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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste estudo € caracterizar por meio do exame
oftalmol 6gi co os pacientes com suspeita clinica de penfigéide cicatricia

ocular eapresentar osresultadosobti doscom atécnicadeimunofluorescén-
ciadireta. Métodos: Estudo prospectivo realizado no setor de Cornea e
DoencasExternasdaUniversidadeFederal deS&o Paulo. Foramexaminados
18pacientescom suspeitaclinicadepenfigdidecicatricia ocular eredlizadas
bi 6psias de conjuntivaparao processamento daimunofluorescénciadireta
em 13 pacientes(26 olhos), quendo estavam navigénciadei munossupressao
sistémicaou terapéutica antiglaucomatosa tépica. Resultados: Segundo o
estadiamento de Foster, apropor¢do deolhosclassificadosdel alV foram:

3,8%, 3,8%, 77%, 15,4% respectivamente. A penas 3 (23%) pacientesapre-

sentaram imunofluorescéncia direta positiva. Conclusio: A maioriados
pacientes encontravam-se em estagio avancado da doenca, o que denota
retardo no diagndstico. A imunofluorescéncia direta apresentou baixa
sensibilidadeem detectar depdsitosdei munocompl exosnamembranabasal

da conjuntiva, quando comparada aos dados da literatura.

Descritores: Penfigdide mucomembranoso benigno/diagndstico; Dermatopatias
vesiculobolhosas/diagndstico; Membrana basal; Conjuntiva/patologia; Técnica direta de
fluorescéncia para anticorpo

INTRODUCAO

Penfigoidecicatricial € umadoencasistémicaauto-imuneerara, caracteri-
zada por depositos deimunoglobulinas e complemento namembranabasal da
pele e mucosas, como esdfago, traquéia, anus e conjuntiva. Ha ativacéo do
complemento einfiltracdo do tecido por neutrdfilos, macréfagos elinfdcitos
T ativados, traduzindo-se clinicamente por hiperemia, bolhas, sinais
flogisticos, cicatrizagdo excessiva e progressiva desses tecidos®.

Dos pacientes com doencas oculares aincidénciado penfigéide cicatricial
€ estimada em 1:12.000 a 1:60.000 dos casos, sem predilecéo por raca ou
distribuicdo geografica. Acomete com maior frequiénciamul heres acimados 60
anos®®d,

A manifestacéo ocular ocorre em aproximadamente 70% dos pacientes
com acometimento sistémico, sendo denominado de penfigdide cicatricial
ocular (PCO)®. Apresenta-se como conjuntivite cicatricial cronica, fibrose
sub-epitelial progressiva, encurtamento do fundo de saco inferior (FSI),
simbléfaro, anquilobl éfaro, triquiase, obstrucao das glandulas de Meibomius
e do ducto da glandula lacrimal, resultando em ceratoconjuntivite sicca,
queratinizacdo dasuperficie ocular e baixadaacuidade visual @,
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Devido agravidade da af eccéo ocular com possivel evolu-
¢do para cegueira, o diagndstico deve ser feito precocemente
para que a terapéutica seja instituida o mais breve possivel.
Com isso, pode-se controlar o quadro cicatricial eaumentar o
periodo de remisséo da doenga, minimizando as seqlielas®”.

O diagndstico do PCO éfeito por meio da avaliacdo oftal-
molégica, auxiliada por testes laboratoriais que detectam a
presencade complexosimunoreagentesnamembranabasal da
conjuntiva. A imunofluorescéncia é a técnica mais utilizada
devido ao baixo custo e a maior facilidade de execucdo. A
imunoperoxidase, quando comparada a imunofluorescéncia
direta, se mostramais sensivel por conseguir detectar comple-
X0Ss imunoreagentes na membrana basal, mesmo quando em
menor nimero, todavia ambas sdo inespecificas®®. A micros-
copiaimunoel etrnica surge como um método, de alta sensibi-
lidade e especificidade, associaatécnicadeimunoperoxidade
amicroscopiaeletronica.

O objetivo deste estudo prospectivo é caracterizar clinica-
mente os paci entes com suspeitaclinicade PCO e apresentar os
resultados obti dos com atécnicadeimunofluorescénciadireta.

