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1. INTRODUCAO

1.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
Historicamente, a microscopia eletrénica de varredura teve seu
inicio com o trabalho de M. Knoll (1935), descrevendo a concepcédo do
microscopio eletronico de varredura®. Em 1938 von Ardenne construiu
O primeiro microscopio eletrénico de transmissdo e varredura
adaptando bobinas de varredura ao microscopio eletrbnico de
transmissdo2. O primeiro microscopio eletronico de varredura para
observacdo de amostras espessas foi construido em 1942, no entanto,
ainda com resolucao inferior ao microscopio opticod. Melhoramentos
foram feitos para reduzir o didametro do feixe de elétrons e melhorar a

parte eletronica. Com estas modificacbes se conseguiu obter uma

imagem com resolucao de 50 nm (500 AO). A substituicdo das lentes
eletrostaticas por lentes eletromagnéticas permitiu melhorar ainda
mais a resolucéo passando para 25 nm 3.

Modificacdes foram sendo introduzidas através de melhoras nos
detectores, como por exemplo, a introducéo do cintilador que converte
os elétrons em sinal de luz, e a sua captacdo por uma
fotomultiplicadora®. Em 1965 foi entdo construido o primeiro
microscopio eletrébnico de varredura comercial pela Cambridge
Scientific Instrument. Desde entdo, muitos avancos tém sido feitos,
principalmente em relagcdo as fontes de elétrons, parte eletrbnica e
computacional. A substituicdo do sistema analégico pelo digital
permite que as imagens sejam armazenadas e processadas
facilmente. O advento dos microcomputadores e o desenvolvimento de

programas especificos para operacdo e analise dos resultados facilitou



ainda mais a utilizagdo do microscopio eletronico de varredura. O
mesmo se tornou um instrumento imprescindivel nas mais diversas
areas: eletrbnica, geologia, ciéncia e engenharia dos materiais,
ciéncias da vida e da saude®.

O instrumento tem sido de grande utilidade na descricdo de
doencas do cabelo®®, micoses'®!, doencas bolhosas'® e doencas do
colageno™'*. Nossa proposta é a de utilizar a MEV na caracterizacéo
de colagenopatias degenerativas (dois casos de liguen escleroso
atrofico e dois de granuloma anular), para as quais néo se tem usado

tal técnica.

1.2. LIQUEN ESCLEROSO ATROFICO (LEA)

Introducédo - O liquen escleroso € uma doenca dermatologica
cronica mediada por linfécitos que pode afetar qualquer superficie
cutdnea, tendo predilecdo pela area anogenital™>*®. E geralmente
aceito como uma desordem autoimune, mas 0 exato antigeno alvo e a
patogénese da doenca permanecem controversos'’***. A doenca foi
clinicamente descrita pela primeira vez por Hallopeau em 1887, com o
nome de liquen plano atréfico®. Em 1892, Darier descreveu o0s
achados histologicos da doenca e a chamou de liqguen plano
escleroso?’. Como nem todos os casos sdo histologicamente atréficos,
em 1976, Friedrich propbs a remocao do termo “atréfico” da expressao
“liquen escleroso atréfico”, resultando em “liquen escleroso” *>%%.

Aspectos Clinicos - O liquen escleroso € caracterizado
clinicamente por lesbes bem demarcadas, esbranquicadas, levemente

elevadas ou planas, frequentemente comecando como pequenas



papulas planas cobertas que podem coalescer para formar placas

16,24-29

branco-marfim LesOes genitais estdo usualmente associadas

com dor e prurido mas, quando extragenitais, sdo frequentemente

16,24,28,30

assintomaticas . Em mulheres, as lesdes podem levar a fuséo

dos pequenos labios, estreitamento do intréito vaginal, resultando em

I8 Em

dispareunia, disfuncdo sexual, e sangramento anogenita
homens e meninos, as lesdes ocorrem geralmente na glande e/ou
prepucio, podendo causar fimose e erecdo dolorosa. Estenose meatal
pode levar a problemas de passagem da urina e obstrucao
urinaria'>*®. A prevaléncia é estimada de 1:30 a 1:1000 adultos*®32,
Aspectos histolégicos - A patologia do liguen escleroso pode
ser dificil de interpretar e um diagnostico final deve sempre ser feito no
contexto de uma verdadeira correlacao clinicopatologica. Nado ha uma
correlacdo global entre a aparéncia histologica e a duracdo da
presenca da doenca®®*®. Os achados histopatolégicos caracteristicos
incluem hiperceratose do epitélio, degeneragcao hidropica das células
basais, retificacdo da epiderme, esclerose do colageno subepitelial,
infiltrado linfocitico dérmico, epiderme atréfica e homogeneizacdo do
colageno no terco superior da derme®16202427-293436  Ag  fibras
elasticas subepiteliais decrescem e se separam da superficie epitelial
na area edematosa hialinizada'®**?®*’. Estas mudancas no epitélio,
especialmente a hiperceratose, e na textura do colageno, promovem o
aspecto esbranquicado e brilhante visto clinicamente no liquen
escleroso™. Nos estagios iniciais do liquen escleroso, tanto a
aparéncia clinica quanto o quadro histolégico podem ser dificeis de
interpretar®®. O diagndstico do liquen escleroso é usualmente clinico,

sendo a biopsia uma ferramenta de ajuda que ndo deve ser



interpretada isoladamente. Uma bidpsia inespecifica ndo afasta a
hipotese de liquen escleroso, embora os achados histologicos
classicos confirmem o diagnéstico®.

