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RESUMO

Moure ERD. Anélise comparativa das caracteristicas clinico-patoldgicas e
imunopatoldgicas do liquen plano pilar e da alopecia frontal fibrosante [Tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2015.

Introducdo: Alopecia frontal fibrosante (AFF) € um tipo de alopecia cicatricial
classificada, atualmente, como uma variante clinica do liquen plano pilar (LPP),
afetando o couro cabeludo em um padrdo clinico caracteristico e apresentando
padrdo histoldgico similar ao LPP. Objetivos: Analisar e comparar as alteragdes
clinico-patologicas e imunopatologicas do LPP e da AFF. Métodos: Neste estudo
foram selecionados dez pacientes com AFF e dez com LPP objetivando caracterizar
achados clinicos, histologicos e imunologicos. A revisdo dos preparados histoldgicos
em cortes longitudinais foi realizada comparando-se infiltrado linfocitario
perifolicular, fibrose perifolicular, apoptose nos foliculos pilosos, dilatacéo
infundibular, infiltrado linfocitario liquenoide na interface entre a epiderme
interfolicular e a derme, e reacdo granulomatosa tipo corpo estranho. Foram
realizados estudos de imunofluorescéncia direta e imuno-histoquimica para a
demonstracdo da expressdo de CD1a, CD3, CD4, CD8, CD68 e IDO (indoleamine
2,3-dioxygenase) em bidpsias de pele. Resultados: As principais manifestagdes
clinicas verificadas nos pacientes com AFF incluiram: recesso frontotemporal
simétrico e progressivo, ceratose e eritema folicular, pele atréfica desprovida de
orificios foliculares, rarefacdo dos supercilios e auséncia de pelos velus na linha de
implantacdo capilar. Ja nos casos de LPP os principais achados clinicos incluiram:
envolvimento multifocal e predominantemente difuso do couro cabeludo com
presenca de eritema, ceratose e descamacdo perifolicular. A descamacéo peripilar
(80% no LPP e 50% na AFF) e o prurido (60% na AFF e 30% no LPP) foram os
sinais e sintomas predominantes em ambas afeccOes. A histopatologia mostrou
achados sobreponiveis entre os casos de LPP e AFF, incluindo alteracdes vacuolares
de interface, infiltrado linfocitico liquenoide perifolicular, fibrose perifolicular, tratos
cicatriciais, degeneracdo de queratindcitos basais e destruicdo da camada basal. Os
achados mais caracteristicos de imunofluorescéncia direta incluiram a presenca de
imunofluorescéncia granulosa moderada e continua na zona de membrana basal e
corpos citoides fluorescentes na derme papilar, principalmente, anti IgM, IgA e IgG
presentes no LPP e na AFF. A comparacdo histopatoldgica e imunopatoldgica ndo
mostrou diferencas significativas entre as duas afeccGes. Conclusdo: Embora
clinicamente diferentes, nosso estudo ndo evidenciou diferencas histopatoldgicas e
imunopatologicas entre o liquen plano pilar e a alopecia frontal fibrosante,
favorecendo o conceito de tratar-se, em ambos 0s casos, de aspectos clinicos
distintos da mesma doenca.

Descritores:  Alopecia; Liquen plano; Cicatriz; Técnicas histologicas;
Imunofluorescéncia;  Imuno-histoquimica;  Sistema  imunoldgico;  Estudo
comparativo.



ABSTRACT

Moure ERD. Comparative analysis of clinical and immunopathological features in
lichen planopilaris and frontal fibrosing alopecia [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2015.

Background: Frontal fibrosing alopecia (FFA) is a type of scarring alopecia
currently considered as a clinical variant of lichen planopilaris (LPP), affecting the
scalp in a distinctive clinical pattern but also presenting both characteristic and
similar histological patterns. Objective: Analysing and comparing the clinical-
pathological and immunological alterations between LPP and FFA. Methods: For
our study, we have selected ten patients, women, with FFA and ten with LPP, so that
clinical, histological and immunological findings were better characterized. The
analysis of histological preparations in longitudinal sections was performed by
comparing the following aspects: perifollicular lymphocytic infiltrate, perifollicular
fibrosis, apoptosis in hair follicles, infundibular dilatation, lichenoid lymphocytic
infiltrate at the interface between the interfollicular epidermis and the dermis and
granulomatous foreign body reaction. Studies of direct immunofluorescence and
immunohistochemistry were executed for demonstrating the expression of CDla,
CD3, CD4, CD8, CD68 and IDO (2,3-dioxygenase indoleamine) in skin specimens.
Results: The main clinical manifestations observed in the studied patients with AFF
include: symmetrical and progressive frontotemporal recession, follicular keratosis
and erythema, atrophic skin devoid of hair follicles, thinning eyebrows and absence
of vellus hair in the hairline. Concerning LPP cases, the mais clinical manifestations
include multifocal and predominantly diffuse scalp involvement with the presence of
erythema, perifolicular keratosis and scales. The associated signs and symptoms, for
patients with LPP the main findings were perifollicular scale (80% and 50% LPP
AFF) and pruritus (60% and 30% AFF LPP). The histopathology of both diseases
showed overlapping findings, including interface vacuolar changes, perifollicular
lichenoid  lymphocytic  cell infiltrate,  hypergranulosis,  hyperkeratosis,
hyperacanthosis, degeneration of basal keratinocytes and destruction of the basal
layer. The most common immunofluorescence findings of the patients were the
presence of continuous and moderate granulous immunofluorescence in the
basement membrane zone and cytoid fluorescent bodies in the papillary dermis
mainly anti 1gG, IgM and IgG present in the LPP and AFF. The
immunohistochemical studies showed no significant difference in the two entities.
Conclusion: Although clinically distinct, our study has not demonstrated neither
histological nor immunological differences between lichen planopilaris and frontal
fibrosing alopecia, sustaining, therefore, the concept of both cases being different
clinical aspects of the same disease.

