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O mistério das cousas, onde esta ele?

Onde esté ele que ndo aparece

Pelo menos a mostrar-nos que € mistério?

Que sabe o rio disso e que sabe a arvore?

E eu, que ndo sou mais do que eles, que sei disso?

Sempre que olho para as cousas e penso no que os homens pensam delas,

Rio como um regato que soa fresco numa pedra.

Porque o Unico sentido oculto das cousas

E elas ndo terem sentido oculto nenhum.

E mais estranho do que todas as estranhezas

E do que os sonhos de todos os poetas

E os pensamentos de todos os filésofos,

Que as cousas sejam realmente 0 que parecem ser

E nédo haja nada que compreender.

Sim, eis 0 que os meus sentidos aprenderam sozinhos:--
As cousas nao tém significado: tem existéncia.

As cousas sao o Unico sentido oculto das cousas.
(Alberto Caieiro)
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O lupus eritematoso (LE) é uma doenga autoimune com espectro
clinico variado. O lupus eritematoso cutdneo (LEC) inclui o lupus eritematoso
agudo (LECA), o subagudo (LECSA) e o crbnico (LECC). Lesbdes acrbmicas
podem ocorrer durante a evolugdo do LE, embora nunca tenham sido estudadas
histologicamente. O objetivo deste trabalho € descrever os achados clinicos,
laboratoriais e histoldégicos das lesées acrdmicas no LE. Foram selecionados 12
pacientes com LE de um grupo de 220 atendidos no periodo de 2005 a 2008,
sendo sete com LECC e cinco com LECSA. Doze pacientes com vitiligo e 10
controles de pele sa foram usados para comparacdo. As alteragbes histoldgicas
encontradas foram: infiltrado inflamatério (75%); hiperceratose e espessamento da
zona da membrana basal (ZMB) (66,7%); retificacdo da epiderme (58,3%);
ceratindcitos apoptéticos epidérmicos, elastose e telangectasias (50%); fibrose
(41,7%); degeneracéo vacuolar da ZMB (33,3%); rolhas coérneas (16,7%). O
diagnéstico histolégico de LE foi possivel em quatro casos. Melanina pela
coloragdo de Fontana Masson (FM) foi vista em cinco casos e incontinéncia
pigmentar em quatro. Melandcitos foram evidenciados em amostras de cinco
doentes através da reagdo imunohistoquimica pelo HMB45 e Melan-A, com
diferenca estatistica em relacdo aos controles. Quando comparado ao vitiligo, a
diferenca foi estatisticamente significante para os achados histolégicos:
ceratinécitos apoptoticos epidérmicos (p=0,014), espessamento da ZMB (p=0,009)
e fibrose (p=0,037). Em relagdo a quantificacdo dos melandcitos, ndo houve
diferenca estatistica entre o grupo LE e vitiligo usando os anticorpos Melan-A e

HMB45. Concluimos que as lesdes acromicas no LE correspondem a lesdes

Resumo
XXV



residuais, decorrentes de processo inflamatério liquendide prévio que destrdi os
melandcitos. Nao € possivel diferenciar as lesdes vitiligbides das duas dermatoses
pela presenca ou auséncia de melanécitos, embora a repigmentacao seja possivel
em ambas as doencas devido a presenca de melanogénese ativa comprovada

pela positividade pelo HMB45
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Lupus Erythematosus (LE) is an autoimmune disorder with multiple
clinical manifestations. Skin damage is a hallmark of the disease. Cutaneous LE
(CLE) includes acute LE (ACLE), subacute LE (SCLE) and chronic LE (CCLE).
Although achromic lesions are often found in patients with LEC, there are no
detailed data about the histological features of such lesions. Therefore, we
designed this study to determine clinical, laboratorial and histological profile of
patients with LEC presenting achromic lesions. Between 2005 and 2008, we
identified 12 individuals with LEC and acromic lesions from a larger group of 220
patients with LEC that were followed at the Dermatology outpatient clinic. There
were seven patients with LECC and five with LECSA. Twelve patients with chronic
stable vitiligo and 10 controls of unaffected skin were used for comparison. The
most frequent histological abnormalities found in LEC-related achromic lesions
were inflammatory infiltrates (75%); hyperkeratosis and thickening of the basement
membrane (BM) (66.7%); epidermal flattening (58.3%); apoptotic epidermal
keratinocytes, elastosis and vasodilation (50%); fibrosis (41.7%); hydropic
degeneration of the basal cells (33.3%); follicular plugging (16.7%). These
achromic lesions retained histological features that enabled the diagnosis of CLE
to be established in four patients. Fontana Masson (FM) staining was positive for
melanin in five cases and revealed pigmentary incontinence in four.
Immunohistochemistry for HMB45 and Melan-A identified melanocytes in five CLE-
related achromic lesions. Melanocyte counts were significantly smaller in achromic
lesions when compared to unaffected skin samples. When compared to vitiligo,
CLE-related achromic lesions showed more frequently apoptotic epidermal

keratinocytes (p=0,014), thickening of the BM (p=0,009) and fibrosis (p=0,037).
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Melanocyte counts according to immunohistochemistry were similar in CLE and
vitiligo groups. Our results indicate that CLE-related achromic lesions represent
residual scars due to chronic lichenoid inflammation that leads to melanocyte
destruction. Melanocyte count does not help to distinguish CLE-related achromic
lesions and true vitiligo lesions. Despite this, HMB45 staining was sometimes
positive in both conditions, which indicates active melanogenesis and suggests

that repigmentation may be possible at least for some individuals.
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1.1. Lapus Eritematoso Cutaneo

O lupus eritematoso (LE) é uma doenca autoimune com espectro
clinico compreendendo formas puramente cutdneas a quadros sistémicos graves
(1). As lesdes cutaneas no LE sdo de grande importancia na apresentacao clinica
da doenca. Os critérios para o diagnostico de lupus eritematoso sistémico (LES)
do American College of Rheumathology incluem quatro manifestagdes
dermatoldgicas entre os onze critérios sugeridos (2). O acometimento cutaneo é a
queixa mais freqliente nos pacientes com LES, sendo descrito com uma
freqUéncia superior a 70% durante o curso da doenca (3).

Gilliam (4) propés uma classificagdo, baseada em achados clinico-
patolégicos, em que divide as manifestagcdes cutdneas do lUpus naquelas com
histologia especifica e nao-especifica da doenca (Quadro I). Usa-se o termo lUpus
eritematoso cutdneo (LEC) para descrever apenas a doenca cutaneo-especifica,
que inclui o lupus eritematoso agudo (LECA), o subagudo (LECSA) e o crénico
(LECC) (5).

O LECA ocorre exclusivamente no LES, comumente referido como
um rash malar em asa de borboleta. O LECC inclui multiplas apresentagdes,
sendo a mais comum o lUpus eritematoso crénico discéide (LECD). O LECD é
classicamente caracterizado por placas eritematosas bem demarcadas (em forma
de moeda — dai a denominacao discoide) com hiperpigmentacao periférica e
escamas aderentes em seu interior, recobrindo os 06stios foliculares. As lesdes
evoluem com atrofia central e sdo frequentemente encontradas na face e no couro
cabeludo (6). O LECC ¢é duas a trés vezes mais freqliente que o LES e os

pacientes com essa forma da doenga possuem, em geral, um bom progndstico (3).
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O LECSA se apresenta sob a forma de placas eritematosas de
aspecto psoriasiforme ou anular policiclico, evoluindo sem atrofia. O LECSA
apresenta importante componente de fotossensibilidade, com ocorréncia
predominantemente na porcao superior do tronco, na regiao esternal, na superficie
extensora dos membros superiores € nas maos, com menor frequéncia na face

(6). Anticorpos anti Ro/SSA sao mais frequentes nesse grupo de pacientes (7).

Quadro I. Classificacao de Gilliam das lesdes cutaneas associadas ao LE

I. Doenca cutanea-especifica (LE cuténeo)
A. LE cutaneo agudo (LECA)
B. LE cut&neo subagudo (LECSA)
(1) forma anular
(2) forma papuloescamosa
C. LE cutaneo crénico (LECC)
(1) classico discoide (LECD)
(2) hipertrofico/verrucoso
(3) lapus profundo/paniculite lupica
(4) LECD mucoso
(5) Lapus timido
(6) Perniose lupica
(7) LECD liquenéide
Il. Doencga cutanea ndo-especifica
A. Doenga cutanea vascular
(1) vasculite
(2) vasculopatia
(3) telangectasia periungueal
(4) livedo reticular
(5) tromboflebite
(6) fenébmeno de Raynaud
(7) eritromelalgia
B. Alopecia ndo-cicatricial
(1) Pelo lupico
(2) eflavio telogeno
(3) alopecia areata
C. Esclerodactilia
D. Nédulos reumatoides
E. Calcinosis cutis
F. LesOes bolhosas ndo-especificas
G. Urticaria
H. Mucinose papulo-nodular
I. Cutis laxa/anetodermia
J. Acantose nigricante
K. Eritema multiforme
L. Ulceras de membros inferiores
M. Liquen plano

D O
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A mais importante alteracdo histolégica no LEC é a degeneracéo
hidrépica ou vacuolar das células da camada basal da epiderme, também
chamada degeneracdo por liguefacdo. Na sua auséncia, um diagndstico
histolégico preciso deve ser feito com cautela e somente quando outros achados
anatomopatoldgicos favorecerem o ldpus (7). No LECD, a hiperceratose € mais
evidente, com a presenca de rolhas cérneas infundibulares (tamponamento
folicular) e espessamento da zona da membrana basal (ZMB). O infiltrado
inflamatério, predominantemente linfocitario, tem localizacdo perivascular e
perianexial, podendo acometer a juncdo dermoepidérmica e adquirir aspecto
liquendide. Ceratindcitos apoptéticos epidérmicos e dérmicos (corpos coloides),
assim como melan6fagos dérmicos podem estar presentes como resultado da
agressao a camada basal. As lesdes do LECSA, quando comparadas as do
LECD, apresentam um menor grau de hiperceratose, incontinéncia pigmentar e
inflamacédo. No entanto, nem sempre é possivel diferenciar histologicamente as
formas subagudas e crbnicas do lUpus cutaneo, devido a superposicdo de
achados (8).

