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RESUMO 
 

Introdução: A doença de Dupuytren (DD) é uma condição fibroproliferativa 

típica da mão, resultante de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Sua 

origem está relacionada à síntese de matriz extracelular (MEC), uma rede 

complexa de diferentes tipos de macromoléculas. Alterações em seu 

conteúdo e disposição têm impacto nos processos fisiológicos normais e nas 

condições patológicas. Objetivo: correlacionar os glicosaminoglicanos, 

proteoglicanos e colágeno na matriz extracelular de doentes com diferentes 

estágios clínicos da doença de Dupuytren. Métodos: O estudo envolveu 14 

pacientes categorizados em quatro grupos com base nos seus estágios I, II, 

III e IV. A análise das moléculas foi realizada a partir da biópsia da fáscia 

palmar e de amostras de urina, por meio da utilização de métodos 

cromatográficos, análises de mRNA, detecção de proteínas na microscopia 

confocal e microscopia CARS (microscopia de dispersão coerente anti-

stokes de Raman). Resultados: Foram observadas alterações significantes 

no conteúdo e disposição do condroitim sulfato, dermatam sulfato e colágeno 

na fáscia palmar dos doentes em comparação com o tecido normal, 

independentemente do grau da doença. Pela primeira vez na literatura, foi 

possível associar o aumento da expressão do versicam, agrecam e do decorim 

de forma significante. Além disso, a excreção de glicosaminoglicanos 

sulfatados está significantemente diminuída na urina dos doentes com DD. 

Conclusão: Os dados indicam que os proteoglicanos e a disposição do 

colágeno são possíveis marcadores do estádio da doença. Ademais, a 

diminuição da excreção urinária de glicosaminoglicanos sugere um efeito 

sistêmico da doença. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Dupuytren's disease (DD) is a typical fibroproliferative 

condition of the hand resulting from genetic, epigenetic, and environmental 

factors. Its origin is related to the synthesis of extracellular matrix (ECM), a 

complex network of different types of macromolecules. Changes in its 

content and arrangement impact normal physiological processes and 

pathological conditions. Objective: To correlate glycosaminoglycans, 

proteoglycans, and collagen in the ECM of patients with different clinical 

stages of DD. Methods: The study involved 14 patients categorized into four 

groups based on their stages: I, II, III, and IV. Molecules in palmar fascia 

biopsy and urine samples were analyzed using chromatographic methods, 

RNA analysis, protein detection in confocal microscopy, and Coherent anti-

stokes Raman scattering (CARS) microscopy. Results: Significant changes 

in the content and arrangement of chondroitin sulfate, dermatan sulfate, and 

collagen were observed in the palmar fascia of patients compared to normal 

tissue, regardless of the degree of disease. For the first time in the literature, 

It was possible to significantly associate expression of versican, aggrecan, 

and decorin. In addition, the excretion of hyaluronic and sulfated 

glycosaminoglycans is significantly decreased in the urine of DD patients. 

Conclusion: The data indicate that proteoglycans and collagen arrangement 

are possible markers of the disease stage. Furthermore, the decreased urinary 

excretion of glycosaminoglycans suggests a systemic effect of the disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Doença de Dupuytren (DD), também conhecida como fibromatose 

palmar, é uma desordem fibroproliferativa que tem como consequência a 

contratura em flexão progressiva e permanente dos dedos (LAYTON et al., 

2023). O aparecimento dessa perturbação funcional é considerado 

debilitante, uma vez que diminui a qualidade de vida por sua 

irreversibilidade e progressão gradual com o passar dos anos (WILBURN et 

al., 2013).  

A prevalência da DD no mundo é de 8,2%, caracterizada por uma 

maior prevalência em indivíduos caucasianos ou de origem nórdica 

(MANSUR et al., 2018; SALARI et al., 2020). Alguns relatos apresentam a 

DD como uma doença que remete aos vikings desde o século 16 (NUNN & 

SCHREUDER, 2014). Quando analisada a proporção entre os gêneros, 

observa-se frequência maior em homens, com idade superior a 50 anos de 

idade quando comparados com as mulheres, com uma proporção de homens 

para mulheres de aproximadamente 6:1  (HINDOCHA et al., 2009; 

MANSUR et al., 2018).  

A DD é considerada multifatorial, não apresentando apenas uma causa 

para seu desenvolvimento, mas diversos fatores associados, por meio de uma 

interação complexa entre fatores genéticos e ambientais (LAYTON & 

NANCHAHAL, 2019). Durante muitos anos, fatores ambientais como 

álcool, tabagismo e trabalho manual foram considerados de risco para a DD, 

contudo, os resultados apresentados ainda geram controvérsias (HART & 

HOOPER, 2005). Em uma revisão sistemática recente, Salari e 

colaboradores identificaram que indivíduos acometidos por desordens 
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metabólicas, como Diabetes mellitus, apresentaram 34,1% de prevalência da 

DD, seguidos por doentes etilistas (24%) (SALARI et al., 2020).  

Apesar de a DD ser considerada uma das doenças mais recorrentes do 

tecido conjuntivo, sua etiologia permanece pouco clara (LIU et al. 2015). A 

apresentação clínica inicial remete à formação de nódulos na região da prega 

palmar distal, que podem ser assintomáticos ou dolorosos (LAYTON & 

NANCHAHAL, 2019). Esses nódulos se apresentam firmes, aderidos à pele 

e à fáscia palmar, ao redor da prega palmar distal. A fáscia palmar é uma 

aponeurose, que apresenta formato triangular complexo na região palmar, 

que compreende fibras longitudinais, transversais e verticais (RAYAN 

1999). A progressão é medida pela formação de cordões fibróticos que se 

estendem até os dedos e, conforme esses cordões amadurecem, engrossam e 

contraem, levando a deformidades permanentes (LAYTON & 

NANCHAHAL, 2019). 

De uma forma geral são relatados três diferentes fases da DD, a 

proliferativa, a involutiva e o residual, que variam de acordo com a histologia 

da fáscia palmar analisada (SHIH & BAYAT, 2010). Na fase proliferativa 

ocorre a proliferação e a diferenciação dos fibroblastos em miofibroblastos 

formando os nódulos. Já na involutiva, os miofibroblastos se alinham ao 

longo do eixo palmar ao redor das fibras de colágeno, formando as cordas 

fibróticas. Na fase residual, ocorre a reposição dos miofibroblastos pelos 

fibrócitos progressivamente, formando um cordão de colágeno avascular 

(LUCK, 1959; SHIH & BAYAT, 2010).  

Além dessa classificação, com a evolução do estudo da DD, passou-

se a utilizar a classificação proposta por Tubiana (1986), que completa a 

análise da lesão por meio da observação da contratura em flexão de cada raio 

da mão, atribuindo valores para as articulações metacarpofalângicas, 



I n t r o d u ç ã o | 4 
 

 
 

interfalângicas proximais e distais, bem como classificando a variação da 

DD em quatro diferentes estágios: I (déficit menor ou igual a 45 graus), II 

(46 até 90 graus), III (91 até 135 graus) e IV (acima de 135 graus) 

(TUBIANA, 1986). 

As principais células envolvidas no desenvolvimento da DD são os 

miofibroblastos, que são células que apresentam características tanto de 

fibroblastos como de células musculares lisas, apresentando de certa forma 

a capacidade de se contrair ativamente (BIANCHI et al., 2015). O 

comportamento celular anormal pode resultar em alterações na matriz 

extracelular e, consequentemente, alterações na matriz do tecido conjuntivo 

(NASCIMENTO et al., 2016). Esse comportamento relatado se deve a 

alterações nos níveis de fatores de crescimento e radicais livres, que 

acometem o comportamento celular anormal caracterizado pela intensa 

atividade proliferativa, aparecimento do fenótipo miofibroblástico 

caracterizado pela presença de feixes de microfilamentos de α-actina no 

citoplasma, bem como alterações na síntese dos componentes da matriz 

extracelular (KOŹMA et al. 2005).  

Na análise do microambiente associado a essas células, encontra-se 

que as prostaglandinas presentes nos nódulos afetam a contratilidade dos 

miofibroblastos, além de fatores de crescimento, proteínas envolvidas em 

processos fibróticos e outras macromoléculas, como os glicosaminoglicanos 

(GAGs) (BIANCHI et al. 2015).   

Os GAGs são polissacarídeos lineares complexos presentes na 

superfície celular e na matriz extracelular, podendo ser constituídos por uma 

hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina) unida por ligação 

glicosídica a um açúcar não nitrogenado, que pode ser um ácido urônico (D-

glucurônico ou L-idurônico) ou um açúcar neutro (D-galactose) (NADER et 



I n t r o d u ç ã o | 5 
 

 
 

al., 1984; SHI et al., 2021). Essas moléculas apresentam uma estrutura 

dissacarídica básica e interagem com as mais diversas moléculas, como 

fatores de crescimento, citocinas, entre outras, permitindo sua mediação e 

participação em diversos processos fisiológicos (VALLET et al., 2021; 

KOGUT et al., 2022) 

A classificação dos diferentes tipos de GAGs ocorre de acordo com o 

tipo de hexosamina, ácido urônico ou hexose na cadeia, grau de sulfatação e 

posição em que são sulfatados, bem como quanto ao tipo de ligação 

glicosídica inter e intradissacarídica, podendo ser classificados em cinco 

famílias: condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato 

(HS), queratam sulfato (KS) e ácido hialurônico (HA) (SAMPAIO & 

NADER, 2006; KHAN et al., 2020; SHI et al., 2021). Com exceção do HA, 

todos os outros GAGs são sulfatados, ou seja, apresentam grupamentos 

sulfatados em diferentes posições e ocorrem nos tecidos covalentemente 

ligados a proteínas constituindo os proteoglicanos (NADER et al., 1984; 

NADER et al., 1989; VALLET et al., 2021). As funções de cada tipo de 

GAGs variam de acordo com sua localização e são consequência direta de 

sua estrutura tridimensional (SAHU et al., 2023). 

A função básica do HA é reter água e regular seu fluxo no tecido e, 

devido à alta viscosidade, atua como um excelente protetor e lubrificante das 

articulações (LIN et al., 2020).  O HA possui grande capacidade de interação 

com diversas proteínas por meio de ligações não covalentes, tais como com 

o esqueleto proteico do agrecam e regiões específicas da proteína de outros 

proteoglicanos. Em alguns casos, essas interações são estabilizadas por uma 

glicoproteína denominada proteína de ligação (SEROR et al., 2011).  

O CS é um componente característico da matriz dos tecidos 

conjuntivos, incluindo ossos, cartilagem, pele e ligamentos (HENROTIN et 
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al., 2010) e, quando associado ao HA, possui a função de reter água nos 

tecidos, favorecendo a manutenção da integridade desses quando submetidos 

a altas pressões (TSANAKTSIDOU et al., 2022).  

O DS é um composto amplamente distribuído, na forma de  

proteoglicanos (PG), em tecidos e células como córnea, pele, tecido hepático 

e tecido conjuntivo (MIZUMOTO & YAMADA, 2022), além de 

desempenhar um importante papel na manutenção da integridade estrutural 

do tecido participando da deposição e manutenção das fibras de colágeno 

(SCOTT & PARRY, 1992). 

O HS está localizado na membrana plasmática e na matriz extracelular 

promovendo regulação de interações entre as células e seu meio importantes 

para o crescimento, desenvolvimento e manutenção das funções celulares. 

Acredita-se que tenha papel no reconhecimento e controle da divisão celular, 

proporcionando contato entre as células homólogas por meio de marcadores 

de superfície (NADER et al., 1999; ELGUNDI et al., 2020; FARIA-RAMOS 

et al. 2021).  