Descriptors: Alopecia; Lichen planus; Cicatrix; Histological techniques; Fluorescent
antibody technique; Immunohistochemistry; Imune system; Comparative study.
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1 INTRODUCAO

As alopecias cicatriciais (AC) sdo doencas inflamatdrias cronicas complexas
que podem determinar a perda permanente dos cabelos. Escasso € o conhecimento
sobre sua etiologia, patogénese e opgdes de tratamento.”

Dentro do universo das alopecias cicatriciais primarias, onde o foliculo piloso é
o alvo principal da destruicdo, ha uma variedade de entidades nosologicas com
diferentes etiologias e caracteristicas clinicas. Este grupo inclui: l0pus eritematoso
discoide (LED), liquen plano pilar (LPP), pseudopelada de Brocq (PB), foliculite
decalvante (FD) e foliculite abscedante/dissecante (FA).> Achados especificos so,
de forma geral, mais evidentes nos estagio iniciais destas doencas. Nas fases mais
tardias, as caracteristicas clinicas e histopatolégicas das diferentes doencas se
sobrep&em, tornando mais dificil sua distinggo.>*

Em muitos casos de alopecia cicatricial, 0 exame histopatoldgico revela
foliculos capilares afetados envolvidos por intenso infiltrado inflamatorio e sua
composi¢do predominante, seja linfocitica ou neutrofilica, sugere um tipo especifico
de AC. O infiltrado frequentemente é observado na porcao superior e permanente do
aparelho pilossebaceo, onde se localizam as células tronco do bulge folicular.>®

O LPP, também conhecido como liquen plano folicular, descrito primeiramente
por Pringle, em 1895, manifesta-se no couro cabeludo de forma Unica ou associada a
quadro cutaneo. afetando o couro cabeludo em um padrdo clinico e histologico
distinto que envolve, seletivamente, foliculos pilosos e provoca uma alopecia
cicatricial. O diagndstico diferencial com outras alopecias cicatriciais pode ser
realizado por meio da avaliacdo clinica, histoldgica e imunolégica.®’

A AFF é um tipo de AC, considerada variante clinica do LPP. Acomete, mais
frequentemente, mulheres caucasianas e pds-menopausadas que apresentam,
clinicamente, alopecia progressiva ao longo da linha frontal de implantacdo dos
cabelos e perda de supercilios.”

As caracteristicas clinico-patoldgicas da AFF tém sido descritas ao longo

desses anos destacando-se diferencas clinicas e semelhangas histoldgicas. Em
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comparacgdo histopatologica, notaram na AFF, menor intensidade da inflamagéo
folicular e maior numero de células apoptoticas do que no LPP, e em alguns casos
de LPP, o infiltrado inflamatorio agredia a epiderme interfolicular, o que ndo ocorria
na AFF.®

A AFF seria uma variante do LPP com caracteristicas histoldgicas proximas e
quadro clinico distinto. No entanto, estudos comparativos sobre a caracterizagdo
imunofenotipica da resposta inflamatéria e do comportamento dos elementos
relacionados a protecdo imunologica no LPP com a AFF ainda sdo poucos. Os
esforcos atuais concentram-se em estabelecer novos padrdes de classificacdo das
alopecias baseados ndo somente no tipo de célula predominante no infiltrado
inflamatdério como preconiza a North American Hair Research Society/Sociedade
Norte-Americana de Pesquisadores de Cabelo (NAHRS) . Melhor padronizagédo das
caracteristicas clinico-patoldgicas e imunoldgicas contribuirdo para que esse objetivo
seja atingido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar  comparativamente  achados  clinicos,  histopatoldgicos e
imunopatologicos no LPP e na AFF procurando diferencas que permitam

individualizar as duas entidades.

2.2 Objetivos especificos

1. Delinear as principais diferengas clinicas de pacientes com LPP e AFF;

2. Estudar os aspectos histopatologicos do LPP e da AFF, em cortes
longitudinais;

3. Comparar os achados de imunofluorescéncia direta do LPP e da AFF em

bidpsias do couro cabeludo afetado;

4. Comparar a expressao de células dendriticas (CD1la), linfécitos T
(CD3/CD4/CD8), macréfagos (CD68) e células IDO em bidpsia de couro
cabeludo afetado no LPP e na AFF.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biologia do ciclo do cabelo

O aparato pilossebaceo € uma estrutura cilindrica bem organizada,
multicelular, que produz outra estrutura complexa, o pelo e é formada pelo foliculo
piloso, glandula sebacea e musculo piloeretor.’

Calcula-se que a pele humana contenha aproximadamente cinco milhdes de
foliculos pilosos, com cerca de 100.000 foliculos presentes no couro cabeludo, ndo
sendo formados, em circunstancias normais, foliculos adicionais apds o
nascimento.’®™* No corpo humano, somente as regides palmar e plantar, labio
inferior e pénis ndo contém unidades pilossebaceas.'**?

