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RESUMO
Callegaro CF. Expressão de citoqueratinas, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 em lesões de molusco contagioso [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2008. 64p.

Introdução: O molusco contagioso (MC) é um vírus da família Poxviridae que infecta os queratinócitos epidérmicos levando a hiperplasia e formação de inclusões eosinofílicas intracitoplasmáticas – os corpos de molusco. Poucos estudos analisam as alterações induzidas por este Mollucipox vírus nas estruturas que compõem o citoesqueleto e a adesão celular dos queratinócitos. Objetivos: Verificar o padrão de expressão de citoqueratinas, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 pela técnica de imuno-histoquímica em lesões de MC e compará-las com a epiderme adjacente aparentemente normal (EAAN).  Método: Através de técnica de imuno-histoquímica, estudou-se a expressão de citoqueratina (K) 1, 10, 14, 16, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 em lesões de MC de 41 pacientes. Os padrões de expressão nas lesões de MC foram comparados com a EAAN. Resultados: A expressão de K1/K10 ocorreu como o habitual nas camadas suprabasais da epiderme. A marcação de K14 foi observada nas camadas epidérmicas basal e suprabasal nas lesões de MC e EAAN. A K16, que é expressa somente em processos hiperproliferativos, foi demonstrada na camada espinhosa tanto nos focos de MC como na EAAN. Filagrina e involucrina expressaram-se nas camadas granulosa, espinhosa e em alguns casos até mesmo na camada basal na epiderme infectada e EAAN. A E-caderina esteve presente até a porção inferior da epiderme alterada com corpos de molusco enquanto na EAAN apresentou-se nas camadas basal e espinhosa. A expressão nuclear do p63 ocorreu nas camadas basal e espinhosa tanto no MC como EAAN. Conclusão: A infecção pelo Molluscipox vírus parece interferir no processo de diferenciação terminal e na adesão celular dos queratinócitos. A expressão tardia de K14 e p63 na camada espinhosa, assim como a expressão precoce de filagrina e involucrina, associada ao estado hiperproliferativo demonstrado pela presença aberrante de K16, refletem um distúrbio no processo de maturação dos queratinócitos infectados. As alterações observadas na EAAN podem representar evento precoce no distúrbio de queratinização induzido pelo vírus.
Descritores: 1.Molusco contagioso  2.Queratinas  3.Caderinas  4.Imunoistoquímica
SUMMARY

Callegaro CF. Cytokeratins, involucrin, filaggrin, E-cadherin and p63 expression in molluscum contagiosum lesions [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2008. 64p.  

Background: Molluscum contagiosum (MC) is a Molluscipox virus infection of the epidermal keratinocytes with hyperplasia and intracytoplasmic inclusions – the molluscum bodies (MB). Few studies address cytokeratins (K) profile in MC, mainly focusing the terminal epidermal keratinization process. Methods: In order to verify K1, K10, K14, K16, involucrin, filaggrin, E-cadherin and p63 expression in MC, 41 lesions were subjected to immunohistochemical technique. The immunolabeling pattern of MC was compared to adjacent normal appearing epidermis (ANAE). Results: K1 and K10 were expressed in supra basal layers of MC and ANAE. K14 was expressed in basal and suprabasal layers in MC and also in ANAE. K16 was expressed in MC and ANAE, through all spinous layers. Involucrin and filaggrin were observed in granular, spinous and even in basal layer of ANAE and MC. E-cadherin was present up to the first layers of epidermis with MB while ANAE exhibited E-cadherin labeling at basal and spinous layers. Basal and spinous layers keratinocytes nuclei, in both MC and ANAE, express p63. Conclusion: Infection by Molluscipox virus may noticeably alter keratinocyte differentiation status and cell adhesion. The presence of K14 and p63 in spinous layer, as well as early expression of involucrin and filaggrin, associated to a hyperproliferative state disclosed by the presence of K16, may be a result of a disruption in keratinocytes maturation process. The changes observed at ANAE may represent early events in keratinization disturbance.
Descriptors: 1.Molluscum contagiosum  2.Keratins  3.Cadherins  4.Immunohistochemistry
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INTRODUÇÃO

1.1
MOLUSCO CONTAGIOSO

1.1.1
Epidemiologia

O agente etiológico do molusco contagioso (MC) é um DNA vírus membro da família Poxviridae, gênero Molluscipox e espécie Molluscum contagiosum. O vírus do molusco contagioso (VMC) apresenta distribuição mundial e é classificado geneticamente em quatro subgrupos clinicamente indistinguíveis: VMC-1 (apresenta três variantes), VMC-2, VMC-3 e VMC-4. O subtipo VMC-1 é o mais freqüente (Smith et al., 1999).

Yamashita et al. (1996) ao estudarem 171 pacientes com MC relataram que a relação de VMC-1: VMC-2 foi de 13: 1. Nos pacientes menores de 15 anos a diferença na proporção entre os tipos virais foi de 43: 1 e entre os adultos 3,4: 1. 
O VMC replica-se no citoplasma das células basais e suprabasais dos queratinócitos infectados (Viac e Chardonnet, 1990). Ainda não foi possível sua reprodução em culturas celulares (Smith et al., 1999). 
A primeira demonstração de propagação experimental do VMC foi realizada por Buller et al. (1995). Os autores obtiveram reprodução clínica e histopatológica das lesões virais em camundongos atímicos por enxertia de material retirado de lesões de MC.  

Os dados da literatura quanto à freqüência do MC são escassos. Em nosso meio, encontramos estudo realizado no Centro de Saúde Escola da Faculdade de Medicina de Santo Amaro, na cidade de São Paulo-SP, durante os anos de 1982 a 1987. A incidência de MC dentre os casos novos atendidos por afecções dermatológicas naquele ambulatório foi de 0,41%, o que correspondeu a 6,4% das dermatoviroses atendidas no período do estudo (Oliveira Filho et al., 1988).

Nos Estados Unidos, estima-se que a freqüência de infecção por MC entre crianças seja menor que 5% (Dohil et al., 2006).
1.1.2
Manifestações Clínicas
As lesões características de MC foram descritas inicialmente por Bateman em 1817 (apud Schelley e Crissey, 1953; Brown et al., 1981). Apresentam-se clinicamente como pápulas normocrômicas umbilicadas, isoladas ou agrupadas, conforme ilustrado na Figura 1. Exibem tamanhos variados, geralmente de 2 a 6 mm. Nos pacientes imunocomprometidos as lesões apresentam maiores dimensões. As lesões de MC podem ser encontradas em toda a superfície cutânea apresentando maior predileção pelo tronco, axilas, fossas cubital e poplítea, além da região genital (Dohil et al., 2006; Bikowski, 2004). O período de incubação do MC pode variar de uma semana a alguns meses (Diven, 2001).

A transmissão ocorre principalmente pelo contato direto com indivíduos com lesões de MC. A auto-inoculação, assim como a transmissão via fômites, apresenta importante papel na disseminação e transmissão das lesões. Nos adultos é freqüente o acometimento da região genital, sendo que neste grupo o MC é considerado doença sexualmente transmissível (Bikowski, 2004).
A dermatite atópica manifesta-se em 25% dos pacientes com molusco contagioso (Simonart e De Maertelaer, 2008). Nestes pacientes as lesões de MC manifestam-se com maior freqüência e podem atingir grandes extensões da pele. Este fato deve-se a alteração da imunidade relativa que ocorre nas lesões agudas de dermatite atópica (Dohil et al., 2006; Wollenberg e Klein, 2007).
O aumento do acometimento de pacientes adultos pelo VMC está associado ao aumento do número de indivíduos infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV). Cinco a 18% desses pacientes apresentam lesões clínicas de MC (Dohil et al., 2006).

Como em outras doenças virais, a resposta imune celular apresenta um papel importante na resolução das lesões contribuindo para a involução espontânea das mesmas (Dohil et al., 2006). No processo de regressão das lesões tanto a imunidade mediada por células como a imunidade humoral parecem estar envolvidas. Anticorpos contra o VMC foram detectados em 58% dos pacientes com lesões clínicas (Watanabe et al., 2000). O processo de degradação proteolítica pelo sistema ubiquitina-proteasoma também foi descrito como fator envolvido na eliminação do VMC (Yoneda et al., 2006). 
[image: image1.jpg]



Figura 1 - Molusco contagioso: apresentação clínica. Presença de múltiplas pápulas normocrômicas umbilicadas localizadas no dorso. 
FONTE: Acervo do Departamento de Dermatologia da FMUSP.  
1.1.3
Histopatologia do molusco contagioso 
As lesões de MC exibem hiperplasia da epiderme com hipertrofia dos queratinócitos infectados. As partículas virais são observadas em todas as camadas da epiderme. Verdadeiras “fábricas virais” são encontradas nas camadas espinhosa e granulosa - os chamados corpos de molusco, descritos inicialmente por Henderson e Paterson em 1841 (apud Brown et al., 1981; apud Diven, 2001). Caracterizam-se por material viral eosinofílico que ocupa o citoplasma do queratinócito e desloca o seu núcleo para a periferia. Desse modo, formam-se estruturas crateriformes onde os queratinócitos mostram-se globosos, de aspecto vítreo, com núcleos deslocados para a periferia por material amorfo e basofílico (Diven, 2001). A figura 2 ilustra as alterações histopatológicas que caracterizam o MC.
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Figura 2 - Molusco contagioso: presença de invaginação da epiderme hiperplásica com formação de estrutura crateriforme. Inclusões citoplasmáticas eosinofílicas de grandes dimensões – os corpos de molusco – presentes no citoplasma de células da camada espinhosa e granulosa.  (Hematoxilina e eosina, aumento original 100().
1.1.4
Patogênese

Os corpos de molusco contêm grande quantidade de vírus maduros em seu interior e estão envoltos por uma estrutura lipídica rica em colágeno que lhes confere proteção contra a detecção do sistema imune do hospedeiro. A ruptura destas estruturas saculares ocorre na cratera central (umbilicação da lesão) onde acontece a liberação do material viral (Diven, 2001).    
Vários fatores foram descritos na tentativa de explicar como o VMC protege-se do sistema imune do hospedeiro sem evoluir para um período de latência, diferente do que é visto nas infecções pelos herpes vírus e vírus do papiloma humano (HPV) (Smith et al., 1999).

