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RESUMO

Gil JM. Estudo da associacdo entre antigenos de histocompatibilidade
leucocitaria (HLA) — DR e DQ — e pénfigo vulgar em pacientes brasileiros
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2016.

INTRODUCAO: Pénfigo Vulgar ¢ uma doenca bolhosa mucocutianea
autoimune caracterizada pela formacéo de bolhas ou ulceracdes dolorosas
gue afetam as superficies cutaneas e/ou mucosas. A perda do contato célula-
célula entre os queratinécitos do epitélio (acantdlise) resulta na manifestacéo
clinica do Pénfigo Vulgar. Autoanticorpos IgG se ligam as desmogleinas —
anti-desmogleina 3 (Dsg3) e/ou anti-desmogleina 1 (Dsgl) —e sao criticos na
patogénese da doenca. A predisposicao genética ao PV, principalmente com
alelos HLA DR e DQ, foi revelada desde a década de 80 e foi comprovada por
analises genéticas e soroldgicas, repetidas vezes. As caracteristicas
singulares da populacdo brasileira favorecem estudos genéticos
exploratérios. PACIENTES E METODO: O grupo em estudo incluiu 51
pacientes com diagnostico confirmado de Pénfigo Vulgar de um hospital
terciario da cidade de Sao Paulo, estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil. Foi
realizada a extracdo de DNA e a tipificacdo de HLA A, B, C, DR e DQ por meio
de kits Qlagen (QlAamp DNA Mini Kit®). O grupo controle foi composto a partir
de um banco de dados de 297 doadores falecidos néo relacionados da cidade
de Sao Paulo, que foram tipados pelo mesmo método. Este banco faz parte
do Sistema Estadual de Transplantes da Secretaria de Saude do Governo do
Estado de Sdo Paulo e contém a idade do paciente na coleta. O nivel de
significancia dos testes estatisticos foi ajustado pela correcdo de Bonferroni,
dependendo da quantidade de frequéncias fenotipicas avaliadas para o HLA
A, HLA B, HLA C, HLA DRB1 e HLA DQB1. RESULTADOS: Os alelos HLA-
B*57, HLA-C*15, HLA-DRB1*04:02, HLA-DRB1*08:04, HLA-DRB1*14:01,
DQA1*03:01, DQB1*03:02 e o DQB1*05:03 estiveram associados com a
susceptibilidade. Ambos os alelos HLA DRB1*04:02 e HLA-DRB1*14:01 e
seus respectivos haplotipos DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 e DRB1*14-



DQA1*01:01-DQB1*05:03 conferiram risco a doenca. DISCUSSAOQ: Os alelos
DRB1*04:02 e DQB1*05:03 estdo associados com o Pénfigo Vulgar no
presente estudo, bem como a diversas populagdes do mundo. A associagéo
aqui estudada com o DRB1*08:04 foi confirmada por causa deste alelo
especifico e ndo do desequilibrio de ligacdo a algum gene adjacente. A
associacao do alelo HLA-B*57 ao pénfigo vulgar é reportada pela primeira vez
pelo presente estudo. CONCLUSOES: Os alelos HLA-B*57, HLA-C*15, HLA-
DRB1*04:02, HLA-DRB1*08:04, HLA-DRB1*14:01, DQA1*03:01,
DQB1*03:02 e DQB1*05:03 estao associados ao Pénfigo Vulgar em pacientes

brasileiros.

Descritores: pénfigo; antigenos HLA-A, antigenos HLA-B; antigenos HLA-C;
antigenos HLA-DR; antigenos HLA-DQ; genes classe | do
complexo de histocompatibilidade (MHC); genes classe Il do

complexo de histocompatibilidade (MHC).



ABSTRACT

Gil JM. Study of the association between human leukocyte antigens (HLA) —
DR and DQ — and pemphigus vulgaris in Brazilian patients [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2016.

BACKGROUND: Pemphigus vulgaris is a mucocutaneous blistering
autoimune disease that manifests as painful blisters or ulcerations on the skin
and/or mucosal surfaces. The loss of cell-cell adhesion among the epithelial
keratinocytes (acantholisis) leads to pemphigus vulgaris clinical findings. 19G
autoantibodies target desmoglein — anti-Desmoglein 3 (Dsg3) and/or 1 (Dsgl)
- play a major role in the disease pathogenesis. Genetic predisposal to
pemphigus vulgaris, especially the HLA DR and DQ alleles, was revealed
since the 80s and has been proven through genetic and serologic analysis
repeatedly. The unique constitution of the Brazilian population favours
genetics exploratory studies. PATIENTS AND METHODS: The study group
included fifty-one patients with confirmed diagnosis of Pemphigus Vulgaris
from a tertiary hospital in Sao Paulo’s city and state, southeast Brazil. DNA
extraction and HLA A, B, C, DR and DQ typing using Qiagen kits (QIAamp
DNA Mini Kit®). The control group was composed by a database of 297
unrelated deceased donors from the city of S&o Paulo that were typed through
the same method. This database is a part of the Transplants State System of
the Government’s Health Secretary from the State of Sao Paulo. The statistical
significance level was adjusted by using the Bonferroni correction depending
on the phenotypic frequencies evaluated to HLA A, HLA B, HLA C, HLA DRB1
e HLA DQBl. RESULTS: The alleles HLA-B*57, HLA-C*15, HLA-
DRB1*04:02, HLA-DRB1*08:04, HLA-DRB1*14:01, DQA1*03:01,
DQB1*03:02 and DQB1*05:03 were associated with susceptibility. Both alleles
HLA DRB1*04:02 and HLA-DRB1*14:01 and their respective haplotypes
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 and DRB1*14-DQA1*01:01-DQB1*05:03
conferred risk to the disease. DISCUSSION: The DRB1*04:02 and

DQB1*05:03 alleles are associated with Pemphigus Vulgaris in our study, as



well in various populations. The association in our study with HLA-DRB1*08:04
was confirmed to be specific to this allele and not to linkage disequilibrium to
any adjacent gene. The association between HLA-B*57 and pemphigus
vulgaris is being reported for the first time at the present study.
CONCLUSIONS: The alleles HLA-B*57, HLA-C*15, HLA-DRB1*04:02, HLA-
DRB1*08:04, HLA-DRB1*14:01, DQA1*03:01, DQB1*03:02 and DQB1*05:03
were associated with Pemphigus Vulgaris in Brazilian patients.

