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Resumo: A imunofluorescéncia é um valioso instrumento auxiliar no diagnéstico das dermatoses bolhosas
autoimunes e desordens inflamatérias, uma vez que seus achados clinicos e histopatolégicos podem nao
ser determinantes. Consiste em um método laboratorial factivel, que requer profissionais técnicos experi-
entes, e detecta imunocomplexos in situ e/ou circulantes, que podem estar envolvidos na patogénese de

tais enfermidades cutineas.
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Abstract: Immunofluorescence is a valuable auxiliary diagnostic tool for autoimmune bullous diseases
and inflammatory disorders, since their clinical and histopathologic findings may be inconclusive. It is a
feasible laboratory method that requires experienced technicians and detects in situ and circulating
immune deposits that may be involved in the pathogenesis of such skin diseases.
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INTRODUCAO

As reagOes imunolégicas que envolvem a
ligacao antigeno-anticorpo podem ser visualizadas ou
quantificadas por meio de diferentes marcadores para
0 antigeno ou para o anticorpo. Entre os marcadores
mais comumente empregados, podem-se citar 0s
fluorocromos, as enzimas e os compostos radioativos
e eletro-opacos.

Os primo6rdios da imunofluorescéncia direta (IFD)
datam de 1942, quando Albert Coons e col.
demonstraram a marcagdo de anticorpos antipneu-
mococos com fluoresceina no tecido pulmonar.'

Os fluorocromos sio corantes que absorvem
radiacao (luz ultravioleta), sao por ela excitados e
emitem luz visivel. Para que funcionem como
marcadores, necessitam possuir grupos quimicos
capazes de formar ligacoes covalentes com moléculas
protéicas, emitindo alta fluorescéncia no espectro
visivel com coloragio distinta da emitida pelos
tecidos. Devem ter uma conjugac¢ao relativamente
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simples, retencio da atividade do anticorpo na
proteina marcada e estabilidade do conjugado
fluorescente obtido. Um dos fluorocromos mais
utilizados ¢é o isotiocianato de fluoresceina (FITC), de
cor verde, que tem um pico de absorcao de 4901 e de
emissio de 5201. A rodamina, outro agente utilizado
na IFD, de cor vermelha, possui picos distintos de
absorcio e de emissao (5201 e 6101). O microscopio
utilizado para a leitura de IFD pode ser de
epiluminescéncia ou confocal.”

Na leitura das reacoes de imunofluorescéncia
(IF), devem-se enumerar trés formas distintas de
fluorescéncia: especifica, nao especifica e auto-
fluorescéncia. A fluorescéncia especifica deve-se a
reagao entre o substrato e a proteina marcada com o
fluorocromo  (reagio  antigeno-anticorpo). A
fluorescéncia nao especifica deve-se a coloragio dos
tecidos por corante livre ou proteinas fluores-
ceinadas, ou ambos. A autofluorescéncia ocorre
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devido a fluorescéncia natural dos tecidos (amarela,
azul), quando expostos 2 luz ultravioleta.’

A imunofluorescéncia foi introduzida na
Dermatologia na década de 60, quando Beutner e
Jordon, por meio dessa técnica, revelaram anticorpos
tanto no tecido como circulantes nas dermatoses
vesicobolhosas autoimunes, especialmente, nos pénfigos
vulgar (PV) e folidceo (PF)*’ e penfigoide bolhoso (PB).’

Atualmente, os estudos de imunofluorescéncia
sao determinantes no diagnoéstico laboratorial das
dermatoses bolhosas autoimunes, mas também
desempenham importante papel na investigacio de
outras enfermidades, como: dermatoses inflamatorias
(lapus eritematoso, liquen plano, porfirias, vasculites).

A - IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

O melhor local e o tempo de evolugiao das
les6es cutaneas para realizar biopsia para o exame de
imunofluorescéncia direta (IFD) dependem da
enfermidade em investigacao. Em termos gerais, a
biopsia deve ter uma extensio adequada (punch
4mm), bem como uma profundidade que represente
epiderme e derme suficientes. Além disso, quanto
menor for o traumatismo realizado durante o
procedimento, melhor serd a amostra para analise.’

Os seguintes locais para biopsia sao
recomendados:

Nas dermatoses vesicobolhosas autoimunes, o
melhor local é a regiao perilesional;

Nas colagenoses, deve-se realizar biopsia na
lesao ativa em evolugao (evitar lesbes recentes, com
menos de 60 dias);

Nas vasculites, deve-se dar preferéncia a lesoes
recentes com até 24 horas de evolucio.

Ap6s o procedimento, o material pode ser
imediatamente congelado em nitrogénio liquido ou
colocado no meio de transporte adequado, o meio de
Michel.” Este é composto de sulfato de amoOnio, N-etil-
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FIGURA 1: Imunofluorescéncia direta
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maleimida e sulfato de magnésio em um tampao
citrato, que permite a conservagao do espécime por
até duas semanas.”’

O espécime ¢é, entio, seccionado em um
criostato, em fragmentos de quatro micra de espessura.
A cada secgiao aplicam-se os anticorpos anti-humanos
primdrios conjugados a fluoresceina FITC (anti-IgA,
anti-IgG, anti-IgM e anti-C3) e realiza-se a leitura através
do microscopio de fluorescéncia (Figura 1).°

1. Epitélio

Ha dois padroes de fluorescéncia intraepitelial: a
fluorescéncia intercelular, tipica dos pénfigos, e a
fluorescéncia no nicleo dos queratindcitos (FAN 7 vivo),
observada, em geral, nas doencas do tecido conectivo.

1.2 Fluorescéncia intercelular

Todas as formas de pénfigo caracterizam-se pela
perda da adesao celular, levando a acantolise. Essa
perda de adesao resulta em formagio de bolha
intraepidérmica, e o nivel de clivagem permite
diferenciar as duas formas principais de pénfigo:
vulgar e folidceo. No pénfigo vulgar (PV), a clivagem ¢é
suprabasal, enquanto que, no folidceo (PF), se
caracteriza por ser intramalpighiana. A IFD revela
fluorescéncia intercelular, de padrao linear,
intraepidérmica.’*"

Pénfigo folidceo

Os achados de IFD no pénfigo folidceo classico
(PF) e no endémico (PFE) apresentam as mesmas
caracteristicas. Autoanticorpos da classe IgG dirigem-
se contra a desmogleina 1 (Dsgl), o principal
autoantigeno no pénfigo folidceo.

IFD: Encontram-se depésitos de IgG e C3
intercelulares ao longo de toda a epiderme (Figura
2A) em 100% dos casos na doenga ativa.
Autoanticorpos da classe IgG depositam-se, também,
no epitélio escamoso oral, apesar da auséncia de
lesoes clinicas de PFE nas mucosas.””” Subclasses de
IgG podem ser empregadas, revelando que, em
pacientes com lesoes de PF ativas, o is6tipo de IgG
mais predominante é a IgG4, em contraste com a
IgG1, mais encontrada nos doentes em remissao."

Pénfigo vulgar

Autoanticorpos da classe IgG depositam-se na
pele e no epitélio escamoso oral. No pénfigo vulgar
(PV) com lesoes exclusivas de mucosa, o0s
autoanticorpos da classe IgG dirigem-se, geralmente,
contra a desmogleina 3 (Dsg3), um autoantigeno de
maior expressio nas porgoes inferiores da epiderme.
Quando ha lesdbes mucocutineas, os doentes de PV
podem, também, apresentar anticorpos contra a Dsgl
e indicar pior prognéstico da doenca."* A semelhanca
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do PE, lesoes de PV ativas apresentam IgG4, em
contraste com os doentes em remissio, nos quais ha
predominio de IgG1.”

