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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

O papel da imunofluorescéncia
direta na fisiopatologia e no
diagnostico diferencial da
estomatite aftoide recorrente

Niels Salles Willo Wilbelmsen ', Raimar Weber ?,
Ivan Dieb Miziara 3

Resumo

A estomatite aftoide recorrente é doenca caracterizada
por aparecimento periddico de aftas na mucosa oral, cuja
etiologia e fisiopatologia nao estio bem explicadas. Estudos
recentes com imunofluorescéncia direta mostram resultados
controversos. Alguns revelam que o distirbio basico esta
relacionado 2 imunidade humoral, enquanto outros apontam
alteracoes da imunidade celular. Formas atipicas de estomatite
aftéide podem fazer diagnoéstico diferencial com doencas
vésico-bolhosas como pénfigo vulgar. Objetivo: Verificar
a presenca de imunecomplexos na mucosa de pacientes
com estomatite aftéide e utilidade do método no diagnos-
tico diferencial com dermatopatias bolhosas. Casuistica e
Método: 23 pacientes portadores de estomatite aftoide, de
modo prospectivo, foram incluidos no estudo. Todos foram
submetidos a biopsia de mucosa sob anestesia local para re-
tirada de dois fragmentos. Um deles foi enviado para exame
histolégico e, outro, para ser realizada a imunofluorescéncia
direta. Resultados: As 23 amostras no exame histolégico
revelaram processo inflamatério inespecifico ulcerado. As
amostras enviadas para imunofluorescéncia resultaram ne-
gativas e apenas uma revelou presenca de complemento em
membrana basal. Conclusao: Baseado em nossos resultados,
concluimos que pacientes portadores de EAR nao apresentam
dep6sitos de imunecomplexos na mucosa da cavidade bucal
e a imunofluorescéncia é util no diagnéstico diferencial entre
a doenca e dermatopatias bolhosas.

The role of immunoflorescence
in the physiopathology and
differential diagnosis of
recurrent aphthous stomatitis

Palavras-chave: aftas, dermatopatias bolhosas, microscopia de
fluorescéncia, pénfigo vulgar.
Keywords: aphthous stomatitis, vesiculobullous skin diseases,
fluorescence microscopy, pemphigus vulgaris.

Summary

Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is a disease
characterized by the periodic appearance of aphthous
lesions on the oral mucosa, of which etiology and
physiopathology are not well explained. Recent studies
with direct immunofluorescence show controversial results.
Some reveal that the basic disorder is associated with
humoral immunity, while others point to changes in cellular
immunity. Atypical forms of aphthous stomatitis may have
its differential diagnosis carried out with vesicobullous
diseases, such as pemphigus vulgaris. Aim: Check the
presence of immunocomplexes in the mucosa of patients
with aphthous stomatitis and the usefulness of the differential
diagnosis method with bullous skin diseases. Materials
and methods: 23 patients with aphthous stomatitis were
prospectively included in the study. There were all submitted
to mucosa biopsy under local anesthesia for the removal of
two fragments. One of these was sent to histology and, the
other to direct immunofluorescence. Results: The 23 samples
from the histology exam revealed an ulcerated inflammatory
process. The samples referred to immunofluorescence
resulted negative and only one showed the presence of
complement in the basal membrane. Conclusion: Based
on our results, we conclude that the patients with RAS do
not show deposits of immunocomplexes in their oral cavity
mucosa and immunofluorescence is useful in the differential
diagnosis between this disease and bullous skin diseases.
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INTRODUCAO

A Estomatite Aftéide Recorrente (EAR) € uma doen-
¢a comum na cavidade bucal, atingindo cerca de 20% da
populacio mundial', acometendo mais o sexo feminino
e surgindo na maioria dos casos ji na primeira década
de vida.