Descriptors: pemphigus; HLA antigens; HLA-B antigens; HLA-C antigens;
HLA-DR antigens; HLA-DQ antigens; MHC class | genes; MHC

class Il genes.



1 INTRODUCAO



Introducdo 2

1 INTRODUCAO

O termo pénfigo foi primeiramente usado por Hipocrates (460-370 a.C.)
para um quadro que compreendia lesGes bolhosas de curta duragdo na boca
e que nao corresponde a definicdo atual da doenca. Pénfigo deriva do Grego
pemphix que significa bolha. Compreende um grupo de doencgas bolhosas
mucocutaneas autoimunes caracterizadas pela formacao de bolhas epiteliais
gue afetam as superficies cutaneas e/ou mucosas. Originalmente foi descrita,
em 1791, por Wichman * 2, Pénfigos podem afetar a pele e a mucosa oral e
também podem atingir a mucosa do nariz, conjuntiva, genitais, es6fago,

faringe e laringe 31,

O pénfigo vulgar (PV) é a forma mais comum dos pénfigos (cerca de
70% dos casos) e frequentemente afeta a cavidade oral * 5, Existem relatos
na literatura sobre populacbes de diferentes regibes do mundo que
apresentam pénfigo vulgar 61, com incidéncia anual que varia entre 0,08 e 2,72
casos a cada 100.000 habitantes 11, Pode se desenvolver em qualquer
idade, mas é mais comumente diagnosticado entre a quarta e a sexta década
de vida U, Tipicamente, tem curso crbénico, quase invariavelmente causa
vesiculas, erosfes e Ulceras na mucosa oral e pele. A morte causada por
desidratacdo e infec¢des sistémicas secundarias era comum antes de se

consolidar a corticoterapia para o tratamento de pacientes com diagnéstico de

pyV [2.5,12,13]
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A perda do contato célula-célula entre os queratinécitos no epitélio
(acantdlise) leva a manifestacao clinica do PV, com bolhas intraepiteliais que
apo6s romperem causam lesdes de pele e mucosas 14 91, |sso ocorre por
causa do dano aos desmossomos - estrutura responsavel pela aderéncia das
células as estruturas adjacentes, que confere forca estrutural a epiderme 4
16,171 A parte central do desmossomo é composta por moléculas de adesao
das células epiteliais do grupo das caderinas denominadas desmogleinas
gue, vistas em microscopio eletrénico, mostram a formacdo de uma area
branca entre as membranas celulares, que atua como uma cola que mantém
os desmossomos unidos e, consequentemente, as células coesas 141718 No
PV, autoanticorpos se ligam as desmogleinas — anti-desmogleina 3 (Dsg3)

e/ou anti-desmogleina 1 (Dsgl) — e sdo criticos na patogénese do PV 1921,

A teoria de que a doenca é herdada por fatores genéticos foi sugerida
inicialmente pela susceptibilidade especifica ao PV de certos grupos étnicos
e populacbes como os judeus Ashkenazi, pessoas de origem indiana e
habitantes do Mediterraneo, apesar de serem raros os casos familiares

reportados 22,

O sistema antigeno leucocitario humano (HLA — do Inglés, Human
Leukocyte Antigen) consiste de um conjunto de genes, responsavel pela
codificacdo de moléculas de histocompatibilidade no ser humano. O complexo
principal de histocompatibilidade (MHC - do Inglés, Major Histocompatibility
Complex) € um locus de susceptibilidade importante para doencas

autoimunes como diabetes tipo 1 e artrite reumatoide. A associagao de PV
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com alelos' HLA foi revelada na década de 80 e comprovada repetidas vezes
por andlises genéticas e sorologicas. O MHC aparenta ser uma regido chave
na predisposicédo genética ao PV 22224 H4 um consenso de que a doenca é
multifatorial e de que existe uma forte ligacdo entre PV e os antigenos
leucocitarios humanos (HLA) DRB1*0402 e DQB1*0503, porém existe um
grande gap no conhecimento de como os fatores genéticos e ambientais
alteram a expressao dos genes, e promovem o aparecimento da doencga, uma
vez que a vasta maioria dos individuos que carrega estes alelos ndo a

desenvolvem 19,

A funcado das moléculas HLA é a apresentacao de pequenos peptideos
derivados de proteinas do préprio organismo (moléculas de classe I) ou de
patogenos (moléculas de classe Il) até os linfocitos T, um processo que inicia
a resposta imune adaptativa 2%, Diversos estudos realizados em diferentes

populacGes étnicas estdo apresentados na Tabela 1 12,

i Cada alelo é uma forma alternativa de um mesmo gene.
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Tabela 1 — Genes do complexo principal de histocompatibilidade identificados

em associacao com pénfigo vulgar em diferentes populagdes.

Populagéao

Quantidade de

individuos

Alelos Ref.
Pacientes | Controles
Argentinos 47 199 DRB1*0402; DRB1*1401; DRS8; DQB1*0503; [26]
DQB1*0302
Brasileiros 36 162 DRB1*0402; DRB1*08:04, DRB1*14 [2]
Canadenses 52 610 A26, B38, Cwl12, DRB1*01, DRB1*0402, [50]
DRB1*1401, DRB1*1404, DQB1*0302,
DQB1*0503
Eslovacos 43 113 DRB1*04:02; DRB1*04.04; DRB1*14:54, [49]
DRB1*14:04; DRB1*14.05; DQB1*03:02;
DQB1*05:03
Espanhois 26 200 DRB1*0402, 1401; DQB1*0503, 0302 [27]
Franceses 37 106 DRB1*0402, 1401, 1404, [28]
DQB1*0302; 0503
Indianos 37 89 DRB1*1404; DRB1*0202; DQA1*0101; [29]
DQB1*0503
Iranianos 38 57 DRB1*0402 [30]
Italianos 61 128 DRB1*0402, DRB1*1401; DQB1*0503 [31, 32]
Japoneses 86 642 DRB1*0403, 0406; DRB1*1401, 1405, 1406;  [33-37]
DQB1*0503; B15; A26
Judeus 26 - DR4, DQw8 [38]
Ashkenazi
Mexicanos 25 96 DR14(DR6) [39]
Norte-america- 38 44 DR4 Dw10 (DR like); [40-42]
nos 58 1899 DRB1*0402; DQB1*0503 [43]
Oriente Médio 54 85 DQB1*0302, DQB1*0305 [48]
Paquistaneses 19 - DRB1*1404; DQA1*0101; DQB1*0503 [44]
Sardenhos? 16 - DRB1*0402; DQA1*0301; DQB1*0302 [45]
Sirios 91 270 DRB1*0402; DRB1*14 [22]
Turcos 33 100 B35; B44; Cw4; DR4; DR14; DQ4; DQS; [46]
DQ7; DQ2; DR11
60 60 DRB1*04; DRB1*14; DQB1*05; DPB1*0401 [112]
Venezuelanos 49 101 DRB1*0402; DRB1*1401 [47]