IFD: Depésitos de IgG e C3 intercelulares,
estes ultimos com localizagio predominante nas
camadas inferiores dos epitélios (Figura 2B) no PV
com envolvimento mucoso, em 100% dos casos de
doenca ativa.

Pénfigo herpetiforme

O pénfigo herpetiforme (PH) é uma variante do
PV ou do PE, em que, clinicamente, se evidenciam
papulas e vesiculas agrupadas, pruriginosas, que
lembram a dermatite herpetiforme; os achados de IFD
sao semelhantes ao PF ou PV, ou seja, deposi¢ao de
IgG intercelular intraepitelial **°

Pénfigo paraneoplasico

O pénfigo paraneoplisico (PNP) ¢é uma
dermatose bolhosa de prognodstico grave, descrita por
Anhalt e col. em 1990. O quadro envolve pele e mucosas
e ha associacio com neoplasias (tumor de Castleman,
linfomas, timomas). Exibe muitas semelhancas com o
PV, mas apresenta diversidade de autoantigenos
(reatividade com a desmogleina 3, desmoplaquinas e
antigenos da zona da membrana basal - ZMB)."”

IFD: Padrao semelhante ao PV, mas com
ocasionais depositos homogéneos de IgG e C3 na
zona de membrana basal (Figura 2C).

Uma das formas de se diferenciar o PNP do PV
¢é a realizacao da IF indireta (IFI), utilizando-se como
substrato o epitélio vesical murino (epitélio nao
estratificado simples, transicional)' (V. IFI).

Pénfigo por IgA

O pénfigo por IgA (PIgA) é uma dermatose
acantolitica neutrofilica rara. Caracteriza-se por
depodsitos de IgA intercelulares intraepidérmicos a
IFD (Figura 2D) e pode ser classificada em dois tipos:
dermatose pustulosa subcoérnea (SPD), cujo
autoantigeno ¢é a desmocolina 1 (Dscl), e dermatose
neutrofilica intraepidérmica (IEN). 19-20

1.3 Fator antinucleo in vivo

Depésitos de imunoglobulinas, em especial,
IgG ou de complemento (C3) nos nucleos de
queratinécitos (Figura 3) podem surgir nos quadros
autoimunes, tais como no lipus eritematoso, doenca
mista do tecido conectivo (DMTC), sindrome overlap
e vasculites. Esse fendmeno ¢é denominado fator
antindcleo (FAN) in vivo e apresenta imunopatologia
desconhecida. Setenta e um por cento dos pacientes
também apresentam anticorpos antinucleares
circulantes. Esse padrio de IFD pode ser uma das
primeiras evidéncias de doenca autoimune, com
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valor preditivo positivo para colagenoses variando de
75% a 88%.°"*

2. Zona da membrana basal

A zona da membrana basal (ZMB) ou jungao
dermoepidérmica apresenta inimeras proteinas ou
glicoproteinas que servem de antigenos-alvo para
diversas dermatoses bolhosas

autoimunes. Em

FIGURA 2: A. Pénfigo
foliaceo: IgG linear,
intercelular,
intraepitelial.

B. Pénfigo vulgar: C3
linear, intercelular,
camadas inferiores do
epitélio. C. Pénfigo
paraneoplasico: 1gG
linear, intercelular,
intraepidérmica e
homogénea, focal na
ZMB. D. Pénfigo por
IgA-IgA intercelular
intraepitelial
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determinadas dermatoses inflamatoérias, tais como
Iapus eritematoso, vasculites, liquen plano e porfirias,
representa uma regidio propensa a depdsitos de
imunocomplexos. Ha diferentes padroes de
fluorescéncia da ZMB, sendo os mais frequentes o
linear, o homogéneo, o granuloso e o reticulado.

