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Resumo

PERFIL Th1/Th2 E EXPRESSAO DO ANTiGENO LINFOCITARIO CUTANEO (CLA)
EM PACIENTES COM MICOSE FUNGOIDE TRATADOS COM PUVA

Jorge Ricardo da Silva Machado
Orientadores: Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira
Prof2. Dr2. Adriana Bonomo
Profé. Dr2. Tullia Cuzzi
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacao
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio

de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de

Doutor em Medicina (Dermatologia).

A micose fungoide (MF), forma mais comum de linfoma cutaneo de células T
(LCCT), caracteriza-se pela proliferacao de linfécitos T neoplasicos, cuja analise
fenotipica geralmente revela a presenca de células CD4+CD8-CD7-. Seu
prognéstico parece sofrer influéncia importante por parte das citocinas, visto que a
perda da imunidade celular (Th1) esta diretamente relacionada a progressdo da
doenca. Estudos antagénicos tém sido publicados sobre o perfil das citocinas na MF,
principalmente nos estagios iniciais da doenca. Além disso, o comportamento
dessas citocinas diante das diversas opc¢des terapéuticas foi avaliado por apenas um
estudo clinico que utilizou como forma de tratamento a fotoférese extracorpérea

(ECP). O antigeno linfocitario cutaneo (CLA) também tem sido implicado como
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marcador progndstico. Seu comportamento na pele de pacientes portadores de MF
apos tratamento com PUVA ainda nao é conhecido.

Decidiu-se, portanto, realizar o presente estudo com os objetivos de avaliar o
efeito da terapia PUVA sobre a populacao de linfocitos T presentes na pele, através
da imunofenotipagem dos marcadores CD4, CD8 e CD7, e no sangue periférico,
através da imunofenotipagem dos marcadores CD4 e CD8; avaliar o perfil Th1/Th2
na pele e no sangue periférico antes da terapia PUVA, através da imunofenotipagem
das células produtoras de IFN-y (Th1) e IL-4 (Th2); avaliar o efeito da terapia PUVA
sobre as células Th1 e Th2; e avaliar a presencga das células CLA+ na pele antes e
apoés a terapia PUVA;

Como metodologia utilizou-se a citometria de fluxo para quantificar CD4, CD8,
IFN—y e IL-4 no sangue periférico e a imunohistoquimica para quantificar CD4, CD8,
CD7, CLA, IFN—y e IL-4 na pele de sete pacientes portadores de MF, estagios IA e
IB. Um grupo de seis individuos saudaveis foi utilizado como controle para as
avaliacoes do sangue periférico.

A analise dos resultados permitiu conclui que houve uma reducao importante
das células CD4 e CD7 na pele, mas nao das células CD8 na pele e CD4 e CD8 no
sangue periférico apés as 60 sessdes de PUVA, que houve o predominio das
células Th1 na pele e no sangue periférico dos pacientes antes do tratamento, assim
como no sangue periférico do grupo controle, que houve uma reducao importante
dessas células na pele, mas ndao no sangue periférico, com o uso da terapia PUVA,
e que a maioria dos pacientes apresentavam células CLA+ na pele, as quais
regrediram de forma significativa com o tratamento.

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa em Fotodermatologia do HUCFF-

UFRJ, em cooperagcao com o Servico de Anatomia Patol6gica do HUCFF-UFRJ.
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Palavras-chave: Micose fungoide, imunofenotipagem de linfocito, células Thi,

células Th2, fotoquimioterapia.



Abstract

PERFIL Th1/Th2 E EXPRESSAO DO ANTIGENO LINFOCITARIO CUTANEO
(CLA) EM PACIENTES COM MICOSE FUNGOIDE TRATADOS COM PUVA
Jorge Ricardo da Silva Machado
Orientadores: Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira

Prof2. Dr2. Adriana Bonomo
Prof2. Dr2. Tullia Cuzzi
A str%t da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacéo
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio

de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de

Doutor em Medicina (Dermatologia).

Mycosis fungoides, the most common form of cutaneous T cell Lymphoma, is
characterized by the presence of neoplastic T cells which generally show a
CD4+CD8-CD7- phenotype. Cytokines play an important role in the prognosis of MF,
since the loss of cellular immunity is directly related to disease progression.
Controversial studies have been published concerning cytokine profile, mainly in the
early stages of the disease. Moreover, the behavior of these cytokines after treatment
has only been evaluated after ECP. The loss of the cutaneous lymphocyte antigen
(CLA) in the skin of MF patients has also been considered a marker of poor
prognosis. Its behavior in patients treated with PUVA is not known.

It was decided, therefore, to evaluate the effects of PUVA on the T cell
population present in the skin and blood, by quantifying the CD4, CD8 and CD7 cells
in the skin and the CD4 and CD8 cells in the blood; to evaluate the Th1 and Th2

profile in the skin and blood before treatment, by quantifying the IFN-y and IL-4
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producing cells; to evaluate the effects of PUVA on Th1 and Th2 cells; and to
evaluate the presence of the CLA+ cells in the skin before and after treatment.

Flux cytometry and immunohistochemistry were used to quantify the CD4,
CD8, IFN—-y and IL-4 producing cells in the peripheral blood and the CD4, CD8, CD7,
CLA, IFN-y and IL-4 producing cells in the skin, respectively, of seven patients with
MF, stages IA and IB. The peripheral blood of six volunteers was used as control.

After the analysis of the results, it was concluded that there was an important
reduction of the CD4 and CD7 cells in the skin, but not of the CD8 cells in the skin
and the CD4 and CD8 cells in the blood; that a Th1 profile was present in the skin
and blood of the patients before treatment as well as in the blood of the control
group; that there was an important reduction of the Th1 cells in the skin, but not in the
blood of the patients after treatment; and that most of the patients showed CLA+ cells

in the skin, which also decreased with PUVA.

Key-words: Mycosis fungoides, lymphocyte immunophenotype, Th1 cells, Th2 cells,

photochemotherapy.
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1 Introdugdo e Objetivos

A micose fungoide (MF), forma mais comum de linfoma cuténeo de células T
(LCCT), caracteriza-se pela proliferacdo de linfocitos T  neoplasicos,
epidermotrépicos, de tamanhos pequeno e médio. E representada pela forma
classica de Alibert-Bazin, com evolucao progressiva de maculas, placas e tumores, e
pelas variantes clinicas com caracteristicas histoldgicas e curso clinico semelhante
(WILLEMZE et al, 1997).

O diagnéstico da MF baseia-se, fundamentalmente, na correlagéo clinico-
patolégica, porém o emprego de técnicas de andlise genotipica e de
imunofenotipagem, o qual geralmente revela a presenca de células CD4+CD8-CD7-,
pode ser Util quando se esta diante de um caso onde as lesdes cutaneas e o exame
histopatolégico sdo sugestivos, mas nao conclusivos de MF (GIRARDI, HEALD &
WILSON, 2004; DIPPEL, KLEMKE & GOERDT, 2003; STEVENS et al, 2003;
SANTUCCI et al, 2000).

As opcodes terapéuticas para o tratamento da MF variam de acordo com o
estagio da doenca (Quadro 13) e a utilizacdo do psoraleno associado a radiacao
UVA (PUVA) representa uma opgao eficaz para os estagios iniciais (IA, 1B e IIA)
(KIM et al, 2005).

Os mais importantes indicadores de prognéstico sdo o tipo de lesao (T), o
estagio da doenca e a idade do paciente. A presenca de eosinofilia periférica e de
elevadas taxas de LDH e de células de Sézary também esta relacionada a um pior
progndstico, assim como as variantes histolégicas folicular e granulomatosa e a

presenca de células CD30+ (KIM et al, 2005).



A participacdo das citocinas no prognéstico da MF tem demonstrado
importancia fundamental, visto que a perda da imunidade celular (Th1) esta
diretamente relacionada a progressao da doenca (SAED et al, 1994).

Desde a publicacdo, em 1994, dos estudos de SAED e colaboradores e de
VOWELS e colaboradores tém se descrito resultados antagbnicos no que diz
respeito a origem e ao perfil das citocinas presente na MF, principalmente nos
estagios iniciais.

Além disso, o comportamento dessas citocinas Th1 e Th2 diante das diversas
opcoes terapéuticas para a MF foi avaliado por apenas um estudo clinico que
utilizou como forma de tratamento a fotoférese extracorpérea (ECP) (DI RENZO et
al, 1997).

Da mesma forma, o CLA tém sido implicado como um marcador de
prognéstico. Sua maior presenca no sangue periférico € menor presencga na pele,
segundo alguns estudos, indicaria uma evolu¢cao menos favoravel.

Decidiu-se, portanto, realizar o presente estudo com os objetivos de avaliar:

1- O efeito da terapia PUVA sobre a populacao de linfocitos T presentes na
pele, através da imunofenotipagem dos marcadores CD4, CD8 e CD?7.

2- O efeito da terapia PUVA sobre a populacao de linfécitos T presentes no
sangue periférico, através da imunofenotipagem dos marcadores CD4 e CD8.

3- O perfil Th1/Th2 na pele e no sangue periférico antes da terapia PUVA,
através da imunofenotipagem das células produtoras de IFN—y (Th1) e IL-4 (Th2).

4- O efeito da terapia PUVA sobre as células produtoras de IFN—y e IL-4
presentes na pele e no sangue peiférico.

5- A presenca das células CLA+ na pele antes e apdés a terapia PUVA.



2 Fundamentagdo tedrica

2.1 Linfomas cutaneos de células T

2.1.1 Definicao

Os LCCT representam um grupo heterogéneo de neoplasias, caracterizado
pela presenca de linfocitos T malignos e epidermotrépicos (DIPPEL, KLEMKE &
GOERDT, 2003).

Podem ser definidos como linfomas nao-Hodgkin, que se apresentam, na
época do diagnéstico, com comprometimento cutaneo exclusivo, i.e., sem a
evidéncia de lesdes em outros 6rgaos, avaliados por métodos de estadiamento
apropriados. Essa definicdo, no entanto, ndo se aplica aos casos de micose
fungdide (MF) classica com comprometimento de linfonodos, nem aos casos de
sindrome de Sézary (SS) onde, por definicdo, possui acometimento do sangue
periférico, sendo estas as duas Unicas apresentacoes de LCCT com possivel
comprometimento inicial de outros érgaos que nao exclusivamente a pele (FINK-

PUCHES et al, 2002; SLATER, 2002; WILLEMZE et al, 1997).

2.1.2 Epidemiologia

Os LCCT sao neoplasias relativamente raras, cuja incidéncia varia entre 0,13
e 0,9 caso/ 100.000/ ano. Uma provavel justificativa para tdo grande variabilidade é
a nao uniformidade dos critérios diagnoésticos empregados. Acometem com maior
freqUéncia pacientes do sexo masculino (2:1), entre 40 — 60 anos de idade, e tém na

MF a sua forma de apresentacdo mais comum, a qual representa cerca de 80-85%



de todos os LCCT (MORALES-SUAREZ-VARELA et al, 2000; ZACKHEIM, 1999;
WILLEMZE et al, 1997).

MORALES-SUAREZ-VARELA e colaboradores (2000) relataram um aumento
na incidéncia da MF. E possivel, no entanto, que esse aumento ndo represente um
aumento real, mas o reflexo da melhoria das técnicas de diagnédstico, o que tem
possibilitado uma melhor distincdo de quadros dermatoldgicos benignos, aos quais a

MF pode se assemelhar muito clinica e histologicamente.

2.1.3 Etiologia

Agentes infecciosos, alteracdes genéticas e exposicao ocupacional crénica a
produtos quimicos, pesticidas e tabaco ja foram implicados, sem comprovacao,
como possiveis fatores etiolégicos relacionados aos LCCT (GIRARDI, HEALD &
WILSON, 2004).

A observacdo de que individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolvem
leucemia de células T com lesbes cutaneas idénticas as observadas nos pacientes
portadores de LCCT fez com que se pensasse que os LCCT também pudessem ser
consequéncia da infecgao pelo HTLV-1 ou outro retrovirus (HTLV-2; HIV), fato ainda
controverso (BONI et al, 1996; LI et al, 1996).

O citomegalovirus (CMV) é outro virus descrito com possivel envolvimento na
etiologia dos LCCT. HERNE et al (2003) relataram, em um estudo passivel de
criticas, que 97% dos pacientes avaliados, portadores de MF e SS, apresentaram
sorologia positiva para o CMV (IlgG) em comparacado a 57% do grupo controle. A
taxa de soropositividade para o virus Epstein-Barr (EBV), ja relacionado a varios
outros linfomas (ex. doencga de Hodgkin, linfoma de Burkitt), também foi avaliada de
forma isolada por esses mesmos autores em 13 pacientes com uma positividade de

100%.



2.1.4- Classificacao

Nos ultimos 50 anos, 14 métodos de classificacdo dos linfomas nao-Hodgkin
foram estabelecidos sem um consenso internacional. Na década de 80, por exemplo,
europeus € norte-americanos utilizavam classificagdes distintas, Kiel e ‘_"orking
For ul #ion, respectivamente. Em 1994, no entanto, com o objetivo de se obter uma
classificacao Unica e de incluir formas até entdo desconhecidas, estabeleceu-se a
revised Europe n A"“ eric n cl %sific #tion (REAL). Apesar de amplamente utilizada,
sofreu criticas por se basear principalmente nos linfomas sistémicos e por excluir
certas formas de linfoma cutaneo. Como conseqiiéncia, em 1997, o Grupo do
Projeto Linfoma Cutaneo da EORTC desenvolveu uma classificacao exclusiva para
os linfomas cutaneos primarios T e B (Quadro 1). Apesar de identificar de forma
precisa as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, terapéuticas e prognésticas,
principalmente dos de células T, ndo obteve aceitagdo universal por se tratar de uma
classificacdo 6rgao especifica (RUSSEL-JONES, 2003; SANDER et al, 1997;
WILLEMZE et al, 1997).

Em 2000, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) publicou um consenso que
rejeitava o sistema de classificacdo 6rgao especifica e tentava reunir as diferentes
formas de classificar os tumores hematopoiéticos e do tecido linféide, incluindo,
inclusive, a grande maioria das entidades descritas pela EORTC (Quadro 2)
(HARRIS et al, 2000). RUSSELL-JONES (2003), ao analisa-lo, ressaltou a
imprecisdo da definicdo da SS, em comparacdo a classificagdo da EORTC, que
utilizava critérios hematolégicos especificos (relacao CD4: CD8 >10 e presenca de
célula T do clone maligno no sangue periférico). FINK-PUCHES e colaboradores
(2002), por sua vez, ao avaliarem 556 pacientes portadores de linfoma cutaneo
primario (LCP), concluiram que a classificaggo da EORTC permitiu uma

categorizagdo mais precisa dos pacientes, principalmente dos portadores de linfoma



cutaneo de células B. Além disso, eles ressaltaram a importancia de se manter a MF
e a SS em categorias distintas, por possuirem tratamento e prognéstico distintos,

fato ndo observado na classificacdo da OMS.

Quadro 1 Classificacao dos linfomas cutaneos primarios segundo a EORTC

Linfomas cutaneos de células T primarios
Indolentes

Micose fungdide (MF)
MF + mucinose folicular
Reticulose pagetoide
LCCT de grandes células, CD 30+
e Anaplasico
e Imunobléstico
e Pleomorfo

* & & o

Agressivos

¢ Sindrome de Sézary

¢ LCCT de grandes células, CD 30 -.
e Imunoblastico
e Pleomorfo

Provisorios
¢ Cutis laxa granulomatosa

LCCT pleomorfo de pequenas e médias células
¢ Linfoma de célula T paniculite subcutanea-simile

*

Fonte: WILLEMZE, R. et al. EORTC classification for primary cutaneous lymphomas: A proposal from the cutaneous lymphoma
study group of the European Organization for Research and Treatment of Cancer. Blood, v.90, n.1, p.354-371, 1997.



Quadro 2 Classificacao dos linfomas cutaneos de células T e NK segundo a
OMS

Neoplasias de células T e NK
¢ Neoplasias de células T precursoras
e Leucemia/ linfoma linfoblastico
¢ Neoplasias de células T maduras (periféricas)

Leucemia prolinfocitica

Leucemia linfocitica granular

Leucemia agressiva de células NK

Leucemia/ linfoma de células T do adulto (HTLV1+)
Linfoma de células T/ NK extranodal, nasal

Linfoma de células T enteropatica

Linfoma de células T  hepatoesplénico

Linfoma de células T paniculite subcuténea-simile
Micose fungbide/ Sindrome de Sézary

Linfoma de grandes células anaplasico cutaneo primario
Linfoma de células T periférico

Linfoma de células T angioimunoblastico

Linfoma de grandes células anaplasico sistémico primario

Neoplasias de células T periféricas, primarias, extranodais. Variantes e subtipos
¢ Micose fungbide (MF)— variantes

e Reticulose pagetodide

e Mucinose folicular associada a MF

e (Cutis laxa granulomatosa
¢ Doengas linfoproliferativas cutdneas primarias de células T CD 30 +

e Papulose linfomatéide (tipos A e B)

e Linfoma de grandes células anaplasico cutaneo primario
e Lesdes borderline

Fonte: HARRIS, N.L. et al. The World Health Organization classification of neoplastic diseases of the haematopoietic and
lymphoid tissues: report of the Clinical Advisory Committee Meeting, Airlie House, Virginia, November 1997. Histopathology,
v.36, p.69-87, 2000.

A continua discussao sobre qual das duas classificacbes (EORTC e OMS)
seria a que melhor se adequaria aos pacientes portadores de linfoma cutdneo
primario, fez com que representantes das duas organizacdes se reunissem em 2003
e 2004 e elaborassem uma classificacdo Unica (OMS-EORTC) (Quadro 3),

contribuindo significativamente para a uniformizagcdo do diagndstico e tratamento. E




provavel, no entanto, que com a realizacao de novos estudos da expressao protéica
e genética desses linfomas, a elaboracdo de novas classificacbes se faca
necessaria, inclusive com uma possivel subdivisdo dos LCCT segundo o perfil Th1 e

Th2 desses pacientes (SLATER, 2005; WILLEMZE, et al, 2005).