METODOS

Foram avaliados prospectivamente, no Setor de cornea e
doencas externas do Departamento de Oftalmologia da Uni -
versidade Federal de S&o Paulo, dezoito (18) pacientes com
quadro de conjuntivitecicatricial com suspeitaclinicade pen-
figdidecicatricial ocular (PCO). O diagnéstico clinico de PCO
foi confirmado por no minimo trés médicos do setor. Foram
excluidos do estudo os pacientes com outras causas de con-
juntivitecicatricial, como tracoma, conjuntivite alérgica, quei-
maduras, quadros cicatriciais associados ao uso de medica-
¢ao tépica ou sistémica, e qualquer relato do uso prévio ou
atual deterapéutica sistémicacom imunossupressores ou dia-
minodifenilsulfona (dapsona). Desses 18 pacientes com sus-
peitaclinicade PCO, foramincluidos no estudo 13 casos, pois
3 jafaziam uso de dapsona oral e 2 apresentavam glaucoma
crénico e estavam em uso de drogas antiglaucomatosas.

O estadiamento clinico de cadaolhofoi realizado naadmisséo
do paciente no setor, segundo a classificacdo de Foster®® para
penfigbidecicatricial ocular: Estagio | —conjuntivite crénicacom
fibrose sub-epitelial; Estagio |1 —encurtamento do fundo do saco
inferior em qualquer nivel, mas sem simbléfaro; Estagio Il —
presenca de simbléfaro, ceratopatia, neovascularizagdo de
cornea, triquiase, distiquiaseeateragdo dofilmelacrimal; Estagio
IV —anquilobléfaro, queratinizacdo da superficie ocular e perda
damotilidade ocular extrinseca(“olho congelado”).

A acuidadevisual (AV) foi medidae classificadade acordo
com aclassificagdo daOrganizacéo Mundial de Saide (OMS)
em: deficiénciavisual (AV maior que 6/18 e menor que 6/60),
deficiéncia visual severa (AV entre 6/60 e 6/120) e cegueira
(AV maior que 6/120)®. Também foram pesquisadas clinica-
mente doencas sistémicas associadas.
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As bidpsias da conjuntiva bulbar foram realizadas em 13
pacientes (26 olhos) apds obtencédo do termo de consentimen-
tolivre e esclarecido, da seguinte forma: apésinjecdo subcon-
juntival delidocaina2%, um fragmento, medindo 2,0x 2,0 mm
daareahiperemiadadaconjuntivabulbar, foi cuidadosamente
dissecado com tesoura de Vannas e pinca de dissec¢do. O
fragmento foi envolto em papel aluminio, colocado em reci-
piente térmico resfriado para o transporte e processamento
imediato do tecido. Esta etapadurou em média 10 minutos.

Paraverificar apresencadeimunocompl exos namembrana
basal da conjuntiva, foi realizada a técnica de imunofluores-
cénciadireta. Em resumo: Congelamento e inclusdo do frag-
mento em “tissue freezing medium”-JUNG® a -20°C (Richat
Jung —Tissue Tek). Cortes do tecido foram feitos no criostato
a-20°C com 4m de espessura e colocados sobre lamina con-
tendo adesivo de Poly-lisine e fixado em acetonapor 10 minu-
tos. Aslaminas foram lavadas duas vezes durante 5 minutos
em solugdo tampéao fosfato (pH 7,4). Anticorpos primarios
conjugados com isotiocianato de fluoresceina— FITC (DAKO
A/S Produktionsvej — Denmark) na concentracdo de: 1gG
1:200, 1gA 1:20, IgM 1:20, C,1:50, C 1:10foram colocadosnas
[&minas, queficaramincubadas por umahoraem cadmaralmida
e escura a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada
lavagem por cinco minutos com tampé&o PBS, por trésvezes, e
montagem das l&minas em glicerina tamponada. Utilizamos
microscépio com iluminacgéo fluorescente vertical paraaandli-
se dos tecidos. Para cada biopsia foram realizados controles
positivos com rim ou pel e de paciente com pénfigo ou I (pus, e
controles negativos com fragmento do préprio paciente encu-
bado apenas com albuminado soro bovino 1%, que é utilizado
paraverificar aauto-fluorescénciado tecido.

