$307

Investigacao Clinica, Epidemiol6gica, Laboratorial e Terapéutica

PP009 -Decorina e Condroitim sulfato na remodelacao da matriz
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Resumo: FUNDAMENTOS — O liquen escleroso (LS) apresenta zona de hialiniza¢io do coldgeno na derme supe-
rior caracteristica, que persiste pouco definida do ponto de vista morfolégico e cujo significado permanece
sem explicacio. Ja se pode demonstrar que no LS ha profundas modificacoes da matriz extracelular (MEC),
com acumulo de proteinas colagénicas e de glicosaminoglicanos sulfatados na regiao hialina.

OBJETIVOS - Caracterizar morfologicamente a presenca nessa zona de decorina e condroitim sulfato que, ao inte-
ragir com as fibrilas coldgenas, entre outras proteinas matriciais, poderiam contribuir para essa peculiar apre-
sentacdo da MEC.

METODOS - 31 casos de LS vulvar foram subdivididos segundo a gradacao histolégica de Hewitt e analisados por
imuno-histoquimica utilizando anticorpos contra decorina e condroitim sulfato revelados pela diaminobenzi-
dina. Esses resultados foram comparados aos do grupo controle constituido por fragmentos de retalhos cuta-
neos excisados durante cirurgias corretivas da regido vulvoperineal.

ResuLtaDOS — Ocorreu predominio da decorina quando a matriz apresentava um aspecto frouxo/edematoso, e
o condroitim sulfato foi mais evidente quando a MEC assumia um padrao compacto, parecendo que ambos
contribuem para o aspecto hialino, porém em fases diferentes da patogenia dessa doenca.

CONCLUSOES — A seqiiéncia observada na sintese desses proteoglicanos/glicosaminoglicanos levou a suposi¢io
de que a decorina seja um possivel marcador precoce do LS vulvar e de que o condroitim sulfato possa estar
relacionado a contencao da alteracao matricial no nivel da derme média.

Palavras-chave: Glicosaminoglicanos; Liquen escleroso e atréfico; Matriz extracelular; Proteoglicanos; Vulva

Abstract: BACKGROUND - Lichen sclerosus is characterized by a collagenous hyaline/bomogeneous zone at
upper dermis, which remains undefined morphologically and biologically. Our previous investigation sho-
wed that there are several changes at the extracellular matrix hyaline zone, such as accumulation of colla-
genic proteins (types I and Ill) and sulfated proteoglycans/glycosaminoglycans.

OBJECTIVES - Decorin and chondroitim sulfate (sulfated proteoglycans/glycosaminoglycans) immunoexpres-
sions were the present investigation s aim, emphasizing the hyaline zone related changes.

MEgtrODS - Thirty one vulvar LS untreated clinical lesions were biopsed and evaluated histologically accor-
ding to Hewitt’s gradation and by immunobistochemical methods. Results were compared with ones of the
control group, which was formed by cutaneous fragments from vulvoperineal corrective surgeries.

Resutts - We could demonstrate that decorin and chondroitin sulfate were present at the hyaline zone in dif-
Sferent moments of matrix modulation. In all Hewitt stages chondroitin sulfate prevailed at the extracellular
matrix in cases with a compact aspect of the hyaline zone while decorin was only seen in areas of less com-
pactness.

Conctusion - This proteoglycans/glycosaminoglycans synthesis sequence suggests that decorin may be a possi-
ble initial marker/indicator for vulvar LS. We suppose either that chondroitin sulfate is possibly a factor that
limit matricial changes extension till middle dermis level.

Keywords: Glycosaminoglycans; Lichen sclerosus et atrophicus; Extracellular matrix; Proteoglycans; Vulva
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INTRODUCAO

O liquen escleroso (LS) revela-se histologica-
mente com aspecto bastante caracteristico: a presen-
ca na derme papilar de uma faixa de coligeno homo-
génea, hialinizada, que persiste pouco definida do
ponto de vista morfolégico e cujo significado perma-
nece sem explicacdao, abaixo da qual se observa uma
faixa de infiltrado inflamatério mononuclear. Essa
zona de homogeneizacao do colageno serviu de base
para uma classificagio histopatologica da doenga
sugerida por Hewitt (1986)".