A doenca pode se manifestar de trés formas. A forma
minor € caracterizada por pequena tlcera com tamanho de
trés a 10 milimetros de didmetro, localizando-se em mucosa
nao-queratinizada, surgindo isoladamente ou até mesmo
em grande quantidade na cavidade bucal**(Figura 1). A
forma major caracteriza-se por apresentar extensa Ulcera
dolorida, com mais de 10 milimetros de didmetro. Loca-
liza-se também em mucosa queratinizada, normalmente
de forma isolada, chegando a levar mais de 15 dias a um
més para completa cicatrizacio, podendo deixar cicatrizes
na mucosa (Figura 2). A terceira forma é a herpetiforme,
que apresenta como caracteristica o surgimento de varias
ulceras pequenas que se coalescem, sendo a forma mais
rara da doenca®’.

Figura 1. Afta minor em borda lateral da lingua

Apesar da etiologia ser desconhecida, virios sao
os fatores que podem estar associados ou desencadear
surtos de EAR. Dentre eles, podemos citar: desordem
imunopatologica’, deficiéncia hematica?>>¢, deficiéncia
vitaminica’, hipersensibilidade a alimentos®, deficiéncia a
zinco?, fatores psicologicos!, fatores genéticos', fatores
infecciosos e virais'»*? e doenca reumatica'.

As principais hipoteses fisiopatologicas da origem
das lesdes da EAR sao de a doenca estar ligada a altera-
¢oes na imunidade humoral ou celular®>°. A maioria dos
estudos citados acima, entre outros exames, lancou mao
de imunofluorescéncia direta (IfD) para tentar comprovar
a presenca ou auséncia de dep6dsitos de imunecomplexos
na mucosa de pacientes portadores de EAR.

Figura 2. Afta major em labio inferior. Repare nas lesdes cicatriciais

Ja Lehner? e Sistig et al.® defendem a tese da
fisiopatologia da EAR estar ligada a uma desordem na
imunomodulacio. Estes autores, além de nao encontrarem
positividade a imunofluorescéncia direta (IfD) em porta-
dores de EAR, se baseiam no fato de que os linfécitos T
sdo as células predominantemente encontradas nas lesdes
aftéides. Além disto, outro dado que corrobora esta hipo-
tese € o fato de se encontrar uma variacio na propor¢ao
de células linfocitirias T CD4+ / T CD8+ na mucosa oral
acometida durante seus diferentes estagios evolutivos.

Em contrapartida, outros autores''® por terem en-
contrado em seus estudos a presenca de IgG e C3, a IfD,
defendem o fato de a resposta humoral estar presente na
génese da EAR.

Um outro aspecto importante € que, dependendo
de seu estigio evolutivo, as lesoes aftéides podem se
assemelhar a algumas doencas bolhosas de carater auto-
imune, como o pénfigo vulgar (PV) ou o penfigoide de
membranas mucosas (PMM)?*. Sabe-se, no entanto, que
estas doencas comprovadamente apresentam positividade
a IfD - o PV com a presenca de dep6sitos intra-epiteliais
de imunoglobulinas e o PMM com depositos semelhantes
em zona de membrana basal*’. Desse modo, a realizacao
de IfD em pacientes portadores de EAR, principalmente
em suas formas atipicas, e caso se revele negativa, teria
importante papel no diagnoéstico diferencial entre essas
doengas.

OBJETIVOS

1D tentar demonstrar a presenca ou auséncia de
imunoglobulinas na mucosa perilesional de pacientes
portadores de EAR, por meio da IfD, a fim de somar dados
as hipoteses de que a fisiopatologia da doenca esteja ou
nao ligada a alteracdes da imunidade humoral;
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2) verificar se a IfD tem relevante papel no diag-
nostico diferencial entre EAR e doencas vésico-bolhosas,
como o PV e o PMM.

MATERIAL E METODO

Neste estudo participaram 23 pacientes consecuti-
vos, portadores de EAR, que relataram possuir pelo menos
um episodio de aftas por més, por um periodo minimo
de dois anos. O estudo foi desenvolvido no periodo de
marco de 2004 a maio de 2006, com desenho de coorte
historica e corte transversal.