Lesdes acromicas podem ser encontradas em todas as formas
clinicas do lupus. No LECD, tais lesbes surgem apds a resolu¢cdo das lesdes
discoides (1). No LECSA, lesbes vitiligbides podem representar um estagio
temporario de longa duracdo ou mesmo definitivo na evolugdo das lesdes
classicas (9). Walsh et al (10) descreveram dois pacientes com LES e
despigmentagao cuténea extensa responsiva a hidroxicloroquina. A frequéncia das

lesbes acrémicas nos quadros de lUpus cutaneo nunca foi descrita.
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1.2. Vitiligo
O \vitiligo é o protétipo de dermatose acrémica. Estudos de

microscopia eletrénica (11) e de imunohistoquimica (12) sugerem que o evento
final no vitiligo é a auséncia completa de melandcitos. Trés hipoteses tém sido
propostas para explicar a destruicdo dos melandcitos. Uma delas € a de que o
vitiligo € uma doenca autoimune (13,14). Essa hipdtese € sugerida pela sua
freqlente associacdo com doengas autoimunes (15,16,17) e pela deteccdo de
anticorpos circulantes contra melandcitos nos pacientes com vitiligo e melanoma
(18,19). A hipo6tese neural sugere que os melandécitos poderiam ser lesados por
neurotoxinas liberadas ou produzidas nas terminacdes nervosas (20). Essa teoria
é reforcada pela existéncia do vitiligo segmentar. Ha ainda a hip6tese da
autodestruicdo dos melandcitos por metabolitos intermediarios da biossintese de
melanina. O vitiligo resultaria de um desequilibrio nos mecanismos protetores dos
melandcitos contra essas substancias (21,22,23). Por fim, tem sido proposto que o
vitiligo resulta de uma combinagdo dessas causas: uma injuria neural aos
melandcitos poderia estimular o metabolismo dessas células e levar a
superproducdo de metabdlitos tdxicos, que, por sua vez, lesariam as células
epidérmicas e causaria a liberacdo de antigenos pigmentares. Esses antigenos
disparariam uma resposta celular imunomediada, que causaria mais injuria aos
melandcitos (24,25).

Na auséncia de manifestacdes cutaneas tipicas, as lesdes acrdmicas
no ldpus podem simular outros quadros discromicos, em especial o vitiligo. A

associagao entre as duas doencas ja foi descrita (26,27,28) mas quando o quadro
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inflamatério classico do lupus € inaparente, o diagndstico diferencial pode ser

muito dificil, tanto clinica quanto histologicamente (29) .

1.3. Biologia da despigmentacao

LesbGes despigmentadas ocorrem em uma ampla variedade de
dermatoses, como manifestacdes transitorias ou definitivas (30). Com excecao do
vitiligo, a investigacao histolégica voltada para a causa da despigmentacao foi
muito pouco estudada nas dermatoses.

Segundo Ortonne et al (24), a despigmentacdo observada em
algumas dermatoses pode ser secundaria a alteracdes funcionais na producao
e/ou transferéncia de melanina entre as células epidérmicas, como evidenciado no

quadro |l.

Quadro Il. Sitios da disfuncao melanocitica nos disturbios da pigmentacao

Defeito

Disturbio da pigmentacao

Migragéo e diferencia¢cdo anormal dos melanoblastos

Piebaldismo; Sindrome de Waardenburg, sindrome
de Woolf

Diminuicao da atividade da tirosinase

Albinismo tirosinase negativo

Estrutura anormal dos melanossomos Ash leaf spots (esclerose tuberosa); syndrome de

Chediak-Higashii

Diminuicdo da melanizagdo dos melanossomos Albinismo tirosinase positivo; ash leaf spots
(esclerose tuberosa); incontinentia pigmenti; pitiriase

versicolor; hipomelanose macular idiopatica

Diminuicdo da transferéncia (aos ceratindcitos) ou
aumento da degradagéo(no interior dos melandcitos)
dos melanossomos

Nevo despigmentoso; pitiriase
hipopigmentacéo pés-inflamatdria;
versicolor; sindrome de Chediak-Higashi

alba;
pitiriase

As dermatoses inflamatérias e infecciosas que evoluem com
despigmentacao incluem a sarcoidose, a psoriase, a dermatite atépica, o LEC, a
micose fungdide, a hanseniase, entre outras. Na sarcoidose e na hanseniase

tuberculéide, a contagem dos melandcitos € semelhante entre a area doente e a
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area sa, porém a melanogénese encontra-se suprimida, provavelmente devido a
algum fator liberado pelos granulomas dérmicos (31,32,33,34). No eczema e na
psoriase, as lesdes hipocrémicas sdo decorrentes do bloqueio na transferéncia
dos melanossomos dos melandcitos para os ceratindcitos (35). A analise
ultraestrutural das lesées hipocrémicas de linfomas cutaneos de células T revelou
alteracoes degenerativas nos melandcitos e melanogénese anormal com
melanossomas esféricos, adicionalmente ao padrao inflamatério caracteristico
(36).

Nao havia estudos sobre o comportamento dos melanécitos nas
lesbes acrébmicas do lUpus cutaneo. Nao se sabia se a acromia cutanea era
resultante da destruicdo dos melandcitos pelo processo inflamatério e/ou de sua

hipofungao induzida pela complexa interagdo ceratindcito/melandcito.

1.4. Investigacao da despigmentacao

O estudo sobre a quantificacdo do pigmento melanico, a distribuicao
e o comportamento dos melanécitos em bidpsias de pele pode ser feito através de
técnicas histolégicas e imunohistoquimicas. A coloracédo histoquimica pelo nitrato
de prata amoniatado (Fontana Masson) permite a identificagdo da melanina
presente no interior dos melandcitos e ceratindcitos epidérmicos € nos
melanéfagos dérmicos. A coloragcdo pela hematoxilina-eosina (H&E), adotada
rotineiramente em todas as analises histolégicas, permite a identificacdo de
melandcitos na epiderme, porém existem técnicas imunohistoquimicas mais

sensiveis.
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Os anticorpos monoclonais HMB45 e Melan-A sdo marcadores
imunohistoquimicos especificos da linhagem melanocitica (37). O anticorpo
HMB45 reage contra um antigeno citoplasmatico, a glicoproteina gp100, cuja
expressao indica a presenca de melanogénese ativa. A imunohistoquimica com
HMB45 é positiva na maioria dos melanomas, alguns nevos, melanocitos fetais e
em melandcitos adultos estimulados, sendo util na identificacdo de melanécitos
funcionalmente ativos (38,39). O Melan-A é uma pequena proteina citoplasmatica
de 22kd, correspondente a um componente melanossomal. E expresso na pele
normal, nos nevos melanociticos e nos melanomas, sendo util para a identificacao
adicional de melandcitos intraepidérmicos, como no vitiligo, € nos melanomas

amelandticos (40,41).
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2 - OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Descrever os achados clinicos, laboratoriais e histol6gicos dos

pacientes com LEC que possuam lesdes vitiligdides.

Objetivos Especificos

1.

Avaliar se as lesdes \vitiligbides no LEC apresentam
caracteristicas histolégicas que permitam realizar o diagnéstico
de LEG;

Comparar os achados histolégicos encontrados nas lesdes
vitiligéides do LEC com as lesdes de vitiligo;

Avaliar a presenca de melanécitos epidérmicos nas amostras
das lesbes \vitiligbides de LEC através de técnicas
imunohistoquimicas;

Comparar o numero de melanécitos epidérmicos nas amostras de
lesdes Vvitiligbides de LEC, vitiligo e pele normal através de

técnicas imunohistoquimicas.
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3—- MATERIAL E METODOS
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3.1. Tamanho amostral e selecao do grupo de estudo

Como nédo ha descricdo da frequéncia de lesdes vitiligbides no LEC,
doentes lupicos do Ambulatério de Colagenoses da Disciplina de Dermatologia do
Hospital de Clinicas — Unicamp foram acompanhados entre os anos de 2005 e
2008 para selecao daqueles com lesdes vitiligdides.

Doze doentes lupicos com lesdes vitiligbides que estavam de acordo
com os critérios de inclusdo e exclusdo foram encontrados em um grupo de 220
pacientes com diagnostico de LE acompanhados no ambulatério (grupo 1). Foram
selecionados, do ambulatério de vitiligo do referido hospital, 12 doentes com o
diagndstico clinico de vitiligo estavel (grupo 2).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (parecer 028/2005) e ofereceu
minimos riscos aos pacientes incluidos. Os esclarecimentos necessarios e a
anuéncia em participar do estudo foram obtidos através da assinatura do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2. Critérios de inclusao
a) Grupo 1: diagnostico comprovado de LEC por analise
anatomopatoldgica prévia; presenca de lesao vitiligbide ao exame dermatoldgico.
As lesdes vitiligéides foram definidas como lesdes de pele acromicas residuais ou
ativas, que nado possuissem, ao exame dermatolégico, atrofia cutanea,
descamacao, eritema ou rolhas cérneas aparentes. Lesbes cutaneas tipicas de

lipus poderiam coexistir com as lesdes vitiligdides em um mesmo paciente;
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b) Grupo 2: diagnoéstico clinico de vitiligo estavel, definido pela
auséncia de progressao clinica das lesdes nos ultimos seis meses, obtida através

de informacdes de prontuario médico e entrevista pessoal com os pacientes.