 O VMC induz a produção de proteínas que favorecem a inibição da defesa imunológica por parte do hospedeiro e ao mesmo tempo aumentam a resistência das células infectadas. Dentre esses fatores, ocorre homologia da cadeia pesada do complexo de histocompatibilidade de classe I, o que interfere tanto na apresentação de antígenos virais na superfície da célula infectada como na destruição das células infectadas por ação de linfócitos T citotóxicos. Outro fator implicado no processo seria a diminuição da expressão da proteína S-100 presente nas células dendríticas, o que demonstraria a diminuição da defesa específica do hospedeiro (Smith et al., 1999). 


Viac e Chardonnet (1990) analisaram a presença de marcadores de resposta imune celular nas lesões de MC e epiderme perilesional. Demonstram a ausência de células imunocompetentes, tais como células de Langerhans e linfócitos T CD3, CD4 e CD8 nas lesões de MC. As modificações antigênicas dos queratinócitos infectados podem explicar o não reconhecimento do VMC pelo sistema imune do hospedeiro, com conseqüente persistência das lesões. Por outro lado, foram detectados marcadores de ativação celular como o fator de crescimento epidérmico e a transferrina. Estes fatos sugerem que o VMC apresenta papel importante na estimulação e proliferação das células basais da epiderme (Viac e Chardonnet, 1990). 

Com o objetivo de melhor entender a auto-inoculação assim como a capacidade de resolução espontânea das lesões de MC, Simonart et al. (2002) estudaram alguns marcadores relacionados a apoptose e fatores de crescimento celular. A expressão do antígeno Ki67, proteína presente no ciclo de divisão celular, ocorre nas camadas basal e suprabasal da epiderme infectada pelo MC, assim como na pele normal adjacente. Entretanto, o índice de proliferação celular nas lesões de MC é maior quando comparado ao da pele normal. Os autores especulam que ocorra a produção de um polipeptídeo que simule um fator de crescimento epidérmico a partir da codificação de algum gene do VMC. Nas lesões de MC, os sinais de proliferação celular encontram-se restritos às camadas basal e suprabasal da epiderme, assim como na pele normal. Este fato difere do observado nas lesões de HPV, onde as células em estado proliferativo encontram-se nas diversas camadas da epiderme. Os autores relatam também que as alterações no processo de queratinização e diferenciação induzidas pelo VMC não estão relacionadas à retenção do potencial proliferativo, pois a taxa de apoptose no compartimento germinativo dos focos de lesão é semelhante à da epiderme normal.
1.1.5
Tratamento


As lesões de MC podem regredir espontaneamente como resultado da resposta imune do hospedeiro. Devido à alta prevalência e ao impacto social significativo decorrente da doença há necessidade de realização de tratamento específico. Existem vários tratamentos propostos com o objetivo de destruir as lesões de MC, dentre eles os mais utilizados são: curetagem seguida de aplicação de tintura de iodo, crioterapia com nitrogênio líquido, cauterização química com ácido tricloroacético, cantaridina ou hidróxido de potássio. Outros tratamentos também têm sido utilizados, tais como: ácido retinóico tópico, imiquimode, terapia fotodinâmica, laser, entre outros. (Sampaio e Rivitti, 1998; Romiti et al., 1999; Diven, 2001; Bikowski, 2004).

A eficiência do método de curetagem no tratamento do MC pode ser explicada pelo plano de clivagem que ocorre devido à retração das lesões em relação ao estroma que as circundam (Smith et al., 1999). Em estudo prospectivo, observou-se que a taxa de recidiva após curetagem foi de 66% após a primeira sessão e 45% após a segunda sessão. Esta elevada taxa de recidiva está relacionada principalmente à associação com dermatite atópica, que compromete a imunidade celular assim como facilita a disseminação das lesões pelo prurido (Simonart e De Maertelaer, 2008).
Levando-se em consideração que o VMC é um parasita intracitoplasmático e o citoesqueleto do queratinócito é o seu microambiente, analisaremos inicialmente as estruturas que compõem o citoesqueleto dos queratinócitos e a seguir as alterações induzidas pela infecção do VMC nestas estruturas. 

1.2
CITOESQUELETO CELULAR 
1.2.1
Citoqueratinas


O citoesqueleto das células dos mamíferos é composto por três sistemas de filamentos: microfilamentos (6nm), filamentos intermediários (10 a 12 nm) e microtúbulos (25 nm) (Smack et al., 1994). 

Os filamentos intermediários são divididos em: 
· Tipo I: citoqueratinas ácidas (tecidos epiteliais); 
· Tipo II: citoqueratinas neutro-básicas (tecidos epiteliais); 
· Tipo III: vimentina (células mesenquimais), desmina (células miogênicas), proteína glial ácida fibrilar (células gliais e astrócitos), periferina (neurônios); 
· Tipo IV: neurofilamentos (neurônios), α-internexina (neurônios pré-natais); 
· Tipo V: lâmininas nucleares (lâmina nuclear das células eucarióticas) e 
· Tipo VI: nestina (células tronco neuroepiteliais) 
· (Cooper et al., 1985; Smack et al., 1994). 

As citoqueratinas (K) são as principais proteínas estruturais das células epiteliais (Coulombe e Omary, 2002). Apresentam especificidade tecidual, o que confere a cada epitélio um padrão característico de expressão de Ks. Na pele exibem também uma especificidade relacionada às camadas epidérmicas (Moll et al., 1982; Almeida Jr., 2004).  

Os filamentos intermediários de queratina apresentam papel fundamental na diferenciação dos queratinócitos germinativos basais que evoluem para células cornificadas presentes no estrato córneo. Essa transformação conhecida como queratinização é o que confere a característica de proteção da epiderme. Os filamentos intermediários de queratina fazem parte do sistema estrutural celular, juntamente com os desmossomos, hemidesmossomos e a membrana basal (Smack et al., 1994). Dentre  as suas funções estão a manutenção da forma celular, atuam como um arcabouço resistente mas flexível, permitindo que as células epiteliais suportem tensões mecânicas e não mecânicas; posicionamento e distribuição das organelas e manutenção da integridade dos contatos intercelulares. Por conectarem o núcleo com a superfície celular, os filamentos intermediários também funcionam como mediadores da comunicação entre o espaço extracelular e o núcleo (Coulombe e Omary, 2002; Smith, 2003).
As Ks podem ser divididas em 30 subtipos: 20 Ks epiteliais e 10 Ks do pêlo. As Ks são agrupadas de acordo com o peso molecular e ponto isoelétrico em Tipo I (ácidas): K10 a K20 e Tipo II (neutro-básicas): K1 a K9.  Expressam-se aos pares formando heterodímeros equimolares compostos por uma proteína ácida (Tipo I) associada a uma básica (Tipo II) (Moll et al., 1982; Smack et al., 1994).
A classificação mais recente considera mais de 50 tipos de Ks divididas em dois grupos: Tipo I – K9 a K23; Ha1 a Ha8 e Tipo II – K1 a K8; Hb1 a Hb6 (Coulombe e Omary, 2002).
A tabela 1 demonstra a distribuição das Ks nos diferentes epitélios. 
Tabela 1 - Distribuição dos pares de citoqueratinas nos diferentes epitélios (Cooper et al., 1985; Smack et al., 1994)
	Tipo II

Neutro-básica
	Tipo I

Ácida
	

	K
	PM (kDa)
	K
	PM          (kDa)
	Distribuição

	
	
	
	
	

	K1, K2
	65-67
	K10, K11
	56,5
	Diferenciação terminal, queratinócitos suprabasais

	K3
	64
	K12
	55
	Diferenciação córnea

	K4
	59
	K13
	51
	Diferenciação esofageana

	K5
	58
	K14, K15
	50
	Queratinócitos basais de epitélio pluriestratificados

	K6
	56
	K16
	48
	Epitélio hiperproliferativo

	K7
	54
	K17
	46
	Epitélio simples e estratificado

	K8
	52
	K18, K19, K20
	45, 44, 46
	Epitélio simples

	K9
	64
	
	
	Diferenciação terminal palmo-plantar


K: citoqueratina; PM: peso molecular; kDa: quilodalton.