Quadro 3 Classificacao dos linfomas cutaneos de células T e NK segundo a
OMS e EORTC

Linfomas cutaneos de células T e NK

Micose fungoide
MF — variantes e subtipos

e MF foliculotrépica
e Reticulose pagetoide
e (Cutis laxa granulomatosa

Sindrome de Sézary
Leucemia/linfoma de células T do adulto
Doengas linfoproliferativas cutdneas primarias de células T CD 30 +

e Linfoma de grandes células anaplasico cutaneo primario
e Papulose linfomatéide

Linfoma de células T paniculite subcutanea-simile
Linfoma de células T/ NK extranodal, nasal
Linfoma cutaneo primario periférico de células T, inespecifico

e Linfoma cutaneo primario de células T epidermotropico agressivo CD8+ (provisério)
e Linfoma cutaneo de células T
e Linfoma cutaneo primario de células T pequenas e médias pleomorfo (provisério)

Linfoma cutaneo de células B

Linfoma cuténeo primario de células B marginal
Linfoma cut&neo primario centro folicular
Linfoma cutaneo primario de células B grandes difuso, tipo perna
Linfoma cutaneo primario de células B grandes difuso, outros
e Linfoma de células B grandes intravascular

Neoplasia hematoldgica precursora

Neoplasia hematodérmica CD4+/CD56+ (linfoma de células NK blastico)

Fonte: WILLEMZE R. et al. WHO-EORTC classification for cutaneous lymphomas. Blood, v.105, n.10, p.3768-3785, 2005.




2.1.5 O epidermotropismo

A capacidade que algumas células T possuem de migrar da corrente
sanguinea para a pele é decorrente de um mecanismo que envolve moléculas de
adeséo e citocinas (TAKAHASHI et al, 2003).

As moléculas de adesdo dos grupos das selectinas e integrinas tém papel
importante na migracao celular pelos diferentes compartimentos do organismo
através da interacdo célula-célula e célula-matriz extracelular (DRILLENBURG &
PALS, 2000).

Tanto as selectinas quanto as integrinas sado glicoproteinas
transmembranosas. Estdo presentes também nos linfocitos, e atuam como
mediadores da sua interacdo com uma variedade de células e componentes da
matriz extracelular. As selectinas se caracterizam por possuirem uma Unica cadeia e
um dominio lectina-simile. As integrinas, por sua vez, sdo compostas por duas
subunidades, o e B, dependentes de ativagdo prévia por citocinas. Apesar de
atualmente se utilizar a nomenclatura of, designacdes prévias para as diversas
integrinas ainda permanecem em uso (ex. LFA-1 para olLp2). Além disso, varias
integrinas B1 ainda séo referidas como VLA (very | %e ‘ntigen) (BANK et al, 1999).

Para que o trafego dos linfécitos T entre a circulagao periférica e a pele ocorra
€ necessario que haja combinacdes especificas de pares de receptores de adesao,
assim como a ativacao das integrinas por citocinas especificas, num processo que
pode ser dividido em adeséo, ativacao, fixacao e diapedese (BUTCHER & PICKER,
1996).

As células T inativas, ao deixarem o timo, guiadas pelas selectinas L-selectina
(CD62L) e CCR7, caem na corrente sanguinea e invariavelmente migram para os
linfonodos, onde sao ativadas por antigenos trazidos dos diferentes tecidos. Uma

vez ativada parte dessas células T se diferencia em células de memoria e passa a
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expressar novas moléculas de superficie, que as permitirdo migrar posteriormente
para os sitios extranodais de onde partiu o estimulo antigénico. Uma dessas
moléculas é a selectina CLA. Trata-se de uma glicoproteina expressa por células T
(CD4 e CD8) ativadas por antigenos trazidos da pele. Possui a capacidade de se
ligar a E-selectina, presente no endotélio das vénulas cutineas (adesao), com o
objetivo de diminuir a velocidade de deslocamento celular para que as integrinas
oLB2 (LFA) e a4p1 (VLA-4), presentes na célula T, sejam ativadas por citocinas
presentes na superficie das células endoteliais (ativacao), e por sua vez possam se
ligar aos receptores endoteliais ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente (fixagao). Tal
processo permite que a célula T migre entdo para a pele (diapedese). Outras
moléculas presentes nos linfécitos T com papel semelhante ao CLA, na facilitagéo
da ligacdo alLB2 (LFA) - ICAM-1, sdo os receptores para quimiocina CCR4' e
CCR10, os quais se ligam as quimiocinas endoteliais CCL17 e CCL27,
respectivamente (SOKOLOWSKA-WOJDYLO, et al, 2005; GIRARDI, HEALD &
WILSON, 2004).

Citocinas pré-inflamatérias, incluindo interferon- e TNF- , tém a
capacidade de atrair linfécitos T para areas de inflamacgao através da inducéao de
expressao de ICAM-1 e VCAM-1 (KRUTMANN, 1998).

Uma vez extravasados para a pele, os linfécitos T utilizam integrinas 1
(11, 21, 5 1) para se ligar a varios receptores da matriz extracelular, tais
como colageno tipo 1, fibronectina, condroitin sulfato e laminina, com o objetivo de
migrar através da derme. A localizacao dos linfécitos T na epiderme, no entanto,
requer a participacdo das ligagbes LFA-1 (linfécito T) + ICAM-1/ ICAM-3

(ceratindcitos); 7 (CD103) (linfécito T) + caderina-E (ceratinécitos); e CCR10

' Até 0 momento 50 ligantes e 20 receptores para citocinas sdo conhecidos. Estruturalmente, os ligantes podem ser divididos
em duas subfamilias, de acordo com a presenca de um aminodcido entre (CXC) ou ao lado (CC) dos residuos de cisteina
N-terminal.
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(linfécitos) + CCL27 (ceratindcitos). E possivel que a molécula LEEP-CAM
(/y"qphocyte endotheli H-epitheli ¥ cell Thesion "‘olecule), expressa nas camadas
epidérmicas suprabasais, também participe desse’processo. Seu ligante no linfécito
T ainda permanece desconhecido (AGACE et al, 2000; HYNES, 1992).

A participagdo de muitas dessas moléculas de adesdo e citocinas no
epidermotropismo observado nos LCCT tem sido avaliada por diversos autores.
FERENCZI e colaboradores (2002) observaram a maior expressao das moléculas
CLA e CCR4 nos linfécitos T circulantes de pacientes portadores de SS (n=13) e MF
com comprometimento do sangue periférico (n=1), quando comparados a pacientes
sadios. A presenca expressiva das moléculas CCL17 (ligante de CCR4), nas células
endoteliais, e CLA e CCR4, nos linfocitos T, das lesdes cutdneas desses pacientes
também foi observada.

FIVENSON e colaboradores (1992) observaram, por sua vez, uma maior
expressao das moléculas E-selectina e ICAM-1 nas lesGes cutaneas de pacientes
com MF.

Com relagéao a integrina aE7 (CD103), DIETZ e colaboradores (1996), ao
avaliarem 35 pacientes (22 com LCCT e 13 com processos inflamatdrios benignos)
concluiram que sua expressdo estd diretamente relacionada ao grau de
epidermotropismo presente tanto nos LCCT quanto nas dermatoses inflamatérias.
SIMONITSCH e colaboradores (1994) relataram resultados semelhantes, no que diz
respeito aos LCCT, ao observarem uma relacdo direta entre o grau de
epidermotropismo e o estagio da doenca, sugerindo que a perda dessa integrina

(CD103) esteja relacionada a um pior prognaéstico.
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2.2 Micose Fungoide

2.2.1 Definicdo

E um LCCT, epidermotrépico, caracterizado pela proliferacdo de linfécitos T
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A forma em placas apresenta-se como lesbes infiliradas, descamativas,
eritematoacastanhadas. A distincdo das lesbes tumorais planas deve ser feita
através de exame histopatolégico. Maculas, continuas as placas ou nao, também
podem ser observadas (CERRONI et al, 2004).

Na fase tumoral, a combinacdo de maculas, placas e tumores é o
freqientemente observado. A presenca exclusiva de lesbes tumorais solitarias, ou
mais comumente, localizadas ou generalizadas, no entanto, pode ser vista
(GERARDI, HEALD & WILSON, 2004).

Além da apresentacao classica descrita anteriormente, quadros distintos
(alguns raros) tém sido observados (Quadro 4). Pacientes que apresentam essas
formas variantes freqlentemente apresentam também lesdes classicas em outras
areas do tegumento. Apesar de no passado, algumas dessas formas terem sido
consideradas como entidades distintas, hoje em dia, sdo tidas como variantes da MF
(ex. parapsoriase em pequenas placas, reticulose pagetdide, pele frouxa
granulomatosa) (CERRONI et al, 2004).

ZACKHEIM & McCALMONT, ao publicarem um artigo de revisao em 2002,
ressaltaram a diversidade morfolégica com que a MF pode se apresentar.
Sugeriram, inclusive, que o titulo de grande imitadora, anteriormente atribuida a
sifilis, seja concedido atualmente a MF. Eles relataram um total de 25 dermatoses
(Quadro 5), cujo diagnéstico de MF so6 foi possivel através dos achados

histopatoldgicos, ja que clinicamente ndo havia nenhuma suspeita prévia.



Quadro 4 MF Variantes clinico-patoldgicas
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MF acantose nigricans-simile

MF angiocentrica/ angiodestrutiva

MF bolhosa (vesicobolhosa)

MF disidrésica

MF eritrodérmica

MF folicular (pilotrépica)

MF granulomatosa

Pele frouxa granulomatosa

MF hipercrémica

MF hipocrébmica

MF ictiose-simile

MF intersticial

MF invisivel

MF mucinosa

MF palmar e plantar

MF com cistos infundibulares eruptivos

MF com mucinose folicular

MF com transformacgéao para grandes células
Reticulose pagetoide (tipo Woringer-Kolopp)
MF papular

Papuloeritroderma de Ofuiji

MF dermatite perioral-simile

MF purpura pigmentar-simile

MF poiquilodérmica (poiquilodermia vascular atréfica)
MF pustulosa

Parapsoriase em pequenas placas

MF siringotrépica

MF solitaria (unilesional)

MF verrucosa/ hiperceratésica

MF zosteriforme

Fonte: CERRONI, L.; GATTER, K.; KERL, H. An illustrated guide to skin lymphoma — 2* ed. Blackwell. Massachusetts — EUA. 2004, p.

186.
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Quadro 5 Dermatoses simuladas pela MF

Dermatose Presenca de outras manifestacdes clinicas de MF
Acantose nigricans Sim
Alopecia Sim/ nao
Erupc¢éo bolhosa Sim
Comeddes e cistos epidérmicos Sim/ nao
Celulite dissecante do couro cabeludo Sim
Disidrose Sim
Eritema anular centrifugo Sim
Eritema multiforme Nao
Gangrena Nao
Ictiose adquirida Nao
Dermatose invisivel Nao
Pé isquémico Nao
Ceratose liquenodide crénica Nao
Necrobiose Sim
Dermatite perioral Sim
Purpura pigmentar Sim/ nao
Pitiriase Alba Nao
Poroceratose Sim/ nao
Psoriase em placas Sim
Pustulose palmoplantar Sim
Pioderma gangrenoso Sim
Sarcoidose Nao
Sarcoma Sim
Erupc¢éo vesicobolhosa Sim
Vitiligo Sim/ nao

Fonte: ZACKHEIM, H.; McCALMONT, T.H. Mycosis fungoides: The great imitator. Journal of the American Academy of Dermatology,
v.47, 1.6, p.914-918, 2002.

A possivel existéncia de linfécitos CD4 com fenétipos distintos, assim como
as diferentes respostas apresentadas por cada paciente frente a esses linfécitos sao
possiveis explicacées, segundo esses mesmos autores, para tentar justificar tal
diversidade morfolégica (ZACKHEIM & McCALMONT, 2002).

O envolvimento extracutaneo na MF é raramente observado e os sitios de
predilecao incluem os linfonodos, os pulmodes, o bago e o figado. A medula 6ssea

comumente se mantém preservada € o comprometimento dos linfonodos, mesmo
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que apenas clinicamente, segundo alguns autores, representa sinal de pior

prognoéstico (CERRONI et al, 2004).

2.2.3- Diagnéstico

O diagnéstico da MF baseia-se fundamentalmente na correlagdo clinico-
patolégica (SANTUCCI et al, 2000).

Apesar dos critérios histopatolégicos especificos para o diagnéstico das
lesbes iniciais da MF ja terem sido estabelecidos (Quadro 6), esses nem sempre
estdo presentes. Os microabscessos de Pautrier/ Darier (colecdo de linfocitos T
malignos ao redor de células de Langerhans), por exemplo, altamente especificos,
sao raramente vistos nessa fase. Além disso, padrdes histologicos distintos, apesar
de infreqUentes, tais como infiltrado superficial perivascular (ndo em faixa),
espongiose acentuada, dermatite de interface com ceratindcitos necréticos,
incontinéncia pigmentar, hiperplasia epidérmica e extravasamento de hemacias

importantes também podem ser observados (CERRONI et al, 2004).

Quadro 6 Critérios histologicos para o diagnostico de MF — estagio inicial

+ Epidérmicos:

Colegéo de linfocitos intraepidérmicos (microabscessos de Pautrier/ Darier)

Linfécitos alinhados ao longo da jungao dermo-epidérmica

Linfocitos intraepidérmicos maiores do que os linfocitos dérmicos

Epidermotropismo desproporcional (linfocitos intraepidérmicos com pouca espongiose).
Linfécitos intraepidérmicos com halo ao redor do nucleo

¢ Dérmicos

e Derme papilar aumentada com pouca fibrose e feixes grosseiros de colageno
e Infiltrado linfocitario liquendide em faixa ou localizado

Fonte: CERRONI L, GATTER K, KERL H. An illustrated guide to skin lymphoma — 2% ed. Blackwell. Massachusetts — EUA.
2004, p.15.
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Segundo LEBOIT e McCALMONT (1997), o diagndstico histolégico da MF na
fase inicial se da principalmente pela presenca de alteracbes estruturais e nao
citologicas. Alteracdes sutis, tais como a presenca de discreto infilirado linfocitario
intraepidérmico, discreta hiperplasia epidérmica psoriasiforme e fibrose papilar séo
0os achados mais comuns, ao contrario da presenca de linfécitos atipicos (células
maiores e com nucleo hipercromatico), a qual é raramente vista.

LISBOA (2001), ao avaliar 9 pacientes concluiu que os critérios mais
relevantes para o diagnostico da MF na fase inicial sdo a presenca de linfocitos
hiperconvolutos na epiderme, linfécitos envoltos por halo e infiltrado dérmico de
células mononucleares com padrao histoldgico variavel e presenga de eosindfilos.

A presencga de microabscesso de Pautrier e Darier e de denso infiltrado em
faixa na derme superficial com predominio de linfocitos pequenos e pleomorfos
caracterizam as lesdes em placa (CERRONI et al, 2004).

Nos tumores, evidencia-se infiltrado denso nodular ou difuso ocupando toda a
derme e freqlientemente envolvendo a hipoderme. O epidermotropismo pode estar
ausente. A presenca de células grandes (>25% do infiltrado), CD 30 positivas ou

nao, representa sinal de mau prognostico (CERRONI e
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de um unico clone de células T (infiltrado monoclonal), ao contrario de quadros
benignos, cujo infiltrado na maioria das vezes é policlonal (DIPPEL, KLEMKE &
GOERDT, 2003).

A imunofenotipagem dos antigenos de superficie celular das lesées cutaneas,
por sua vez, mostra, na maioria dos casos, um infiltrado composto por células CD2+,
CD3+, CD4+, CD5+, CD8- (células T auxiliares maduras). A auséncia dos antigenos
de superficie CD7 e CD26, no entanto, normalmente presentes nos linfocitos T
maduros, sugere o diagnostico de LCCT (KIM et al, 2005; JONES et al, 2001).

Para estimar a probabilidade do diagnéstico da fase inicial de MF, nos casos
onde os achados histopatol6gicos nao se mostrem conclusivos, mas compativeis
com MF, STEVENS e colaboradores (2003) propuseram um sistema de pontuacao
que utiliza como critérios a presenca de: 1- lesbes com morfologia e distribuicdo
classicas; 2- rearranjo genético monoclonal dos receptores de célula T; e 3-
expressao epidérmica difusa do HLA-DR. Consideraram-se como classicas, quanto
a morfologia, as maculas poiquilodérmicas, descamativas e apergaminhadas
(poiquilodermia atrofica vascular), as placas bem definidas, endurecidas e
descamativas e os tumores, e, quanto a distribuicao, as lesées localizadas na regiao
glutea, parte inferior do tronco, parte superior das coxas, parte superior da face
interna dos bragos, regides periaxilares e inframamarias. Dos 138 pacientes
estudados por esses autores, 64 eram portadores de quadros dermatolégicos
benignos ou indeterminados e 74 de MF. Aqueles que obtiveram uma pontuacao
igual ou superior a 3,5 e 4,0 quando avaliados pelo estudo do rearranjo genético dos
receptores de células T ou da expressao epidérmica do HLA-DR, respectivamente,
segundo descricdo do Quadro 7, apresentaram uma associacao significativa com o
diagnéstico histolégico de MF. O fato dos pacientes avaliados pelo estudo da

expressao epidérmica do HLA-DR s6 alcancarem a pontuacdo necessaria para o
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diagnéstico de MF, quando associados a morfologia e nao a distribuicao classica das
lesbes, confere ao estudo do rearranjo genético dos receptores de células T uma
vantagem, ja que o mesmo necessita de apenas um desses dois critérios. Outra
observacado que vale a pena ressaltar € que os pacientes com lesdes de morfologia
e distribuicao classicas e exame histopatoldgico compativel com MF nao necessitam
se submeter a exames complementares, pois esses critérios por si s6 atingem a

pontuagéo necessaria.

Quadro 7 Sistema de pontuacao para estimar a probabilidade do diagnéstico

de MF
Critério diagnostico Pontuagéo' . Pontuagéo' .
(Quando TCR-GR disponivel) (Quando HLA-DR disponivel)
TCR-GR positivo 25 0 -
Morfologia classica 2,0 2,5
Distribuicao classica 1,5 1,5
Expressao do HLA-DR 2,0
Pontuagdo maxima 6,0 6,0

Fonte: STEVENS, S.R. et al. A simple clinical scoring system to improve the sensitivity and standardization of the diagnosis of
mycosis fungoides type cutaneous T-cell lymphoma: Logistic regression of clinical and laboratory data. British Journal of
Dermatology, v.149, p.513-522, 20083.

2.2.4- Estadiamento

O principal objetivo da utilizagdo de esquemas de estadiamento para os
diferentes tumores é a estratificacdo dos pacientes em grupos homogéneos para
que esses grupos possam receber terapias definidas (KASHANI-SABET, McMILLAN
& ZACKHEIM, 2001).