2.1 Depé6sitos lineares de IgG e/ou C3 na zona da
membrana basal
Penfigoide bolhoso

IFD: Dep6sito linear ou fibrilar ao longo da
zona de membrana basal com o conjugado anti-C3
(Figura 4A), em 100% dos espécimes, e de IgG ao
redor de 90%; IgA e IgM sao raramente evidenciados.
Ha maior expressao do antigeno do penfigoide
bolhoso (PB) nas dreas flexurais, sendo as regioes
preferenciais para a biépsia.**

Penfigoide gestacional ou herpes gestacional
IFD: Deposicao linear de C3 na ZMB em 100%

dos casos. Depositos lineares de IgG na ZMB sao

encontrados em apenas 30% a 40% dos casos.”"”

Penfigoide das membranas mucosas

IFD: Dep6sitos de IgG e C3 de padrao linear na
ZMB, indistinguivel do penfigoide bolhoso. IgA na
ZMB ocorre em cerca de 20% dos casos. A positividade
da mucosa oral é cerca de 90% a 100%, enquanto que,
na conjuntiva, oscila entre 65% e 85%.7%

2.2 Depésitos lineares multiplos (IgA, IgG, IgM
e/ou C3) na zona da membrana basal

Esses depositos favorecem o diagnodstico para
as dermatoses anticolageno VII: a epidermolise
bolhosa adquirida (EBA) e o ldpus eritematoso
sistémico bolhoso (LESB).***

Epidermolise bolhosa adquirida e lapus
eritematoso sistémico bolhoso

IFD: Depositos lineares ou homogéneos de
IgG, IgM, IgA, C3 na ZMB (Figura 4B). Na EBA,

FIGURA 3: Fator antinucleo in vivo
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depositos de IgG sao mais intensos e presentes em
quase 100% dos casos, em comparacao com o C3. IgA
surge em 67% e IgM em 50% dos espécimes.”” No
LESB, 60% dos doentes apresentam IFD semelhante a
da EBA; nos casos remanescentes, ha depositos que
podem ser granulosos, e IgA parece ser a
imunoglobulina mais frequente.”

2.3 Depositos lineares de IgA na zona da
membrana basal
Dermatose bolhosa por IgA Linear

A dermatose por IgA linear é uma entidade
distinta da dermatite herpetiforme. A IFD ¢
fundamental para que o diagnéstico diferencial entre
as duas doengas seja realizado, especialmente, porque
na IgA linear (LAD) nao ha intolerincia ao glaten. O
autoantigeno é uma glicoproteina de 120kDa e
representa uma por¢io do autoantigeno do
penfigoide bolhoso de 180kDa (BP180), que sofreu
clivagem enzimadtica (sheddase) .

IFD: Dep6sito linear ou homogéneo de IgA na
ZMB em 80% a 100% dos pacientes (Figura 4C).
Eventuais depodsitos de C3 e IgG podem ser
encontrados na ZMB.**

3. Fluorescéncia na derme

Neste grupo, destacam-se os depodsitos
granulosos no topo das papilas dérmicas da dermatite
herpetiforme (DH), bem como a fluorescéncia vista na
parede dos vasos nas vasculites e porfirias. Por razoes
didaticas, colocaram-se nesse grupo os achados do
liquen plano, que, na maioria das vezes,
correspondem a corpos citoides localizados abaixo da
ZMB e sem significado clinico aparente.

Dermatite herpetiforme

A IFD representa uma ferramenta diagndstica
de relevincia na DH, uma vez que o depésito de
imunocomplexos (IgA) nas papilas dérmicas ¢é
diagnostico da enfermidade glaten-sensivel.

IFD: Depositos granulosos, fibrilares ou
pontilhados de IgA sao encontrados nas papilas
dérmicas (Figura 5A). O subtipo de IgA consiste,
basicamente, em IgA1l; IgA2 ocorre raramente. Outras
imunoglobulinas e C3 podem ser encontradas nas
papilas dérmicas, mas sio raras.”””