3.3. Criteérios de exclusdo
Pacientes que apresentavam coexisténcia de LEC e vitiligo assim
como aqueles pacientes com lesdes vitiligdides sem diagnostico confirmado

quanto a etiologia do quadro clinico foram excluidos do estudo.

3.4. Coleta de dados

3.4.1 Quadro clinico

Foram obtidos a partir do prontuario médico: forma clinica do IUpus,
diagnéstico histologico de lupus, idade e quadro clinico da admissao, evolugao,
doencas associadas e manifestacdes sistémicas.

3.4.2 Exames laboratoriais

Foram obtidos a partir do prontuario médico: hemograma completo;
fator antinuclear (FAN) pelo método da imunofluorescéncia indireta, utilizando-se
como substrato “imprint” de figado de camundongo; auto-anticorpo anti-DNA pelo
método da imunofluorescéncia indireta, utilizando-se como antigeno Chrithidia

lucilae; urina 1; uréia e creatinina.
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3.4.3. Anadlise histologica

Os doentes do grupo 1 (LEC) e 2 (vitiligo) foram submetidos a
biépsias das lesdes cutdneas vitiligbdides com punch de 5mm. Foram selecionadas
as lesdes que preenchiam os critérios para lesdes vitiligbides descritos nos
critérios de inclusdo e as dareas das bidpsias foram classificadas quanto a
exposicao solar em areas fotoexpostas e fotoprotegidas. Aleatoriamente, foram
selecionados dez pacientes dentro dos dois grupos para realizagao de biépsia de
pele sa da regidao axilar direita para servir como grupo controle na quantificacao
dos melanécitos epidérmicos.

Os fragmentos de pele foram fixados em formalina a 10%
tamponada, incluidos em parafina e corados pelas técnicas de H&E, acido
periédico de Schiff (PAS), reacdo histoquimica de nitrato de prata amoniatado
(Fontana Masson) e Alcian Blue. A analise histolégica foi feita em microscopio
Optico comum, considerando os seguintes achados:

e Epidérmicos

a. Hiperceratose: presente ou ausente;

b. Espessura da camada de Malpighi: medida através de
ocular milimetrada no aumento 6ptico de 200x.

c. Retificacdo dos cones epidérmicos;

d. Presenca de rolhas cérneas infundibulares;

e. Degeneracao vacuolar da ZMB;
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f.

Espessamento da ZMB pela coloracdo do PAS: foram
avaliados 2 cortes por lamina em uma amplificacdo de
400x. Toda a extensdo dos cortes foi examinada. O
espessamento da ZMB foi considerado continuo quando
presente em pelo menos metade dos campos estudados;

Presenca de ceratindcitos apoptéticos: ceratinécitos
eosindfilos e que se desprenderam da epiderme. Os
ceratinécitos apoptoticos apresentam nucleo fragmentado,

porém ainda discernivel,

e Dérmicos

a.

Presenca de corpos colbides: corpusculos eosindfilos,
redondos, homogéneos, que representam ceratindcitos
apoptoéticos, ja sem nucleo.

Infiltrado inflamatério: classificado quanto ao tipo celular
predominante, padrdo (liquendide ou n&o), localizacao
(perivascular, perianexial), profundidade (superficial,
profundo) e intensidade (leve, moderado e intenso);
Elastose: degeneracéao basofilica do colageno;

Fibrose: classificada quanto a localizacdo (derme
superficial ou profunda);

Alteracdes vasculares: ectasia vascular e vasculite;

Deposicao de mucina pela coloracao de Alcian Blue.
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As amostras do grupo 1, 2 e controle foram submetidas as

seguintes analises para o estudo do conteldo de melanina e presenca de

melandcitos:

a.

Reacédo histoquimica pelo Fontana Masson (FM), para a
determinacdo do conteddo de melanina. Foram avaliados
através desse método, o grau de melanizacdo dos
ceratinécitos basais, a quantidade de granulos de melanina
nos melanécitos e a pigmentacao dérmica no interior dos
melanéfagos. Foram avaliados 2 cortes por ldmina a uma
amplificacdo de 200x. O grau de incontinéncia pigmentar foi
considerado continuo quando presente em pelo menos
metade dos campos estudados;

Reacdo imunohistoquimica utilizando-se anticorpo especifico
Melan-A (Clone A103, DakoCytomation Denmark A/S) na
diluicdo 1:300, para identificacdo e quantificacdo de
melandcitos.

Reacado imunohistoquimica utilizando anticorpo especifico
Anti-Melanossomo Humano (Clone HMB45, DakoCytomation
Denmark A/S) na diluicado 1:100, para identificacdo e

quantificacdo de melandcitos.
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Os critérios para a quantificacdo dos melanécitos foi o0 mesmo, tanto
para a reagdao imunohistoquimica pelo HMB45 quanto para o Melan-A. Os
melandcitos foram contados em microscopio éptico ao longo de 8 campos
continuos de 400x de amplificacao, por corte. Para comparacao entre os pacientes
lupicos e os com vitiligo, os melandcitos foram contados ao longo da ZMB em toda
a extensao da epiderme e descritos por milimetro linear de epiderme. Neste ultimo
caso, os foliculos pilosos nao foram considerados. Nas duas medidas, foram
considerados 2 cortes por lamina.

As reagOes imunohistoquimicas foram realizadas no Laborato6rio de
Imunohistoquimica e Imunofluoréscencia da Pds-graduacéao do Departamento de

Anatomia Patoldgica do Hospital de Clinicas da Unicamp.

3.5. Andlise e processamento de dados

Os dados foram digitados e armazenados no programa gerenciador
de banco de dados SYSTAT 10.2. Foram aplicados testes de andlise de variancia
para variaveis continuas e teste exato de Fisher ou qui-quadrado para anélise de
variaveis categoéricas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes
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4 — RESULTADOS
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4.1. Dados clinicos e laboratoriais

Os achados clinicos dos pacientes do grupo 1 encontram-se no
quadro Il (p. 56). Apenas 5% de todos os pacientes IUpicos seguidos no
Ambulatério de Colagenoses do HC/Unicamp (12/220) atendiam aos critérios de
inclusdo e excluséao (figuras 1, 2, 3 e 4; p. 57 e 58). O grupo selecionado foi
constituido por nove pacientes do sexo feminino e trés do sexo masculino, com
idades variando entre 18 e 62 anos (idade na inclusdo do estudo). A duracao
média da doenca foi de 10,3 anos. Sete pacientes (58,3%) tinham o diagnéstico
de LECC e cinco (41,7%) apresentavam LECSA. Dos pacientes com LECC, dois
apresentavam a forma hipertréfica/verrucosa (pacientes n? 2 e n? 9) e um possuia
quadro de paniculite lupica (paciente n? 4). Dois dos cinco pacientes com LECSA
evoluiram para lupus sistémico (pacientes n? 8 e n? 10). Nao houve sistematizacao
da doenga no subgrupo de pacientes com LECD. Em apenas um doente as lesdes
vitiligbides ocorreram em area fotoprotegida (paciente n? 5) (8,3%). Achados
laboratoriais anormais foram encontrados na metade dos casos (pacientes n? 4,
n%5, n2 8, n? 9, n? 10 e n? 11), a maioria consistindo na presenca de FAN em baixas

titulages e linfopenia.
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Quadro lll: Achados clinicos dos pacientes lupicos com lesdes vitiligdides

99
sopejnsay

Caso Diagnodstico Sexo Etnia Idade Duragaoda Localizagao Laboratorio
doenga dalesao
1 LECD F Cc 41 28 Fotoexposta Negativo
2 LECD F Cc 50 18 Fotoexposta Negativo
3 LECD F Cc 57 8 Fotoexposta Negativo
4 LECD F Cc 39 19 Fotoexposta FAN 1/320, Leucopenia
Linfopenia
5 LECSA M C 54 4 Fotoprotegida FAN 1/160, Linfopenia
6 LECD F Cc 44 5 Fotoexposta Negativo
7 LECSA F C 42 4 Fotoexposta Negativo
8 LECSA/LES F C 49 5 Fotoexposta FAN 1/64, Linfopenia
9 LECD M Cc 49 5 Fotoexposta FAN 1/160, Linfopenia
10 LECSA/LES M C 18 3 Fotoexposta FAN 1/160, Linfopenia
Proteinuria
11 LECD F Cc 44 12 Fotoexposta FAN1/80
12 LECSA F Cc 62 13 Fotoexposta Negativo

C: caucasoide Leucopenia<4.000 Linfopenia< 1.500 Proteinuria >300mg/dl




Figura 1. LECD com lesao infrauricular evidenciando atividade no seu p6lo superior e
area vitiligéide no pélo inferior (paciente n® 02)

Figura 2. LECC, forma hipertréfica/verrucosa, com lesées vitiligoides (paciente n® 09)
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Figura 3. LECSA com lesdes eritematoacrdmicas (paciente n® 05)

Figura 4. Lesdes vitiligbides do LECSA durante inatividade (A) e atividade da doenga (B)
(paciente n® 07)
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4.2. Avaliacao histologica (grupo 1)

Os achados histologicos epidérmicos e dérmicos dos pacientes do
grupo 1 (lupus) estdo descritos no quadro IV (p. 60).

Na camada coérnea, uma leve hiperceratose sem paraceratose foi
encontrada em oito (66,7%) pacientes. Em sete pacientes (58,3%), a camada de
Malpighi estava atréfica e com retificacado dos cones epiteliais (figura 5, p. 63). A
espessura média da camada de Malpighi foi de 51,4 x 10 */mm * 14,8.

