Microsoft
*) para descrever os dados e aplicaram-se medidas
para a analise da frequéncia de alguns fatores na
populaciao de estudo. Descreveram-se as proporgoes
de cada achado e, para a analise comparativa de
alguns dados, aplicou-se o Teste Exato de Fisher, con-
siderando-se um nivel de significincia de 0,05. Para a
analise estatistica, utilizou-se o programa estatistico
SPSS para Windows, versao 10.0.

Pacientes

Os pacientes responderam, apos assinatura do
consentimento livre e esclarecido, a questoes relacio-
nadas ao objeto da pesquisa e tiveram material coleta-
do conforme descrito no item a seguir. Vinte e oito

An Bras Dermatol. 2010;85(6):827-37.

pacientes com PCT foram selecionados para este estu-
do, com idades variando de 16 a 66 anos. O diagnosti-
co de PCT baseou-se em: 1 — manifestacoes clinicas tipi-
cas; 2 — teste de screening com a lampada de Wood
(Método de Rimington e Rimington-Doyle)’ para detec-
tar porfirinas na urina, fezes e hemaicias; 3 — exame de
urina de 24 horas com aumento da concentracao de
uroporfirina (URO) pelo menos trés vezes maior que o
nivel de coproporfirina (Copro), ou seja, a relacao
URO/Copro maior que 3:1;° e 4 — histologia e imuno-
fluorescéncia direta. A quantificagio das porfirinas uri-
narias na urina de 24 horas foi realizada pelo método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Clae).” O
padriao de excrecao das porfirinas urinarias é diagnosti-
co para a PCT.° Os pacientes anuricos ou sem o padrio
de excrec¢ao das porfirinas (relagio URO/Copro maior
que 3:1) foram excluidos do estudo. O desaparecimen-
to das bolhas e a melhora da fragilidade cutinea foram
os critérios usados para remissiao clinica e a reducao
das porfirinas totais na urina de 24 horas para parime-
tros normais (mulheres < 159 ug e homens < 199 ug)
foi considerada remissao bioquimica.

Biopsias de pele

As biopsias para histopatologia e IFD foram
obtidas conforme o organograma descrito (Figura 1).
Estudaram-se 28 pacientes no total. Em 23 deles (Fase
A), colheu-se a primeira biopsia de pele da pele lesa-
da, independentemente da sua localizagao. Cinco
pacientes ji estavam em tratamento e nio apresenta-
vam bidpsia da pele antes de inicia-lo. Em sete deles
(Fase B), a biopsia foi obtida da pele clinicamente nor-
mal do dorso da mao (pele exposta) durante o trata-
mento com cloroquina e em remissao clinica, porém
sem remissao bioquimica. Em oito pacientes (Fase C),
realizou-se a bidpsia na pele clinicamente normal do
dorso da mio, quando em remissao clinica e bioqui-
mica (porfiria inativa). Em sete pacientes com PCT
ativa (Fase A), procedeu-se a uma biépsia indepen-
dente das demais, da regiao perilesional a bolha, para
o imunomapeamento antigénico da JDE.

Histopatologia

Para o exame histopatolégico, os fragmentos de
pele foram fixados em formol a 10%, embebidos em
parafina e submetidos a técnica histologica de rotina
com coloracio pela hematoxilina-eosina, periodic
acid-Schiff (PAS) e coloracao de Perls (para identificar
hemossiderina).

Imunofluorescéncia direta (IFD)

O fragmento de pele foi transportado em gaze
umedecida com solugio fisiolégica a 0,9%, levado
para criopreservacao imediata no meio de inclusao
para espécimes (tissue freezing medium, marca
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28 pacientes

Fase A

(23 pacientes)
PCT ativa

Antes do tratamento

Fase B
(7 pacientes)
Durante o tratamento
S6 com remissiio clinica

Fase C
(8 pacientes)
PCT inativa
Remissio clinica e bioquimica

o PELE LESADA

o PELE NORMAL

o PELE NORMAL

HISTOPATOLOGIA
(HE + PAS)
IMUNOFLUORESCENCIA
DIRETA (IFD)

FIGUurA 1: Organograma para obtengao das biopsias nas diferentes fases (A, B e C)