Aspectos ultraestruturais- ha relatos somente de microscopia
eletrbnica de transmissao. Mihara encontrou substancia amorfa, de
forma irregular, contendo microfilamentos e quantidades variaveis de
fibras colagenas em abundante matriz. Estas eram esparsas e com
arranjo desorganizado, sugerindo formacao ativa de colageno. Em tais
areas, as fibras elasticas eram escassas, mas de aspecto normal®®.

Na derme superficial, em area homogeneizada, foram vistas
alteracbes tais como desintegracdo e homogeneizacdo das fibras
colagenas com fibras elasticas esparsas ou ausentes. Na derme
profunda, fibras elasticas fragmentadas foram vistas®.

Ha degeneracdo e regeneracdo do colageno e quantidades
aumentadas de elastina. A lamina basal mostra descontinuidade,
longas lacunas e replicacdo. A epiderme tem namero aumentado de
células de Langerhans e diminuido de melandcitos*. Foi relatado,
ainda, o achado de lamina basal em grinalda pela microscopia
eletrénica de transmiss&o®. Um importante diagnéstico diferencial é a

43-45

esclerodermia em placa™™, motivo pelo qual faremos a comparacéo

dos casos de liqguen escleroso com um de esclerodermia em placa.

1.3. GRANULOMA ANULAR (GA)

Introducéo - desde sua primeira descricdo por Fox em 1895* o
granuloma anular tem sido bem descrito na literatura dermatoldgica.
Trata-se de uma lesdo relativamente comum e benigna, de causa

desconhecida, consistindo em uma dermatose granulomatosa,



encontrada em adultos e criancas®”>*. Clinicamente, aparece como
papulas intradérmicas, as quais podem ser discretas ou arranjadas em
uma configuracdo anular®’*%*?. A doenca n&do mostra predilecdo por
raca ou etnia e ocorre em todos o0s grupos etarios. Contudo, 66% dos
pacientes tem menos de 30 anos de idade e as mulheres sdo afetadas
aproximadamente duas vezes mais que os homens®°.

Aspectos clinicos - A forma mais comum da doenca é a
localizada, sendo descritas ainda as formas generalizada, perfurante e

subcutanea*’ %%, A

forma localizada de granuloma anular
corresponde a 75% dos casos*”**. Ela comega com um pequeno anel
de pequenas papulas firmes, vermelhas ou cor de carne. Com a
progressdo da condicdo, ha alguma involucdo central e o anel de
papulas aumenta de 0,5 para 5,0cm de diametro. As lesdes podem ser
isoladas ou coalescer em placas, sendo encontradas nas faces lateral
e dorsal das maos e pés. Mais de 50% destes pacientes terdo
resolucdo espontanea dentro de dois anos>>®. A forma disseminada
ou generalizada é similar a variante localizada, mas é mais difundida,
tendo dez ou mais lesbes. As papulas podem se fusionar para formar
lesdes anelares nas extremidades, no tronco e pesco¢co. Em contraste
com a forma localizada, estas lesdes podem persistir por trés a quatro
anos ou mais®.

O granuloma anular subcutaneo € diagnosticado principalmente
em criangas de dois a cinco anos de idade. As lesGes sédo nodulos
subcutaneos assintomaticos, de crescimento rapido, em extremidades,
maos, escalpo, naddegas e areas pré-tibial e periorbital. As lesdes
podem ser solitarias ou agrupadas. O diagndstico € feito por biopsia

excisional. Estas lesbes podem resolver espontaneamente ou podem



recorrer apds a excisdo. Nao ha relatos de progressdo para doenca
sistémica®>’®®. O granuloma anular perfurante é raro e ocorre mais
frequentemente em criancas e adultos jovens, sendo também mais
comum em mulheres. Ele pode ter formas localizada e generalizada. A
forma localizada € encontrada nos membros superiores e na pelve,
engquanto a variante generalizada, que € mais comum, se apresenta
em area abdominal, tronco, membros superiores e inferiores. As
lesBes sdo papulas de 1 a 4mm com uma crosta ou escama central
com ou sem centro umbilicado. A bidpsia mostra granulomas em
palicada com eliminacdo transepitelial de fibras colagenas

degeneradas®®*,

Esta eliminacdo transepitelial leva a designacao
perfurante. Vinte e cinco por cento dos pacientes reportam prurido e
vinte e cinco por cento referem dor, principalmente em lesdes
localizadas nas palmas®>®,

Aspectos histologicos- a histopatologia do granuloma anular é
caracterizada por degeneracao focal do colageno, inflamacéao reativa e
fibrose*”®. A epiderme é normal, exceto na variante perfurante. O
padrdo de colageno degenerado € um espectro variando de grandes
focos de degeneracdo completa circundados por histiocitos em
palicada com mucina central a pequenos focos de degeneracdo
incompleta do colageno. Um infiltrado de linfécitos, histiocitos e
fibroblastos é encontrado entre o colageno normal e o parcialmente
degenerado, frequentemente em um arranjo de linhas simples. A
aparéncia histologica lembra nédulos reumatoides, de onde vem o
sindnimo nédulo pseudo-reumatoide®’.