Os PG são compostos de alto peso molecular formados por uma ou 

mais cadeias de GAGs, unidas por ligação covalente a uma proteína. Estão 

presentes na matriz extracelular, em compartimentos intracelulares (grânulos 

secretórios) e na superfície celular (ligados à membrana plasmática) 

(DIETRICH, 1984; LINDAHL et al., 2015).  

A atividade biológica de cada PG depende das propriedades do seu 

esqueleto proteico, da estrutura química do GAG que o compõe e de sua 

localização celular. Os PG apresentam variabilidade com relação ao número 

de cadeias de GAGs ligadas a seu esqueleto proteico, encontrando-se desde 

uma até mais de cem cadeias (NADER et al., 2005; PEREZ et al., 2023). 

Além disso, o mesmo esqueleto proteico pode conter mais de um tipo de 
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cadeia de GAG, formando assim um PG híbrido (BALBINOT-ALFARO et 

al., 2021; PEREZ et al., 2023).  

Os PG podem ser classificados em três grandes grupos: PG de 

superfície celular, PG de matriz extracelular e PG intracelulares (IOZZO & 

SCHAEFER, 2015). Entre os PG de matriz extracelular podem ser citados o 

biglicam, o decorim, o agrecam (IOZZO & SCHAEFER, 2015). Tanto o 

decorim quanto o biglicam são PG de CS e DS. O decorim, por exemplo, 

pode ocorrer associado ao colágeno e liga-se ao fator de necrose tumoral alfa 

(TGF-α), podendo funcionar como um reservatório deste (TAKEUCHI et al., 

1994; BURTON-WURSTER et al., 2003; GUBBIOTTI et al., 2016). 

A análise dos GAGs na DD é comumente realizada por meio de 

marcação histológica e cultura de fibroblastos do tecido conjuntivo coletado 

durante procedimento cirúrgico. Todavia, recentemente, observou-se que é 

possível analisar os GAGs pela da urina dos pacientes (KAKKIS & 

MARSDEN, 2020), visto que, na análise em relação à presença e 

concentração de glicosaminoglicanos circulantes, estabeleceram-se 

correlações entre os achados e o estágio da doença (MARTINS et al., 2004). 

Dessa maneira, observa-se que existem diversas doenças que se beneficiam 

com o estudo dos GAGs como biomarcadores, como lesões uroteliais 

(SOLER et al. 2008), diversos tipos de câncer (ONYEISI et al., 2020), e 

cicatrização óssea (DIAS DOS SANTOS et al., 2015). 

O tratamento da DD tem-se desenvolvido ao longo dos últimos anos, 

todavia, de uma forma geral, todos envolvem tratamento cirúrgico, que 

ocorre em estágios mais avançados da doença (DESAI et al., 2011). 

Classicamente, o tratamento cirúrgico é indicado na presença de contraturas 

maiores do que 30° das articulações metacarpofalângica, ou contraturas 

maiores que 20° articulação interfalângica proximal, ou ainda na presença 
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de nódulos dolorosos (BOE et al., 2021). Dessa maneira, a avaliação 

concreta de danos, até hoje, só é possível após a intervenção, o que dificulta 

o desenvolvimento de abordagens precoces e preventivas. Na literatura não 

há disponibilidade de parâmetros diagnósticos biológicos de fácil captação, 

não invasivos, ou que facilitem esse processo.  

Nesse contexto, a análise de moléculas teciduais envolvidas na DD 

(como por exemplo os GAGs) auxiliaria no encontro de novos indicadores 

para o diagnóstico. Sendo assim, o presente estudo busca correlacionar dados 

clínicos da gravidade da doença, através da classificação de Tubiana, com os 

níveis de GAGs, PGs e alterações do colágeno. 
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Correlacionar os glicosaminoglicanos, proteoglicanos e 

colágeno na matriz extracelular de doentes com diferentes 

estágios clínicos da doença de Dupuytren.   
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3 LITERATURA 

3.1 Doença de Dupuytren (DD) 

 

ELLIOT (1999) apresenta as primeiras citações que fazem referência 

a DD ou fibromatose da fáscia palmar. Inicialmente, a primeira referência é 

ao estudo de Felix Plater em 1614, que por meio de um relato de caso, 

descreve um paciente que apresentava contratura do quarto e quinto dedos, 

atribuindo a contratura em flexão ao trauma dos tendões flexores. Ainda de 

acordo com esse autor, há registros de que, em 1822, Ashley Cooper descreve 

a contratura, diferenciando-a de contraturas produzidas pela lesão dos 

flexores, correlacionando a causa da doença ao espessamento da fáscia e 

sugere o tratamento pela da fasciotomia. (ELLIOT, 1999a; ELLIOT, 1999b).  

DUPUYTREN (1833) foi o primeiro a descrever detalhadamente a 

patologia, bem como tratamento cirúrgico, sendo a doença nomeada em sua 

homenagem. DUPUYTREN (1833) descreveu tanto o padrão anatômico da 

fáscia palmar, as bandas acometidas, como a posição de ressecção de cada 

uma delas durante liberação cirúrgica.  

LUCK (1959) foi o primeiro a realizar uma classificação histológica 

da DD. Segundo esse autor, a DD pode ser separada em três fases distintas: 

proliferativa, involutiva e residual. A fase proliferativa é descrita como o 

início da doença, com a formação dos nódulos; na fase involutiva, há o 

alinhamento das células com os cordões do tecido, iniciando a contratura; e 

a última fase, a residual, é descrita pela diminuição da quantidade de células, 

exibindo um predomínio de tecido fibroso formado pelas fibras colágenos 

dos tipos I e III. (LUCK, 1959). 
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LING (1963) evidenciou, por meio de um levantamento de pacientes 

com DD, o fator genético da doença. Outros autores também indicam a 

participação do fator genético, como a sugestão de herança dominante e os 

relatos de estudos em gêmeos idênticos, como o estudo de Couch (1938).  

GABBIANI & MAJNO (1972) investigaram os nódulos palmares de 

pacientes com DD pelo do uso de microscopia eletrônica. Nessa análise, 

perceberam que os fibroblastos presentes no tecido apresentavam 

características atípicas, assemelhando-os a células musculares lisas, 

sugerindo-lhes pela primeira vez o nome de miofibroblastos e conectando 

seu papel na patogênese da contratura observada clinicamente (GABBIANI & MAJNO, 1972). (COU CH, 1938; LING, 1963). 

BRICKLEY-PARSONS et al. (1981) realizaram uma análise do 

colágeno presente na fáscia palmar dos pacientes com DD. Pela análise de 

mais de 400 pacientes, observaram que a fáscia palmar de pacientes com DD 

apresenta sinais bioquímicos de reparação alterados, como o aumento do 

conteúdo de colágeno, principalmente o colágeno tipo III que na fáscia adulta 

normal está ausente, mas no tecido dos pacientes com DD é abundante. 

Dessa maneira, os autores propuseram que a contratura grosseira ou 

encurtamento da fáscia palmar ocorria devido a um processo celular ativo 

que aproxima as extremidades distais do tecido afetado ao mesmo tempo que 

o tecido original é substituído. (BRICKLEY-PARSONS et al., 1981).  

HUESTON (1984) observou pacientes com histórico familiar, idade 

de início da DD inferior aos 50 anos, com acometimento bilateral e em 

regiões ectópicas, que não conseguem mais apoiar por completo a mão 

espalmada em uma mesa, ou seja, que apresentam quadros mais graves e 

com maior chance de recidiva. Por meio desse estudo, concluiu que a 

intervenção cirúrgica deva ser realizada apenas com o objetivo de 
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recuperação da mão, sendo reservado para áreas específicas nos doentes com 

probabilidade de recorrência. (HUESTON, 1984).  

TOMASEK et al. (1986), em um estudo com imunofluorescência, 

descrevem características do citoesqueleto e da matriz extracelular dos 

miofibroblastos relacionados à DD. Os autores demonstram que as células 

nodulares presentes não contêm miosina do tipo muscular liso, retratando 

que embora a semelhança morfológica dessas células com células 

musculares tenha ocorrido, elas não apresentam glicoproteínas associadas ao 

músculo liso ou proteínas principais do citoesqueleto. Todavia, a quantidade 

abundante de fibronectina detectada nos miofibroblastos foram relacionadas 

à contração da fáscia palmar. Sendo assim, sugerem que essas células não 

estão relacionadas a células musculares, mas a uma subpopulação de células 

mesenquimais. (TOMASEK et al., 1986).  

TUBIANA (1986) modifica e completa a classificação da DD, em que 

classificação clínica da doença passa a considerar a contratura em flexão de 

cada raio da mão, adicionando os valores obtidos nas articulações 

metacarpofalângicas, interfalângicas proximais e distais. Ou seja, a variação 

da DD pode ser classificada em quatro diferentes estágios: I (déficit menor 

ou igual a 45 graus), II (46 até 90 graus), III (91 até 135 graus) e IV (acima 

de 135 graus). (TUBIANA, 1986). 

MURREL, FRANCIS & BROLEY (1991) desenvolveram uma 

pesquisa buscando relacionar se os fibroblastos encontrados na DD 

apresentam produção aberrante de colágeno. Foi encontrada uma maior 

expressão de colágeno tipos II e III, e inibição do colágeno tipo I, sem, 

porém, essas alterações estarem vinculadas a alterações genéticas, mas ao 

aumento de densidade dos fibroblastos. (MURRELL et al., 1991). 
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BURGE (1999) realizou um estudo comparando evidências da 

suscetibilidade hereditária a DD e a variação dos modos de herança. Nesse 

estudo com diferentes populações sugere-se uma predisposição genética de 

origem celta ou viking. Entre seus achados, está a variação na prevalência 

que se aproxima dos 30% em indivíduos com mais de 60 anos na Noruega. 

Dessa forma, partem do princípio de que existe um traço complexo na gênese 

da DD, condicionando a quatro fatores: heterogeneidade genética, 

penetrância incompleta, fenocópias e herança poligênica. (BURGE, 1999). 

MAHENDRA et al. (2001) apresentam um artigo com uma visão geral 

das formas de tratamento utilizadas para a DD. Os autores, antes da análise 

das diversas técnicas empregadas, afirmam que a principal forma de 

tratamento é cirúrgica, mas que existem diversas formas de métodos não 

cirúrgicos experimentais. A questão dos métodos cirúrgicos são as 

complicações que podem ocorrer, tanto durante o procedimento, quanto no 

pós-operatório. Dessa forma, quando analisados outros métodos, os autores 

sugerem que a fasciotomia enzimática com utilização de colagenase 

apresenta potencial, além da dermofasciotomia e o uso de enxertos de pele.  

HART & HOOPER (2005), em um artigo de revisão, retratam a 

etiologia conhecida da DD, associando-a a outras doenças sistêmicas como 

epilepsia, artrite reumatoide, infecção por HIV e trauma. (HART & HO OPER, 200 5). (MAH ENDRA et al., 2001).  

HINDOCHA et al. (2006) analisaram fatores ambientais associados a 

etiologia da DD, demonstrando relação entre o tabagismo, doenças como 

ombro congelado, epilepsia, Diabetes mellitus e alcoolismo. (HINDOCHA et al. 2006). 

SHIH et al. (2009), por meio de uma análise comparativa de 

fibroblastos com biópsias de tecidos específicos, buscaram a identificação 

de biomarcadores na DD. Foram utilizadas técnicas de bioinformática para 

identificar genes diferencialmente expressos. Como resultado, encontram 25 
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genes candidatos que foram refinados em seis, por anotação funcional. Entre 

eles, os genes ADAM12, POSTN e TNC foram identificados nas amostras de 

biópsia do cordão umbilical e do nódulo como potenciais biomarcadores em 

relação ao desenvolvimento da DD. (SHIH et al. 2009). 