O termo hialino, oriundo da palavra grega que
significa vidro, é utilizado pelos patologistas para
designar substincias homogéneas, sem estrutura,
transparentes ao exame direto, encontradas nos teci-
dos normais ou patolégicos.” Esse termo praticamen-
te s6 é empregado para formagdes colagénicas ou
escleroticas que, quando combinadas a uma série
variavel de moléculas, passam a apresentar esse
aspecto homogéneo/hialino.

Em estudo anterior, os autores, utilizando
amostra composta de 18 casos de LS vulvar, demons-
traram a existéncia de diferengas significativas entre
diversos parametros histolégicos, assim como corre-
lacao positiva entre o grau de hialinizacao do colage-
no e a deposicao de proteoglicanos/glicosaminoglica-
nos e glicoproteinas neutras.” O que corroborava com
os achados de proteoglicanos de dermatam sulfato no
tecido vulvar com LS.* Dessa forma, visando demons-
trar aspectos fundamentais da remodelacio da matriz
extracelular do LS, objetivou-se investigar a presenca
de decorina e condroitim sulfato no LS vulvar em
comparagao com a pele normal.

CASUISTICA E METODOS

50 pacientes com suspeita clinica de LS vulvar,
virgens de tratamento e que forneceram o consenti-
mento livre e esclarecido foram submetidas a bidpsia
cutanea. A anilise histopatologica dessas amostras de
pele coradas pela hematoxilina-eosina foi realizada por
dois patologistas para confirmagao diagnostica. Apenas
quando havia concordincia dos laudos é que as amos-
tras eram incluidas neste estudo, sendo classificadas em
subgrupos histologicos segundo os critérios de Hewitt.'

O grupo controle (pele normal) foi constituido
pela cessao de fragmentos cutineos de perineoplastias
ou ninfoplastias realizadas no servico de ginecologia.

Para a analise descritiva da distribuicao dos
proteoglicanos/glicosaminoglicanos optou-se pelo
método da imuno-histoquimica, sendo utilizados os
seguintes anticorpos: antidecorina humana (GIBCO
BRL, EUA, CAT.12120-010) e anticondroitim sulfato
(SIGMA, USA, C-8035). A peroxidase foi revelada pela
diaminobenzidina (DAB + Substrate-Chromogen
System — DAKO Corporation, K 3468).
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RESULTADOS

Das pacientes com suspeita clinica de LS vulvar,
apenas 31 obtiveram confirmacio diagndstica pelo
método de rotina corado pela hematoxilina-eosina.
Os dados relativos as pacientes e aos controles encon-
tram-se nos quadros 1 e 2, respectivamente.

Na anilise da imunolocalizacio dos proteogli-
canos/glicosaminoglicanos seguindo a classificagio
de Hewitt, foi possivel constatar outra subdivisio
muito interessante: nas zonas de hialinizagao papilar
em que havia predominio de edema (Figuras 1A, 1D
e 3D), observou-se marcacio intensa pela decorina
(Figuras 1B e 1E) nos casos com faixas mais estreitas
— Hewitt I1.2.a (Figura 1A) e II.1 (Figura 1D); enquan-
to o condroitim sulfato ficou concentrado nas areas
de neovascularizagao, infiltrado inflamatério, anexos
cutineos e estruturas neurais, podendo marcar de
forma escassa e descontinua a regido justaepitelial
(Figuras 1C e 1F). Decorina e condroitim sulfato
foram detectados em mesma localizagao a partir da
regido subepitelial no estagio 1.1 de Hewitt com
aspecto edematoso (Figuras 1E e 1F). Quando a zona
hialina era mais extensa — Hewitt 1.1 (Figura 3D) —, a
decorina apresentou tendéncia a concentrar-se de
forma coesa em torno dos vasos papilares, acompa-
nhada de marcagao mais frouxa/difusa do restante da
papilar (Figura 3E); nesses casos, o condroitim sulfa-
to mostrou marcacao semelhante a da decorina, ou
seja, de forma frouxa/difusa em toda a regiao papilar
hialinizada, ainda concentrando-se em torno de
vasos neoformados e do infiltrado inflamatério
(Figuras 3C e 3F).