Aspectos ultraestruturais - ultraestruturalmente sé ha

publicagcbes com microscopia eletrénica de transmisséo, tendo sido
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relatada degeneracao de fibras elasticas, com fagocitose das mesmas
por macréfagos e células gigantes®®. As fibras elasticas e colagenas
ao redor dos granulomas se mostram dentro dos limites da
normalidade®.

As normalmente bem definidas bandas coldgenas se mostram
desintegradas, com o arranjo paralelo das fibrilas perdido. As fibrilas
mostram-se inchadas, com estrias cruzadas e se degradando a um

material granular e amorfo®>.
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2. OBJETIVOS:

2.1. OBJETIVO GERAL
- Descrever 0s aspectos ultraestruturais com microscopia eletronica

de varredura de dois casos de LEA e dois de GA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Descrever as lesfes cutaneas dos casos;
- Descrever a microscopia Optica das lesdes;
- Descrever achados tridimensionais das lesbes na microscopia
eletrbnica de varredura;

- Comparar os achados com caso de esclerodermia em placa.

12



3. HIPOTESES

Microscopia eletrénica de varredura.

- As fibras colagenas estardo degeneradas nos casos de LEA,
especialmente em regiao superficial da derme, o que poderia ser bem
correlacionado com os achados da microscopia 6ptica;

- As fibras colagenas mostrardo degeneracédo focal nos casos de
GA, particularmente nas regides afetadas pelo infiltrado inflamatorio
caracteristico desta patologia, de forma semelhante ao ja observado e
descrito na microcopia optica;

- No caso de esclerodermia em placa, nao esperamos encontrar
degeneracédo de fibras colagenas, apesar de eventuais semelhancas

macroscopicas.

13



4. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, 0 qual relatard os casos
clinicos de duas pacientes com LEA e duas com GA, 0s quais seréo
comparados com 0 caso de uma paciente com esclerodermia em
placa. Apos a descricdo dos achados clinicos serdo demonstrados os
achados dos exames microscopicos através de material obtido por
punch.

Para a microscopia Optica, sera realizado processamento de
rotina em laboratério de anatomia patologica, com coloragcdo por
hematoxilina-eosina.

Para os exames de microscopia eletronica de varredura, os
fragmentos de pele serdo processados de rotina para essa técnica,
com 0 apoio técnico e estrutural dos laboratérios de microscopia
eletronica - EMBRAPA-CPA-CT e Faculdade de Odontologia — UFPEL

Os resultados obtidos serdo confrontados com a literatura
disponivel (PUBMED e LILACS) e posteriormente divulgados na forma

de artigo.
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5. ASPECTOS ETICOS

A pele a ser submetida as microscopias optica e eletrénica foi
obtida com o consentimento dos pacientes através de excisao por

punch de areas lesionais, para realizacdo dos diagnosticos.
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7. ORCAMENTO

N&do havera custo para a realizacdo das microscopias Optica e
eletrénica de varredura. Os custos serdo absorvidos pelos setores
envolvidos (Laboratérios de microscopia eletrénica - EMBRAPA-CPA-
CT e Faculdade de Odontologia — UFPEL).
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9. RESULTADOS
9.1. Relato do caso 1 de Liquen Escleroso

Uma paciente feminina de 63 anos apresentou, ha trés anos,
placas endurecidas em membros superiores com posterior
acometimento de tronco e membros inferiores. Nega sintomas

sistémicos e tem histdria pregressa de hipertensao arterial sistémica.

9.1.1. Aspectos clinicos

Figura 1 - Lesdes lenticulares, esbranquicadas, queratoticas e
brilhantes localizadas no tornozelo direito.
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9.1.2. Microscopia Optica
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Figura 2- A microscopia 6ptica mostrou degeneracdo e hialinizacao
das fibras colagenas na derme alta, caracteristicas da patologia
(http://www.webpathology.com/image.asp?n=2&Case=538).
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9.1.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Figura 3 - Fibras colagenas com aspecto morfolégico preservado
(MEV - 3.000x).
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Figura 4 - Zona de transicdo entre fibras colagenas preservadas e
area com extensa degeneracédo/hialinizagdo do colageno e presenca
de linfocitos (MEV — 6.000x).
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Figura 5 - Area exibindo fibras colagenas preservadas e focos de
degeneracdo predominantemente em quadrante superior esquerdo
(MEV - 6.000x).
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Figura 6 - Fibras colagenas com aspecto morfolégico preservado na
parte inferior do espécime (MEV — 15.000x).