Foi considerado resultado positivo a observacao de deposi-
toslinearesimunoreagentes namembranabasal daconjuntiva.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 13 pacientes, sendo 9 (69,2%)
do sexo feminino e4 (30,8%) do sexo masculino. A idade média
dos pacientes era de 72,7 anos, variando entre 60 e 90 anos.
Todos os pacientes apresentavam acometimento ocular bila-
teral e 4 pacientes apresentavam assimetria no estadiamento
entre os olhos. Comprometimento da mucosa oral foi ob-
servado em 30,4% dos casos (Tabelal).

Conforme a classificag8o de Foster, 8 pacientes (61,6%)
encontravam-se no estagio 111, 1 no estagio IV (7,6%) e 4
(30,8%) apresentavam assimetria de estadiamento entre os
olhos. Ao fazermos o estadiamento por olho, verificamos
gue 20 deles (77%) encontravam-se no estagio |11 (Figural),
4(15,4%) noestagiolV, 1 (3,8%) no estagio Il e 1 olho (3,8%)
no estagio | (Tabelal).

Utilizando a classificacdio daOM S paradeficiénciavisual, a
distribuicdo da AV correlacionada ao estadiamento do paciente
foi aseguinte: estégio | - 1 olho (100%) apresentava cegueira;
estégio Il - 1 olho (100%) apresentava cegueira; estagio Il —7
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olhos (35%) apresentavam AV £ 6/18, 4 olhos (20%) apresenta-
vam deficiénciavisua e 9 olhos (45%) foram classificadoscomo
tendo cegueira; estagio |V —1 olho (25%) apresentavaAV £6/18
e 3 olhos (75%) foram classificados como tendo cegueira. A
paciente CDP, classificadacom estégio |11 de Foster, apresentava
amaurose secundériaadescolamento deretina(Tabelal).

O resultado da imunofluorescéncia direta foi positivo em
apenas 3 pacientes (23%). A paciente n° 4 do sexo feminino,
apresentou depositos de 1gG e C,; a paciente n° 6 do sexo fe-
minino, apresentou depositosde 1A, 19G, IgM, C,(Figuras2 e
3), eopacienten® 13, do sexo masculino, apresentou depésitosde
IgA, IgG e C, masnenhum deles apresentou depositosde C_ na
membranabasal daconjuntiva.

DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados 13 pacientes com sus-
peitaclinicade PCO; o sexo femininofoi predominante (69,2%) e
aidademédiafoi de 74,5 anos. Esses dados est&o de acordo com
aliteratura®9, Foster® descreveu que o PCO pode iniciar na
terceiradécadadevida, masdevido ao caréter intermitente, com
periodos de remissdo e exacerbacéo, o diagndstico é protelado
até que adoencaevoluaao estagio I11 oulV. Em nosso estudo,
92,3% dos olhos encontram-seno estagio |11 eIV de Foster, ou

sgja, em umafase avancada dadoenca. A demorano diagnés-
tico, que pode ocorrer devido ao caréter intermitente da doen-
ca, a falta de acesso a servico de atendimento tercidrio em
oftalmologia, ou adificuldade do oftalmol ogistageral em diag-
nosticar e conseqlientemente tratar esta doenca traz grande
prejuizo ao paciente, poisaterapéuticarequerida- corticoide,
dapsona e agentes imunossupressores - estabiliza 0 processo
na maioria dos casos, mas ndo regride as lesbes oculares
existentes®?,

A classificagdo do PCO é feita classicamente utilizando os
parémetrosde Foster ede Mondino, queavaliao grau dereducéo
do fundo de saco inferior. Observamos que 4 (30,8%) pacientes
desse estudo apresentavam assimetria de estadiamento entre os
olhos. Mondino®? jahaviadescrito apossibilidade de assimetria,
tanto em severidade quanto em progressdo da doenca entre os
olhos. E importante que a documentaczo seja bastante precisa,
utilizando ospar&metrosde Foster, Mondino, fotografiasnalam-
pada de fenda, descricdo sobre as ateragdes corneai's, extensio
da queratinizagdo e acuidade visual, que ndo sdo avaliados nes-
tas classificagdes® mas sdo importantes para 0 seguimento do
paciente e controle ha progresso da doenca.

