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Summary

Background: Hair follicles are produced in a cyclical manner and the machinery
involved in the reproduction of these follicles is present since the fetal stage.
Although extensive research has been done on the human hair follicle, very little is
known about the importance of adhesion molecules in its development.

Methods: We analyzed here, the immunoexpression of beta-1 integrin, p-cadherin,
e- cadherin, and beta-catenin in hair follicles from 26 formalin-fixed and paraffin-
embedded skin samples from human embryos and fetus between 12-23 weeks of
gestational age.

Findings: The adhesion molecules beta-1 integrin and e-cadherin/p-cadherin
were expressed from 12 weeks and seemed to play a role in regulating epidermis
invagination. Beta-catenin immuno stainingwas negative in all cases; down
regulation of this protein may be necessary for fetal hair development and thus
facilitating hair follicle down growth.

Conclusion: Adhesion molecules are essential for hair follicle down growth and
proliferation; integrins and cadherins play a major role in this process. More
studies are needed to describe hair follicle development.

Keywords: Adhesion Molecules; Hair Follicle; Fetal Development;
Immunohistochemist.
Resumo

Introdugdo: Os foliculos capilares sdo produzidos de forma ciclica e o maquinario
envolvido na reproducdo desses foliculos estd presente desde a fase fetal. Embora
extensa pesquisa tenha sido feita no foliculo piloso humano, muito pouco se sabe sobre
a importancia das moléculas de adesdo em seu desenvolvimento.

Meétodos: analisamos aqui a imunoexpressdo de integrina beta-1, p-caderina, e-caderina
e beta-catenina em foliculos capilares de 26 amostras de pele humana, fixada em parafina

de Misericordia da Bahia.
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e embebidas em formol e de embrides humanos e fetos entre 12-23 semanas de idade gestacional.

Resultados: As moléculas de adesdo integrina beta-1 e e-caderina / p-caderina foram expressas a partir de 12 semanas
de idade gestacional e parecem desempenhar um papel na regulagido da invaginagdo da epiderme. A imunomarcago
com beta-catenina foi negativa em todos os casos; A regulacdo negativa desta proteina pode ser necessaria para o
desenvolvimento do cabelo fetal, facilitando assim o crescimento do foliculo capilar.

Conclusao: As moléculas de adesdo sdo essenciais para o crescimento e proliferacdo do foliculo piloso; integrinas
e caderinas desempenham um papel importante neste processo. Mais estudos sdo necessarios para descrever o

desenvolvimento do foliculo piloso.

Palavras-chave: Moléculas de adesdo, Foliculo piloso, Desenvolvimento fetal, Imunohistoquimica.

Introduciao

Osfoliculospilosos (FP)sdoumadasestruturas
mais dindmicas dos mamiferos. A sua estrutura
Unica estd em constante renovacao e ¢ produzida
de forma ciclica. O maquinario necessario
para essa renovagdo estd presente desde a
fase fetal em virtude das células pluripotentes
localizadas no bulge folicular. Em humanos,
o desenvolvimento de FP ocorre no inicio do
periodo fetal, entre 9-12 semanas de gravidez. A
distribuicdo dos FPs comeca na direcao cranio-
caudal, com os foliculos primitivos aparecendo
pela primeira vez na face e no couro cabeludo.
Atualmente, o processo de desenvolvimento e
maturagao folicular é bem compreendido, mas ha
falta de conhecimento sobre as vias moleculares
envolvidas neste processo.

A morfogénese dos FP e o seu subsequente
desenvolvimento envolve uma série complexa de
eventos desde um extenso remodelamento celular
e de matriz extracelular. Algumas moléculas
como proteoglicanos e os fatores de crescimento
tém sido implicados nesses processos.

A sinalizagdo entre o epitélio primitivo e o
mesénquima pode ser coordenada por moléculas
de adesdo a pele; entretanto, os mecanismos
moleculares de tais interagdes permanecem
discutiveis e geraram consideravel interesse de
pesquisa (Figura 1).

O campo de pesquisa inicial no
desenvolvimento dos FPs concentrou-se na
identificagdo da classe de moléculas de adesdo
que sdo expressas diferencialmente na pele desde
o desenvolvimento inicial até a idade adulta. As
integrinas (beta-1 e beta-4) e a E- e P-caderinas
sdo importantes para a adesdo célula-célula e

para a manuteng¢do da integridade do tecido. Eles
também s3o importantes para a transdugdo de
sinal no desenvolvimento da pele e morfogénese
do tecido adulto e maduro. As moléculas de
adesdo celular, incluindo integrinas e caderinas,
sdo as principais reguladoras do crescimento
e diferenciacdo das células-tronco, tanto para
o epitélio do foliculo piloso quanto para os
queratinocitos epidérmicos.