LAM et al.  (2010) apresentou uma classificação baseada na de LUCK 

(1959) relacionando a DD e o colágeno tipo III. Nessa nova abordagem 

utilizada, é investigado o nível de colágeno dentro de cada um dos estágios 

propostos inicialmente. Os dados mostraram que no estágio I o colágeno tipo 

III está acima de 35%; no estágio II, entre 20 e 35%; e, no estágio III, abaixo 

de 20%. (LAM et al. 2010). 

CHEUNG, WALLEY & ROZENTAL (2015), em uma revisão, 

apresentaram as complicações da DD e seu manejo, diferenciando as 

técnicas utilizadas em seu tratamento e as complicações mais frequentes. 

Dentre elas, a fasciotomia aberta apresentou a maior porcentagem de 

complicações (infecção, lesão arterial e nervosa), todavia, com os menores 

índices de recidiva (21%). (CHEUNG et al. 2015).  

BIANCHI et al. (2015) apresentaram novos alvos para a estratégia 

terapêutica por meio do estudo de citocinas pró-inflamatórias e fatores de 

crescimento envolvidos na DD. (BIANCHI et al. 2015). 

BECKER et al. (2016), com uma meta-análise de estudos de 

associação de todo o genoma e integração baseada na análise de rede com 

dados de expressão genética, identificaram 14 novos loci e desvendam uma 

rede centrada em Wnt associada à DD. Nesse experimento foram utilizados 

1580 casos e 4480 controles, resultando na evidência de que a via Wnt de 

sinalização em conjunto com outras vias atua de forma crítica no 

desenvolvimento da DD. (BECKER et al. 2016). 
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3.2 Glicosaminoglicanos como biomarcadores para a DD 

 

YANAGISHITA (1993) apresentou uma breve revisão sobre a história 

dos proteoglicanos, relacionando o primeiro estudo ao final do século 19, em 

que isolou condroitim sulfato de tecidos cartilaginosos. Essa autora ainda 

afirma que a descoberta dos glicosaminoglicanos (GAGs) apenas ocorreu na 

primeira metade do século 20, associada ao refinamento da análise dos 

carboidratos. (YANAGISHITA, 1993). 

MEYER e colaboradores, ao longo das décadas de 30 a 50, foram 

responsáveis pelo descobrimento de moléculas como o ácido hialurônico ou 

hialunoram por MEYER & PALMER (1934), hialuronidase por MEYER et 

al., 1937, dermatam sulfato por MEYER & CHAFFE (1941), querantam 

sulfato I e II por MEYER et al. (1953), e a diferenciação de condroitim 

sulfatos A e C por MEYER et al. (1956). (MEYER & PA LMER, 1934 ) (M EYER  et al., 19 37(MEY ER & CHAFF EE , 1941) (MEY ER et al. 1953) (DAV IDSON et al. 1956)  

SHATTON & SCHUBERT (1954) conseguiram evidenciar a ligação 

covalente entre a proteína e os GAGs encontrada nos proteoglicanos. Até 

então, a principal função biológica atribuída aos GAGs era considerá-los 

como substância fundamental para preenchimento do espaço extracelular 

dos tecidos conjuntivos. (SHATTON & SCHUBERT 1954) 

HASCALL & SAJDERA (1969) desenvolveram um método de 

gradiente de densidade para separar os proteoglicanos agregados. Esse 

estudo revelou que a matriz extracelular era muito mais organizada do que 

se acreditavam. (HASCALL & SAJDERA, 1969). 

LINDAHL & HÖÖK (1978) e RÓDEN (1980), em diferentes estudos 

consecutivos, descreveram os GAGs como polissacarídeos encontrados em 

tecidos animais associados covalentemente com proteínas. Os autores 
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apresentam que seis deles são estruturalmente relacionados devido a uma 

estrutura de carbono, e que todos, com exceção do ácido hialurônico, são 

sulfatados. Esses estudos em conjunto forneceram informações específicas 

sobre a ligação das cadeias às proteínas nucleares, permitindo que, a partir 

deles, os estudos biossintéticos começassem a se desenvolver. (LINDAHL & HÖÖK,  1978; RODÉN, 1980).  

FLINT, GILLARD & REILLY (1982) associaram os GAGs à DD, 

relatando que foram encontradas diferenças significativas no tipo e na 

quantidade de GAGs entre as várias manifestações do processo da doença. 

Nas regiões de proliferação celular mais ativa, os níveis de condroitim 

sulfato eram 11 vezes superiores aos dos tecidos conjuntivos palmares 

normais, enquanto os níveis tecidulares de dermatam sulfato apresentaram 

um aumento de quatro vezes.  

KJELLÉN & LINDAHL (1991), em uma extensa revisão, 

apresentaram a classificação, estrutura, nomenclatura e funções dos 

proteoglicanos e dos GAGs, descrevendo a síntese na forma de 

proteoglicanos, e quais cadeias sacarídicas estão ligadas covalentemente ao 

esqueleto proteico. (KJELLEN & LINDAHL 1991). 

Biomarkers Definitions Working Group (2001) chegou ao consenso 

com a primeira definição do que é um biomarcador: “uma característica que 

é objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos 

biológicos normais, processos patogênicos ou respostas farmacológicas a 

uma intervenção terapêutica”. (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP, 2001).  

NASCIMENTO et al. (2016) avaliaram e compararam o 

comportamento dos GAGs na DD em um estudo experimental com 23 

pacientes, cujos tecidos obtidos por fasciectomia foram avaliados por 

eletroforese para identificação dos GAGs. Como resultado, foi encontrado 
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um aumento de GAGs sulfatados, principalmente o dermatam sulfato e a 

diminuição acentuada do ácido hialurônico na aponeurose palmar.  

ZHANG et al. (2020), por meio de uma revisão, reuniram as técnicas 

atualmente disponíveis para detecção e análise de GAGs em amostras 

biológicas, apresentando vantagens e desvantagens para cada metodologia, 

além de perspectivas para os métodos em desenvolvimento. (ZHANG et  al., 2020 ). (NASC IMENTO et a l. 2016). 

AMENDUM et al. (2021) relataram que GAGs que se encontram 

elevados no sangue podem ser utilizados como biomarcadores, tanto para 

mucopolissacaridoses, como para outras doenças..  

BRATULIC et al. (2022) propuseram um estudo para análise do nível 

de GAGs na urina em comparação com os encontrados no plasma em 

adultos. Foram utilizados 308 adultos saudáveis para análise dos GAGs na 

urina e no plasma por cromatografia líquida, associada a espectrometria de 

massa. Esse foi um dos maiores estudos realizados para a validação da 

utilização de GAGs presentes na urina como biomarcadores. (BRATULIC et al., 2022).  

LENZI et al. (2023), em uma revisão sistemática, apresentaram e 

analisaram os avanços na utilização de biomarcadores de GAG plasmáticos 

e urinários para vários tipos de doenças, demonstrando seu potencial 

promissor como como ferramenta diagnóstica não invasiva. (LENZI et al., 2023) .  
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4 MÉTODO 

4.1 Desenho de pesquisa  

 

Este foi um estudo observacional experimental de ciência básica.  

 

4.2 Comitê de ética em pesquisa  

 

O presente estudo encontra-se registrado e aprovado pelo CEP da 

UNIFESP (n 1.309.625) (Apêndice 01). Todos os procedimentos foram 

realizados após leitura e assinatura por cada participante do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE, Apêndice 02). 

 

4.3 Casuística 

 

Foram selecionados 14 pacientes com a Doença de Dupuytren 

submetidos à avaliação clínica no ambulatório da Disciplina de Cirurgia de 

Mão e Membro Superior do Departamento de Ortopedia e Traumatologia da 

Escola Paulista de Medicina – UNIFESP, realizada pela equipe da Cirurgia 

da Mão, composta pelo Professor Dr. Flavio Faloppa, pelo Dr. João Baptista 

Gomes do Santos, pelo Dr. Jorge Raduan Neto e pelo estudante de pós-

graduação Dr. Luiz Guilherme de Saboya Lenzi, que foi o responsável por 

classificá-los por grau de contratura, conforme proposto por Tubiana (1986). 

Participaram do estudo 14 casos controle, selecionados através de seleção 

aleatória e selecionados, após diagnóstico clínico (exame físico) e 

eletroneuromiográfico. (TUBIANA, 1986). 
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4.3.1 Critérios de inclusão e não-inclusão 

 

• Inclusão: Pacientes maiores de 18 anos com diagnóstico clínico de 

Doença de Dupuytren, de ambos os sexos, com indicação cirúrgica. 

• Não inclusão: Pacientes submetidos a cirurgia prévia ou com 

traumatismos prévios na mão avaliada, assim como pacientes que não 

quiseram assinar o TCLE da pesquisa. 

 

4.4 Delineamento da pesquisa  

 

Para o grupo controle, optou-se por comparar amostras de fáscia 

controle de pacientes submetidos ao tratamento cirúrgico para Síndrome do 

Túnel do Carpo. Esse tipo de amostra controle foi selecionada por ser uma 

doença sem relação com acometimento da fáscia palmar. A extração dessa 

fáscia não compromete a técnica cirúrgica adequada e não traz prejuízo à 

recuperação dos pacientes envolvidos. 

Para os grupos com DD analisados, os pacientes foram classificados 

em quatro diferentes estágios da doença, que compreendem a soma do déficit 

na goniometria realizada com um goniômetro de dedo, sempre posicionado 

na parte dorsal das três articulações dos dedos do raio acometido, segundo 

Tubiana et al. (1986). Assim, foram classificados em quatro grupos, que 

compreendem os estágios I, II, III e IV. Tanto para o grupo controle como 

para os grupos analisados a amostra para biópsia foi de no mínimo 1 cm2 ou 

mais, não havendo qualquer prejuízo ao tratamento do paciente. Todos os 

pacientes receberam analgesia, antibioticoterapia profilática e retornaram 
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para verificar a evolução cirúrgica aos sete, catorze, trinta, sessenta, noventa 

e cento e oitenta dias após a cirurgia. 

 

4.5 Procedimentos 

4.5.1 Pré-operatório e técnica operatória 

 

Os pacientes foram encaminhados ao centro cirúrgico para a cirurgia, 

em que foi realizada a técnica de fasciectomia parcial, conforme técnica 

padrão consagrada na literatura (HUESTON, 1961; DIAS & AZIZ, 2018).  

Foi utilizada a anestesia do tipo bloqueio de plexo no membro 

operado, a exanguinação com faixa de Esmarch, realizada a hemostasia 

rigorosa e sutura com fio de nylon (4 ou 5-0). Durante o procedimento 

cirúrgico, corda fibrótica foi ressecada (em torno de 2,5 cm) e dividida em 

três regiões: proximal (P), média (M) e distal (D) (TUBIANA & DUBERT, 

2000). 

Para os pacientes controle, a retirada da amostra de fáscia controle, foi 

realizada através da técnica clássica de liberação aberta do túnel do carpo. 

Os pacientes foram encaminhados ao centro cirúrgico da instituição 

proponente da pesquisa, onde foram submetidos ao procedimento anestésico 

regional intravenoso (bloqueio de Bier) e sedação, seguido pelo preparo 

cirúrgico adequado e ao procedimento de descompressão neurológica. Após 

a incisão da pele de aproximadamente 2 a 3 cm, foi realizado a cauterização, 

para a hemostasia adequada, e realizada a retirada de uma amostra de 

aproximadamente 1 cm2 da fáscia palmar do paciente. O procedimento 

cirúrgico seguiu e foi finalizado conforme técnica adequada (GREEN & 
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WOLFE, 2011). As amostras controle, assim como a urina controle seguiram 

o mesmo protocolo de armazenamento da amostra pesquisada. 