Atualmente, a maioria dos tumores é estadiada de acordo com o esquema
TNM (T=tumor; N=linfonodo e M=metastase). O esquema de estadiamento TNM
mais utilizado para os LCCT é o proposto por BUNN & LAMBERG (1979), elaborado

segundo recomendacdes do Comité de Estadiamento e Classificagdo dos Linfomas
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Cutaneos de Células T (Quadro 8). Esse esquema utiliza como critérios o tipo de
lesdo, o percentual do envolvimento cutédneo, e o comprometimento de linfonodos e
visceras. Apesar de se verificar a presenca de células malignas circulantes no
sangue periférico (células de Sézary) em cada paciente, esse critério ndo é levado

em consideracao. Fazem parte da MF inicial os estagios IA, IB e lIA.

Quadro 8 Estadiamento da MF (TNMB)

T N M
1A 1 0 0
IB 2 0 0
A 1,2 1 0
]3] 3 0,1 0
i 4 0,1 0
IVA 1-4 2,3 0
IVB 1-4 0-3 1

T=pele; N=linfonodos; M=metastase; B=sangue

TO= Apenas suspeita clinica e/ou histolégica

T1= Papulas, placas ou maculas eczematosas acometendo <10% da superficie corporal
T2= Péapulas, placas ou maculas eczematosas acometendo 10% da superficie corporal
T3= Tumor (es)

T4= Eritrodermia

NO= Auséncia de acometimento clinico e histopatoldgico de linfonodos periféricos

N1= Linfonodos periféricos clinicamente anormais com histopatologia negativa para LCCT
N2= Linfonodos periféricos clinicamente normais com histopatologia positiva para LCCT
N3= Linfonodos periféricos clinicamente anormais com histopatologia positiva para LCCT

BO= Células atipicas circulantes ausentes (<5%)
B1= Células atipicas circulantes presentes (>5%)

MO= Auséncia de acometimento visceral
M1= Acometimento visceral por LCCT com confirmagéo histolégica

Fonte: BUNN PA, LAMBERG SI. Report of the committee on staging and classification of cutaneous T-cell lymphomas. Cancer
Treat Rep, v.63, p. 725-728, 1979.

Desde a publicacao do esquema proposto por BUNN & LAMBERG em 1979,
varios estudos tém sido realizados com o intuito de validar um esquema de

estadiamento alternativo. A OMS, por exemplo, propds um novo sistema de
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estadiamento (Quadro 9), assim como a Universidade de Graz (Quadro 10)

(CERRONI et al, 2004).

Quadro 9 Estadiamento da MF segundo a OMS

Estagio

Doenca limitada a pele

Maculas e placas limitadas

Maculas e placas disseminadas

Tumores

Linfonodos aumentados (histologia negativa)

Linfonodos comprometidos (histologia positiva)

Envolvimento visceral

Fonte: CERRONI L, GATTER K, KERL H. An illustrated guide to skin lymphoma — 2* ed. Blackwell. Massachusetts — EUA. 2004, p.10.

Quadro 10 Estadiamento da MF segundo a Universidade de Graz

Estagio
la Maculas < 10 % da superficie corporal
Ib Maculas > 10% da superficie corporal
lla Placas
lib Tumores
lic Eritrodermia
Iid Aspecto de células grandes
]| Envolvimento de linfonodo ou visceral

Fonte: CERRONI L, GATTER K, KERL H. An illustrated guide to skin lymphoma — 2% ed. Blackwell. Massachusetts — EUA. 2004, p.10.

KASHANI-SABET e colaboradores (2001), apds avaliarem 489 pacientes

portadores de LCCT, propuseram duas modificacdes no esquema publicado por

BUNN & LAMBERG (1979): 1- A separacao dos pacientes T2 em pacientes

portadores de lesbes maculosas e pacientes portadores de lesdes em placas, ja que

0s primeiros apresentaram sobrevida semelhante ao grupo controle, fato néao

observado no segundo grupo; e 2- A incorporacdo dos pacientes portadores de
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tumor e eritrodermia num mesmo grupo (lll) por possuirem sobrevida semelhante

(Quadro 11).

Quadro 11 Estadiamento da MF (TNMB modificado)

T N M
1A 1 0 0
IB 2a 0 0
A 1,2a 1 0
B 2b 0,1 0
mA 3 0,1 0
B 4 0,1 0
IVA 1-4 2,3 0
IVB 1-4 0-3 1

T= Pele; N= linfonodos; M= metastase; B= sangue

T1= Maculas e/ou placas acometendo <10% da superficie corporal
T2a= Maculas acometendo 10% da superficie corporal

T2b= Placas acometendo 10% da superficie corporal

T3= Tumor (es)

T4= Eritrodermia ( 80% da superficie corporal)

NO= Auséncia de acometimento clinico e histopatologico de linfonodos periféricos

N1= Linfonodos periféricos clinicamente anormais com histopatologia negativa para LCCT
N2= Linfonodos periféricos clinicamente normais com histopatologia positiva para LCCT
N3= Linfonodos periféricos clinicamente anormais com histopatologia positiva para LCCT

BO= Células atipicas circulantes ausentes (<5%)
B1= Células atipicas circulantes presentes (>5%)

MO= Auséncia de acometimento visceral
M1= Acometimento visceral por LCCT com confirmacgéao histolégica

Fonte: KASHANI-SABET M, McMILLAN A, ZACKHEIM HS. A modified staging classification for cutaneous T-cell lymphoma.
Journal of the American Academy of Dermatology, v.45, n.5, p.700-706, 2001.

2.2.5 Tratamento

2.2.5.1 Consideracoes gerais
Varias opcbes terapéuticas, sistémicas ou direcionadas a pele, estdo

disponiveis para o tratamento da MF (Quadro 12). S&o utilizadas de acordo com o
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estagio da doenca (Quadro 13) e tém como objetivo destruir as células neoplasicas e

induzir no paciente uma resposta imune antitumoral capaz de controlar ou erradicar

a doenca (KIM et al, 2005).

Quadro 12 Opcoes terapéuticas para a MF/SS

Terapia

Mecanismo de acao

Direcionada a pele
Corticosterdéides topicos
Quimioterapia topica (mostarda
nitrogenada, BCNU)
Retindides tépicos (bexaroteno,
tazaroteno)

Imiquimod topico
Fototerapia (UVB, PUVA)
Bomba de elétrons

Apoptose das CT e diminuigao CL
Apoptose das CT

Aciona imunidade antitumoral
Apoptose das CT e diminuigdo CL

Apoptose das CT e diminui¢cdo CL
Apoptose das CT

Bioldgica
Retinéide RXR (bexaroteno)

Retinéide RAR (isotretinoina)
IFN-a e IFN—y

GM-CSF

ECP

Proteina/ toxina da fuséo

Apoptose das CT e inibe producao de IL-
4

Apoptose das CT

Estimulo da IC, inibe produgao das
citocinas Th2 pelas CT e proliferagao das
CT

Aumenta funcdo e nimero das CL
circulantes

Apoptose das CT circulantes; induz
diferenciagcao das CL

Elimina células tumorais CD25+

Outras terapias sistémicas

Quimioterapia citotoxica (MTX, doxil,
gemcitabine, ectoposide, pentostatin)

Transplante de MO, célula tronco

Agentes citotoxicos

Agentes citotéxicos (indugéo), efeito
enxerto contra hospedeiro

Experimental

Anticorpos monoclonais (CD4, CD52,

CD40, CCR4)
Citocinas (IL-12, IL-2, IL-15)

Vacinas

Eliminacdo das células tumorais (CD4,
CD52, CCR4)

Aumento da imunidade celular
antitumoral

TCR e CCR4 como antigenos

CT- células tumorais; GM-CSF- fator estimulador de col6nia de granulécito-mondcito; ECP- fotoférese extra-corpérea; CL-
células de Langerhans; BCNU- bicloroetilnitosurea; MTX- metotrexato; MO- medula 6ssea

Fonte: KIM ,J.E. et al, Imnmunopathogenesis and therapy of cutaneous T cell lymphoma. The Journal of Clinical Investigation,
vol. 115, n.4, p.798-810, 2005.
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Quadro 13 Opcoes terapéuticas segundo os estagios da doenca

. . = = Doenca
Estagio Primeira opcao Segunda opcao refrataria
1A Terapia direcionada a pele
¢ IFNs
« QT t6pica ¢ Retinoides
e Fototerapia e Terapia multipla
IB-UA |e Bomba de elétrons (+/- QT+ agente bioldgico o Terap_las _
agentes bioloaicos em baixas Fototerapia+ agente bioldgico experimentais
dgses) 9 2 agentes biologicos
e Toxina diftérica
Poucos tumores
e Bomba de elétrons localizada
¢ |FN intralesional
¢ QT tépica+ agente bioldgico
B Tumores generalizados * Terapia multipla e Terapias

¢ Toxina diftérica

experimentais
e QT com um agente P

e Bomba de elétrons total
e Toxina diftérica
e Terapia multipla

e PUVA

¢ Retindides

e |IFNs e Terapia multipla e Terapias
WMAB | MTX « Toxina diftérica experimentais

e ECP ¢ QT com um agente

[ ]

Terapia multipla

e Radioterapia adjuvante paliativa
local para doenga extracutanea

e Transplante de MO/ célula tronco

e QT

¢ QT com um agente
WAB |° Terapia multipla
(+ terapia direcionada a pele)

e Terapias
experimentais

QT- quimioterapia; IFN-y interferon gama; MTX- metotrexate; ECP- fotoférese extracorpérea; MO- medula 6ssea
Fonte: KIM, J.E. et al, Inmunopathogenesis and therapy of cutaneous T cell lymphoma. The Journal of Clinical Investigation,
vol. 115, n.4, p.798-810, 2005.

O estadiamento do paciente é, portanto, etapa prévia fundamental. Um exame
fisico completo, com atencdo particular ao tipo de lesdo, a porcentagem do
comprometimento cutdneo e a presenca de hepatospenomegalia e/ou linfadenopatia
periférica, deve ser realizado. Da mesma forma que a avaliacdo do sangue
periférico, através de hemograma completo e pesquisa de células de Sézary (células
convolutas anormais). Caso se observe a presenca de linfadenopatia periférica,
deve-se realizar uma biépsia do linfonodo comprometido, assim como uma avaliacao

dos linfonodos mediastinais, retroperitoniais e pélvicos, através de radiografia de
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térax e tomografia computadorizada de abdome e pelve, respectivamente. A
presenca de células de Sézary em quantidade superior a 5%, por sua vez, indica a
realizacdo de um aspirado de medula éssea (MORISON, 2005; KIM et al, 2005).

Os pacientes com maculas ou placas limitadas a menos de 10% da superficie
corporal (estagio IA) freqglentemente apresentam uma resposta celular normal e
remissdo completa da doenca com a utilizacdo das terapias direcionadas a pele
(Quadro 12), as quais agem, fundamentalmente, induzindo a apoptose das células T
malignas e, no caso dos corticéides topicos e PUVA, promovendo também a
diminuicdo do numero das células de Langerhans epidérmicas, interrompendo assim
a estimulacao crénica das células tumorais (KIM et al, 2005).

Para os pacientes com lesbes mais extensas (estagios IB e I1lIA), os
quimioterapicos tépicos, a fototerapia (UVB e PUVA) e a terapia com bomba de
elétrons, associados ou ndo a baixas doses dos agentes biolégicos, constituem as
opcoes iniciais (Quadro 13) (KIM et al, 2005).

Os agentes bioldgicos atualmente disponiveis para o tratamento da MF
incluem o bexaroteno (retindide para receptor retindico X (RXR)), a isotretinoina
(retinbide para receptor de acido retindico (RAR)), os inteferons e , a
fotoférese extracorpérea (ECP) e a toxina diftérica associada a IL-2 (KIM et al,
2005).

Evidéncias mais recentes apontam para o uso da imunoterapia com multiplos
agentes para tratamento dos pacientes com doenca avancgada (KIM et al, 2005).

Segundo BOUWHUIS e colaboradores (2005), a utilizacao do bexaroteno oral
pode ser benéfica em pacientes com doenca inicial refrataria a outros tratamentos ou
em pacientes com doenca avancada. Eles o utilizaram, como terapia adjuvante, em

associacdo a ECP, na dose de 300-650 mg/dia, em 6 pacientes com MF e SS
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progressivas e tardias, com melhora das lesdes cutaneas apesar da progressao das
lesdes extracutaneas.

Outra associacao que tem se mostrado eficaz nos casos avancados de MF é
aECP e o INF- ou- (SHAPIRO et al, 2002).

A toxina diftérica associada a IL-2, administrada por via endovenosa, também
se mostrou eficaz em 30% dos pacientes tratados. Atua induzindo a apoptose celular
por interrupcdo da sintese protéica. Os efeitos colaterais observados foram
hipotensdo, aumento das transaminases, edema, dispnéia e sintomas gripe-simile
(KIM et al, 2005).

Vacinas utilizando o TCR e o CCR4 como antigeno, assim como anticorpos
monoclonais contra marcadores celulares, tal como o anti-CD4, tém sido testados e

representam possibilidades futuras para o tratamento da MF (KIM et al, 2005).

2.2.5.2 PUVA

2.2.5.2.1 Historico

O uso topico de extratos, sementes e partes de plantas contendo psoraleno
(A"“""i"“ Jus e Psor e % corylifoli 9, associado & exposicdo solar como forma de
tratamento para o vitiligo, por curandeiros egipcios e indianos, data de cerca de
4000 anos atras (HONIGSMANN et al, 2001).

Os primeiros estudos clinicos, no entanto, datam de 1948 e 1953, quando EL
MOFTY e LERNER e colaboradores, respectivamente, utilizaram psoraleno oral e
topico no tratamento do vitiligo.

Em 1974, PARRISH e colaboradores, por sua vez, demonstraram a eficacia

do uso do 8-metoxipsoraleno (8MOP) associado a radiacdo UVA artificial no

tratamento da psoriase. Essa forma de terapia passou entdo a ser denominada
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fotoquimioterapia, sendo atualmente mais conhecida pelo acrénimo PUVA
(Psoraleno + UVA).

Desde entdo varios estudos tém demonstrado a eficacia da fotoquimioterapia
PUVA, a qual representa valiosa opcao terapéutica no tratamento de inimeras
dermatoses.

Os primeiros autores a utilizarem com sucesso a fotoquimioterapia PUVA no
tratamento da MF foram GILCHREST e colaboradores em 1976. Eles trataram nove
pacientes, nao responsivos a tratamentos prévios, com regressdo total em 4
pacientes e melhora em 5. Desde entdo, varios outros estudos tém validado esses
achados iniciais demonstrando taxas de remissao total que variam de 75-100% para
o estagio IA, 47-100% para o estagio IB, 67-83% para o estagio lIA, 40-100% para o
estagio 1IB e 33-100% para o estagio lll. Muitos poucos pacientes no estagio IV

foram tratados exclusivamente com PUVA

2.2.5.2.2 Os psoralenos

Os psoralenos sao furocumarinicos triciclicos que, quando ativados pela
radiacdo UVA, sao capazes de produzir reacOes fototoxicas. Essas reacgdes,
realizada de forma repetitiva e controlada, seriam responsaveis pelo controle das
doencas tratadas por este método (PUVA) (HONIGSMANN et al, 1993).

Atualmente, o 8-metoxipsoraleno (8-MOP, metoxalen) é o psoraleno mais
comumente prescrito, mas, nos paises onde se encontra disponivel, utiliza-se
também o 5-metoxipsoraleno (5-MOP, bergapteno). Sao furocumarinicos lineares,
bifuncionais, ou seja, com duas ligacdes duplas fotoativas. Possuem metabolismo
hepatico e excrecao renal. A interacdo deles com o ADN nuclear tem papel
altamente relevante no mecanismo de agao. Inicialmente, se intercalam na dupla

hélice de ADN, sem a participacao da radiacao UV. Posteriormente, ao entrarem em
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contato com a radiacao UVA, formam adutos ciclobutanos através da unido de cada
ligacdo dupla reativa com uma base pirimidinica, formando assim um crosslink
psoraleno-ADN, o qual tem a capacidade de inibir a replicacdo do ADN e levar a

morte celular (HONIGSMANN et al, 1993).

2.2.5.2.3 As radiacoes ultravioleta

As radiacoes UV sao radiacdes eletromagnéticas, que possuem comprimento
de onda que variam de 10 a 400 nm (1nm=10°m). Podem ser divididas em UV de
comprimento de onda longo [(UVA 1 (380 - 340 nm) e UVA 2 (340 - 310 nm)], médio
[UVB (315 - 280 nm)], e curto [UVC (280 - 200 nm)], ndo se considerando as
radiacbes com comprimento de onda entre 10 e 200 nm que por n&o se propagarem
no ar nao atingem a matéria viva (ENDRES & BREIT, 2001).

Possuem a capacidade de propagar energia a distancia através de feixes de
fétons (pacotes de energia), sendo a energia transportada por cada féton (Efoton)
inversamente proporcional ao comprimento de onda (A) (Efeton= 1240/ A) (ENDRES &
BREIT, 2001; LEITAO & GOMES, 1997).

Por ndo possuirem energia suficiente para promover ionizagao, isto é, a
ejecdo de um elétron orbital, dos elementos quimicos presentes em maior
quantidade na matéria viva, como carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, as
radiacdes ultravioleta sao tidas como radiacbes Nao ionizantes, ao contrario dos
raios X e gama. Na verdade, as radiacOes ultravioleta sao classificadas como
radiacbes excitantes por serem capazes de promover excitacdo, ou seja, 0
transporte de um elétron orbital para um nivel energético superior (érbita mais

externa) (LEITAO & GOMES, 1997).
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As radiacdes ultravioleta estdo distribuidas no espectro eletromagnético de
acordo com o seu comprimento de onda (Figura 1) (KOCHEVAR, PATHAK &
PARRISH, 1993).

Figura 1 O espectro eletromagnético

lonizante N&o ionizante
Raios | Raios-X | Ultravioleta | Luz visivel | Infravermelho

/

UVnovacuo |UVC] UVB JUVA2 JUVA1 | Luz visivel
10 200 280 320 340 400 760 ( nm)

Fonte: KOCHEVAR, |.E.; PATHAK, M.A.; PARRISH, J.A. Photophysics, photochemistry and photobiology. In: FITZPATRICK,
T.B. et al. Dermatology in general medicine. 4. Ed. McGraw-Hill, 1993. p.1621-1638.