O objetivo do presente estudo foi, portanto,
avaliar o papel das moléculas de adesdo no
desenvolvimento de FP. Assim, selecionamos
algumas proteinas de adesdo relacionadas a
distarbios foliculares clinicamente importantes,
por meio de revisdo da literatura relevante e
estudamos a expressdo dessas moléculas nos
estagios iniciais de desenvolvimento do foliculo
piloso fetal humano e seu padrio espago-
temporal de expressao.

Resultados

As Figuras 2 e 3 resume os dados encontrados
em nosso estudo que estdo caracterizados e
representados pelas fungdes das caderinas E e
P ¢ na Beta 1 através dos modelos histologicos
na formagdo dos FPs. A Figura 2 apresenta a
imunoexpressdo dessas moléculas de adesao
em foliculos pilosos primitivos fetais, enquanto
a Figura 3 demonstra a evolugdo da expressao
dessas moléculas de adesdo no feto em diferentes
estagios de desenvolvimento no mesmo feto em
12 semanas e 21 semanas.

Descricao da Figura 2
A. Expressdo de beta-1 integrina em um feto
de 17 semanas, no foliculo primitivo. Expressao
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Figura 1. Modelo esquematico das vias moleculares ativadas e inibidas responsaveis pela formacgao
dos foliculos pilosos moleculares.
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epitelial mais forte na bainha radicular externa.
(setas brancas). B. Expressao de beta-1 integrina
em um feto de 20 semanas em foliculos pilosos
primitivos. Expressdo epitelial mais forte nas
partes inferiores da bainha radicular externa, mas
também no bulbo e no epitélio primitivo. (setas
brancas). C. Expressdo epitelial da caderina-P
em um feto de 12 semanas, no placode. (seta
branca). D. Expressdo epitelial da caderina-P
em um feto de 19 semanas no foliculo primitivo.
Expressdo mais forte nas partes bainha radicular
externa superior e inferior, mas alguma expressao
também no epitélio primitivo. (seta branca). E.
Expressdo epitelial da E-caderina em foliculo
primitivo de feto de 15 semanas. Expressao mais
forte no bainha radicular externa, interna mas
também no epitélio primitivo. (setas brancas).
F. Expressao epitelial da caderina-E em um feto
de 23 semanas na prega de cabelo. Expressdo
mais forte no bainha radicular externa e externa.
(setas brancas). G. Auséncia de imunoexpressao
de beta-catenina em placode fetal de 12 semanas.
(seta branca). H. Controle positivo de beta-
catenina no foliculo primitivo(setas brancas).
I. Controle positivo de beta-catenina no couro
cabeludo de adultos. (setas brancas). A, B, D-F,
H, I, x 20; C, G, x 40.

Descricao da Figura 3

Figura esquemadtica das diferentes fases
do desenvolvimento do foliculo piloso. A.
Imunoexpressdo epitelial de P-caderina de
embrido de 12 semanas no placoide (difuso)
(setas brancas). B. Imunoexpressao epitelial no
foliculo primitivo de um feto de 21 semanas
(por¢do inferior e superior da bainha radicular
externa). (setas brancas). C. Imunoexpressiao
epitelial de e-caderina em um embrido de 12
semanas no placoide (porg¢do superior) (setas
brancas). D. Imunoexpressao epitelial no foliculo
primitivo de um feto de 21 semanas (difusa).
(setas brancas). E. Imunoexpressdo epitelial de
integrina beta-1 no placoide de um embrido de
12 semanas (por¢do inferior) (setas brancas). F.
Imunoexpressao epitelial no foliculo primitivo de
um feto de 21 semanas (por¢ao inferior). (setas
brancas). G. Figura esquematica mostrando as
diferentes fases do desenvolvimento do foliculo
piloso. O primeiro estagio compreende apenas o
epitélio primitivo, que sofre invaginagao epitelial
para formar um placoide de cabelo na primeira
fase; na segunda fase, as células germinativas
do cabelo epidérmico sofrem proliferagdao e
polariza¢do, para formar o pino de cabelo;
finalmente, essas células formam o pino bulboso
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Figura 2. Imunoexpressdo de moléculas de adesdo em foliculos pilosos primitivos fetais por
imunohistoquimica IHC.
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Figura 3. Evolu¢do da expressdo de moléculas de adesdo no feto em diferentes estagios de
desenvolvimento no mesmo feto em 12 semanas e 21 semanas por imunohistoquimica (IHQ).
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e o foliculo capilar primitivo. A, C, E, x 40; B,
D, F, x 20.