 Todas as amostras foram divididas e mantidas em acetona à 

temperatura ambiente para estudos de GAGs, no reagente de TRIzol® 

(Invitrogen, USA), a -80°C para análises de PCR e paraformaldeído 4% a 

4°C para métodos microscópicos. Além disso, no dia do procedimento, 

foram colhidos 50 mL de urina, de cada paciente envolvido na pesquisa, 

antes da cirurgia e armazenados a 4°C na presença de cristais de timol. 

 

4.5.2 Pós-operatório  

 

Todos os pacientes receberam analgesia e antibioticoterapia profilática 

e retornaram para realizar curativos e conferência da evolução cirúrgica, com 

sete, catorze, trinta, sessenta, noventa e cento e oitenta dias de pós-

operatório. 

 

4.5.3 Análise de glicosaminoglicanos em amostras de aponeurose palmar 

 

As amostras de aponeurose palmar foram lavadas em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4, trituradas em acetona (10 volumes) e 

mantidas durante a noite à temperatura ambiente, conforme descrito por 

FRANCIOZI et al. (2013) e MIERZWA et al. (2017). (FRANCIOZI et al. 2013; MIERZWA et al. 2017) . 

 Os precipitados foram separados por centrifugação, secos, pesados e 

proteolizados com maxatase (Biocon Laboratórios, Brasil). Posteriormente, 

os peptídeos e os fragmentos de ácido nucleico foram removidos por 

precipitação com ácido tricloroacético (10% de concentração final) a 4°C. 
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Após centrifugação, ao sobrenadante foi adicionado metanol. O precipitado 

foi recolhido por centrifugação e seco. As amostras foram suspensas em água 

destilada e analisadas em triplicatas para determinar o teor de 

glicosaminoglicanos sulfatados (SGAG) e ácido hialurônico (HA).  

Os SGAG foram identificados e quantificados por eletroforese em gel 

de agarose em tampão de 1,3-diaminopropano acetato 0,05 Molar, pH 9,0, 

utilizando padrões de heparan sulfato (HS), dermatam sulfato (DS) e 

condroitim sulfato (CS). As amostras foram analisadas em triplicatas. Os 

resultados quantitativos foram expressos em µg SGAG por mg de tecido 

seco. Os valores foram expressos como médias com limites inferior e 

superior de ICs de 95%.  

A determinação do HA foi efetuada com a utilização um método 

fluorimétrico semelhante a um ensaio imunoenzimático (ELISA) altamente 

específico (MARTINS et al. 2003). As quantidades absolutas de HA foram 

expressas em nanogramas de HA por mg de tecido seco. 

 

4.5.4 Análise de glicosaminoglicanos em amostras de urina 

 

Os glicosaminoglicanos presentes em amostras de urina foram 

extraídos por cromatografia de filtração em gel, conforme descrito por 

SOLER et al. (2018). Para tanto, uma alíquota de 2 mL de amostra de urina 

foi aplicada a uma coluna de purificação (Sephadex G25) equilibrada com 

água destilada.  

Após descarte do volume de inclusão, foi coletada uma fração de 4 

mL de fluxo, que foi seca a vácuo e, finalmente, dissolvida em 10 µl de água 

destilada e mantidas congeladas a -20 °C para análise. Essa purificação 
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permitiu uma separação clara entre GAG e sal, para além da exclusão de 

impurezas, como pigmentos e compostos menores, e foi seguida de 

microeletroforese em gel de agarose PDA. As quantidades foram expressas 

em µg SGAG/mg de creatina. (SOLER et al. 2008). 

O conteúdo de HA foi determinado utilizando-se um método 

fluorimétrico tipo “Elisa” não competitivo e expresso como ng HA/µg de 

creatinina (Martins et al. 2003). A creatinina foi determinada pelo método do 

picrato alcalino.  

 

4.5.5 Extração de RNA e análise de transcrição reversa-PCR em       

 tempo real 

 

O RNA total foi isolado com reagente de TRIzol® (Invitrogen, USA), 

quantificado espectrofotometricamente e utilizado como modelo para a 

reação de transcriptase reversa. O DNA complementar (cDNA) foi transcrito 

reversamente usando-se 2 µg de RNA total e o kit Improm II™ 

ReverseTranscriptase (Promega, Brasil).  

A amplificação quantitativa por PCR em tempo real, foi realizada com 

uma alíquota de 2 µl de cDNA diluído com primers específicos (Tabela 1) e 

o kit Syber Green Master Mix (Applied Biosystems, USA) em um 

termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, UK), 

usando-se o ciclo de ativação: 95 °C (10 minutos), 40 ciclos de 95 °C (15 

segundos), 61 °C (1 minuto) e 72 °C (30 segundos). 

 A expressão relativa foi analisada com um método baseado numa 

curva de diluição padrão para PCR em tempo real relativa com base no 

método ΔΔCT (Livak and Schmittgen 2001). Os resultados foram expressos 
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em unidades arbitrárias e foram utilizados controles negativos em paralelo 

para confirmar a ausência de qualquer contaminação. Os valores de 

expressão foram normalizados para o gene de expressão constitutiva da 

proteína ribossômica L13A. 

 

Tabela 1 – Primers utilizado para a PCR em tempo real 

Gene Forward (5’- 3’) Reverse (5’- 3’) 

Decorin GCTTCTTATTCGGGTGTGAGT TTCCGAGTTGAATGGCAGAG 

Biglican CTCGTCCTGGTGAACAACAA CAGGTGGTTCTTGGAGATGTAG 

Versican GTCACTCTAATCCCTGTCGTAATG CTCGGTATCTTGCTCACAAAGT 

Agrecan CCTTACCGTAAAGCCCATCTT CCAGTCTCATTCTCAACCTCAG 

RPL13a TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA 

 

 

4.5.6 Imunofluorescência, microscopia confocal e imuno-histoquímica 

 

Os espécimes de aponeurose palmar foram fixados em formaldeído a 

4% em PBS, incluídos em Tissue Tek a -20°C, seccionados em fatias de 10 

µm em um criostato e colocados em lâminas para análise de determinadas 

proteínas por imunofluorescência. 

 As lâminas foram incubadas com glicina 0,1M em tampão PBS 

durante 10 min, seguidos por incubação com tampão de bloqueio durante 1 

hora à temperatura ambiente e, em seguida, com anticorpos primários a 4°C 

durante a noite. Foram utilizados anticorpos primários policlonais (diluição 

de 1:200): decorim (sc-22613), biglicam (sc-33788), versicam (sc-25831), 
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agrecam (sc-25674). Após lavagem com PBS, as amostras foram incubadas 

com anticorpo secundário específico conjugado com Alexa flúor-594 ou 

estreptavidina conjugada com Alexa 594 à temperatura ambiente durante 1,5 

horas.  

Os núcleos foram corados com 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 

Dihydrochloride (DAPI) (diluição de 1:1000) durante 15 minutos à 

temperatura ambiente. Finalmente, as lâminas foram montadas em 

Fluoromont G (2:1 em PBS) e analisadas em um microscópio confocal. As 

imagens foram capturadas com uma objetiva Plan-Apochromat×63 (abertura 

numérica 1,4) sob imersão em óleo. As imagens são representadas em 

projeções de intensidade máxima correspondentes à série z (CAVALHEIRO 

et al. 2017).  

Para o ácido hialurônico, as lâminas foram incubadas em peróxido de 

hidrogênio a 10% durante 30 minutos, lavadas, bloqueadas com 5% de SFB 

(soro fetal bovino), para impedir ligação inespecífica e, finalmente, 

incubadas com proteína de ligação biotinilada a 4° C durante a noite. Após 

esse período, as lâminas foram lavadas e processadas utilizando-se o Kit 

Universal Dako LSAB®+, Peroxidase (Kit LSAB+, HRP) e o substrato 

cromogêneo Dako Liquid DAB+ (Dako, Dinamarca). As lâminas foram 

contracoradas com H&E e analisadas com a utilização de um microscópio 

óptico invertido (Axiovert 40 CFL, Zeiss), numa ampliação de 40 vezes. 

 

4.5.7 Microscopia de dispersão coerente anti-stokes de Raman (CARS) 

 

As amostras de fáscia palmar dos doentes com diferentes estágios da 

doença foram analisadas com o microscópio confocal. O sistema consiste 
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num microscópio invertido equipado com uma fonte de luz sintonizável 

picoEmerald (APE). A luz de excitação foi focada com uma objetiva 

apocromática de imersão múltipla (HC PL APO CS2 20×/0,75). O Epi-SHG 

foi utilizado para detectar a geração da segunda harmônica das fibras de 

colágeno. As imagens são representadas em projeções de intensidade 

máxima que corresponde às imagens adquiridas em série Z. As imagens 

coletadas em varredura foram processadas com o software Leica LAS AF 

(CAVALHEIRO et al. 2017).  

Por fim, a análise da orientação da estrutura do colágeno foi realizada 

com a geração da segunda harmônica das imagens das fibras de colágeno 

(série Z de pilhas confocais) dos controle e doentes, construída pelo plugin 

OrientationJ do software ImageJ. 

 

4.5.8 Análise Estatística  

 

Todos os dados obtidos foram analisados por meio de testes 

estatísticos de comparação, com base nos tipos de distribuição das variáveis. 

As distribuições foram consideradas não paramétricas de acordo com sua 

distribuição de dois grupos não pareados, utilizando-se o programa 

estatístico GraphPad Prism 9. Os valores obtidos para cada variável contínua 

foram organizados e descritos pela média e desvio padrão. Para a 

comparação entre as médias de dois grupos amostrais, foi utilizado o teste t 

de student, seguido do teste de Mann-Whitney. Para os estudos com mais de 

dois grupos com dados não paramétricos, foi utilizado o teste one way-Anova 

seguido do teste de Kruskal-Wallis. Um valor de probabilidade de p ≤ 0,05 

foi considerado significante. 
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5 RESULTADOS 

Os dados clínicos e demográficos de todos os pacientes submetidos a 

cirurgia da fáscia palmar para investigação dos glicosaminoglicanos (GAG) 

e colágeno estão descritos na tabela 2. A idade média do controle foi de 56 

±8, e a idade média dos acometidos pela doença de Dupuytren (DD) foi de 

63 ±7,74.  

Tabela 2. Dados clínicos dos pacientes submetidos a cirurgia da fáscia palmar para 
investigação dos GAGS e colágeno 

 

                       GRUPOS 

 
Controle (n=14) Dupuytren (n=14) 

Idade (anos) 
  

Média±DP 56 ± 8 63 ± 7.74 

Gênero Masculino=9 Masculino=13 

 
Feminino=5 Feminino=1 

Etnia - Caucasiano= 11 

  
Não caucasiano=3 

Grau de Tubiana      - I= 4 

 
 II =4 

 
 III =2 

 
 IV = 4 
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As amostras de fáscia palmar retiradas dos catorze doentes foram 

divididas em três regiões (P, M, D) e de acordo com os diferentes estágios da 

doença, sendo possível, dessa forma possível observar um aumento do 

conteúdo de dermatam sulfato (DS) e condroitim sulfato (CS) em todos os 

doentes em comparação com o controle. Não foram observadas diferenças 

em relação ao conteúdo de ácido hialurônico (HA) para os diferentes grupos 

de controle. Quando comparadas as regiões: proximal (P), média (M) e distal 

(D) (Figura. 1), não foram observadas diferenças estatísticas.  