As Ks apresentam um domínio central conservador constituído por uma seqüência de aproximadamente 310 aminoácidos agrupados em quatro segmentos α‑helicais nomeados 1A, 1B, 2A e 2B. Entre eles há três seqüências de ligação não helicais L1, L2, L3 (“linkers”) que conferem flexibilidade às Ks. Nas extremidades localizam-se os domínios terminais amino (craneal) e carboxil (caudal) (Steinert et al., 1985; Smack et al., 1994). 


As Ks Tipo II K1, K2 e K5 ligam-se aos filamentos de filagrina durante a formação do envelope celular através da ação das transglutaminases no resíduo Lys localizado no subdomínio V1 do domínio terminal amino (Coulombe e Omary, 2002; Candi et al., 2005). A figura 3 demonstra a representação esquemática dos polipeptídeos de queratinas.
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Figura 3 - Representação esquemática dos polipeptídeos de queratina (modificado de Steinert e Roop, 1988; Smack et al. 1994). 

1.2.2
Queratinização da epiderme
A camada basal é o único local da epiderme onde ocorre a divisão e proliferação dos queratinócitos, sendo as K5 e K14 as principais proteínas estruturais dessas células. Os filamentos de queratina estendem-se a partir dos desmossomos em direção à membrana nuclear e juntamente com os microtúbulos e microfilamentos de actina formam o citoesqueleto celular. Através de estímulos ainda pouco conhecidos os queratinócitos da camada basal migram para a camada espinhosa, perdem sua atividade mitótica e começam a sintetizar um novo grupo de proteínas e enzimas características do processo de queratinização. Nessa fase há diminuição da transcrição de ácido ribonucléico mensageiro (RNAm) que codifica K5 e K14 e há aumento na produção de K1 e K10, que as substituem (Fuchs e Green, 1980). Esses polipeptídios de queratina rapidamente se polimerizam no citoplasma celular formando os filamentos intermediários que se agregam em bandas no citoplasma dos queratinócitos. A seguir, as células epiteliais epidérmicas adquirem grânulos de queratohialina que contém profilagrina – precursor da filagrina (Smack et al., 1994; Candi et al., 2005). 

Na camada granulosa, onde os grânulos de queratohialina são formados, os filamentos intermediários agrupam-se em bandas ainda mais largas. Concomitantemente, a atividade metabólica decresce e os queratinócitos começam a perder as suas organelas citoplasmáticas. Os grânulos de queratohialina liberam profilagrina que sofre defosforilação e proteólise e se transforma em filagrina. A filagrina agrupa os filamentos de queratina em feixes promovendo o colapso celular. As células perdem o seu formato original e passam a ser achatadas, sendo chamadas de corneócitos. As Ks juntamente com a filagrina constituem aproximadamente 80-90% da massa protéica de toda a epiderme. Outras proteínas estruturais como a involucrina, loricrina, tricohialina e “small proline-rich proteins” (SPRs) são sintetizadas e sofrem interação através da ação das transglutaminases para também constituírem o envelope celular localizado logo abaixo da membrana plasmática (Candi et al., 2005).  

A camada córnea representa o estágio final da diferenciação dos queratinócitos e consiste de filamentos de queratina mergulhados numa matriz protéica ligados por transglutaminases e envoltos por um envelope lipídico. O processo de queratinização é uma forma de morte celular programada onde queratinócitos movem-se a partir da camada basal germinativa em direção a camada granulosa. Nesta camada inicia-se o processo de diferenciação terminal, há formação do envelope celular que, juntamente com os queratinócitos mortos remanescentes, constituem a camada córnea da epiderme (Candi et al., 2005).  

O envelope celular é a estrutura encontrada nos queratinócitos que sofreram diferenciação terminal e estão localizados na camada córnea (Smack et al., 1994). É composto por proteínas agrupadas: involucrina, loricrina, cistatina A, filagrina, “cysteine-rich protein” (CPR) e SPRs. A constituição protéica do envelope celular é de 65-70% de loricrina, aproximadamente 10% de filagrina e CRP, seguidos de cisteína A, SPRs e involucrina que englobam 2,5-5% (Steven e Steinert, 1994).
1.2.3
Filagrina

A filagrina é formada a partir de uma proteína precursora de 500 kDa, a profilagrina. Através de um processo de desfosforilação e proteólise da profilagrina há liberação de filagrina. Cada molécula de profilagrina contém aproximadamente 12 repetições de seqüências de filagrina (Smack et al, 1994; McGrath e Uitto, 2007). A filagrina (filaggrin – “filament aggregatin protein”) é uma proteína de 36 kDa, também chamada de proteína básica do estrato córneo, proteína rica em histidina II ou proteína agregadora de filamentos. Esta proteína age como uma matriz que se liga aos filamentos intermediários para formar bandas alinhadas em feixes paralelos através de pontes de dissulfeto. A filagrina é considerada um importante marcador da fase final de diferenciação epidérmica dos queratinócitos (Fleckman et al., 1985, Smack et al., 1994, Steinert e Marekov, 1995). 

A filagrina apresenta três importantes funções na diferenciação celular: alinhamento dos filamentos intermediários, controle das alterações do formato celular (transição queratinócito-corneócito) e manutenção da textura da epiderme (Candi et al., 2005). Esta última função apresenta importante papel no desencadeamento da dermatite atópica (McGrath e Uitto, 2007; McGrath, 2008).
Recentes estudos mostram que mutações no gene da filagrina estão envolvidas na ictiose vulgar e são importantes fatores de risco para o desenvolvimento da dermatite atópica. Nestas enfermidades há alterações nos grânulos de queratohialina presentes na camada granulosa ao exame de cortes de pele corados pela hematoxilina e eosina e conseqüente diminuição na expressão de filagrina. Estes fatos mostram a grande importância da filagrina na formação da barreira fisiológica protetora contra as agressões externas (McGrath e Uitto, 2007; McGrath, 2008).
1.2.4
Involucrina
Involucrina, do latim Involucre (envoltório: membrana que envolve) é uma proteína sintetizada no compartimento suprabasal da epiderme encontrada em abundância no citoplasma dos queratinócitos. É considerada um marcador precoce de diferenciação terminal (Watt, 1983). A partir da involucrina outras proteínas são incorporadas ao envelope celular. Através de modelo com cultura de queratinócitos foi observado que durante a formação do envelope celular há inicialmente a incorporação de involucrina e a seguir agregação de SPRs e loricrina (Ishida-Yamamoto et al., 1997).
1.2.5
Demais componentes do envelope celular

Loricrina é uma proteína expressa na camada granular da epiderme durante o processo de queratinização. É, juntamente com as profilagrinas, um dos componentes dos grânulos de queratohialina. É o componente do envelope celular presente em maior quantidade (Steven e Steinert, 1994) e compreende 70-85% da massa protéica que compõe a camada córnea. A loricrina agrupa-se entre si através de pontes isopeptídicas e em menor quantidade através das SPRs. A loricrina tem importante papel na formação da estrutura do envelope celular e atua como substrato para as transglutaminases (Candi et al., 2005).
As SPRs compreendem uma família de proteínas pequenas, ricas em prolina e classificadas em SPR1, SPR2 e SPR3. As propriedades mecânicas do envelope celular e, conseqüentemente da camada córnea, variam dependendo do tipo e da quantidade de SPRs expressas no tecido o que permite sua adaptação a diferentes funções. Conseqüentemente, as propriedades mecânicas da epiderme são alteradas em certas doenças, assim como na reparação de feridas, envelhecimento e outros tipos de estímulos ambientais (Candi et al., 2005).
A tabela 2 demonstra a localização cromossômica dos componentes estruturais dos queratinócitos.
Tabela 2 - Localização cromossômica dos componentes estruturais dos queratinócitos (Smack et al., 1994; Schweizer et al., 2006)

	Componente
	Cromossomo

	Citoqueratinas Tipo I
	17q21.2

	Citoqueratinas Tipo II
	12q13.13

	Transglutaminase 1
	14

	Profilagrina
	1q21

	Loricrina
	1q21

	Involucrina
	1q21

	p63
	3q27


O gene que codifica a profilagrina, FLG, está localizado no cromossomo 1q21, que é denominado complexo de diferenciação epidérmica. Nesta região estão localizados outros genes que codificam proteínas expressas durante a diferenciação terminal dos queratinócitos, como loricrina e involucrina (McGrah e Uitto, 2007). 

A expressão dos genes que codificam as Ks pode ser modificada pela presença de certas substâncias, tais como: retinóides, cálcio e vitamina D. Os retinóides ligam-se a receptores nucleares e interferem no processo de transcrição através da interação com elementos responsivos presentes nos genes das Ks (Smack et al., 1994).
1.2.6
E-caderina 
As E-caderinas apresentam papel fundamental na adesão intercelular da epiderme. Através do complexo caderina-catenina, as cateninas ligam as caderinas a uma rede de filamentos de actina além de outras proteínas transmembrânicas e citoplasmáticas. As E-caderinas também são responsáveis pela ativação de sinais relacionados à estruturação e arquitetura do citoesqueleto, além da polarização dos queratinócitos no processo de estratificação da epiderme (Tada et al., 1996, Furukawa et al., 1997; Hines et al., 1999).
As caderinas são glicoproteínas transmembrânicas cálcio dependentes que podem ser classificadas em: E-caderina (presente na epiderme), N-caderina (presente nos tecidos derivados do neuroectoderma e mesoderma) e P-caderina (encontrada na placenta, epitélio pulmonar, células basais da epiderme e células mioepiteliais mamárias) (Okegawa et al., 2002). 