Em um corte longitudinal, podem-se distinguir diferentes porcdes do foliculo
piloso, que sdo denominadas: infundibulo (desde o poro até a desembocadura da
glandula sebacea), istmo (entre a glandula sebécea e a insercdo do musculo eretor do
pelo) e segmento inferior, situado abaixo do masculo eretor.** Considera-se a haste
capilar como a porcéo livre do pelo situada acima do nivel da epiderme, o acrotriquio
como a por¢do intra-epidérmica do foliculo, enquanto a raiz do pelo € a por¢éo intra-
dérmica.™

No segmento inferior do foliculo estd situado o bulbo que é a parte mais
espessa e profunda. O bulbo folicular andgeno contém uma das mais rapidas
populacdes de células proliferativas do organismo dos mamiferos, os chamados
ceratindcitos da matriz germinativa. Entre as células da matriz germinativa existem
corpos celulares de melandcitos que emitem prolongamentos longos contendo
melanina e que sdo fagocitados pelas células da matriz germinativa. Para que ocorra
a pigmentacdo da haste, estes melandcitos sdo distintos daqueles da epiderme,
possuindo longos dendritos e menor relagdo melandcito-ceratinocito (1:1 — 1:4) que
na unidade melanica epidérmica (1:25 — 1:40)."° De maneira geral, a pigmentacéo do
cabelo durante a fase anagena é promovida pela transferéncia de dois tipos de

pigmentos produzidos na unidade pigmentar do foliculo piloso: se o pigmento



3 Revisdo da Literatura 8

dominante for a eumelanina a cor serd preta, e se 0 pigmento principal for a
feomelanina a cor sera amarela ou vermelha.®

A matriz folicular recobre uma papila de tecido conjuntivo, denominada papila
dérmica (PD) onde se encontram vasos e nervos finos.***’ A PD é composta de
fibroblastos especializados localizados na base do foliculo; acredita-se que esses
fibroblastos produzam sinais que induzam a divisdo das células da matriz. Estas
células mover-se-iam para a porcao superior, formando a haste e a bainha interna.*®

Pelo menos oito cilindros concéntricos, que constituem os compartimentos
epiteliais do foliculo piloso, podem ser observados: a bainha externa (BE), a bainha
de companhia, a bainha interna (BI) que por sua vez € composta pela camada de
Henle (BI), pela camada de Huxley (BI) e pela cuticula da bainha interna (BI), assim
como a haste composta pela cuticula, cortex e medula.*®

Conforme o pelo emerge da regido da matriz, é incorporado pela bainha
radicular interna (BI), a qual orienta a fibra capilar central, utilizando-se da camada
intima da bainha radicular externa (BE): a bainha de companhia (que
provavelmente representa um compartimento de células independentes com um
papel fundamental na fixacdo do cabelo). Desta forma, a presenca de estruturas guias
e planos de clivagem no foliculo piloso, resultam em crescimento direcionado do
pelo, para que o mesmo alcance a superficie cutanea sem ser introduzido na derme,
onde poderia iniciar uma reaco necrotizante tipo corpo estranho.’

A bainha radicular interna (Bl) é formada por trés camadas separadas,
chamadas cuticula, camada de Henle, e camada de Huxley. As escamas da
cuticula, da BI, se intercomunicam com a cuticula do pelo, ocorrendo, assim, um
ancoramento firme. A bainha de Huxley forma o volume da Bl e pode participar do
molde geométrico do formato da haste capilar, embora este seja determinado
principalmente pelo bulbo capilar, particularmente, pelo grau de simetria/assimetria
axial da matriz.?>#* Foi demonstrado que no cabelo crespo, um dos lados da cuticula
do cabelo se desenvolve primeiro, dando a este bulbo o aspecto de taco de golfe; ja
no liso, o desenvolvimento é igual e reto.? Logo abaixo do local de inser¢do do
ducto da glandula sebéacea, a bainha radicular interna sofre decomposicao

(descamacdo).
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A bainha radicular externa forma o cilindro externo do foliculo piloso e
comunica a epiderme adjacente com o bulbo piloso inserido na hipoderme. A BE,
contigua com a epiderme, separa a Bl e seus componentes, da derme. Em contraste
com a Bl e o pelo, derivados de células da matriz germinativa, a BE é derivada de
células basais e tem como fungbes: ser um reservatério de células-tronco, servir
como rota de passagem de nutrientes e oxigénio para o foliculo, servir como
armazenamento de energia (glicogénio) e ser uma estrutura de apoio e orientacdo
para a Bl e a haste.™®

Células provenientes da parte central da regido da matriz logo acima da papila
dérmica dao origem a haste pilosa que de dentro para fora consiste de trés partes:
medula, cdrtex e cuticula. A medula é formada por um eixo central de células
fracamente queratinizadas e mal interconectadas, compde-se de fileiras de células
poliédricas contendo granulos de eleidina (substancia oleosa afim com a queratina) e
frequentemente espacos aéreos, e esta ausente no lanugo e no velus humano.***"#

O principal componente estrutural da haste capilar é o cortex, suas células sdo
alongadas e unidas para formar fibras fusiformes e achatadas contendo granulos de
pigmento nos pelos escuros e ar nos brancos, ele € composto por um grupo de
tricocitos completamente ceratinizados, compactados, interligados e em forma de
fuso, sendo unidos por um material proteinaceo dando a haste excepcional resisténcia
ao estresse mecanico e alta elasticidade. O cortex é coberto pelas células da cuticula,
composta de uma camada simples de escamas achatadas que se sobrepdem da
profundidade para a superficie, ricas em proteinas sulfurosas e organizadas como
telhas no telhado. A cuticula € responsavel principalmente por manter a haste no
foliculo e protegé-la da acdo do tempo. O dano cuticular causa alteracdes na haste
capilar como fraturas, fendas e quebra total do fio.'

