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Immunohistochemistry for early diagnosis of vitiligo

Gisele Alborghetti Nai'; Luciane Bartoli Donida Miot% Hélio Amante Miot3;
Mariangela Esther Alencar Marques*

T resumo

Vitiligo O vitiligo é uma doenca de pele freqiiente que acomete 1% da populacdo e é caracterizada por méculas
despigmentadas conseqtientes a perda progressiva e localizada dos melanécitos da epiderme. Na
maioria dos pacientes, o diagnéstico é feito por exame clinico. A bidpsia da pele é realizada quando ha
necessidade de diagnéstico diferencial com doencas hipocromiantes. O diagnéstico histopatol6gico
Diagndstico de vitiligo é dificil nos preparados corados por hematoxilina e eosina (HE). Ha poucos estudos sobre
a melhoria da qualidade diagnéstica no vitiligo. Objetivo: Avaliar a utilidade dos marcadores imuno-
histoquimicos proteina S-100, human melanoma black-45 (HMB-45) e Melan-A para o diagndstico precoce
em casos clinicamente suspeitos ou duvidosos de vitiligo. Material e métodos: Laminas histoldgicas
de bidpsias de pele sa e lesada de 10 pacientes com suspeita clinica de vitiligo coradas pelos métodos
de HE, proteina S-100, HMB-45 e Melan-A. Utilizou-se contracoloracdo com Giemsa como modificacdo
técnica para diferenciar a melanina da imunomarcacao. Resultados: Seis casos, com manifestacéo clinica
recente, apresentaram infiltrado linfocitario, do tipo dermatite de interface, na pele lesada na HE. As
coloragdes por S-100, HMB-45 e Melan-A marcaram os melandcitos da camada basal da pele s3, e a
proteina S-100 evidenciou as células de Langerhans. Na pele lesada, os melandcitos estavam ausentes
ou diminuidos quando comparados com a pele normal. A proteina S-100 demonstrou maior niimero
de células de Langerhans, o que é caracteristico das lesdes de vitiligo. Conclusdo: A imuno-histoquimica
pode ser utilizada como método auxiliar no diagnéstico dos casos duvidosos de vitiligo.

Hipomelanose cutanea

Imuno-histoquimica

Melan-A

abstract ST

Vitiligo is a frequent skin disease that affects 1% of the population. It presents depigmented macules | Vitiligo
resulting from a gradual loss of melanocytes in the epidermis. In most cases, the diagnosis is made by clinical
examination. Skin biopsies are performed when it is necessary to compare it with other hypomelanosis.
Histopathological diagnosis of vitiligo is often difficult in hematoxylin-eosin (H&E) stained sections. There
are a few studies on the improvement of diagnostic quality in vitiligo. Objective: To evaluate the use of | Diagnasis
immunohistochemical markers, such as S-100 protein, human melanoma black-45 (HMB-45) and Melan-A,
in the early diagnosis of clinically suspected or doubtful cases of vitiligo. Materials and methods: Histological
sections of biopsies from healthy and affected skin areas from 10 patients clinically suspected of vitiligo. The
samples were stained with H&E, S-100 protein, HMB-45 and Melan-A methods. Counterstaining with Giemsa
was applied as a technical modification to differentiate melanin from immunolabelling. Results: Six cases
with recent clinical manifestation showed lymphocyte infiltrates, such as interface dermatitis, in the affected
skin in the H&E staining technique. S-100 protein, HMB-45 and Melan-A staining marked the basal layer
melanocytes of the healthy skin and S-100 protein antigen evidenced Langerhans cells. Melanocytes were
absent or less frequent in affected skin areas in comparison with normal skin. S-100 protein showed a larger
number of Langerhans cells, what is a common feature of vitiligo lesions. Conclusion: Immunohistochemistry
may be used as an auxiliary technique for the diagnosis of suspected vitiligo cases.

Cutaneous hypomelanosis

Immunohistochemistry

Melan-A

1. Médica patologista; doutoranda em Patologia pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho (FMB/UNESP);
professora do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Presidente Prudente da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE).

2. Doutora em Patologia; dermatologista do Departamento de Dermatologia da FMB/UNESP.

3. Professor-assistente-doutor do Departamento de Dermatologia da FMB/UNESP.

4. Professora adjunta do Departamento de Patologia da FMB/UNESP.

Trabalho apresentado no XXVI Congresso Brasileiro de Patologia, realizado na cidade de Bento Gongalves (RS) em novembro de 2007.