Rolhas cérneas infundibulares, degeneracao vacuolar e
espessamento da ZMB (figura 6, p.63) foram encontrados, respectivamente, em
dois (16,7%), quatro (33,3%) e oito (66,7%) casos. Em todos os casos, a
degeneracdo vacuolar da ZMB foi leve e focal. CeratinGcitos apoptéticos
epidérmicos foram encontrados na metade dos casos e corpos col6ides dérmicos
foram vistos em trés (25%), sendo que em um deles havia agressdo de
ceratinécitos epidérmicos concomitantemente (figura 7, p.64).

Em nove (75%) pacientes observou-se um infiltrado inflamatério
linfocitario, superficial, de leve a moderado, localizado predominantemente ao
redor dos vasos e apéndices. Em dois casos, o infiltrado tinha o padréao
focalmente liquendide (pacientes n? 6 e n? 10) (figura 6, p.64). Em nenhum caso
foi observado deposicdao de mucina pelo H&E ou pela coloracao de Alcian Blue.

Alteracoes degenerativas da derme, incluindo ectasias vasculares e
elastose foram encontradas em seis (50%) pacientes e fibrose dérmica em cinco
(41,7%). Em quatro doentes, observou-se que a fibrose era constituida por fibras
colagenas agrupadas e distribuidas horizontalmente acima do material elastético

(figura 5, p. 63). Em apenas um caso a fibrose existia sem elastose.
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Quadro IV. Achados histoldgicos das lesdes vitiligdides nos pacientes lupicos

Caso Epiderme Derme
Hiperceratose Atrofia Rolhas Degeneracao Ceratinocitos | Espessamento Corpos Infiltrado Elastose Fibrose Ectasia Deposito
Foliculares  VacuolarZMB apoptéticos ZMB coloides celular vascular mucina

1 Sim Sim Néao Nao Néao Nao Sim Néao Sim Sim Sim Nao
2 Sim Sim Néao Nao Néao Sim Néao Sim Sim Sim Sim Nao
3 Néao Nao Néao Nao Sim Nao Néao Sim Néao Nao Nao Nao
4 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Néao Néao Sim Sim Néao Nao
5 Sim Sim Néo Nao Néo Sim Néo Sim Néo Nao Néao Nao
6 Sim Néo Nao Sim Sim Sim Nao Sim Nao Néo Nao Néo
7 Néao Sim Sim Nao Néao Sim Néao Sim Néao Nao Sim Nao
8 Nao Néo Nao Néo Sim Sim Nao Sim Nao Sim Néo Néo
9 Sim Nao Néo Sim Néo Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao
10 Sim Nao Néo Sim Sim Sim Sim Sim Néo Nao Sim Nao
1 Néo Sim Néo Néao Sim Néao Néo Néo Sim Sim Néao Néao
12 Sim Sim Nao Néo Nao Néo Nao Sim Sim Néo Sim Néo




Considerando os subtipos de lupus cutdneo (LECD e LECSA), nao
houve diferencga estatistica na frequéncia de achados histoldgicos nas coloragbes
pelo H&E (p > 0,05 para todas as variaveis).

Em quatro pacientes (n° 4, 6, 9 e 10) foi possivel fazer o diagndstico
de lupus com base nos achados histol6gicos das lesdes cutaneas vitiligoides. Trés
desses pacientes possuiam, através de biopsias prévias, o diagnéstico de LECD
(pacientes n® 4, 6 € 9) e um de LECSA com evolugdo para LES. As alteracdes
histoldégicas encontradas em todos os pacientes para a confirmagéo diagnostica
foram a hiperceratose, os ceratindcitos apoptoticos, a degeneragéo hidrépica e o
espessamento da ZMB. N&ao foi possivel fazer a diferenca histoldégica entre as
formas crénica e subaguda de lupus com base na analise das lesdes vitiligbides.

O quadro V descreve os achados histolégicos relacionados ao conteudo de

melanina e a contagem de melandcitos do grupo 1(lupus).

Quadro V: Melanizagao e contagem de melandcitos nos pacientes com LE

Caso Diagnéstico Melanizacao* Melanéfagos Melanocitos Melandcitos
dérmicos* HMB45** Melan-A**

1 LECD Ausente Ausente Ausente Ausente

2 LECD Ausente Ausente Ausente Ausente

3 LECD Ausente Ausente Ausente Ausente

4 LECD Ausente Ausente Ausente Ausente

5 LECSA Presente Ausente 7 10

6 LECD Presente Ausente 7 12

7 LECSA Ausente Presente Ausente Ausente

8 LECSA Presente Presente 13 31

9 LECD Ausente Ausente Ausente Ausente
10 LECSA Presente Presente 15 22

11 LECD Presente Presente 10 10

12 LECSA Ausente Ausente Ausente Ausente

* pelo Fontana Masson ** contados em 8 campos continuos de 400x de amplificacao
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A reacédo histoquimica pelo FM evidenciou granulos epidérmicos de
melanina em cinco (41,7%) pacientes e melanéfagos dérmicos em quatro (33,3%).
O conteudo de melanina apresentava distribuicao heterogénea ao longo da ZMB e
estava restrito aos ceratinécitos basais. Em trés casos a incontinéncia pigmentar
foi vista em toda a extensao do corte (figura 8, p.64). Todas as amostras com
melanizacdo basal evidenciada pelo FM foram também coradas na
imunohistoquimica pelos anticorpos Melan-A e HMB45.

O numero de melan6citos marcados pelo HMB45 foi
significativamente inferior entre os pacientes lupicos em relacdo aos controles (4,3
+ 5,7 vs 29,5 £ 174 p < 0,001). Achados semelhantes foram encontrados em
relacdo a marcacao pelo Melan-A (7,1 £ 10,3 vs 60,1 £ 24,9 p = 0,005). Nao houve
diferenca estatistica na contagem de melandcitos entre os anticorpos HMIB45 e
Melan-A nos pacientes lupicos, embora a intensidade da marcacao para o Melan-
A tenha sido mais intensa.

Dos preparados dos cinco doentes que evidenciaram melanécitos
pela imunohistoquimica, trés tinham o diagnéstico de LECSA e dois de LECD.
Considerando todos os pacientes lUpicos, amostras evidenciando pelo menos um
melandécito a imunohistoquimica foram encontradas em 60% dos casos de

LECSA, mas em apenas 28,6% do pacientes com LECD (p > 0,05).
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Figura 5. Hiperceratose e epiderme com atrofia e retificacdo. Na derme ha fibrose e

elastose (H&E x200)

ide focal (PAS x200)

Oi

Figura 6. Espessamento da zmb e infiltrado liquen
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Figura 7. (A) Corpos coloides e (B) ceratindcitos apoptéticos (H&E x400)

Figura 8. Incontinéncia pigmentar (FM x200)
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4.3. Avaliacao histologica comparativa (grupo 1 e 2)
Os achados histolégicos epidérmicos e dérmicos comparativos entre

os pacientes do grupo 1 (Itpus) e 2 (vitiligo) estdo apresentados na tabela |.

Tabela I: Achados histol6gicos dos pacientes dos grupos 1 (lapus) 2 (vitiligo)

EPIDERME GRUPO 1 GRUPO 2 p (Fisher)
(LUPUS) (VITILIGO)
Hiperceratose 8/12 (66,7%) 7/12 (58,3%) 1,000
Retificacao 7/12 (58,3%) 1/12 (8,3%) 0,027
Rolhas foliculares 2/12 (16,7%) 0/12 0,478
Degeneracao vacuolar ZMB 4/12 (33,3%) 0/12 0,093
Ceratinocitos apoptéticos 6/12 (50%) 0/12 0,014
Espessamento ZMB 8/12 (66,7%) 1/12 (8,3%) 0,009
DERME GRUPO 1 GRUPO 2 p (Fisher)
(LUPUS) (VITILIGO)
Corpos coloides 3/12 (25%) 0/12 0,217
Incontinéncia pigmentar 4/12 (33,3%) 2/12 (16,7%) 0,640
Infiltrado inflamatério 9/12 (75%) 8/12 (66,7%) 1,000
Elastose 6/12 (50%) 3/12 (25%) 0,400
Fibrose 5/12 (41,7%) 0/12 0,037
Ectasia vascular 6/12 (50%) 2/12 (16,7%) 0,193
Deposito de mucina 0/12 0/12 1,000

As alteragdes histologicas encontradas no grupo 2 foram muito
discretas. Entre elas, a hiperceratose e a presenca de infiltrado inflamatério foram
as mais frequentes. A hiperceratose foi leve e descrita em sete casos (58,3%). O
infiltrado inflamatério, linfocitario, foi encontrado em oito pacientes (66,7%),
apresentando disposicao perivascular/perianexial e localizagao superficial. Em um
caso, o infiltrado assumiu padrdo focalmente liquendide (figura 9, p.68). Em
relagdo ao grupo 1, ndo houve diferenca estatistica quanto a esses dois achados
histolégicos (p=1,00). Apesar da maioria das laminas do grupo 2 apresentarem

epiderme sem retificacdo de cones epiteliais, a espessura da camada de Malpighi
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ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos 1 e 2 (59,3x10°/mm + 14
para o grupo 2; p=0,193).

Em relacdo as caracteristicas histol6gicas sugestivas de IUpus, o
espessamento da ZMB e a presenca de ceratindcitos apoptéticos na epiderme
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos 1 e 2 (p=0,009 e p=0,014,
respectivamente). Alteracées degenerativas da derme, como telangectasias e
elastose foram encontradas, respectivamente, em dois (16,7%) e trés (25%)
pacientes do grupo 2, mas nao houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo 1.
Nenhum paciente com vitiligo apresentou fibrose dérmica e esse achado foi
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo de pacientes lupicos (p=0,037).