Os pacientes assinaram termo de consentimento
esclarecido e o estudo foi aprovado pelo comité de ética da
instituicao sob o nimero 876/04, como parte de um projeto
maior para investigacao de aspectos clinicos, laboratoriais
e genéticos de pacientes portadores de EAR.

Todos os pacientes foram submetidos a protocolo
que constou de anamnese geral e otorrinolaringologica,
exame fisico, especialmente da cavidade oral, hemograma
completo, coagulograma completo, pesquisa de ferritina
sérica, dosagem de GOPD (glicose 6-fosfato desidrogena-
se), fator anti-nicleo (FAN), fator reumatéide, sorologia
para Lues (RSS e Fta-ABS), anti-HIV 1 e 2, dosagem sérica
de Imuneglobulinas (Ig) A, G e M, proteina C reativa.

Critérios de inclusao:

- Historia clinica compativel com EAR, i.e, surtos
de lesoes aftdides em cavidade oral, com periodicidade
mensal (ou menor), ha pelo menos dois anos;

- Presenca de lesao aftéide em mucosa oral;

- Auséncia de alteracdes nos exames solicitados
no protocolo;

- Auséncia de sinais clinicos e/ou laboratoriais com-
pativeis com doenga sistémica que curse com lesao oral.

- Abstinéncia de uso de corticosterdide tépico
sobre a lesao por, ao menos, duas semanas anteriores a
bidpsia.

Critérios de exclusao:

- Historia clinica nao compativel com EAR;

- Presenca de alteracdes nos exames solicitados
no protocolo;

- Presenca de sinais clinicos e/ou laboratoriais com-
pativeis com doenga sistémica que curse com lesao oral.

- Uso de corticosterdide topico lesional por menos
de duas semanas anteriores a biépsia.

Para afastar outras doencas que afetam a cavidade
oral e fazem diagnostico diferencial com EAR (Doenca de
Behcet, Pénfigos e Penfigbides, Eritema multiforme etc.) foi
realizada bidpsia da lesio, com colheita de fragmento de
tecido perilesional para imunofluorescéncia direta (IfD).

A biopsia foi realizada sob anestesia infiltrativa com
xilocaina 2% sem vasoconstritor, com a utilizacio de um
Punch de 4mm de didmetro, na mucosa adjacente a lesao

(perilesional) para IfD e outro fragmento foi colhido na
transicao entre drea ulcerada e drea sa da mucosa para
exame histologico.

O fragmento para exame histologico foi colocado
em recipiente apropriado contendo formol a 10%.

A superficie externa do epitélio perilesional colhido
para IfD foi corada com solucio de azul de metileno, para
melhor identificacao. O fragmento coletado foi enviado
em gaze umedecida com solucio fisiologica 0,9%, ao La-
boratério de Imunopatologia Cutinea do Departamento
de Dermatologia HC-FMUSP.

Esses fragmentos foram congelados com meios de
inclusio (Tissue Tek, Leica, Alemanha), envoltos em um
envelope de papel aluminio, e levadas ao freezer -20°C
até o momento do processamento.

Em seguida foram cortados em criostato, em tempe-
ratura de -20°C (criosseccao). Trés cortes de cada doente,
com 4 micra de espessura foram colocados sobre laminas
albuminizadas.

Para a reacao imune, as laminas foram colocadas em
cimara imida, a temperatura ambiente, e sobre os cortes
foram adicionados os conjugados (anti-imunoglobulinas
humanas produzidas em animais imunizados e marcadas
com isotiocianato de fluoresceina). Os conjugados foram
diluidos em TBS-célcio (TBS-Ca++) (“trisma base solution”,
pH 7,5) contendo 3 mg% de corante Azul de Evans (marca
Interlab). Foram utilizados anti- IgA humana, marca SIGMA
(diluicao de 1:20); anti- [gM humana, marca SIGMA (dilui-
¢ao 1:20); anti -IgG humana, marca SIGMA (dilui¢ao 1:130)
e anti- C3¢ humano, marca DAKO (diluicao 1:40). ApSs
um periodo de 30 minutos de incubacio, as laminas foram
lavadas em TBS por 2 periodos de 10 minutos cada.