Leica) e estocado no freezer a -20°C até o momento
da criomicrotomia. Ap6s a criosseccao, depositaram-
se trés cortes, de 4u de espessura, sobre as liminas
albuminizadas. As laminas foram colocadas em
camara Umida, a temperatura ambiente, e, sobre os
cortes, foram adicionados os conjugados (anti-imu-
noglobulinas humanas produzidas em animais imu-
nizados e marcados com isotiocianato de fluorescei-
na). Os conjugados foram diluidos em TBS pH 7,5
(trizma buffer saline - tampao acetato de calcio)
contendo 3mg% de corante Azul de Evans (marca
Interlab). Foram utilizados anti-IgA humana, marca
Sigma (diluicio de 1:20); anti-IgM humana, marca
Sigma (diluicao de 1:20); anti-IgG humana, marca
Sigma (dilui¢ao de 1:130) e anti-C3 humano, marca
Dako (diluicao 1:40). Para cada lamina, usou-se um
conjugado. Ap6és um periodo de 30 minutos de
incubacao, as laminas foram lavadas em TBS pH 7,5
por duas vezes durante dez minutos cada. Para a
montagem das laminas, empregou-se glicerina tam-
ponada (pH 9/0,5M) e laminula de vidro. A leitura
foi realizada em microscépio de epiluminescéncia
(marca Zeiss, modelo Axiolab).

Imunomapeamento

O fragmento de pele foi transportado em
gaze umedecida com solugao fisiolégica a 0,9% e
levado para criopreservacio imediata no meio de
inclusao para espécimes (tissue freezing medium
marca Leica) e estocado no freezer a -20°C até o
momento da criomicrotomia. Realizou-se a crios-
seccao em criostato e depositaram-se quatro cor-
tes (4u) sobre as liminas albuminizadas. Sobre
cada corte colocou-se um dos anticorpos mono-

clonais (produzidos em camundongo), a saber,
antilaminina humana (clone LAM-89, dilui¢io de
1:20), anticolageno IV humano (clone col-94,
diluicio de 1:25) e anticoligeno VII humano
(clone LH7-2, diluicio 1:25), todos da marca
Sigma Aldrich, adquiridos comercialmente. Como
fonte de anticorpos contra o antigeno do penfigoi-
de bolhoso, utilizou-se o soro de um paciente com
essa patologia previamente diagnosticada (dilui-
¢ao 1:20). As dilui¢oes foram feitas em TBS pH 7,5.
Cada um dos anticorpos diluidos foi depositado
num corte e incubado por um periodo de 30 minu-
tos em ciamara Umida a temperatura ambiente.
Findo esse prazo, as laiminas foram lavadas em TBS
por dois periodos de 10 minutos cada. A seguir,
para se revelar a reagio, empregou-se O anticorpo
anti-IgG conjugado com isotiocianato de fluores-
ceina. Para a ligagio aos anticorpos monoclonais,
utilizou-se uma IgG anticamundongo (diluicio
1:30) produzida em coelho [mouse immunoglobu-
lins /| FITC-rabbit F (ab’)2, marca Dako] e, para a
ligacio ao anticorpo do antigeno do penfigoide,
utilizou-se uma IgG anti-humana (diluicao 1:130),
também produzida em coelhos (anti-Human IgG-
Whole molecule-FITC conjugate, marca Sigma
Aldrich). As diluicoes foram realizadas em tampao
TBS contendo 3mg% do corante Azul de Evans.
Apé6s 30 minutos de incubacao (em cimara imida
e temperatura ambiente), as liminas foram nova-
mente lavadas em TBS por dois periodos de 10
minutos cada. Depois de levemente secas, elas
foram montadas com glicerina tamponada e lami-
nula de vidro e a leitura foi feita em microscépio
de epiluminescéncia.
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RESULTADOS