Vasculite

Nas vasculites, os imunodepoésitos localizam-se,
em geral, nas paredes das vénulas poés-capilares da
derme superficial, uma vez que os processos mais
frequentes sao as vasculites leucocitoclasticas (VLC) e
a parpura de Hennoch-Schonlein (PHS). A coleta deve
ser realizada dentro das primeiras 24 horas, visto que
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FIGURA 4: A. Penfigoide bolhoso - C3 linear na ZMB. B. EBA: IgG
linear na ZMB. C. Dermatose bolhosa por IgA linear - depdsitos de
IgA na ZMB

os imunocomplexos sao rapidamente degradados.
IFD: Na PHS, o depésito predominante é de IgA
(75%-100%), de padrio granuloso na parede dos
vasos da derme superficial (Figura 5B). Nas vasculites
leucocitoclasticas, o depdsito nas paredes vasculares
consiste, predominantemente, em C3, seguido de IgM
e de IgG, e ¢ fibrilar. Nas crioglobulinemias,
predominam C3 e, ocasionalmente, IgM e IgA na luz
dos vasos. Nas colagenoses, os depdsitos mais
observados sio de IgG, IgM e C3.**

An Bras Dermatol. 2010;85(4):490-500.

Porfiria

A pele lesada na porfiria (cutinea tarda,
eritropoiética, variegata, coproporfiria) mostra
depodsitos homogéneos de 1gG, IgM (raro), C3 e IgA
na parede de vasos dilatados na derme papilar e ao
longo da ZMB. A frequéncia de tais depositos nas
les6es ativas pode chegar a 100%, enquanto que, na
pele normal do doente, a positividade é de 50%
(Figura 5C).**

Liquen plano

IFD: Presenca de corpos citoides fluorescentes
com IgM (Figura 5D) e, com menor frequéncia, IgA e
IgG. Depositos granulosos de IgM na ZMB podem ser
encontrados. Todavia, os achados nao sao
diagnosticos de liquen plano, uma vez que podem ser
encontrados em outras condi¢des (LE, PB).”*

4. Imunofluorescéncia direta no lapus eritematoso

No lupus eritematoso (LE), os imunocom-
plexos dirigem-se contra componentes nucleares dos
queratindcitos e de estruturas da zona de membrana
basal. A IFD auxilia na confirmagao diagnostica do LE,
diferenciando-o de outras doencas. Podem ocorrer
depositos de IgG, IgM, IgA e C3, além de outros
imunorreactantes na ZMB. Existem varios padroes de
depdsitos na ZMB, tais como: o homogéneo, o fibrilar,
o linear e o granuloso, que podem ser focais ou
continuos. Na derme, podem ser observados corpos
citoides fluorescentes na jun¢io dermoepidérmica
com IgM ou IgA. A prevaléncia das imunoglobulinas
na ZMB ¢é determinada, em parte, pela idade,
localizagao e morfologia da lesao, atividade da doenga
e tratamento.”**”’

Lapus eritematoso cutaneo cronico

No ldpus eritematoso cutaneo cronico (LECC),
a ocorréncia dos depositos de imunorreactantes varia
entre 60% e 90%. A positividade da IFD no LECC
torna-se, em geral, positiva ap6s o segundo més de
doencga. A localizagio da biopsia é de fundamental
importincia: as lesées no tronco sio, geralmente,
negativas, enquanto que as da porcao cefilica,
pescoco e extremidade superior demonstram mais de
80% de positividade. IgG e IgM, com padrio
homogéneo, granuloso ou reticulado (Figura 6), siao
os mais frequentes, e a maioria dos autores encontra
maior positividade de IgM. Na pele nao acometida, a
IFD é, nao raro, negativa.”**"’

