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Expressdées Wnt1 na repigmentacao
perifolicular de vitiligo apds terapia com

radiacdo ultravioleta B de banda estreita
WNT1 expressions on vitiligo perifollicular repigmentation post-
narrow band ultraviolet B therapy

DOI: http://dx.dot.org/10.5935/5¢d1984-8773.20191141198

RESUMO
Introdugdo: O vitiligo é um distarbio de pigmentacio, caracterizado por manchas bran-
cas na pele e mucosas. A proteina Wntl pertence a via de sinalizacdio Wnt. A inducio de
Wntl estd ligada a diferenciagio de células-tronco de melandcitos nos foliculos pilosos do
lentigo solar, que constitui um distirbio da pele por hiperpigmentacio em areas expostas
a0 sol. Isso pressupde a possibilidade de indu¢io de Wntl com a terapia NB-UVB, o que
causaria a repigmentacio perifolicular no vitiligo.
Objetivos: Comparar as expressdes Wntl na repigmentacio do vitiligo apds o tratamento
com NB-UVB e identificar a relacio entre as expressdes Wntl e a area de repigmentacio
do vitiligo.
Materiais e métodos: Os sujeitos do estudo foram 18 pacientes com vitiligo. O exame
imuno-histoquimico foi realizado em areas de pele com vitiligo pré e pds-tratamento com
fototerapia duas vezes por semana durante dois meses.
Resultados: Houve diferencas significativas na area de lesdo do vitiligo pré e pds-terapia.
Também houve diferencas significativas nas expressdes de Wntl pré e pds-terapia. Ainda,
observou-se correlacio entre as expressdes de Wntl e a area de lesio de vitiligo pos-te-
rapia.
Conclusdes: A inducio de Wntl ocorre nos foliculos pilosos apds a terapia NB-UVB, cau-
sando pigmentacdo em torno dos foliculos pilosos. Mais estudos sio necessarios sobre o me-
canismo de ac¢do da proteina Wntl, resultando em pigmenta¢io ao redor dos foliculos pilosos.
Palavras-chave: Foliculo piloso; Melandcitos, Terapia Ultravioleta; Proteina Wnt1; Foto-
terapia; Vitiligo

ABSTRACT
Introduction: Vitiligo is a pigmentation disorder characterized by white spots on the skin and mu-
cous membranes. Wht1 protein belongs to the Wt signaling pathway. Wht1 induction is linked with
melanocyte stem cell differentiation in hair follicles on lentigo solaris, which is a hyperpigmentation
skin disorder in sun-exposed area. This assumes the possibility of Wnt1 induction with NB-UVB
therapy, which causes perifollicular repigmentation on vitiligo.
Objectives: To compare Wt expressions in vitiligo repigmentation after NB-UVB treatment and
to identify the relationship between Wnt1 expressions and vitiligo repigmentation area.
Materials and methods: The subjects of the study were 18 vitiligo patients. Immunohistochemical
examination was conducted on vitiligo skin tissues pre- and post-phototherapy treatment twice a week
for two months.
Results: There were significant differences in the vitiligo lesion area between pre and post-therapy.
Also, there were significant differences in Wht1 expressions between pre and post-therapy. There was
a correlation between the post-therapy Wit1 expressions and the post-therapy vitiligo lesion area.
Conclusions: Wnt1 induction occurs in hair follicles post-NB-UVB therapy, causing pigmentation
around hair follicles. Further studies are needed on the Wnt1 protein mechanism resulting in pigmen-
tation around hair follicles.
Keywords: Hair Follicle; Melanocytes; Ultraviolet Therapy; Wnt1 Protein; Phototherapy; Vitiligo
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INTRODUGAO

O vitiligo é um distarbio de pigmentacio na pele, marcado
por manchas brancas semelhantes a giz na pele e na mucosa, carac-
terizado histologicamente pela falta de melandcitos (célula de for-
magcido de pigmento de melanina). O vitiligo é detectado em todo
o mundo, com prevaléncia em torno de 0,1 a 2%." Indices baixos
de qualidade de vida estio relacionados a atividade da doenca bem
como ocorréncia em idade baixa e manchas nas mios.?

A radiacio ultravioleta B de banda estreita (Narrow Band—
Ultraviolet B - NB-UVB) tem sido um tratamento comum para
o vitiligo. A terapia NB-UVB apresentou estatistica e clinica-
mente melhores respostas do que a ultravioleta A (UVA);*> no
entanto, 0 NB-UVB precisa de luz especial, sendo um tratamen-
to demorado (de varios meses a anos), e a repigmentacio pode
ndo atingir 100%.