Alterações nas E-caderinas interferem na permeabilidade intercelular e conseqüentemente resultam na diminuição da resistência da epiderme como barreira protetora, facilitando a disseminação de agentes infecciosos e células tumorais, permitindo assim a disseminação de metástases (Tsai et al., 2002; Tungal et al., 2005, Pećina-Slaus et al., 2007). 

1.2.7
p63 

Assim como a K14, o p63 está relacionado com a proliferação celular e está presente no núcleo das células basais e suprabasais da epiderme normal (Reis-Filho et al., 2003; Tsujita-Kyutoku et al., 2003). 
O p63 é um fator de transcrição nuclear cujo gene localiza-se no cromossomo 3q27 e codifica pelo menos seis diferentes isoformas (Reis-Filho et al., 2003).
Durante o desenvolvimento embrionário da epiderme, a expressão de p63 ocorre anteriormente à expressão de K14, sendo o p63 considerado um marcador precoce de diferenciação epidérmica durante o programa de estratificação. A expressão de p63 diminui à medida que marcadores de diferenciação terminal são expressos na epiderme. No adulto, ocorre expressão de p63 somente nos epitélios estratificados, estando este ausente nos epitélios simples, o que faz do p63 um importante regulador do programa de estratificação epidérmica (Koster e Roop, 2004). 

Ratos p63 -/- têm os membros truncados e não apresentam o desenvolvimento de folículos pilosos, dentes, glândulas mamárias, lacrimais ou salivares. Os epitélios estratificados apresentam falha no desenvolvimento da camada espinhosa, granulosa, extrato córneo e na correta expressão de K5/K14. Este último fato demonstra que a expressão das K5 e K14 é de alguma maneira controlada pelo p63 (Reis-Filho et al., 2004). Portanto, o p63 apresenta importante papel ao iniciar a estratificação epidérmica durante o desenvolvimento embrionário, além de manter o potencial proliferativo dos queratinócitos basais na epiderme madura (Koster e Roop, 2004). As isoformas do p63 agem complementarmente, enquanto a isoforma ΔNp63 está relacionada com a manutenção do potencial proliferativo da camada basal, a isoforma TAp63 contribui para a estratificação das camadas superiores da epiderme (Candi et al., 2006). 

A tabela 3 demonstra a expressão de citoqueratinas, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 na epiderme normal, de acordo com os dados da literatura.
Tabela 3 - Padrão de expressão das citoqueratinas, E-caderina, filagrina, involucrina e p63 na epiderme normal.  

	Camadas epidérmicas  
	Basal 
	Espinhosa 
	Granulosa 
	Basal / espinhosa
	Basal / suprabasal 

	Padrão
	Citoplasmático
	Citoplasmático
	Citoplasmático
	Intercelular
	Nuclear

	K 1
	-
	+
	-
	-
	-

	K 10
	-
	+
	-
	-
	-

	K 14
	+
	-
	-
	-
	-

	K 16
	-
	-
	-
	-
	-

	Filagrina 
	-
	-
	+
	-
	-

	Involucrina 
	-
	-
	+
	
	-

	E-caderina
	-
	-
	-
	+
	-

	p63
	-
	-
	-
	-
	+


K: citoqueratina.
1.3
CITOQUERATINAS E COMPONENTES DO ENVELOPE CELULAR NO MOLUSCO CONTAGIOSO
Poucos são os dados encontrados na literatura sobre a expressão de Ks nas lesões de MC. Moll et al. (1984), através de técnica de eletroforese em gel bidimensional, observam nas lesões de MC quantidades de K1 maior ou igual à somatória de K5, K6, K11, K14, além de pequenas quantidades de K16 e K17.

Há apenas dois estudos que analisam, através de técnica imunoistoquímica, a expressão de filagrina e involucrina nas lesões de MC. Ambos relatam presença de filagrina na camada córnea e involucrina na camada espinhosa média e alta da epiderme infectada (Lee et al., 1999; Takahashi et al., 1999).
Com base no fato do citoesqueleto do queratinócito ser o microambiente de replicação e desenvolvimento do VMC, associado aos escassos dados encontrados na literatura, houve motivação para a realização do presente estudo. 
2
OBJETIVOS

2.1
Objetivos gerais
Demonstrar a expressão de K1, K10, K14, K16, filagrina, involucrina, E‑caderina e p63 em lesões de molusco contagioso, na tentativa de contribuir para o estudo das alterações estruturais dos queratinócitos infectados pelo VMC, assim como a possível interferência do vírus no processo de queratinização da epiderme.

2.2
Objetivos específicos
· Estabelecer o padrão das K1, K10, K14, K16, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 nas diferentes camadas da epiderme das lesões de MC, utilizando-se a técnica de imunoistoquímica. 

· Comparar as alterações encontradas na epiderme das lesões de MC com as encontradas na epiderme adjacente às lesões.
3
MÉTODOS 

3.1
Casuística


Este estudo foi realizado no Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina e Divisão de Clínica Dermatológica do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP). 

Foram analisados 41 casos de MC obtidos de pacientes provenientes do Ambulatório de Dermatologia do HC-FMUSP, durante o período de outubro de 2004 a julho de 2006. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa  (CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, sob o Protocolo de Pesquisa número 975/04 em 27 de janeiro de 2005. Os pacientes foram informados sobre o estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
Os espécimes de pele foram coletados através do método de curetagem com cureta estéril precedido de anestesia com anestésico tópico. 

A idade dos pacientes estudados variou de 1 a 48 anos de idade, com média de 9,4 anos. Vinte eram do sexo masculino (49%) e 21 do sexo feminino (51%). Trinta e nove pacientes eram caucasianos (96%), um amarelo e um pardo. Apresentavam lesões localizadas no tronco (59%), membros (33%) e face (8%). Todos os doentes selecionados não apresentavam evidências clínicas e/ou histórico de doenças associadas relacionadas com estados de imunodeficiência como a infecção pelo HIV, transplantes de órgãos e doenças auto-imunes.Lesões genitais foram excluídas do presente estudo. Os dados clínico-epidemiológicos e localização das lesões estão apresentados no Anexo 1.
3.2
Análise histopatológica


O material obtido foi fixado em formalina a 10% em tampão fosfato pH 7,4, 0,1M, processado por técnicas histológicas de rotina e embebido em parafina. Os cortes histológicos dos espécimes corados pela hematoxilina e eosina foram analisados para a confirmação diagnóstica de molusco contagioso.
3.3
Técnica imunoistoquímica para a demonstração da expressão de citoqueratinas, filagrina, involucrina, E-caderina e p63

Cortes histológicos de 4 μm de espessura foram colhidos em lâminas previamente preparadas com solução adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (código A3648, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). A seguir, foram desparafinados em dois banhos de xilol a 56ºC durante 30 minutos e em temperatura ambiente durante 20 minutos, sendo posteriormente hidratados em seqüência decrescente de etanol (absoluto, 95 % e 70 %) até a água corrente durante cinco minutos, cada vez. 

A reação imunoistoquímica foi realizada de acordo com a técnica de avidina-biotina-peroxidase (Hsu et al., 1981). Para efetuar a exposição antigênica o material foi submerso em solução de ácido cítrico 0,01M, pH 6,0 em água destilada e aquecido em forno de microondas por dois ciclos de 10 minutos em potência máxima. Após o resfriamento em temperatura ambiente, o material foi lavado em água corrente durante 10 minutos. Procedeu-se o bloqueio da peroxidase endógena através de duas incubações com peróxido de hidrogênio a 3 % em água destilada, por 10 minutos cada, em câmara escura. A seguir o material foi novamente lavado em água destilada por 10 minutos em “Tris Buffer Solution – Acid Cloridric” (TBS-HCl) pH 7,4 durante cinco minutos. 

Os preparados histológicos foram incubados com os anticorpos primários monoclonais produzidos em camundongo e diluídos em soro-albumina bovina (BSA) 1% (código A-6003, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em TBS-HCl pH 7,4 por 12 horas a 4°C. A Tabela 4 demonstra os anticorpos primários e seus respectivos clones, classes de imunoglobulina, laboratório fabricante e diluição utilizados no presente estudo. 
Após as incubações foram feitas duas lavagens com TBS-HCl por 10 minutos. A seguir, fez-se incubação com o anticorpo de ligação e reagente terciário do Sistema de marcação LSAB+ HRP (código K0690, Dako Corporation, Carpinteria, Ca, USA), para anticorpos de camundongo e coelho em diluição pronta para uso durante 30 minutos à temperatura ambiente. A seguir o material foi lavado por duas vezes em TBS-HCl por 10 minutos cada.