367



368

NAI, G. A, et al. Imuno-histoquimica para o diagndstico precoce de vitiligo ¢ | Bras Patol Med Lab © v. 44 ¢ n. 5 ¢ p. 367-373 ¢ outubro 2008

Introducao

O vitiligo € uma doenca de pele relativamente freqliente
que acomete 1% a 4% da populacdo em geral, sem
predilecdo por sexo ou raca, caracterizada por méculas
hipo ou acrémicas como consequiéncia da perda local
de melanécitos da camada basal da epiderme.

Tem provavel causa auto-imune, com presenca de
anticorpos-anti-Melan A (MART1) especificos(14:16.20)
e predisposicdo genética associada a suscetibilidade
auto-imune localizada no l6cus-1 (A1S1) no cromos-
somo 1®. Corroborando essa hipétese esta o fato de
o vitiligo estar associado, em muitos casos, a uma
série de doencas auto-imunes, como alopecia areata,
diabetes mellitus (DM), anemia perniciosa e tireoidite
de Hashimoto®.

Na maioria dos pacientes com vitiligo, o diagnéstico
é feito por exame clinico seqguido de andlise da area
despigmentada sob a luz de Wood. Bidpsias de pele
para o diagnéstico de vitiligo sdo realizadas nos casos
em que ha necessidade de se excluirem outras doencas
em que ocorre hipomelanose, como liquen escleroso,
hanseniase, pitiriase alba, sarcoidose, lGpus eritematoso
vitiligdide, entre outras® & 13,

A coloracdo de Fontana-Masson (nitrato de prata
amoniatado) demonstra a presenca de granulos de
melanina no citoplasma das células, e ndo a presenca
de melandécitos. Varias doencas hipocromiantes de
pele, como liquen escleroso e pitiriase alba, apresen-
tam diminuicdao de melanina nos queratindcitos da
camada basal, podendo ser confundidas com vitiligo,
ja que estes também apresentam infiltrado linfocitario
dérmico, porém nao demonstram reducdo significativa
de melandcitos®.

O vitiligo tem grande nimero de opc¢des terapéu-
ticas, cuja resposta depende da distribuicdo das lesdes
hipopigmentadas (localizada ou generalizada), do esta-
do de evolucdo da doenca (ativa ou estavel) e do local
afetado®. Quanto mais precoces forem o diagndstico e
o tratamento, melhor serd a resposta e maiores serdo as
chances de impedir a evolucdo da doenga® 2223,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilidade
dos marcadores imuno-histoquimicos Melan-A, human
melanoma black-45 (HMB-45) e proteina S-100 para o
diagnéstico precoce de vitiligo em casos clinicamente
duvidosos e com achados histolégicos pouco caracte-
risticos dessa patologia.

Material e métodos

Foram incluidos no presente trabalho 10 casos de sus-
peita de vitiligo dos arquivos do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Filho (FMB/UNESP) e
do Laboratério de Anatomia Patolégica da Universidade
do Oeste Paulista (UNOESTE). Seis casos apresentavam
bidpsias distintas de pele sa e pele lesada e quatro, biopsias
da transicdo de pele sa para lesada.

Adistribuicdo dos pacientes quanto a idade, sexo e local
da bidpsia esta sumarizada na Tabela 1.

Distribuicao dos pacientes segundo idade,
Tabela 1 ERCEEINERIINE

Cason° i Sexo Local da bidpsia
(anos)

1 20 Feminino  Flanco direito
2 27 Feminino Nao referido
3 21 Feminino Abdome
4 50 Masculino Tronco
5 44 Masculino  Antebraco direito
6 19 Feminino Dorso
7 57 Feminino  Punho esquerdo
8 15 Masculino  Perna esquerda
9 12 Feminino  Torax anterior
10 37 Masculino  Brago direito

Todos os tecidos foram fixados em formalina, incluidos
em parafina e corados com hematoxilina e eosina (HE)
para o diagndstico histopatoldgico. Seccdes histol6gicas
adicionais foram realizadas para as coloragdes imuno-his-
toquimicas.