Figura 1 – Conteúdo de controitim sulfato (A), dermatam sulfato (B), 
heparam sulfato (C) e ácido hialurônico (D) em regiões da fáscia 
palmar de doentes com diferentes estágios da doença de Dupuytren. 

Dessa forma, para as experiências seguintes, as três regiões foram 

incluídas como três medições diferentes para o mesmo doente (Figura 2). 

Não foram observadas quaisquer diferenças significantes no conteúdo de HA 

entre os doentes com diferentes estágios de DD e o controle novamente 

(Figura 2A). Por outro lado, os dados indicaram claramente um aumento do 
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conteúdo total de glicosaminoglicanos sulfatados para os pacientes com 

Dupuytren em comparação com os controles, sem diferença significante 

entre os quatro estágios da doença (Figura 2B).  

 

Figura 2 – Teor de ácido hialurônico (A) e glicosaminoglicanos 
sulfatados (B) na fáscia palmar de doentes com diferentes 
estágios da doença de Dupuytren. 

 

A análise individual dos diferentes tipos de SGAG revelou igualmente 

um aumento significante do teor de CS (Figura 3A) e DS (Figura 3B) em 

todas as fases da doença. O conteúdo de HS é 10 vezes inferior ao de DS 

(Figura 3C).  
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Figura 3 – Quantidade de condrotim sulfato (A), dermatam sulfato (B) 
e heparam sulfato (C) na fáscia palmar de pacientes com diferentes 
estágios da doença de Dupuytren. Todas as barras de erro representam 
desvio padrão, p<0,05 

 

Os resultados do conteúdo de condroitim sulfato e dermatam sulfato 

nos levaram a investigar a expressão de alguns PG contendo cadeias de CS 

ou DS ligadas covalentemente à proteína central. Inicialmente, foram 

realizados estudos de PCR em tempo real para as três regiões da fáscia DD 

para cada paciente individual e que não mostraram diferenças na expressão 

dos PGs analisados (dados não mostrados). 

Assim, na Figura 4A é possível observar o resultado do PCR em tempo 

real em que as três regiões diferentes são incluídas como amostras do mesmo 

doente. Foram investigados dois PG de elevado peso molecular que contêm 

cadeias CS. Foi observado um aumento significante da expressão de 

versicam e agrecam nos estágios II a IV (Figura 4A, B). No entanto, o nível 

de expressão do versicam é cerca de oito vezes superior ao do agrecam. Entre 

os pequenos proteoglicanos ricos em leucina, investigou-se a expressão de 

decorim e biglicam. Os resultados mostraram aumento significante do RNA 
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mensageiro de decorim apenas nos estágios I e II da doença (Figura 4C), sem 

alterações na expressão do biglicam (Figura 4D).   

 

 

Figura 4 – Expressão de versicam (A), agrecam (B), decorim (C) e 
biglicam (D) na fáscia palmar de pacientes com diferentes estágios da 
doença de Dupuytren.  

A expressão de versicam e decorim foi também investigada por 

microscopia confocal e os resultados estão de acordo com os dados obtidos 

por análises de PCR em tempo real (Figura 5). A expressão de versicam 

aumenta com a gravidade da doença (estágios I a IV) e as imagens sugerem 

alterações na distribuição e disposição desse PG. 
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Figura 5 – Imagens de imunofluorescência indicam que a 
expressão de versicam aumenta e a de decorim diminui com 
o aumento da gravidade dos pacientes com doença de 
Dupuytren. 

A expressão de decorim diminui dos estágios I a IV, corroborando os 

resultados obtidos pelas análises de PCR em tempo real. A expressão de 

ácido hialurônico (HA) por imuno-histoquímica (Figura 6) é paralela aos 

resultados obtidos pela medição direta de HA nas amostras (Figura 2).  
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Figura 6 – Imuno-histoquímica suplementar para a detecção 
de ácido hialurônico em diferentes fases da doença de 
Dupuytren. 

A arquitetura do colágeno (fibras e feixes) foi investigada pela geração 

da segunda harmônica utilizando-se a microscopia CARS. A Figura 7 

evidencia de maneira clara a alteração na orientação das fibras de colágeno 

entre amostras controle e amostras de pacientes com DD (Figura 7A). A 

distribuição angular dentro da amostra de colágeno pode ser quantificada 

(Figura 7B). As diferentes fases da DD apresentam três picos principais (-
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45, 45 e zero graus), ao passo que, no controle a orientação apresenta dois 

picos a -90 e 90 graus. Esses dados evidenciam que os tecidos doentes 

apresentam uma desorganização na disposição do colágeno. 

 

Figura 7 – Microscopia de dispersão coerente anti-stokes de Raman 
do colágeno na doença de Dupuytren. (A) As imagens representam a 
digitalização de secções palmares para os estágios II e III da doença 
de Dupuytren e o controle realizado nos planos XY e Z. A projeção 
mostra em verde o sinal de geração de segundo harmônico dos 
colágenos. Barras: 100 µm.  (B) Orientação do colágeno nas fases I a 
IV da doença de Dupuytren e no controle. A análise da orientação da 
estrutura do colágeno foi efetuada utilizando-se a geração do segundo 
harmônico das imagens das fibras de colágeno (série Z de pilhas 
confocais) dos doentes do controle e da DD, construída pelo plug-in 
OrientationJ do software ImageJ. I-IV, diferentes fases da doença de 
Dupuytren; ctr, controle. 
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A distribuição e os valores médios de HA na urina dos controles e dos 

doentes com DD estão mostrados na Figura 8A. Os controles apresentaram 

um valor médio de 25,6 ng HA/µg creatinina, enquanto para as quatro fases 

diferentes da doença os valores variaram entre 5,6 e 10,6 (ng HA/µg 

creatina). Os resultados não mostram alterações significante quando se 

comparam os controles com cada fase da DD. Além disso, a distribuição do 

teor de HA nos doentes com DD mostra uma menor dispersão quando 

comparada com os controles. 

 Assim, as quantidades de HA na urina de doentes com DD, sem levar 

em consideração o grau da doença, foram representadas em comparação com 

os controles (Figura 8B). Os dados mostram uma diminuição significante do 

teor de HA nos doentes com DD em comparação com os controles (p<0.035).  

O conteúdo de glicosaminoglicanos sulfatados (SGAG) na urina de 

controles e de doentes com diferentes fases da DD é apresentado na Figura 

8C. Observa-se uma diminuição significante nos estágios II, (p<0,01) e IV 

(p<0,002) em comparação com o controle. Os controles apresentam valor 

médio de 16,7 µg SGAG/mg de creatinina, ao passo que, para os quatro 

estágios diferentes da doença, os valores variam entre 5,5 e 9,6 µg SGAG/mg 

de creatinina. As quantidades de SGAG na urina dos doentes com DD, 

independentemente do grau da doença, mostram uma diminuição 

significante em comparação com os controles (Figura 8D) (p<0,001). 
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Figura 8 – Excreção urinária de ácido 
hialurônico (HA) e glicosaminoglicanos 
sulfatados (SGAG). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Este trabalho é o primeiro da literatura a pesquisar os 

glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na urina dos pacientes com a doença 

de Dupuytren (DD) e compara-los com a excreção de indivíduos normais. 

Ainda foram realizados estudos do conteúdo de GAGs obtidos de amostra de 

biópsia da fáscia palmar na busca por potenciais biomarcadores 

prognósticos. Pelas análises realizadas foi possível relacionar alterações 

significantes no conteúdo e disposição do condroitim sulfato, dermatam 

sulfato e colágeno na fáscia palmar dos doentes em comparação com o tecido 

normal, independentemente do grau da doença.  Ainda foi observada 

diminuição na excreção dos GAGs sulfatados (SGAG) e do ácido 

hialurônico (HA) na urina dos pacientes portadores de DD. 

Os resultados combinados demonstraram alterações na composição e 

arquitetura da matriz extracelular dos doentes com DD. O mecanismo de 

progressão do nódulo encontrado nas fases iniciais da DD para o cordão de 

colágeno ainda é mal compreendido, e a hipóteses mais aceita atualmente 

associa a doença a fatores inerentes à matriz extracelular que, quando 

alterados, podem mudar a composição e desencadear ações nas células para 

levar a um fenótipo proliferativo e contrátil (VI et al., 2010; GORMAN, 

2017; SAMULENAS et al., 2022). Os GAGs fazem parte da matriz 

extracelular e atuam em diferentes processos celulares, como a 

diferenciação, migração, adesão, proliferação celular, entre outros (MERRY 

et al., 2022). 

Entre os estudos que já reportaram a associação dos GAGs com a DD, 

um dos mais recentes foi o desenvolvido por SINACI et al. (2022), que 

analisou a ação do HA no tratamento da DD, por meio do qual determinaram 
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que o efeito da aplicação ex-vivo de HA em fibroblastos em cultura obtido 

de tecido normal e em doentes com DD diminuía a taxa de atividade dos 

fibroblastos e a proporção de colágeno tipo 1 e 3 (SINACI et al., 2022). 

Todavia, quando comparados os resultados obtidos nesse estudo, os 

resultados encontrados sugerem a utilização da molécula do HA como um 

alvo potencial para atuar como um biomarcador, ampliando sua utilização na 

investigação da DD.  

Os resultados obtidos por NASCIMENTO et al. (2016) se 

assemelham aos observados neste estudo na fáscia palmar, onde por meio de 

um estudo experimental com 23 pacientes foi observado o aumento de 

SGAG, principalmente o dermatam sulfato, e a diminuição do HA nas 

amostras de fáscia palmar de pacientes com a DD (NASCIMENTO et al., 

2016). 

Já a análise dos GAGs presentes na urina parece ser uma alternativa 

que precisa ser mais investigada, uma vez que os dados sinalizaram uma 

diminuição significante do teor de HA nos doentes com DD em comparação 

com os controles (p<0.035). Os dados também mostraram diminuição 

significante na excreção urinária dos glicosaminoglicanos sulfatados. Não 

existem outros dados na literatura referentes à excreção de HA nos doentes 

com DD.  

Os resultados obtidos a partir das amostras de fáscia palmar analisadas 

apresentaram alterações significativas no conteúdo dos SGAG, 

principalmente devido ao aumento do dermatam sulfato e condroitim sulfato, 

enquanto não foram observadas diferenças no conteúdo do HA. Estudos da 

expressão de alguns proteoglicanos, mostraram que tanto o decorim como o 

versicam estavam significativamente alterados na matriz extracelular dos 

doentes com DD.  
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Os resultados demonstraram, pela primeira vez na literatura, que o 

aumento da expressão de versicam, um proteoglicano de condrotim sulfato 

de elevado peso molecular (WIGHT et al., 2020), está relacionado com o 

avanço do estágio da doença, ao passo que o decorim, um pequeno 

proteoglicano de dermatam sulfato rico em leucina (SVENSSON et al., 

2001), diminui significativamente dos estágios I a IV, detectado tanto por 

análises de mRNA como por deteção de proteínas na microscopia confocal . 

KOZMA et al. (2005) foram um dos primeiros a reportar a 

caracterização dos proteoglicanos da matriz derivados da fáscia normal e de 

Dupuytren, com a presença da decorim, biglicam e condroitim, sugerindo 

que a alteração mais proeminente é o acumulo de biglicam e condroitim, em 

contraste com o decorim, cujas suas alterações afetam principalmente a 

estrutura de dermatam sulfato (KOŹMA et al.. 2005). 

Nas análises proximal, mediana e distal realizadas, não houve 

diferença estatística entre os grupos de grau de contratura. TRIPOLI et al. 