A revelação dos sítios de reação foi feita utilizando-se o cromógeno DAB (3,3`-Diamino-Benzidine, código D5637, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). Fez-se o controle da revelação ao microscópio óptico considerando-se como padrão de positividade a coloração castanho-dourada produzida pela reação. 

Os cortes histológicos foram, a seguir, lavados em água corrente por 10 minutos e contra-corados com Hematoxilina de Harris por 1 minuto. Após lavagem foram desidratados em bateria ascendente de etanol, diafanizados por xilol e montados com lamínula de vidro e resina Permount (código SP15-100, Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Fragmentos de pele normal foram utilizados como controle positivo para as reações das K1, K10, K14, filagrina, involucrina e E-caderina. Biópsias de pele com psoríase foram utilizadas como controle positivo de expressão de K16 e p63. Os controles negativos foram obtidos através da substituição dos anticorpos primários por soro não imune.

Tabela 4 - Anticorpos primários e seus respectivos clones, classes de imunoglobulina, laboratório fabricante e diluição utilizados no presente estudo
[image: image3.emf]Anticorpo 

primário

Clone Classe Ig Fabricante Diluição

Citoqueratina 1 34 β4 IgG1 Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:20

Citoqueratina 10 LHP1 IgG1 Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:20

Citoqueratina 14 LL002 IgG3 Labvision Corporation

(Fremont, CA, USA)

1:50

Citoqueratina 16 LL025 IgG1 Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:20

Filagrina 15C10 IgG1 Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:100

Involucrina SY5 IgG1 Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:200

E-caderina                    36B5                IgG1                                         Novocastra Laboratories Ltd

(Newcastle upon Tyne, NE, UK)

1:100

p63 4A4 IgG2a Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA, USA)

1:20

Ig – imunoglobulina


3.4
Análise Qualitativa

A expressão de Ks, filagrina e involucrina nas diversas camadas da epiderme foi determinada pela coloração castanho-dourada citoplasmática, para E-caderina a imunomarcação foi intercelular e para p63 nuclear. Foi considerada a presença ou ausência de coloração nas camadas basal, espinhosa, granulosa e córnea da epiderme, não se levando em consideração a intensidade da reação. Para melhor compreensão, a região da epiderme alterada onde se localizavam os corpos de molusco foi dividida em porção inferior e superior, como demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Lesão de molusco contagioso e a respectiva estratificação topográfica utilizada no presente estudo. Lesão de molusco contagioso: A. Camadas basal, suprabasal e espinhosa inferior. B. Porção inferior da epiderme alterada com corpos de molusco. C. Porção superior da epiderme alterada com corpos de molusco. D. Epiderme adjacente aparentemente normal. (Hematoxilina e eosina, 100×) 
4
RESULTADOS

4.1
Análise histopatológica 


Ao exame histopatológico, as lesões de MC apresentaram epiderme acantótica com crescimento endofítico e formação de estruturas crateriformes onde os queratinócitos mostraram-se globosos com citoplasma de aspecto vítreo e núcleos deslocados para a periferia por material amorfo e basofílico, os corpos de molusco. A epiderme adjacente à lesão não apresentou alterações histológicas significativas. 
4.2
Análise imunoistoquímica 

4.2.1
Expressão de citoqueratinas 1, 10, 14 e 16 no molusco contagioso e epiderme adjacente

A K1, assim como a K10, foi expressa homogeneamente no citoplasma dos queratinócitos das camadas suprabasal e espinhosa tanto nas lesões de MC (68,2%) como na EAAN (97,5%). Não houve imunomarcação da camada basal. A expressão de K1 foi observada também ao redor da porção inferior da epiderme onde se localizam os corpos de molusco em todos os casos, e em 87,8% da sua porção superior (Figura 5 - A).

Tabela 5 - Padrão de expressão de citoqueratina 1 nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS
	36/41
	87,8%
	
	
	

	CMI 
	41/41
	100%
	39/40
	97,5%
	Cam gran

	Cam esp 
	29/41
	68,2%
	39/40
	97,5%
	Cam esp

	Cam basal 
	0/41
	-
	0/40
	-
	Cambasal 


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.

A expressão de K10 ocorreu na camada espinhosa em 31,7% das lesões de MC. A porção inferior da epiderme alterada com os corpos de molusco foi marcada em 82,9% dos casos e a porção superior em 31,7%. Já na EAAN, a expressão de K10 ocorreu em 90% dos casos nas camadas suprabasal e espinhosa, assim como em todos os casos na camada granulosa (Figura 5 - B). Houve ausência de marcação para K10 em somente 9,7% das lesões de MC. 
Tabela 6 - Padrão de expressão de citoqueratina 10 nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	13/41
	31,7%
	
	
	

	CMI 
	34/41
	82,9%
	40/40
	100%
	Cam gran

	Cam espin 
	13/41
	31,7%
	36/40
	90%
	Cam espin

	Cam basal 
	0/41
	-
	0/40
	-
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.

Citoqueratina 14 expressou-se nas camadas basal e espinhosa em todos os casos de MC, assim como na porção inferior da epiderme alterada com os corpos de molusco (Figura 5 - C). Já na porção superior dos focos de lesão, houve marcação de K14 em somente 12,1% das lesões. Na EAAN, observou-se expressão de K14 na camada basal (100%), espinhosa (40%) e granulosa (20%).
Tabela 7 - Padrão de expressão de citoqueratina 14 nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	 
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	5/41
	12,1%
	
	
	

	CMI 
	41/41
	100%
	8/40
	20%
	Cam gran

	Cam espin 
	41/41
	100%
	16/40
	40%
	Cam espin

	Cam basal 
	41/41
	100%
	40/40
	100%
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.

Citoqueratina 16 foi expressa em 97,5% dos casos de MC e em 85% na EAAN. Expressão de K16 ocorreu na camada espinhosa (60,9%) e nas porções inferiores e superiores da epiderme alterada com os corpos de molusco em 90,2% e 60,9% dos casos, respectivamente (Figura 5 – D). Observou-se expressão de K16 também na camada basal em 12,1% das lesões de MC e em 10% na EAAN.
Tabela 8 - Padrão de expressão de citoqueratina 16 nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	 
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	25/41
	60,9%
	
	
	

	CMI 
	37/41
	90,2%
	34/40
	85%
	Cam gran

	Cam espin 
	25/41
	60,9%
	25/40
	62,5%
	Cam espin

	Cam basal 
	5/41
	12,1%
	4/40
	10%
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.
4.2.2
Expressão de filagrina no molusco contagioso e epiderme adjacente


Todos os casos estudados apresentaram marcação para filagrina na camada granulosa da EAAN e na porção superior da epiderme alterada com os corpos de molusco. Nas lesões de MC, a filagrina foi também observada na porção inferior dos focos de lesão (60,9%), na camada espinhosa inferior (34,1%) e até mesmo na camada basal (29,2%). Na EAAN, além da camada granulosa (100%), a filagrina foi expressa nas camadas espinhosa (5%) e basal (2,5%). (Figura 5 – F) Em 34,1% dos casos notamos marcação de filagrina em todas as camadas epidérmicas na transição da lesão com a epiderme adjacente. 

Tabela 9 - Padrão de expressão de filagrina nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	 
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	41/41
	100%
	
	
	

	CMI 
	25/41
	60,9%
	40/40
	100%
	Cam gran

	Cam espin 
	14/41
	34,1%
	2/40
	5%
	Cam espin

	Cam basal 
	12/41
	29,2%
	1/40
	2,5%
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com os corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com os corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.
4.2.3
Expressão de involucrina no molusco contagioso e epiderme adjacente

Em todos os casos estudados, tanto os queratinócitos da camada granulosa da EAAN como a área equivalente com corpos de molusco nas lesões de MC, expressaram involucrina. Houve também marcação de involucrina na camada espinhosa inferior em 41,4% das lesões de MC e em 7,6% da EAAN (Figura 5 – E). A expressão de involucrina ocorreu até mesmo na camada basal da epiderme em 19,5% MC e 7,6% EAAN. 

Tabela 10 - Padrão de expressão de involucrina nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente

	 
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	41/41
	100%
	
	
	

	CMI 
	41/41
	100%
	39/39
	100%
	Cam gran

	Cam espin 
	17/41
	41,4%
	3/39
	7,6%
	Cam espin

	Cam basal 
	8/41
	19,5%
	3/39
	7,6%
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.
4.2.4
Expressão de E-caderina no molusco contagioso e epiderme adjacente

Expressão intercelular epidérmica de E-caderina foi observada desde a camada basal até a espinhosa em 66,6% na EAAN. Nas lesões de MC, houve marcação de E-caderina nas camadas basal (72,5%), espinhosa inferior (80%) e na porção inferior da epiderme alterada com corpos de molusco em 62,5% dos casos (Figura 6 – A).