Fonte: Weber et al. (2012); Ref. = referéncia; @ As diferengas genéticas entre as populagées da Sardenha (ltélia) e
Itdlia continental sdo muito distintas como afirma Cal6 et al. (2008)". Existe um isolamento genético deste grupo em
comparagéo com o da Italia continental e o restante dos paises europeus e o Mediterraneo.

ii Cal6 CM, Melis A, Vona G, Piras IS. Sardinian population (Italy): a genetic review. Int J Mod
Anthrop. 2008;1:39-64.
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As moléculas de HLA de classe | (A, B e C) ndo tém sido alvo de
atencédo nos diversos estudos realizados até o momento, mas a vasta maioria

aponta a correlagéo entre DRB1, DQA1 e DQB1 [2 11,2627, 28, 29,30, 31, 32, 33, 34,

35, 36, 37, 50, 51]

A metandlise realizada em 2012 2 com 18 estudos acerca dos
polimorfismos de HLA, com o intuito de investigar a correlacdo entre DRB1 e
PV, mostrou que os alelos DRB1*04, DRB1*08 e DRB1*14 aumentaram
significativamente a susceptibilidade ao PV, enquanto os DRB1*03, DRB1*07

e DRB1*15 diminuiram essa susceptibilidade.

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo,
resultado de cinco séculos de miscigenacbes entre populacbes de trés
continentes diferentes: europeus, africanos e amerindios autéctones. A cor da

pele ao exame fisico ndo pode predizer a ancestralidade gendmica 2 531,

N&o havia estudos na populacdo brasileira referentes a genes que
conferem susceptibilidade ao pénfigo vulgar até 2011, quando foi realizada a
primeira analise em uma populacdo do sudeste brasileiro 2. Nesse estudo,
feito por Weber et al. 12, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa entre PV e alelos dos loci A ou B. Para o locus DR, no entanto,
os alelos DRBI*04, DRB1*08 e DRB1*14 apresentaram associacao
estatisticamente significativa, com risco relativo (RR) de 5,5 (ICgs%: 2,8 — 11,0)
(p = 0,000001); 4,7 (ICes%: 2,3 —9,5) (p = 0,000066); €, 4,8 (ICos%: 2,2 — 10,4)
(p = 0,000389), respectivamente como mostra a Tabela 2. Os locus C, DQA1

e DQB1 nao foram avaliados.
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Tabela 2 — Prevaléncia dos alelos HLA locus DR em individuos do sudeste

brasileiro.
Grupo
HLA PV Controle 0 RR (ICoss)
(n = 36) (n =712)
n (%) n (%)

DRB1*01 3 (8,3 %) 144 (20,2 %) 0,087 0,4 (0,1-1,2)
DRB1*03 4 (11,1 %) 134 (18,8 %) 0,37 0,5(0,2-1,6)
DRB1*04 21 (58,3 %) 144 (20,2 %)  <0,001® 5,5(2,8-11,0)
DRB1*07 5 (13,9 %) 150 (21,1 %) 0,4 0,6 (0,2 —1,6)
DRB1*08 14 (38,9 %) 85 (11,9 %) <0,001® 4,7 (2,3-9,5)
DRB1*09 1 (2,8 %) 28 (3,9 %) 1,0 0,7 (0,1 = 5,3)
DRB1*10 2 (5,6 %) 26 (3,7 %) 0,64 1,6 (0,4 — 6,8)
DRB1*11 6 (16,7 %) 176 (24,7 %) 0,32 0,6 (0,2-1,5)
DRB1*12 1 (2,8 %) 23 (3,2 %) 1,0 0,9 (0,1 — 6,5)
DRB1*13 2 (5,6 %) 188 (26,4 %) 0,003 0,2 (0,04 —0,7)
DRB1*14 10 (27,8 %) 53 (7,4 %) <0,001® 4,8 (2,2-10,4)
DRB1*15 1 (2,8 %) 133 (18,7 %) 0,012 0,1 (0,02 -9,2)
DRB1*16 1 (2,8 %) 48 (6,7 %) 0,5 0,5(0,1 -3,0)

Fonte: Weber et al. (2012)
HLA = antigeno leucocitario humano; n = quantidade de individuos; PV = Pénfigo Vulgar; RR = Risco
Relativo; IC = Intervalo de confianga; ) = Diferenca estatisticamente significativa apos corregdo para
multiplos testes pelo método FDR (p < 0,00113173).

A associacao positiva do DRB1*04:02 e DRB1*14 com o pénfigo vulgar

ja foi relatada diversas vezes em todo o mundo [?6-28. 31, 32,471 pPgor outro lado,

em poucos estudos foi observado o aumento da prevaléncia do alelo DR8 em

pacientes com PV, quando comparados com os pacientes controle 2,
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Sabe-se que existe um desequilibrio de ligagdo acentuado (Anexo A)
entre alguns alelos DR e DQ e em determinadas pesquisas foi mostrado que
a susceptibilidade ao pénfigo vulgar, observada nos individuos portadores de