As glandulas sebaceas sdo estruturas lobulares e saculares que com seus canais
excretores abrem-se no terco superior do foliculo, abaixo de sua abertura externa e
produzem o sebo cuja fungdo é lubrificar os pelos e a pele. Cada foliculo é provido
de uma a seis glandulas sebéceas que nele se abrem.?

O angulo da haste pilosa muda pela a agdo das fibras de um mdasculo liso,
chamado musculo eretor do pelo que pela sua agdo diminui a obliquidade do foliculo,

tornando-o reto. O musculo esta sob controle adrenérgico, e contra¢fes involuntarias
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que ocorrem em situacOes de estresse repentino, ansiedade ou raiva fazem com que o
pelo se “levante”.

Na regido de insercdo do masculo eretor do pelo, no istmo, existe um
espessamento na camada basal da bainha radicular externa e que contém melandcitos
e células pluripotenciais em atividade, conhecido como protuberancia (ou bulge),
considerado o principal sitio de células progenitoras, importantes para regeneracéo e
para o ciclo folicular.® As células da matriz sdo formadas a partir do bulge e o seu
crescimento e diferenciacdo sofrem influéncias de substancias produzidas na papila
dérmica, que induzem pelos anagenos, dando origem as chamadas células
amplificadas transitorias, que sdo queratindcitos, mitoticamente ativos, da matriz,
que se diferenciam na haste do cabelo.'*?% Por outro lado, a atividade secretdria da
papila é controlada por mediadores das células da camada espinhosa da bainha
radicular externa e por horménios.”®

O sistema de inervacdo do foliculo piloso é o responsavel pelas propriedades
do foliculo, de alta sensibilidade tatil, que registra sensacdes muito delicadas por
meio da movimentacdo das hastes capilares. Além disso, o plexo neural folicular
também apresenta importante funcéo de tropismo e regulacéo devido a liberacdo de
neurotransmissores, neuropeptidios e neurotrofinas.™

A vasculatura capilar estd localizada sobre o plexo vascular dérmico e
subcutaneo e € formada por arteriolas, capilares e vénulas com numerosas
anastomoses. Este sistema de perfusdo alcanca todo o foliculo e garante que todas as
regides do mesmo tenham acesso a nutrientes, oxigénio, moléculas biorregulatérias
sistémicas e horménios assim como permita que produtos deletérios produzidos por
vias metabdlicas e de pigmentacdo do bulbo na fase andgena sejam carreados para

excrecéo e desintoxicagdo do foliculo.’
3.2 Morfogénese
A morfogénese do foliculo piloso inicia-se na nona semana de vida

embrionaria, a partir de um pequeno broto epitelial da epiderme, bem acima de uma

condensacdo mesenquimal e, rapidamente progride para a formacdo de unidades
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pilosas multicilindricas e maduras, estreitamente relacionadas com as glandulas
sebéceas.’

Muitas células de origem embrionaria distintas cooperam para a formacao do
foliculo piloso e de sua haste pigmentada, entre estas células, os ceratindcitos e 0s
fibroblastos altamente especializados que apresentam propriedades indutoras e
morfogenéticas; os melandcitos, as celulas de Langerhans (CL) e as células T
intraepiteliais.’®?” Outros grupos celulares incluem fibras nervosas, vasos sanguineos
assim como mastocitos e macrofagos que surgem somente apos o desenvolvimento
inicial do foliculo e que juntamente com as CL e as celulas T intraepiteliais formam
parte do sistema imune do foliculo piloso.™

Um campo morfogenético criado na epiderme resultante, provavelmente, de
elementos sinalizadores intercomunicantes, que funcionam como estimuladores ou
inibidores da inducdo folicular, levam a formacéo de um aglomerado de ceratindcitos
que cresce para baixo em direcdo a derme como uma sélida coluna de células
proliferativas, esculpidas por apoptose (morte programada de células).?

A B-catenina faz parte de um complexo grupo de proteinas que regulam o
crescimento celular e adeséo entre as células. SinalizagBes realizadas pela familia
das integrinas e pela B-catenina parecem ser os principais envolvidos na regulacéo
deste crescimento para baixo dos ceratindcitos na via de diferenciacdo folicular. A
sinalizacdo feita pela B-catenina é essencial para as células tronco, uma vez que 0s
ceratinocitos na auséncia de [-catenina destinam-se a formacdo epidérmica,
enquanto que a grande expressdo de -catenina leva a formacao de foliculos pilosos
em anageno.?