Tabela 11 - Padrão de expressão de E-caderina nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	 
	Molusco contagioso
	Epiderme adjacente
	

	 
	n
	%
	n
	%
	

	CMS 
	1/40
	2,5%
	
	
	

	CMI 
	25/40
	62,5%
	1/39
	2,5%
	Cam gran

	Cam espin 
	32/40
	80,0%
	26/39
	66,6%
	Cam espin

	Cam basal 
	29/40
	72,5%
	39/39
	100%
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada  corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.
4.2.5
Expressão de p63 no molusco contagioso e epiderme adjacente
Expressão nuclear de p63 foi verificada predominantemente nos queratinócitos da camada basal de 97,5% das lesões de MC e de 100% EAAN. Também houve expressão de p63 na camada espinhosa em 90% e 73,6% das lesões de MC e EAAN, respectivamente (Figura 6 – B). Em 10% das lesões de MC houve marcação de p63 também nos núcleos de queratinócitos da camada inferior da epiderme alterada com os corpos de molusco.
Tabela 12 - Padrão de expressão de p63 nas diferentes camadas epidérmicas das lesões de MC e epiderme adjacente
	 
	Molusco contagioso 
	
	Epiderme adjacente 

	 
	n 
	% 
	n 
	%
	

	CMS 
	0/40 
	-
	
	
	

	CMI 
	4/40 
	10% 
	0/38 
	- 
	Cam gran

	Cam espin 
	36/40 
	90% 
	28/38 
	73,6% 
	Cam espin

	Cam basal 
	39/40 
	97,5% 
	38/38 
	100% 
	Cam basal


CMS: epiderme alterada com corpos de molusco – porção superior; CMI: epiderme alterada com corpos de molusco – porção inferior; Cam gran: camada granulosa; Cam esp: camada espinhosa; Cam basal: camada basal.
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Figura 5 - Lesão de molusco contagioso (MC) e epiderme adjacente aparentemente normal (EAAN). A. Expressão habitual de K1 nas camadas suprabasal e espinhosa. B. Expressão de K10 nas camadas suprabasal e espinhosa tanto no MC como na EAAN. C. Expressão tardia de K14 na camada espinhosa e epiderme alterada com corpos de molusco. D. Expressão aberrante de K16 em todas as camadas da epiderme nas lesões de MC e EAAN. E. Expressão precoce de involucrina nas camadas basal e espinhosa tanto no MC como EAAN. F. Expressão de filagrina na epiderme alterada com corpos de molusco, ao longo de toda a epiderme e na transição da lesão de MC com a EAAN. (Imunoistoquímica – Técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase, A, C, D, E, F – aumento original 100×; B - aumento original 200×)
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Figura 6 - Lesão de molusco contagioso (MC) e epiderme adjacente aparentemente normal (EAAN). A. Expressão intercelular de E-caderina nas camadas basal e espinhosa da EAAN e na porção inferior da epiderme alterada com corpos de molusco. B. Expressão nuclear de p63 nas camadas basal e espinhosa tanto na lesão de MC como na EAAN. (Imunoistoquímica – Técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase, aumento original 100×)

5
DISCUSSÃO

O citoesqueleto do queratinócito é o microambiente de replicação e desenvolvimento do VMC. São escassos os dados encontrados na literatura que enfocam os elementos estruturais do processo de queratinização no molusco contagioso. Por esses motivos propusemo-nos a verificar, através de técnica de imunoistoquímica a expressão de citoqueratinas, elementos do envelope celular, molécula de adesão (E-caderina) e p63 nas lesões de molusco contagioso.

A nossa casuística compreendeu 41 doentes. Foram excluídos os doentes com doenças associadas causadoras de imunossupressão, como a infecção pelo vírus da imunodeficiência humana e doentes transplantados de órgãos. Justificamos essa seleção pelo fato de não introduzirmos outros agentes infecciosos que poderiam atuar sobre o microambiente epidérmico, assim como sobre a capacidade imune dos hospedeiros. Lesões de MC genitais também foram excluídas por serem consideradas de transmissão venérea e, desse modo, poder ocorrer concomitância de outras lesões virais epidermotrópicas, como a infecção pelo HPV, ainda que sem expressão clínica à época da colheita do material de estudo. 
A análise da expressão de citoqueratinas não revelou alteração significativa na expressão de K1 e K10 nas lesões de MC. Ambas citoqueratinas mantiveram sua expressão a partir da camada suprabasal tanto nas lesões de MC como na EAAN. Observamos, entretanto, ausência de expressão de K10 em 10% dos casos, mas manutenção de expressão de K1 nos mesmos. Apesar da expressão habitual de K1 e K10, as lesões de MC apresentaram marcação tardia de K14, ou seja, expressão desta citoqueratina basal também nas camadas suprabasais da epiderme. Essas observações sugerem que as alterações induzidas pelo VMC afetam predominantemente o compartimento suprabasal da epiderme. Esta falha na diferenciação dos queratinócitos infectados nos leva a concluir que há uma imaturidade dos mesmos.
O primeiro relato do perfil de citoqueratinas no MC foi realizado por Moll et al. em 1984 através da técnica de eletroforese em gel bidimensional de material microdissecado de lesões de MC. Os autores observaram K1 em quantidade igual ou maior que a somatória dos outros componentes, além de K5, K6, K11 e K14, e pequenas quantidades K16 e K17. A técnica por eles utilizada, embora em produto microdissecado das lesões, não permite a observação compartimentalizada, ou in situ, das diferentes citoqueratinas, como a que se obtém através da técnica imunoistoquímica utilizada neste estudo.  

Nas lesões de MC e mesmo na EAAN demonstramos expressão aberrante de K16, o que reflete um estado hiperproliferativo, assim como alteração no processo de queratinização da epiderme infectada pelo VMC. Outros processos hiperproliferativos da pele também apresentam expressão aberrante de K16, tais como: psoríase (Leigh et al., 1995), epiderme em regeneração (Kallioinen et al., 1995), doenças infecto-parasitárias associadas à hiperplasia epidérmica (Nogueria-Castañon et al., 2004), processos neoplásicos como o carcinoma espinocelular (Stoler et al., 1988) e ictiose adquirida associada à infecção pelo vírus HTLV-1 (Milagres et al., 2003). 
Um fato interessante de nossos resultados foi a manutenção da expressão de K1/K10 mesmo na presença anômala de K14 e K16 nas camadas suprabasais da epiderme, tanto nas lesões de MC como na EAAN. Observamos haver expressão concomitante de K1/K10, K14 e K16 nas camadas parabasal e espinhosa da epiderme tanto nos focos de lesão como na epiderme adjacente. Esse padrão de expressão de Ks é diferente do descrito nas doenças associadas à proliferação epidérmica e na epiderme em regeneração (modelo de bolhas produzidas por sucção), onde a expressão suprabasal de K14 e K16 ocorre em substituição à expressão de K1/K10 (Kallioinen et al., 1995). Nas verrugas planas isoladas ou associadas à Epidermodisplasia Verruciforme também foi descrita diminuição suprabasal da expressão de K1/K10. Estas citoqueratinas foram aparentemente substituídas pela K14, ocorrendo também expressão aberrante de K4 e K16 (Barcelos, 2008).

A substituição da expressão habitual de K1/K10 pela expressão de K16 pode ser reflexo de imaturidade epidérmica e ausência de diferenciação dos queratinócitos (Kaillioen et al., 1995; Leigh et al., 1995) que respondem a um suposto estímulo com um padrão alternativo de diferenciação. Esse padrão de expressão de Ks não é doença-específica. A expressão de K6/K16 pode ser um importante fator para a preparação de um citoesqueleto celular com maior capacidade de divisão durante processos hiperproliferativos (Stoler et al., 1988).  

A expressão concomitante de K14 e K16 nas camadas suprabasais da EAAN dos focos de lesão de MC assemelha-se ao observado nos modelos de regeneração cutânea (Kallioinen et al., 1995) e nos processos hiperplásicos da epiderme em outras doenças infecto-parasitárias (Nogueira-Castañon et al., 2004). Nesses processos também foi observada a expressão de K16 na epiderme com morfologia conservada, adjacente aos focos de lesão. Estas observações sugerem que o padrão de expressão de Ks da epiderme modifica-se mesmo antes das manifestações morfológicas ou clínicas (Kallioinen et al., 1995). A expressão epidérmica de K16 pela epiderme ainda não hiperplásica não seria uma conseqüência da hiperproliferação, mas indicaria que o estado hiperproliferativo já foi desencadeado ou já está mesmo estabelecido (Kallioinen et al., 1995; Leigh et al., 1995). 

Com base nos dados acima expostos, podemos sugerir que o VMC induz alterações no processo de queratinização mesmo antes de sua manifestação clínica inicial representada pela formação da pápula normocrômica. 

Demonstramos que a expressão de involucrina (componente do envelope celular) ocorre precocemente nas camadas mais inferiores da epiderme nos focos de MC, assim como na EAAN. Essa alteração, entretanto, foi mais acentuada nas lesões de MC. A expressão de involucrina na camada espinhosa (41,4%) e inclusive na camada basal (19,5%) é indicativa de diferenciação terminal precoce dos queratinócitos infectados. A expressão precoce de involucrina é descrita nos processos hiperproliferativos da pele como a psoríase, que mostra expressão desse elemento do envelope celular em todas as camadas epidérmicas com exceção da basal (Bernard et al., 1986). 