HLA-DRB1*14, é secundaria ao DQB1*05:03 [? 48],

A possibilidade de alelos do sistema HLA conferirem risco ou protecao
para determinadas doencas revela a importancia da genotipagem constante
de pacientes com PV [ A informacdo genética pode elucidar as vias
envolvidas na doenca e permitir identificar novos alvos para intervengdes
terapéuticas, avancos que sdo de interesse na pesquisa basica e aplicada. O
esclarecimento genético pode levar a avang¢os no diagnostico ou capacidade
de uso de agentes terapéuticos mais eficientes e com riscos menores de

efeitos adversos 43,

Esclarecer quais moléculas realmente conferem risco de o individuo
apresentar PV é fundamental na definicdo dos requisitos necessarios para o
complexo HLA-autoantigeno-receptor de linfécitos T, que resultam em reacao
autoimune viavel. Certos alelos que foram associados a doenca, com
fundamento apenas na andlise de frequéncia, podem nédo ser realmente
relevantes (ou seja, ndo desempenham papel na patogénese da doenca), mas
sim serem mais prevalentes na doenca por existir desequilibrio de ligacdo com

genes realmente promotores de susceptibilidade 13,
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo é tipificar os alelos do sistema HLA A, B, C,
DRB1, DQA1 e DQB1 em pacientes portadores de PV, procedentes do estado
de Sé&o Paulo, e identificar aqueles que conferem susceptibilidade a doenca,
mediante a comparacgao da prevaléncia destes alelos com um grupo controle

livre da doenca.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biologia do epitélio e os desmossomos

Os desmossomos sao a parte mais importante da coesao intercelular
na zona de aderéncia entre os queratindcitos, porque promovem a forca
estrutural da epiderme. A integridade dos queratindcitos € essencial no intuito
de preservar as funcbes e a estrutura tecidual do epitélio. Enquanto a
aderéncia entre os queratindcitos acontece por meio de desmossomos, na
membrana basal ela ocorre gracas aos hemidesmossomos 2 5. Os
desmossomos sao mais numerosos em tecidos sujeitos a estresse mecanico
significativo como o epitélio estratificado escamoso da pele, as mucosas e o

miocardio 5,

A primeira descricao da ultraestrutura dos desmossomos foi feita, em
1958, por Odland . Os desmossomos sdo juncdes discoides com diametro
de 0,2-0,5um e sdo compostos por duas placas com densidade alta de
elétrons, separadas por uma fenda de extensdo reduzida. Dentro destas
placas existem proteinas de adeséo, com propriedade de unido direta e de
superficie, para ancoragem dos filamentos intermediarios de queratina do
citoesqueleto, proporcionando, assim, resisténcia mecanica ao tecido. A

familia de proteinas, denominada caderinas - desmogleinas e desmocolinas -

it Odland GF. The fine structure of the interrelationship of cells in the human epidermis. J.
Biophys Biochem Cytol. 1958;25(4):529-38.
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formam a interface de adesividade intercelular dos desmossomos, enquanto
a placoglobina e a desmoplaquina formam as placas 5458 (Figura 1). As Dsg,
em especial a Dsg3 e Dsgl, sao glicoproteinas transmembrana de 130kDa,

com grande relevancia na fisiopatogenia do PV.

E‘f—ﬂ gﬂ Keratin intermediate

’l;lasma ;'g:‘fg?ane filaments \
PG - —

x =
Dsg or Dsc
homophilic
transinteraction
G

[

i Y
S?a:,fg %’Z‘fd extracellular
h tge hili adhesive core
cisinteraction (desmoglea) Y A e
outer dense inner dense
plaque plaque

Figura 1. Estrutura molecular do desmossomo. As desmogleinas e as desmocolinas
interagem entre si. (Dsg = desmogleinas; Dsc = desmocolinas; PG =
plakoglobina; PKP = placofilina; DPK = desmoplaquina) (Fonte: Kitajima,
20140141
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3.2 Pénfigo vulgar

3.2.1 Epidemiologia

A média anual de incidéncia de PV a cada 100.000 habitantes é de:
0,08 na Finlandia ©7; 0,17 na Franca ?3; 0,2 na Arabia Saudita ®; 0,25 na
Sicilia, Italia 8 e regido mediterranea da Turquia %; 0,44 na Macedénia [69;
0,47 na Bulgéarial™; 0,68 no Reino Unido ®1; 0,8 na Grécia®?; 1,6 em
Israel 9 e, 32 casos novos para cada 100.000 habitantes judeus adultos em

Hartford County, U.S.A. 23],

A manifestacdo inicial de PV costuma se apresentar, embora nao
exclusivamente, entre a quarta e a sexta década de vida, e € mais rara em
neonatos e criancas [6% 64, Desta maneira, como para a maioria das doencas
autoimunes, os estudos tém demonstrando uma prevaléncia maior em

pacientes do género feminino 25 7. 59-61, 65],

3.2.2 Aspectos clinicos

Com caracteristicas que o difere de outros tipos de pénfigos, o PV afeta
a pele e a mucosa oral. Pode, também, atingir as mucosas do nariz,
conjuntiva, vulva, esbfago, faringe e laringe * 68, Diferencia-se dos outros

pénfigos por aspectos clinicos e histoldgicos conforme ilustra a Figura 2.
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| p. foliaceus p. vulgari;-i B p. herpetiformis [ 4] p. vegetans paraneoplastic p.
.

.
S

Figura 2. Diversidade de fendtipos de pénfigo: P. foliaceo e P. vulgar ndo sao inflamatorios,
enquanto o herpetiforme, vegetante e paraneoplasico sdo inflamatdrios.
Microscopia com imunofluorescéncia de P. foliaceo e P. vulgar mostraram
depésito de IgG na superficie do queratinécito na camada superior e inferior,
respectivamente. (Fonte: Kitajima, 2014 [4)

As lesdes orais sdo comuns em pacientes com PV (90% dos casos) e,
ao exame clinico, costumam apresentar lesdes erosivas de formato irregular,
dolorosas e de cicatrizacdo lenta na mucosa jugal, labios e palato 62,
isoladamente ou em conjunto de dois ou trés locais diferentes. Na cavidade
oral, raramente sdo visualizadas lesdes vesico-bolhosas por causa do
rompimento precoce, consequéncia do trauma constante da regido

ocasionado pela fala e degluticdo -5 10671 (Figura 3).
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Figura 3. Manifestacdes clinicas: Lesdo em mucosa jugal. (Fonte: Black, Mignogna e Scully,
2005 [54)

A gengivite descamativa ou erosiva € uma lesdo comumente
encontrada nas gengivas e inicia-se com surgimento de bolhas e/ou erosbes
gue evoluem até formar o quadro de epitélio esfoliado e Ulceras profundas,
especialmente na gengiva fixa > %8 (Figura 4). Caso n&do seja instituido
tratamento precoce adequado, mesmo em exacerbacdes do quadro clinico,
sdo verificadas lesdes faringeas e laringeas com aspecto doloroso, que

podem resultar em disfagia e dificuldade grave de alimentac&o [®8 (Figura 5).
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Figura 4. Gengivite descamativa.