Em relacdo a contagem de melanécitos pelo HMB45 e Melan-A, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos 1 e 2 (p=0,362 e p=0,382

respectivamente), como evidenciado pelo quadro VI e figuras 10 (p.68) e 11(p.69):

Quadro VI: Contagem de melandcitos pelo HMB45 e MelanA nos grupos 1 e 2

Grupo 1 (Lupus) Grupo 2 (Vitiligo)

Caso HMB45 Melan-A Caso HMB45 Melan-A

1 Negativo Negativo 1 Negativo Negativo

2 Negativo Negativo 2 2,34mel/mm 2,34mel/mm

3 Negativo Negativo 3 Negativo Negativo

4 Negativo Negativo 4 Negativo Negativo

5 3,05mel/mm 3,61mel/mm 5 Negativo Negativo

6 2,23mel/mm 3,47mel/mm 6 0,93mel/mm 2,4mel/mm

7 Negativo Negativo 7 Negativo Negativo

8 2,14mel/mm 6,3mel/mm 8 Negativo Negativo

9 Negativo Negativo 9 0,1mel/mm 2,08mel/mm

10 3,84mel/mm 5,85mel/mm 10 Negativo 0,54mel/mm

11 2,13mel/mm 3,59mel/mm 11 Negativo Negativo

12 Negativo Negativo 12 Negativo Negativo
mel/mm: melandcito por milimetro de epiderme
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Em relagcdo ao grupo controle, tanto o grupo 1 quanto o grupo 2
apresentaram diferenca estatistica para a contagem de melandcitos pelo HMB45 e

pelo Melan-A, conforme evidencia o grafico .
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Grafico I. Box-and-whiskers-plots com a contagem de melanécitos/mm nos pacientes

com lupus, vitiligo e controles pelo anticorpo Melan A (A) e HMB45 (B).
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Figura 9. Vitiligo. Infiltrado inflamatério leve (A) e liquendide (B) (H&E x200)
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Figura 10. Imunohistoquimica pelo HMB45 no vitiligo (A) (x200) e no lupus (B) (x100).
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Figura11. Imunohistoquimica pelo Melan-A no vitiligo (A) e no lupus (B) (x200).

O numero de melanécitos estd marcadamente diminuido em ambas as laminas.
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5 — DISCUSSAO
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Apesar dos achados histolégicos do LEC serem extensivamente
descritos, ndo havia nenhum estudo especificamente devotado as lesdes
vitiligbides nessa dermatose. Isso se deve provavelmente a baixa frequéncia
dessas lesbes no lupus, como sugerido pelo presente estudo, e ao carater
transitério que elas podem apresentar durante a evolucdo da doenca. Ainda
assim, os autores acreditam que as lesdes vitiligbides no lupus foram
subestimadas, pois ndao foram incluidos no estudo os pacientes com lesdes
acrdmicas sem diagnostico comprovado nem aqueles que possuiam diagndstico
clinico de lupus sem comprovacao histolégica. As lesdes vitiligdides nao diferiram
das lesdes tipicas do lupus quanto a ocorréncia preferencial no sexo feminino e a
localizagdo nas éareas fotoexpostas. (1,42,43). Nao houve preferéncia por
nenhuma das formas clinicas do lUpus cutdneo. A evolucdo desses pacientes
também seguiu a descricao na literatura para o LEC.

O diagndstico de LEC é estabelecido com base em uma combinacao
de alteracdes histologicas, que podem ser aparentes em todos os niveis da pele.
Os principais achados histolégicos que permitem o diagnéstico sao a
hiperceratose com rolhas cérneas foliculares (para o LECD), a atrofia da camada
de Malpighi, o infiltrado inflamatério de intensidade variavel, a degeneracédo
vacuolar das células da camada basal e o0 espessamento da ZMB (44). Por ordem
de freqUéncia, as alteragdes histolégicas mais encontradas nos casos estudados
foram o infiltrado inflamatério (75%), a hiperceratose (66,7%), 0 espessamento da
ZMB (66,7%), a retificacdo da epiderme (58,3%), os ceratindcitos apoptoticos
epidérmicos (50%), a ectasia vascular e a elastose dérmica (50%). A degeneracao

vacuolar das células da ZMB, também conhecida como degeneragao hidrépica, foi
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encontrada em apenas 33,3% das amostras, mas estava presente nos quatro
doentes em que foi possivel confirmar o diagndstico histolégico de lupus. Isso é
condizente com a observagcdao de Winfield e Jaworsky (8) de que a degeneracgao
hidrépica da zona da membrana basal é a alteracédo histoldégica mais importante
para o diagnéstico de LE. Bangert et al (45), no entanto, relataram que no LECSA
a degeneracao vacuolar € muitas vezes focal e pode nao ocorrer em 25% dos
casos.

As alteracdes epidérmicas variam conforme a caracteristica clinica
das lesdes. Isso € observado, por exemplo, no lupus tumido, que se apresenta
clinicamente por placas infiltradas sem atrofia que, histologicamente, apresentam
pouca ou nenhuma alteracao epidérmica (46). Segundo Bielicky e Trapl (47), nas
lesbes que clinicamente ndo apresentam escamas aderentes ou tampdes
ceratoticos foliculares, a epiderme pode mostrar alteracées muito discretas e, em
particular, nenhuma degeneracao hidrépica basal. Isso justifica 0 que aconteceu
na maioria dos casos estudados, visto que para selecao das lesdes vitiligéides a
pele afetada ndo apresentava sinais clinicos de atrofia, descamacao ou eritema.

O infiltrado inflamatoério no lUpus pode ser encontrado ao longo da
juncdo dermo-epidérmica, ao redor dos foliculos pilosos e outros apéndices. A
presenca de infiltrado inflamatério em faixa, corpos coléides e incontinéncia
pigmentar tornam o LE, juntamente com o liquen plano, protétipo de dermatite de
interface (48). No presente estudo, apesar da localizacao liquendide do infiltrado
inflamatério ter sido observada em apenas dois pacientes, a presenca de
ceratinécitos apoptéticos na epiderme e na derme sdo indicativos da presenca de

uma reacao liquendide prévia.
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A degeneragao basofilica do colageno é um achado frequente nas
lesbes lupicas, consistente com o acometimento da pele fotoexposta
caracteristicamente encontrada nesta dermatose. Schmitt et al (49) demonstraram,
ultraestruturalmente, que as lesées do LE tém fibras elasticas com alteracdes
préprias, ou seja, diferentes das da elastose solar, sugerindo haver um dano
especifico as fibras elasticas no decorrer do processo evolutivo ldpico.
Adicionalmente a exposicdo solar e a fatores intrinsecos voltados as fibras
elasticas, a auséncia de melanécitos e de melanina pode ter contribuido para as
alteragbes degenerativas dérmicas nos pacientes estudados. A localizagdo da
fibrose proxima a epiderme e superficialmente ao material elastético sugere a
ocorréncia de um processo regenerativo dérmico. Isso indica que as lesdes
vitiligbides sdo, pelo menos em parte, resultado de um processo cicatricial e nao
uma manifestacdo cutanea ativa. Dessa forma, elas s6 poderiam suceder as
lesbes discbides ou subagudas do LE.

Apesar da acromia das lesdes, foi possivel encontrar melandcitos
pelos métodos imunohistoquimicos em cinco dos 12 pacientes estudados. E
sabido que os anticorpos monoclonais HMB45 e Melan-A s&o marcadores
especificos da linhagem melanocitica (40,50). A avaliagao com esses anticorpos é
mais sensivel que os métodos de coloragdo convencionais, como o H&E, e mais
especifica do que a proteina S100 (37,51). O anticorpo Melan-A mostrou-se mais
sensivel na deteccao de melanécitos que o HMB45. Para Shidham et al (52), a
deteccao de micrometastases de melanoma pelo Melan-A revelou uma marcada
imunoreatividade citoplasmatica, permitindo uma alta acuracia no reconhecimento

do melandcito. Orosz (41) observou que o Melan-A também reage com os
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melandcitos de nevos intradérmicos, nevos compostos, nevos atipicos e nevos de
Spitz/Reed, apesar de ser util na diferenciagdo com tumores que “imitam”
melanoma maligno. O HMB45 nédo corou nevos intradérmicos nem o componente
dérmico de nevos compostos. A positividade para o HMB45 indica melanogénese
ativa, podendo estar presente em melanécitos adultos normais estimulados (38).
Nos pacientes estudados, os dois anticorpos se comportaram de modo ja descrito,
com uma maior positividade e maior intensidade na coloracédo para o Melan-A em
detrimento do HMB45. No entanto, a positividade do HMB45 nas lesées acrdmicas
demonstra a presenca de melandcitos funcionais, a partir dos quais pode haver
uma repigmentacao dessas lesdes. A imunoreatividade pelo HMB45 ja foi descrita
para outras dermatoses acrbmicas, como o liqguen escleroso e atréfico (53)
embora Le Poole et al (12) ndo tenham evidenciado melandcitos usando esse
anticorpo em casos de vitiligo.

Nas dermatoses caracterizadas por degeneracdo hidropica das
células da camada basal e infiltrado liquendide, existe um ataque e destruicdo dos
melandcitos. Esse fato deve ser o responsavel pela acromia nas lesoes vitiligéides
do LE, ja que ndo foram evidenciados melanécitos na maioria das amostras pelos
métodos imunohistoquimicos. Nos casos com melandcitos marcados pelos
anticorpos HMB45 e Melan-A, a melanina nos ceratindcitos epidérmicos
evidenciada através da coloracdo de FM demonstrou que tanto a producdo do
pigmento quanto a sua transferéncia dos melandcitos para os ceratinécitos nao

estavam comprometidas.