30



S8 pcov j mag =2 } 2um
15.0kv %5000 g

Figura 7 - Extensa area mostrando colageno degenerado, com
linfocitos,algumas fibras isoladas e zona preservada no canto superior
esquerdo (MEV — 5.000x).

31



Accy Mag
15.0kY % 18000

Figura 8 - Detalhe da imagem anterior mostrando transicao de fibras
preservadas (a esquerda) e degeneradas/hialinizadas, com linfocitos e
padrdao em colar de pérolas (MEV — 18.000x).
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Figura 9 - Extensa éarea demonstrando hialinizacdo de fibras
colagenas (MEV — 5.000x).
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Figura 10 - Detalhe de area mostrando fibras colagenas hialinizadas,
com aspecto em colar de pérolas (MEV — 15.000x).
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Figura 11 - Detalhe de area exibindo fibras colagenas hialinizadas,
com padrdo em colar de pérolas (MEV — 18.000x).
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Figura 12 - Extensa area demonstrando fibras colagenas
degeneradas/hialinizadas, mantendo o padrdo em colar de pérolas
(MEV — 10.000x).
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Figura 13 - Detalhe de regido exibindo fibras colagenas
degeneradas/hialinizadas, com padrdo em colar de pérolas (MEV —
20.000x).
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Figura 14 — Extensa area demonstrando fibras colagenas
compactadas (MEV — 10.000x).
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Figura 15 - Detalhe de é&rea mostrando compactacdo das fibras
colagenas ainda com o aspecto em colar de pérolas (MEV — 20.000x).
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Figura 16 - Maior aumento de éarea mostrando fibras colagenas
compactadas (MEV — 15.000x).
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Figura 17 - Regidao mostrando ampla compactacdo de fibras
colagenas, que se mostram aderidas (MEV- 12.000x).
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Figura 18 - Zona exibindo extensa degeneracao de fibras colagenas
(MEV - 10.000x).
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Figura 19 - Regido com degeneracdo do colageno, exibindo algumas
fibras isoladas (MEV — 8.000x).
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Figura 20 - Detalhe de area mais proxima da epiderme com extensa
degeneracao e compactacao do colageno (MEV- 10.000x).
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Figura 21 - Maior aumento da imagem anterior, com importante
degeneracao do colageno (MEV — 12.000x).

45



Figura 22 - Viséo geral de extensa area com degeneracdo macica do
colageno (MEV- 6.000x).
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Figura 23 - Regido mostrando importante compactacdo da derme
superficial (MEV — 8.000x).
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Figura 24 - Outra regiao mostrando extensa compactacao da derme
superficial com perda da individualidade das fibras colagenas (MEV —
8.000x).
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9.2. Relato do caso 2 de Liquen Escleroso

Uma paciente feminina de 58 anos notou aparecimento de placa
assintomatica no flanco esquerdo ha 2 meses.

Ao exame, apresentava uma placa brilhante, com 8 cm de

didametro e presenca de “plugs" corneos no seu interior.

9.2.1. Aspectos Clinicos

Figura 25 - Placa cutanea cinzento-esbranquicada e brilhante com
presenca de pseudo-comeddes (“plugs” corneos) e margens
eritematosas.
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9.2.2. Microscopia Optica

Figura 26 - a - Discreta hiperceratose do epitélio, degeneracao
hidropica das células basais, esclerose do colageno subepitelial e
presenca de infiltrado linfocitico dérmico (HE — 100x). b - Detalhe da
homogeneizacdo do colageno na derme papilar e reticular alta (HE —
400x).
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9.2.3. Microscopia eletrénica de varredura
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Figura 27 - Visdo geral da derme, com feixes de colageno com perda
da sua arquitetura (MEV — 600x).
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Figura 28 — Detalhe dos feixes de colageno alterados e algumas
células inflamatorias (MEV — 3.000x).
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Figura 29 - Detalhe exibindo feixe com fibras francamente
degeneradas/fusionadas (MEV — 10.000x).
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Figura 30 - Extensa area dérmica com feixes de colageno degenerado
e algumas células inflamatoérias (MEV — 1.800x).
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Figura 31 - Maior aumento da imagem anterior com destaque para
células inflamatorias em meio a colageno degenerado (MEV — 5.000x).
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Figura 32 - Detalhe da imagem anterior destacando fibras colagenas
intensamente degeneradas/fusionadas (MEV — 15.000x).
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Figura 33 - Grande zona mostrando feixes de colageno degenerado
(MEV - 4.500x).
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Figura 34 - Visdo geral de grande area dérmica, com feixes de
colageno degenerado (MEV — 2.400x).
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Figura 35 - Maior aumento da imagem anterior, destacando fibras
colagenas fusionadas e algumas isoladas entrecruzadas (MEV -
10.000x).
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Figura 36 - Detalhe da imagem anterior, mostrando fibras colagenas
em processo de fusdo (MEV — 18.000x).
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Figura 37 - Extensa é&rea mostrando fibras colagenas
degeneradas/espessadas com area menos afetada no quadrante
superior direito (MEV — 4.500x).
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Figura 38 - Detalhe da imagem anterior, mostrando fibras colagenas
menos afetadas (MEV — 12.000x).
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Figura 39 - Maior aumento da figura 37, exibindo fibras colagenas
degeneradas/fusionadas (MEV — 20.000x).
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Figura 40 - Area exibindo marcada degeneracdo/fusdo de fibras
colagenas (MEV — 10.000x).
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Figura 41 - Maior aumento evidenciando em detalhe a fus&o das fibras
colagenas (MEV — 15.000x).
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Figura 42 - Zona com intensa fusdo de fibras colagenas (MEV -
15.000x).
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Figura 43 - Area mostrando fibras colagenas em processo de
fusédo/degeneracdo (MEV — 15.000x).
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Figura 44 - Zona evidenciando degeneracdo de fibras colagenas e
esboco de aspecto em colar de pérolas (MEV — 15.000x).
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Figura 45 - Area mostrando degeneracdo/fusdo de fibras colagenas
(MEV - 15.000x).