A morfogénese folicular é composta de trés fases: inducdo, organogénese e
citodiferenciacdo.”® Sob condicdes fisioldgicas, a inducdo folicular pode ser
negativamente controlada, isto significa, que na pele normal, o balanco é feito no
sentido da supressdo do desenvolvimento folicular, assim, a indugdo folicular, ndo
ocorre até que inibidores do aglomerado sejam, suficientemente, neutralizados, o que
poderia ser visto como uma protecdo contra malignidades, em particular daquelas
com origem nas células-tronco foliculares.’**>** Na regido palmo-plantar, esta
desinibicdo nunca ocorre espontaneamente, o que explica a completa auséncia de

foliculos pilosos e glandulas sebaceas nestas regides.
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Uma vez que o aglomerado tenha sido formado, sinais epidérmicos,
provavelmente, sdo necessarios para induzir o desenvolvimento do ‘centro de
comando mesenquimal’ na papila dérmica folicular (PD), iniciando a fase da
organogénese. Durante esta fase, a PD comeca a expressar proteoglicana sulfato de
condroitina além de regular a atividade da fosfatase alcalina como indicador do
aumento de seu poder de inducdo.™

A inervacéo alvo-especifica do foliculo, em desenvolvimento, e a angiogénese
devida a fatores de crescimento endoteliais tornam-se detectaveis também na fase de
organogénese. Nesta fase, sinais epiteliais sdo necessarios para guiar melanoblastos
ao epitélio folicular, cujo estagio final acontece, quando melanécitos comegam a
formar a unidade pigmentar do foliculo piloso.

O comeco da terceira fase, a citodiferenciacdo do foliculo, ocorre em torno da
11° semana de desenvolvimento embrionaria e coincide com o inicio da geracdo da
melanina. A diferenciacdo de ceratindcitoss individuais em sebdcitos, no epitélio
superior do foliculo, ou em células que se transformam em precursores da glandula
apocrina, inicia-se, também, em torno desta fase. Durante este periodo mais tardio de
desenvolvimento do foliculo, o epitélio folicular € povoado por CL e células T
migratorias além de um nimero crescente de mastdcitos e macréfagos que se
acumulam no mesénquima perifolicular.

Um evento critico da citodiferenciacdo é a formacéo da Bl, cujas células serdo
as primeiras do foliculo a diferenciar-se até a fase terminal. Assim, lentamente,
forma-se um tubo rigido, onde no centro estdo localizados os tricdcitos que irdo
produzir a haste do cabelo compactada. A formacdo da Bl € uma etapa crucial na
morfogénese do foliculo piloso, uma vez que anuncia que o foliculo esta se
preparando para a sua funcéo chave: a fabricacdo das hastes pilosas.’

Sob circunstancias fisiol6gicas, a formacdo dos foliculos pilosos ocorre
somente durante o desenvolvimento da pele, isto €, nos seres humanos até antes do
nascimento.

Durante o desenvolvimento humano da pele, cada foliculo piloso intra-utero
gera um primeiro tipo de haste com pouco pigmento e fina, chamada lanugo, “um
cabelo teste”, que cai em torno de 7-8 meses de gestagdo e um segundo, mais curto e

menos pigmentado, que cai 3-4 meses, apds 0 nascimento. Estas primeiras duas
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ondas de formacdo de haste capilar sdo, razoavelmente, sincronizadas, apos isso, 0s
foliculos pilosos humanos convertem-se para um padrdo de ciclo em mosaico, isto &,
cada foliculo segue seu préprio ritmo de ciclo produzindo dois tipos de pelos: o velus
e o terminal.’

Os velus sdo pelos finos (< 0,1 mm), curtos (< 1 cm) e despigmentados. Estéo
distribuidos por todo corpo, exceto palmas, plantas, regido lateral dos dedos, glande,
labios menores, e parte interna dos labios maiores da vulva. Podem responder a acédo
dos androgenos e, se tornarem, pelos terminais. Esta alteracdo € mais frequentemente
observada nos pelos ao redor dos genitais, nas axilas, regido peitoral, abdome, dorso
e face. Os pelos terminais sdo grossos (até 0,6 mm), longos (> 2 cm) e pigmentados.

Os foliculos humanos tendem a se organizar em aglomerados de trés ou mais
foliculos denominados “unidades foliculares”, (apresentando foliculos terminais e/ou
velus, arranjados sobre uma &rea de aproximadamente 1 mm?). Em uma biépsia do
couro cabeludo, feita por punch de 4 mm, seccionada horizontalmente, é possivel
encontrar em torno de 12-14 unidades foliculares.®® Este alto nivel de organizacéo
estrutural e o fato de que o transplante de unidades foliculares inteiras ofereca
vantagens na cirurgia de restauragdo do cabelo, sugere que as unidades foliculares
estdo ligadas, funcionalmente, as unidades pilossebaceas e aos seus musculos
eretores do pelo como um conjunto de mini-6rgéos.>

Apbs a conclusdo de seu desenvolvimento, cada foliculo piloso andgeno esta
ativamente produzindo hastes pilosas, e, deverd experimentar um curso completo de
transformac0es, que comeca com a regressdo apoptose-dirigida (catageno), seguida

por um periodo de quiescéncia relativa (telégeno).™

3.3 Classificacéo das alopecias cicatriciais

Nas alopecias cicatriciais a localizacdo dos sinais e sintomas, quando
presentes, pode direcionar o clinico para as areas de doenca ativa. Estigmas
foliculares e interfoliculares tais como hiperqueratose, eritema, alteragoes
pigmentares e atrofia; o padrdo de alopecia (desigual, reticulada, central, etc.), e

provas cutaneas caracteristicas extracranianas e sistémicas, devem ser avaliadas. A
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confirmacdo da impressdo diagnostica pode ser confirmada por meio da bidpsia do
couro cabeludo. No entanto em muitos casos, apenas a correlacdo clinico-
imunopatolégica permite confirmar a diagnose.™*