Elder® descreveu pior acuidade visual nos pacientes do
estagio 1V quando comparado aos outros estagios de Foster.
Em nosso estudo, observamos que em apenas 1 olho do es-
tagio IV apresentou acuidade visual de 6/18, enquanto os

Tabela 1. Dados clinicos e resultados da imunofluorescéncia dos pacientes com suspeita clinica de Penfigéide Cicatricial Ocular
Caso Nome Sexo Idade Olho Estagio da doenca* Acuidade visual Mucosa oral Imunofluorescéncia
1 MFC F 67 oD 11} 6/9 - Negativo
OE 11} 6/9 Negativo
2 HCA F 81 oD i Vultos - Negativo
OE | CD 1m Negativo
3 NA F 67 oD I} 6/30 - Negativo
OE ] 6/18 Negativo
4 AAS F 79 oD ] 6/18 Aftas Positivo
OE i 6/60 Positivo
5 CF F 71 oD 1] 6/30 Fibrose Negativo
OE I} CD 1m Negativo
6 IHN F 83 oD ] 6/18 Fibrose Positivo
OE \Y 6/18 Positivo
7 LB M 74 oD ] Vultos - Negativo
OE ] Vultos Negativo
8 OP M 70 oD 1] 6/6 - Negativo
OE 1\ CD 2,5m Negativo
9 ISV F 79 oD [\ Vultos Fibrose Negativo
OE [\ Vultos Negativo
10 CDP F 79 oD i CD 3m - Negativo
OE ] Amaurose Negativo
11 OBL F 90 oD 1] CD 3m - Negativo
OE 1] CD 1m Negativo
12 JFS M 69 oD i CD 3m - Negativo
OE ] 6/18 - Negativo
13 JRF M 60 oD I} 6/60 - Positivo
OE ] CD 1m - Positivo
M= masculino; F= feminino; OD= olho direito; OE=o0lho esquerdo; CD= contar dedos; m= metro; “Classificacdo de Foster
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Figura 1 - Penfigoide cicatricial ocular, grau lll de Foster, demonstrando
obliteracdao do fundo de saco inferior e simbléfaro (paciente 6)

a presenca de depdésitos lineares imunoreagentes IgG na membrana
basal da conjuntiva (200X)

outros 3 olhos foram classificados como tendo cegueira. E
dificil fazer umamelhor avaliacéo sobre este aspecto, devido
ao numero resumido de olhos no estagio | e ll, apenas 1 em
cadagrupo (Tabelal).

Apesar do diagnéstico do PCO ser clinico, acomprovagao
laboratorial deve ser realizada, para que a terapéutica seja
instituida o mais breve e com amaior seguranca possivel 19,
V arios métodos tém sido propostos paraauxiliar o diagnéstico
do PCO, mas nenhum especifico. A microscopia 6ptica evi-
dencia conjuntivite crénicainespecifica: metaplasia escamo-
sa, perivasculite einfiltrado inflamatorio com predominio de
macrofagos e neutréfilos®!?. A avaliacdo dasuperficie ocular
por microscopia el etrénica mostra aumento de desmosomas,
tonofibrilas e tonofilamentos, separacdo da membrana basal
do epitélio e aumento dacamadade muco, quando comparado
com individuos normais*3,