69



Figura 46 - Zona mostrando fibras colagenas espessadas e em
processo de fusdo (MEV — 15.000x).
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Figura 47 - Detalhe de area mostrando intensa degeneracéo de fibras
colagenas com aspecto “rochoso” (MEV — 18.000x).
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Figura 48 - Maior aumento mostrando fibras colagenas espessadas e
outras se fusionando (MEV — 20.000x).
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9.3. Relato do caso 1 de Granuloma Anular

Uma paciente feminina de 24 anos iniciou com placa

assintoméatica de bordos bem definidos no dorso do pé direito.

9.3.1. Aspectos Clinicos

Figura 49 - Les&o anular avermelhada com involugéo central e borda
perolada em dorso do pé direito.
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9.3.2. Microscopia 6ptica

Figura 50 — Epiderme com hiperortoceratose e derme exibindo
degeneracdo basofilica do colageno com infiltrado inflamatério linfo-
histiocitario e eshoc¢os de granulomas (HE — 100x).
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Figura 51 - Derme exibindo colageno focalmente degenerado
basofilico e inflamacédo cronica linfo-histiocitaria com presenca de
gigantdcitos, granuloma e, de permeio, preservacao das fibras (HE
400Kx).
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Figura 52 - Detalhe da degeneracéo focal da derme exibindo colageno
degenerado (basofilico) associado a infiltrado inflamatoério crénico
linfo-histiocitario (HE 400x).
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Figura 53 - Derme com esboc¢o de granuloma e discreta degeneragao
basofilica (HE 400x).
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9.3.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Figura 54 - Visédo geral da degeneracdo do colageno, com presenca
de linfocitos e macrofagos (MEV — 1.500x).
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Figura 55 - Detalhe da foto anterior mostrando macréfagos formando
palicada e linfécitos em meio a colageno degenerado (MEV — 5.000x).
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Figura 56 - Maior aumento do campo anterior mostrando macréfagos e
linfocitos em meio a colageno degenerado (MEV — 10.000x).
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Figura 57 - Area exibindo colageno degenerado & esquerda, com
células inflamatorias e zona menos afetada a direita (MEV 8.000x).
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Figura 58 - Area mostrando fibras colagenas preservadas (MEV-
10.000x).
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Figura 59 - Coldgeno menos afetado a esquerda e zona degenerada a
direita (MEV — 10.000x).
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Figura 60 - Intensa degeneracao focal do colageno, com presenca de
células inflamatorias (MEV — 10.000x).

84



Figura 61 - Visdo geral da degeneracdo focal do colageno, com
presenca de células inflamatorias e areas com fibras preservadas
(MEV - 2.400x).
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Figura 62 - Zona mostrando transicdo de colageno degenerado (a
esquerda) com fibras preservadas (a direita) (MEV — 10.000x).
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Figura 63 - Area demonstrando degeneracéo focal do colageno, com
presenca de células inflamatorias e fibras colagenas isoladas (MEV —
10.000x).
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Figura 64 - Zona comparando o tamanho das heméacias e linfécito
(MEV - 2.000x).
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Figura 65 - Zona mostrando degeneracdo do colageno com presenca
de células inflamatorias e fibras preservadas com algumas hemacias
(MEV - 2.700x).
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Figura 66 - Detalhe da figura anterior com degeneracdo focal do
colageno (canto superior esquerdo) e células inflamatérias (MEV —
3.500x).
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Figura 67 - Detalhe da figura anterior demonstrando célula com
provaveis vesiculas de secrecédo (MEV — 7.000x).
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Figura 68 - Degeneracado focal importante do coldgeno com algumas
fibras isoladas e células inflamatérias (MEV — 5.000x).
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Figura 69 - Maior aumento exibindo degeneracdo do coladgeno com
algumas fibras isoladas interpostas (MEV — 20.000x).
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Figura 70 - Imagem demonstrando fibras colagenas em geral
preservadas, com células inflamatérias e destaque para macréfago
central (MEV — 7.000x).
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Figura 71 - Area mostrando alternancia de fibras colagenas
preservadas com zona degenerada central (MEV — 10.000x).
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9.4. Relato do caso de Granuloma Anular 2
Uma paciente feminina de 48 anos refere que ha seis meses
apresenta placa assintomatica no dorso da mao direita, a qual tem os

bordos eritematosos e bem demarcados.