Naqueles casos em que o aspecto compacto da
matriz extracelular (MEC) era o que predominava nas
zonas de hialinizagao papilar (Figuras 2A, 2D e 3A),
constatou-se auséncia de marca¢do para a decorina
(Figuras 2B e 2E), porém com intensa marcagao para
o condroitim sulfato (Figuras 2C e 2F) nos grupos
com faixas estreitas — Hewitt II.1 (Figura 2A) e 11.2.a
(Figura 2D). Nos casos em que a zona hialina era mais
extensa e, portanto, de mais facil percepciao — Hewitt
I.1 (Figura 3A) —, praticamente nio se evidenciou
marcacio para decorina nessa regiio (Figura 3B),
apenas uma detecgdo de aspecto frouxo na derme
reticular, abaixo do infiltrado inflamatério; enquanto
o condroitim sulfato marcava ou nao a papilar de
forma homogénea (Figura 3C), na dependéncia da
presenca de células do infiltrado inflamatério e de
neo-angiogénese.

Nos fragmentos cutineos do grupo controle
nao se detectou marcacao para decorina na derme
papilar (Figura 2G), porém o condroitim sulfato foi
evidenciado por meio de delgada marcacao continua
justaepitelial (Figura 2H).
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Quabro 1: Dados referentes as pacientes com liquen
escleroso vulvar, ja classificadas segundo Hewitt (1986)
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Quapro 2: Dados referentes as pacientes do grupo
controle — pele normal obtida de cirurgias
vulvoperineais (ninfoplastias/perineoplastias)

Caso Idade (anos) Regiao

C1 15 Pequeno ldbio
C2 17 Pequeno ldbio
Cc3 24 Pequeno ldbio
C4 17 Pequeno ldbio
C5 15 Pequeno ldbio
Cc6 65 Vulvoperineal
Cc7 75 Vulvoperineal
C8 70 Vulvoperineal
C9 59 Vulvoperineal
C10 75 Vulvoperineal
C11 38 Vulvoperineal
C12 37 Vulvoperineal
C13 60 Vulvoperineal
C14 55 Vulvoperineal
C15 45 Vulvoperineal
C16 51 Vulvoperineal
C17 56 Vulvoperineal
C18 47 Vulvoperineal
C19 50 Vulvoperineal
C20 45 Vulvoperineal
C21 58 Vulvoperineal
C22 55 Vulvoperineal

Caso Idade (anos) Classificacao
Hewitt (1986)
3 73 I.1
4 72 I.1
5 45 I.1
7 68 I.1
14 64 I.1
19 18 I.1
21 65 I.1
22 59 I.1
24 64 I.1
26 42 I.1
28 48 I.1
30 66 I.1
1 63 II.1
6 39 .1
8 74 II.1
11 62 II.1
13 48 II.1
16 75 1.1
20 48 II.1
27 70 1.1
29 48 II.1
31 73 1.1
2 58 II.2.a
9 69 II.2.a
10 58 II.2.a
12 55 II.2.a
15 76 II.2.a
17 69 II.2.a
18 49 II.2.a
23 59 II.2.a
25 48 II.2.a
DISCUSSAO

O achado de decorina na area de hialinizacao
apenas nos casos em que ha predominio de edema,
ou seja, quando a matriz ainda é frouxa, reporta ao
que também ocorre na derme dos casos iniciais de
esclerodermia;™ traz, além disso, importantes implica-
coes para uma parte da pouco compreendida fisiopa-
togenia do LS vulvar, pois, ao se ligar a superficie de
fibrilas coldgenas através de seu core protéico, a deco-
rina afeta a taxa de formacao fibrilar’ e imprime um
espacamento regular ao agrupamento das fibrilas em
bandas,*” sendo um dos proteoglicanos relacionados a
fibrilogénese do colageno mais bem estabelecidos na
literatura. Sua importincia na organizacao da matriz
extracelular (MEC) ¢é reforcada por sua deficiéncia de
expressio em pacientes com sindrome de Marfan,"”

progeria infantil'' e numa variante da sindrome de
Ehlers-Danlos,” ja que a auséncia de decorina, em tais
situacoes, leva a formacao de fibrilas colagenas com
morfologia anormal e fragilidade cutanea,’ proprieda-
de que também ¢é observada em determinadas fases
clinicas do LS. Outro dado que sugere a participacao
da decorina na fisiopatogenia de doencgas fibroti-
cas/escleroticas é sua capacidade de regular a funcao
de TGF-B, formando com ele complexos inativos.” No
mais, estaria de acordo com a sequiiéncia de deposicao
de proteoglicanos desse tipo de reparo tecidual, se se
leva em conta que o modelo esclerético mais estuda-
do (esclerodermia) também apresenta deposi¢io de
decorina em sua matriz nas fases iniciais da doenca,
com posterior desaparecimento.’

