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RESUMO

O propodsito da presente investigacao foi padronizar a rea¢ao de imunofluores-
céncia indireta para Pénfigo Foliaceo Endémico (Fogo Selvagem). Verificamos que
a pele humana normal é o substrato ideal e que pode proceder de prepuicio, cabega,
pescoco ou da parede abdominal anterior. A lavagem prévia da pele precedendo
a incubac¢ao com o soro deve ser evitada pois a antigenicidade pode ser diminuida.
O TAS-calcio preserva as propriedades antigénicas da pele e deve ser preferido
como diluente para os soros. Laminas cobertas com albumina sido uteis porque
aumentam a aderéncia dos cortes de pele. A diluicdo apropriada do conjugado é
convenientemente determinada pelo teste de imunodifusao radial (método de Ouch-
terlony). Com referéncia a correlacao entre titulo de anticorpos e atividade clinica,
concluimos que um titulo igual ou maior do que 160 era de mau progndstico pois
estava associado a forma generalizada da doenca ou a casos de forma localizada
refratdrios a terapéutica usual. Contudo, esta obervacdo requer confirmacao através

de estudos que envolvam uma abordagem clinica apropriada.

UNITERMOS: Pénfigo folidceo endémico; Imunofluorescéncia indireta.

INTRODUCAO

Fogo Selvagem, mais apropriadamente de-
nominado Pénfigo Folidceo Endémico (PFE), é
forma de pénfigo folidceo que ocorre com alta
incidéncia e frequente distribuicao familiar na
Ameérica Latina, particularmente no Brasil®> * &
12.16. 17 27. 31 pgtimando-se atualmente em mais
‘de 15.000 o nimero de casos'.

A patogénese do PFE decorreria da agao de
um auto-anticorpo cujo alvo é a substancia inter-

celular da epiderme’. Este anticorpo pertence
geralmente a classe IgG e pode ser demonstrado
por imunofluorescéncia direta das lesdes cuta-
neas® 2* ou por imunofluorescéncia indireta no
soro dos pacientes® . Como o auto-anticorpo
nao é espécie-especifico, pode-se utilizar epitélio
escamoso de pele ou de mucosa de varias espé-
cies animais para a realizacdao da reagao de imu-
nofluorescéncia indireta, o que permitiu a padro-
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nizacao de métodos semi-quantitativos de titu-
lacao de anticorpos™.

A reacao de imunofluorescéncia indireta pa-
ra pénfigo € o unico parametro laboratorial espe-
cifico e semi-quantitativo de que dispomos, re-
presentando ao lado da avaliacao clinica um da-
doimportante para a quantifica¢cao aproximada
da gravidade da doenca. Em casos incaracte-
risticos, ela tem valor diagnostico, como exame
complementar. Varios autores postulam ainda
seu valor prognostico e de orientador terapéu-
tico, permitindo que se regule a dose de medica-
mento de acordo com o nivel sérico de anticor-
pos® . Finalmente, a reacao pode ser utilizada
para inquéritos soro-epidemiolégicos?®, aspecto
ainda carente de abordagem em nosso pais, prin-
cipalmente se considerarmos que os pacientes
que procuram o hospital provavelmente corres-
pondem apenas a porcao visivel do “iceberg”
representativo da populacao atingida pela doen-
ca.

A falta de padronizagao universal da reacao
e as controvérsias que cercam a correlagao entre
titulos de anticorpos e gravidade da doenca (Ta-

bela 1) motivaram a presente investigacao na
qual procuramos comparar varios substratos,
analisar as variaveis influentes sobre a reacéao,
testar a reprodutibilidade desta e avaliar a corre-
lacao clinico-sorologica.

MATERIAL E METODOS
A. Procedimentos gerais
1. Pacientes e soros

Estudamos pacientes atendidos na Unidade
de Dermatologia do Hospital Docente Assisten-
cial de Brasilia. O diagnostico de PFE foi basea-
do em dados clinicos, exame histopatoldgico das
lesbdes e imunofiuorescéncia direta das mesmas.
A classificacao clinica utilizada foi a proposta
pelo “grupo cooperativo de pénfigo”!¢. Esta clas-
sificacao aceita duas formas ativas da doenca
— a localizada e a generalizada. As reacoes de
imunofluorescéncia direta e os exames histopa-
tolégicos foram realizados no Laboratoério de Pa-
tologia da Fundacao Universidade de Brasilia
(UnB). As reacoes de imunofluorescéncia indi-

TABELA 1
Tipos de substratos utilizados em diferentes laboratoérios e respectivos estudos sobre a correlacdo
clinico-sorolégica.