Varios sistemas de classificacdo tém sido desenvolvidos para organizar as
muitas apresentacdes das alopecias cicatriciais identificadas na literatura. A
distingdo tem sido feita de acordo com caracteristicas clinicas e patoldgicas, entre
outros fendmenos observados. Em um esfor¢o para aumentar a compreensao sobre as
alopecias cicatriciais primérias, um workshop patrocinado pela NARHS foi realizado
em 2001, e, resultou no desenvolvimento de um sistema de classificacdo para
padronizar a comunicacdo entre pesquisadores e clinicos sobre o assunto. Neste
consenso, cada entidade é classificada de acordo com a célula inflamatéria
predominante (linfocito/neutréfilo e misto), presente em amostras de bidpsia do

couro cabeludo de lesdes clinicamente ativas (Tabela 1).%

Tabela 1 - Classificacdo das alopecias cicatriciais primarias pela NAHRS; 1999,
modificada em 2001.
Linfocitica
Lupus eritematoso discoide
Lupus eritematoso discoide
Liquen plano pilar
Pseudopelada de Brocq
Alopecia frontal fibrosante
Sindrome de Graham-Little
Queratose folicular espinulosa decalvante
Neutrofilica
Foliculite decalvante
Foliculite dissecante
Mista
Acne queilodiana
Acne necrdtica
Dermatose pustular erosiva
Alopecia cicatricial primaria nao especifica

3.4 Etiologia e patogénese das alopecias cicatriciais (AC)

Uma série de artigos a partir de pesquisas clinicas e basicas tém sido

publicados sobre novos aspectos das AC, e novas teorias tém avancado sobre a
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patogénese das AC. Em 2005, pesquisadores foram convocados pela primeira vez
pelos institutos de salde nacionais para reverem essas condicdes e recomendarem
diretrizes para pesquisas futuras.*

Em relagdo a etiopatogenia das AC, progressos para seu entendimento tém sido
dificultados pela ma compreensao da progressdo da doenca, defini¢ao inconsistente e
imprecisa da literatura, falta de marcadores moleculares para qualquer uma das
entidades reconhecidas de AC, e resposta imprevisivel e incompleta a terapia. Desta
forma o aconselhamento aos pacientes sobre seu progndstico e a resposta esperada a
qualquer terapia escolhida é, neste momento, extremamente desafiador.*®

O bulge é a parte mais inferior da regido dita "permanente™ do foliculo pilar
durante o ciclo capilar, é considerado principal sitio de células progenitoras,
importantes para regeneracdo e para o ciclo folicular.’®?® Acredita-se que as AC
resultem da destruicdo irreversivel das células-tronco epiteliais do foliculo que estéo,
constantemente, sendo remodelados, mas que podem perder a capacidade de
regenerar-se a partir de um ataque inflamatorio. Assim, as AC oferecem um modelo
excelente e acessivel para o estudo de como os varios eventos inflamatorios e
mecanismos imunes conspiram para destruir as populacfes de células-tronco
epiteliais e possibilitam identificar sinais (atualmente desconhecidos), que incitem
esse tipo de ataque inflamatdrio como um passo fundamental para a prevencdo de
doencas de células-tronco e término da progressdo de doencas.*® No entanto modelos
experimentais e novos estudos imunoldgicos sao necessarios para total compreenséo
do infiltrado inflamatério, levando a uma alopecia cicatricial irreversivel como

observado no LPP.

3.5 Bidpsia do couro cabeludo

A biopsia do couro cabeludo é de grande valor para a avaliacdo da perda dos
cabelos. O local escolhido para bidpsia do couro cabeludo é fundamental e
determinado pelas informagGes clinicas, devendo ser contemplado o estado da
doenca representativa, principalmente se na fase ativa, com caracteristicas

morfoldgicas primarias e exame de tragdo positivo (quando possivel).® Idealmente
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duas bidpsias deveriam ser obtidas de diferentes areas: uma da area afetada e, uma
segunda, retirada de uma area periférica a lesdo, supostamente “saudavel”.?

Um espécime de bidpsia de quatro milimetros verticalmente seccionado por
punch, incluindo o tecido celular subcuténeo, é adequado para avaliar alopecias
associadas com mudancas na interface, infiltrados liquenoide e patologias
subcutaneas. Em secc¢des verticais (longitudinais) convencionais, no entanto, apenas
parte de pequeno nimero de unidades foliculares séo vistas, pois os foliculos pilosos,
que crescem em angulo, sdo cortados tangencialmente e, como tal, ndo pode ser
visualizados na sua totalidade.® Alguns autores preferem biseccionar a bidpsia
transversalmente, demonstrou que o melhor local fica um mm acima da juncédo
dermo-epidérmica ja Templeton e Solomon (1994) tém indicado 1.5mm ou dois mm
abaixo da superficie epidérmica, contudo, independentemente de qualquer nivel de
biépsia transversal escolhida, o objetivo final é alcancar a area istmica.>*’ Este é o
local onde as unidades foliculares residentes oferecem a maior quantidade de
achados diagndsticos, incluindo a oportunidade de realizar a contagem exata da
relacdo das unidades foliculares, achado importante para alopecias néo cicatriciais. O
seccionamento transversal permite a visualizacdo da maioria dos foliculos e em
varios niveis, mas para isso, € necessaria uma equipe bem treinada de laboratério
para uma melhor técnica de incorporacdo do espécime. As desvantagens do corte
transversal incluem inexperiéncia com o processamento da amostra e interpretagéo,
bem como perda de detalhes da relacdo patoldgica, da juncdo dermo-epidérmica,
derme papilar e paniculo.*®

As secgOes verticais, por sua vez, encontram sua importancia por abrangerem
toda a espessura da pele na seccdo, uma caracteristica, notadamente, atil na avaliacédo
das alopecias cicatriciais.