Discussao
76



Estudos comparativos entre o vitiligo e outros disturbios acrémicos
foram descritos na literatura (53,35). Havia apenas um trabalho que comparou,
através de métodos imunoldgicos, histolégicos e histoquimicos, o vitiligo e o lupus
eritematoso vitiligbide. Souza Filho et al (54) investigaram os anticorpos
antimelanécitos no vitiligo, no nevo halo e no LE vitiligbide, assim como a
avaliaram a atividade NK de linfécitos periféricos contra células de melanoma
nesses grupos e a analise histoquimica da melanina e dos melandcitos. Os
autores ndo avaliaram os aspectos histolégicos epidérmicos e dérmicos das
lesbes, nem utilizaram anticorpos monoclonais especificos da linhagem
melanocitica. O presente trabalho foi 0 Unico a fazer essa analise entre o vitiligo e
as lesoes vitiligdides do LE.

Na maioria dos pacientes com vitiligo, o diagndstico € realizado
através da avaliagcao clinica das lesdes, sendo o exame histopatolégico raramente
necessario. O infiltrado inflamatério no vitiligo tem sido descrito em porcentagens
variaveis (55). Hann et al (56), estudando 21 pacientes com vitiligo tricrébmico,
evidenciaram a presenga de infiltrado inflamatério em 28,6% dos casos. Essa
freqiéncia aumentou a medida que se progrediu da area central despigmentada
da lesdo para a pele sa perilesional, onde as células inflamatérias foram
encontradas em 76,2% das amostras estudadas. Ja Gokhale e Mehta (57),
encontraram células inflamatérias em 92% dos 74 pacientes estudados. Nos
maiores grupos de pacientes, onde foram estudadas 100 e 210 amostras de
pacientes com vitiligo, a ocorréncia de infiltrado inflamatério dérmico variou de 41

a 54%, respectivamente (58,59). No presente estudo, o infiltrado inflamatério foi
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encontrado em 66,7% dos casos de vitiligo, estando dentro do espectro descrito
por outros autores.

A localizacao liquendide do infiltrado inflamatério no vitiligo foi
descrita por Panuncio e Vignale (60). Attili e Attili (59) encontraram uma dermatite
de interface, com localizacao focal, em 29% dos pacientes pesquisados. Oliver et
al (61), estudando 62 bidpsias com laudo compativel com dermatite liquendide,
encontraram um caso de vitiligo. Sontheimer (62) descreveu o vitiligo como uma
dermatose com reacao liquendide tecidual, visto poder apresentar caracteristicas
sutis de uma dermatite de interface. No presente estudo foi encontrado apenas um
caso com infiltrado inflamatério focalmente liquendide nas lesdes cutaneas de
vitiligo.

Outras alteragdes histoldgicas, presentes nas dermatites liquendides,
que estao diretamente relacionadas ao dano a camada basal sdo a degeneracao
vacuolar das células da ZMB, a presenca de corpos colbéides e a incontinéncia
pigmentar. Hann et al (56) encontraram vacuolizagao das células basais em 23,8%
dos casos de vitiligo, com porcentagem semelhante nos controles. Attili e Attili (59)
descreveram alteragdes de interface pés-inflamatérias em 35% das amostras de
vitiligo versus 15% da pele normal adjacente. No presente estudo, das trés
caracteristicas histologicas citadas, apenas a incontinéncia pigmentar foi
encontrada nos pacientes com vitiligo, embora sem diferenca estatistica entre os
dois grupos. A presenca de ceratindcitos apoptéticos epidérmicos foi
significativamente maior nos pacientes com LE. Isso reforca a teoria do LE como

exemplo de dermatose com reacao liquendide tecidual.
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Segundo Gokhale e Mehta (57) as alteragdes inflamatérias sdao mais
frequentemente encontradas nos casos de vitiligo de curta evolugdo e nos casos
com progressao da doenca. De modo semelhante, Sharquie et al (63) e Hann et al
(56) encontraram células inflamatérias em quantidade maior nas bordas de lesbes
ativas do que em lesdes estaveis de vitiligo. Segundo esses autores, a inflamacéao
precede a perda de melandcitos na epiderme e bidpsias de lesdes completamente
evoluidas de vitiligo nao evidenciam grandes alteragdes inflamatérias. Isso pode
justificar o fato de os achados histolégicos nos pacientes com vitiligo do presente
estudo terem sido discretos.

Nos casos de vitiligo de longa evolucao, as alteracbes degenerativas
sao mais expressivas (57) e incluem atrofia epidérmica grosseira, fibrose dérmica
e perda de apéndices, que foram descritas em até 7% dos pacientes (59). Nos
casos estudados, nao foi visto diferenca estatistica quanto a espessura da
camada de Malpighi entre os dois grupos, embora nos pacientes lUpicos a
epiderme se apresentasse retificada na maioria das amostras. Degeneracéo
basofilica do colageno e telangectasias estavam presentes em alguns casos de
vitiligo, ndo apresentando diferenga estatistica com o LE. A fibrose dérmica, no
entanto, foi um critério significativamente diferente entre os grupos, estando
presente nos pacientes lUpicos, em especial naqueles com LECC, mas nao nos
casos de vitiligo.

Souza Filho et al (54) demonstraram a presenca de anticorpos
antimelanécitos por imunofluorescéncia indireta, utilizando células de melanoma
como substrato, em 25% dos casos de vitiligo e nevo halo estudados e em 9% dos

casos de lupus vitiligéide. Eles ndo puderam excluir a possibilidade de que, no LE
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com lesdes vitiligdides, a despigmentacdo se devesse ndo somente a destruicdo
inflamatéria dos melanécitos, mas também a mecanismos de agressao
melanocitica de carater imunolégico semelhantes aos que ocorrem no vitiligo e
nevo halo.

No entanto, os achados histolégicos do presente trabalho sugeriram
qgue as lesdes acrébmicas no LE correspondem a lesdes residuais, decorrentes de
processo inflamatério liquendide prévio. Isso reafirmou o que foi visto clinicamente,
onde as lesbes despigmentadas representam fases evolutivas possiveis a partir
de lesbes discéides ou subagudas classicas. Como lesao residual, observou-se
uma posterior regeneracao, pelo menos parcial, da derme afetada pelo processo
inflamatério através da formacao de fibrose. Os achados histoldgicos classicos do
LE perderam-se em sua maioria, com excecdao do espessamento da ZMB,
alteragao que ajuda no diagndéstico diferencial com o vitiligo. Apesar de terem sido
encontradas alteracées inflamatérias nos casos de vitiligo, esses achados nao
foram suficientes para classificd-lo como dermatite de interface de “baixo grau”,

pelo menos quando se trata das lesdes estaveis do vitiligo.

Smoller et al (38) e Abdallah et al (64) acreditaram que as lesbes de
vitiligo de longa data sdo caracterizadas pela auséncia completa de melanina e
melandcitos. LE Poole et al (12) conduziram um estudo imunohistoquimico usando
um painel de 18 anticorpos antimelandcitos e concluiram que essas células estao
ausentes nas lesdes de vitiligo. No entanto, ha relatos esporadicos referindo que
as lesbes de vitiligo ndo estariam completamente desprovidas de melandcitos.

Tobin et al (65) isolaram, in vitro, melanécitos em todas as amostras de pele
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despigmentada e normal, independente da duragcdo da doenca e do tratamento.
Husain et al (66) também encontraram melandcitos epidérmicos e demonstraram a
hidroxilacdo enzimatica da tirosina em dopa. A melanina foi detectada nos
ceratinécitos basais em lesdes de vitiligo de 1 a 3 anos de evolugédo. Kim et al
(58), estudando vitiligo e nevo despigmentoso, encontraram melandcitos em 12 de
100 pacientes com vitiligo, utilizando os anticorpos MART-1 e NKi/beteb. Os
melandcitos estavam presentes mesmo nos casos de vitiligo com mais de 5 anos
de duracao. A estrutura do anticorpo MART-1 € a mesma do Melan-A, mas recebe
essas duas designacdes porque o seu gene foi independentemente clonado por
dois grupos de cientistas. Ja4 o anticorpo NKl/beteb presumidamente reconhece o
mesmo antigeno, a gp100, que o HMB45, porém em um diferente epitopo (67).
Carlson et al (53), através de estudos comparativos entre o vitiligo e o liquen
escleroso e atréfico, encontraram melanécitos marcados pelo MART-1 em seis
dos nove casos de vitiligo, porém nenhum melanécito foi corado quando se utilizou
o anticorpo HMB45. O presente estudo evidenciou a presenca de melandcitos em,
respectivamente, trés e quatro amostras de vitiligo para os anticorpos HMIB45 e
Melan-A. A marcacgao pelo Melan-A corroborou com os achados mais recentes de
que os melanécitos podem estar presentes nos casos de vitiligo estavel. A
positividade pelo HMB45, embora nado descrita nos pacientes estudados por
Carlson et al (53), sugeriu que alguns melanécitos remanescentes produzem pré-
melanossomos, o que esta em conformidade com Kim et al (58). Para confirmar

essa hipotese, o ideal seria ampliar a amostragem dos casos de vitiligo.
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Como nao houve diferenca estatistica na contagem de melandcitos
entre os dois anticorpos monoclonais para o grupo de pacientes com vitiligo e o
grupo com LE, concluiu-se que nao foi possivel diferenciar as lesbes vitiligdides
das duas dermatoses pela presenca ou auséncia de melandcitos. Além disso, os
autores acreditam ser possivel a repigmentacdo em ambas as doencas devido a
presenca de melanogénese ativa comprovada pela positividade pelo HMB45.