GRUPO

SUBSTRATO

CORRELACAO

ANHALT et alii, 1982

lingua de rato

nao estudada

BEUTNER et alii, 1980 eso6fago de macaco positiva
CRESWELL et alii, 1981 pele humana inconstante
FEIBELMAN et alii, 1981 esofago de macaco positiva
FITZPATRICK & NEWCOMER, 1980 es6fago de macaco inconstante
KATZ et alii, 1969 pele humana positiva
GOLAN et alii, 1984 labio de cobaia inconstante
JUDD & LEVER, 1979 esofago de cobaia ausente
JUDD & MESCON, 1979 varios inconstante
MATIS et alii, no prelo pele humana nao estudada
RIVITTI, 1972 esOfago de cobaia inconstante
TAKAHASHI, 1981 esO6fago de cobaia inconstante
WEISSMAN et alii, 1978 pele humana positiva

Correlacao: correlacio entre atividade clinica e titulos de anticorpos no soro.
Nio estudada: nao houve estudo sobre a correlagao.
Inconstante: houve correlacao positiva em alguns casos apenas.

Positiva: houve correlacao positiva na maioria ou na totalidade dos casos.

Ausente: nao houve correlacao.
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reta foram realizadas na UnB e na Immunoder-
matology Unit da Johns Hopkins University
(IDU). A investigacao compreendeu trés fases
— uma preliminar na UnB, uma intermediaria
na IDU e uma final na UnB. Na UnB, foram titu-
lados 41 soros, sendo 22 de pacientes com doenga
localizada, dez de pacientes com doenca genera-
lizada, um de paciente em fase inativa e oito
de parentes de doentes, isto é, de pessoas nor-
mais provenientes de areas endémicas. Na IDU,
titulamos 92 soros, sendo 50 de doentes com for-
ma localizada, 19 de forma generalizada, nove
de doentes em fase inativa e 14 soros de pessoas
normais de dreas endémicas. Dos 41 soros testa-
dos na UnB, 23 foram também testados na IDU,
permitindo as comparagoes demonstradas nas
tabelas 7 e 8.

2. Tampoées

Utilizamos a solug¢ao salina com tampao fos-
fato (PBS), em pH 7,2 e 0 TRIS-acetato calcio
(TAS-calcioyem pH 7,5, cuja solucao-estoque 10x
€ preparada com 48,40 g de Trisma base (0,01
M) dissolvidas em 3 litros de agua destilada. Adi-
ciona-se 340 g de NacCl (0,85%) e titula-se a pH
7,5 com acido acético. Adiciona-se 22,2 g de clore-
to de calcio e 8 g de azida de sodio. Completa-se
o volume a 4 litros, empregando-se diluicoes a
1:10 com dgua destilada no momento de usar®.

3. Conjugados

Empregamos conjugados obtidos comer-
cialmente da Biolab (na fase preliminar) e da
Cappel (na IDU e na fase final). Na fase preli-
minar, determinamos a diluicao de uso através
de reacoes de imunofluorescéncia direta empre-
gando cortes em criostato de baco humano obti-
do em necropsias. Na IDU, a diluicao de uso era
determinada por imunodifusaoradial — método
de Ouchterlony — (Fig. 1) que passamos a adotar
no Brasil*.

4. Substratos

Na fase preliminar, amostras de pele huma-
ha obtida por cirurgia plastica de mama, lingua
derato, 1abio de camundongo, es6fago de cobaia
e pele de camiundongo recém-nascido eram con-
geladas e armazenadas em nitrogénio liquido.