Por esta razdo, nas alopecias cicatriciais, de acordo com 0 consenso norte
americano de 2001 o procedimento ideal para o estudo das alopecias € a realizacao
de duas bidpsias com punch de quatro milimetros (mm) até o subcutaneo, onde um
espéecime seria submetido a seccionamento transversal para realizagdo das coloragdes
necessarias (hematoxilina-eosina (HE), mucina, acido periddico-Schiff (PAS), fibra
elastica) e o outro submetido a corte vertical em dois pedacos iguais, um, para

coloragdes de rotina, e 0 outro para o exame da imunofluorescéncia direta (IFD), que
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tem sua importancia, particularmente, nos casos de alopecias cicatriciais

linfociticas.>*®

3.6  Aspectos clinicos e epidemioldgicos do LPP e da AFF

O LPP é uma forma rara de alopecia cicatricial, descrita primeiramente por
Pringle, em 1985, que acomete, frequentemente, mulheres (70%) com idade média
de apresentacdo de 51 anos.’ Aproximadamente 25% dos pacientes apresentam
manifestacBes cutdneas e acometimento de membranas mucosas, caracteristicas de
liqguen plano (LP) e, mais raramente, acometimento ungueal como pitting e
onicorrexe.*

A etiologia do LPP permanece desconhecida, provavel origem autoimune e
relacionada a(s) mesma(s) causa(s) do LP. Estudos recentes sugerem que haja uma
disfuncdo e hipoatividade do peroxissoma, com consequente alteracdo da producéo
lipidica e inflamacdo. Alguma condi¢des e medicacbes (betabloqueadores, captopril,
furosemida, nifedipina , sulfonilureias) podem representar fatores desencadeantes ou
agravantes do LPP. Casos de LPP foram descritos associados a exposi¢do ao ouro,
tireoidite imune, esclerodermia em golpe de sabre e dermatite herpetiforme.®"4°

O LPP pode apresentar-se no couro cabeludo de forma multifocal ou difusa, a
forma classica do LPP envolve inicialmente o vertex, mas qualquer area do couro
cabeludo poder ser afetada. As lesGes iniciais sdo caracterizadas por eritema violaceo
folicular, geralmente localizado na periferia da zona alopécica, correspondendo a sua
margem de expansdo. O curso clinico e o padrdo da queda do cabelo pode ser
insidioso ou fulminante.*

O exame fisico é variavel mostrando diferentes caracteristicas a depender do
periodo de evolucdo clinica (fase inflamatoria ou cicatricial). A fase inflamatoria
apresenta-se com eritema perifolicular e espiculas foliculares cuja cicatrizacéo
resulta em perda de pelos com presenca de dstios dilatados ora, contendo debris
queratoticos, ora com focos espalhados de alopecia parcial, onde podemos observar
saida de pelos por meio desses ostios (foliculite em tufos). O LPP pode apresentar
também um padréo de alopecia semelhante a alopecia central centrifuga ou a
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pseudopelada de Brocq, por isso o diagnostico de LPP ndo deve ser baseado somente
em caracteristicas clinicas. Infrequentemente, pustulas podem ser observadas na
periferia da alopecia, 0 que poderia imitar a foliculite decalvante (FD).° A evolucéo
do LPP mostra alopecia em placas mimetizando as fases finais de diversas formas de
alopecia cicatricial, essas placas apresentam-se de diferentes tamanhos e formas e
sdo centrifugas e coalescentes, podendo afetar inteiramente o couro cabeludo. Ainda
ndo existem estudos que mostrem a duracéo correta da doenca, como se a mesma nao
tivesse um fim aparente ou remisséo completa.*

Pacientes com doenca do couro cabeludo indolente podem ser assintomaticos,
mas o prurido e a hiperestesia estdo frequentemente presentes. Pacientes que
apresentam concomitantemente LP de pele ou de mucosa podem ter sintomas
relacionados a essas lesdes.’

Nas fases iniciais da doenca o exame clinico complementar como o teste de
tracdo, mostra um aumento do numero de pelos anagenos, cujas bainhas podem ser
extraidas com leve tracdo. A dermatoscopia mostra auséncia de orificios foliculares
no centro das areas calvas; nas margens, o eritema inflamatdrio é perifolicular e a
queratose estende-se ao longo do cabelo, com falsos “casts” (cilindros capilares)
observados no seu eixo, pode existir tambeém discromia e pontos cinza-azulados. Em
negros, os pontos brancos podem estar presentes, visto que ndo o ha destruicdo
anexial no LPP.*

O exame laboratorial complementar mais importante é a imunofluorescéncia
direta e a pesquisa de anticorpos para diferenciar esta doenca do llpus eritematoso
discoide e do lupus eritematoso sistémico, respectivamente.® Desde a descricdo do
LPP algumas variantes tém sido consideradas, com destaque para a AFF e para uma
outra apresentacdo mais rara descrita por Piccardi, em 1913 e publicada por Graham
Little, em 1915 levando o nome de ambos e caracterizada pela triade: alopecia
cicatricial do couro cabeludo, alopecia n&o cicatricial das regides axilares e pubianas,
e presenca de papulas foliculares ceratdsicas agrupadas, lembrando liquen espinuloso
ou ceratose pilar no tronco e extremidades.’