Cerca de 7% da energia solar recebida na superficie da terra sdo compostos
pelas radiacées UVA e UVB. A radiacdo UVC nao esta presente por ser filtrada pela

atmosfera (Quadro 14) (KOCHEVAR, PATHAK, PARRISH, 1993).

Quadro 14 Distribuicao da energia solar na superficie terrestre

Superficie terrestre
Espectro
% do total
UVC (<280 nm) 0

UVB (280-320 nm) 0.5
UVA (320-400 nm) 6.3
Visivel (400-700 nm) 38.9
Infravermelho (>700 nm) 54.3

Fonte: KOCHEVAR, |.E.; PATHAK, M.A.; PARRISH, J.A. Photophysics, photochemistry and photobiology. In: FITZPATRICK,
T.B. et al. Dermatology in general medicine. 4. Ed. McGraw-Hill, 1993. p.1621-1638.

O grau de absorcao e penetragao das radiacées UV na pele humana depende
da estrutura das moléculas encontradas ao longo da sua trajetéria, ja que a energia
fotbnica destas radiacbes devera coincidir com a quantidade de energia necessaria

para a ativacdo destas moléculas. Desta forma, um féton mais energético néo
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necessariamente tera maior penetragdo. Fétons de luz visivel, por exemplo, com
energia inferior a 2 eV podem chegar a derme, enquanto que fétons de UVC (Eoton™

5 eV) nao ultrapassam a epiderme (Figura 2) (GARSSEN & van LOVEREN, 2001).

Figura 2 Grau de penetracao das radiacoes opticas na pele humana

Raios | Raios-X | Ultravioleta | Luz visivel | Infravermelho | Ondas de

UVnovacuo | UVC | UVB | UVA | Luz visivel
10 200 280 320 ] 400 ]
(- nm)

760

’
v epiderme
\/_\ —

derme

Pele <

hipoderme

Fonte: GARSSEN J & van LOVEREN H. Effects of ultraviolet exposure on the immune system. Critical reviews in Immunology,
v.21, n.4, p.359-397, 2001.

As etapas do processo pelo qual a radiacao UV promove seus efeitos sobre a
pele incluem (KOCHEVAR, PATHAK, PARRISH, 1993):
1- Absorcéao dos fétons de UV por uma molécula (ex. ADN, melanina, etc.), a
qual recebe o0 nome de croméforo;
2- Ativacao deste croméforo;
3- A transformacdo deste cromo6foro em um fotoproduto (ex. dimeros de

pirimidina como fotoproduto de ADN);
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4- A ativacao de um processo bioquimico por este fotoproduto (ex. estimulo
a sintese protéica);
5- Promocéo de alteracdes celulares (ex. proliferacao);

6- Aparecimento de resposta visivel (ex. eritema, hiperplasia).

As alteracdes cutdneas secundarias a exposicao a radiacado UV incluem o
espessamento da epiderme, a formacdo de eritema e pigmentacao, o
envelhecimento precoce, a fotocarcinogénese, a formacao de vitamina D e as
alteracoes da resposta imune (NORRIS, GANGE & HAWK, 1993), sendo o
envelhecimento cutaneo e a fotocarcinogénese efeitos colaterais tardios observados
mais comumente em pacientes com fototipos | e Il expostos cronicamente a radiacao
UV (MORISON, 2005).

O eritema ocorre por vasodilatacdo de arteriolas, vénulas e capilares,
secundaria a acao de mediadores quimicos tais como histamina, serotonina,
prostaglandinas e bradicinina. E mais evidente 12-16 h apds a exposicdo e regride
em alguns dias. A absorcao direta de fétons de UV pelos vasos sanglineos, apesar
de também provocar vasodilatacdo, ndo parece ter papel importante neste processo
devido a baixa penetracao destas radiacdes na pele e as altas doses necessarias
para que este fenbmeno ocorra. Dor e edema também podem estar presentes
(MORISON, 2005; NORRIS, GANGE & HAWK, 1993).

A pigmentacao da pele, a semelhanca do que ocorre com o eritema, pode
surgir de forma imediata ou tardia. A forma imediata é decorrente da fotooxidacao de
precursores da melanina ja presentes nos melanécitos, enquanto que a forma tardia,
a qual surge 48-72 horas apds a exposicao ao UV, com pico maximo 10-15 dias
apoés, resulta da ativacao ou proliferacdo de melandcitos, do aumento do numero de

melanossomos ou dendritos melanociticos, do aumento da transferéncia de graos de
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2.2.5.2.4 Alteracoes da resposta imune

O estudo dos efeitos da radiacdo eletromagnética nao ionizante, em
particular da radiacao UV, sobre o sistema imunoldgico, constitui, atualmente, campo
de pesquisa especifico, a fotoimunologia (ULLRICH, 1995; KRIPKE, 1984).

Apesar dos varios estudos realizados, os conhecimentos em fotoimunologia
permanecem, em parte, fragmentados e se baseiam principalmente nas alteracoes
observadas in vitro e em animais (KRUTMANN, MORITA, ELMETS, 2001). Mesmo
ja se conhecendo as propriedades antiinflamatéria e imunossupressora da radiagao
UV, ndo se estabeleceu ainda a seqiiéncia exata, as interacdes e todos os
componentes desse processo. A identidade e a localizacdo do(s) croméforo(s)
responsavel (eis) pela absorcao da radiagdao UV e inicio das reacdes &, inclusive,
motivo de controvérsia. Com relacéo a radiacdo UVB, é possivel que tanto o ADN,
quanto o acido urocanico® (UCA) e os lipidios da membrana celular desempenhem
esse papel, através da formacdo de dimeros de pirimidina como fotoproduto de
ADN, da isomerizacao do acido urocanico da sua forma trans em cis (Figura 3) ou da
peroxidacado dos lipidios da membrana celular, respectivamente. A radiacdo UVA,
por sua vez, parece exercer 0s seus efeitos imunomodulatérios através de
mecanismos oxidativos, principalmente através da producido de oxigénio singleto
(KRUTMANN, 1998; ULLRICH, 1995).

Figura 3 acido urocanico- formas trans e cis

COOH H H

dﬁ

trns cis

Fonte: GARSSEN J, van LOVEREN H. Effects of ultraviolet exposure on the immune system. Critical Reviews in Immunology,
v.21, n.4, p.359-397, 2001.

3K A S S o
Acido urocanico — produto da deaminag¢do direta do aminodcido histidina
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Segundo KRUTMANN, MORITA & ELMETS (2001), os efeitos
imunomodulatérios exercidos pela radiacdao UV podem ser resumidos nas alteracdes
1- da producado de mediadores quimicos; 2- da expressao dos receptores celulares e
3- da inducao de apoptose.

Além dos macréfagos, os ceratindcitos também produzem IL-10, quando
estimulados pela radiagcdo UV (UVB e UVAT1), através de um processo dependente
da producao prévia de cis-UCA, prostaglandina E2 (PGE2) e interleucina 4 (IL-4)
(SHREEDHAR et al, 1998). Secundariamente a esse aumento de IL-10, observa-se
uma diminuicao da expressao, pelas células de Langerhans, da molécula de co-
estimulacao B7, necessaria no processo de apresentacao antigénica as células Th1.
Desta forma a capacidade das células de Langerhans apresentarem antigenos as
células Th1 esta diminuida, o que leva a uma menor produgdo de INF-y
(BOONSTRA et al, 2000; KRUTMANN, 1998).

A isomerizacao do acido urocénico, por sua vez, também é capaz de induzir a
producdo de IL-10 por células T CD4+ (HOLAN et al, 1998).

A célula natural killer (NK), importante no desenvolvimento da resposta celular
Th1 pela producdo de IFN—y, também tem a sua proliferacdo diminuida quando
exposta a radiagdo UV, provavelmente por um mecanismo dependente da producao
de dimeros de pirimidina e cis-UCA (DUTHIE, KIMBER & NORVAL, 1999).

O aumento da sintese do fator de necrose tumoral (TNF- ), por
ceratinécitos e mastocitos expostos a radiacdo UV, também é visto. Ocorre
secundariamente a formacao de dimeros de timina e a isomerizacao do &acido
urocéanico, e tem como conseqiiéncia a diminuicdo da apresentacao antigénica pela

deplecao das células de Langerhans (ULLRICH, 1995).
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Outro efeito provocado pela exposicdo a radiacdo UV é a diminuicdo da
expressdao da molécula de adesao intercelular ICAM-1 na superficie de
ceratinécitos, mondcitos e células de Langerhans, provavelmente por um mecanismo
indireto, através da reducgao da producao de citocinas (IFN—y, TNF-B, TNF-a) por
células inflamatérias cutaneas (KRUTMANN, 1998).

Ceratinécitos normais ndo expressam ou expressam pouca quantidade de
ICAM-1 na sua superficie quando comparados aos ceratinécitos alterados por
dermatoses como psoriase, dermatite atopica e micose fungdide (KRUTMANN,
1998). Por atuar como co-receptor para o antigeno de superficie de leucécitos LFA-
1, a molécula ICAM-1 parece desempenhar papel importante na producdo e

manutencdo de diversas respostas imunes e inflamatorias cutaneas. O sucesso
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Durante o processo apoptético observa-se inicialmente a diminuicdo do
volume celular, a vesiculacdo da membrana plasmatica, a vacuolizacao do reticulo
endoplasmatico e a condensagdo da cromatina ao longo da membrana nuclear.
Posteriormente, ocorre a formacao dos corpos apoptéticos (pequenos fragmentos
citoplasmaticos e nucleares vistos na superficie celular como vesiculas ou bolhas),
que se desprendem e sao prontamente fagocitados sem a inducdo da resposta
inflamatéria (GODAR, 1999).

Segundo critérios cinéticos, a apoptose pode ser dividida em imediata (i<
0,5h), intermediaria (t>0,5<4h) e tardia (t>4h). As formas imediata e intermediaria
sao denominadas de morte celular pré-programada, pois ndo ha necessidade de
sintese protéica apés o estimulo apoptético, ao contrario da forma tardia,
denominada de morte celular programada (GODAR, 1999).

Agentes capazes de lesar e conseqlentemente alterar a permeabilidade da
membrana mitocondrial, como, por exemplo, a radiacdo UVA1 e a terapia
fotodinamica (PDT), sdo responsaveis pela inducao da apoptose imediata (GODAR,
1999).

A liberacao para o citosol do fator indutor de apoptose (AlF) e do citocromo C
(Cyto-C), presentes na mitocéndria, faz com que proteases (caspases) responsaveis
pela inducdo da morfologia apoptética através da clivagem das proteinas da lamina
nuclear e do citoesqueleto sejam ativadas. O AIF ativa diretamente a caspase 3
(caspase efetora*), enquanto que o Cyto C necessita primeiramente se associar a
proteina APAF-1 para em seguida ativar a caspase 9 (caspase iniciadora® pds-

mitocondrial) e posteriormente a caspase 3 (Figura 4) (GODAR,1999).

4 - .
Caspase efetora - executa a protedlise de estruturas importantes para a homeostase e reparo celular.
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Figura 4 APOPTOSE IMEDIATA

Apoptose imediata

(t <0,5n)

UVA1 & PDT

Cyto C
+ APAF-1
Caspase 9
v /
Caspase 3
APOPTOSE

Fonte: GODAR DE. Light and death: Photons and apoptosis. Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings,
v.4, p.17-23, 1999.

Deve-se ressaltar que esse processo de liberacdo de AIF e Cyto C pode ser
inibido pela proteina Bcl-2 por sua capacidade de manter a integridade da
membrana mitocondrial. A familia Bcl-2, na verdade, é composta por proteinas que
possuem propriedades anti-apoptéticas (ex. Bcl-2, Bcl-xL) e pré-apoptoticas (ex.
BAX, BAK, BAD, BID) exercidas através da inibicdo ou liberacdo de Cyto C da
mitocondria para o citoplasma, respectivamente. As moléculas anti-apoptéticas sao
proteinas integrantes da membrana mitocondrial, ao contrario das pré-apoptoéticas,
que se localizam no citosol ou no citoesqueleto e se integram a membrana

mitocondrial apds um estimulo apoptoético (HOLTZMAN et al, 2000).

> Caspase iniciadora - conecta os sinais apoptdticos ao programa apoptético celular.
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A forma intermediaria de apoptose, por sua vez, ocorre por ativagcdo de um
receptor apoptotico celular, como, por exemplo, do receptor Fas (FasR), também
denominado CD95 ou APO-1. Exemplos de agentes capazes de induzir a apoptose
intermediaria incluem altas doses da radiacao UVB e UVC. O mecanismo que leva a
ativacao desses receptores ndo é conhecido, mas a alteracdo conformacional ou
fisica da membrana celular é uma possibilidade (ARAGANE et 4, 1998). Apos a
estimulacdo do FasR observa-se o recrutamento da caspase 8° (caspase iniciadora
pré-mitocondrial) pela proteina associada ao Fas com dominio da morte (FADD),
ocorrendo assim a ativacao da caspase 3 de forma direta ou através da clivagem da
proteina Bid (presente na membrana mitocondrial), da formacao do poro mitocondrial
e da liberagcdo de Cyto C (Figura 5). A participacdo mitocondrial nesse processo
depende do estimulo apoptotico e do tipo celular envolvidos. As células hepéticas e
a deficiéncia do fator de crescimento, por exemplo, dependem primordialmente da
disfuncao mitocondrial (GODAR, 1999).

Qutro receptor capaz de induzir, pelo menos parcialmente, a apoptose
intermediaria € o receptor 1 para TNF (TNFR1). Apds a sua ativacao, possivelmente
pelo TNF-a liberado por ceratindcitos expostos a radiacdo UV, observa-se o
recrutamento da proteina associada ao receptor TNF com dominio da morte
(TRADD) e em seguida da proteina FADD que ira ativar a caspase 3 (ARAGANE et
al, 1998).

Com relacao a apoptose tardia, ha dois mecanismos distintos de inducao,
secundarios a lesdo do ADN: 1- ativagcao do fator de transcricdo AP-1; 2- acumulo
intracelular de p53 (GODAR, 1999).

Agentes capazes de lesar o ADN e induzir a ativagdo do fator de transcricao

AP-1 incluem as radiagées UVB, UVA e raio X. Como conseqliéncia, observa-se

® Anteriormente denominada FLICE (FADD-like interleukin-1 -converting enzyme [ICE] )
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uma maior sintese e expressao de FaslL e ativacao da caspase 8 via FADD (Figura
5) (GODAR, 1999).

Figura 5 APOPTOSE INTERMEDIARIA
Apoptose intermediaria

(t>0,5h<4h)

UVB & UVC (altas doses)

X F

Receptores
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/
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Fonte: GODAR DE. Light and death: Photons and apoptosis. Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings,
v.4, p.17-23, 1999.

Ja o acumulo intracelular de p53, observado com o uso das radiacées UVB,
UVC e PUVA, é capaz de promover uma maior expressdao da proteina Bax
(formadora do poro mitocondrial), a inibicdo da expressdo de Bcl-2, uma maior
liberacdo de Cyto C e a inducdo da apoptose imediata, sem a participacao do

processo intermediario (Figura 6). Antes disso, p53 faz com que a célula tente
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reparar o dano ao ADN interrompendo o ciclo celular na fase G1 (ARAGANE et al,

1998).

Figura 6 APOPTOSE TARDIA
Apoptose tardia

(t >4h)
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Fonte: GODAR DE. Light and death: Photons and apoptosis. Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings,

v.4, p.17-23, 1999.

2.2.5.2.6- Aspectos praticos

Nos pacientes nos estagios iniciais (IA, IB e IIA) a terapia PUVA pode ser

aplicada isoladamente de forma idéntica a empregada no tratamento da psoriase.

Administra-se o psoraleno na dose de 0,6 — 0,8 mg/kg (8-MOP) ou 1,2 - 1,8 mg/kg

(5-MOP) duas horas antes da exposicao a radiagcdo UVA, duas a quatro vezes por
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semana segundo o protocolo utilizado. Dois protocolos sdo atualmente empregados,
0 europeu e o americano. As principais diferencas entre eles sdo a determinacéao
das doses iniciais e subseqlientes de UVA e a freqléncia de tratamento
(HONIGSMANN et al, 1993).

Segundo o protocolo americano, a determinacdo das doses iniciais e
subsequientes de UVA se baseiam no fototipo do paciente (Quadro 15 e 16) e a
freqiéncia de tratamento varia de 2 a 3 sessdes por semana. O protocolo europeu,
por sua vez, utiliza como dose inicial a dose fototdxica minima, o eritema cuténeo
como guia para aumento da dose de UVA e uma frequiéncia fixa de quatro vezes por
semana. Por ndo haver evidéncias de superioridade de nenhum dos protocolos com
relacéo ao tratamento dos LCCT, ambos permanecem em uso (HONIGSMANN et al,
1993).

Quadro 15 Determinacao do Fototipo

Fototipo Historia

| Sempre queima, nunca bronzeia

| Sempre queima, as vezes bronzeia

]] As vezes queima, sempre bronzeia

v Nunca queima, sempre bronzeia
\') Pardos
Vi Negros

Fonte: HONIGSMANN, H. et al. Oral photochemotherapy with psoralens and UVA (PUVA): Principles and practice. In:
FITZPATRICK, T.B. et al. Dermatology in general medicine, McGraw-hill, 1993. p.1728-1754.

Quadro 16 Determinacao da dose inicial, subseqliente e maxima de radiacao

UVA (J/cm2)
Fototipo Dose inicial Aumentos Dose maxima
1 0,5 0,5 5
I 1,0 0,5 8
1] 1,5 0,5-1,0 12
v 2,0 1,0 14
\') 2,5 1,0 16
\'| 3,0 1,0-1,5 20

Fonte: MORISON, W.L. PUVA photochemotherapy. In: Wolverton, S.E. Comprehensive dermatologic drug therapy 1% ed.
Saunders. Pennsylvania: Philadelphia. 2001, p.311-325.

HONIGSMANN, H. et al. Oral photochemotherapy with psoralens and UVA (PUVA): Principles and practice. In: FITZPATRICK,
T.B. et al. Dermatology in general medicine, McGraw-hill, 1993. p.1728-1754.
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A exposicao a radiagcao UVA deve ser feita de modo que todo o corpo seja
exposto, inclusive as regides intertriginosas, pela possibilidade da existéncia de
lesbes subclinicas imperceptiveis. A regidao genital masculina deve ser protegida
durante o tratamento fototerapico. WOLFF & HONIGSMANN (1991), no entanto,
nao observaram o desenvolvimento de tumor genital em 32.599 pacientes tratados
com PUVA

Uma vez obtida a regressao clinica das lesdes, inicia-se a terapia de
manutencgao, a qual consiste da diminuicdo progressiva da freqiiéncia de tratamento
até uma sessdo mensal, mantida empiricamente por varios meses ou
indefinidamente (HONIGSMANN et al, 1993).