Na IDU, onde utilizamos prepucio de recém-
nascidos obtido por circuncisao e na UnB, na
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munodifusio radial imétodo de Ouchiter

para definir a diluicao 1deal de uso do conju

rando antl-IgG. O orificio superior, envolto pele halo mais bri

ihante, continha conjugado pur nio d

No orificio inferio
8. No orifici

esquerda continha conjugado diluido &

entral, colocou-se soro humano normal. Diante da presenca
delinha de precipitacdo relativamente fraca mas bem evidente

icao 1:8, este conjupado [ol empre

fase final, quando empregamos pele humana de
regiao abdominal obtida por cirurgia de corre-
cao de hérnia, as amostras eram colocadas na
resina denominada composto OCT, da Miles La-
boratories, Inc., orientadas e imersas em nitro-
génio liquido, formando-se blocos solidos que
eram armazenados em congelador a -20°C. Em
experimentos destinados a comparacao de subs-
tratos, montavamos num mesmo bloco de OCT
0s varios espécimes a serem testados.

5. Preparo das laminas

Na fase preliminar, as laminas eram simples-
mente desengorduradas com banhos de éter e
acetona, sendo usadas logo ap6s a secagem. Na
IDU e na fase final, empregamos laminas trata-
das com albumina* 3%,

6. Cortes em criostato

Os blocos foram cortados em criostato Leitz
na UnB e em criostato da American Optical na
IDU. Trés cortes de 5 um cada eram colocados
em cada lamina.

7. Incubacao e lavagem dos cortes

A incubagdo dos cortes com 0s soros e com
o conjugado foi feita a temperatura ambiente,



FRIEDMAN, H.; CAMPBELL. I. T.: ALVAREZ, R. R.: DIAZ, L. A.; CASTRO, R. M. de; ROITMAN, I.; PARREIRAS,
R. M. & RAICK, A. N. — Imunofluorescéncia indireta no pénfigo foliaceo endémico. Contribuicao para sua padroniza

¢ao. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 31{3): 158 168, 1989.

em camara umida, por 30 minutos. Apés as incu
bacoes, os cortes eram subrnetidos a duas lava-
gensde 10 minutos cada, também a temperatura
ambiente, com PBS ou TAS-calcio.

8. Montagem das laminas

Na fase preliminar, montavamos as laminas
com glicerina tamponada, pH 7,2. Na IDU e na
fase final, usamos o Permafluor da Lipshaw®.

9. Leitura, analise ¢ documentacao das rea-
coes

Procedeu-se 0 exame das reacoes de imuno-
fluorescéncia em microscopios Zeiss, modelo de
trans-iluminacao (UnB) e da Olympus, modelo
de epi-iluminacao (IDU). Para as fotografias, em
pregou-se filmes Kodacolor e TRIS X, ambos de
400 ASA, com exposicao média de 2 a 3 minutos.
A intensidade da reacdo, foram conferidos os va-
lores:

0: reacao negativa:

1 +: reagao positiva mas de fraca intensidade,
pouco evidente;

2 +: reacao positiva de moderada intensidade,
bem evidente;

3 +:reacao positiva de forte intensidade.

Foi considerada significativa diferenca de
duas oumais dilui¢dées noresultado da titulacao.

10. Esquemas gerais das reacoées

No decorrer do trabalho e com o evolver do
método, empregamos os esquemas de reacao
descritos a seguir.

Esquema I (empregado no inicio da fase preli-
minar na UnB)

cortes (varios substratos)—p acetona —p PBS
—p soro —p PBS —p conjugado —p PBS
—p montagem.

Esquema II (empregado no fim da fase preli-
minar na UnB)

cortes (lingua de rato) —p soro —p PBS
conjugado —p PBS—p montagem.

Esquema III (empregado na IDU)

cortes (pele humana de prepucio de recém nas
cido)— soro diluido em TAS-calcio —p TAS
calcio —p conjugado —p TAS-calcio -—p mon
fagem.

Esquema IV (empregado na fase final}

cortes (pele humana de abdémen) — soro
diluido em TAS-calcio—» TAS calcio —» con
jugado —» PBS —p montagem.

Um soro positivo de paciente com PFE e
um soro negativo de pessoa normal serviram de
controles.