Para a montagem das laminas, utilizou- se glicerina
tamponada (pH 9/ 0,5M) e laminula de vidro. A leitura foi
realizada em microscopio de epiluminescéncia HBO 50w
(filtro CB12) marca Zeiss, com ocular de 10x e objetivas
de 16x e 40x.

RESULTADOS

Em nossa casuistica nove pacientes eram do sexo
masculino e 14 do sexo feminino. A faixa etaria variou entre
18 e 70 anos de idade (média = 36,14 anos; desvio padriao
= 15,33 anos). Todos os exames histologicos revelaram a
presenca de lesdo ulcerada na mucosa, acompanhada de
processo inflamatorio agudo e cronico inespecificos na
submucosa. As coloracdes de rotina e pesquisa de fun-
gos e BAAR resultaram negativas, assim como as andlises
imunohistoquimicas. Das 23 amostras enviadas para IfD,
apenas uma amostra apresentou discreta presenca granulo-
sa de C3 na zona de membrana basal. Com relacao a IgG,
IgM e IgA todas as 23 amostras apresentaram auséncia de
fluorescéncia especifica tanto na zona de membrana basal
quanto nas paredes dos vasos (Figura 3).
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Figura 3. Imunofluorescéncia direta negativa em Estomatite Aftdide
Recorrente

DISCUSSAO

O papel principal da utilizacao da imunofluores-
céncia direta € identificar anticorpos e outras proteinas
inflamatdrias na regiao lesada por alguma doenca e assim
confirmar ou excluir a suspeita clinica diagnéstica de lesao
de etiologia ligada a distarbios da imunidade humoral®.

E de se supor, portanto, que uma doenca que
apresente fluorescéncia positiva na mucosa para imuno-
globulinas esteja condicionada a distirbios na producao
de anticorpos e seja de natureza auto-imune, como acon-
tece, por exemplo, em pacientes portadores de Pénfigo
Vulgar (Figura 4)%.

Por conseguinte, a IfD ¢ um otimo exame para
fazer diagnostico diferencial entre doencas auto-imunes
e entre aquelas que nido tém relacio com alteracoes da
imunidade humoral®. Em contrapartida, € bom lembrar
que fluorescéncia negativa nao € um dado patognomonico
de doenca ligada a distarbios da imunidade celular®.

¢ Wiag \ ) s .

Figura 4. Imunofluorescéncia direta positiva em Pénfigo Vulgar

No presente estudo, realizamos exames histologi-
cos e de IfD em 23 pacientes portadores de EAR. Nossos
resultados, podem ser comparados, diretamente, com os
achados de outros autores que utilizaram a IfD em porta-
dores de EAR na Tabela 1. E importante notar que dentre
todos os trabalhos citados, o nosso € que apresenta a
maior casuistica de estudos com IfD.

Donatsky e Dabelsteen’® ao analisar com imunoflu-
orescéncia direta biopsia de 16 pacientes portadores de
EAR, encontraram na zona de membrana basal a presenca
de IgG em 14 pacientes sendo que, todos apresentaram
depositos de C3, havendo auséncia de fluorescéncia es-
pecifica de IgM e IgA. Nas paredes dos vasos nao houve
presenca de marcadores para IgG, IgM e IgA.

Presenca significativa de C3 na zona de membrana
basal também foi achado por Ullman e Gorlin”. Em seu
estudo, cinco de 10 pacientes apresentaram este resultado,
porém nao foi encontrado fluorescéncia nesta regiao para
IgG, IgM e IgA. Ja nas paredes dos vasos eles obtiveram

Tabela 1. Achados de IfD em pacientes portadores de EAR segundo dados pesquisados na literatura médica.