Ortonne ef al mencionam depésitos de melandcitos nos
foliculos pilosos humanos e a proliferacio desses melandcitos
com a exposi¢io ao PUVA, causando repigmentacio no viti-
ligo.® Porém, o mecanismo da repigmentacio perifolicular do
vitiligo a partir de células-tronco de melandcitos apos o trata-
mento com NB-UVB ainda nio esta claro.

O Wnt é uma proteina sinalizadora e seu papel na pig-
mentagio da pele e do cabelo humano ainda nio foi bem expli-
cado, tanto durante o desenvolvimento fetal quanto no periodo
pos-natal. Os sinais de Wnt sdo importantes no desenvolvimento
das cristas neurais na embriologia de camundongos, particu-
larmente Wntl e 3*. Wntl, que também desempenham papéis
significativos no desenvolvimento da crista neural para formar
células de pigmento; e quando ocorre a deplecio de células de
crista neural por ambas as proteinas, esta tenderd a formar neur6-
nios ao invés de células de pigmento. O Wntl transmite sinais
nos melanoblastos como paricrinos para aumentar a quantidade
de melandcitos, enquanto os sinais Wnt3a e B-catenina atuam
mais na determinagio da crista neural para formar melandcitos.”
As células-tronco Wnt fazem com que as células-tronco dos me-
lanécitos se diferenciem para formar melanoblastos que produ-
zirdo melandcitos que, por sua vez, fornecerdo pigmentagio aos
foliculos pilosos em crescimento.®

Um estudo realizado porYamada ef al (2013)” em camun-
dongos mostrou que as células-tronco de melandcitos na regido
bulge induzem pigmenta¢io epidérmica apds o tratamento com
NB-UVB. Células-tronco de melandcitos se diferenciam para
formar melanoblastos pela ativagio da via Wnt/f-catenina. O
experimento em ratos também demonstrou aumento na expres-
sao de Wntl, estimulando a diferenciacio de células-tronco de
melandcitos e causando hiperpigmentacio da pele apds a expo-
sicao a UVB.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é comparar a expressio de Wntl
da lesio perifolicular do vitiligo pré-terapia com NB-UVB e a
expressio de Wntl na repigmentacio da lesio pds-terapia com
NB-UVB e identificar a relacio entre a expressio de Wntl e a
area de repigmentacio do vitiligo.

MATERIAIS E METODOS
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Foi conduzido um estudo pré-experimental de gru-
po unico com desenho pré-teste/pds-teste. Obteve aprovacio
do Comité de Etica em Pesquisa, Dr. Ramelan Navy Hospital
Surabaya. Todos os sujeitos deste estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes do processo de
pesquisa.

A populagio do estudo foi composta de pacientes com
vitiligo acompanhados na Policlinica de Pele e Doengas Vené-
reas, Dr. Ramelan Navy Hospital Surabaya, Surabaya, Indoné-
sia. Os critérios de inclusio foram pacientes de 15 a 60 anos
de idade com o fototipo de pele 4/5 na escala de Fitzpatrick,
possuindo pelos escuros na lesio do vitiligo. Os critérios de ex-
clusio foram pacientes com fotodermatoses, vitiligo em mucosa,
acrofacial, generalizado e universal; mulheres gravidas; imunode-
ficientes; pacientes submetidos a terapia topica ou sistémica para
vitiligo nos ultimos dois meses; pacientes apresentando eritema
marcante ou lesdes de queimadura devido a radiacio; e pacientes
com histoérico de cicatriz hipertrofica.

Os dados foram coletados e as medi¢des foram realiza-
das. Uma bidpsia por pun¢io de 4mm foi realizada inicialmente
na pele com lesio de vitiligo envolvendo foliculos pilosos. No
final do estudo, foram realizadas medi¢des nas areas da lesio de
vitiligo e na area de repigmentacdo adjacente a bidpsia inicial. A
area de repigmentagio foi considerada como a diferenga de area
pigmentada entre o periodo pré e pds-terapia NB-UVB.