Corpos citoides fluorescentes (IgA e IgM) sao
encontrados na derme papilar e representam
queratindcitos basais degenerados. Nao sio achados
exclusivos do LE, uma vez que sao frequentes no
liquen plano (LP) e em outras dermatoses
inflamatorias.
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FIGURA 5: A. Dermatite herpetiforme - IgA granuloso, topo das papi-

las dérmicas. B. Parpura de Hennoch-Schonlein - IgA na parede dos

vasos da derme papilar. C. Porfiria cutinea tarda - IgG homogénea na

ZMB e na parede dos vasos dérmicos. D. Liquen plano - IgM na ZMB
e corpos citoides fluorescentes na derme papilar
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FIGURA 6: Lupus eritematoso - IgG homogénea na ZMB

Lapus eritematoso cutaneo subagudo

Os achados de IFD siao semelhantes aos do
LECC, com positividade entre 54% e 100% dos casos.
Entretanto, a fluorescéncia da ZMB, geralmente, é
granulosa e ocorre ocasional fluorescéncia dos nucleos
dos queratindcitos, o fendbmeno FAN in vivo.>**

Lapus eritematoso sistémico

No ldapus eritematoso sistémico (LES), os
depositos de imunorreactantes (teste da banda lupica
= TBL)” sio de fundamental importincia no
diagnoéstico e prognoéstico da doenga, quando
associados aos achados clinicos e testes sorolégicos.
Como teste diagndstico, o TBL apresenta
sensibilidade de 60% a 90% na pele normal
fotoexposta de doentes com LES, em comparagio
com as dreas nao fotoexpostas (40%-60%). A area
recomendada atualmente consiste na area deltoidea
ou porcaio dorsal do antebraco. Como teste
prognostico, o TBL deve ser realizado em area nao
exposta de pele normal (regiao glitea ou porcao
flexora do antebrago).

Num estudo de Gilliam et al.”® envolvendo 42
doentes com LES, 55% deles apresentaram depositos
de imunoglobulinas na pele nao envolvida (LBT). LBT
foi positiva em 70% dos doentes com LE renal e em
31% dos LEs sem agressao renal.

Os depositos de imunocomplexos envolvem
diversas imunoglobulinas, associadas ou nao ao C3. A
associagdo mais frequente é de IgG/IgM. Também
pode ocorrer fluorescéncia na parede dos vasos
dérmicos, anexos e presenca de fluorescéncia nos
nucleos dos queratinécitos.>”

B- IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A imunofluorescéncia indireta (IFI) apresenta
um importante auxilio diagnoéstico nas dermatoses
vesicobolhosas autoimunes (DVB), como também
permite a avaliagio de auto-anticorpos circulantes,
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sendo, muitas vezes, possivel a correlacao clinico-
laboratorial dos doentes.

A técnica de IFI aplicada a estudos de
anticorpos circulantes nas DVBs utiliza como
substrato o epitélio normal. Os substratos variam de
acordo com os protocolos de cada laboratério, mas,
em nosso meio, a pele normal humana obtida de
prepucio, mama ou palpebra é considerada ideal
(facil obtengao, boa antigenicidade), substituindo o
esofago de macaco (Figura 7).

Um exemplo de protocolo de IFI é assim
descrito: a pele é criosseccionada a 4u e os
fragmentos sao colocados em laminas silanizadas.
Ap6s a incubagao do soro diluido do doente (a partir
de 1:20) com o substrato por 30 minutos, a
temperatura ambiente em cimara umida, segue-se a
lavagem com o tampao trizma base/calcio (TBS
Ca2+). A reagio ¢é revelada por anticorpos
secunddrios anti-humanos (IgG, IgA, IgM e C3),
produzidos em coelhos, murinos ou caprinos, e
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC). A
leitura da reagao é realizada no microscopio de
epiluminescéncia. Em testes quantitativos, o titulo
resultante é aquele onde ainda se detecta a
fluorescéncia no substrato.>

Dermatoses bolhosas intraepidérmicas: pénfigos

A semelhanca da IFD, a IFI nos pénfigos
apresenta fluorescéncia intercelular, de padrao linear,
intraepitelial (Figura 8).