Selecionaram-se 28 pacientes com PCT antes e
depois do tratamento com cloroquina. Sete foram do
sexo feminino (25%) e 21, do sexo masculino (75%).
A idade média foi de 30,3 anos (mediana de 29,0
anos) para as mulheres e de 44,5 anos (mediana de 49
anos) para os homens. A ingestiao de alcool foi o fator
desencadeante predominante nos homens e, nas
mulheres, a terapia com estrégeno (anticoncepgao e
reposi¢ao hormonal). A hepatite C esteve presente em
57,1% do total dos pacientes (71,4% dos homens e
14,3% das mulheres). Nio houve relato de exposicio
a hidrocarbonetos policlorados porfirinogénicos.
Outras doengas presentes foram hepatite B (39,3%),
diabetes mellitus (17,9%), infec¢ao pelo virus da imu-
nodeficiéncia humana - HIV (7,1%), insuficiéncia
renal cronica (3,6%), carcinoma hepatocelular (3,6%),
mieloma miltiplo (3,6%) e mielofibrose (3,6%).
Todos os pacientes foram tratados com difosfato de
cloroquina (250mg, duas vezes por semana), exceto
um, tratado com flebotomia.

As biopsias foram realizadas em trés fases dife-
rentes. Fase A antes de iniciar o tratamento, fase B
durante o tratamento com cloroquina e em remissio
clinica, porém sem remissio bioquimica, e fase C em
remissao clinica e bioquimica, ou seja, porfiria inativa
(Figura 1).

Microscopia optica

Nos pacientes com PCT ativa (Fase A), a micros-
copia Optica com a coloracao de hematoxilina-eosina
revelou bolha subepidérmica em 86,9% (20 de 23
pacientes), sendo que 47,8% (11 de 23) apresentavam
papilas dérmicas armadas estendendo-se irregular-
mente a partir da base da bolha para dentro da cavida-
de com aspecto de festonamento (Figura 2). Infiltrado
inflamatério linfomononuclear perivascular foi encon-
trado ocasionalmente. Nenhuma fibrose foi observa-
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da, exceto na lesao esclerodermoide de um paciente
em quem a derme apresentava fibras de colageno
espessadas e dispostas de forma mais compacta.

Na coloracdo com dcido periddico-Schiff (PAS)
da pele lesada de 95,6% dos pacientes (22 de 23)
(Fase A), os vasos da derme superior apresentavam
espessamento homogéneo da parede dos vasos por
material hialino PAS-positivo e diastase-resistente
(Figura 2). Esse espessamento da parede vascular
manteve-se em 92,9% dos pacientes (13 de 14) com a
pele clinicamente normal (Fases B e C). As alteracoes
vasculares eram mais acentuadas na derme papilar e a
quantidade de material hialino em torno dos vasos
variava nas diferentes bidpsias. Em cinco pacientes foi
possivel comparar o espessamento da parede vascular
antes do tratamento (Fase A) e na remissio bioquimi-
ca (Fase C). Eles apresentavam espessamento do vaso
ao PAS antes do tratamento e, na remissao bioquimi-
ca, quatro deles apresentavam espessamento mais
leve e um nao apresentava espessamento da parede
(Quadro 1). Desconhece-se o periodo em que dois
pacientes (casos 20 e 21) ja se apresentavam em
remissao bioquimica quando realizaram a segunda
bidpsia (ap6s dez e seis anos, respectivamente); quan-
to aos outros trés pacientes, tiveram a segunda biop-
sia realizada logo que entraram em remissio bioqui-
mica.

Todas as amostras (Fases A, B e C) foram sub-
metidas a coloracao de Perls, mas nao se identificou
deposito de hemossiderina na derme.

Imunofluorescéncia direta (IFD)

Na porfiria ativa (Fase A), a IFD demonstrou
fluorescéncia caracteristica homogénea e intensa no
interior e na parede dos vasos e na juncio dermoepi-
dérmica (Figura 3). No quadro 2 estio descritos os
resultados da IFD de cada paciente nas diferentes
fases (A, B e C). Na Fase A, quatro pacientes apresen-

FIGURA 2: Porfiria cutinea tardia: A.
Histopatologia com a coloracao hema-
toxilina-eosina mostrando uma bolha
subepidérmica com papilas dérmicas
armadas e sem infiltrado inflamatério
(HE, 40x). B. Coloracao de acido per-
i6dico-Schiff (PAS) revelando material
hialino PAS-positivo diastase-resistente
espessando a parede dos vasos dérmi-
cos (PAS, 40x)
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Quapro 1: Intensidade do espessamento da parede vascular por material hialino PAS-positivo diastase-
resistente (intenso, moderado ou leve), antes do tratamento (porfiria ativa) e depois da remissao bioquimica,
além do tempo de tratamento ap6s o qual foi feita a segunda bi6psia