B. Procedimentos Especificos

Estes experimentos estudaram a influéncia
de algumas variaveis sobre as reacoes. Assim,
comparamos varios substratos e analisamos os
efeitos da acetona, do composto OCT, da lava
gem prévia com PBS, do congelamento rapido
oulento dos substratos e do armazenamento das
laminas. Para o composto OCT, titulamos 4 so
ros empregando substratos (lingua de rato e eso
fago de cobaia) embebidos ou ndao no mencio
nado composto. Na avaliacao do efeito da veloci
dade de congelamento, titulamos 7 soros utili
zando linpua de rato congelada rapidamente
com nitrogénio liquido ou lentamente dentro do
criostato. O efeito do armazenamento das lami
nas com cortes foi analisado ao se titular 4 soros
empregando cortes preparados no mesmo dia
versus cortes preparados 7 dias antes.

RESULTADOS

Ao compararmos os varios substratos, leva
mos em consideracao os titulos obtidos, a clare
za da reacao, a facilidade para a obtencao do
espécime e a qualidade dos cortes em criostato.
Diante deste conjunto de dados, a lingua de rato
despontou como um substrato satisfatério em
nossos experimentos preliminares (Tabelas 2, 3
e 4). Na IDU e na fase final, a pele humana foi
considerada o substrato ideal.

Com o emprego da acetona (comparar 'I'abe
las 3 e 4) e dalavagem prévia com PBS (Tabelas
5 e 6), as reacoes apresentaram pior qualidade
e titulos mais baixos.
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TABELA 2
Comparacao entre diferentes substratos

TABELA 5
Efeito da lavagem prévia com PBS

INTENSIDADE DA REAGAO*

TITULOS
Soro N Li La Ec Ph
221 40 40 40 0
220 0 0 0 0
219 40 80 40 0
218 80 40 0 1.280
217 320 320 320 160
212 640 320 80 320
139 Q 80 0 0
127 320 320 0 320

Foi empregado o esquema I de reacao (descrito no item IV.A).
Li: lingua de rato.

La: labio de camundongo.

Ec: es6fago de cobaia.

Ph: pele humana.

TABELA 3
Comparacao entre diferentes substratos

Soro N S/PBS PBS-9 min PBS-30 min

241 3+ 2+ 1+
238 3+ 1+ 2+
236 2/3 + 2+ 1+
235 3+ 2+ 0

234 3+ 1+ 1+
233 3+ 2+ 1+
232 3+ 2+ 1+
231 2/3+ 2+ 0

229 2/3 + 2+ 1+

TITITLOS

Soro N Li La Ec Pr Pc
224 160 20 0 20 20
223 0 0 0 0 0
171 20 20 0 0 0
129 80 80 0 80 80
92 160 320 80 1.280 160
75 160 160 160 160 80

* Avaliou-se a intensidade da reacao numa unica diluicao de
soro (1/20).
s/PBS: a lavagem prévia com PBS foi abolida.
PBS-9 min: os cortes foram submetidos a 3 lavagens prévias
de 3 minutos cada, precedendo a incubacao com os soros.
PBS-30 min: os cortes foram submetidos a 3 lavagens prévias
de 10 minutos cada, precedendo a incubac¢ao com o0s soros.

0: reacao negativa.
1 +: reagdo positiva de fraca intensidade, pouco evidente.
2 +: reacéo positiva de moderada intensidade, bem evidente.
3 +: reacao positiva de forte intensidade.

TABELA 6
Efeito da lavagem prévia com PBS.

Foi empregado o esquema I de reacao (descrito no item IV.A).
Li: lingua de rato.

La: labio de camundongo.

Ec: esofago de cobaia.

Pr: pele de rato.

Pc: pele de camundongo.

TABELA 4
Comparacao entre diferentes substratos

TITULOS
Soro N s/PBS c/PBS
257 320 80
252 80 40
250 40 0
248 640 160
241 2.560 40
238 2.560 5.120
236 160 0
234 0 0
233 320 20
231 1.280 0

TITULOS
Soro N» Li La Ec Pr Pc
224 320 160 320 320 160
223 160 80 160 320 40
198 160 40 20 40 n'e
193 80 40 0 20 n'e
172 20 40 20 40 ne
171 0 20 0 0 20
129 640 320 160 320 320
109 40 80 0 80 n'e
92 1.280 1.280 1.280 1.280 1.280
75 80 40 0 80 40
64 0 0 0 0 0
61 80 20 20 80 20

Nestas reac¢des. foi abolida a fixacao com acetona.
Li: lingua de rato.