Figura 5. Manifestagdes clinicas do pénfigo vulgar: cavidade oral — lesédo avancada.

As lesBes na epiderme surgem na forma de bolhas, seja em pele
normal ou eritematosa, e em qualquer regido do corpo. A flacidez das bolhas,

leva a seu rompimento precoce e gera lesbes erosivas, com crostas



Revisado da Literatura 18

hematicas > €. O sinal de Nikolsky foi primeiramente descrito pelo
dermatologista russo Piotr Vasiliyevich Nikolsky, no final do século 19, como
citam Mignoma et al. (2008) 9. Quando o sinal é positivo, células epiteliais
séo separadas umas das outras da membrana basal em virtude da fragilidade
dos ligamentos epiteliais. Ao pressionar uma pele aparentemente normal
proxima a lesédo do pénfigo é induzido o descolamento epidérmico, indicando
deste modo que o teste é positivo e que a doenca estd em atividade

(Figura 6) 1691,

Figura 6. Sinal de Nikolsky em paciente com diagnéstico de pénfigo vulgar. (Fonte: Mignoma
et al., 2008(6%),

3.2.3 Diagndstico

O diagnéstico de PV depende de exames histopatologicos e
imunoldgicos realizados por biépsia. O paciente com quadro sugestivo de
lesdes erosivas vesico-bolhosas ou ulcerativas, que afetam a mucosa oral e
com suspeita clinica de PV deve ser encaminhado para o procedimento, que

pode ser realizado sob anestesia local mediante biépsia perilesional . O
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exame anatomopatolégico em caso de tecido com PV, evidencia bolha
intraepidérmica supra basal (Figura 7A), e a imunofluorescéncia direta (IFD)
depositos de IgG e complemento na superficie dos queratinécitos da epiderme

(Figura 7B).

(A) (B)

Figura 7. Peculiaridades para o diagnostico de pénfigo vulgar. (A) Exame anatomopatolégico
gue evidencia bolha intraepidérmica com nivel de clivagem supra basal (setas). (B)
imunofluorescéncia direta que mostra depésitos de IgG e C3 na superficie dos
gueratindcitos da epiderme.

Para auxiliar no prognostico e conduzir o tratamento do paciente com
PV, pode-se utilizar o sangue periférico do mesmo para aplicar a
imunofluorescéncia indireta (IFI). Na IFI, os autoanticorpos IgG circulantes séo
detectados ao usar como substrato a pele de prepucio humano, eséfago de
macacos ou bexiga de macacos ou roedores %, Neste caso, o método ELISA
permite pesquisar anticorpos IgG anti-desmogleinas 1 e 3 que reagem com
as Dsg 1 e 3 recombinantes. Pacientes com les6es mucosas predominantes
apresentam apenas anti-Dsg3, enquanto 0S que possuem o0 quadro

mucocutaneo apresentam anti-Dsg1 e anti-Dsg3 7],
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3.2.4 Fisiopatologia

3.2.4.1 Autoanticorpos antidesmossomos

O PV é uma doenca bolhosa autoimune causada, primordialmente, por
anticorpos, anti-desmogleina 3 171, A ligagcdo desses anticorpos com a Dsg3
causa a sua deplecédo dos desmossomos, a perda do contato entre as células
(acantdlise) e consequente vesiculacdo intraepitelial 8, Figura 7A. Pulkkinen
et al. " comprovaram que a delecdo do gene da Dsg3 em ratos pode
determinar a perda da adesao celular epitelial. A participacdo direta de
autoanticorpos contra Dsg na patogénese do PV foi confirmada por muitos
estudos, por exemplo a exposi¢cdo do soro de pacientes com lesdo causada
pelo pénfigo com as Dsg recombinantes, que resulta em uma perda de

patogenicidade desse soro 72,

Anticorpos patogénicos contra Dsg3, uma glicoproteina de
aproximadamente 130kDa, afetam apenas as camadas inferiores (supra
basais) da epiderme. Em casos de pacientes com PV com anti-Dsgl e anti-
Dsg3, o quadro clinico apresentado é o de PV mucocutaneo, uma vez que 0s
anticorpos anti-Dsgl sdo expressos, mormente, nas camadas superiores da

epiderme 24,

3.2.4.2 Imunidade celular
Linfécitos T especificos a Dsg3 sdo detectados em sangue periférico
de pacientes com PV e portadores assintomaticos dos alelos DRB1*04:02 e

DQB1*05:03, o que leva a concluir que a presenca de linfocitos T anti-Dsg3
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ndo é suficiente para desencadear PV ["3l. A ativacdo de linfécitos B para
producdo de autoanticorpos requer a ajuda de linfécitos T CD4* (LTCDA4).
Entretanto, a deflagracdo do processo autoimune ainda é incerta M. A
associacao intensa entre PV e diferentes alelos do sistema HLA — que é
elucidada mais adiante — sugere o envolvimento de LTCD4 na génese do PV.
O reconhecimento de epitopos” de Dsg pode ser crucial para a iniciagdo e
perpetuacdo da producdo de autoanticorpos especificos pelos linfocitos B [74],
No estudo de Nishifuji et al. [, os linfocitos B secretores de IgG especifica
para Dsg3 foram detectados em estimulacado in vitro de linfocitos periféricos
de pacientes com PV. A deplecdo de LTCD4+ levou a inativacéo das células
B autorreativas. A producao de IgG por estas células também foi abolida
guando anticorpos monoclonais anti-HLA-DR ou anti-HLA-DQ foram
adicionados as culturas. Tais achados sugerem, enfaticamente, que as
células B Dsg3 especificas circulantes séo reguladas por LTCD4+ controladas

por HLA classe Il I8,

Imunossupressores como corticosteroides, ciclofosfamida, azatioprina
e metotrexate tém sido usados no tratamento de PV, porém apresentam

efeitos colaterais significativos.