Observamos também expressão precoce de filagrina nas camadas inferiores da epiderme alterada dos focos de MC, assim como na EAAN. A expressão aberrante de filagrina foi mais pronunciada nas lesões de MC. A expressão precoce de filagrina é também observada na epiderme de bordas de feridas (Kurokawa et al., 2006).

Expressão precoce de filagrina ocorre nos comedões fechados do nevo comedônico (Kurokawa et al., 2007). Essa lesão origina-se no infundíbulo do folículo piloso. Entretanto, no nevo comedônico não se observa expressão de K16, o que o caracteriza como uma lesão de natureza nevóide e não um processo hiperproliferativo, como o molusco contagioso.
As nossas observações quanto à expressão de involucrina e filagrina são semelhantes àquelas descrita por Takahashi et al. (1999) e Lee et al. (1999) que estudaram casuística composta por lesões de MC de apenas seis pacientes. Esses autores também observaram expressão de involucrina e filagrina nas camadas granulosa e espinhosa da epiderme de MC. Em nosso estudo observamos expressão epidérmica ainda mais precoce desses dois elementos do envelope celular, com evidente imunomarcação de queratinócitos basais em 19,5% e 29,2% dos casos, respectivamente. 

Esse padrão de expressão precoce de filagrina e involucrina nas lesões de MC seria resultante de alteração no processo de diferenciação terminal dos queratinócitos provavelmente induzido pelo VMC. Nessa dermatovirose ocorre uma precocidade na expressão de marcadores de diferenciação terminal da epiderme associada à manutenção de expressão de K14 (citoqueratina de queratinócitos basais) pelos queratinócitos já mais diferenciados das camadas espinhosa e granulosa da epiderme. Essas alterações evidenciam uma precocidade no aparecimento de marcadores terminais de diferenciação dos queratinócitos, ao mesmo tempo em que ocorre a manutenção de elementos do citoesqueleto de células imaturas.

Na epiderme hiperplásica de lesões de MC ocorre interação da tricohialina preferencialmente com K6/K16, enquanto a filagrina interage preferencialmente com as Ks ortoqueratóticas - K1/K10 (Manabe et al., 1996). A presença de tricohialina e filagrina nos corpos de molusco faz com que estes sejam considerados agregados de proteínas e, como tal, podem desencadear apoptose celular contribuindo para a regressão espontânea das lesões de MC (Yoneda et al., 2006). 

O MC tem incidência alta nos doentes com dermatite atópica (Dohil et al., 2006). Não realizamos uma avaliação de nossa casuística direcionada para a concomitância dessas duas doenças dermatológicas. Na dermatite atópica, recentemente foram descritas mutações do gene que codifica a filagrina, com conseqüente diminuição de sua expressão na pele do doente atópico (McGrath e Uitto, 2007). Em todos os casos de MC por nós estudados pudemos observar expressão de filagrina na camada granulosa da epiderme, assim como sua expressão precoce nas camadas mais inferiores. Entretanto, não podemos afastar a possibilidade de estarmos detectando, através de técnica de imunoistoquímica, filagrina com função alterada. 
A diminuição da expressão de E-caderina nas camadas mais superiores da epiderme nos focos de MC seria esperada, pois com a diminuição da adesão intercelular há desprendimento das células infectadas com conseqüente liberação e disseminação viral. Na epiderme normal ocorre expressão desta molécula na superfície celular de todas as camadas da epiderme (Furukawa et al., 1997). No molusco contagioso, assim como na EAAN, a expressão de E-caderina manteve-se em todas as camadas da epiderme, com exceção da porção superior dos corpos de molusco e camada granulosa da epiderme adjacente, onde foi observada em apenas um dos casos estudados. Podemos sugerir que o VMC necessita da integridade da adesão intercelular, proporcionada pela E-caderina, para a garantia da sua replicação dentro do citoplasma do queratinócito, sendo que sua liberação ocorreria com o processo natural de descamação epidérmica.  

Na epiderme normal ocorre maior expressão de moléculas do envelope celular (involucrina e filagrina) quando a E-caderina é pouco expressa (Hines et al., 1999). 

No MC observamos expressão precoce de marcadores de diferenciação terminal nas camadas inferiores da epiderme mesmo na presença de E-caderina. 

A E-caderina através de suas interações adesivas interfere na expressão de alguns marcadores de diferenciação terminal dos queratinócitos, tais como: transglutaminase, involucrina, profilagrina e loricrina. A E-caderina mantém baixos os níveis de profilagrina nas camadas inferiores da epiderme. A inibição da E‑caderina interfere na comunicação intercelular e com a perda deste controle negativo há conseqüente aumento prematuro dos níveis de marcadores tardios de diferenciação terminal como a profilagrina. Essa influência da E-caderina não foi observada em relação à involucrina (Hines et al., 1999). Por outro lado, a presença de filagrina em queratinócitos de modelo in vitro interfere tanto na distribuição dos filamentos intermediários de queratina reduzindo sua taxa de proliferação, quanto nos processos de adesão celular, apesar de não alterar a expressão de E-caderina (Presland et al., 2001). 

Pelos resultados obtidos quanto à concomitância da expressão de molécula de adesão e de elementos do envelope celular no MC, podemos sugerir que a infecção viral interfere no processo de queratinização, na interação de elementos do citoesqueleto com moléculas de adesão e na diferenciação da epiderme. 
Nas lesões de MC ocorre também expressão tardia de p63 e K14. Esses marcadores de queratinócitos proliferantes, que habitualmente são expressos somente na camada basal da epiderme, mantiveram-se presentes nas camadas superiores da epiderme nos focos de lesão, assim como na EAAN. Este fato reflete um estado hiperproliferativo das lesões de MC, assim como interferência no processo de queratinização da epiderme infectada. 

A expressão de p63 nas camadas basal e suprabasal, associada à manutenção e expressão tardia de K14 e precoce de filagrina, são descritas nos processos de regeneração epidérmica, tais como úlceras de decúbito, diabéticas, venosas ou queimaduras.  Essas alterações refletem um estado hiperproliferativo associado à imaturidade dos queratinócitos (Kurokawa et al., 2006).  

O conjunto de nossas observações quanto ao perfil de expressão de citoqueratinas, dos componentes do envelope celular, da molécula de adesão E-caderina e do p63 sugerem que o VMC interfere no processo de queratinização. Essa alteração é caracterizada pela manutenção de marcadores de indiferenciação, fenótipo proliferativo e expressão precoce de constituintes do envelope celular, além de diminuição de expressão de E-caderina nas camadas superficiais dos focos de MC e camada granulosa da EAAN. Por outro lado, não houve alteração da expressão das citoqueratinas 1 e 10, que conservaram o seu padrão de expressão habitual nos focos de lesão. Essas alterações imunofenotípicas dos queratinócitos, provavelmente infectados, antecedem as alterações citoarquiteturais características do MC, uma vez que foram observadas mesmo na epiderme aparentemente normal adjacente aos focos de lesão.  

6
CONCLUSÕES

1. No molusco contagioso ocorre alteração do processo de queratinização da epiderme. Essa alteração caracteriza-se por:

· Manutenção da expressão de marcadores de queratinócitos imaturos e de proliferação celular (citoqueratina 14 e p63) nas camadas superficiais da epiderme que mantém expressão habitual das citoqueratinas 1 e 10.

· Expressão aberrante de citoqueratina 16, usualmente ausente na epiderme normal.  

· Expressão precoce dos marcadores de diferenciação terminal involucrina e filagrina.

· Ausência de expressão de E-caderina na porção superior da epiderme alterada com corpos de molusco e camada granulosa da epiderme adjacente. 

2. A alteração do processo de queratinização antecede as alterações citoarquiteturais que caracterizam o molusco contagioso, pois estas já são observadas na epiderme aparentemente normal adjacente às lesões. 

7
ANEXOS

Anexo 1         

Dados referentes à idade, sexo, raça e localização das lesões de molusco contagioso nos pacientes estudados.  

	Caso
	Idade
	Sexo
	Raça
	Localização

	1
	5
	M
	B
	E

	2
	4
	F
	B
	E

	3
	1
	F
	B
	E, T

	4
	3
	F
	B
	E

	5
	7
	F
	B
	E

	6
	6
	F
	B
	T

	7
	7
	M
	B
	T

	8
	48
	M
	B
	T

	9
	39
	F
	B
	E

	10
	3
	F
	B
	F, E, T

	11
	7
	M
	B
	T

	12
	3
	F
	B
	T

	13
	28
	F
	A
	F

	14
	6
	F
	B
	T

	15
	4
	F
	B
	T

	16
	2
	M
	B
	T

	17
	4
	M
	B
	T

	18
	6
	F
	B
	T

	19
	6
	F
	B
	T

	20
	4
	M
	B
	T

	21
	4
	M
	B
	T

	22
	5
	M
	B
	T

	23
	15
	F
	B
	F

	24
	9
	M
	B
	T

	25
	36
	F
	B
	E

	26
	2
	F
	B
	T

	27
	8
	M
	B
	T

	28
	4
	F
	B
	T

	29
	26
	F
	B
	T

	30
	2
	M
	P
	E, T

	31
	8
	M
	B
	E

	32
	7
	F
	B
	E

	33
	2
	M
	B
	T

	34
	9
	M
	B
	E

	35
	5
	M
	B
	E

	36
	6
	M
	B
	T

	37
	9
	M
	B
	E

	38
	3
	F
	B
	T

	39
	8
	M
	B
	E

	40
	6
	M
	B
	E, T

	41
	3
	F
	B
	T


M: masculino; F: feminino; B: branco; A: amarelo; P: pardo; F: face; E: extremidades; T: tronco.
Anexo 2         
Expressão de citoqueratinas 1, 10, 14, 16, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 no molusco contagioso e epiderme adjacente aparentemente normal.   