La: labio de camundongo.

Ec: es6fago de cobaia.

Pr: pele de rato.

Pc: pele de camundongo.

n-e: nao examinado.
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s'PBS: a lavagem prévia com PBS foi abolida.
c:PBS: os cortes foram submetidos a 3 lavagens com PBS.
de 10 minutos cada, antes da incubacao com os soros.

Nao houve variacao na qualidade ou no titu-
lo das reagoes em decorréncia da utilizacao do
composto OCT, do congelamento lento ou do
armazenamento das laminas.

As reacoes realizadas na IDU se caracteri-
zaram por excelente contraste imunolégico, tor-
nando a leitura facil e indubitavel (Figura 2). Os
resultados estao resumidos nas figuras 3 a 7,
mostrando que 13 das 14 pessoas normais
(91,85%) e 0ito dos nove pacientes em fase inati-
va (88,88%) apresentaram reacio negativa. Os
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50 soros de doentes com forma localizada exibi-
ram titulos variando de 40 a 1280. Os dois casos
com titulo 40 e 14 dos 16 casos com titulo 80
mostraram poucas lesées (menos de 10) e neces-
sitaram de doses diarias de manuten¢ao meno-
res do que 20 mg de prednisona. Quatro dos sete
pacientes com titulo 160 recebiam 60 mg de pred-
nisona por dia na data da colheita do soro. Outro
paciente desenvolveu forma generalizada em
dois meses. Os 13 pacientes com forma locali-
zada e titulo 320 exibiam 20 ou mais lesoes e
atividade maior das lesoes (eritema acentuado,
exsudato etc.). Dois deles evoluiram para forma
generalizada. Em seis, houve tendéncia a recidi-
vas e o controle terapéutico foi dificil mesmo
com doses diarias de 20 a 40 mg de prednisona.
Esta mesma resisténcia ao tratamento caracte-
rizou os pacientes com forma localizada e titulo
640, dois dos quais desenvolveram forma genera-
lizada. A doente com titulo 1.280 classificada cli
nicamente como portadora de forma localizada
apresentava sindrome de Cushing iatrogénica
mantida que estava sob a dose de 40 mg de pred-
nisona por dia. Entre varias recidivas, esta pa-
ciente chegou a desenvolver forma generalizada.
Dentre os 19 casos com forma generalizada, dois
(10,5%) apresentaram titulo 160, sete (36,8%)
mostraram titulo 320, dois casos (10,5%) exibi-
ram titulo 1.280, um caso (5,3%) teve titulo 2.560
e dois casos (10,5%) apresentaram titulo 5.120.
Titulos entre 160 e 1.280 corresponderam a for-
mas generalizadas de aspecto variavel, tanto no
que tange a extensao da area envolvida, como
emrelagao aintensidade de atividade das lesdes
e ao tipo destas, isto é, se bolhosas, erodidas,
exfoliativas etc. Os quadros generalizados com
acometimento de mais de 90% da superficie cor-
porea mostraram titulos maiores ou iguais a
1.280. Nos dois casos com titulo 5.120, o acometi-
mento foi total e do tipo eritrodérmico.

As reacoes realizadas na fase final na UnB
apresentaram qualidade e titulos comparaveis
a0s da IDU (Tabela 8). O es6fago de cobaia nao
forneceu nunca resultados superiores a pele hu-
mana. Propiciou, porém, valores significativa-
mente inferiores (duas ou mais dilui¢oes de dife-
renca) em cinco dos casos testados (Tabela 8).