Rituximab, um anticorpo monoclonal, tem a funcdo de depletar pré
Células B e Linfocitos B maduros com resultados impressionantes de

remissdo do quadro clinico de PV, que pode variar de 86% a 100% [73 771,

v Epitopo: menor parte de um antigeno capaz de estimular resposta imunoldgica.
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Trata-se de um anticorpo anti-CD20. Como o CD20 é encontrado em todas as

Células B maduras, em teoria, deveria eliminar as células B anti-Dsg.

3.2.5 Evidéncias de participacdo genética na susceptibilidade ao pénfigo

vulgar

Existe um histérico genético muito eloquente associado a PV. Alguns
grupos étnicos como os judeus Ashkenazi, aqueles originarios do
Mediterraneo e Sul Asiatico, sdo especialmente vulneraveis. Relatos de casos
de PV na mesma familia sdo raros, como os que envolvem irmaos, pais e
familiares 8. Duas observacGes endossam a hipétese da participacdo
genética na susceptibilidade ao PV. A primeira € o aumento da prevaléncia de
doencas autoimunes em parentes de primeiro grau de pacientes com PV,
guando comparados aos controles saudaveis. A segunda é a deteccdo de
anticorpos anti-Dsg3, um fendtipo parcial do processo imune, que foi
frequentemente (>50%) detectado em parentes assintomaticos permitindo

definir um padréo de heranga dominante 223,

Existem diversas abordagens para identificar genes que participam da
susceptibilidade de uma doenca autoimune. A estratégia mais comum
costuma ter como objetivo testar genes que codifiqguem uma molécula que se
supde tenha um papel na desregulacdo imune que leva ao processo
autoimune. Estudos populacionais, em particular os estudos caso-controle,
permitem testar a associagcdo entre um determinado risco e a doencga, e se

baseiam em individuos afetados e ndo afetados [ 23!,
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3.3 O complexo principal de histocompatibilidade e o sistema de

antigeno leucocitario humano

O complexo principal de histocompatibilidade tem esta denominacao
porque no momento em que foi descoberto, referia-se aos genes principais
associados com a rejeicdo de tecidos. Trata-se do conjunto de genes que
codificam as moléculas de histocompatibilidade [®. O MHC esta situado no
braco curto do cromossomo 6 e os genes reunidos nesse local podem ser
divididos em trés grupos de acordo com o tipo de moléculas que codificam —
classe I, 1l e lll. Os genes de classe | codificam as moléculas de HLA-A, B e
C, enquanto os de classe Il as HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP. Os genes de
classe Il ndo produzem moléculas de histocompatibilidade e nédo estédo
relacionados com a resposta imune 5. Os genes HLA das classes | e I

possuem estrutura e funcionalidades distintas (Figura 8) [,
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Figura 8. Estrutura das moléculas de HLA classe | e classe Il. B-2-microglobulina é a cadeia
leve da molécula de classe I. A cadeia o da molécula de classe | tem dois dominios
de ligacéo a peptideos: al e a2, um dominio semelhante a imunoglobulina a3, a
regido transmembrana (TM), e a cauda citoplasmatica (citoplasmic tail). Cada uma
das cadeias, o e B, de classe Il tem quatro dominios: o sitio de ligagdo a peptideos
(peptide-binding domain) (ol ou B1), o dominio semelhante a imunoglobulina (a.2
ou B2), a regido transmembrana (TM) e a cauda citoplasmatica (citoplasmic tail).
Plasma membrane = membrana citoplasmatica. (Fonte: modificado de Klein e
Sato, 2000[2%)

Genes de classe | codificam receptores que estdo presentes na
superficie da maioria das células nucleadas e, primariamente, teriam a fungéo
de facilitar a resposta imune aos patégenos intracelulares, enquanto os de
classe Il sdo encontrados somente em um subgrupo de células associadas
com a resposta imune aos patégenos extracelulares, que sao os linfocitos B,
linfécitos T, macroéfagos e células dendriticas 5. As moléculas de classe I

sdo heterodimeros formados por uma cadeia a e f, produzidos no
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cromossomo 6 e contém dois dominios al/a2 e B1/g2. Com relacdo a
nomenclatura, sdo nomeadas: a classe (D), a familia (M, O, P, Q, ou R) e a
cadeia (A ou B), seguindo, por exemplo, o modelo HLA-DQB1*05:03 que
denomina o alelo 05:03, que codifica a cadeia  de uma molécula classe |l

pertencente a familia Q .

O nivel elevado de polimorfismo caracteristico dos genes MHC classe
| e Il é consequéncia da regido ligadora de peptideos (PBR - do inglés,
Peptide-Binding Region), que possui grande diversidade de alelos. Os genes
dessa regido codificam as proteinas que séo apresentadas as células T e
ativam a resposta imune. Cada alelo responde, tipicamente, a uma categoria
de antigenos potenciais, portanto, um individuo ou uma populacdo com uma
diversidade mais elevada de MHC deve responder melhor com a variedade

de infecc¢des.

3.4 Importancia da identificacdo dos alelos associados ao PV para

elucidacao de sua fisiopatologia

Na fisiopatologia, a associacéo dos alelos € muito importante, uma vez
gue 0S mesmos parecem ser criticos para o reconhecimento da Dsg3 pelos
linfocitos T. A informacao genética pode auxiliar no estudo das vias envolvidas
na doenca, melhorar a diagnose e identificar alvos novos para intervencdes

terapéuticas 189,
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Certos alelos podem estar presentes em pacientes portadores de PV,
porém ndo desempenham um papel na doenca, por causa de um fenémeno

denominado desequilibrio de ligacdo 3! (Anexo A).