Os efeitos colaterais da terapia PUVA também ja foram bem documentados
(MORISON, 2001), sendo o fotoenvelhecimento e a carcinogénese o0s mais
preocupantes. O aparecimento de eritema, dor, edema, bolha e prurido, assim como
a intolerancia gastrica ao 8-MOP, sao os efeitos colaterais agudos mais frequientes.
Na MF, em particular, por sua natureza e potencial letal, os beneficios se sobrepdem

aos riscos no que diz respeito ao desenvolvimento dos possiveis efeitos colaterais.

2.2.6 Prognéstico

Varios estudos tém demonstrado que a MF inicial possui evolucéao tipicamente
lenta e que pacientes no estagio IA, tratados adequadamente, possuem sobrevida
média semelhante a populagao controle. Cerca de 10 % de todos os pacientes, no
entanto, evoluem para um estagio mais avangado da doenca, e esses, por sua vez,
apresentam uma sobrevida menor. Mesmo assim, pacientes nos estagios IB e IIA
tém uma sobrevida maior do que 10 anos em cerca de 80% dos casos. Tais

observacdes fundamentam a utilizacido de esquemas terapéuticos adaptados aos
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diferentes estagios da doenca, sem a necessidade do emprego de tratamentos
agressivos como os aplicados aos outros tipos de linfoma (DIPPEL, et al, 2003).

Os mais importantes indicadores clinicos de prognéstico sdo o tipo de lesao
(T), o estagio da doenca, a presenca de doenca extracutdnea e a idade do paciente.
A presenca de eosinofilia periférica e de elevadas taxas de LDH e de células de
Sézary também esta relacionada a um pior prognéstico, assim como as variantes
histolégicas folicular e granulomatosa e a presencga de células CD30+. A presenca
de linfécitos tumorais CD8+, por sua vez, costuma sinalizar uma evolugdo mais
favoravel (KIM et al, 2005).

Com o objetivo de se obter uma melhor previsao da sobrevida dos pacientes
portadores de LCCT, KLEMKE e colaboradores (2005) elaboraram um sistema de
pontuacdo, denominado indice de Gravidade dos LCCT (CTCL-SI) (Quadro 17).
Esses autores avaliaram o comprometimento da pele, linfonodos, sangue periférico e
orgaos internos de 62 pacientes portadores de MF e SS classicas por um periodo

médio de 39 meses. Como resultado demonstraram que pacientes com um CTCL-SI
= 20 obtiveram um progndstico excelente, mas sem significado estatistico na
previsdo da sobrevida e progressao da doenca. Em contrapartida, pacientes com
CTCL-SI =z 60, tiveram uma probabilidade de sobrevida préoxima a 0%. A

probabilidade de sobrevida para os pacientes com CTCL-SI > 20 e < 60, por sua
vez, pOde ser calculada pela equacdo SR5= 124-2 X (CTCL-SI)%, expressa em
meses, sendo SR5 a taxa de sobrevida em 5 anos. O comprometimento do sangue
periférico e dos linfonodos foram os mais importantes fatores de pior prognéstico

demonstrado por esse estudo.
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Quadro 17 indice de Gravidade para os LCCT (MF e SS)

Pele Linfonodo Sa_ngl_Je Visceras
periférico
, Células
[+
Area % | Pontos | Tumor | Pontos Pontos atipicas Pontos Pontos
0 0 0 0 Normal 0 0-99 0 Ausente 0
Aumentado 100- Lo
1-10 3 1 6 sem LCCT 5 1000 5 1 6rgéo 15
11-20 6 2-10 8
21-40 9
Aumentado >
41-60 12 com LCCT 15 >1000 10 6rgao ou 25
>10 10 SS
SE 14
E 15
Soma 1 Soma 2 Soma 3 Soma 4 Soma 5

CTCL-SI (soma 1+2+3+4+5) =

SE- suberitrodérmico E- eritrodérmico
Fonte: KLEMKE, C.D. et al,Prognostic factors and prediction of prognosis by the CTCL Severity Index in mycosis fungoides and
Sézary syndrome. British Journal of Dermatology, v.153, p.118-124, 2005.

2.2.7 O perfil Th1/ Th2

Assim como as células T auxiliares (Th), as doencas dermatoldgicas, de uma
forma geral, também podem ser diferenciadas em Th1 e Th2, segundo o perfil das
citocinas presente em cada uma delas (SAED et al, 1994).

Apesar de nao se conhecer os mecanismos imunolégicos que levam ao
desenvolvimento de uma resposta Th especifica, sabe-se que as células Th1 séo
primariamente responsaveis por mediar as reagdes de hipersensibilidade tardia, tais
como as observadas na dermatite de contato e na psoriase, enquanto que a
resposta Th2 é vista nas doencas parasitarias e reacoes alérgicas, caracterizadas
pela presenca de eosinofilia e altos titulos de anticorpos, principalmente IgE

(VOWELS et al, 1994).
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ASSADULLAH e colaboradores (1996), todavia, chamaram a atencao para o
fato de diversos estudos terem demonstrado perfis de citocina distintos para uma
mesma doenca, e sugeriram a existéncia de um espectro continuo, onde os padroes
classicos Th1 e Th2 representariam os extremos desse espectro.

E de importancia fundamental a participagdo das citocinas ndo sé na
patogénese, mas também no prognéstico dos LCCT, visto que a perda da imunidade
celular (Th1) esta diretamente relacionada a progressao da doenca (SAED et al,
1994).

O fato das células tumorais e reativas, presentes no infilirado celular das
lesbes cuténeas dos LCCT, serem linfécitos T CD4+ e CD8+, respectivamente, no
entanto, dificulta a determinagdo da participacdo de cada uma delas na producéao
das citocinas presentes (ECHCHAKIR et al, 2000).

Desde a publicacdo, em 1994, dos estudos de SAED e colaboradores e de
VOWELS e colaboradores tém se descrito resultados antagbnicos no que diz
respeito a origem e ao perfil das citocinas presente nos LCCT nos seus diferentes
estagios.

Enquanto SAED e colaboradores (1994) observaram o predominio das
citocinas Th1 nas lesbes cutdneas de sete pacientes portadores de MF em placa,
VOWELS e colaboradores (1994) observaram a presenca de IL-4 e IL-5 (Th2) na
maioria dos doze pacientes com MF estudados (3 maculas, 3 placas e 6 tumores),
principalmente nas lesées tumorais.

SAED e colaboradores (1994), contudo, ao avaliarem trés outros pacientes
com SS observaram o predominio das citocinas Th2 tanto na pele quanto no sangue
periférico e, desta forma, sugeriram que as células neoplasicas dos LCCT, na
verdade, poderiam ser Th2, mas por estarem presentes em pequeno nimero nas

lesbes iniciais de MF seriam suprimidas pelas células T reacionais (Th1), fato nao
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observado nos quadros mais avancados, inclusive na SS e nas lesdes tumorais da
MF, onde a quantidade das células tumorais é maior.

Parcialmente de acordo com os achados de VOWELS e colaboradores
(1994), ASADULLAH e colaboradores (1996) observaram o predominio de IL-10,
mas nao de IL-4, nas lesdes cutaneas de 11 pacientes com MF, principalmente nas
placas e tumores. Para justificar a auséncia de IL-4, a qual também ¢é secretada
pelas células Th2, eles sugeriram que a célula produtora poderia ser mondcito,
macréfago, ceratinécito ou até mesmo a prépria célula neoplasica, a qual pertenceria
a um novo tipo de célula Th, descrita como produtora de IL-10 e nao IL-4,
encontrada principalmente no tecido linféide associado a mucosa (MALT).

ECHCHAKIR e colaboradores (2000), por sua vez, avaliaram separadamente
as células T tumorais e reativas, e observaram que as mesmas produziram,
respectivamente, IL-4, IL-6 e IL-10 (Th2) e IFN—y e IL-2 (Th1). Utilizaram como
substrato, no entanto, o sangue periférico de um Unico paciente que evoluiu para
linfoma de células grandes pleomorfo.

Da mesma forma, HARWIX e ZACHMANN (2000) isolaram e avaliaram
clones individuais de células T (n=120) da epiderme, derme e sangue periférico de 4
pacientes com lesdes iniciais de MF (3 maculas e 1 placa). ldentificadas como
células T reativas (ndo pertenciam ao clone dominante), essas células se mostraram
capazes de produzir tanto IFN—y quanto IL-4 e, portanto, ndo possuiam atividade
exclusiva Th1 como descrito por ECHCHAKIR e colaboradores (2000). A
possibilidade de que essas células, em estagios mais avancados, pudessem vir a
exibir um fenétipo Th2, inclusive, também nao pbde ser afastada.

SIGURDSSON e colaboradores (2000) também nao observaram o

predominio Th1 ou Th2 na pele de 6 pacientes com MF (5 placas e 1 tumor), ao
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contrario dos 5 pacientes portadores de SS, por eles avaliados, que exibiram um
padrao Th2.

O comportamento dessas citocinas, Th1 e Th2, diante das diversas opgdes
terapéuticas para a MF foi avaliado por apenas um estudo clinico que utilizou como
forma de tratamento a fotoférese extracorpérea (EPC) (DI RENZO et al, 1997).
Nesse estudo, o aumento de IL-4 (Th2) e a diminuicdo de IFN—y e IL12 (Th1),
observados no sangue periférico de 8 pacientes com MF, estagio IB, antes do
tratamento, retornaram a niveis normais apdés um ano de uso de ECP, quando
comparados ao grupo controle (individuos sadios).

Dois outros estudos (SAED et al, 1994 e TOKURA et al, 2001), in vitro,
também demonstraram que células T malignas (HUT-78) e células mononucleares
provenientes do sangue periférico de dois pacientes com SS, quando tratadas com
8-MOP e UVA, produziram maior quantidade de citocinas Th1 e menor quantidade
de citocinas Th2.

A inexisténcia de um trabalho clinico semelhante ao realizado por DI RENZO
e colaboradores (1997), utilizando PUVA como forma de tratamento, motivou a

realizacdo do presente estudo.



3 Metodologia
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Lactacao

Insuficiéncia hepatica ou renal

Historia de reacao idiossincrasica ao psoraleno

Tratamento especifico para micose fungéide nos ultimos 3 meses.

3.2.2 Ficha cadastral — Registro de dados como sexo, idade, fototipo e exames
complementares.
3.2.3 Administracao da terapia PUVA

Os pacientes receberam 8- metoxipsoraleno (8-MOP) por via oral, na dose
de 0,6 mg/kg/dia, e foram expostos a irradiagdo UVA, 2 horas apods, trés vezes por
semana até o total de 60 sessdes. As doses iniciais, subseqlientes e maximas de
radiacdo UVA de cada sessao foram determinadas pelo fototipo do paciente
(Protocolo americano) (Quadros 15 e 16).

Optou-se por se utilizar o 8-MOP e ndo o 5-MOP por ser entre os dois 0
Unico comercializado no Brasil, sendo o mesmo fornecido gratuitamente aos
pacientes.

Durante o tratamento os pacientes foram orientados a:

1- Expor toda a superficie corpoérea, exceto a regidao genital masculina, e
utilizar protegao ocular, enquanto dentro da unidade fototerapica.

2- Evitar exposicao solar excessiva.

3- Utilizar protecao ocular em caso de exposi¢ao solar até 24 horas apés a

ingestdo da medicacgao.

3.2.4 Avaliacao dos pacientes

Apés inclusao no estudo, os pacientes foram avaliados e acompanhados
segundo o protocolo descrito a seguir:
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Atividade Sessoes de PUVA

1-19 20 21-39 40 41-59 60

Anamnese

Exame dermatologico

Critérios de incluséo e
exclusao

Consentimento informado

Bidpsia de pele

RX de torax

Ultra-som abdominal total e
pélvico

Pesquisa de células de Sézary

CD4, CD8, CD7, CLA, IFN—y,
IL-4

Hemograma completo

Uréia

Creatinina

TGO

TGP

Fosfatase alcalina

Bilirrubina total

Bilirrubina direta

Bilirrubina indireta

Gama GT

Albumina

XXX XXX X|[X|X|X]|X|X
XXX XXX X|[X|X|X]|X|X

TAP

X IXIX|IXIX|X|X|IX[|X|X[X]|X[|X| X |[X| X [ X|X|X| X [X|X|©

Exame oftalmolégico

XOIX[X|IX|X|X[|X[X|X[X|X[X|X|X]| X |X

Administracdo da Terapia
PUVA

3.2.4.1 Avaliacao clinica

Os pacientes foram submetidos a exame clinico apés a 20°, 40" e 60° sessdes de
PUVA (7" e 14’ semanas do inicio e ao término do estudo, respectivamente) no Setor
de Fotodermatologia do Servico de Métodos Especiais (SME) do HUCFF-UFRJ, e a

resposta terapéutica mensurada da seguinte forma:




51

¢ Remissao completa - desaparecimento de todas as lesdes.
e Remissao parcial — qualquer melhora inferior a remissao completa.
e Auséncia de melhora - manutencéo das lesées iniciais.

¢ Progressao da doenca — aparecimento de lesdes novas.

Fonte: KIM et al. Clinical characteristics and long-term outcome of patients with generalized patch and/or plaque (T2) mycosis
fungoides. Archives of Dermatology, v.135, p.26-32, 1999.

3.2.4.2 Coleta e armazenamento das bidpsias de pele e do sangue periférico
As biopsias de pele foram realizadas utilizando-se punch de 6 mm de

didmetro e o sangue coletado por puncao venosa periférica, obtendo-se 10 ml em
tubos contendo EDTA, nos seguintes tempos de tratamento:

ZERO — PACIENTE VIRGEM DE TRATAMENTO
60 SESSOES (20 SEMANAS APOS O INiCIO DA TERAPIA PUVA)

Durante a coleta dos dados, as células mononucleares do sangue periférico e
as biépsias de pele foram armazenadas em nitrogénio liquido no Banco de Células
do Rio de Janeiro e posteriormente preparadas para as diferentes anélises
propostas.

As bidpsias de pele foram realizadas na mesma area, sendo a 2° localizada a

05cmdai’.

3.2.4.3 Citometria de fluxo

As células mononucleares do sangue obtidas em gradiente de Ficoll foram
cultivadas a uma densidade de 2x10° células/ml em placa de 24 pogos por 5 hs com
meio contendo 20 nM de PMA (forbol éster miristato — Sigma Chemical Co, MO,
Estados Unidos) 2 uM de lonomicina (Sigma Chemical Co, MO, Estados Unidos) e 3
UM de monensina (Sigma Chemical Co, MO, Estados Unidos) em estufa de CO, a

37°C.
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As células provenientes da cultura descrita acima foram incubadas em placas
de 96 pocos, fundo U (Corning, NY, Estados Unidos) por 10 minutos com meio
DMEM contendo 2% de soro AB humano. Depois fixadas em solucdo de
paraformaldeido 2% (Sigma Chemical Co, MO, Estados Unidos) por 5 minutos a
37°C. Lavadas com PBS e incubadas por 30 minutos, na auséncia de luz, com 10pl
de saponina 0,3% (Sigma Chemical Co,MO, Estados Unidos) e os anticorpos
indicados. A lavagem é feita em saponina 0,3% e as células ressuspensas em PBS
para a leitura no citdmetro de fluxo, utilizando-se o softw e Cell Quest (BD,

Califérnia, Estados Unidos), conforme grafico ilustrativo.

3.2.4.4 Grupo controle
Utilizou-se como controle o sangue periférico de seis individuos sadios com
faixa etaria (43-82 anos) e idade média (62,8 anos) compativeis com os pacientes

estudados.
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As técnicas de coleta, armazenamento e processamento foram realizadas de
forma idéntica nos dois grupos para que os resultados ndo sofressem influéncia

dessas variaveis.

3.2.4.5 Imunohistoquimica

As amostras de tecido (pele) foram congeladas em Tissue-Tek® OCT (Sakura
Finetec Europe, NL).

Cortes de 4u de espessura foram posteriormente montados em laminas
silanizadas, para aumentar a aderéncia, e imediatamente fixados em acetona por 10
segundos em temperatura ambiente no Servigo de Anatomia Patolégica de HUCFF-
UFRJ. As marcacobes para CD4, CD8, CLA, CD7, IFN- e IL-4 foram realizadas como

descrito a seguir:

Os cortes foram circulados por uma caneta hidrofébica (Dako) e incubados
com os anticorpos previamente diluidos em uma solucdo de PBS-TWEEN20 A
0,02% (cloreto de sédio 8,17g, fosfato de s6dio monobasico 0,36g, fosfato de sddio
bibasico 1,05¢g, 4gua destilada 1L, TWEEN 20 200uL, pH 7.6) + BSA a 1% (Sigma).
Apbés uma hora de reacdao em temperatura ambiente foi aplicado o kit LSAB +
System AP (Dako), sendo que ao fim de cada etapa as laminas foram lavadas em
tampao PBS-TWEEN20. Foi adicionado a seguir o cromdgeno Pe(" ‘nent Red
(Dako) por 3 a 5 minutos. Posteriormente, as laminas foram Iavada;s em agua
destilada, contracoradas em hematoxilina de Harris, azuladas em agua corrente,

secas e montadas com goma de Damar (Proquimios) para fixacao das laminulas.
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Todas as marcacdes foram feitas por Anticorpos Laboratério, situado a Rua
Miguel de Frias, 77/1009 — Niter6i — Rio de Janeiro; telefone: 2704-4488; site:

www.anticorpos.com.br.