DISCUSSAO

Um dos mais controversos aspectos relacio-
nados a reacao de imunofluorescéncia indireta

Fig. 2 — Reagoes de imunofluoreseénela indireta empregando
pele humana normal como substrato ¢ os procedimentos men
clonados no texto. A figura 2a corresponde & uma reacio nega
tiva, controle, em que se utilizou soro de pessoa normal As
figuras 2b e 3¢ sao0 de reagoes positivas, obtidas com soros
de doentes de PFE, nas guals é nitida a distribuledo inter-ce
lular da IgQ, x 320 (Meguras 28 e 2b; x 400 (Agura 9c)

para pénfigo ¢ a escolha do substrato ideal, tema
discutido por vdrios autores' & 13- 18 2L 2225 30
O esoOfago de macaco é recomendado por varios
autores® '*. Nao obstante, segundo SABOLINS-
KI et al.?’, o esofago de cobaia fornece titulos
mais elevados do que o esdéfago de macaco em
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Fig. 3 — Distribuicdo de titulos de anticorpos por atividade
clinica de PFE. N: pessoas normais, sadias; I; pacientes de
PFE em inatividade clinica; L: pacientes com a forma locali-
zada de PFE; G: pacientes com a forma generalizada de PFE.

DISTRIBUICAC DE TfTULO_S DE ANTICORPOS
POR ATIVIDADE CLINICA DE PFE
Em inatividade

Frequéncios

[o]

20 80 180 320 640 1280 2560 5120

Titulos

DlSTRIBUIQ,&O DE TI'TULOIS DE ANTICORPOS
POR ATIVIDADE CLINICA DE PFE
Sadios
20
18
16
. 7]
0 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120 J
Titulos

Fig. 4 — Histograma representativo da distribuicao dos titulos
de anticorpos em scros de pessoas sadias.

casos de PFE, o inverso sucedendo no pénfigo
vulgar. Assim, no Brasil, o es6fago de macaco
nao seria o substrato ideal. Outros trabalhos re-
centes mencionam inferioridade do eséfago de
macaco em relacao a pele humana tanto em ca-
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Fig. 5 — Histograma representativo da distribuicdo dos titulos
de anticorpos em soros de pacientes em inatividade clinica.

DISTRIBUICAO DE TfTULQS DE ANTICORPOS
POR ATIVIDADE CLINICA DO PFE
Forma localizada
20

Frequéncias

o} 20 40 80 180 320 640 1280 2560 5120
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Fig. 6 — Histograma representativo da distribuicéo dos titulos
de anticorpos em soros de pacientes com forma localizada de
PFE.
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Fig. T— Histograma representativo da distribuicao dos titulos
de anticorpos em soros de pacientes com forma generalizada
de PFE.
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TABELA T
Comparacao entre titulos obtidos na UnB, no final da tase
preliminar ¢ na IDU

TITULOS
Soro N Unb InuU
254 20 e
250 160 320
248 2 580 1.280
245 4] [§]
244 1280 It}
243 160 Bi
241 2.560 5120
239 4 0
238 160 6§40
236 160 160
233 160 544
232 2 560 1.280
231 1.280 1.280
229 160 180

IDU: Immunodermatology Unit. Johns Hopkins University
UnB: Universidade de Brasilia

Na UnB, empregavamaos nesta fase, lingua de rato. soros dilai
dos em PBS ¢ conjugado da Biolab diluido a 1:20.

Na IDU, empregamos pele humana, soros diluidos em TAS
Calcio e conjugado da Cappel geralmente diluido a 1-32

TABELA 38
Comparacao entre titulos obtidos na IDU ¢ na UnB, na fase

tinal
TITULOS

UnB IDU
Soro Nv Ph Ec Ph
254 40 0 40
250 640 80 320
248 1.280 640 1.280
243 80 40 80
240 640 320 320
221 320 160 320
218 640 160 640
217 160 80 40
213 160 40 320
212 160 80 320

IDU: Immunodermatology Unit, Johns Hopkins University.
UnB: Universidade de Brasilia.

Ph: pele humana.

Ec: es6fago de cobaia.

sos de PFFE como de pénfigo vulgar' *. As cres
centesrestricoes aousode primatas em pesquisa
estao limitando a utilizacao do es6fago de maca
co nos Estados Unidos® e no Brasil o alto preco
e as dificuldades para a obtencao do es6fago de
macaco inviabilizam o seu emprego rotineiro.
Este conjunto de motivosjustifica anaoinclusao