Souza Filho et al (54) estudaram a melanina e os melandcitos na
pele lesada de pacientes com vitiligo, nevo halo e LE vitiligbide e encontrou
positividade em 88,23% dos casos utilizando a coloracdo histoquimica dopa
adicionada a prata amoniacal (D+P), sem diferenca estatistica entre os grupos. Foi
realizada também a investigacdo de melanécitos pela coloracao
imunohistoquimica com a proteina S100, que ndo se mostrou superior a D+P.
Apesar de nao terem sido utilizadas no presente trabalho as coloracées D+P nem
a proteina S100, os achados com os marcadores imunohistoquimicos especificos
Melan A e HMBA45 reafirmaram a existéncia de melanécitos no vitiligo e no LE com

lesdes vitiligéides descrita por Souza Filho et al.
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6 — CONCLUSOES
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1.

As lesdes vitiligéides do LE nao diferem das lesdes tipicas do lupus quanto ao

predominio no sexo feminino e a predilegcdo por areas fotoexpostas. Nao ha

preferéncia por nenhuma das formas clinicas do LEC e a evolugdo dos

pacientes com lesdes vitiligbides segue a descricao na literatura pra o LEC.

Depreende-se a partir dos achados histolégicos encontrados nas lesdes

vitiligéides do LE:

2.1.As alteragcbes epidérmicas variam conforme a caracteristica clinica da
lesdo cutanea, justificando os poucos achados histolégicos epidérmicos
encontrados nas lesdes vitiligéides do LE.

2.2. A presenca de ceratinécitos apoptoticos nas lesoes vitiligbides evidencia e
confirma o LE como uma dermatose liquendide.

2.3.As lesoes vitiligéides do LE correspondem a lesGes residuais, decorrentes
de processo inflamatério liquendide prévio.

Nem todas as lesdes vitiligbides do LE apresentam caracteristicas histologicas

que permitem o diagnéstico de LE.

Os achados histoldgicos classicos do LE perdem-se em sua maioria, com

excecao do espessamento da zona da membrana basal, alteragdo que ajuda

no diagndstico diferencial com o vitiligo.

Apesar da acromia evidenciada clinicamente, melanécitos ainda podem ser

encontrados nas lesdes vitiligéides do LE.

Nao é possivel diferenciar as lesdes vitiligdides do LE das lesbes de vitiligo

pela presenca ou auséncia de melandcitos através de métodos

imunohistoquimicos. A positividade do anticorpo monoclonal HMB45 nas

amostras de LE e vitiligo evidencia a presenca de melanogénese ativa.
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Background: Depigmented lesions (DL) have been described in areas
previously damaged by inflammation in lupus erythematosus (LE). In
the absence of typical lesions, distinction with other achromic diseases
might be challenging. We studied the histological features and the
behavior of melanocytes in these lesions.

Methods: Tissue sections of 12 patients with lupus and DL were
stained with hematoxylin-eosin, periodic acid-Schiff and
Fontana-Masson. Melanocytes were counted by immunohistochemnistry
methods using Melan A and HMB-45. Ten biopsies of normal skin
were used as controls.

Results: The most common histological findings were: cellular
mhltration (75%); hyperkeratosis (66.7%); thickening of basement
membrane (66.7%); thinning and flattening of the epidermis (58.3%)
and degenerative changes in collagen fibers (50%). Epidermal melanin
and melanocytes were found in 41.7%. The melanocyte counts by
HMB-45 and Melan A were significantly lower than in normal skin.
Conclusions: The DL still fulfill histological criteria for lupus. In the
absence of a precise histological diagnosis, thickening of basement
membrane, hyperkeratosis, cellular infiltration, epidermal atrophy and
elastosis are the most common [eatures. Loss of melanocytes and the
dermal fibrosis suggests that DL in cutaneous LE behave as
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Lupus erythematosus (LE) is an autoimmune disorder
that affects multiple organs and systems, including the
skin. Gilliam created in 1977 a classification scheme
for cutaneous lesions associated with LE based on
clinical and histological appearance.’ He subdivided
skin disease into LE-specific (cutaneous LE) and
LE-nonspecific. Cutaneous LE may be further
divided into acute, subacute and chronic subtypes.
Acute cutancous lupus (ACLE) i1s characterized by
malar rash described in association with systemic
discase. Subacute lupus (SCLE) usually presents as
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papulosquamous or annular lesions. Discoid plaques
are the hallmark of chronic cutaneous lupus (CCLE).
Cutaneous LE is two to three times as [requent
as systemic LE, thus regresenting an lmportant
subcategory of the disease.

Depigmented lesions (DL) have been described
in both SCLE and CCLE. It seems that these
are chronic lesions that appear in areas previously
damaged by inflammatory activity. Some authors
suggest that DL in LE might resemble those found
in other discases, especially vitiligo.?> On clinical
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grounds, distinction of DL in LE and vitiligo may
be challenging, notably in the absence of typical
discoid or subacute lesions. Association between
the two disorders was already described.*® Despite
this, there arc few systematic studies addressing
DL in LE, including its histopathological profile.
Therefore, we designed a study to estimate the
frequency of DL in a large cohort of patients with LE,
describe the histological features of DL in cutancous
LE and speculate about pathogenetic mechanisms
underlying these lesions. We analyzed changes of the
epidermis and dermis using hematoxylin-cosin (HE)
sections and other histochemical stains in patients
with DL-LE. Melanocyte counts in the lesions were
also evaluated by immunohistochemistry methods.

Material and methods
Subjects’ selection

In a group of 220 patients with LE followed at
the Dermatology Outpatient Clinic of the University
Hospital at University of Campinas (UNICAMP)
from 2005 to 2008, we identified 12 patients with
DL. All 12 patients were previously diagnosed as
cutancous LE by skin biopsy of a discoid or subacute
lesion. The DL did not show atrophy, scaling
or crythema on visual inspection (Fig. 1). Patients
without a confirmatory histological diagnosis of LE
and those presenting cutancous LE in association
with other immunological diseases, including vitiligo,
were excluded. Five-millimeter punch biopsies of DL
were then performed, and specimens were stained
with HE, periodic acid-Schiff (PAS), ammoniated
silver nitrate (Fontana-Masson), Alcian Blue reaction
and for immunohistochemical stains.

Histological analysis

The following features were reported on histological
specimens: hyperkeratosis, thinning and flattening
of the stratum malpighii; follicular plugging,
vacuolar degeneration of basal cells; presence of
apoptotic keratinocytes; thickening of basement
membrane (by PAS); melanin content (by Fontana-
Masson); inflammatory cell infiltration; presence
of melanophages (by Fontana-Masson); mucin
deposition (by Alcian Blue), and degenerative
changes in dermis.

Thickening of basement membrane was consid-
ered continuous when present in at least half of the
fields on %400 amplification. Inflammatory infiltrate
was classified as mild, moderate or dense according
to the inflammatory cell count around appendages
and vessels. Pigment incontinence was classified as
continuous when at least half of the fields on %200
amplification were abnormal.

560

Immunochistochemistry stains against HMB-45 (at
1:100 ratio; DAKO A/ S®, Glostrup, Denmark) and
Melan A (at 1:300 ratio; DAKO A/S®, Glostrup,
Denmark) were performed to show the presence of
melanocytes. Melanocytes were counted per 8 ficlds
of x400. Ten specimens of normal skin from healthy
mdividuals also stained by HMB-45 and Melan A
were used as controls.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with SYSTAT
10.2 software package. Fisher exact test and
Mann-Whitney U test were used to compare
groups. Differences were considered significant when

p < 0.05.

Results
Clinical data

Clinical findings are depicted in Table 1. DL were
found in 5% of the cohort of patients with LE
(12/220). There were 9 women and 3 men, with
ages varying from 18 to 62 years old when first
examined. Mean duration of discase was 10.3 years.
Seven patients (58.3%) had CCLE and five (41.7%)
had SCLE. Of the patients with CCLE, two had

Fig. 1. Depigmented lesions n lupus erythematosus (LE) during
activity (A) and inactivity (B) of the disease.
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Table 1. Clinical features of the LE patients with depigmented lesions

Depigmented lesions in lupus

Case Diagnosis Sex Race Age Duration of disease Site of lesion Laboratory
1 CCLE F C 4 28 Sun exposed Negative
2 CCLE F [+ 50 18 Sun exposed Negative
3 CCLE F C 57 8 Sun exposed Negative
4 GCLE F C 39 19 Sun exposed AAN 1/320 Leukopenia Lymphopenia
5 SCLE M C 54 4 Sun protected AAN 1/160 lymphopenia
6 CCLE F C 44 5 Sun exposed Negative
7 SCLE F C 42 4 Sun exposed Negative
8 SCLE F C 49 5 Sun exposed AAN 1/640 lymphopenia
9 CCLE M C 49 5 Sun exposed AAN 1/160 Lymphopenia
10 SCLE M C 18 3 Sun exposed AAN 1/160 lymphopenia proteintria
1 CCLE F C 44 12 Sun exposed AAN1/80
12 SCLE F C 62 13 Sun exposed Negative

CCLE: chronic cutaneous lupus erythematosus; SCLE: subacute cutaneous lupus erythematosus; AAN: antinuclear antibody; LE: lupus

erythematosus.

the hypertrophic/verrucous form and one had lupus
panniculitis associated with discoid patches. Two out
of the five SCLE patients evolved to systemic LE
according the American College of Rheumatology
criteria. In the whole cohort, only one DL occurred
on sun-protected skin (8.3%). Abnormal laboratory
findings were described in six patients (50%) mostly
consisting of positive antinuclear antibodies and
lymphopenia.