(2016) apresentaram que as seções proximal, distal, radial e ulnar da 

aponeurose palmar patológica apresentaram aumento da concentração de HA 

nos sentidos próximo-distal e ulnorradial (TRIPOLI et al., 2016).  

Na análise a partir da microscopia CARS (Coherent anti-stokes 

Raman scattering), foi possível observar que a arquitetura das fibrilas de 

colágeno se altera nos doentes com DD, e que a desorganização das fibrilas 

aumenta com os estágios da doença, dessa forma, relacionando-se a 

diminuição do decorim com a gravidade da DD, devido às alterações na 

disposição das fibrilas de colágeno. Entre os proteoglicanos de baixo peso 

molecular ricos em leucina, o decorim é um dos PG envolvidos na montagem 

das fibrilas de colágeno (ZAPPIA et al., 2020). Além disso, foi relatado por 
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CHEN et al. (2020) que o versicam se liga diretamente ao colágeno e é capaz 

de regular sua estrutura e mecânica (CHEN et al., 2020).  

Curiosamente, o estudo realizado por ALFONSO-RODRÍGUEZ et al. 

(2014) com a fáscia palmar da lesão de DD e da fáscia clinicamente não 

acometida por Dupuytren, demonstrou que a expressão imuno-histoquímica 

de decorim estava elevada na DD, enquanto o versican estava altamente 

expresso na fáscia normal, sem diferenças para o agrecan, além do aumento 

do conteúdo de colágeno. Um aspeto interessante do trabalho foi a 

constatação de que o tecido clinicamente não afetado apresentava alterações 

em alguns componentes da matriz extracelular, indicando que pode estar 

afetado, o que é muito relevante e justifica a escolha de nossas amostras de 

controle (ALFONSO-RODRÍGUEZ et al., 2014).  

Além disso, a análise da excreção de ácido hialurônico e de 

glicosaminoglicanos sulfatados mostrou diminuição significante na excreção 

desses compostos para os doentes com DD, o que por si só sugere um efeito 

sistêmico da doença. Os dados combinados demostram que a arquitetura das 

fibrilas de colágeno na DD é mais relevante para os sintomas que levam à 

contratura, tal como observado para a cápsula em doentes com ombros 

congelados (KIM et al., 2023).  

Este estudo foi capaz de apresentar uma via de possível correlação 

entre diferentes biomarcadores que podem estar atuando concomitantemente 

ou de forma individual durante o processo de lesão induzido pela DD. Os 

dados sugerem que estes glicosaminoglicanos e proteoglicanos 

desempenham papéis importantes no estabelecimento de fibras de colágeno 

intersticiais e na montagem de fibrilas em fibras na fáscia palmar de doentes 

com DD e, por conseguinte, na arquitetura da matriz extracelular. 
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Algumas limitações ocorreram durante o desenvolvimento deste 

estudo, especialmente devido ao ineditismo proposto. Um dos grandes 

fatores a se analisar é a dificuldade de extrapolação dos dados para comparar 

com referenciais para o estabelecimento de critérios diagnósticos precisos, 

podendo comprometer a validade e a aplicabilidade clínica dos 

biomarcadores de GAGs. Tal fato se deve à complexidade dos processos 

fisiopatológicos envolvidos na doença, incluindo a interação entre células 

fibroblásticas, matriz extracelular e citocinas, o que torna difícil estabelecer 

uma relação direta entre os GAGs e a predisposição genética. Além disso, 

outros fatores ambientais e epigenéticos podem contribuir para a progressão 

da doença, o que pode limitar a capacidade dos GAGs de prever o risco 

individual de desenvolvimento ou agravamento da doença. A obtenção de 

amostras também foi considerada um fator limitante, devido a procedimentos 

invasivos, como a biópsia, que pode causar desconforto e riscos para o 

paciente.  

Além disso, outro aspecto a ser analisado é a acessibilidade dessas 

análises para serem incorporadas à rotina clínica de análise de pacientes com 

suspeita da DD. Vale ressaltar que a metodologia empregada, principalmente 

a busca de marcadores na urina dos pacientes com DD, permitiu o 

entendimento individual da presença da doença e é, portanto, uma boa 

escolha para se analisar pacientes com DD. Contudo, a interpretação dos 

níveis de GAGs como biomarcadores de predisposição à DD requer estudos 

posteriores, buscando a padronização da metodologia analítica para a 

quantificação de GAGs. 

Essa estratégia, quando bem estabelecida, será capaz de determinar 

um perfil independente dos marcadores tradicionais utilizados até então, 

abrindo novas perspectivas e mais oportunidades de estudo a busca por 
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marcadores periféricos que permitam um possível diagnóstico e tratamento 

precoce da doença. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Condroitim sulfato e dermatam sulfato na fáscia palmar dos 

pacientes apresenta aumento significante, 

independentemente do grau da doença.  

O colágeno apresenta alterações significantes, independente 

do grau da doença. 

O aumento na expressão do versicam e do agrecam foi 

significante nos estágios II, III e IV. 

A expressão do decorin apresentou aumento significante nos 

estágios I e II. 

A diminuição da excreção urinária de glicosaminoglicanos 

sulfatados e ácido hialurônico sugere um efeito sistêmico da 

doença.  
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Os dados obtidos indicam que os glicosaminoglicanos, os 

proteoglicanos e a disposição do colágeno são possíveis 

biomarcadores do estágio da doença de Dupuytren. 
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Esta tese está de acordo com as seguintes normas em vigor no momento desta 

publicação: 

Ferreira ML Projetos, dissertações e teses: orientação normativa: guia 

prático/ edição, organização e coordenação. São Paulo: Ed. Red Publicações, 

2017. 

Referências: adaptado de International Committee of Medical Journals 

Editors (Vancouer)
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Apêndice 1 

Aprovação do CEP da UNIFESP 
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Apêndice 2  

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Você está sendo convidado a participar do estudo chamado: “Correlação entre os estágios 

da Doença de Dupuytren com alterações da matriz extracelular e os níveis de 

glicosaminoglicanos sulfatados e ácido hialurônico”. O objetivo desta pesquisa é avaliar 

o comportamento dos glicosaminoglicanos (dermatam sulfato, condroitim sulfato, 

heparam sulfato e ácido hialurônico), proteoglicanos e colágenos de pacientes portadores 

da Doença de Dupuytren visando correlacionar estas moléculas com a clínica. 

Essa pesquisa será realizada por avaliação clínica da(s) mão(s) acometida(s) seguida da 

análise laboratorial da urina e da aponeurose palmar ressecada durante o procedimento 

cirúrgico. Ao aceitar participar deste estudo, você será acompanhado e devidamente 

tratado. Sendo submetido ao tratamento preconizado pela literatura e devidamente 

acompanhado nesta instituição. Não há nenhum benefício ou prejuizo a você, ao aceitar 

participar deste estudo, e seu tratamento será realizado da mesma forma, sem prejuízo, no 

método ou no tempo do tratamento. Mesmo que não aceite participar do estudo, a cirurgia 

será realizada. 

O procedimento cirúrgico padronizado para o tratamento da doença consiste na retirada 

do tecido localizado acometido, apresentando um risco mínimo para o local da cirurgia, 

inerente ao procedimento cirúrgico, não aumentando ou diminuido pelo fato de estar 

participando da pesquisa  

A qualquer momento, você poderá desistir de sua participação deste estudo e seguir o 

tratamento para a sua doença, sem acarretar problema ou alteração ao tratamento habitual. 

Os seus dados pessoais não serão divulgados ou publicados (você se manterá anônimo 

durante todo o estudo).  

Em qualquer momento, você poderá questionar ou perguntar sobre o andamento do 

presente estudo. Você não terá despesa alguma, em qualquer fase do estudo. Também não 

há compensação financeira relacionada à sua participação. Não existe a possibilidade de 

dano pessoal ao participar deste estudo. Caso ocorra algum constrangimento, vergonha 

ou situação desconfortável durante o estudo, você poderá desistir da sua participação na 
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pesquisa e continuar o tratamento adequado. Os dados coletados serão utilizados somente 

para a publicação do estudo e em momento nenhum, sua identidade será revelada. 

Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 

pesquisa para esclarecimento de qualquer dúvida. O Prof. Dr. Flávio Faloppa  

(pesquisador responsável) poderá ser encontrado no endereço: Rua Borges Lagoa, 

número 786, Casa da Mão, Vila Clementino, São Paulo – SP ou pelo telefone: 55717106. 

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato 

com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571-

1062, FAX: 5539-7162 – e-mail: cepunifesp@unifesp.br  

Este termo está sendo disponibilizado em duas (02) vias assinandas, tanto pelo 

pesquisador quanto pelo paciente, sendo que uma ficará com o paciente e a outra com o 

pesquisador responsável 

Discuti e esclareci todas as minhas dúvidas sobre o trabalho (estudo) e minha decisão em 

participar. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, as garantias de 

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em 

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes 

ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu 

possa ter adquirido, ou ao meu tratamento. 

 

Nome do paciente:_______________________ 

Assinatura do paciente____________________Data ____/_____/_____  

 

Nome da testemunha:____________________ 

Assinatura da testemunha_________________Data ____/_____/_____ 

 

Nome do pesquisador: LUIZ GUILHERME DE SABOYA LENZI 

Assinatura do pesquisador_________________Data ____/_____/_____ 
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Apêndice 3 

Artigo de revisão publicado
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Apêndice 4 

Artigo experimental submetido 

 

Dupuytren’s disease impacts the content and arrangement of 
extracellular matrix components 

 

collagen/ hyaluronic acid/ proteoglycans/sulfated glycosaminoglycans/urine 

 

Luiz Guilherme Ssaboya Lenzi1, *, João Baptista Gomes dos Santos1, Elsa Yoko 

Kobayashi2, Aline Mendes2, Renan Pelluzzi Cavalheiro2, Helena Bonciani Nader2, Flávio 

Faloppa1 

 

1 Department of Orthopaedics and Traumatology, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de 

São Paulo, São Paulo, SP, 04038-032, Brazil  

2 Molecular Biology Program, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de São Paulo, São Paulo, 

SP, 04024-002, Brazil;  

 

*Correspondent Author:  
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Abstract 

Objective: Dupuytren's disease (DD) is a typical hand fibroproliferative condition 

resulting from genetic, epigenetic and environmental factors. Extracellular matrix (ECM) 

is a complex network of different types of macromolecules and alterations in the content 

and arrangement of ECM components impact normal physiological processes and 

pathological conditions.  

Design: The present work investigated the content and organization of 

glycosaminoglycans, proteoglycans and collagen in the ECM of patients with different 

stages of DD as a putative prognostic factor for this disease.   

Results: Significant alterations in the content and arrangement of chondroitin sulfate, 

dermatan sulfate and collagen in the fascia palmar from patients compared to normal 

tissue independent of the degree of the disease were observed. Our results showed for the 

first time in the literature, that the increase in versican expression, a high molecular 

weight chondroitin sulfate proteoglycan, is related to the rise in the stage of the disease, 

whereas decorin, a small leucine rich dermatan sulfate proteoglycan, significantly 

decreases from stages I to IV, detected both by mRNA analyses and protein detection in 

the confocal microscopy. CARS (Coherent anti-stokes Raman scattering) microscopy 

indicate that the architecture of collagen fibrils in DD is most relevant for the stages of 

the disease. Also, the excretion of both hyaluronic and sulfated glycosaminoglycans is 

significantly decreased in urine of DD patients.  