9.4.1. Aspectos Clinicos

Figura 72 — Lesao anular eritematosa em dorso da mao direita.
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9.4.2. Microscopia 6ptica

Figura 73 - Infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario dérmico (HE -
100x).
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Figura 74 - Infiltrado inflamatério dérmico associado a
homogeneizacao de fibras colagenas (HE — 100x).
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Figura 75 - Maior aumento mostrando infiltrado inflamatério linfo-
histiocitario em zona com fibras colagenas degeneradas (HE — 400x).
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9.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura
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Figura 76 - Visao panoramica do fragmento analisado (MEV — 60x).
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Figura 77 - Visdo geral de area exibindo coldgeno com boa
preservacgao de fibras e feixes (MEV — 1.500x).
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Figura 78 - Visdo geral de éarea exibindo coldgeno com boa
preservacgao de fibras (MEV — 1.500x).
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Figura 79 - Visdo geral de area exibindo células inflamatorias em
colageno com boa preservacéo de fibras (MEV — 1.500x).
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Figura 80 - Visdo geral de area exibindo colageno degenerado com
presenca de células inflamatorias (MEV — 1.500x).
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Figura 81 - Visdo geral de area exibindo colageno degenerado com
marcada presenca de células inflamatorias (MEV — 2.000x).

105



Acc{®™ Mag
15.0kV © 1, x 1500,

Figura 82 - Visdo panoramica de area exibindo coladgeno degenerado
com marcado infiltrado inflamatério linfo-histiocitario (MEV — 1.500x).
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Figura 83 - Detalhe da figura anterior com colecdo de macrofagos e
linfocitos em meio a colageno degenerado (MEV — 6.000x).
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Figura 84 - Extensa area exibindo colageno degenerado com algumas
células inflamatorias (MEV — 4.000x).
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Figura 85 - Zona ampliada exibindo coldgeno degenerado com
presenca de células inflamatorias (MEV — 5.000x).
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Figura 86 - Zona mostrando colageno degenerado com presenca de
células inflamatorias (MEV — 7.000x).
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Figura 87 - Outra area exibindo colageno degenerado com presenca
de células inflamatorias (MEV — 7.000x).
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Figura 88 - Area mostrando colageno degenerado a esquerda,
marginando fibras colagenas preservadas (MEV — 10.000x).
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Figura 89 - Zona exibindo colageno degenerado a direita e presenca
de fibras isoladas (MEV — 10.000x).
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Figura 90 - Presenca de colageno degenerado e entremeado com as
fibras preservadas e célula inflamatodria “interagindo” com as mesmas
(MEV - 8.000x).
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Figura 91 - Transicdo de area degenerada com fibras preservadas a
esquerda para area afetada a direita(MEV- 8.000x).
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Figura 92 - Linfocito recoberto por fibras colagenas (MEV — 10.000x).
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Figura 93 - Zona transicional mostrando fibras colagenas preservadas
e degeneradas (MEV — 10.000x).
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Figura 94 - Fibras colagenas degeneradas com células inflamatorias
(MEV - 12.000x).
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Figura 95 - Fibras coldgenas desorganizadas, com presenca de
células inflamatorias (MEV — 10.000x).
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Figura 96 - Colecdo de células inflamatorias entremeadas com fibras
colagenas (MEV — 10.000x).
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Figura 97 - Degeneracdo e desorganizacao de fibras colagenas, com
presenca de células inflamatorias (MEV — 10.000x).
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Figura 98 - Zona mostrando alternancia de fibras colagenas
degeneradas e preservadas (MEV — 10.000x).
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Figura 99 - Maior aumento de area exibindo importante degeneracgéo
do colageno (MEV — 10.000x).
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Figura 100 - Detalhe de zona mostrando coldgeno degenerado com
presenca de célula inflamatoria (MEV — 10.000x).
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Figura 101 - Macréfago e linfécitos “interagindo” com fibras colagenas
(MEV — 7.000x).
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9.5. Relato do caso de Esclerodermia em Placa

Uma paciente feminina de 66 anos refere que ha trés anos
iniciou com placas endurecidas em membros superiores com posterior
acometimento de tronco e membros inferiores. Nega sintomas
sistémicos. Historia pregressa de hipertensao arterial sistémica.
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9.5.1. Aspectos clinicos