deste substrato na presente investigacao, (Ouivo
argao freguentemente vtitizado ¢ o esotuvo de
cobaia’ % Recentemente elevado a condicao
de substratoideal para casos de PFEY o esolavo
de cobaia forneceu em 1ossos experimentos reg
coes menos intensas e Ltulos mais baixos do
que a pele humana, Ja s ngua de rato, de taey!
obtencac. tol o substrato gue melhor nos unpres
sionou na fase de estudos preliminares Empre
gado pelo grupo de [DU no passado” =" a gy
de rato miostrou em nosso estudo resultados com
satisfatoria superposicao aos obtidos com pele
humana (T'abela 7). Porem, com o emprego da
lingua de rato, tanto em nossa casuistica come
na do grupo da IDU. foram observados soros
de pessoas normals ot reagues positivas Ini
cialmente, estes resultados foran: considerados
como corroborando os achados de CASTRO e1
al."’ de que soros positivos podem ser encontra
dos no seio da populacao aparentemente sadia
de areas endeémicasde PFE. Contudo, o emprepo
da pele humana nos moldes preconizados pelo
grupo da IDU tem fornecido constantemente
reacoes negalivas em pessoas aormais' Ununi
¢o caso de nossa soroteca que ol positivo nestus,
circunstancias apresenta iorte suspeita de troca
e nova reacao recentermente realizada com soro
desta pessoa foi negativa. ¥ possivel ainda que
reacoes aparentemente falso posttivas encon
tradas em pessoas normaits provenientes de
areas endémicas decorram da presenca de anti
cOrpos gue reajam contra uma citoqueratina
murina recentemente descrita e denominada an
tigenos Cascas'®. Trés de nossos soros positivos
na reacao de imunofluorescencia indireta com
lingua de rato e negativos comn pele humana (so
ros 172, 174, 176), pertencentes a pessoas sadias,
parentes de doentes com PFE, foram positivos
a0s antigenos Cascas em testes realizados na
IDU. Este conjunto de dados € pois favoravel
ao emprego da pele humana que tem oferecido
resultados excelentes quando utilizada em asso
ciacao aos demais procedimentos discutidos
adiante. O prepucio de recémnm nascido, a pele da
cabeca e do pescoco® e, conforme verificamos
no presente estudo, a pele da parede abdominal
anterior prestam-se bem a execucao da reacdo.
Como SISON-FONACIER & BYSTRYN* de
monstraram variacoes topograficas na distribui
cao de antigenos de peénfigo no corpc humano,
e recomendado cuidado na escolha do local de
origem da pele a ser utilizada como substrato.
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Com relacao as variaveis potencialmente in-
fluentes sobre a reacao, verificamos que o com
posto OCT nao a prejudicou e que seu emprego
permitiu melhor orientacdo do substrato na
constituicao do bloco, facilitando desta forma
a realizacao dos cortes em criostato.

Ja a utilizacao da acetona teve efeito dele-
tério que interpretamos agora como parcialmen-
te decorrente das lavagens subsequentes em
PBS, precedendo a incubac¢ao com os soros. De
acordo com OGAWA et al”¥ estas lavagens di-
minuem a reatividade dos antigenos de pénfigo,
fato confirmado por MATIS et al.*® e por nossos
experimentos (Tabelas 5 e 6).

A questao de preservacao antigeénica foi ain
da considerada nos testes de congelamento rapi-
do e lento e de armazenamento das laminas. E
curioso que os antigenos aparentemente se con
servam bem tanto diante do congelamento lento
como em face do armazenamento. O sucesso
com 0 emprego de pele obtida em necropsias®
demonstra, alias, a resisténcia do sistema anti-
geéenico do pénfigo frente a autolise. Do ponto
de vista pratico, estas caracteristicas sao uteis
por dispensarem o uso do nitrogénio liquido e
por permitirem o armazenamento de substratos
ou dos cortes ja em laminas, pelo menos por de
terminado periodo de tempo (uma semana em
nossos experimentos). E evidente contudo, que
condicoes 6timas, como a do emprego do nitro
genio liquido e dos cortes ainda frescos, prepa-
rados no mesmo dia ou nos dias imediatamente
anteriores, proporcionam menos riscos de insu-
cesso devendo ser sempre preferidas.

O emprego adequado do conjugado repre
senta indubitavalmente ponto basico narealiza-
cao das reacoes de imunofluorescéncia’. O mé-
todo de imunodifusao radial! para a titulacao
do conjugado é economico, seguro, de reprodu-
cao facil e de execucao rapida.