N.° do caso Bidopsia antes do tratamento

Bi6épsia com remissao Bioquimica

Tempo de tratamento

4 Moderado Leve 18 meses
13 Intenso Leve 28 meses
16 Intenso Leve 16 meses
20 Intenso Leve 10 anos
21 Moderado a leve Sem espessamento 6 anos

NOTA: O nimero do caso descrito neste quadro é o mesmo utilizado para descrever esses pacientes no Quadro 2.

taram a IFD negativa e 19 apresentaram imunofluores-
céncia com depésitos de IgG e de C3 nos vasos (65,2%
e 52,2%, respectivamente) e na JDE (47,8% e 39,1%,
respectivamente) (Quadro 3). A fluorescéncia nos
vasos por IgG era moderada em quatro pacientes
(17,4%) e intensa em nove (39,1%); por C3, era mode-
rada em quatro (17,4%) e intensa em seis (26,1%). O
depdsito era mais proeminente nos vasos papilares,
mas os vasos da derme reticular também estavam
envolvidos com frequéncia. Na JDE, a fluorescéncia
era focal ou continua e apresentava padriao granular
ou homogéneo.

Na Fase B, o dep6sito de IgG na parede dos
vasos ocorreu em 85,7% dos sete pacientes testados,
sendo que trés (42,9%) eram de intensidade modera-
da e dois (28,6%) apresentavam fluorescéncia intensa.
O depdsito de C3 nos vasos estava presente somente
em um caso (14,3%), mas com fluorescéncia discreta.

Na porfiria inativa (Fase C), a imunofluorescén-
cia foi negativa em um caso e o deposito de IgG ocor-
reu na parede dos vasos de 87,5% dos oito pacientes
testados, sendo que trés (37,5%) apresentavam fluo-
rescéncia de intensidade moderada e quatro (50,0%),
fluorescéncia intensa. Nessa fase, o depésito de C3
estava presente em 37,5% (trés de oito) e a intensida-

de da fluorescéncia era discreta, moderada e intensa
em cada um dos trés casos (12,5% cada).

Comparando-se os pacientes com doenca ativa
(Fase A) com os pacientes em remissao clinica (Fases
B e C), o nimero de casos com depdsito de IgG na
parede dos vasos aumentou: de 65,2% (IC 95% [42,7;
83,0]), na Fase A, para 85,7% (IC 95% [42,1; 99,6]) e
87,5% (IC 95% [47,3; 99,7]) nas Fases B e C, respecti-
vamente) e nio houve diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia. Ja o nimero de casos com depésito de
complemento (C3) nos vasos diminuiu: de 52,2% (IC
95% [30,6; 73,2]), na Fase A, para 14,3% (IC 95% [0,4;
57,9]) e 37,5% (IC 959 [8,5; 75,5]) nas Fases B e C,
respectivamente, e apresentaram diminui¢ao na inten-
sidade da fluorescéncia. Essa diminuicio de C3 foi
importante, sendo mais significativa para os pacientes
na Fase B (p = 0,089) do que para os pacientes na
Fase C (p = 0,382). Ao observar se essa diminuicao foi
significativamente diferente entre as Fases B e C, nada
se constatou (p = 0,338).

Considerando-se 0s pacientes que apresentavam
a IFD positiva (Quadro 2) na Fase A, 57,9% (11 de 19)
demonstravam a intensidade da fluorescéncia na pare-
de dos vasos tao notavel quanto a da JDE e 31,6% (seis
de 19) mostravam fluorescéncia mais intensa na parede

FIGURA 3: Porfiria cutinea tardia:
Imunofluorescéncia direta demonstran-
do fluorescéncia caracteristica
homogénea e intensa no interior e na
parede dos vasos e na juncdo der-
moepidérmica para anti-IgG (40x)
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Quapro 3: Achados da imunofluorescéncia direta: nimero de casos com depésito de imunoglobulinas IgG,
IgM e IgA e de complemento (C3) na juncao dermoepidérmica (JDE) e nos vasos