Figura 102 - Placas escleroticas atroficas e brilhantes com bordas
erittmato-violaceas.
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Figura 103 - Detalhe de placa esclerdtica atrofica e brilhante com
bordas eritémato-violaceas.
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9.5.2. Microscopia 6ptica

Figura 104 - Hipocelularidade discreta e espessamento do colageno
dérmico sem alteracdes degenerativas (HE — 40x).
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9.5.3. Microscopia eletrénica de varredura

Figura 105 - Feixes grosseiros de colageno (MEV — 1.400kx).
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Figura 106 - Feixes grosseiros de colageno em maior aumento,
evidenciando fibras com aspecto preservado (MEV — 3.000x).
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Figura 107 - Outra area mostrando grosseiros de colageno, onde se
percebem fibras com aspecto preservado (MEV — 4.000x).
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Figura 108 - Detalhe de feixe colageno exibindo fibras com aspecto
preservado (MEV — 36.000x).
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10. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi descrever aspectos
tridimensionais de colagenopatias degenerativas  adquiridas
inflamatorias, através da microscopia eletrénica de varredura. Nao
encontramos, na literatura, trabalhos a respeito do assunto com tal
técnica, o que dificulta a presente discussao.

Nos dois casos de liquen escleroso, os achados da microscopia
Optica foram classicos, tais como hiperceratose do epitélio,
degeneracdo hidropica das células basais, esclerose do colageno
subepitelial, infiltrado linfocitico dérmico, epiderme atrofica e

homogeneizacdo do colageno no terco superior da derme!>'%2024.27

29,34-36.

Na microscopia eletronica de transmissao, encontramos relatos
de escassez de fibras elasticas, homogeneizacdo do colageno na
derme superficial e fibras colagenas em degeneracéo e reparacdo®.

Tais achados foram superponiveis aos encontrados na
microscopia eletrdnica de varredura, onde evidenciamos intensa
degeneracdo do colageno em derme superior, com transicdo para
fibras de aspecto mais preservado em outras areas mais profundas.

De forma semelhante, os dois casos de granuloma anular
também mostraram aspectos classicos na microscopia Optica, como
degeneracdo focal do colageno, inflamacdo reativa e fibrose. O
colageno degenerado € um espectro variando de grandes focos de
degeneracdo completa circundados por histiocitos em palicada com
mucina central a pequenos focos de degeneracdo incompleta do

colageno "%,
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Ultraestruturalmente, os relatos de microscopia eletronica de
transmissdo de granuloma anular mostraram degeneragao de fibras
elasticas, com fagocitose das mesmas por macréfagos e gigantoécitos,
degeneracao e desintegracao de fibras colagenas, com degradacao a
um material amorfo®*°.

Nossos resultados na microscopia eletrbnica de varredura
também foram superponiveis aos das outras técnicas descritas na
literatura, pois encontramos degeneracao focal do colageno, marcada
presenca de células inflamatodrias (histiécitos e linfécitos) com
“‘interacao” das mesmas com as fibras colagenas, documentando a
participacéo dessas células na degradacéao do tecido dérmico.

Examinamos ainda um caso de esclerodermia em placa, por ser
clinicamente um diagnéstico diferencial do liquen escleroso®*.
Encontramos microscopia o6ptica classica, com hipocelularidade e
espessamento do colageno dérmico, sem alteracdes degenerativas do
mesmo****. Nossos achados na microscopia eletrdnica de varredura
foram novamente compativeis, onde encontramos feixes grosseiros de
colageno sem degeneracao das fibras, fato que ajuda na diferenciacéo
do liguen escleroso.

Apesar de dificilmente poder ser utilizada no diagndstico dessas
enfermidades, a microscopia eletrbnica de varredura contribui com
informacdes tridimensionais contribuindo para a compreenséo de suas

alteracoes.
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11. CONCLUSOES

Microscopia Optica com coloracdo por hematoxilina-eosina

- Liquen escleroso e atrofico — caracteriza-se por hialinizacdo do
colageno dérmico, a qual é mais pronunciada na derme alta. H&4 pobre
infiltrado inflamatério, associado a discreta hiperceratose e edema de
células basais;

- Granuloma Anular — ocorre degeneracéao focal do colageno em areas
com infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario, presenca de células
gigantes e formacéo de granulomas em palicada;

- Esclerodermia — 0 aspecto predominante é espessamento da derme

sem alteracOes degenerativas do colageno.