A coloracdo imuno-histoquimica foi feita em cortes
histolégicos de 4 pm de espessura dispostos em laminas his-
toldgicas previamente tratadas com o aderente poli-D-lisina,
seguindo a técnica do ABC brevemente descrita a seguir. Foi
feita a desparafinizacdo em xilol sequida de hidratacdo em
solucdo aquosa de alcool etilico e lavagem com égua. Apds
o bloqueio da peroxidase enddégena com dgua oxigenada a
35 por 10 minutos, os cortes histolégicos foram colocados
em solucdo de 4cido citrico a 0,001 M, pH 6, e submetidos
a temperatura de 121°C em ambiente de microondas por 15
minutos para a recuperacdo antigénica. Apés descanso de
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20 minutos, incubaram-se os anticorpos primarios Melan-A
(clone A103, Dako Corporation SA) na titulacao 1:100, HMB-
45 (clone HMB-45, Dako Corporation SA) na titulacdo 1:40 e
proteina S-100 (policlonal, Dako Corporation SA) na titulacéo
1:2.500, por 18 horas a 4°C em camara (imida. Depois da
lavagem das laminas em solu¢do salina tamponada, foram
adicionados os reagentes secundario (Biotinilado anti-mouse
Ba 2000 - Vector) e terciario (ABC PK 6100 — Vector), incu-
bando-os por 60 e 45 minutos, respectivamente. A reacdo foi
revelada com DAB (Sigma Co., S Louis, EUA) por 5 minutos
e contracorada com Giemsa(®. Como controle negativo,
omitiu-se o anticorpo primario.

As laminas coradas por HE, Melan-A, HMB-45 e proteina
S-100 foram examinadas ao microscépio 6tico comum por
dois autores (G. A. N. e M. E. A. M.).

Um esquema de escore semiquantitativo foi usado para
descrever a coloracdo imuno-histoquimica observada. Os
citoplasmas das células séo positivos ou negativos para

Melan-A, HMB-45 e proteina S-100. A porcentagem de
positividade de melandcitos corados foi quantificada e di-
vidida em ausente, raras células e normal, e a de células de
Langerhans, em normal, 1+ (uma vez mais que o normal),
2+ (duas vezes mais que o normal) e 3+ (trés vezes mais
que o normal).

Adistribuicdo dos escores foi comparada pareadamente
entre os grupos pelo teste de Wilcoxon, sendo considerados
significativos valores de p < 0,05.

Resultados

Apenas os casos com evolucdo mais recente apresenta-
ram infiltrado linfocitario na pele lesada, representado por
dermatites de interface, perivascular e liquendide (Figura 1).
Desses, trés casos apresentavam também discreto infiltrado
linfocitario na derme da pele sa (Tabela 2).

Alteragdes histopatoldgicas na coloragao por hematoxilina e eosina (HE) e perfil de expressao dos marcadores

BE:1 TSI W28l imuno-histoquimicos nos casos estudados, associados ao tempo de evolucéo das lesoes
Cason®  Evolucio Pele sa Pele lesada
¢ HMB-45* Melan-A** S 100%*** HE HMB-45* Melan-A** S 100*** HE
1 Anos Normal  Normal  Normal Sem~ Ausente  Ausente 1+ SemN
alteracdes alteracdes
Sem Dermatite
2 Meses  Normal  Normal  Normal - Raros Ausente 3+ .
alteracdes de interface
3 Anos Normal ~ Normal  Normal Sem~ Ausente  Ausente 2+ Sem~
alteracoes alteracoes
4 Anos Normal ~ Normal 2+ Sem~ Raros Ausente 2+ SemN
alteracdes alteracoes
) Anos Normal Normal ~ Normal Sem~ Ausente  Ausente 2+ Semﬁ
alteracdes alteracdes
Bi Meses  Normal  Normal  Normal .Dllscreto Ausente  Ausente 3+ Dgrmatlte
infiltrado perivascular
7 1 més  Normal Normal ~ Normal Sem~ Normal  Diminuido 2+ .DI.SCI’e’[O
alteracdes infiltrado
8t Meses  Normal  Normal  Normal .D|.screto Ausente  Ausente 2+ Dgrmatlte
infiltrado perivascular
. Discreto Discreto
9 Meses  Normal  Normal Normal . .. Ausente  Ausente 2+ L
infiltrado infiltrado
Sem Dermatite
10* Meses Normal  Normal  Normal ~ Ausente  Ausente 3+ . .
alteracdes liquendide

*p =0,0077; **p = 0,0051; ***p = 0,0077; #casos com bidpsias da transicéo de pele sa para pele lesada.

HMB-45: human melanoma black-45; HE: hematoxilina e eosina.
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Figura 1 - A (caso 2): pele lesada - dermatite de interface (HE, 400x); B (caso 10):
pele lesada - dermatite liquendide (HE, 200x)

Na pele s&, a marcacdo por HMB-45 e Melan-A eviden-
ciou melandcitos distribuidos normalmente na camada ba-
sal, apresentando grande niimero de processos dendriticos
(Figuras 2 e 3). Na pele lesada, em dois casos o marcador
HMB-45 mostrou a presenca de raros melandcitos, enquan-
to o Melan-A evidenciou auséncia destes (casos 2 e 4). Em
um caso (caso 7), o HMB-45 mostrou nimero semelhante
de melandcitos ao da pele 53, porém o Melan-A exibiu quan-
tidade diminuida destes, além de auséncia de projecoes
dendriticas e volume celular diminuido (Tabela 2).