Diagnéstico clinico  N°. de IgG IgM IgA C3

casos

JDE % Vasos % JDE %  Vasos % JDE % Vasos % JDE % Vasos %

Fase A: PCT ativa 11 15 7 9 6 9 9 12
antes do tratamento 23 (47,8) (65,2) (30,4) (39,1) (26,1) (39,1) (39,1) (52,2)
Fase B: PCT com
remissao clinica e 2 6 3 2 1 4 1 1
nao bioquimica 7 (28,6) (85,7) (42,9) (28,6) (14,3)  (57,1) (14,3) (14,3)
Fase C: PCT com
remissao clinica e 3 7 3 1 3 4 2 3
bioquimica 8 (37,5 (87,5 (37,5 (12,5) (37,5) (50,0) (25,0) (37,5)

dos vasos do que na JDE. Quanto aos pacientes com
remissao clinica da Fase B, 429% (trés de sete)
demonstravam a intensidade da fluorescéncia na pare-
de dos vasos tao notavel quanto a da JDE e 57,1% (qua-
tro de sete) demonstravam a fluorescéncia mais inten-
sa na parede dos vasos do que na JDE. Os pacientes
com PCT inativa da Fase C (28,6% - dois de sete)
demonstravam a intensidade da fluorescéncia dos vasos
equivalente a da JDE e 71,4% dos pacientes (cinco de
sete) demonstravam fluorescéncia mais intensa na
parede dos vasos do que na JDE. Observou-se que a
fluorescéncia passa a ser mais proeminente na parede
dos vasos do que na JDE a medida que o paciente passa
da porfiria ativa (Fase A) para a remissao clinica (Fase B)
e, depois, para a remissao bioquimica (Fase C).

Imunomapeamento antigénico

Realizou-se o imunomapeamento antigénico
para determinar o nivel de clivagem em sete pacientes
com PCT ativa (Quadro 4). Em trés casos, todos os
antigenos (antigeno do penfigoide bolhoso, a lamini-
na, o coliageno tipo IV e o colageno tipo VII) foram
encontrados nos dois lados da bolha e nao apresenta-
ram nivel de clivagem definido. Dois casos apresenta-
ram todos os antigenos na base da bolha, portanto, a
clivagem foi intraepidérmica. Em um caso, o colageno
IV foi encontrado no teto e o colageno VII, em ambos
os lados da bolha, sendo a clivagem, portanto, no
nivel da sublimina densa; em outro, todos os antige-
nos foram encontrados no teto da bolha; consequen-
temente, a clivagem ocorreu abaixo da sublamina
densa (Figura 4). Nao houve, assim, um padrao carac-
teristico no nivel de clivagem.

DISCUSSAO
Neste estudo, as caracteristicas clinicas dos
pacientes assemelham-se aos da literatura,® que enfati-

zam o predominio em homens e o dlcool como o prin-
cipal fator desencadeante. A associacio com HCV,
hepatite B, diabetes mellitus, HIV, insuficiéncia renal
cronica, carcinoma hepatocelular, mieloma multiplo e
mielofibrose foi consistente com estudos anteriores.”
" Detectou-se uma frequéncia alta de HCV, mas seu
papel patogénico no desencadeamento da PCT ainda
nao foi elucidado. Cloroquina em baixas doses foi o
tratamento de escolha e seus efeitos benéficos ja
foram enfatizados em diversos relatos.”"

A coloragao pelo PAS revelou na parede dos
vasos da derme superior depésito de material PAS-posi-
tivo e diastase-resistente em 95,6% dos casos, como ja
foi visto em outros trabalhos.” Estudos de microscopia
eletronica demonstraram que esse material hialino é
composto por multiplas camadas da lamina basal e
alargamento dos espagos perivasculares com fibras
colagenas finas e dispersas por pequena quantidade de
material filamentar e amorfo.*'® A reagio imunoistoqui-
mica para colageno tipo IV e a técnica de imunofluo-
rescéncia, empregando soro anticolageno tipo IV e
antilaminina, comprovaram que esse material perivas-
cular resulta do excesso na sintese de membrana
basal.” Os dep6sitos hialinos seriam uma resposta
decorrente de episédios repetidos de lesio a parede
vascular com vazamento do seu conteddo.” Estudos
histoquimicos indicaram que os depositos hialinos
contém triptofano, que é derivado do sangue e niao é
encontrado no coldgeno ou no tecido elastico.” Esses
estudos sugerem, portanto, que o material hialino
amorfo deriva da parede e do conteddo vascular. A JDE
apresenta alteragoes estruturais idénticas as descritas
nos vasos.”’® Os vasos da pele nio exposta sio de
espessura normal.”>"