3.5 Base estrutural para susceptibilidade ao pénfigo vulgar de
portadores do alelo HLA DRB1*0402 e HLA DQB1*05:03

Dois polimorfismos de genes de HLA associados ao PV, DRB1*04:02
e DQB1*05:03, possuem avidez de ligacdo com a Dsg3, mas em localiza¢cbes
diferentes. O DRB1*04:02 se liga aos peptideos derivados do dominio
extracelular de Dsg3, enquanto o DQB1*05:03 se liga ao terminal COOH-, o
gue sugere multiplas interacdes dos peptideos de Dsg3 aos alelos de classe
Il de HLA. Uma quantidade limitada de peptideos de Dsg3 com carga positiva
na posicao 4 foi identificada com a propriedade de se ligar a DRB1*04:02 que
contém residuos de aspartato e glutamato nas posicbes DRB70 e DRB71,
respectivamente. Pelo fato do HLA-DQB1*05:03 também possuir carga
positiva na posicdo 71, isso pode permitir ligacdo similar aos peptideos de
Dsg3. Células T autorreativas de pacientes com HLA-DQB1*05:03 e PV
reconhecem epitopos de Dsg3 que também sdo reconhecidos por células T

de pacientes com PV e HLA-DRB1*04:02 3],

Com esta base estrutural, € possivel associar os alelos de HLA
DRB1*04:02 e DQB1*05:03 com a autoimunidade em pacientes com PV,

porque, uma vez iniciada a apresentacdo da Dsg como um autoantigeno, é
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iniciada a ativacdo de linfocitos T e depois de linfécitos B que iniciam a

proliferacdo de anticorpos anti-Dsg 2.

3.6 Associagao entre outros alelos do sistema HLA e o pénfigo vulgar

Dez alelos DRB1 estdo associados ao PV de acordo com estudos
populacionais transversais do tipo caso-controle (DRB1*0402, *0403, *0406,
*0802, *0804, *1401, *1404, *1405, *1408, *1454) e seis alelos DQ
(DQB1*0302, DQB1*0503, DQA1*0101, DQA1*0301, DQw8, DQ8) em 18

populagﬁes diferentes [2,11, 26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37-50].

3.7 Particularidades da formacédo da populacao brasileira

Apoés cinco séculos de miscigenacao entre as populacdes de trés
continentes: europeus, africanos e amerindios autoctones, a populacéo
brasileira se tornou uma das mais heterogéneas do mundo. Quando o Brasil
foi descoberto, havia aproximadamente 2,5 milh6es de indios que viviam na
regido B, A miscigenacéo inicial ocorreu entre o colonizador e o colonizado
e, a partir de 1550, cerca de 3,5 milhdes de africanos foram trazidos ao Brasil
como escravos [#2, Proximo a 500.000 portugueses desembarcaram no Brasil
até 1808 e, dai em diante, 4 milhdes de imigrantes de diversas partes do

mundo imigraram também (81,
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) ],
cada individuo é classificado como pertencente a uma das cinco ragas
seguintes: branca, preta, amarela (oriental), parda (mulata, cabocla, cafuza,

mameluca ou mesti¢ca de preto com outra cor ou raca) ou indigena.

Em estudo publicado por Parra et al. (2003)Y, para avaliar a correlacao
entre a cor da pele (ou raca) e ancestralidade em 173 individuos brasileiros
de uma populacdo rural do sudoeste brasileiro, e depois refeito com 200
individuos nao relacionados de uma regido urbana, os autores verificaram
qgue, em nivel individual, a cor avaliada ao exame fisico € um marcador pobre
para indicar a ancestralidade europeia ou africana. Pimenta et al. (2003)

chegaram a essa mesma concluséo 3,

No presente estudo nao foi efetuada a estratificacdo estatistica por
raca, porque, para o grupo controle, ndo havia dados disponiveis neste
aspecto. Mesmo que 0s mesmos fossem acessiveis, por causa da
miscigenacdo de diversas racas no Brasil, isto ndo teria significado para a

analise aqui efetuada.

v Parra FC, Amado RC, Lambertucci JR, Rocha J, Antunes CM, Pena SD. Color and genomic
ancestry in Brazilians. Proc Natl Acad Sci USA. 2003;100(1):177-82.
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4 CASUISTICA E METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Andlise de
Projetos em Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, HC-FMUSP, tendo como responséavel o Prof. Dr. lvan Dieb
Miziara, registro on-line 8961 (Apéndice 1). Foi aprovado, também, pela
Plataforma Brasil (Apéndice 2). O material necessario para a sua realizacéo

foi inteiramente financiado pela FAPESP (Apéndice 3).

O desenho do estudo é observacional transversal do tipo caso-controle.

4.1 Casuistica

4.1.1 Pacientes

4.1.1.1 Critérios de incluséo

Os pacientes elegiveis incluidos no presente estudo foram oriundos
dos ambulatérios de Estomatologia da Divisédo de Clinica Otorrinolaringolégica
e de Doencas Bolhosas da Divisédo de Clinica Dermatologica do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Todos os pacientes foram convidados a participar do estudo, e somente
o fizeram apés o preenchimento e assinatura de Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Apéndice 4). No caso de pacientes com idade inferior a
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18 anos, a participacdo foi condicionada a aprovacdo dos pais ou

responsaveis legais.

Foram utilizados, como critérios de inclusdo para que o paciente
pudesse participar do estudo:

1) Diagnéstico de Pénfigo Vulgar prévio mediante o preenchimento de
todos os critérios seguintes:

a) achados clinicos: histéria de doenca bolhosa que tivesse

acometido mucosas e/ou pele;

b) histopatologia: biopsia de pele ou mucosa que evidenciasse

acantolise e clivagem supra basal (Figura 7A);

c) imunopatologia: imunofluorescéncia, direta ou indireta, que

mostrasse anticorpos IgG que se ligavam aos espacos

intercelulares da epiderme (Figura 7B).

4.1.1.2 Critérios de exclusdo

Os critérios de excluséo considerados foram:

a) Pacientes que apresentassem evidéncias de Pénfigo
Paraneoplastico (secundario as neoplasias), de acordo com o0s
critérios revisados por Camisa e Helm [B4;

b) Pacientes com diagndstico de PV cujo familiar consanguineo, com

0 mesmo diagndstico, ja tivesse participando do estudo.

O grupo de casos foi composto por 51 pacientes, dentre eles 37

pacientes eram do género feminino e 14 do género masculino. Dentre os 51
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pacientes, 31 ja haviam sido selecionados para estudo realizado por Weber
et al.”l, o consentimento informado havia sido preenchido e o DNA extraido.
Desta forma, 20 casos novos foram adicionados a esta casuistica, totalizando

os 51 pacientes.