Figura 2 - Caso 3: imunomarcago para HMB-45. Notar a auséncia de células
marcadas na pele lesada (B) (400x)

Nos demais casos, ambos os marcadores evidenciaram
a auséncia de melandcitos na pele lesada.

A proteina S-100 demonstrou aumento de duas vezes o
normal de células dendriticas na epiderme na maioria das
bi6psias de pele lesada e aumento de trés vezes o normal
em trés casos (casos 2, 6 e 10), os quais apresentavam
infiltrado linfocitario mais exuberante na derme. Um caso
(caso 4) apresentou aumento de células dendriticas coradas

Figura 3 - Caso 2: imunomarcac@o para Melan-A. Notar a auséncia de células
marcadas na pele lesada (B) (400x)

pela proteina S-100 de duas vezes o normal tanto na pele
sa quanto na lesada. No restante dos casos, a pele sa ndo
mostrou alteracdes no nimero de células imunomarcadas
por esta proteina (Tabela 2 e Figura 4).

Figura 4 - Caso 2: imunomarcagéo para proteina $-100. Notar o aumento de células
marcadas na pele lesada (B) em comparagdo com a pele s (A) (400x)

Os trés marcadores demonstraram diferenca estatistica-
mente significativa entre as amostras (p < 0,05).

Discussao

Doencgas cutaneas hipomelanéticas sdo alteracoes
pigmentares caracterizadas pela reducéo do contetido de
melanina, o que resulta em clareamento da pele. O estabele-
cimento do diagnéstico correto para hipomelanose cutanea
requer boa histéria, exame fisico detalhado, usando técnicas
especiais como a luz de Wood, e, em alguns casos, bidpsia
da pele lesada e sa?. Entre os diagndsticos diferenciais das
lesdes hipomelandticas cutaneas temos:

a) liquen escleroso: clinicamente se manifesta com
papulas hipopigmentadas que se coalescem e formam
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placas, predominantemente na regido genital®; histo-
logicamente, apresenta esclerose dérmica patognomo-
nica associada a infiltrado liquendide, e a leucodermia
parece estar mais associada a diminuicdo de produgéo
de melanina do que a perda de melandcitos, pois a
imuno-histoquimica mostra que somente raros casos
tém perda significativa de melandcitos como observado
no vitiligo®;

b) lGpus eritematoso vitiligdide: maculas atréficas
hipocrémicas ou acrémicas podem ser observadas,
especialmente nas formas discdide ou subaguda; no
exame anatomopatoldgico observam-se hiperceratose
com formacdo de “rolhas” cérneas, atrofia da epider-
me, espessamento e tortuosidade da membrana basal,
infiltrado liquendide ao longo da juncdo dermoepidér-
mica e ao redor dos foliculos pilosos, extravasamento
de eritrocitos e depésitos de mucina intersticial. E no
estudo imuno-histoquimico é observada perda parcial
de melandcitos™:;

c) pitiriase alba: apresenta-se como érea hipocromi-
ca circinada ou oval, com descamacéo fina superficial,
predominantemente na face e em individuos de idade
pré-escolar ou escolar; a histologia mostra melanéfagos
na derme em meio a infiltrado linfocitario e agresséo da
juncdo dermoepidérmica, ndo sendo observada perda
de melandcitos a imuno-histoquimica®’;

d) hanseniase: manifesta-se como macula hipo-
crémica, hipoestésica ou anestésica, caracterizada por
inflamacé@o granulomatosa da derme, com presenca de
bacilos alcool-acido-resistentes detectados pela coloracéo
de Fite-Faraco”;

e) sarcoidose: clinicamente se manifesta como papu-
las, comumente na face, que podem ser hipocrémicas; e
na bidpsia sdo observados granulomas nao-caseosos®.

A alteracdo mais importante do vitiligo descrita a
microscopia 6tica é a perda parcial ou completa de me-
lanina como resultado da perda de melanécitos. Outras
alteracdes também podem ser observadas, como der-
matite de interface com infiltrado linfocitario na derme
superficial(?. Estas alteracdes sdo mais proeminentes no
vitiligo ativo do que no estavel” 9. Nossos achados sao
semelhantes aos descritos na literatura, onde somente
nos casos com evolugdo recente observou-se infiltrado
inflamatério.