Estudos com imunofluorescéncia direta em EAR

Parede dos vasos

Zona de membrana basal

IgG IgM IgA C3** IgG IgM IgA c3
Donatsky e Dabelsteen 0/16* 0/16* 0/16* 14/16* 0/16* 0/16* 16/16*
Uliman e Gorlin 0/10* 6/10* 2/10* 10/10* 0/10* 0/10* 0/10* 5/10*
Van Hale et al. 0/22* 1/22* 0/22* 7/22* 1/22* 1/22* 0/22* 6/22*
Malmstrém et al. 0/16* 0/16* 0/16* 15/16* - - - -
Reimer et al. 0/17* 417* 0/17* 13/17* 0/17* 0/17* 0/17* 6/17*
Wilhelmsen et al. 0/23* 0/23* 0/23* 0/23* 0/23* 0/23* 0/23* 1/23*
* NUmero de casos positivos / nimero de pacientes estudados
** C3 = fracdo 3 do complemento
I
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resultado negativo para IgG, positivo em 6 pacientes para
IgM, 2 pacientes para IgA e todos os 10 pacientes foram
positivos para C3.

Estudando uma populacao semelhante a nossa, de
22 pacientes, VanHale et al."”® encontraram auséncia de IgA
tanto nas paredes dos vasos quanto na zona de membrana
basal. A presenca de IgG nas paredes dos vasos também
foi negativa. Houve a ocorréncia positiva para IgM em
apenas um caso tanto na zona de membrana basal quanto
nas paredes dos vasos. Com relacio a presenca de C3, ela
foi positiva em seis casos nas paredes dos vasos e sete na
zona de membrana basal.

Malmstrom et al."” encontraram auséncia de fluores-
céncia para IgM, IgG e IgA em todos os 16 casos avaliados,
entretanto em 15 deles houve presenca de fluorescéncia
para C3 ao longo das paredes dos vasos

Reimer et al.** em 17 casos obtiveram auséncia de
fluorescéncia na zona de membrana basal para 1gG, IgA
e IgM, porém em seis casos obteveram fluorescéncia para
C3. Nas paredes dos vasos n2o apresentaram fluorescéncia
IgG e IgA. A fluorescéncia esteve presente em 4 casos para
IgM e em 13 casos para C3.

Nosso estudo com imunofluorescéncia direta em
23 pacientes entra em conflito com os achados por dois
desses autores'®!” e concorda parcialmente com os de
VanHale '® et al., Malmstrom ' et al. e Reimer ? et al. Em
nossa casuistica, n2o conseguimos encontrar fluorescéncia
especifica para IgG, IgA, IgM nas paredes dos vasos e
também na zona de membrana basal. Em apenas um caso
observamos fluorescéncia para C3, mesmo assim discreta,
na zona de membrana basal.

E importante salientar que os pacientes que parti-
ciparam deste estudo nio fizeram uso de nenhum medi-
camento antes da realizacao da biopsia, ja que resultados
falso-negativos podem ser causados se a regiao for tratada
com esterdide topico previamente a biopsia®.

Por outro lado, nossos resultados estio de acordo
com os achados de Lehner® e Sistig el al.?, os quais tam-
bém nao puderam comprovar a positividade da IfD em
portadores de EAR. Estes autores nao concordam com a
afirmacao da EAR ser uma resposta humoral, acreditando
ser o processo ulcerativo desencadeado por alteracoes da

provadamente, apresentam depésitos de imunocomplexos
no epitélio. Como bem demonstrou Femiano et al.”, exis-
tem formas de EAR, notadamente as de tipo major, que
acarretam grandes dareas de ulceracio mucosa e podem
se confundidas facilmente com o PV e o PMM, causando
grandes transtornos diagnosticos, impedindo a institui¢ao
da terapéutica correta em prazo adequado.

CONCLUSAO

Baseado em nossos achados, concluimos que:

1) A IfD é negativa em mucosa perilesional de pa-
cientes portadores de EAR. Este dado acaba por fortalecer
a hipotese de que a doenga esteja ligada, principalmente,
a distirbios da imunidade celular;

2) O uso da IfD € importantissimo no diagnéstico
diferencial entre formas atipicas de EAR (onde o exame
¢ negativo) e doencas vésico-bolhosas (onde o exame
apresenta fluorescéncia positiva no epitélio oral).
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