A radia¢io foi conduzida com DermaPal™ Daavlin NB-
-UVB no comprimento de onda 311-312nm e pico de 311nm
(Bryan, OH, EUA), com duas luzes PL-S 91//01/2P Philips,
irradiando em area de 2,54 x 11,4cm. A terapia foi realizada duas
vezes por semana, em dias ndo consecutivos, por dois meses. A
radiacio NB-UVB na visita inicial foi administrada com dose de
320mJ/cm? e 390mJ/cm? nas visitas seguintes.

O exame imuno-histoquimico da bidpsia foi realizado
no Laboratério de Anatomia Patologica da Faculdade de Me-
dicina da Airlangga University Surabaya, com Wntl rato anti-
~-humano (Novus Biologicals: Wnt-1 Anticorpo (10C8) NBP1-
51575) anticorpo primario, coelho antirrato (TL-012-MHRA
MultiVision anticoelho/ AP+ antirrato/polimeros HRP) e anti-
corpo secundario.

Os resultados da medi¢do da area e os calculos da expres-
sio Wntl foram registrados em uma folha de coleta de dados.
Foi realizado o teste de normalidade usando-se o teste Shapiro-
-Wilk. As diferencas na area da lesdo de vitiligo pré e pos-NB-
-UVB foram analisadas com o Wilcoxon Signed Ranks Test, assim
como as diferengas na expressio de Wntl antes e apds a terapia
NB-UVB. A relagio entre a expressio de Wntl e a area da lesdo
de vitiligo foi analisada com o teste de coeficiente de correlagio
de Spearman. O nivel de significancia o é de 5%.

RESULTADOS

Participaram do estudo 18 pacientes com vitiligo, que
preencheram os critérios de inclusio e exclusio. A caracteristica
basica da populagio do estudo pode ser vista na tabela 1. A area
da lesdo de vitiligo anterior ao tratamento com NB-UVB variou
entre 2,16 - 283,38cm? A média da drea da lesio pré-NB-UVB
é de 50,83 + 65,8cm’ A irea de lesio de vitiligo pés-NB-UVB
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TABELA 1: CARACTERISTICAS BASICAS DA POPULAQAO DO ESTUDO

Quantidade
(porcentagem %)
N=18
Sexo Homens 10 (55,6)
Mulheres 8(44,4)
Idade 15-19 anos 1(5,6)
20-29 anos 3(16,7)
30-39anos 5(27,8)
40 - 49 anos 7(38,9)
250 anos 2 (11,1)
Duracdo da doenga <1ano 0
1- 4 anos 6(33,3)
5-9anos 7(38,9)
>10 anos 5(27,8)
Idade quando a lesdo
foi primeiramente <1ano 0
identificada
1- 4 anos 0
5-9anos 1(5,6)
210 anos 17(94,4)
Histdrico familiar de .
vitiligo Sim 2 (1)
Nao 16 (88,9)
Fototipo de pele 4 8(44,4)
5 10 (55,6)
Id.(;cvailti;izqoﬁo dalesdo Parte anterior do corpo 3(16,7)
Parte posterior do corpo 8 (44,4)
Extremidades superiores 1(5,6)
Extremidades inferiores 6(33,3)
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variou entre 1,98 - 269,17cm? A média da area da lesio apds
o NB-UVB ¢é de 43,2 *+ 63,97cm? A irea de repigmentacio
variou entre 0,18 - 20,23cm?. A média da repigmentacio é de
7,62 £ 6,16cm? (Tabela 2). A progressio clinica foi observada na
linha de base, na semana quatro e na semana oito (Figura 1) e o
exame imuno-histoquimico foi realizado na linha de base e na
semana quatro (Figura 2).

Ha uma diferenca significativa da area da lesdo de vitiligo
pré e pos-tratamento com NB-UVB (p=0,000). Uma compa-
racdo entre a area de repigmentag¢io e a area pré-terapia com
NB-UVB demonstrou que a menor porcentagem de area ¢ de
3,2% e a maior é de 80,5%. A porcentagem da média da area de
repigmentacio ¢ de 24,82 + 21,67%. Um paciente apresentou
area de repigmentagio de 80%, enquanto a maioria dos outros
(61,1%) apresentou area de repigmentacio <25% (Tabela 3).