Microscopia Eletronica de Varredura

- Liguen escleroso e atréfico — observam-se fibras colagenas
degeneradas e compactadas/aderidas, por vezes com aspecto em
“colar de pérolas”. A degeneracao e a compactacdo sao mais intensas
na derme alta;

- Granuloma Anular - encontram-se fibras colagenas com
degeneracdo focal e presenca de células inflamatorias linfo-
histiocitarias, com células gigantes e formacao de granulomas;

- Esclerodermia — presenca de feixes colagenos grosseiros, com fibras
de aspecto preservado;

- Os achados da MEV sé&o superponiveis aos da microscopia optica.
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RESUMO

O liguen escleroso é uma afeccdo inflamatéria caracterizada
por placas esbranquicadas fibroticas ocorrendo preferentemente
na pele genital. Realizamos exame com microscopio eletrénico
de varredura da derme de uma lesdo de liquen escleroso. Ao
exame as fibras colagenas normais puderam ser facilmente
identificadas, bem como a transicdo para a area alterada, a qual
aparece homogenizada. Nessa area as fibras parecem aderidas
umas as outras e com aspecto em colar de pérolas. Na derme
superficial essa homogenizacdo é ainda mais evidente, com as
fibras bem aderidas e ainda com as estruturas arredondadas.
Ruptura das fibras nédo foi vista e poucas células inflamatorias
foram observadas. Os fenOmenos autoimunes que ocorrem na
matriz extracelular nessa enfermidade devem levar a agregacéao
de imunocomplexos e/ou proteinas alteradas nas fibras
colagenas, por essa razdo elas aparecem hialinizadas na
microscopia optica.

ABSTRACT

Lichen sclerosus is an acquired inflammatory condition
characterized by whitish fibrotic plaques, with a predilection for
the genital skin. We performed scanning electron microscopy of
the dermis from a lesion of lichen sclerosus. Normal collagen
fibers could be easily found in deeper layers of the specimen, as
well as the transition to pathologic area, which seems
homogenized. With higher magnifications in this transitional area
collagen fibers are adherent to each other, and with very high
magnifications a pearl chain aspect became evident along the
collagen fibers. In the superficial dermis this homogenization is
even more evident, collagen fibers are packed together and
round structures are also observed. Rupture of collagen fibers
was not found and there were few inflammatory cells. These
autoimmune changes of the extracellular matrix lead to the
aggregation of immune complexes and/or changed matrix
proteins along the collagen fibers, the reason why they seem
hyalinized on light microscopy.
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Introduction

Lichen sclerosus (LScl) is an acquired inflammatory condition
characterized by whitish fibrotic plagues, with a predilection for the
genital skin *.

Autoimmunity against the extracellular matrix protein 1 (ECM1)
was demonstrated 2* and may be involved in the immunopathogenesis
of LScl, what is confirmed by the effective treatment with topical
corticosteroids and calcineurin antagonists.

Light microscopy is very characteristic, showing superficial
dermal changes, which have been described as edema of the upper
dermis * , sclerotic collagen * or hyalinized collagen [5,6]. In this area
collagen bundles are no longer observed, the dermal tissue looks
homogeneous and less eosinophilic. Moreover epidermal atrophy,
hydropic degeneration of the basal layer and dermal lymphocytic
infiltrate are also seen.

We performed scanning electron microscopy (SEM) of the
dermis from a lesion of a disseminated case of LScl (Figure 1 a and b).
A punch biopsy was obtained for diagnosis confirmation, the skin
fragment was cut into two pieces, and one of them processed routinely
for SEM. Light microscopy showed dermal hialinization, what
estabilished the diagnosis of LScl.
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Figure 1 - Whitish lesions in the dorsum of the right foot.

Results

Normal collagen fibers could be easily found in deeper layers of
the fragment (Figure 2a), as well as the transition to pathologic area
(Figure 2b), which seems homogenized. With higher magnifications in
this transitional area collagen fibers are adherent to each other (Figure
3a), and with very high magnifications (x 20,000) a pearl chain aspect
became evident along the collagen fibers (Figure 3b). In the superficial
dermis this homogenization is even more evident, collagen fibers are
packed together and round structures are also observed (Figure 4a
and b). Rupture of collagen fibers was not found and there were few
inflammatory cells.
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Figure 2 - Scanning electron microscopy - a. normal collagen fibers (x
15,000) b. transition to a homogenized area (x 5,000).
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Figure 3 - Scanning electron microscopy - a. homogenized area (X
10,000) b. detail showing the pearl chain aspect of the collagen fibers
(x 20,000).
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Figure 4 - Scanning electron microscopy - a. and b. superficial area
with strong collagen homogenization (x 8,000).
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Discussion

We could not find any report on the use of SEM in LScl, this

technigue is not normally used to document dermal changes.

Our findings show the aggregation of round structures on
collagen fibers, giving them a pearl chain aspect. In the superficial
dermis, where the changes are more conspicuous on light microscopy,

this aggregation was even strongetr.

It is possible to assume, that the autoimmune changes of the
extracellular matrix, leads to the aggregation of immune complexes
and/or changed matrix proteins along the collagen fibers, the reason

why they seem hyalinized on light microscopy.

A previous report with transmission electron microscopy in LScl
observed amorphous, dispersed, electron-dense substances in the
homogeneous zones without primary collagen changes ’, in

accordance with our results.

Although SEM is mainly used to examine surfaces, as in hair
diseases, it can bring some additional information in conditions with

dermal involvelent.
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