Nas Fases B e C, o material hialino PAS-positivo
na parede do vaso manteve-se em 92,9% dos pacien-
tes. Timonen et al."” acreditavam que o espessamento
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da parede vascular seria uma alteracao crdnica e irre-
versivel. Entretanto, Epstein et al.'* demonstraram que
a hialinizacao vascular era mais pronunciada na pele
lesada de pacientes com porfiria ativa do que na pele
exposta de pacientes com porfiria inativa, mas nao
compararam as bidpsias, antes e depois do tratamen-
to, no mesmo paciente, de modo que essa diminuicao
da hialinizacao da parede dos vasos poderia ser em
razao de os pacientes com a PCT inativa apresentarem
alteracoes vasculares mais discretas na fase ativa ou de
o periodo de remissao ser longo e as alteragoes vascu-
lares melhorarem durante esse periodo. Entre os
cinco pacientes do presente estudo (Quadro 1), ha
diminuigao desse depdsito apds a remissao bioquimi-
ca, mas falta uma casuistica maior e um periodo mais
longo de acompanhamento apés a remissao bioquimi-
ca para se chegar a uma conclusao definitiva.

O estudo da imunofluorescéncia na PCT foi rea-
lizado pela primeira vez por Baart de la Faille-Kuyper
e Cormane em 1968, utilizando conjugados poliespe-
cificos sem especificidade imunolégica.”” Cormane et
al,' em 1971, com a melhoria do equipamento
microscopico (diminui¢io da autofluorescéncia das
fibras colagenas), detectaram imunoglobulinas (IgG,
IgA e IgM) e depositos de complemento no interior e
na parede dos vasos e na JDE; eles sugerem a existén-
cia de uma via alternativa que ativa a sequéncia do
complemento, induzida por reagio fotodinamica e
independente de reagdoes imunologicas. Epstein et
al.,' em 1973, demonstraram a IgG, e o complemen-
to de forma esporadica, na parede dos vasos e na JDE
da pele lesada de pacientes com PCT ativa. Ja nos
pacientes com PCT inativa, a fluorescéncia apresenta-
va-se com menor intensidade na pele exposta e ausen-
te na pele protegida da luz, indicando que a luz e as
porfirinas eram essenciais para produzir a lesao.
Timonen et al.,” em 1991, estudaram a IFD antes e
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FIGURA 4: Porfiria cutdnea tardia -
Imunomapeamento antigénico da membrana
basal com todos os antigenos, o antigeno do
penfigoide bolhoso (PB180), a laminina, o
colageno IV e o colageno VII, do lado epidérmico
e, desse modo, com o nivel da clivagem na
derme superior abaixo da sublimina densa (40x)

depois do tratamento com cloroquina em quatro
pacientes: antes do tratamento, IgG estava presente
na parede vascular em trés deles e o complemento,
em um. Apds a remissao, o depésito de IgG era menos
intenso (dois), aumentado (um) ou negativo (um).
Seis a doze meses apos a remissio bioquimica, depo-
sitos intensos de IgG foram encontrados em dois
pacientes, sendo que, em um deles, nenhum depési-
to de IgG havia sido observado antes do tratamento.
Os resultados da IFD confirmam estudos pré-
vios, pois revelam depoésitos de IgG e C3, além de IgA
e IgM, produzindo fluorescéncia caracteristica que se
estende da parede a luz do vaso e na JDE da pele lesa-
da de 18 pacientes com PCT ativa (cinco apresentaram
IFD negativa). Na maioria dos pacientes com PCT
ativa, a fluorescéncia era homogénea e muito intensa.
Os pacientes com remissao clinica (Fase B) e com
remissao bioquimica (Fase C) mantém, na pele expos-
ta, o depodsito de IgG na parede vascular e na JDE e
nao se observou diminuicao na intensidade da fluo-
rescéncia em relacao a observada na PCT ativa. Ap6s o
tratamento, o depdsito de Ig se mantém, apesar de os
niveis de porfirinas estarem normais e, portanto, nao
haver absor¢io de luz para produzir lesao vascular.
Viarios autores consideram que esses depdsitos nao
sao resultado de um fen6meno imunolégico, pois nao
se identificaram autoanticorpos circulantes contra
antigenos vasculares, perivasculares ou da JDE.*'**
Supode-se que os depositos de imunoglobulinas (Igs)
sejam resultado da difusao, pela parede vascular, de
Igs circulantes e seu enclausuramento no material hia-
linizado perivascular.**' O mesmo nao ocorreu com o
depdsito de C3, que, nas Fases B e C, apresentou
diminui¢ao importante no numero de casos com
depdsito nos vasos (de 52,2% na Fase A para 14,3% e
37,5% nas Fases B e C, respectivamente) € na intensi-
dade da fluorescéncia. Esse decréscimo foi importan-
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QuaDpRO 4: Imunomapeamento antigénico da jun¢io dermoepidérmica e o nivel de clivagem da bolha