Histopathologic findings

Histological features of the epidermis are described
in Table 2. Regarding the stratum corneum, mild
hyperkeratosis without parakeratosis was seen n
eight (66.7%) patients. Thinning and flattening of
the stratum malpighii, measured by less than five
layers of keratinocytes overlying stratum basalis and
absence of epidermal rete ridges were present in seven

patients (58.3%) (Fig. 2). Some of the characteristic
histological changes of LE, like follicular plugging,
vacuolar degeneration of the basal layer and
thickening of basement membrane (by PAS) were
found respectively, in two (16.7%); four (33.3%)
and eight (66.7%) individuals. In two patients,
mvolvement of basement membrane was focal.
Damage to basal cells expressed by the presence
of apoptotic keratinocytes was found n six (50%) of
the specimens. In the dermis (Table 2), colloid bodies
were seen in three (25 %) patients. Nine (75%) patients
presented a mild to moderate superficial lymphocytic
mfiltrate, predominantly around blood vessels and
appendages. In two cases, the cell infiltration had
a focal lichenoid localization. No mucin deposition
was seen after Alcian Blue staining.

Degenerative changes found in the dermis
mcluded vascular ectasia and elastosis in  six
(50%) patients and fibrosis m five (41.7%). The

Table 2. Histological features of depigmented lesions in cutaneous lupus erythematosus

Case Epidermis

Dermis

Vacuolar
Follicular degeneration Apoptotic
Hyperkeratosis Atrophy plugging BM

Thickening Coloid Cell
keratinocytes of BM

Vascular Mucin

bodies infiltrate Elastosis Fibrosis ectasia deposition

1 Yes Yes No No No
2 Yes Yes No No No
3 No No No No Yes
) Yes Yes Yes Yes Yes
5 Yes Yes No No No
6 Yes No No Yes Yes
7 No Yes Yes No No
8 No No No No Yes
9 Yes No No Yes No
10 Yes No No Yes Yes
11 No Yes No No Yes
12 Yes Yes No No No

Yes No Yes Yes Yes No

Yes No Yes Yes Yes Yes No

No Yes No No No No
Yes No No Yes Yes No No
Yes No Yes No No No No
Yes No Yes No No No No
Yes No Yes No No Yes No
Yes No Yes No Yes No No

Yes Yes Yes No Yes No

Yes Yes Yes No No Yes No

No No Yes Yes No No
No Yes Yes No Yes No
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collagen fibers were coarsened and arranged
horizontally above the elastotic material in most
cases (Fig. 2). These findings were observed in all
sun-cxposed lesions. With regards to the subtypes of
cutaneous lupus, there was no significant difference
between SCLE and CCLE regarding the frequency
of histological findings on HE (p > 0.05 for all
variables).

Table (3) shows the findings regarding melanin
content and melanocyte counts. The Fontana-
Masson stain showed the presence of epidermal
melanin  granules m five (41.7%) and dermal
melanophages in four (33.3%) patients. The melanin
content had a heterogencous arrangement and was
restricted to basal keratinocytes in most cases. Three
patients showed pigment incontinence in papillary
dermis beneath basal melanin deposition (Fig. 3).

Meclanocytes revealed by HMB-45 and anti-
Melan A were only found in patients with positive
Fontana-Masson staining (Figs.4 and 5). Each sample
that labeled positive by Melan A alsolabeled positive
by HMB-45. Mean number of melanocytes on
HMB-45 labeling was significantly lower in the
whole cohort of patients than controls (4.3 & 5.7 vs.
29.5 £ 17.4,p < 0.001). Similar findings were found
on Melan A labehing (7.1 +£10.3 vs. 60.1 4= 24.9,
p = 0.005). Further analyses after exclusion of those
LE patients without any melanocytes showed that
the remaining patients also presented significantly
smaller melanocyte counts for HMB-45 (10.4 =
3.5vs.29.5 £ 17.4, p = 0.004) and Melan A (17.0 £+
9.2 vs. 60.1 =249, p=0.007) iIn comparison to
controls.

There were five patients whose biopsies showed
melanocytes, three of which were diagnosed as SCLE
and two as CCLE. Overall, biopsies showing at least
one melanocyte were found in 60% of SCLE patients,
but only in 28.6% of CCLE patients (p =>0.05).

Fig. 2. Hematoxylin-eosin staining of depigmented lesions (DL,
x200). Mild hyperkeratosis; thinning and flattening of epidermis;

dErmal ﬁerSiS ancl elastosis.

Discussion

DL occur in a wide varicty of dermatoscs, as a
transitory (c.g. psoriasis, allergic contact dermatitis,
atopic dermatitis) or a definitive feature (c.g. lichen
sclerosus, vitiligo). DL are poorly studied in skin
diseases other than vitiligo.®~® Although histological
findings in LE are extensively described, we were
not able to find any study specifically devoted

Table 3. Melanization, dermal melanophages and melanocytes numbers (per 8 fields of 400x) in depigmented lesions

Case Diagnosis Melanization Dermal melanophages Melanocytes by HMB-45 Melanocytes by Melan A
1 CGLE Absent Absent Absent Absent
2 CCLE Absent Absent Absent Absent
3 CCLE Absent Absent Absent Absent
4 CCLE Absent Absent Absent Absent
5 SCLE Present Absent 7 10

6 CCLE Present Absent 7 12

7 SCLE Absent Present Absent Absent
8 SCLE Present Present 13 31

9 CCLE Absent Absent Absent Absent
10 SCLE Present Present 15 22

1 CCLE Present Present 10 10

12 SCLE Absent Absent Absent Absent

CCLE, chronic cutaneous lupus; SCLE, Subacute lupus.
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Fig. 3. Fontana-Masson staming of depigmented lesions (DL, x 200).
Melanization of basement membrane and pigmentary mcontinence.

to DL in this condition. This 18 possibly as a
result of the low frequency of such lesions in LE.
On clinical grounds, dassic lesions of CCLE can
evolve to noninflamed areas of hypopigmentation.
In SCLE, hypopigmentation appears centrally in
annular lesions or as a long-lasting leukoderma
when typical lesions have resolved.” When DI
occur with no scaling, atrophy or {follicular
plugging on clinical inspection, diagnosis may
be challenging. Fortunately, such lesions in the
absence of typical clinical context seem to be
uncommeon.

The thickening of basement membrane, the pres-
ence of inflammatory infiltrates, the hyperkeratosis
and the rete ridges loss/atrophy of epidermis were
the most common histological findings in our cases.
Except for the thickening of basement membrane,
the other features are not diagnostic of LE. Despite
this, in four out of the 12 patients, biopsies of
DL fulfilled histological criteria for definitive LE
diagnosis'”

Basophilic degeneration of the collagen is common
in LE lesions.!! In addition to sun exposure, the
absence of melanocytes may have contributed for
clastosis In our patients. On the opposite, the
location of dermal fibrosis close to the epidermis
and above the elastotic material indicates that
a regenerative process has taken place in the
dermis and that DL are in part secondary to
scarring.

The histological features found in our patients
might be useful when clinical diagnosis is doubtful,
especially when wvitiligo 13 considered. The most
prominent feature in wvitiligo 1s the absence of
melanin and melanocytes with mild findings
epidermis and dermis. Lymphocytic infiltrates are
described in vitiligo, especially in lesions showing
erythema, scaling and marginal hyperpigmentation,
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Fig. 4. Melan A immunohistochemical staining of depigmented
lesions (DL, x200). Number of melanocytes is markedly reduced.
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Fig. 5. HMB-45 immunohistochemical labeling of depigmented
lesions (DL, x200)

but degenerative changes like epidermal atrophy,
dermal fibrosis or the lack of appendages are

l.ll’lCO'l'Ill:'Il’lOI'l.12'13

Monoclonal antibodies HMB-45 and anti-Melan
A are gpecific immunohistochemical markers for
melanocytic lineage cells. HMB-45 antibody reacts
against a cytoplasmic antigen, the premelanosome
glycoprotein gpl00. The expression of gpl00
indicates the presence of stage I and stage 1I
melanosomes and active melanogenesis. HMB-
45 reacts against cells of most melanomas, some
nevi cells, normal fetal melanocytes but not
normal resting adult melanocytes. Stimulated adult
melanocytes, however, are positive for HMB-45.14
Melan A is a small cytoplasmic protein of 22kd
that i3 believed to be a melanosomal component.
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It 1s expressed mn skin, melanocytic nevi and
mclanomas!®

Overall, DL in any dermatosis occur as a
result of three potential mechanisms: destruction
of melanocytes; decrease in melanin production
or defective melanin transfer of keratinocytes from
melanocytes. In most of our patients, melanocytes
were absent by Fontana-Masson, Melan A and
HMB-45. When melanocytes were found, their
counts were significantly smaller than in normal
skin. Labeling by HMB-45 confirmed that these
melanocytes  were  functionally active. In  our
study, the presence of melanin granules m basal
keratinocytes also suggests that the relationship
between melanocytes and keratinocytes is preserved.
Therefore, we hypothesize that hypopigmentation
mn cutancous LE 1s mainly caused by the loss of
melanocytes rather than disruption in melanogenesis
or block in melanin transter. Despite this, the
presence of active melanocytes found in some
biopsies suggests that repigmentation of DL might
be possible in LE. In our biopsies, the melanocyte
count was higher in patients with SCLE than CCLE,
suggesting that repigmentation may be more likely
in the former subtype. We believe that cellular
infiltration, which is more prominent and frequently
lichenoid in CCLE, may be responsible for more

severe melanocytes loss in this subtype.
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