As reacoes realizadas na IDU apresentaram
excelente qualidade e contraste imunolégico su-
ficientemente claro para evitar duvidas a leitura
(Figura 2).

Nossos testes na etapa final, na UnB, empre-
gando o esquema IV, demonstraram a reproduti-

bilidade a reacao e asseguraram-nos o seu do
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minio. Verificamos ainda que a pele humana é
superior ao es6fago de cobaia.

Com relacao aos titulos obtidos, é importan-
te ressaltar que nenhum paciente em atividade
clinica apresentou rea¢ao negativa. Esta carac-
terizou pessoas sadias e doentes em inatividade.
Ha suspeita de troca de soro para a pessoa sadia
que exibiu reacao positiva.

A correlacao, nos 92 casos testados na IDU,
entre a atividade clinica e o titulo de anticorpos
séricos (Figuras 3 a 7) sugere a primeira vista asso-
ciacdo de tipo grupal mas nao individual, isto
é, a média dos titulos foi maior para a forma
generalizada (média = 460,8) do que para aforma
localizada (média = 299,2), mas alguns casos de
forma localizada tiveram titulos mais elevados
do que casos de forma generalizada. Isto confir-
maria resultados de outros autores®® 3% e refor-
caria o conceito de alguns de que 0 emprego
do titulo de anticorpos como parametro de ativi-
dade clinica e como orientador terapéutico nao
se justifica®'. Contudo, observacao mais minu-
ciosa dos prontuarios dos pacientes revelou que
os grupos forma localizada e forma generalizada
nao sao na realidade clinicamente homogéneos,
havendo consideravel variacao de grau de ativi-
dade clinica intra-grupal. Ainda, alguns pacien-
tes sao mantidos na forma localizada a custa
de tratamento prolongado com doses de manu-
tencao relativamente elevadas de imunodepres-
sores (20 mg ou mais de prednisona por dia).
Estes pacientes com forma localizada mas com
evolucao clinica marcada por recidivas e resis-
téncia a terapéutica habitual seriam talvez me-
lhor classificados como ‘“‘high responders” no
conceito de DIAZ et al.'” no sentido de que res-
pondem intensamente ao agente desencadeante
do PFE, com titulos elevados de anticorpos.

Analisando individualmente titulo e com-
portamento clinico, observamos que o titulo 160
parece representar marco de mau prognostico
por ser o limite inferior dos titulos encontrados
na forma generalizada e por compreender pa-
cientes com forma localizada de dificil controle.
Titulos acima de 160 pertenceram a pacientes
com forma generalizada ou com formalocalizada
resistente a terapéutica. Acreditamos porém
que tal observacao so serd confirn ada ou infir-
mada através de futuras investigacées clinico-
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sorologicas que, contando ja com reacao devida-
mente padronizada, possarn esmiucgar as formas
clinicas atualmente reconhecidas de PFE, talvez
subdividindo-as em grupos e enfocando as de mo-
do quantitativo, através de formulas que consi-
derem o numero de lesdoes ou a area corporea
comprometida, o tipo e a atividade da lesao e
as doses empregadas.

SUMMARY

Indirect immunofluorescent reaction in
endemicus pemvphigus foliaceus.

The aim of the present research was to stan-
dardize the indirect immunofluorescence reac-
tion for Endemic Pemphigus Foliaceus (Fogo
Selvagem). We found that fresh human skin was
theideal substrate and could proceed from fores-
kin, head, neck, or anterior abdominal wall. PBS
pre-washing of the skin preceding theincubation
with the serum should be avoided since the anti-
genicity might be diminished. TAS-calcium pre-
serves the Pemphigus antigenic properties of the
skin and shall be preferred as the diluent for
the sera. Albumin-coated slides are useful becau-
se they increase the adherence of the skin sec-
tions. The conjugate appropriate dilution is con-
venientely determined by the radial immuno-
diffusion test (Ouchterlony method). So far as
the correlation between the antibody titer and
the clinical activity is concerned, we concluded
that a titer of 160 or more was of bad prognosis,
since it was associated with the generalized form
of the disease or with cases of the localized form
refractory to the usual therapy. Nevertheless,
this assumption needs confirmation by further
studies involving an appropriate clinical ap-
proach.
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