As técnicas de imunohistopatol ogia tém por objetivo de-
tectar auto-anticorpos circulantes direcionados a membrana
basal ou demonstrar os complexos imunoreagentes deposita-
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Figura 3 - Lamina de imunofluorescéncia direta (paciénte 6), demonstra
a presenca de depésitos lineares de imunoreagentes IgG na membrana
basal da conjuntiva (400X)

dos namembranabasal . Fal so-positivo pode ocorrer no exame
daconjuntivanaulcerade Mooren’s, ceratite estafilococicae
em todos os tecidos no lupus eritematoso sistémico. Falso-
negativo ocorre principalmente no PCO restrito ao olho e nos
erros de execucdo datécnica®519, A imunofluorescénciadire-
tadetectaos complexosimunoreagentes namembranabasal; é
atécnica mais difundida, por ser de facil execugdo e menor
custo, quando comparadaaimunoperoxidase. A sensibilidade
deste método varia na literatura de 30,5 a 67%®6%4, Em
nossa casuistica, houve apenas 23% de positividade em casos
clinicamente tipicos de PCO, porcentagem bem menor que
aquela descrita na literatura internacional. N&o foi possivel
comparar com dados nacionais, poiseste é o primeiro trabalho
gue estuda aimunofluorescénciano PCO em nosso meio.

Foster® ja havia reportado que a técnica da imuno-
peroxidase complexo avidina-bi oti na-peroxidase € aproxima-
damente 1000 vezes mais sensivel na detecgdo de Imu-
nocomplexos na membrana basal que a imunofluorescéncia
direta. Power et al.® reportaram aumento de sensibilidade no
diagndstico do PCO com a técnica de imunoperoxidase em
relacdo a imunofluorescéncia direta (83% e 52% respectiva-
mente), e osimunoreagentes detectados com maior fregiiéncia
foramIgA, IgG e C, . Em nosso estudo 3/3 pacientes apresen-
taram depositosde C,, 19G e 2/3 apresentaram I1gA.

A microscopiaimunoel etrénica consiste na associagdo das
técni cas deimunoperoxidase e mi croscopi ael etronica, possibi-
litando localizar precisamente os depdsitos deimunocomplexos
na membrana basal. Hong-Xuan et al.®® relataram que no
penfigdide restrito ao olho, os imunocomplexos se depositam
na parte superior da lamina llcida, séo finos e descontinuos.
Nos casos em que o penfigbide acomete outros tecidos, os
imunocomplexos sedepositam naparteinferior dalaminallcida
e nalamina densa da membranabasal. E acrescentam que nos
casos em que a doenca é restrita ao olho, a sensibilidade da
técnicade |munofluorescénciadiretaémenor. Em nosso estudo,
69,2% dos paci entes apresentavam apenas acometimento ocul ar,
isso poderiaexplicar abaixapositividade encontradapor nos.
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Em facedeimportanciado diagndstico preciso do PCO edos
resultados relatados na literatura®%'?, sugerimos a realizacdo
das técnicas de imunoperoxidase ou microscopia imuno-
eletrdnica nos casos em que a imunofluorescéncia direta for
negativa

CONCLUSAO

A maioriados pacientes encontravam-se em estagio avanca-
do da doenca, o que denota retardo no diagnéstico. A imuno-
fluorescéncia direta apresentou baixa sensibilidade em detectar
depositosdeimunocomplexosnamembranabasal daconjuntiva,
guando comparada aos dados da literatura.
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ABSTRACT

Purpose: Toreport thefindingsin patientswith clinical suspi-
cion of ocular cicatricial pemphigoid (OCP) and to present the
results of directimmunofluorescence investigation. Methods:
Prospective study performed at the Federal University of Sdo
Paulo. Clinical examination and conjunctival biopsies were
performed inthirteen patients (26 eyes) who presented clini-
cal evidence of OCP without systemic immunosuppression
therapy or topic anti-glaucomadrug use. Immunofluorescence
wasimmediately performed after obtaining biopsies. Results:
According to Foster’'s staging system, the proportions of
eyes classified as stage | to IV were 3.8%, 3.8%, 77% and
15.4%, respectively. Only three (3) of thirteen (13) patients
(23%) were positive on performing immunofluorescence tech-

nique. Conclusion: This study shows that the diagnoses of
ocular cicatricial pemphigoid were established at advanced
stages of the disease and that direct immunofluorescence
presented low sensitivity in detecting immunoreactant depo-
sition al ong the basement membrane of the conjunctiva, when
comparedtotheliterature.

Keywords: Benign mucousmembrane pemphigoid/diagnosis;
Vesiculobullous skin diseases/diagnosis; Basement membrane;
Conjunctiva/pathology; Direct fluorescent antibody technique.
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