Os casos que apresentavam discreto infiltrado lin-
focitério na pele sa foram aqueles em que a bidpsia foi
realizada na transicao da pele sa para a lesada, sugerindo

um inicio de comprometimento da pele adjacente.

Alguns autores acreditam que melandcitos permane-
¢am no vitiligo, mas sem atividade melanogénica® %'
19, porém Montes et al.'¥, por microscopia eletrénica, e
Le Poole et al.®®, por imuno-histoquimica, demonstraram
auséncia de melandcitos nas areas despigmentadas do
vitiligo. Em nosso estudo, o caso 3 mostra na pele lesada
células localizadas na camada basal da epiderme lembran-
do melandcitos, porém nao imunomarcadas pelo HMB-45
(Figura 2B) nem pelo Melan-A; acreditamos que essas
células correspondam a melandcitos, porém apoptéticos,
e por isso ndo apresentam imunomarcacao.

Bhawan® mostrou que o anticorpo Mel-5, usado
em imuno-histoquimica, poderia ser empregado na
avaliacdo de lesdes pigmentadas da pele, bem como de
bidpsias de pacientes com vitiligo, alteracdo pigmentar
pos-inflamatéria e lesdes melanociticas regredidas ou em
regressdo, porém este anticorpo marca somente mela-
nécitos na epiderme e também reage com o endotélio
na derme®.

O estudo de Carlson et al.®» mostrou que o marcador
imuno-histoquimico Melan-A, proteina especifica dos
melandcitos e relacionada com o melanossoma, apresen-
ta desempenho superior ao HMB-45 para identificacdo
de melandcitos, uma vez que o HMB-45, indicador da
expressao de uma proteina que mostra a presenca de
melanossomas nos estégios | e Il e melanogénese ativa,
marca melanécitos com melanogénese funcionante,
sendo que sua negatividade ndo significa auséncia de
melandcitos.

Em nosso estudo, o anticorpo Melan-A foi mais eficaz
para determinar a auséncia de melandcitos, pois nos casos
em que o marcador HMB-45 identificou melandcitos,
0 Melan-A mostrou sua auséncia ou diminuicao, além
de reducdo do volume celular e auséncia de dendritos,
parecendo ser mesmo um melhor marcador para o
diagnéstico de vitiligo. Embora ambos os marcadores
nado corem todos os melandcitos presentes na amostra,
raramente outras doencas hipocromiantes, como liquen
escleroso ou lipus eritematoso vitiligbide, os principais
diagnésticos diferenciais histopatoldgicos do vitiligo,
levam a uma perda tdo grande de melanécitos como
observado neste Gltimo.

O vitiligo ndo é somente uma desordem de me-
landcitos, mas também envolve outras células, como
queratindcitos e células de Langerhans, da epiderme e
do epitélio folicular(.
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Montes et al."™® demonstraram aumento de células
de Langerhans nas areas despigmentados do vitiligo, e
Le Poole et al.” identificaram que mesmo as células co-
radas pela proteina S-100 na camada basal destas areas
tratavam-se de células de Langerhans.

No presente trabalho observamos aumento significativo
das células de Langerhans nas éareas despigmentadas em
relacdo a pele normal, com excecdo de um caso que apre-
sentava aumento semelhante destas células nas duas areas,
corroborando os dados de literatura. Trés casos com infiltrado
linfocitario dérmico mais intenso foram os que apresentaram
maior concentracdo de células de Langerhans (3+) na pele
lesada, talvez por maior estimulo imunoldgico na érea.

Conclusao

Nao somente pelo aspecto estético, mas também
pela chance de estar associado a outras doencas auto-

imunes, que necessitem ser investigadas, o diagnéstico
correto de vitiligo é importante, e a imuno-histoquimica
pode ser ferramenta auxiliar nos casos duvidosos em
que hé necessidade de se afastarem outros diagndsticos
diferenciais.

A correta avaliacdo das alteracdes inflamatorias e
da imunomarcacdo dos melandcitos sé é possivel com-
parando-se a pele sa com a lesada. Assim, a bidpsia de
pele sa é fundamental para o diagnéstico de vitiligo,
principalmente em seus estagios iniciais.

Novos estudos com casuistica maior sdo necessarios
para que possamos definir de forma inequivoca a apli-
cacdo da imuno-histoquimica no diagnéstico diferencial
precoce do vitiligo. Maior nimero de casos permitira
também verificar se ha relacdo entre o local da lesdo e
as alteraces imuno-histoquimicas, podendo ajudar a
elucidar a causa da diferenca da resposta terapéutica
dependendo do local afetado.
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