Conforme observado neste estudo, a progressi-
va substituicao de decorina por proteoglicano(s) con-
tendo condroitim sulfato, numa fase em que a matriz
adquire aspecto de maior compactagao, é sugestiva
da degradagao de decorina por metaloproteinases ja
demonstradas nessa MEC do LS vulvar: matrilisina e
gelatinase-A."” Tal substituicio, além de muito possi-
velmente trazer importante efeito negativo sobre a
coordenacao da formagao das fibrilas colagenas, pode
facilitar a atuacao de uma das citocinas mais fibrogé-
nicas conhecidas: TGF-B," que tem a possibilidade de

An Bras Dermatol.2005;80(Supl 3):5307-13.



$310 Corréa AC, Azevedo LMS, Almeida GL, Cuzzi T, Takiya CM.

FiGura 1: Fotomicrografias cutineas de LS vulvar com aspecto edematoso da matriz extracelular. A, B e C) correspondem a classificacao de
Hewitt I1.2.a. D, E e F) a classificacao de Hewitt II.1. A e D) colorac¢do pela hematoxilina-eosina (HE). B e E) imunolocalizacao para decori-
na; nota-se marcacao fibrilar da derme papilar em intimo contato com o epitélio. C e F) imunolocalizacao para condroitim sulfato; con-
centra-se ao redor de vasos, infiltrado inflamatério e nervos, além da marcacao descontinua da regido justaepitelial. E e F) fase em que se
observa a mesma localizagao para decorina e condroitim sulfato (Il.1 edematoso)

se libertar dos complexos inativos constituidos com a
decorina.” TGF-f é potente ativador dos fibroblastos
por estimular sua proliferagio' e aumentar a expres-
sdo génica de diversas proteinas matriciais, sendo cri-
tico para o aumento na formacao/deposicio da
MEC."” Regula o aumento da expressio de pro-colige-
no tipo I, efeito que é acompanhado do incremento
na sintese de biglicam e versicam, dois proteoglicanos
de matriz que contém condroitim sulfato. No entan-
to, a a¢ao desse fator de crescimento sobre a expres-
sdo de decorina € inibit6ria,”* o que corrobora com
a sequiéncia de deposicao de proteoglicanos indicada
nesta investigacao.

Embora o biglicam possa ligar-se a algumas
proteinas matriciais, nao o faz com os colagenos,
sendo geralmente encontrado em estreita associacio
a superficies celulares de ceratindcitos e fibroblastos
e no ambiente pericelular imediato.”* Caso sua pre-
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senca seja confirmada nos casos de LS, serd mais pro-
vavel seu achado na periferia das areas hialinas, visto
que o centro homogéneo é praticamente acelular.

O grande proteoglicano agregador de con-
droitim sulfato, versicam, considerado a forma de
agrecam dos tecidos conjuntivos por sua habilidade
em constituir grandes agregados com o hialuro-
nam,” parece o mais provavel constituinte dessa
matriz hialina compacta dos proteoglicanos de
matriz contendo condroitim sulfato. Além de sua
presenca na derme em condigoes fisiologicas,” apre-
senta uma regiao ligadora de hialuronam em seu
dominio globular G1, e a regulagio positiva de seu
gene concomitantemente ao de outras macromolé-
culas (pré-coligeno I e biglicam) em situacdes
envolvendo a ativagio da formacao de tecido con-
juntivo pelo TGF-f, como no reparo de feridas e em
doengas fibréticas da pele, sugere que possua fun-
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FIGURA 2: Fotomicrografias cutineas de LS vulvar com aspecto compacto da matriz extracelular (A-F) e de pele normal vulvoperineal (G-
H). A, B e C) correspondem a classificacio de Hewitt I1.1. D, E e F) a classificacio de Hewitt II.2.a. A e D) coloracdo pela HE. B, E e G)
imunolocalizagao para decorina; nota-se sua presenc¢a na derme papilar apenas abaixo da zona justaepitelial. Essa zona de auséncia corres-
ponde a area de compactacao vista ao HE. G) nio se detecta marcacao para decorina na amostra de pele normal. C, F e H) imunolocaliza-
¢ao para condroitim sulfato; observa-se intensa marcagao na zona justaepitelial nos casos de LS. H) condroitim sulfato é evidenciado por
meio de delgada linha continua justaepitelial no fragmento de pele normal