3.2.5 Anticorpos

Para citometria de fluxo foram utilizados os seguintes anticorpos:
anti-IL-4 FITC, anti-IFN- FITC, anti-CD4 PE e anti-CD8 CY

Para imunohistoquimica foram utilizados os seguintes anticorpos, nas
diluicbes preconizadas pelos fabricantes, ap6s testagem e titulacdo em bidpsias de
linfonodo controle:
anti-CD4 biotina, clone 4B12, diluicdo 1:50, BioGenex, California, Estados Unidos
anti-CD8 biotina, clone C8/144B, diluicao 1:50, Dako, Copenhagen, Dinamarca
anti-CD7biotina, clone CBC.37, diluicdo 1:50, Dako, Copenhagen, Dinamarca
anti-CLA purificado, clone HECA-452, diluicdo 1:50, B&D Pharmingen, Calif6rnia,
Estados Unidos
anti-IFN- purificado, clone 25723, diluicao 1:25, R&D systems, Minnesota, Estados
Unidos
anti-IL4 purificado, clone 3007.11, diluicao 1:30, R&D systems, Minnesota, Estados

Unidos

3.2.6 - Analise qualitativa das células da pele
Apos a realizagdo da técnica de imunohistoquimica, procedeu-se 0 exame
microscépico dos cortes histoldgicos no Servico de Anatomia Patolégica do HUCFF-

UFRJ, com o objetivo de se identificar, na epiderme e derme, a presenca de células
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4.1 Casuistica:

Obedecendo-se o0s procedimentos pré-estabelecidos, de acordo com a

metodologia estipulada, observaram-se o0s seguintes aspectos e caracteristicas,

devidamente sumarizados e registrados nas tabelas e graficos que se seguem.

Dos sete pacientes estudados, quatro eram do sexo masculino e trés do sexo

feminino. A idade média observada foi 63,14 anos (35-78 anos) (Tabela 1).

Tabela 1 Distribuicao por idade e sexo

Paciente Idade
(anos)

Sexo

72

35

62

78

69

63

Nioj oW ND|—

63

SIS |

A dose acumulada de UVA variou entre 249,5 e 617, sendo esses dois

extremos pertencentes ao menor e maior fototipo, respectivamente. Todos os

pacientes apresentaram remissao das lesées, sendo cinco de forma total e dois de

forma parcial (Figuras 7-10), sem relacdo com o estagio da doenca (Tabela 2).



Tabela 2 Distribuicao por estagio da doenca, dose acumulada de UVA e
resposta ao tratamento

Dose
PRCENe | Ny | Fototipo | e | oo
(J/Cm2)
1 B Vv 344 Eﬁ[ﬂ;zﬁ;
2 B \, 378 o
3 B Vv 316 Rg;‘;j‘"
4 IA Il 249,5 o
5 B VI 617 o
6 IA I 298 e
7 B W 465 o

Figura 7 Paciente 4 pré-tratamento. Placa Figura 8 Paciente 4 po6s-tratamento. Regressao
eritematosa e milios na face. parcial da leséo.
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Figura 9 Paciente 5 pré-tratamento. Placas Figura 10 Paciente 5 pos-tratamento.
eritematohipocrémicas, descamativas e Regressao total das lesées.
maculas hipocrémicas no dorso

4.2 Analise das subpopulacoes de linfécitos T CD4 e CD8

4.2.1. Analise da subpopulacao CD4 na epiderme
Trés dos seis pacientes avaliados se mostraram positivos antes do tratamento
e negativos apés. Os outros trés pacientes foram negativos antes e apés as 60

sessdes de PUVA. Raras células CD4+ foram encontradas nesse compartimento.

4.2.2 Analise da subpopulacao CD4 na derme

Dos seis pacientes avaliados, quatro se mostraram positivos antes do
tratamento (Tabela 3 e Figura 11). Desses quatro pacientes, trés também eram
positivos na epiderme. Apds o tratamento, observou-se, uma reducao importante,
com o desaparecimento total dessas células nos quatro pacientes (Tabela 3). Os
dois pacientes nos quais nao se conseguiu evidenciar a presenca de células CD4+

antes do tratamento, passaram a expressa-las apos as 60 sessdes de PUVA (Tabela

3).
Tabela 3 Analise semiquantitativa das células CD4 na derme, antes e apds tratamento
PACIENTE 1 2 3 5 6 7
CD4 PRE (cels/mm) +++ +++ - +++ - +++
CD4 POS (cels/mm) - - ++ - + -




Figura 11 Fotomicrografia de células marcadas pelo anticorpo anti-CD4 na derme.
(Obj. A-10x e B-40x)
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4.2.3 Analise da subpopulacao CD4 no sangue periférico

Com relacdo a variacao individual da percentagem das células CD4,
avaliadas por citometria de fluxo, observou-se que apds 60 sessdes de PUVA os
valores pré-tratamento aumentaram em trés pacientes, diminuiram em dois e se
mantiveram em dois (Tabela 4 e Grafico 1). A média desses valores, no entanto,
nao apresentou variacao significativa pelo teste t-Student pareado (p>0,05) (Grafico

2).

Tabela 4 Percentagem das células CD4 no sangue periférico, antes e apds tratamento

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
CD4 PRE (%) 43,36 38,43 35,55 44,46 38,21 46,88 44,92
CD4 POS (%) 52,2 46,24 34 40 46,34 48,11 32,71

60
50 + . _—
°g 30 +
(&)
20 +
10 —+
0 | |
PRE POS

Grafico 1 Variacéao individual das células CD4 no sangue periférico pré e pés PUVA. Percentual
de celulas CD4 presentes no sangue periférico, determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e
apés (POS) 60 sessbes de PUVA. Cada simbolo representa um paciente individual. As linhas foram
colocadas para facilitar a visualizagdo das variagées pos-tratamento.

* Os dados referentes aos itens 4.2.3, 4.2.6, 4.5.3, 4.5.3.1, 4.5.3.2, 4.5.6, 4.5.6.1 € 4.5.6.2, expostos nas tabelas e graficos de
linha, sdo exatamente os mesmos. As tabelas séo utilizadas com maior freqliéncia em estudos clinicos e permitem uma melhor
visualizagdo das variagdes individuais. Os graficos de linha, por sua vez, permitem uma melhor visualizagdo das modificagdes
do grupo como um todo.
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CD4

L] L]
Pré Po6s

Grafico 2 Variacao da média das células CD4 no sangue periférico pré e pés PUVA. Médias do
percentual de células CD4 presentes no sangue periférico, determinadas por citometria de fluxo,
antes (PRE) e apos (POS) 60 sessdes de PUVA. As barras representam as medias e as linhas em
formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores PRE e POS-tratamento se mostrou néo
significativa (p>0,05).

4.2.4 Analise da subpopulacao CD8 na epiderme

Todos os seis pacientes avaliados se mostraram negativos antes e apds o

tratamento.

4.2.5 Analise da subpopulacao CD8 na derme

Apenas um dos seis pacientes apresentou, na avaliagao pré-tratamento, raras
células CD8+ na derme (Figura 12), as quais desapareceram com o tratamento
(Tabela 5). Todos os outros cinco pacientes eram CD8- no pré-tratamento e assim

se mantiveram apos as 60 sessdes de PUVA (Tabela 5).

Tabela 5 Analise semiquantitativa das células CD8 na derme, antes e apds tratamento

PACIENTE

1

2

3

5

6

7

CD8 PRE (cels/mm)

+

CD8 POS (cels/mm)
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Figura 12 Fotomicrografia de células marcadas pelo anticorpo
anti-CD8 na derme (Obj.100x)

4.2.6 Analise da subpopulacao CD8 no sangue periférico

A percentagem das células CD8, por sua vez, apés o tratamento, aumentou
em dois pacientes, se manteve em um e diminuiu em quatro, quando comparada aos
valores pré-tratamento (Tabela 6 e Grafico 3). A média desses valores, contudo,
permaneceu praticamente inalterada apds o tratamento (Teste T Student pareado)

(p>0,05) (Gréfico 4).

Tabela 6 Percentagem das células CD8 no sangue periférico, antes e apos tratamento
PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7

CD8 PRE (%) 32,93 24,78 16,17 26,84 22,05 11,58 22,79
CD8 POS (%) 27,33 17,66 24,74 29,59 15,04 7,23 37,52
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10 + ‘\-~\\\\\\\*

0 i |
PRE POS

Grafico 3 Variacao individual das células CD8 no sangue periférico pré e pés PUVA. Percentual
de celulas CD8 presentes no sangue periférico, determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e
apés (POS) 60 sessbes de PUVA. Cada simbolo representa um paciente individual. As linhas foram
colocadas para facilitar a visualizagdo das variagdes pos-tratamento.

CD8

Pré Po6s

Grafico 4 Variacao da média das células CD8 no sangue periférico pré e pés PUVA. Médias do
percentual de células CD8 presentes no sangue periférico, determinadas por citometria de fluxo,
antes (PRE) e apos (POS) 60 sesstes de PUVA. As barras representam as médias e as linhas em
formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores PRE e POS-tratamento se mostrou nao
significativa (p > 0,05).
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4.2.7 Anadlise da relacao CD4/CD8 na epiderme

A analise da relagdo CD4/CD8, antes do tratamento, demonstrou a presenca
exclusiva dos linfocitos T CD4 na epiderme de trés pacientes. Nos trés outros
pacientes, no entanto, ndo se conseguiu detectar a presenca de células CD4 ou
CD8. Apos o tratamento, tanto as células CD4 quanto CD8 estavam ausentes em

todos os seis pacientes.

4.2.8 Analise da relacao CD4/CD8 na derme

Observou-se o predominio das células CD4 antes do tratamento. Na analise
pos-tratamento, observou-se uma reducdo total das células CD8 e parcial das
células CD4. Alguns pacientes, que nao apresentavam células CD4 no pré-

tratamento, passaram a expressa-las no pos-tratamento (Tabelas 3 e 5).

4.2.9 Analise da relacao CD4/CD8 no sangue periférico
As médias da percentagem de células CD4 e CD8 mostraram o predominio
das células CD4 pré-tratamento e se mantiveram praticamente inalteradas ap6s o

tratamento (Tabela 7 e Grafico 5).

Tabela 7- Percentagem das médias das células CD4 e CD8, antes e apos tratamento
MARCADOR MEDIA PRE MEDIA POS

CD4 (%) 41,69 42,8
CD8 (%) 22,45 22,73
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CD4/CD8
5a

44

3 -

CD4/CD8

24

14

L) L]
Pré Pés

Grafico 5 Variacao da relacdo das médias das células CD4 e CD8 no sangue periférico pré e
pos PUVA. Variagdo da relagdo das meédias das celulas CD4 e CD8 presentes no sangue periférico,
determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e ap6s (POS) 60 sessbées de PUVA. As barras
representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores pré
e pos-tratamento se mostrou ndo significativa (p > 0,05).

4.3 Analise da subpopulacao CD7

4.3.1 Analise da subpopulacao CD7 na epiderme

Dos trés pacientes que se mostraram positivos para CD4 na epiderme, antes
do tratamento, apenas um apresentou positividade para CD7, com raras células
presentes, demonstrando que nesses pacientes o infiltrado presente era composto
principalmente por células CD7-. Os outros trés pacientes que foram negativos para
CD4 e CD8 também o foram para CD7. No pos-tratamento, todos os pacientes foram

negativos para CD7, assim como para CD4 e CD8.

4.3.2 Analise da subpopulacao CD7 na derme

A analise qualitativa da subpopulacdo CD7 demonstrou um comportamento
idéntico ao da subpopulacdo CD4, ou seja, 0s mesmos quatro pacientes que eram
CD4 positivos antes do tratamento eram também CD7 positivos (Figura 13), assim
como os dois pacientes que eram CD4 negativos também se mostraram CD7

negativos. No pés-tratamento observou-se o0 mesmo. Os quatro pacientes CD4
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positivos no pré-tratamento e que se tornaram negativos apdés as 60 sessdes de
PUVA também se tornaram CD7 negativos. Os dois pacientes que eram CD4
negativos antes do tratamento e CD4 positivos apds também eram CD7 negativos
antes e positivos apdés. A andlise semiquantitativa, por sua vez, demonstrou de
forma semelhante as células CD4, uma diminuicdo importante apds o tratamento

(Tabela 8).

Tabela 8 Analise semiquantitativa das células CD7 na derme, antes e apds tratamento

PACIENTE

1

2

3

5

6

7

CD7 PRE (cels/mm)

+++

++

+

++

CD7 POS (cels/mm)

+

++

Figura 13 Fotomicrografia de células marcadas pelo
anticorpo anti-CD7 na derme (Obj. 40x).
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4.4 Analise das células CLA+

4.4.1 Analise das células CLA+ na epiderme

Quatro dos seis pacientes avaliados se mostraram positivos para o CLA
(Figura 14), sendo dois de forma intensa. Trés dos quatro pacientes eram CD4+. O
outro paciente era CD4-CD8-. Na avaliagdo pos-tratamento todos esses quatro
pacientes se tornaram CLA negativos. No entanto, um outro Unico paciente (CD4-
CD8-), que tinha se mostrado negativo para CLA pré-tratamento, apresentou

positividade no pés-tratamento.

4.4.2 Analise das células CLA+ na derme

Antes do tratamento, cinco dos seis pacientes estudados eram CLA positivos
(Figura 15). Ap6s o tratamento, observou-se uma redugdo importante dessas
células, sendo que quatro dos cinco pacientes se tornaram CLA negativos. Um Unico
paciente se manteve CLA positivo apds o tratamento (Tabela 9). O Unico paciente
que nao expressava o antigeno CLA antes do tratamento foi o que teve resposta
clinica parcial. Apés o tratamento, no entanto, esse mesmo paciente passou a

expressar células CLA positivas (Tabela 9).

Tabela 9 Analise semiquantitativa das células CLA na derme, antes e apds tratamento
PACIENTE 1 2 3 5 6 7

CLA PRE (cels/mm) e+ 4+ - ++ + 4t
CLA POS (cels/mm) - - ++ - +




Figura 14 Fotomicrografia de células marcadas
pelo anticorpo anti-cla na epiderme (Obj. A-10x
e B-40X).
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Figura 15 Fotomicrografias de células marcadas pelo
anticorpo anti-cla na derme (Obj. A- x10, B- x40 e C-
células endoteliais x40).
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4.5 Estudo do fenétipo funcional

4.5.1 Analise das células produtoras de IFN-y na epiderme
Todos os pacientes se mostraram negativos para células produtoras de IFN—y

antes e apds o tratamento.

4.5.2 Analise das células produtoras de IFN-y na derme

A presenca de células produtoras de IFN—y foi observada, antes do
tratamento, em quatro dos seis pacientes avaliados, as quais apresentavam
morfologia dendritica (Figura 16). Apds o tratamento todos os pacientes se tornaram
negativos (Tabela 10).

Tabela 10 Analise semiquantitativa das células produtoras de IFN-y na derme, antes e apés

tratamento
PACIENTE 1 2 3 5 6 7
IFN-y PRE (cels/mm) + - ++ ++ - ++
IFN-y POS (cels/mm) - - - : - .

Figura 16 Fotomicrografia de células com
morfologia dendritica marcadas pelo anticorpo
anti-IFN-g na derme (Obj.40x)
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4.5.3 Analise dos linfécitos produtores de IFN-y no sangue periférico

A avaliacao individual pés-tratamento da percentagem de linfécitos produtores
de IFN-y demonstrou que os valores pré-tratamento diminuiram em quatro
pacientes, se mantiveram em dois e aumentaram em um (Tabela 11 e Grafico 6).
Uma diminuicdo da média dos valores pré-tratamento também foi observada, porém
sem significado estatistico (Teste t-Student pareado) (p >0,05) (Gréfico 7).

Os dados do grupo controle podem ser vistos na Tabela 12 e se assemelham

aos pacientes em estudo pré-tratamento.

Tabela 11 Percentagem de linfocitos produtores de IFN-y no sangue periférico, antes e apos

tratamento
PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
IFN—y PRE (%) 10,17 1,73 1,15 5,83 6,39 5,48 2,55
[FN—y POS (%) 3,45 2,68 5,58 5,52 0,76 1,32 0,36

Tabela 12 Percentagem de linfocitos produtores de IFN-y no sangue periférico do grupo

controle
PACIENTE 1 2 3 4 5 6
IFN—y (%) 7,82 5,86 9,44 6,44 2,94 6,28
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Grafico 6 Variacao individual de linfocitos produtores de IFN—y no sangue periférico pré e pos
PUVA Percentual de linfocitos produtores de IFN-y presentes no sangue periférico, determinado por
citometria de fluxo, antes (PRE) e apds (POS) 60 sessdes de PUVA. Cada simbolo representa um
paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizacdo das variagées pos-
tratamento. Os dados mostrados referem-se a producéo de IFN—y pela populagao de linfocitos.

Grafico 7 Variacdo da média dos linfocitos produtores de IFN-y no sangue periférico pré e pos
PUVA. Médias do percentual de linfocitos produtores de IFN—y presentes no sangue periférico,
determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e apds (POS) 60 sessdes de PUVA. As barras
representam as medias e as linhas em formato de T o desvio padréo. A diferenga entre os valores
PRE e POS-tratamento se mostrou néo significativa (p > 0,05).

4.5.3.1 Anadlise do percentual de células CD4 produtoras de IFN-y no sangue
periférico
A percentagem de células CD4 produtoras de IFN—y, apds o tratamento, se

mostrou diminuida em quatro pacientes, mantida em um e aumentada em dois, em
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relacao aos valores pré-tratamento (Tabela 13 e Grafico 8). A média dos valores pré
e poés-tratamento também diminuiu, porém sem significado estatistico (Teste t-

Student pareado) (p > 0,05) (Grafico 9).

Tabela 13 Percentagem das células CD4 produtoras de IFN-y no sangue periférico, antes e
apos tratamento

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
CD4/ IFN—y PRE (%) | 5,58 1,2 1,43 12,13 7,7 5,27 3,66
CD4/ IFN—y POS (%) 5,3 3,4 5,14 9,61 0,54 1,81 0,56
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Grafico 8 Variacao individual das células CD4 produtoras de IFN-y no sangue periférico pré e
pés PUVA. Percentual de células CD4 produtoras de IFN-y presentes no sangue periférico,
determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e apos (POS) 60 sessbtes de PUVA. Cada simbolo
representa um paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizagdo das
variagoes poés-tratamento. Os dados mostrados correspondem ao percentual de células produtoras de
IFN—y dentro da populagdo CD4
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Grafico 9 - Variacdo da média das células CD4 produtoras de IFN-y no sangue periférico pré e
pos PUVA. Medias do percentual de células CD4 produtoras de IFN-y presentes no sangue
periférico, determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e apés (POS) 60 sessdes de PUVA. As
barras representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os
valores pré e pds-tratamento se mostrou néo significativa (p > 0,05).

4.5.3.2 Andlise do percentual de células CD8 produtoras de IFN-y no sangue
periférico

A percentagem das células CD8 produtoras de IFN—y, por sua vez, aumentou
em trés pacientes e diminuiu em quatro apds o tratamento (Tabela 14 e Gréfico 10).
A média desses valores apds o tratamento apresentou uma diminuigdo, porém sem

valor estatistico (Teste t-Student pareado) (p > 0,05) (Grafico 11).