	 
	 
	Epiderme adjacente 
aparentemente normal
	 
	Lesões de molusco 
contagioso

	 
	 
	Camadas da epiderme
	 
	Camadas da epiderme

	 
	 
	Basal
	Espinhosa
	Granulosa
	 
	Basal 
	Espinhosa
	Epiderme alterada com corpos de molusco

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Porção
	Porção

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	superior
	inferior

	K 1
	0/40
	39/40
	39/40
	 
	0/41
	29/41
	41/41
	36/41

	 
	 
	 
	97.5%
	97.5%
	 
	 
	68.2%
	100%
	87.8%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	K 10
	0/40
	36/40
	40/40
	 
	0/41
	13/41
	34/41
	13/41

	 
	 
	 
	90%
	100%
	 
	 
	31.7%
	82.9%
	31.7%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	K 14
	40/40
	16/40
	8/40
	 
	41/41
	41/41
	41/41
	5/41

	 
	 
	100%
	40%
	20%
	 
	100%
	100%
	100%
	12.1%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	K 16
	4/40
	25/40
	34/40
	 
	5/41
	25/41
	37/41
	25/41

	 
	 
	10%
	62.5%
	85%
	 
	12.1%
	60.9%
	90.2%
	60.9%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Filagrina
	 
	1/40
	2/40
	40/40
	 
	12/41
	14/41
	25/41
	41/41

	 
	 
	2.5%
	5%
	100%
	 
	29.2%
	34.1%
	60.9%
	100%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Involucrina
	3/39
	3/39
	39/39
	 
	8/41
	17/41
	41/41
	41/41

	 
	 
	7.6%
	7.6%
	100%
	 
	19.5%
	41.4%
	100%
	100%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	E-caderina
	39/39
	26/39
	1/39
	 
	29/40
	32/40
	25/40
	1/40

	 
	 
	100%
	66.6%
	2.5%
	 
	72.5%
	80%
	62.5%
	2.5%

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	p63
	 
	38/38
	28/38
	0/38
	 
	39/40
	36/40
	4/40
	0/40

	 
	 
	100%
	73.6%
	 
	 
	97.5%
	90%
	10%
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


K: citoqueratina.
Anexo 3

Distribuição das citoqueratinas 1, 10, 14 e 16, filagrina, involucrina, E-caderina e p63 nas camadas epidérmicas nas lesões de molusco contagioso e epiderme adjacente aparentemente normal nos casos estudados.

	 
	K 1
	K 10
	K 14
	K 16
	Filagrina
	Involucrina
	E-caderina
	p 63

	Caso
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC

	1
	esp↑
	esp ↑
	esp↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b↑
	b esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms ombro
	esp alta↑
	esp cmi cms
	ENR
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	2
	esp↑
	esp cmi
	esp gran
	AM
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms ombro
	esp↑
	b esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	3
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	esp↑
	cms ombro
	b esp↑
	b esp cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp cmi

	4
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	b↑
	b esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms ombro
	esp↑
	b esp cmi cms
	b esp
	MC NR
	b esp
	b esp

	5
	esp↑
	cmi cms
	ENR
	cmi
	ENR
	b esp cmi
	esp↑
	b esp cmi cms
	gran↑
	cmi cms ombro
	ENR
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	ENR
	b esp

	6
	esp↑
	esp↑
	esp gran
	cmi
	b esp gran
	b esp cmi
	b↑
	b esp cmi cms
	gran↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp

	7
	esp↑
	esp cmi
	esp↑
	esp
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	b esp cmi cms
	gran↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp cmi

	8
	esp↑
	 esp ↑
	esp↑
	cmi cms
	b esp gran
	b esp cmi
	esp↑
	cmi
	gran↑
	cmi cms ombro
	esp↑
	b esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	9
	esp↑
	esp↑
	esp gran
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms ombro
	esp ↑
	cmi cms
	b esp gran
	esp cmi cms
	b esp
	b esp

	10
	ENR
	esp ↑
	esp↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	ENR
	esp cmi cms
	ENR
	cms
	ENR
	esp cmi cms
	ENR
	b esp cmi
	ENR
	b esp

	11
	esp↑
	esp cmi
	esp↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	esp ↑
	esp cmi
	gran↑
	cms ombro
	b esp↑
	b esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	12
	esp↑
	esp cmi
	esp↑
	cmi
	b esp


	b esp cmi
	esp gran
	esp cmi
	esp↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	13
	esp↑
	esp cmi
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi cms
	b↑
	b esp cmi 
	gran↑
	cms ombro
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	14
	esp↑
	esp↑
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	esp
	esp cmi
	gran↑
	cms
	esp ↑
	b esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	15
	esp↑
	esp↑
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp 
	b esp cmi
	esp↑ 
	esp cmi
	gran↑
	cmi cms ombro
	esp ↑
	b esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	16
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	AM
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms
	b esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp


Continua...
Continuação Anexo 3
	 
	K 1
	K 10
	K 14
	K 16
	Filagrina
	Involucrina
	E-caderina
	p 63

	Caso
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC

	17
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	AM
	cms
	gran↑
	cms ombro
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b sb
	b esp

	18
	esp↑
	esp↑
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	esp↑ 
	AM
	gran↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	B
	b

	19
	esp↑
	cmi cms
	esp↑
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b pb
	AM

	20
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	cmi
	Mat 

insuf
	Mat insuf

	21
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	AM
	b esp
	b esp cmi
	AM
	cmi cms
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp

	22
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	esp ↑
	esp cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp

	23
	esp ↑
	esp ↑
	esp↑
	cmi
	b esp
	b esp cmi cms
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b sb
	b esp cmi

	24
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	25
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	cmi
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp cmi

	26
	esp↑
	esp↑
	esp gran
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi
	gran↑
	cms ombro
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp

	27
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	gran↑
	cms
	esp ↑
	b esp cmi cms
	b esp
	esp cmi
	b esp
	b esp

	28
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	AM
	b esp
	b esp cmi
	AM
	esp cmi
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp 
	b esp

	29
	esp↑
	esp ↑
	esp gran
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	esp cmi
	gran↑
	cmi cms ombro
	esp ↑
	esp cmi cms
	b pb
	esp cmi
	b sb
	b esp

	30
	esp↑
	cmi cms
	esp gran
	cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp gran
	esp cmi cms
	gran↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b pb
	esp cmi
	b esp
	b esp

	31
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	AM
	cmi
	esp ↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp

	32
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	AM
	esp cmi
	b↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	esp cmi
	b esp
	b esp

	33
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	cms
	b esp
	b esp cmi
	AM
	cmi
	esp↑
	esp cmi cms
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	cmi
	b esp
	b esp

	34
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	cmi
	b esp gran
	b esp cmi
	esp↑
	cms
	gran ↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp


Continua...
Conclusão Anexo 3
	 
	K 1
	K 10
	K 14
	K 16
	Filagrina
	Involucrina
	E-caderina
	p 63

	Caso
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC
	EAAN
	MC

	35
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp gran
	b esp cmi cms
	esp↑
	cmi cms
	gran ↑
	b esp cmi cms ombro
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp cmi

	36
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp

 cmi
	esp↑
	cms 
	gran ↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	AM
	b esp
	b esp

	37
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	cmi
	b esp gran
	b esp cmi
	esp↑
	cmi cms
	gran ↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp

	38
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp
	b esp cmi
	esp↑
	cmi cms
	gran ↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	esp cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp

	39
	esp↑
	esp↑
	esp↑
	esp cmi
	b esp gran
	b esp cmi cms
	esp gran
	cmi
	esp ↑
	b esp cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp

	40
	esp↑
	esp   cmi
	esp↑
	cmi cms
	b esp gran
	b esp cmi
	esp↑
	cmi cms
	gran↑
	cmi cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp cmi
	b esp
	b esp

	41
	esp↑
	cmi cms
	esp↑
	cmi cms
	b esp gran
	b esp cmi cms
	esp↑
	esp cmi
	gran↑
	cms
	esp ↑
	cmi cms
	b esp
	b esp
	b esp
	b esp


b: camada basal; b esp: camadas basal e espinhosa; sb: suprabasal; cmi: epiderme alterada com corpos de molusco - porção inferior; cms: epiderme alterada com corpos de molusco - porção superior; gran: camada granulosa; ombro: segmento de epiderme que une a invaginação da lesão de molusco contagioso com a epiderme adjacente; AM: ausência de marcação; Mat insuf: material insuficiente; ENR: epiderme adjacente não representada; ↑: expressão na camada citada e nas acima.
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