¢oes bioldgicas importantes na regulagio do com-
portamento cutineo.”**

Caracteristica instigante no desenvolvimento
dessa zona hialina do LS é sua limitagio a derme
média. Esse processo de remodelacio nao se estende
a derme profunda ou hipoderme, como ocorre na
esclerodermia. Talvez os proteoglicanos contendo
cadeias de condroitim sulfato estejam entre os fatores
limitantes de sua extensio. Neurocam, que partilha
seqiiéncias homologas de seu core com versicam, é
amplamente expresso na matriz extracelular do siste-
ma nervoso central de mamiferos, em que exerce cri-
tico papel em seu desenvolvimento, sobretudo na
regulacao do crescimento axonal, por funcionar prin-
cipalmente como um obsticulo/barreira.”>* A remo-
cao enzimatica das cadeias de condroitim sulfato uti-

lizando condroitinase ABC permite tanto a regenera-
c¢do axonal apds axotomia do trato nigrostriatum e
ap6s injuria da medula espinhal quanto a reativacio
da plasticidade da dominincia ocular no cortex visual
adulto.” Assim, a natureza nio permissiva dos proteo-
glicanos de condroitim sulfato é especialmente atri-
buivel as moléculas do condroitim sulfato.”

O que também muito intriga os autores ¢ o fato
de que apenas 31 de 50 pacientes com suspeita clini-
ca de LS vulvar tiveram seu diagndstico confirmado
ao exame histopatologico corado pela hematoxilina-
eosina. O erro de diagnéstico clinico ¢ uma das pos-
sibilidades. Mas, como nem sempre existe correspon-
déncia entre a intensidade das alteragoes da arquite-
tura da vulva com as observadas na pele,” é possivel
que casos de histologia muito inicial ainda nao cum-
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FIiGura 3: Fotomicrografias cutineas de LS vulvar com classificagio de Hewitt I.1. A, B e C) aspecto compacto da matriz extracelular. D, E e
F) aspecto edematoso da MEC. A e D) coloracao pela HE. B e E) imunolocalizagao para decorina; auséncia de marcacao quando a matriz é
compacta contrastando com sua deteccao homogénea pela derme edematosa. C e F) imunolocalizacio para condroitim sulfato; marcacao
difusa/homogénea quando a derme é compacta e deteccao esparsa ao redor de vasos e infiltrado inflamatério nos casos de matriz de
aspecto edematoso

pram critérios, pelos métodos de rotina, para sua
definicio como LS ou como qualquer outra dermato-
se. E muito provivel que a decorina seja um marca-
dor precoce para o LS vulvar, que poderia ajudar a
aumentar a especificidade do diagndstico histopato-
légico nos casos muito iniciais. Tal preocupacio na
obtencao de diagndsticos cada vez mais precoces nos
pacientes portadores de LS genital apdia-se na tenta-
tiva de prevencio das sequielas cicatriciais € no risco
de transformacao maligna, que pode incidir em per-
centual que varia de quatro a 6% desses casos.”*

CONCLUSAO

Os proteoglicanos/glicosaminoglicanos de-
corina e condroitim sulfato participam da remo-
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delacao da matriz extracelular no LS vulvar, estan-
do associados de forma independente, nos dife-
rentes estagios de evolucao da doencga. A presen-
ca de decorina em momentos iniciais com maior
frouxidio da matriz, quando a coloracao pela
hematoxilina-eosina ainda pode deixar duvidas
quanto ao diagnéstico definitivo, poderia adicio-
nar especificidade a esse método de rotina. Ji a
natureza pouco permissiva dos proteoglicanos de
condroitim sulfato em fases de maior compacta-
cao dessa matriz € o que possivelmente estaria
limitando a extensio das alteracoes da MEC a
derme média - fato que muito contribui para a
diferenciacao histologica das lesdes de LS das de
esclerodermia. [
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