Tabela 14 Percentagem das células CD8 produtoras de IFN-y no sangue periférico, antes e
apos tratamento

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7

CD8/ IFN—y PRE (%) | 15,12 4,2 2,28 2,98 1429 | 18,11 5,08

CD8/ IFN—yPOS (%)| 8,33 10,15 13,86 8,18 2,88 1,91 0,58
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Grafico 10 Variacao individual das células CD8 produtoras de IFN—y no sangue periférico pré e
pos PUVA. Percentual de células CD8 produtoras de IFN-y presentes no sangue periférico,
determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e ap6s (POS) 60 sessbdes de PUVA. Cada simbolo
representa um paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizacdo das
variagoes pds-tratamento. Os dados mostrados correspondem ao percentual de células produtoras de
IFN—y dentro da populagéao CD8.

Grafico 11 Variacao da média das células CD8 produtoras de IFN—y no sangue periférico pré e
pos PUVA. Medias do percentual de células CD8 produtoras de IFN-y presentes no sangue
periférico, determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e apés (POS) 60 sessdes de PUVA. As
barras representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os
valores pré e pds-tratamento se mostrou néo significativa (p > 0,05).
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4.5.4 Analise produtoras de IL-4 na epiderme

Todos ntes avaliados ndo apresentaram células produtoras de

IL-4, na epi ou apods o tratamento.

las produtoras de IL-4 na derme
ré-tratamento, todos o0s seis pacientes nao apresentaram
IL-4. No entanto, um paciente passou a expressa-las apos as

60 s (Figura 17), porém de forma rara (Tabela 15).

iquantitativa das células produtoras de IL-4 na derme, antes e apos
tratamento

1 2 3 5 6 7

- - + - -
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4.5.6 Analise dos linfécitos produtores de IL-4 no sangue periférico

Na avaliagcdo pdés-tratamento, observou-se que a percentagem de linfocitos
produtoras de IL-4 aumentou em um paciente, manteve-se praticamente inalterada
em cinco e diminuiu em um (Tabela 16 e Grafico 12). A média dos valores pré e pés-
tratamento também n&o sofreu alteracao significativa (Teste t-Student pareado) (p >
0,05) (Grafico 13).

Dados do grupo controle podem ser vistos na Tabela 17 e sdo semelhantes

aos valores dos pacientes estudados.

Tabela 16 Percentagem de linfocitos produtores de IL-4 no sangue periférico, antes e apos

tratamento
PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
IL-4 PRE (%) 0,32 0,91 0,17 5,05 0,28 0,18 0,78
IL-4 POS (%) 0,27 4,01 0,73 0,7 0,97 0,15 0,2

Tabela 17 Percentagem de linfécitos produtores de IL-4 no sangue periférico do grupo
controle

PACIENTE 1 2 3 4 5 6
IL-4 (%) 0,19 0,78 1,74 0,25 0,78 4,38
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Grafico 12 Variacao individual linfocitos produtores de IL-4 no sangue periférico pré e pos
PUVA. Percentual de linfocitos produtores de IL-4 presentes no sangue periférico, determinado por
citometria de fluxo, antes (PRE) e apés (POS) 60 sessdes de PUVA. Cada simbolo representa um
paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizagdo das variagées pos-
tratamento. Os dados mostrados referem-se a produgéo de IL-4 pela populagao de linfocitos

Grafico 13 Variacdao da média dos linfocitos produtores de IL-4 no sangue periférico pré e pos
PUVA. Médias do percentual de linfocitos produtores de IL-4 presentes no sangue periférico,
determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e ap6s (POS) 60 sessées de PUVA. As barras
representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores pré
e pos-tratamento se mostrou néo significativa (p > 0,05).



79

4.5.6.1 Analise do percentual de células CD4 produtoras de IL-4 no sangue
periférico

Com relacédo as células CD4 produtoras de IL-4, observou-se que 0s
valores pré-tratamento aumentaram em dois pacientes, diminuiram em um e se
mantiveram em quatro (Tabela 18 e Grafico 14). A variacao das médias pré e pos-
tratamento também foi discreta e sem valor estatistico (Teste t-Student pareado) (p >

0,05) (Grafico 15).

Tabela 18 Percentagem das células CD4 produtoras de IL-4 no sangue periférico, antes e apos

tratamento
PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
CD4/ IL-4 PRE (%) 0,36 1,04 0,27 4,48 0,67 0,78 0,36
CD4/ IL-4 POS (%) 0,69 5,38 4,02 2,43 0,3 0,39 0,37
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Grafico 14 Variacao individual das células CD4 produtoras de IL-4 no sangue periférico pré e
pés PUVA. Percentual de células CD4 produtoras de IL-4 presentes no sangue periférico,
determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e apos (POS) 60 sessbtes de PUVA. Cada simbolo
representa um paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizagdo das
variagoes poés-tratamento. Os dados mostrados correspondem ao percentual de células produtoras de
IL-4 dentro da populagao CD4
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Grafico 15 Variacdo da média das células CD4 produtoras de IL-4 no sangue periférico pré e
pos PUVA. Médias do percentual de células CD4 produtoras de IL-4 presentes no sangue periférico,
determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e ap6s (POS) 60 sessbées de PUVA. As barras
representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores pré
e pos-tratamento se mostrou ndo significativa (p >0,05).

4.5.6.2 Analise do percentual de células CD8 produtoras de IL-4 no sangue
periférico

A percentagem de células CD8 produtoras de IL-4, por sua vez, apds o
tratamento, aumentou em dois pacientes e se manteve em cinco (Tabela 19 e
Grafico 16). A média desses valores apresentou discreto aumento apdés o
tratamento, porém também sem significado estatistico (Teste t-Student pareado)

(p>0,05) (Gréfico 17).

Tabela 19 Percentagem das células CD8 produtoras de IL-4 no sangue periférico, antes e apds

tratamento
PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
CD8/ IL-4 PRE (%) 0,83 1,06 2,26 2,21 1,39 0,76 1,67
CD8/ IL-4 POS (%) 1,34 11,55 1,06 2,38 5,14 2,41 0,93
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Grafico 16 Variacao individual das células CD8 produtoras de IL-4 no sangue periférico pré e
pos PUVA. Percentual de células CD8 produtoras de IL-4 presentes no sangue periférico,
determinado por citometria de fluxo, antes (PRE) e apos (POS) 60 sessbtes de PUVA. Cada simbolo
representa um paciente individual. As linhas foram colocadas para facilitar a visualizagdo das
variagdes pds-tratamento. Os dados mostrados correspondem ao percentual de células produtoras de
IL-4 dentro da populagdao CD8
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Grafico 17 Variacdo da média das células CD8 produtoras de IL-4 no sangue periférico pré e
pos PUVA. Médias do percentual de células CD8 produtoras de IL-4 presentes no sangue periférico,
determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e ap6s (POS) 60 sessbées de PUVA. As barras
representam as médias e as linhas em formato de T o desvio padrédo. A diferenga entre os valores pré
e pos-tratamento se mostrou ndo significativa (p > 0,05).
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4.5.7 Anadlise da relacao dos linfocitos produtores de IFN-y e IL-4 no sangue
periférico

Ao se comparar as médias do percentual dos linfécitos produtores de IFN-y e
IL-4, observou-se o maior numero dos linfécitos produtores de IFN-y principalmente
no pré-tratamento (Tabela 20). A variacdo da relacdo IFN—y/ IL-4 (pré e poés-
tratamento), por sua vez, ndo apresentou significado estatistico (Teste t-Student
pareado) (p>0,05) (Gréfico 18).

Dados do grupo controle podem ser vistos na Tabela 21 e sao similares aos

valores dos pacientes estudados pré-tratamento.

Tabela 20 Percentagem das médias dos linfécitos produtores de IFN—y e IL-4, antes e apés

tratamento
MARCADOR PRE (%) POS (%)
IFN—y 4,76 2,81
IL-4 1,1 1

Tabela 21 Percentagem das médias de linfécitos produtores de IFN-y e IL-4 no sangue
periférico do %rupo controle

MARCADOR %
IFN—y 6,46
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Grafico 18- Variacdo da relacao das médias dos linfocitos produtores de IFN-y e IL-4 no
sangue periférico pré e pés PUVA. Variagdo da relagdo das médias dos linfocitos produtores de
IFN-y e IL-4 presentes no sangue periférico, determinadas por citometria de fluxo, antes (PRE) e
apés (POS) 60 sessdes de PUVA. As barras representam as médias e as linhas em formato de T o

desvio padrdo. A diferenca entre os valores pré e pos-tratamento se mostrou néo significativa (p >
0,05).
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5 Discussao

No presente estudo, sete pacientes portadores de MF, estagios IA e IB,
tiveram as manifestagdes clinicas e expressao dos linfécitos T no sangue periférico e
pele avaliadas antes e apds 60 sessdes de terapia PUVA.

Um fato que chamou a atencgéo ja no inicio do estudo, durante o processo de
selegcdo dos pacientes, foi a diversidade clinica com que esses pacientes se
apresentaram. ZACKHEIM & McCALMONT (2002), inclusive, publicaram um artigo
de revisdo onde também chamaram a atencao para esse fato. Eles mencionaram 25
dermatoses simuladas pela MF, onde o diagnéstico muitas vezes s6 foi possivel
através do exame histopatoldgico, fato observado em alguns dos pacientes aqui
avaliados.

Quando as lesdes de MF estdo presentes com morfologia e localizacdo
tipicas sdo facilmente reconhecidas e geralmente ndo trazem nenhuma dificuldade
diagnoéstica, s6 que isso nem sempre ocorre. Pelo contrario, ndo raramente o0s
pacientes apresentam quadros clinicos que simulam outras dermatoses e assim sao
tratados por muito tempo. Somente apdés a modificacdo do quadro, com
aparecimento de lesodes tipicas de MF, tém entdo o seu diagnéstico firmando. Desta
forma, vale ressaltar a importancia de se ter em mente a MF como uma possibilidade
diagnéstica para dermatoses de evolugéo atipica.

Linfécitos T CD4 com expressdes fenotipicas diversas e respostas individuais
distintas a presenca desses linfocitos sdo possiveis explicagdes para justificar tal
diversidade clinica (ZACKHEIM e McCALMONT, 2002), mas fogem da discussao do

presente estudo.
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No que diz respeito a imunofenotipagem, a MF caracteriza-se por apresentar
células neoplasicas que expressam, na sua grande maioria, o fen6tipo CD4+CD8-
CD7-CD45R0O+. Localizam-se, inicialmente, quase que exclusivamente na epiderme,
mas a medida que a doenca progride passam a ser detectadas também na derme e
no sangue periférico (HODAK et al, 2006).

Uma caracteristica que pode ser observada em muitos linfomas T, inclusive
na MF, entretanto, € uma expressao fenotipica atipica das células neoplasicas,
principalmente numa fase mais tardia da doenca (WOOQOD et al, 1990).

Alguns estudos, contudo, tém descrito perfis imunohistoquimicos distintos
mesmo nas lesdes cuténeas iniciais (maculas e placas). HODAK e colaboradores
(2006), por exemplo, ao avaliarem as células mononucleares intraepidérmicas de
140 pacientes com MF inicial (estagios IA e IB), observaram que em 18 pacientes
(12%) a analise imunohistoquimica se mostrou negativa tanto para CD4 quanto para
CD8, sem que isso representasse qualquer modificagdo no quadro evolutivo desses
pacientes. Oito pacientes apresentavam MF classica e dez apresentavam formas
variantes (5 hipocrébmicas, 3 localizadas, 1 ictiosiforme e 1 purpurica). Mais
freqientemente, porém, esses achados (CD4-CD8-) tém sido observados em LCCT
nao MF de curso clinico mais agressivo (JONES et al, 2002).

Casos de MF com células tumorais CD4- e CD8+ (variante citotéxica), apesar
de raros, também tém sido descritos. Possuem apresentagédo clinica e evolucao
tipica da MF classica e devem ser diferenciados, principalmente, de uma outra forma
de LCCT, descrita mais recentemente, com caracteristicas clinicas semelhantes a
MF, porém com curso agressivo, lesdes cutdneas generalizadas, auséncia de
comprometimento dos linfonodos e metastase para locais infreqtientes na MF como

testiculo, pulmao, cavidade oral e sistema nervoso central (BERTI et al, 1999).
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Na maioria dos casos de MF inicial, no entanto, 0 que se deve encontrar na
andlise do infiltrado intraepidérmico € o predominio das células CD4. As células CD8
também podem estar presentes, mas geralmente representam células T citotoxicas
reativas que quantificam um numero menor, numa relacdo CD4:CD8 igual ou
superior a 2:1. O predominio das células CD8 é mais comumente visto em quadros
inflamatérios benignos, principalmente quando essa relacao é < 1:2 (NUCKOLS et
al, 1999)

A analise qualitativa do infiltrado intraepidérmico dos seis pacientes avaliados
pelo presente estudo evidenciou a presencga exclusiva das células CD4+ em trés
pacientes. Como descrito anteriormente, esses achados estdo de acordo com a
maioria dos estudos publicados. A analise imunohistoquimica dos outros trés
pacientes, no entanto, revelou-se negativa para CD4 e CD8. De acordo com
HODAK e colaboradores (2006) esses achados também podem ser vistos, mesmo
na fase inicial da doenga, sem que represente qualquer modificacdo na
apresentacao ou evolucado do quadro. Os trés pacientes em questao, por sua vez,
também tiveram apresentacgéao tipica e resposta ao tratamento, reforcando assim os
achados de HODAK e colaboradores (2006), quando observaram que a presenca de
um infiltrado CD4-CD8- nao necessariamente aponta para uma pior prognéstico.

Uma outra possibilidade para justificar a auséncia das células CD4 no
infiltrado intraepidérmico seria a limitacdo da técnica de coloracao em detectar essas
células, principalmente quando presentes em pequena quantidade como nos casos
de MF inicial.

Pela frequente dificuldade em se diferenciar a MF inicial de quadros
inflamatoérios benignos, quando os achados clinicos e histolégicos sao muitas vezes
inespecificos, a avaliacao da relacdo CD4/CD8, descrita como principalmente CD8+

nas lesdes benignas, também pode ser util. No presente estudo, ndo se observou a
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presenca de células CD8 no infiltrado intraepidérmico de nenhum dos pacientes
avaliados, o que reforca esses achados. E verdade que casos de MF CD8+ ja foram
publicados, mas sao raramente vistos. Além disso, outros critérios, que nao a
relacdo CD4/CD8, tais como o estudo do antigeno CD7 e do receptor de célula T,
apesar de serem da mesma forma inespecificos sao freqlientemente utilizados como
recurso diagnéstico auxiliar.

Enquanto, no infiltrado intraepidérmico das lesdes cutaneas iniciais observa-
se o principalmente células T neoplasicas CD4+, o infiltrado dérmico é composto
muitas vezes por células T reativas CD8+, as quais parecem desempenhar
importante papel no controle da MF por induzir a lise das células neoplasicas através
da liberacdo de granulos citotéxicos (ECHCHAKIR et al, 2000). HOPPE e
colaboradores (1995), por exemplo, observaram uma maior taxa de sobrevida
quando essas células estavam presentes em grande quantidade. Ha casos, no
entanto, onde essas células T reativas sao representadas principalmente por células
T CD4 (HARWIX, ZACHMANN & NEUMANN, 2000; SIGURDSSON et al, 2000).

Da mesma forma que HARWIX, ZACHMANN & NEUMANN (2000) e
SIGURDSSON e colaboradores (2000), também se observou o predominio das
células CD4+ em relacao as células CD8+ no infiltrado intradérmico dos pacientes
em estudo. E possivel que a relacdo entre a presenca das células CD8+ e uma
melhor resposta terapéutica evidenciada por HOPPE e colaboradores (1995) nao
seja uma verdade absoluta, visto que pacientes CD8- também responderam
totalmente ao tratamento.

A auséncia do antigeno CD7 é outra alteragao presente nas células tumorais
da MF. E a perda mais freqliente e precoce vista nesses pacientes. Além de utilizada
como auxilio diagnéstico, apesar de observada em processos inflamatorios

benignos, também pode ser Util na avaliacao prognostica (LAETSCH et al, 2000).
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LAETSCH e colaboradores (2000), ao investigarem a presenca de células T
CD7- no sangue periférico de 21 pacientes com MF, observaram uma relagao direta
entre a presenca dessas células e a piora da doenca. WOOD e colaboradores
(1990), por sua vez, ao avaliarem 13 pacientes com MF inicial (IA e IB) observaram
a presenca de células CD7- na pele da maioria dos pacientes, enquanto que no
sangue periférico esses achados nao se repetiram.

Ao se utilizar a auséncia do antigeno CD7 como “marcador’ de célula
neoplasica, pode-se supor que as células predominantes do infiltrado
intraepidérmico dos pacientes CD4+ em estudo pertenciam a esse grupo, ja que
nesses pacientes o infiltrado era composto principalmente por células CD7
negativas. As poucas células que expressavam CD7, por sua vez, poderiam
representar células neoplasicas CD7+ ou, mais provavelmente, células inflamatérias
reativas.

A andlise do infiltrado intradérmico dos pacientes em estudo revelou a
presenca de células CD7+ em grande quantidade, reforcando assim a idéia de que
as células CD7+ presentes na epiderme, seriam na verdade células reativas, visto
que nao se esperaria uma rigueza de células neoplasicas na derme e poucas células
na epiderme numa fase tao inicial da MF.

No que diz respeito a relacdo do papel desempenhado pelo antigeno CD7 no
prognoéstico dos pacientes, tendeu-se a nao aceitar a possivel relagdo existente
entre a auséncia desse marcador e uma pior resposta terapéutica, pelo menos na
MF inicial, visto que o paciente com reposta terapéutica parcial se mostrou positivo
para esses antigeno.

A maioria das células neoplasicas vista na MF inicial expressam o antigeno
linfocitario cutaneo (CLA) (FERENCZI et al, 2002). Trata-se de uma glicoproteina

expressa por linfocitos T CD4 e CD8 ativados, cujo papel é promover a adesao as
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células endoteliais cutdneas no processo de migracéo para a pele. Destaca-se por
sua especificidade, nao sendo expressa por outras células T, que nao aquelas
ativadas por antigenos trazidos da pele, explicando assim, pelo menos em parte, o
epidermotropismo visto na MF (FERENCZI et al, 2002).