Conclusions: The data indicate proteoglycans and collagen arrangement as possible 

markers for the stage of the disease. Also, the decrease in the urinary excretion of 

glycosaminoglycan suggests a systemic effect of the disease. 
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Introduction 

Dupuytren's disease (DD) is a typical hand fibroproliferative condition resulting from 

genetic, epigenetic and environmental factors(Layton et al. 2023). The worldwide 

prevalence is around 8%, with differences among global regions, where Africa accounts 

for 17%, Asia 15%, Europe 10%, and the Americas 2% of the cases (Salari et al. 2020). 

This disorder results in the development of knots and fibers in the palmar fascia, 

characterized by flexion contractures of the digits, and appears to involve a decrease in 

the production of types I and III collagens as well as decrease in metalloproteinases 

(MMP-2, MMP-9, MMP-13) through mRNA evaluation using myofibroblasts cultures 

from patients (Kang et al. 2014).   On the other hand, Johnston et al (2006) showed an 

increase in 3 key collagenases, MMP1, MMP13, and MMP14 (Johnston et al. 2007).  

Myofibroblasts are the primary cells involved and can actively contract and exhibit 

behaviors of both fibroblasts and smooth muscle cells as well as high levels of 

proinflammatory cytokines in tissue from Dupuytren's patients (Tripoli et al. 2016).   

Growth factors as TGF-beta, TNF-alfa, PDGF, GM-CSF among others have been 

implicated in the abnormal cell activation, collagen synthesis and extracellular deposition 

in Dupuytren’s disease (Verjee et al. 2013; van Beuge et al. 2016; Nascimento et al. 2016). 

Glycosaminoglycans are linear anionic polysaccharides with critical roles in numerous 

biological processes. Except for hyaluronan (also known as hyaluronic acid), all 

glycosaminoglycans occur in the tissues as proteoglycans (PGs), where the 

polysaccharide chains are covalently linked to a core protein. The glycosaminoglycans 

are polydisperse linear polysaccharides composed of alternate units of hexosamine and 
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uronic acid linked by glycosidic linkage. The type of hexosamine (D-glucosamine or D-

galactosamine), the type of uronic acid (D-glucuronic acid or L-iduronic acid), the type 

(α or β) and the relative position (1→3 or 1→4) of the glycosidic linkages distinguish the 

different glycosaminoglycans. Sulfation occurs at different positions of the disaccharide 

units, except for hyaluronic acid (Sampaio and Nader 2006; Dreyfuss et al. 2009; Merry 

et al. 2022). Sulfated glycosaminoglycans (SGAG) encompass heparan sulfate (HS), 

heparin (Hep), chondroitin sulfate (CS) and dermatan sulfate (DS).  

Extracellular matrix (ECM) is a complex network of different types of macromolecules, 

such as collagens, fibronectins, laminins, proteoglycans, hyaluronic acid, among others. 

Alterations in the contents and arrangement of ECM components can have significant 

implications in normal physiological processes, such as tissue development and 

remodeling, as well as in pathological conditions(Bonnans et al. 2014; Mouw et al. 2014).   

Dupuytren disease seems to result from a combination of heritable genomic factors and 

abnormal environmental stimuli (O’Gorman and Gan 2010; Samulenas et al. 2022). Even 

though most studies usually focus on DD treatment, up to now there is no cure for DD 

and treatment remain palliative (Hentz et al. 2012; Degreef and De Smet 2013; Soreide 

et al. 2018; Nordenskjöld et al. 2019; Ruettermann et al. 2021). 

The extracellular environment is overlooked, especially in the context of analyses of cells 

in culture from patients with DD. Preliminary results from our group showed that these 

patients displayed increase in dermatan sulfate (Nascimento et al. 2016). Thus, the present 

work aims to study the contents and organization of glycosaminoglycans, proteoglycans 

and collagen in the extracellular matrix of patients with different stages of Dupuytren's 

contracture as a putative prognostic factor for this disease.  The data showed significant 

alterations in the content and arrangement of chondroitin sulfate high molecular weight 
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proteoglycan (versican), small leucine rich dermatan sulfate proteoglycan (decorin) and 

collagen in the fascia palmar from patients compared to normal tissue according to the 

stages of the disease. Furthermore, analyses of urine samples from DD patients showed 

significant decrease in the excretion of hyaluronic acid as well as of sulfated 

glycosaminoglycans.  

Results 

The excised fascia palmar specimens from 14 patients were divided into 3 regions (P, M, 

D) as already indicated and according to the different stages of the disease. There is an 

increase in the contents of heparan sulfate, dermatan sulfate and chondroitin sulfate for 

all patients compared to control, with no differences for hyaluronic acid. Furthermore, no 

statistical differences were observed when comparing the regions P, M and D (Fig. 1 

supplementary). Thus, for the next experiments, the 3 regions are included as 3 different 

measurements for the same patient (Fig. 1).  

No significant difference for hyaluronic acid content among patients with different DD 

stages and control (Fig. 1A) was observed. On the other hand, the data clearly indicates 

an increase in SGAG content for Dupuytren´s patients compared to controls, with no 

significant difference among the 4 stages of the disease (Fig. 1B).  Individual analyses of 

the different types of SGAG also shows significant increase in the content of CS (Fig. 

2A), DS (Fig. 2B) for all stages of the disease. HS content is 10 times lower than DS and 

significant increase occurs for stages II to IV (Fig. 2C). 

These results led us to investigate the expression of some PG containing CS or DS chains 

covalently linked to the core protein. PCR data obtained among the 3 regions of the DD 

fascia for each individual patient showed no differences in the expression of the analyzed 
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PGs (data not shown). Thus, Fig. 3A shows the PCR result where the 3 different regions 

are included as samples from the same patient. Two high molecular weight PG (HMWPG) 

that contain CS chains were investigated. It was observed significant increase in the 

expression of versican and aggrecan for stages II to IV (Fig 3A, B). Nevertheless, the 

level of expression of versican is around 8 times higher compared to aggrecan. Among 

the small leucine rich proteoglycans (SRLP), we investigated the expression of decorin 

and biglycan. The results showed significant increase in the mRNA for decorin only for 

stages I and II of the disease (Fig. 3C) with no changes in the expression of biglycan (Fig. 

3D).   

The expression of versican and decorin investigated by confocal microscopy are in 

accordance with the data obtained by PCR analyses (Fig. 4). The expression of versican 

increases with the severity of the disease (stages I to IV) and the images suggest changes 

in the distribution and arrangement of this PG.  

Interestingly, the expression of decorin decreases from stages I to IV, corroborating the 

results obtained by PCR analyses. The expression of HA by immunohistochemistry (Fig. 

2 Supplementary) parallels the results obtained by the direct measurement of HA in the 

samples (Fig. 1). 

Collagen architecture (fibers and bundles) was investigated by the second harmonic 

generation using CARS microscopy, where it is clear the alteration in collagen fibers 

orientation from control to samples with DD (Fig. 5A). The angular distribution within 

the collagen sample can be quantified (Fig. 5B). The different stages of DD show three 

major peaks (-45, 45 and zero degrees), whereas for control the orientation shows two 

peaks at -90 and 90 degrees. This data highlights that the diseased tissues show 

disorganization in collagen arrangement. 
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The distribution and mean values of HA in urine of controls and DD patients can be 

depicted in Fig. 6A. Controls show a mean value of 25.6 ng HA/µg creatine whereas for 

the 4 different stages of the disease the values vary between 5.6 and 10.6 (ng HA/µg 

creatine). The results show no significant changes when comparing controls with each 

stage of DD. Also, the distribution in HA contents for DD patients show less dispersion 

when compared to controls. Thus, the amounts of HA in urine of DD patients without 

taking into consideration the degree of the disease was plotted compared to controls (Fig. 

6B). The data shows a significant decrease in HA contents for DD patients compared to 

controls (p<0.035). The contents of SGAG in urine from controls and patients with 

different stages of DD is shown in Fig. 6C. It is observed a significant decrease for stages 

II, (p< 0.01) and IV (p<0.002) compared to control. Controls show a mean value of 16.7 

µg SGAG/mg whereas for the 4 different stages of the disease the values vary between 

5.5 to 9.6 µg SGAG/mg creatine. The amounts of SGAG in urine of DD patients 

independent of the degree of the disease shows significant decrease compared to controls 

(Fig. 6D) (p<0.001). 

 

Discussion 

The combined results showed alterations in the ECM composition and architecture of DD 

patients.  Significant changes in the contents of SGAG, mainly due to increase in 

dermatan sulfate and chondroitin sulfate were observed, whereas no differences in HA 

content.  Furthermore, both decorin and versican were significantly altered in the 

extracellular matrix of DC patients. Our results showed for the first time in the literature, 

that the increase in versican expression, a high molecular weight chondroitin sulfate 
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proteoglycan, is related to the rise in the stage of the disease, whereas decorin, a small 

leucine rich dermatan sulfate proteoglycan, significantly decreases from stages I to IV, 

detected both by mRNA analyses and protein detection in the confocal microscopy. CARS 

(Coherent anti-stokes Raman scattering) microscopy indicate that the architecture of 

collagen fibrils changes in DD patients and the disorganization in the fibrils increases 

with the stages of the disease. Thus, the decrease in decorin with the severity of DD 

correlates with the changes in the arrangement of collagen fibrils. Among the SLRP, 

decorin is one of the PG involved in the collagen fibril assembly (Scott 1996; Reed and 

Iozzo 2002; Chen et al. 2020). Also, it has been demonstrated that versican binds collagen 

directly and regulates its structure and mechanics (Wu et al. 2005; Chen et al. 2020).  

Interestingly, studies conducted using palmar fascia from the lesion of DD and from 

clinically unaffected by Dupuytren as well as from normal forehand fascia, using different 

methodological approaches showed that the immunohistochemical expression of decorin 

was high in DD, whereas versican was highly expressed in the normal fascia, with no 

differences for aggrecan, besides increase in collagen content. One interesting aspect of 

the paper was the finding that the clinically unaffected tissue showed changes in some 

ECM components, indicating that it may be affected, which is most relevant and justifies 

the choice of our control samples (Alfonso-Rodríguez et al. 2014). 

Also, the excretion of both hyaluronic and sulfated glycosaminoglycans is significantly 

decreased in urine of DD patients suggesting a systemic effect of the disease. The 

combined data shows that the architecture of collagen fibrils in DD is most relevant for 

the symptoms that lead to the contracture, as observed for capsule in frozen shoulders 

patients (Hagiwara et al. 2012). Furthermore, the collected data advocate that these 

glycosaminoglycans and proteoglycans are playing important roles in the establishment 
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of interstitial collagen fibers and the assembly of fibrils into fibers in the palmar fascia of 

DD patients and thus in the architecture of the ECM.  

Material and Methods 

Surgical specimens 
The present study conducted at the Department of Orthopedics and Traumatology, Escola 

Paulista de Medicina, Universidade Federal de São Paulo, included samples of the palmar 

fascia from patients diagnosed with DD, that were classified by the severity of the 

contracture (I, II, III, IV). The study was approved by the Ethics Committee (Nr. 

48734315.2.0000.5505) and all participants signed a Free and Informed Consent Term. 

DD patients with surgical indications who had no previous surgeries or previous traumas 

were included. Fascia samples from patients undergoing surgical treatment for Carpal 

Tunnel Syndrome were used as control. All patients received analgesia, prophylactic 

antibiotic therapy and returned to check the surgical evolution at 7, 14, 30, 60 and 90 days 

after surgery. The patients were classified in 4 different stages of the disease that includes 

the sum of the deficit in goniometry performed with a finger goniometer, always 

positioned on the dorsal part of the three finger joints of the affected radius according to 

Tubiana et al (1981) (Tubiana et al. 1981).   Stages I, II, III and IV comprised 4, 4, 2 and 

4 patients, respectively. 