Discussao e Conclusao

No presente estudo, analisamos os padroes de
expressao e distribuicdo das moléculas de adesao
no desenvolvimento dos FPs fetais humanos.
Em estudos anteriores, essas mesmas moléculas
foram estudas na epiderme fetal e foi evidenciado
que elas eram sincronizadas e reguladas de forma
tempo-espacial. Dando continuidade a pesquisa
iniciada por Lourengo e coaboradores em 2008,
escolhemos 26 espécimes de pele de embrides
e de fetos humanos, visto que ha diferencas
entre espécies nos FPs e nos seus marcadores
celulares, o que poderia influenciar nos
resultados se escolhéssemos outros hospedeiros.
As diferengas mais importantes entre humanos
e outras espécies sao a duracao da fase anagena
e o ciclo capilar assincrono do couro cabeludo
humano.

Estudos in vitro revelaram que a beta-1
integrina regula a adesdo e a diferenciagdao das
células epidérmicas e desempenha um papel
essencial na invaginacdo do germe capilar. A
beta-1 integrina também ¢ responsavel pelas
interagdes entre bainha radicular externa e as
células da camada basal e pela proliferacao de
células do FP durante seu desenvolvimento. Ela
também ¢ indispensavel para a organogénese
e para a integridade morfologica e funcional
dos tecidos na idade adulta. Nossos dados
mostram que beta-1 integrina ¢ uma das
primeiras moléculas expressas nas fases iniciais
do desenvolvimento dos FPs. Desde a fase de
projecao epidérmica no embrido, a expressao
imunohistoquimica da beta 1- integrina em FPs
humanos embrionarios foi mais frequente do que
outras moléculas de adesao.

Nos tecidos da pele adulta, as integrinas
sdo comumente encontradas na camada
basal; entretanto, durante o periodo fetal, sua
expressao ¢ mais difusa ao longo da epiderme.
Em nosso estudo, encontramos expressao

imunohistoquimica da beta-1 integrina em
toda a pele. Essas moléculas podem ser alvos
para o tratamento de algumas doengas que
permaneceram intrataveis até agora. D'Ovidio
e olaboradores (2007) mostraram que ha um
padrao alterado na distribuicdo das integrinas
beta-1 e beta-4 no liquen plano pilar. Uma
melhor compreensao do papel dessas moléculas
¢ importante para entender a estrutura normal da
pele e sua fungdo em adultos saudaveis ou com
doencas do foliculo piloso.

A E-caderina ¢ uma molécula importante
necessaria para a descida do FP. Estudos
anteriores descobriram que a E-caderina pode
ser vista na camada superficial do epitélio
fetal e na fase de desenvolvimento dos anexos
epidérmicos. Em nosso estudo, a expressao da
E-caderina foi encontrada nas fases iniciais do
desenvolvimento folicular (fetos de 12 semanas).
Esses dados destacam o papel das caderinas na
orquestragao e sinalizacdo dos processos iniciais
de formacao dos FPs humanos e corroboram com
os resultados de estudos anteriores que indicam
a importancia das caderinas nos processos
vitais de embriogénese, formacao ¢ manutencao
arquitetonica de tecidos e 6rgaos.

Nossos resultados revelaram expressao
imunohistoquimica da E-caderina em uma fase
inicial do desenvolvimento folicular nas células
do placoide e no epitélio e em FP primitivos
na bainha radicular externa, consistente com
a literatura anterior. Anteriormente, estudos
demonstraram que a E-caderina ¢ expressa em
todas as células epiteliais e a P-caderina ¢ mais
expressa em células do placoide, tricocitos e
nas areas hiperproliferativas e profundas da
epiderme.