N°. de casos ANTIGENOS

NIVEL DE CLIVAGEM DA BOLHA

3 Todos os antigenos do lado epidérmico e dérmico Sem nivel de clivagem definido
(bolha em regeneragio)
1 Antigenos do penfigoide bolhoso e laminina foram Sublamina densa

negativos; o colidgeno IV foi encontrado no lado epidérmico
e o colageno VII, no lado epidérmico e dérmico

1 Todos os antigenos no lado epidérmico
1 Todos os antigenos no lado dérmico da bolha
1 Todos os antigenos no lado dérmico da bolha

Derme superior (abaixo da sublimina densa)
Intraepidérmico (células basais)

Intraepidérmico (acima das células basais)

te, mas niao estatisticamente significativo (p = 0,089 e
p = 0,382, respectivamente). Possivelmente o comple-
mento esteja envolvido na patogénese da lesao. Sao
varias as evidéncias de que o complemento estaria
envolvido: (1) a radiacdo in vitro do soro de pacientes
com PCT resulta na ativagio do complemento;** (2) a
fotossensibilidade induzida por porfirinas, em mode-
los animais, esta associada a ativagio do complemento
e estd suprimida em animais com deplecao do comple-
mento ou deficiéncia congénita de C5;* (3) observou-
se atividade quimiotatica induzida pelo C5 apdés a
exposicio da pele de pacientes com PCT a irradiacao
na banda de Soret.” Acredita-se que as porfirinas e a
luz ativem a via alternativa da cascata do complemen-
to, independentemente de reacoes imunoldégicas,
levando 2 lesao endotelial.' Presume-se que a ativacio
do complemento, mediada pelas porfirinas apos a
radiacao da luz, resultaria da geracao de fatores reato-
res do oxigénio, mais provavelmente, o oxigénio siz-
glet.” Nio se estabeleceu de forma clara se a lesio
endotelial se segue a ativacao da cascata do comple-
mento ou se as duas ocorrem de forma independente.”

Quanto aos depésitos na JDE, provavelmente
possuam a mesma origem dos depdsitos na parede vas-
cular, ja que nao se identificaram anticorpos circulantes
contra a JDE e as imunoglobulinas sao equivalentes as
encontradas nos vasos.” A medida que o paciente evo-
lui de porfiria ativa para remissao clinica e, posterior-
mente, para remissao bioquimica, a fluorescéncia passa
a predominar mais na parede dos vasos do que na JDE.
O que se pode concluir com base nesses dados é que
as porfirinas que levam a lesao endotelial fazem com
que, na fase ativa (Fase A), o vazamento de imunoglo-
bulinas (Igs) e complemento (C3) seja maior e, portan-
to, a fluorescéncia na JDE seja mais frequente. Ja na
remissao clinica (Fase B) e na remissao bioquimica
(Fase C) ha uma diminui¢ao da fluorescéncia na JDE,
provavelmente, porque o vazamento das Igs e de C3 é
menor e fica mais restrito a drea perivascular.