A expressio de Wntl foi calculada com base em dois pa-
rametros: . Porcentagem de células positivas (0: nenhuma ocor-
réncia de células que expressam Wntl; 1: ocorréncia de <10% de
células que expressam Wntl; 2: ocorréncia de 11-50% de células
que expressam Wntl; 3: ocorréncia de 51-80% de células que
expressam Wntl; 4: ocorréncia de >80% de células que expres-
sam Wntl), e II. Intensidade da reagio de cor (0: sem reagio de

TABELA 2: AREA DA LESAO E DA REPIGMENTAQAO DO VITILIGO

PRE E POS-NB-UVB

Area da lesdo Quantidade (%)

do vitiligo Pré-NB-UVB PSs-NB-UVB Repigmentag&o
<5cm? 2(11,1) 3(16,7) 7(38,9)
5-9,9 cm’ 1(5,6) 2(n1) 6(33,3)

10 — 19,9 cm? 4(22,2) 4(22,2) 4(22,2)
220 cm? 11(61,1) 9 (50,0) 1(5,6)
Total 18 (100) 18 (100) 18 (100)

FIGURA 1

Progressao clinica:
linha de base, semana
4 esemana 8
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cor; 1: intensidade de cor baixa; 2: intensidade de cor média; 3:
intensidade de cor alta). O escore de imunorreatividade (IR) é a
multiplicacio dos escores I e II (0: sem reacio; 1-2: reacio fraca
[+]; 3-4: reacio média [++]; 6-12: reagio forte [+++ ]).

A maioria dos pacientes do estudo apresentou um forte
escore de reagio da imunorreatividade da expressio de Wnt1 an-
tes da terapia NB-UVDB, enquanto que, apdés NB-UVDB, todos os
pacientes demonstraram um forte escore de reagio da imunor-
reatividade da expressio de Wntl (Tabela 4). HA uma diferen¢a
significativa dos escores de imunorreatividade da expressio de
Wntl nos foliculos pilosos pré e p6s-NB-UVB (p=0,009). Exis-
te uma correlagio significativa entre a area da lesio e a expressio
Wantl pés-NB-UVB (p=0,036).

FIGURA 2: Exame imuno-histoquimico: linha de base e semana 8

TABELA 3: COMPARAGAO ENTRE A PORCENTAGEM DA AREA DE
REPIGMENTAGAO E DA AREA DE LESAO DE VITILIGO PRE-NB-UVB

Area de repigmentacio Quantidade (%)
0-25% 11(61,1)
26-50% 4(22,2)
51-75% 2 (11,1)
76 -100% 1(5,6)
Total 18 (100)

TABELA 4: EXPRESSAO DE WNT1 NOS FOLICULOS PILOSOS PRE E POS-NB-UVB

Expressdo de Wnt1 (%)

Escore IR Pré-NB-UVB P6s-NB-UVB

0 (sem reagdo) 0 o
1-2 (reagdo fraca [ [+]) 0 0
3-< 6 (reagdo média [[++]) 2 (11,1) o

6 -12 (reacdo forte/ [+++]) 16 (88,9) 18 (100)

6-<8 4(22,4) 1(5,6)

8-<10 6 (33,3) 3(16,7)

10 - <12 2 (11,1) 4(22,2)

12 4(22,4) 10 (55,6)
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DISCUSSAO

A terapia NB-UVB ¢ uma das mais utilizadas atualmen-
te. O NB-UVB fornece melhores respostas estatisticas e clinicas
do que o UVA.>*5, Esses estudos identificaram diferengas sig-
nificativas entre a area da lesido de vitiligo pré e poés-NB-UVDB
(p=0,000).A melhora na lesido do vitiligo foi marcada pela dimi-
nuic¢io da area da lesdo palida do vitiligo devido a pigmentacio
(repigmentacdo) com a terapia NB-UVDB duas vezes por sema-
na, durante dois meses. Apesar da diferenca significativa entre as
areas das lesOes antes e ap6s o tratamento, este trabalho mostrou
que a maioria dos pacientes (61,1%) apresentou repigmentacio
inferior a 25% ao final do estudo (Tabela 3). El-Zawahry et al
mencionaram que 65% dos pacientes apresentaram repigmenta-
¢do variando de 40% a mais de 80% com tratamento com NB-
-UVB por trés meses.” Kumar ef al demonstraram que apenas
34% dos pacientes experimentam repigmentac¢io inferior a 25%,
enquanto 48,6% experimentam repigmenta¢io de 25% a 75% e
17,4% experimentam mais de 75% de repigmentacdo com te-
rapia NB-UVB por 12 meses." O ntimero de pacientes com
repigmenta¢do abaixo de 25% neste estudo ainda excede o de
varios outros estudos, o que pode ser devido ao tratamento com
NB-UVB ter sido implementado duas vezes por semana durante
dois meses (oito semanas), quando a repigmentacio ainda nio
atingiu uma area maior.