4.1.2 Controles

Os dados do grupo controle foram obtidos a partir de um banco de
dados de 297 doadores falecidos na cidade de S&o Paulo entre 01/01/2011 e
22/03/2012. Este banco faz parte do Sistema Estadual de Transplantes da
Secretaria de Saude do Governo do Estado de Séo Paulo e possui a idade do
paciente na época da coleta. Todos tiveram suas amostras de DNA tipificadas
no Laboratério de Imunologia de Transplantes do Instituto do Coracgéo (InCor)

da FMUSP.

4.2 Método

4.2.1 Avaliacao clinica e coleta de amostra de sangue periférico

Para cada paciente foram coletados dados referentes ao género, idade
e cor da pele. A seguir, foi realizada anamnese quanto a presenca de sinais e
sintomas de pénfigo vulgar, além da revisdo de prontuario quanto a existéncia
de lesdes (ativas ou pregressas) nas mucosas oral, nasal, faringea e laringea

ao exame de nasofibrolaringoscopia. Os dados foram registrados conforme
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protocolo de avaliacdo de sinais e sintomas clinicos (Anexo B) P A
classificacdo da cor da pele (ou raca) utilizada foi a mesma aplicada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) [, na qual a prépria
pessoa se classifica em uma das cinco categorias: branca, preta, amarela
(oriental), parda (mulata, cabocla, cafuza, mameluca ou mestica de preto com

outra cor ou raca) ou indigena.

ApOs a anamnese, foi colhida uma amostra de 10mL de sangue
periférico de cada paciente em tubo que continha solucéo de 25mM de EDTA.
As amostras, conservadas em temperatura ambiente, seguiram para o

laboratorio de andlises em até 12 horas apdés a coleta.

4.2.2 Extracao e tipificacdo de DNA

A extracdo de DNA e a tipificacdo HLA de classes | e Il de resolucéo
alta foram realizadas no Laboratorio de Imunologia de Transplantes do InCor

para todos os pacientes.

4.2.2.1 Extracdo de DNA de sangue periférico

A extracdo de DNA da amostra de sangue periférico dos pacientes foi
realizada com auxilio do kit marca QIAGEN (QlAamp DNA Mini Kit®, U.S.A.)
mediante 0s passos seguintes:

- Em um tubo com capacidade de 1,5mL foram adicionados 20uL de
proteinase K e 200uL de buffer coat de sangue fresco ou congelado. Em

seguida, o tubo foi colocado em banho-maria a 56°C por 3h, e posteriormente,
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no vortex por 5s e, a seqguir, incubado por 10min para promover a quebra das
proteinas.

- Apoés o procedimento anterior, ao lisado foram adicionados 200uL de
etanol a 96%-100% e misturados para posterior pipetagem e centrifugagcao
por 1min. Em seguida, foram adicionados 500uL de Buffer AW1 (Figura 9) e
a mistura centrifugada novamente durante 1min a temperatura ambiente. A
seguir, foram adicionados 500uL de Buffer AW2 (Figura 9) e a solugao
resultante centrifugada, em temperatura ambiente, a 14.000rpm durante 4min.
A solucdo centrifugada foram adicionados 200uL de agua destilada e esta
mistura foi incubada, a temperatura ambiente, por 5min. Depois, centrifugada
a 8.000 rpm durante 1min a temperatura ambiente. Finalmente, o DNA

purificado e homogeneizado foi mantido a 4°C para posterior tipificacdo.

Figura 9. Buffers utilizados no laboratério de Imunologia do InCor para extragdo de DNA.
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Na mesma semana em que foram realizadas as analises, a
concentracdo de DNA foi medida em espectrofotdmetro NanoDrop™ (ND-
1000 UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, DE, U.S.A.) em comprimento de onda
entre 260nm e 280nm (regido UV). O valor da razdo para as absorbancias
260nm e 280nm (Azsonm/A2gonm) deveria ser >1,8 e <2,0. Abaixo de 1,8 indicaria
contaminacdo com proteinas e acima de 2,00 contaminacdo com &cido
ribonucleico (RNA). Produtos da extracdo do DNA fora do intervalo [>1,8;

<2,00] eram descartadas e colhida nova amostra de sangue 2.

4.2.2.2 Tipificagdo HLA pelo método PCR-SSO

A tipificacdo do HLA nos loci A, B, C, DR e DQ foi realizada apos a
extracdo do DNA utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR - do
Inglés Polymerase Chain Reaction) e amplificacdo com oligonucleotideos
sequéncia-especifica (SSO - do Inglés Sequence-Specific Oligonucleotide) 8
8] por meio de kits LABType® (One Lambda, INC — Canoga Park, CA, U.S.A)).
No método LABType® SSO sdo utilizadas sondas ligadas a microesferas
codificadas por método fluorescente, para identificar alelos correspondentes
na amostra de DNA. O LABType® permite aplicar a tecnologia Luminex® para
o método de tipificacdo de DNA SSO reverso. Inicialmente, o DNA alvo é
amplificado via PCR utilizando um iniciador (primer) de grupo especifico. O
produto da reacdo é marcado com biotina, que permite detecta-lo ao utilizar
Strepavidina conjugada a Ficoeritrina-R. O produto desta reacéo €, entéo,
desnaturado, para a hibridizacdo das sondas de DNA complementar

conjugadas as microesferas codificadas anteriormente. Um analisador de
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fluxo (Figura 10), LABScan™ 100 (One Lambda, INC. — Canoga Park, CA,
U.S.A)), identifica a intensidade de fluorescéncia da ficoeritrina (Figura 11) de
cada microesfera. A indicacao da tipagem do HLA é baseada no padrdo do
resultado da reacdo encontrado, comparado com auxilio do programa HLA
fusion™ Analysis Software for Windows (Figura 12) a padrdes associados as
sequéncias de genes HLA publicados na literatura 7 atualizados

semanalmente e disponiveis online 2 881,
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Figura 10. Analisador de fluxo - LABScan™ 100.
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PE - Conjugated Streptavidin
LT-SAPE

Cm For use with dictinylated proteins and nucleic acids

Contents: 1 PE - Conjugsated Streptavidin (1 i)
R-Phycoerythrin - Conj. Strepavidin

] For General Laboratory Use

== LTPSAPBUF
n'ﬂ APE Buffer e

[Ero7o |ooT 01C
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Figura 11. Streptavidina conjugada a Ficoeritrina-R (One Lambda, INC.) usada para a
realizacdo das andlises.
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