Além disso, observamos que a P-caderina ¢
mais especifica para FP do que a E-caderina. A
P-caderina ¢ expressa em FP, bem como em todo
0 epitélio; sua expressao nos FPs foi superior a da
E-caderina em nosso estudo. Em concordancia
com a literatura, nossos dados mostraram que
a expressao imunohistoquimica da E-caderina
foi difusa ao longo do epitélio primitivo e FP. A
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P-caderina nas fases iniciais do desenvolvimento
fetal tem um padrao de expressao difuso, mas ha
uma progressao durante o periodo gestacional,
tendendo a se expressar apenas na camada basal
e nos FPs.

A imunoexpressao da P-caderina justifica seu
papel crucial na morfogénese dos FPs. E bem
conhecido que a perda de fun¢ao e mutagao no
gene CDH3 que codifica a P-caderina resulta
em duas doencas autossOmicas recessivas:
hipotricose com distrofia macular juvenil e
hipotricose, acrodactilia e distrofia macular
juvenil. Em ambas as sindromes, os pacientes
tétm pouco cabelo e perda progressiva de
visdo; na segunda sindrome também ocorrem
defeitos no desenvolvimento dos membros,
como malformagdes de maos e pés. Esses dados
destacam a necessidade de mais estudos sobre
essas moléculas para sua aplica¢ao diagnostica e
para potenciais alvos terapéuticos dessas e outras
doencas genéticas.

E-caderina e [-catenina sao moléculas de
adesdo que fazem parte das juncdes epidérmicas
e sua modulagdo parece ser um evento crucial
no processo de descida dos foliculos pilosos
embrionarios. Sua expressao parece Sser um
evento critico na morfogénese do placoide
capilar ¢ no ciclo folicular; a regulacao
negativa dessas proteinas pode ser uma pista
para alguns tratamentos. Embora a importancia
relativa da B-catenina no desenvolvimento da
FP seja conhecida, ndo foi possivel detectar
a imunoexpressao da [-catenina em nosso
estudo. Isso por que a modulacdo negativa
da pB-catenina parece ajudar no crescimento
do placoide e pode justificar esses achados.
A P-catenina ¢ uma molécula central na via
Wnt. E necessario, mas ndo o suficiente para
a inducao dos placoides foliculares durante
a embriogénese. Grupos selecionados de
ativadores e inibidores moleculares de diferentes
vias operam em paralelo para estabelecer a
morfologia e apresentacao correta dos foliculos
pilosos. A sinalizagdo da via Wnt / B-catenina
aumenta acentuadamente durante a fase anagena

e, subsequentemente, diminui a medida que o
foliculo piloso entra em catageno ou telégeno.
Essa diminui¢do ¢ importante para a inducao da
fase catagena, incluindo a fase de quiescéncia
e de manutencao das células-tronco do foliculo
piloso na fase telogena. O receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) ¢ uma molécula
que se correlaciona com a morfogénese do
foliculo piloso e esta implicada no ciclo do
foliculo piloso devido a sua correlagdo e a sua
expressao com a via Wnt / B-catenina. O EGFR
€ necessario para a transi¢ao do foliculo anageno
para o foliculo catdgeno ao inibir a expressao
de Wnt e a atividade da B-catenina nos foliculos
capilares antes do inicio do catageno.

Muitos estudos que analisaram a B-catenina
no desenvolvimento do foliculo capilar foram
realizados em animais. Nesses estudos, a
B-catenina foi expressa na bainha radicular
interna, externa, matriz e¢ haste do cabelo,
além da porcdo epitelial de FP. A literatura
mostra correlagdo da P-catenina com CD133,
uma proteina encontrada apenas em humanos.
Essa proteina foi correlacionada com a perda
de B-catenina de membrana nas regides onde
foram expressas. Especulamos que, em nosso
estudo, CD133 e EGFR foram superexpressos
e a P-catenina nao foi expressa. Assim, nosso
proximo estudo analisara a expressao de CD133
e EGFR, para entender melhor por que a
[B-catenina nao foi expressa em nossas amostras.

Nossos dados corroboram com os de estudos
anteriores, que indicaram que as moléculas
de adesdo sdao essenciais para o crescimento
e proliferagdo de FP. A integrina beta-1 e a
E-caderina / P-caderina desempenham um
papel importante neste processo. Os cabelos
terminais tiveram uma expressao mais forte
do que os cabelos velus nessas moléculas. A
regulacao negativa da beta-catenina parece ser
util para o crescimento do foliculo para baixo.
Outras investigagdes serdo necessarias para
compreender o desenvolvimento dos FPs em
humanos para ajudar na patogénese, diagndstico
e tratamento destas doencas.
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