Apesar de as alteragoes histopatologicas e imu-
nofluorescéncia sugerirem que o foco primario da
lesao cutinea é a parede vascular, a patogénese da
fragilidade cutanea e da formacao de bolhas ainda
nao pode ser definitivamente elucidada. As bolhas
podem ser induzidas por friccio,” mas nio com a
mesma frequéncia por fototeste.”® As imunoglobuli-
nas depositadas na JDE nao podem ser responsabili-
zadas pela fragilidade, pois também ocorrem na
Protoporfiria Eritropoiética (PPE) e esta nao apresen-
ta bolha.” Outra evidéncia de que as imunoglobulinas
nao sao responsaveis pela fragilidade e formacao das
bolhas é a sua presenca na JDE da pele normal de
pacientes com PCT inativa. As alteragdes na microsco-
pia eletronica da JDE sao encontradas somente nos
pacientes com PCT e Porfiria Variegata (PV);' essa
diferenca pode estar relacionada a concentragio e a
solubilidade das porfirinas envolvidas. Na PPE, a pro-
toporfirina esti presente em grandes quantidades
dentro dos vasos sanguineos e, como nao ¢ hidrosso-
Iavel, nao se difunde facilmente para fora do vaso.
Isso explica por que, nessa condicao, a lesao vascular
¢ mais acentuada do que as alteracées na JDE." Na
PCT, as bolhas resultam de clivagem variavel, ora na
lAmina lacida,””* ora na derme papilar,®”* ora no
nivel dos queratindcitos basais que mostram altera-
¢coes degenerativas.” Em alguns pacientes, os trés
tipos de clivagem podem ser observados em diferen-
tes biopsias, ou até na mesma biopsia.” Alguns auto-
res acreditam que a bolha se origine, inicialmente, na
zona juncional e depois, com estimulo adicional,
rapidamente se torne uma bolha de clivagem dérmi-
ca, o que explicaria a ocorréncia de cicatriz.”® Outros
autores apresentam a hipotese de que o paciente com
PCT tem a pele exposta tao rigida que nao tolera fric-
¢i0 ou trauma.’ Reforcando essa hipdtese, observa-
ram experimentalmente, nos pacientes com PCT
ativa, que a pele exposta com aspecto clinico normal
apresentava, na microscopia eletronica, a formacao
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de clivagem. Esta se forma abaixo da lamina basal nas
camadas superficiais da derme e as reduplicac6es da
membrana basal resultam, provavelmente, de multi-
plos episddios de clivagem microscopica e sua subse-
quente regeneragio.’

Outro estudo do evento morfolégico de forma-
cao da bolha, com a microscopia eletrénica, demons-
trou que o fendmeno é condicionado pela formacao
de vacuolos limitados por membrana; estes sao obser-
vados na derme superficial, em torno dos vasos e ime-
diatamente abaixo da ldmina basal.” A irradiaciao das
porfirinas concentradas nos lisossomos” levaria 2
lesao fotodinimica das membranas lisossomais, fazen-
do com que as enzimas escapassem para o citoplasma
e a célula sofresse apoptose. Os vactolos formados
pela citélise das células dérmicas e a ruptura das
membranas vacuolares causariam a clivagem dermoe-
pidérmica. A lesao lisossomal também pode compro-
meter as células endoteliais e os queratindcitos da
camada basal. Outra sugestao desses autores que
explicaria o desenvolvimento da bolha seria a forma-
cao de pseudopodes das células da camada basal pro-
traindo pelos espagos na membrana basal para a
derme.” Esse fendmeno degenerativo nas células
basais explicaria por que alguns autores afirmam que
a bolha pode ocorrer acima da membrana basal.*”***
Eles concluem que a clivagem é consequéncia da
lesao fotodinamica dos lisossomos, comprometendo
células endoteliais, células dérmicas e queratindcitos
da camada basal.”

No presente estudo, utilizou-se o imunomapea-
mento antigénico para determinar o nivel da clivagem
da bolha em sete pacientes. Em trés deles nao foi pos-
sivel identificar o nivel de clivagem, pois apresenta-
vam todos os antigenos do lado epidérmico e dérmi-
co da bolha, tratando-se, provavelmente, de bolhas
em regeneragdo; em dois pacientes, a clivagem foi
intraepidérmica; em outro, a clivagem foi na sublami-
na densa; em outro paciente, a clivagem ocorreu abai-
x0 da sublamina densa. Nao foi encontrado, portanto,
um Unico nivel de clivagem, o que concorda com as
descobertas de diversos autores que encontraram
nivel de clivagem variavel na microscopia eletronica.
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