Pénfigo foliaceo

IFI: O pénfigo foliaceo (PF) classico e o
endémico (PFE) revelam o mesmo padrao intercelular
de fluorescéncia, que se apresenta como linear,
intercelular, intraepitelial. Os autoanticorpos da
classe IgG dirigem-se contra a desmogleina 1 (Dsgl -
glicoproteina de 160kDa), o seu principal
autoantigeno.”” A sensibilidade da IFI é de 90%-

— = — ¥
/
Igs/C3 anti-humana-FITC
.*/
v

oo S Soro a ser testado
Epiderme normal (prepicio
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FiGurA 7: Imunofluorescéncia indireta
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FIGURA 8: Pénfigo - IFI-IgG intercelular, intraepitelial

100%.>> No PF invasivobolhoso ou eritrodérmico, os
titulos de IFI podem ser elevados (>1:5120).

A subclasse dominante de IgG no PFE € a IgGy4
. Autoanticorpos das subclasses IgG; e IgG, sio
detectados em baixos titulos nos doentes em remissao
e em individuos sadios habitantes de areas endémicas,
enquanto a IgG3 estd ausente.”” A IgG4 € um istipo
patogénico capaz de induzir o PFE em modelo
experimental. Estudos demonstraram que a IgG4 em
baixos titulos na IFI pode ser encontrada em 56% dos
doentes de PFE em remissao clinica, o que pode
representar maior possibilidade de reativacao da
enfermidade, caso esses autoanticorpos estejam se
dirigindo contra 0s epitopos patogénicos
extracelulares da Dsgl (EC 1-2). *

Pénfigo vulgar

No PV, os autoanticorpos da classe IgG dirigem-
se a desmogleina 3 (Dsg3), autoantigeno de maior
expressao nos epitélios escamosos. Quando ha lesoes
mucocutineas, os doentes podem apresentar,
também, anticorpos contra a Dsgl."*"'

IFI: Padrio de fluorescéncia semelhante ao PF.
Apresentam de 75% a 100% de positividade para
anticorpos antiepiteliais da classe IgG. Também
ocorre predominio de IgG4 na doenca ativa.>'*""

Pénfigo paraneoplasico

No pénfigo paraneoplasico (PNP) existe um
reconhecimento de autoantigenos do epitélio vesical
murino em 83% dos casos (Figura 9). Nos casos
suspeitos, com a IFI negativa (epitélio vesical
murino), sao necessarias outras provas imunologicas,
como a imunoprecipitagao, para afastar o diagnoéstico
de PNP. No PF e no PV, a IFI utilizando como substrato
o epitélio vesical murino é usualmente negativa, mas
existem doentes, especialmente os de PV com
predominio de lesbes mucosas, que apresentam
reatividade contra a desmoplaquinal.”™*
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FIGURA 9: Pénfigo paraneoplisico - IFI (epitélio vesical murino)-
IgG intercelular

Pénfigo por IgA

IFI: Caracteriza-se por depédsitos de IgA
intercelulares intraepidérmicos, sendo positiva em
cerca de 50% dos casos.”*

Dermatoses bolhosas subepidérmicas
Penfigoide bolhoso

IFI: Revela anticorpos circulantes da classe
IgG anticolageno XVII (BP180) em 70% dos pacientes.
Parece nao haver correlacio entre o titulo de
anticorpos e a extensao ou atividade da doenga.”**

Epidermolise bolhosa adquirida/Lapus
eritematoso sistémico bolhoso

IFI: Revela anticorpos IgG circulantes anti-ZMB
em 25%-50% dos doentes. Nao ha correlagio dos
titulos de anticorpos com a extensiao ou atividade da
doenga. O padrao de fluorescéncia para EBA é similar

ao do PB. A técnica de salt-split skin permite
diferencia-las, por meio da localizacio da
fluorescéncia.