FERENCZI| e colaboradores (2002) relataram um aumento das células T
CLA+ na circulagao periférica e na pele de pacientes com MF quando comparados a
individuos saudaveis.

Da mesma forma, BOROWITZ e colaboradores (1993), observaram um
aumento da populacao de células T CLA+ no sangue periférico de 29 pacientes com
MF, numa relagao direta com o comprometimento cutaneo. Sugeriram, inclusive, a
quantificacao seriada dessas células como forma de controle da doenca.

Numa fase mais tardia da doenca, contudo, o que pode ocorre € a perda da
expressao do CLA pelas células neoplasicas (YAMAGUCHI et al, 2003).

YAMAGUCHI e colaboradores (2003) e PICKER e colaboradores (1990), por
exemplo, observaram a auséncia do CLA na pele de pacientes com MF tumoral, fato
nao observado em pacientes com lesdes iniciais (maculas), ratificando assim a idéia
de que a perda do CLA possa preceder a progressao da doenca.

Dos seis pacientes avaliados pelo presente estudo, somente aquele que teve
resposta parcial ao tratamento se mostrou CLA negativo na avaliagao pré-PUVA.
Mesmo considerando-se a irrelevancia estatistica desse fato, & possivel que a
auséncia na pele do antigeno CLA, represente um fator prognédstico negativo
precoce, ja que clinicamente o paciente ndo apresentava nenhum sinal que
apontasse para uma evolucao distinta.

Observou-se que células endoteliais de vasos da derme superficial de 2
pacientes também se mostraram CLA positivas. Ao se procurar na literatura achado

semelhante, encontrou-se o artigo publicado por FERNANDEZ-FIGUERAS e
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colaboradores (2001), os quais descreveram a presenca do CLA em células
endoteliais de vasos cutaneos de pacientes com angioqueratoma pseudolinfomatoso
acral, que tem em comum com a MF a presenca de um infiltrado linféide na derme.
Outras dermatoses com achados histopatolégicos semelhantes, tais como papulose
linfomatdide e granuloma piogénico, no entanto, se mostraram CLA negativas como
descrito por esses mesmos autores. Estudos futuros em MF, portanto, séo
necessarios para validar essas observacgoes.

A hipotese de que as células T neoplasicas, presentes na MF, produzam IL-4,
IL-5 e IL-1- e, portanto, tenham um perfil Th2 é defendida por alguns autores (DI
RENZO et al, 1997; VOWELS et al, 1994), mas nao confirmada por outros
(HARWIX, ZACHMANN & NEUMANN, 2000; SAED et al, 1994), segundo estudos
realizados no sangue periférico e na pele.

Com relacdo ao sangue periférico, SAED e colaboradores (1994), ao
avaliarem trés pacientes portadores de MF, estagios IA/ IB, observaram, através de
um estudo qualitativo, célula inespecifico, a auséncia do predominio Th1 ou Th2. Os
pacientes por eles estudados se mostraram capazes de expressar tanto IL-2 e I[FN—y
(Th1), quanto IL-4, IL-5 e IL-1- (Th2), de forma semelhante ao grupo controle
saudavel.

HARWIX, ZACHMANN & NEUMANN (2000), por sua vez, obtiveram
resultados semelhantes, ou seja, também nao observaram um padrao especifico de
producgéo de citocinas Th1 ou Th2, porém utilizaram metodologia distinta. Avaliaram
quantitativamente a producédo de IFN-y (Th1), IL-4 e IL-1- (Th2) por 54 clones de
células T nao neoplasicas (nao pertenciam ao clone dominante), isolados do sangue
periférico de quatro pacientes portadores de MF (lA e IB).

Outro estudo quantitativo também realizado com o objetivo de avaliar o perfil

Th1/Th2 no sangue periférico de pacientes com MF inicial, foi o publicado por DI
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RENZO e colaboradores (1997). Eles isolaram células mononucleares de oito
pacientes com MF estagio IB, quantificaram a produgéo de IFN—y, IL-12 (Th1) e IL-4
(Th2) e compararam a individuos saudaveis. Além disso, submeteram os pacientes a
terapia com ECP por um ano e realizaram nova avaliacao apés esse periodo. Como
resultado, observaram uma maior producao de IL-4 e menor de IFN-y (média), antes
do tratamento, em relacdo aos individuos saudaveis. Apds o tratamento tanto a
producdo de IFN-y quanto de IL-4 retornaram a niveis semelhantes aos
apresentados pelo grupo controle. Concluiram, entdo, que os pacientes com MF,
estagio inicial, apresentam uma resposta predominantemente Th2 e que a ECP é
capaz de reverter esse desequilibrio.

No presente estudo, no entanto, os achados de DI RENZO e colaboradores
(1997) nao se repetiram apesar de realizados com o0 mesmo objetivo. Os resultados
aqui apresentados, analisados de forma individualizada, na verdade, estdo de
acordo com os achados de SAED e colaboradores (1994) e HARWIX, ZACHMANN
& NEUMANN (2000), os quais ndo observaram um padrdao especifico de producao
de citocinas Th1 ou Th2.

Mesmo avaliando-se a producao média de IFN—y (Th1) e IL-4 (Th2) pelas
células mononucleares no sangue periférico dos pacientes em estudo, como feito
por DI RENZO e colaboradores (1997), observou-se uma maior tendéncia a
producédo de IFN-y (Th1) na avaliacdo pré-tratamento, semelhantemente ao grupo
controle.

As possiveis justificativas para explicar tais diferencas incluem as diferentes
populacdes estudadas e metodologias empregadas na quantificacdo das citocinas.
Enquanto DI RENZO e colaboradores (1997) incluiram na sua casuistica pacientes
nao responsivos a PUVAterapia prévia, portanto possivelmente possuidores de um

perfil imunoldgico distinto, o presente estudo  avaliou somente pacientes néo
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tratados previamente. Além disso, DI RENZO e colaboradores quantificaram as
citocinas presentes no sangue periférico no momento da coleta e pds-estimulo in
vitro. Por fornecer uma melhor estimativa da realidade in vivo (VASCONCELOS et
al, 2003) o presente estudo, no entanto, quantificou somente as citocinas e vivo, ou
seja, aquelas presentes no sangue no momento da coleta.

Ao se comparar os pacientes aqui estudados ao grupo controle observou-se
que ambos foram capazes de produzir, de forma ndo padronizada, citocinas Th1 e
Th2. Ao se avaliar a producao média dessas citocinas, por sua vez, evidenciou-se a
maior producédo de IFN—y nos dois grupos, apesar de produzidas em baixas taxas,
provavelmente pela criopreservagédo. Atribuir a MF, portanto, a presenca do perfil
Th1 nesses pacientes nédo se justifica ja que o grupo controle apresentou resultados
semelhantes.

Por outro lado, mesmo que as células neoplasicas da MF sejam produtoras
de citocinas Th2, é de se estranhar que pacientes com MF num estagio tao inicial,
como os descrito por DI RENZO e colaboradores (1997), possuam no sangue
periférico uma quantidade tdo grande dessas células capaz de reverter o padrao
normal Th1, ja que ha normalmente uma diferenca quantitativa importante entre
esses dois padroes.

Com relagéo ao perfil Th1 e Th2 na pele de pacientes com MF, os resultados
também sdo conflitantes, mas as casuisticas e metodologias empregadas, por sua
vez, também s&o distintas. VOWELS e colaboradores (1994) e SAED e
colaboradores (1994), por exemplo, obtiveram resultados divergentes, Th2 e Thi,
respectivamente, em estudos com métodos qualitativos semelhantes entre si, mas
com populacdes diferentes. Enquanto VOWELS e colaboradores (1994) avaliaram

pacientes com lesdes tumorais, e foram exatamente nesses pacientes onde se
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observou com maior freqiiéncia a presenca de IL-4 e IL-5 (Th2), SAED e
colaboradores (1994) estudou pacientes IA e IB, ou seja, sem lesao tumoral.

Da mesma forma, o presente estudo mostrou resultados distintos do que
SIGURDSON e colaboradores (2000) observaram, apesar da metodologia
semelhante empregada em ambos, ou seja, o uso da imunohistoquimica na
identificacdo das células produtoras de IFN—y e IL-4. Enquanto SIGURDSON e
colaboradores (2000) observaram a presenca de células produtoras de IFN—y e IL-4
em numeros médios semelhantes, o presente estudo observou principalmente
células produtoras de IFN-y. Mais uma vez é possivel que essa diferenca seja
decorrente das diferentes populacbes estudadas ja que SIGURDSON e
colaboradores (2000) incluiram, de forma semelhante a VOWELS e colaboradores
(1994), pacientes com lesbes tumorais, 0 que nao ocorreu nesse estudo.

Desta forma, os resultados aqui apresentados, no que diz respeito ao perfil
Th1/Th2 na pele, se assemelham aos achados de SAED e colaboradores (1994) e
tendem ao normalmente encontrado em individuos sadios, ndo permitindo afastar a
hip6tese de que em estagios mais avangcados da MF o perfil Th2 seja encontrado.

A participacao de células com morfologia dendritica na producao de IFN—y,
como observado em alguns casos do presente estudo (Figura 16), reitera a
importancia da possivel participacdo do microambiente local, e ndo exclusivamente
das células T neoplasicas, na construcao do perfil de citocinas encontrado na MF.

A eficacia da terapia PUVA no tratamento da MF é conhecida desde a
publicacdo do estudo de GILCHREST e colaboradores, em 1976, quando a
utilizaram pela primeira vez com boa resposta em pacientes ndo responsivos a
terapias prévias. Desde entao diversos estudos clinicos, histoldgicos e experimentais

tém confirmado esses achados iniciais, concedendo papel de destaque a terapia
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PUVA no arsenal terapéutico da MF, principalmente nos estagios iniciais da doenca
(HONIGSMANN et al, 2001) .

Os mecanismos pelos quais a terapia PUVA leva ao desaparecimento das
células T neoplasicas, no entanto, ndo esta totalmente esclarecido, mas envolve
principalmente a inducdo da apoptose celular (MANHAES, 2004; HONIGSMANN et
al, 2001). Outros mecanismos incluem a modificacdo da producao de citocinas, da
expressao de receptores celulares pelas células neoplasicas e da funcao das células
de Langerhans (BANDEIRA-WEBER, 2003; HONIGSMANN et al, 2001).

ANTELO (2006) ao avaliar o sangue periférico de 22 pacientes portadores de
vitiligo ndo segmentar ndo observou diferenga significativa nos niveis dos linfécitos T
CD4 e CD8 ap6s 3- sessdes de PUVA, apesar da boa resposta clinica apresentada
pelos pacientes.

MANHAES (2004), por sua vez, observou na pele de 9 pacientes com MF
uma reducéo significativa das células CD7 e CD8 apds tratamento com PUVA.

No presente estudo, assim como no estudo de ANTELO (2006), também nao
se observou no sangue periférico alteracao significativa na contagem das células
CD4 e CD8 apobs o tratamento. Apesar de avaliar uma doenca distinta com uma
metodologia também distinta, o estudo de ANTELO (2006) ilustra a possibilidade de
nao se detectar no sangue periférico alteracao significativa na expressao dos
linfécitos CD4 e CD8 com o uso da terapia PUVA, mesmo ao se avaliar doencas
sistémicas.

No caso do presente estudo, a variacdo nao significativa dos niveis de
linfécitos CD4 e CD8 no sangue periférico apos o tratamento, provavelmente se deu
pela pouca quantidade de células neoplasicas presentes nesse compartimento

nessa fase da doenca.
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Com relagéao as alteracbes cutaneas, observou-se de forma semelhante ao
estudo de MANHAES (2004), uma reducdo importante apds o tratamento das células
CD4, CD7 e CLA dérmicas. A reducao das células CD4, CD7 e CLA epidérmicas e
CD8 dérmicas, apesar de total, ocorreu em um nimeo pequeno de células.

O unico estudo que se tem conhecimento sobre possiveis alteracbes das
citocinas Th1/Th2 na MF pés-tratamento, é o estudo de DI RENZO e colaboradores
(1997). Eles obsevaram no sangue periférico uma modificacdo do perfil Th2 pré-
tratamento para Th1 com o uso da ECP por um ano. No presente estudo, observou-
se uma reducao nao significativa das células Th1 presentes no sangue periférico
sem que houvesse qualquer modificacao no perfil Th1 observado pré-tratamento. Na
pele também ndo se observou modificacdo do perfil das citocinas pés-tratamento,
porém houve uma reducao importante das células produtoras de IFN—y (Th1).

Desta forma, o presente estudo demonstra que pacientes com MF inicial
podem se comportar como individuos sadios no que diz respeito ao perfil Th1/Th2 e
que a resposta a terapia PUVA esté associada a uma reducédo do quantitativo celular
na pele. A possivel relagdo entre a auséncia na pele de células CLA+ e um pior
prognéstico, justifica a continuacdo desse trabalho na tentativa de se verificar a

repeticao desse fato.
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6 Conclusoes

A analise dos resultados aqui apresentados permitiu concluir que:

1. Houve uma reducado importante das células CD4 e CD7 na pele ap6s o
tratamento. As células CD8 nao sofreram variacdo importante.

2. Nao se observou alteracédo significativa das células CD4 e CD8 no sangue
periférico com o uso da terapia PUVA.

3. Houve o predominio das células produtoras de IFN—y na pele e no sangue
periférico antes da terapia PUVA.

4. Houve uma reducdo importante das células produtoras de IFN—y na pele, mas
nao no sangue periférico, apds o tratamento. As células produtoras de IL-4,
por sua vez, nao sofreram alteracdo importante tanto na pele quanto no
sangue periférico.

5. A maioria dos pacientes apresentavam células CLA+ na pele antes do
tratamento, as quais diminuiram de forma importante com o uso da terapia

PUVA.
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8 Apéndices

Apéndice 1

FICHA CADASTRAL
Nome: Prontuéario:
End.: Tel.:
Idade: Sexo: Fototipo: I ( ) ()M ()YIV()V()VI()
Idade: Sexo: SESSOES DE PUVA
Fototipo: 1 ( ) 1 () I (
YIV( )V ()VI() Tempo Zero 2- 4 6-

EXAMES COMPLEMENTARES
Exame histopatolégico
RX de térax

Ultra-som abdominal

Pesquisa de células de Sézary
Anti-HIV 1 e 2
Anti-HTLV 1 e 2

Hemécias

Hemoglobina

Hematocrito

Leucécitos totais

Basdfilos

Eosindfilos

Mielocitos

Metamieldcitos

Bastoes

Neutrofilos

Linfécitos

Monécitos

Plaguetas

Uréia

Creatinina
TGO
TGP

Fosfatase alcanina

Bilirrubina total

Bilirrubina direta

Bilirrubina indireta
Gama GT
Albumina

TAP

Exame oftalmologico

Sangue periférico

Imunohistoquimica
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Apéndice 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta convidado a participar do estudo "O perfil Th1/Th2 nos pacientes
portadores de micose fungéide tratados com PUVA”.

Sua participacao € estritamente voluntaria e a qualguer momento vocé
podera se retirar do estudo sem qualquer dano ou perda de beneficios aos quais
tenha direito.

Qual é o objetivo do estudo?

Avaliar possiveis alteracées de substancias (citocinas) no sangue e na pele
provocadas pelo uso do psoraleno oral associado a radiacao ultravioleta-A (PUVA)
no tratamento da micose fungoide.

O que ¢é psoraleno?

E um medicamento oral que em contato com a radiacao ultravioleta-A
provoca rea¢des no organismo que podem normalizar as alteragdes provocadas pela
sua doenga (micose fungdide).
O que € micose fungoide?

E uma forma de cancer de pele (linfoma cutaneo), ndo agressivo, de evolugao
cronica, passivel de cura se tratado desde o inicio.
Onde sera realizado o tratamento?

No Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) - UFRJ, no
Servico de Métodos Especiais, Setor de Fotodermatologia.
O que terei que fazer se aceitar participar do estudo?

1- Se submeter a bidpsia de pele e a exames de sangue no inicio e término
do estudo (cerca de cinco meses apds). A bidpsia de pele consiste da retirada de um
fragmento de 6 milimetros de diametro da sua pele, apds injecédo local de anestésico
(cloridrato de lidocaina 2%). A pele entao sera fechada com um ponto. Os exames
de sangue serao realizados com o objetivo de avaliar as possiveis alteracées das
funcdes do seu figado e rins decorrentes do tratamento assim como as possiveis
alteracbes da sua imunidade provocadas pela doenca e modificadas pelo
tratamento.

2- Se submeter a fotografias das lesées no inicio e término do tratamento.
Qual é a duracéao do estudo?

Cinco meses.
O que acontecera com o meu tratamento apés o término do estudo?
Sera mantido.
Quais sao os possiveis riscos e beneficios se eu concordar em participar?
Possiveis beneficios - Melhor compreensdo de como a terapia PUVA esta
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Sim. Vocé podera discutir as suas possibilidades terapéuticas com o seu
médico, caso sinta necessidade.

Eu terei algum 6nus ao participar do estudo?

N&ao. Este estudo nao trara qualquer énus ou beneficio financeiro para voceé.
A medicacao (psoraleno), inclusive, Ihe sera fornecida gratuitamente.

As informacdes contidas neste estudo serédo confidenciais?

Sim. Os resultados, contudo, poderdo ser veiculados em publicacdes
cientificas, assim como apresentados em congressos médicos, mas a sua identidade
sempre sera preservada.

Apos ter lido este termo, concordo em participar do estudo "O perfil Th1/Th2
nos pacientes portadores de micose fungdide tratados com PUVA”. Todas as
informagdes aqui contidas me foram explicadas e minhas perguntas respondidas
satisfatoriamente. Ficou claro que posso sair do estudo a qualgquer momento, caso
deseje, sem dano ou perda de beneficios adquiridos. Uma cépia deste documento
ficard em meu poder.

/]
Nome do voluntario Assinatura Data
/]
Nome do Responsavel Assinatura Data
(em caso de menor de 21 anos)
[/
Nome do médico responsavel Assinatura Data

Telefone de contato do médico responsavel (Dr. Jorge Ricardo da Silva Machado):
8197-9982/ 25-1---16
Endereco: Rua Lucidio Lago, 232/ 2-5 — Méier — Rio de Janeiro.

Em caso de divida entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
localizado no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ, sala -1D-46/ 12
andar, telefone: 2562-248-.

E-mail: ccp@hucff.ufrj.br
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