A repigmentacdo comeca a ocorrer apds a primeira até
a quinta aplicacio de fototerapia para quase 35% dos pacien-
tes, e apos a sexta até a décima para quase 50% dos pacientes.
A repigmenta¢io mais ripida ocorre apds a terceira terapia.*!’
A repigmentagio inicial ocorre nas semanas trés a 10, com trés
tratamentos por semana.'' A durag¢io varivel indica altera¢io
nas respostas individuais de NB-UVB. As respostas terapéuticas
também dependem da duragio da doenca.”> O presente estudo
nio mostrou que a repigmentacio depende da duracio da doen-
ca (p=0,969).

Este estudo demonstrou uma diferenga significativa da
expressio de Wntl no foliculo piloso da lesdo de vitiligo antes
do tratamento com NB-UVB e da expressio de Wntl na le-
sio de repigmentacio perifolicular apdés NB-UVB (p=0,009).
Isso mostra a ocorréncia de indu¢io da expressio de Wntl em
foliculos pilosos com NB-UVB durante o tratamento de dois
meses. A proteina Wntl pode estar ligada a varios tipos de re-
ceptores, incluindo o receptor transmembrana-7 Frizzled (Fzd).
O sinal que ocorre a partir da ligacio de Wntl ao receptor é
ainda transmitido por meio de trés linhas separadas: a linha ca-
ndnica, que envolve Wnt/B-catenina, a linha nio canonica, que
envolve Wnt/Ca®" e Wnt/linha de polaridade (ou chamada linha
de polaridade celular planar).”'* Wntl geralmente ativa a linha
Wnt/B-catenina.’

Sabe-se que a linha Wnt/p-catenina desempenha um
papel importante na diferenciagio de células-tronco de mela-
noécitos do foliculo piloso que causa pigmentacio epidérmica
em camundongos induzidos com NB-UVB.’ A diferenciacio
de células-tronco de melandcitos produz melanoblastos, seguido
por sua diferenciagio e pela produc¢io de melandcitos no in-
fundibulo, proliferando e migrando ainda mais na epiderme e
causando pigmentac¢io em pacientes com vitiligo tratados com
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NB-UVB." Este estudo demonstrou uma correla¢io significati-
va entre a expressio de Wntl em foliculos pilosos e area de lesio
p6s-NB-UVB (p=0,036).

Espera-se que o aumento da expressio de Wntl nos fo-
liculos pilosos pdés-NB-UVB, como encontrado neste estudo,
ligue-se ao receptor Fzd para ativar sinais intercelulares através
da via Wnt/B-catenina, que eventualmente ativa o gene-alvo do
FTAM. A ativacio do FTAM induzird células-tronco de mela-
ndcitos a se diferenciarem em melanoblastos. Portanto, a induc¢io
da expressio de Wntl nos foliculos pilosos com o tratamento
com NB-UVB afeta a pigmentacio da lesdo de vitiligo ao redor
dos foliculos pilosos. Mais estudos sio necessarios para provar o
mecanismo.

O presente estudo mostrou que 94% dos pacientes apre-
sentam expressdes Wntl nos foliculos pilosos com forte reagio,
com escore de imunorreatividade de 12 em quatro pacientes
(22,4%) antes da terapia. A avaliagio do tratamento p6s-NB-U-
VB mostrou que todos os pacientes apresentam forte imunorrea-
tividade com escore de 12 em 10 pacientes (55,65). Existem 19
genes Wnt que codificam 19 proteinas identificadas no ser hu-
mano. Mais linhas de melandcitos estio conectadas com os sinais
Wntl, 3a, 5a e 10b. A proteina Wnt na pele humana raramente
foi estudada. Rabbani ef al mostram que células-tronco epiteliais
ao redor de células-tronco de melandcitos produzem proteina
Wnt10b, que é capaz de ativar o sinal de Wnt em células-tronco
de melandcitos. Entio, ocorre a diferenciagio das células-tronco
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dos melandcitos para se transformarem em melanoblastos e, em
seguida, os melanoblastos em melandcitos, que fornecem pig-
mentacio aos foliculos pilosos em crescimento.® O estudo de
Yamada em ratos demonstrou que o Wnt7a é expresso pela linha
epitelial (células-tronco dos foliculos pilosos, queratindcitos na
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