IFI: Salt-split Skin

A técnica de salt-split skin (SS) foi desenvolvida
em 1984" e permitiu aumentar a sensibilidade da
deteccao de anticorpos anti-ZMB nas DVBs
subepidérmicas, quando comparada com o substrato
(pele) nao clivado.

A técnica de SS consiste em incubar a pele
normal humana em solucao de cloreto de sédio a
1,0M (NaCl 1,0M) por 72 horas, a 4°C, com uma troca
diaria da solucao durante esse periodo. Dessa forma,
o split, ou separacao artificial da pele, é induzido na
area da lamina licida da ZMB. O splitting separa os
autoantigenos do PB e do EBA. O lado epidérmico
contém os antigenos associados ao hemidesmossomo
(plectina, antigeno do PB-BP 230) e o lado dérmico
consiste em laminina 5 (abaixo da limina ldcida) e
coliagenos tipos IV (lamina densa) e VII (fibrilas de
ancoragem).
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Cerca de 85% dos soros de pacientes
tipicamente com PB mostram ligacao de anticorpos
da classe I1gG aos antigenos-alvo na area do teto da
bolha (lado epidérmico) ou em ambos os lados da
clivagem em 15% dos casos (Figura 10A). Isso
ocorre devido a localizacio dos antigenos de PB,
que estao presentes no hemidesmossomo (BPGA)
ou na regido da lamina licida (BPGA,-BP180 ou
colageno XVIIa)."

Nos doentes com EBA ou LESB, ha reatividade
no assoalho da bolha (lado dérmico), pois o colageno
tipo VII localiza-se nas fibrilas de ancoragem, na
regido da sublimina densa (Figura 10B). EBA
apresenta cerca de 50% de positividade no SS.

Penfigoide das membranas mucosas

O autoantigeno principal do penfigoide das
membranas mucosas (PMM) ¢ a laminina 5 (calinina),
mas o BP180 e a proteina abb4 também sio citados.

IFI: Raramente positiva, em torno de 10% dos
pacientes com anti-IgG contra a ZMB. O melhor
substrato é a mucosa humana (oral ou vaginal) sadia.’**

SS: Positividade no lado epidérmico e dérmico
da clivagem.”*

FiGUrA 10: A. Penfigoide bolhoso - salt-split skin lado epidérmico
(IgG). B. Epidermolise bolhosa adquirida - salt-split skin lado
dérmico (IgG)
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Penfigoide gestacional ou herpes gestacional

O herpes gestacional (HG) é considerado uma
forma particular de PB que aparece durante a
gestagao.

IFI: Anticorpos da subclasse IgGq circulantes
de 10%-20% dos casos. Os soros desses pacientes
contém anticorpos anti-ZMB  fixadores de
complemento, referido como fator HG. No SS,
usualmente, apresentam fluorescéncia no lado
epidérmico da clivagem.”

Fator HG: E uma técnica de IFI amplificada, em
que se adiciona uma fonte de complemento (soro
humano normal fresco). E utilizado em situacoes de
davida diagnostica e aumenta a sensibilidade da IFI
no HG para 50%.”

An Bras Dermatol. 2010;85(4):490-500.

Dermatose bolhosa por IgA linear

IFI: Anticorpos circulantes da classe IgA sao
raros (7% a 30% dos casos) e a IFI deve ser realizada
para afastar outras dermatoses, como o PB.>**

SS: Positivo no lado epidérmico em 60%-70%
dos casos.>”

Dermatite herpetiforme

IFI: Geralmente, negativa para anticorpos
circulantes da classe IgA.

Como conclusao, pode-se considerar a
imunofluorescéncia (direta e indireta) como um
método sensivel e especifico de deteccao de
autoanticorpos in situ e circulantes nas dermatoses
vesicobolhosas autoimunes; nas dermatoses
inflamatoérias, pode ser um recurso laboratorial
auxiliar para o diagnostico definitivo da enfermidade
em investigacao. a
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