For the surgery, the technique of partial fasciectomy was performed, according to the 

standard established in the literature. Plexus block anesthesia was performed on the 

operated limb, exsanguination with an Esmarch band, rigorous hemostasis, and suture 

with sterile nylon thread (4-0 or 5-0). During the surgical procedure, the fibrotic cord was 

resected (around 2.5 cm) and divided into 3 regions: proximal (P), median (M) and distal 
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(D) accordingly to the position of the long tendon and median nerve (Tubiana and Dubert 

2000).   The samples were divided and maintained in acetone at room temperature for 

GAG studies, in TRIzol at -80° C for PCR analyses and 4% paraformaldehyde at 4° C for 

microscopic methods. Also, on the day of the procedure, 50 mL of urine were collected 

from each patient before surgery and stored at 4° C in the presence of thymol crystals. 

 Glycosaminoglycans analysis in palmar aponeurosis 

samples 

The palmar aponeurosis samples were washed in phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4, 

grounded in acetone (10 vol) and kept overnight at room temperature as described 

(Franciozi et al. 2013; Mierzwa et al. 2017).   The precipitates were separated by 

centrifugation (3,000×g, 15 min), dried, weighted and proteolyzed with maxatase (Biocon 

Laboratories, Brazil) (4 mg/mL in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.0, 18 h at 60° C). 

Afterward, peptides and nucleic acid fragments were removed by precipitation with 

trichloroacetic acid (10% final concentration) at 4° C. After centrifugation (10 min, 

3,500×g, 4° C), the supernatant containing GAG was precipitated by addition of methanol 

(3vol, −20° C, 18 h). The precipitate was collected by centrifugation and dried. The 

samples were suspended in distilled water and analyzed in triplicates for sulfated 

glycosaminoglycans (SGAG) and HA content. SGAG were identified and quantified by 

agarose gel electrophoresis in 0.05 M 1,3-diaminopropane acetate (PDA) buffer, pH 9.0 

using standards of CS, DS and HS ((Seikagaku, Japan). The samples were analyzed in 

triplicate. The quantitative results were expressed as µg SGAG per mg of dry tissue. The 

values were expressed as means with lower and upper limits of 95% CIs. Determination 

of HA was performed using a highly specific enzyme-linked immunosorbent assay 
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(ELISA)-like fluorometric method (Martins et al. 2003).   The absolute amounts of HA 

were expressed as nanograms of HA per mg of dry tissue.  

Glycosaminoglycans analysis in urine samples 
The glycosaminoglycans in urine samples were extracted by gel filtration 

chromatography as previously described (Soler et al. 2008). For this, an aliquot of 2 ml 

of urine sample was applied to a Sephadex G25 column equilibrated with distilled water. 

After discarding the inclusion volume, the following 4 ml flow-through are collected, 

vacuum dried and, finally, dissolved in 10 µl of distilled water and kept frozen at −20 °C 

for analysis. This purification permits a clear separation between GAG and salt, in 

addition to the exclusion of impurities, such as pigments and smaller compounds and is 

followed by microelectrophoresis in PDA agarose gel. Creatinine was determined by the 

alkaline picrate method (Labtest kit). The amounts were expressed as µg SGAG/mg 

creatinine. The amounts of HA were determined using a non-competitive "Elisa-like" 

fluorimetric and expressed as ng HA/µg of creatinine (Martins et al. 2003). 

 RNA extraction and real-time reverse transcription–

PCR analysis 
Total RNA was isolated with TRIzol® Reagent (Invitrogen), spectrophotometrically 

quantified and used as the template for the reverse transcriptase reaction. Complementary 

DNA (cDNA) was reverse transcribed using 2 µg of total RNA and the kit Improm II™ 

ReverseTranscriptase (Promega). Quantitative RT–PCR amplification was performed 

using a 2 µl aliquot of diluted cDNA with specific primers (Table I Supplementary) and 

the kit Syber Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) in a 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, UK), using the activation cycle: 95 °C (10 min), 

40 cycles of 95 °C (15 s), 61 °C (1 min), and 72 °C (30 s). Relative expression was 
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analyzed with a standard dilution curve-based method for relative real-time PCR based 

on the ΔΔCT method (Schmittgen and Livak 2001).   Results were expressed in arbitrary 

units and negative controls were used in parallel to confirm the absence of any 

contamination. Expression values were normalized to the housekeeping gene RPL 13A 

(ribosomal protein L13A).  

 Immunofluorescence, confocal microscopy and 

immunohistochemistry 
The palmar aponeurosis specimens were fixed in 4% formaldehyde in PBS, included in 

Tissue Tek at -20° C, sectioned in 10 µm slices on a cryostat and placed on slides for 

immunofluorescence analysis. The slides were incubated with 0.1M glycine in PBS buffer 

for 10 min, with blocking buffer (5% FCS, 0.02% saponine in PBS buffer) for 1 h at room 

temperature, and then with primary antibodies at 4°C overnight. Primary polyclonal 

antibodies (1:200) from Santa Cruz were employed: decorin (sc-22613), biglycan (sc-

33788), versican (sc-25831), aggrecan (sc-25674). After washing with PBS, the samples 

were incubated with specific secondary antibody conjugated with Alexa fluor-594 or 

streptavidin conjugated with Alexa 594 at room temperature for 1.5 h. Nuclei were stained 

with DAPI (1:1000, Molecular Probes, OR) for 15 min at room temperature. Finally, 

slides were mounted in Fluoromont G and analyzed on a laser scanning confocal 

microscope (Leica TCS SP8). Coverslips were mounted on glass microscope slides using 

a mounting medium (Fluoromount-G, 2:1 in PBS) and images captured with a Plan-

Apochromat×63 objective (numerical aperture 1.4) under oil immersion. The images are 

represented in maximum intensity projections corresponding to the z-series of confocal 

stacks (Cavalheiro et al. 2017). For HA, the slides were incubated in 10% hydrogen 

peroxide for 30 min, washed, unspecific protein binding sites blocked with 5% FBS, and 
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finally incubated with biotinylated link protein at 4° C overnight, washed and then 

processed using the Universal Dako LSAB®+ Kit, Peroxidase (LSAB+ Kit, HRP) and 

Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako, Glostrup, Denmark). The slides 

were counter stained with H&E and analyzed using an inverted light microscopy 

(Axiovert 40 CFL, Zeiss) at 40 x magnification. 

Coherent anti-stokes Raman scattering (CARS) 

microscopy 
Specimens from patients with different stages of the disease were analyzed using TCS 

SP8 CARS Confocal Microscope. The system consists of an inverted microscope (DMI 

6000 CS Trino, Leica) equipped with a picoEmerald tunable light source (APE). The 

excitation light was focused using a plan apochromatic multi-immersion objective (HC 

PL APO CS2 20×/0.75). Epi-SHG was used to detect second harmonic generation from 

collagen fibers. Images are represented as maximum intensity projections, corresponding 

to the Z-series of confocal stacks and were collected by tile scan and processed with Leica 

LAS AF software.28   Finally, the orientation analysis of collagen structure was performed 

using the second harmonic generation of collagen fibers images (Z-series of confocal 

stacks) from control and DD patients built by OrientationJ plugin of the ImageJ software.  

Statistical analysis  
All data obtained were analyzed using statistical tests for comparison, based on the types 

of distribution of the variables. The distributions were considered nonparametric 

according to their distribution of 2 unmatched groups using the statistical program 

GraphPad Prism 9. The values obtained for each continuous variable were organized and 

described by the mean and standard deviation. For comparison between the means of two 

sample groups the student t-test followed by Mann-Whitney test were used. For the 
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studies with more than two groups with nonparametric data, the one way-Anova followed 

by the Kruskal-Wallis test was used. A probability value of p ≤ 0.05 was considered 

significant. 
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Figures 

 Fig. 1 Hyaluronic acid (A) and sulfated glycosaminoglycans (B) content in palmar fascia 

from patients with different stages of Dupuytren’s disease. Each experiment was 

performed three times. Quantifications shown in the figure resume all experiments. 

Kruskal-Wallis one-way ANOVA tests were performed. All error bars represent SD, ∗p < 

0.05. 

Fig. 2 Amount of chondroitin sulfate (A), dermatan sulfate (B) and heparan sulfate (C) 

content in palmar fascia from patients with different stages of Dupuytren’s disease. Each 

experiment was performed three times. Quantifications shown in the figure resume all 

experiments. Kruskal-Wallis one-way ANOVA tests were performed. All error bars 

represent SD, ∗P < 0.05. 
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Fig. 3 Expression of versican (A), aggrecan (B), decorin (C) and biglycan (D) in the 

palmar fascia from patients with different stages of Dupuytren’s disease. Each experiment 

was performed three times. Quantifications shown in the figure resume all experiments. 

Kruskal-Wallis one-way ANOVA tests were performed. All error bars represent SD, ∗P < 

0.05. The numbers indicate the expression of the studied gene relative to the housekeeping 

gene RPL 13A (ribosomal protein L13A).  

 

 

 



A p ê n d i c e s |104 
 

 
 

Fig. 4 Versican expression increases and decorin decreases with the rise in the severity 

of DD patients. The images represent confocal microscopy analyses of palmar fascia from 

patients with stages II and III of Dupuytren’s disease. Bars: 50 µm; ROI: region of 

interest. 
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Fig. 5 Coherent anti-stokes Raman scattering microscopy of collagen in Dupuytren’s 

disease. (A) The images represent scan of palmar sections for stages II and III of 

Dupuytren’s disease and control performed in both XY and Z planes. The projection 

shows in green the second harmonic generation signal of collagens. Bars: 100 µm.  (B) 

Collagen orientation for stages I to IV of Dupuytren’s disease and control. The orientation 

analysis of collagen structure was performed using the second harmonic generation of 

collagen fibers images (Z-series of confocal stacks) from control and DD patients built 

by OrientationJ plugin of the ImageJ software. I-IV, different stages of Dupuytren’s 

disease; ctr, control. 
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Fig. 6  Urinary excretion of hyaluronic acid (HA) and sulfated glycosaminoglycans 

(SGAG). HA (A) and SGAG (C) urinary excretion in patients with different stages of the 

Dupuytren’s disease. Each experiment was performed three times. Kruskal-Wallis one-

way ANOVA tests were performed. Quantifications shown in the figure resume all 

experiments. HA (B) and SGAG (D) urinary excretion in all patients. Each experiment 

was performed three times. The statistic was performed using Student t-test followed by 

Mann-Whitney. All error bars represent SD, ∗P < 0.05. 
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Fig. 1 Supplementary Chondroitin sulfate (A), dermatan sulfate (B), heparan sulfate (C) 

and hyaluronic acid (D) content in regions of palmar fascia from patients with different 

stages of Dupuytren’s disease. Each experiment was performed three times. 

Quantifications shown in the figure resume all experiments. Kruskal-Wallis one-way 

ANOVA tests were performed. All error bars represent SD.  
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Fig. 2 Supplementary Immunohistochemistry for the detection of hyaluronic acid in 

different stages of Dupuytren’s disease.  Bars: 100 µm; ROI: region of interest. 
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Table I Supplementary. Primers used in Real Time PCR 

Gene Forward (5’- 3’) Reverse (5’- 3’) 

Decorin GCTTCTTATTCGGGTGTGAGT TTCCGAGTTGAATGGCAGAG 

Biglican CTCGTCCTGGTGAACAACAA CAGGTGGTTCTTGGAGATGTAG 

Versican GTCACTCTAATCCCTGTCGTAATG CTCGGTATCTTGCTCACAAAGT 

Agrecan CCTTACCGTAAAGCCCATCTT CCAGTCTCATTCTCAACCTCAG 

RPL13a TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA 

 

 

 

 

 

 

 

 