A condicdo chamada AFF é um tipo de alopecia cicatricial considerada,
atualmente, como sendo uma variante clinica do LPP, foi descrita, inicialmente, em

mulheres australianas como uma doenca de mulheres brancas e pos-menopausadas
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(média de idade de 67 anos).**** Caracteriza-se, clinicamente, por uma alopecia
progressiva ao longo da linha frontal de implantacdo dos cabelos, eritema
perifolicular, hiperceratose perifolicular e pela perda de pelos dos supercilios.”** A
pele tem aspecto normal ou apresenta diferenca em relacdo a pele da fronte,
dependendo do grau de fotoexposicdo. Um sinal sugestivo é a presenca de poucos
fios terminais na linha de implantacéo dos cabelos.®’

O exame dermatoscopico € Util para o diagnostico e na AFF revela,
predominantemente, uma diminuicdo de Ostios foliculares, escama e eritema
perifolicular, além de capilares arboriformes.**

As caracteristicas histopatoldgicas da AFF sdo bastante semelhantes aquelas
encontradas no LPP e inclui infiltrado liquenoide, envolvendo o istmo e o
infundibulo, queratindcitos apoptdticos na bainha radicular externa, fibrose
concéntrica em torno dos foliculos pilosos, consequente destruicdo folicular e
cicatrizacdo alopécica. Sua origem ainda é incerta, embora hipdteses ndo
consubstanciadas, especulem fatores hormonais envolvidos com a menopausa.*? A
historia natural da AFF é desconhecida mas progressdo lenta e remissdo espontanea

pode ser vista em alguns casos.*®

3.7 Aspectos histoldgicos do LPP e do AFF

Achados histolégicos do LPP e suas variantes consistem nos estagios iniciais,
em alteragBes vacuolares de interface, com infiltrado celular linfocitico liquenoide
perifolicular, hipergranulose, hiperqueratose, hiperacantose, degeneracdo de
queratindcitos basais e destruicdo da camada basal na metade dos casos. Um
infiltrado em banda subepidérmico pode estar presente envolvendo a regido entre o
infundibulo e o istmo (“hugging”), tipicamente, poupando a porc¢do inferior ciclica
do foliculo.”

Ocasionalmente, a epiderme interfolicular pode estar associada a um infiltrado
liqguenoide, mas o classico infiltrado em banda visto no liquen plano em geral néo
estd presente. O infiltrado resulta na vacuolizagdo da camada basal, com corpos

citoides e a formacdo de uma fenda artefatual entre o epitélio e o estroma chamada
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de espago de “Max Joseph”. A incontinéncia pigmentar pode ser proeminente,
especialmente, nos casos envolvendo a epiderme, mas em geral, esta é poupada em
58-91% dos casos. Nos fragmentos de bidpsia, nem todos os foliculos pilosos estdo
envolvidos, correspondendo a perda de cabelo, muitas vezes incompleta, observada,
clinicamente nas placas individuais de LPP.? Os foliculos acometidos estdo dilatados
com suas extremidades arredondadas, mostrando uma aparéncia em “forma de copo”
preenchido com material queratinoso correspondendo as rolhas cérneas ou papulas
perifoliculares ceratdsicas ao exame clinico.’

Glandulas sebaceas sdo destruidas no inicio do processo. Ja o plexo vascular
profundo ou outras estruturas anexiais, como as glandulas écrinas, ndo estéo
envolvidos.”®

O acometimento do istmo e do infundibulo correlacionam-se com a cicatriz
tardia em forma de cunha das fases adiantadas do LPP, nesta fase, ocorre uma a
fibrose perifolicular lamelar concéntrica, os foliculos sdo destruidos e substituidos
por um trato fibroso espesso, a inflamacdo € minima ou ausente, sem alteracdes
liquenoide classicas.?

ColoragBGes especiais ndo mostram um dep6sito de mucina na derme
intersticial. As coloracdes para fibra elastica foram Uteis em diferenciar o LPP do
LED. A perda de tecido elastico vista em coloracdo propria, envolvendo apenas a
porc¢éo do terco superior, levando a uma cicatriz superficial em cunha com destruigéo
da rede de fibras elasticas, somente nesta area, associada a destruicdo da bainha
elastica que margeia o trato fibroso, auxilia no diagnostico diferencial da doenca em
uma fase tardia.?

Por apresentarem o mesmo padrdo histoldgico para alguns estudiosos a AFF
parece ser apenas um dos varios padrdes clinicos de alopecia que pode ser visto no
LPP. Entretanto, lesdes de LP, em geral, ndo séo encontradas nessas pacientes.’

As caracterfsticas clinico-patolégicas da AFF foram descritas.® Esses autores
destacaram as semelhancas e diferengas entre a AFF e LPP ao analisar bidpsias de
lesbes do couro cabeludo de oito pacientes com FFA e, oito pacientes, com LPP.
Concluiram que, apesar das caracteristicas clinicas dos casos de AFF e LPP serem
completamente diferentes, os achados histopatol6gicos para as duas entidades foram

semelhantes no entanto, bidpsias de pacientes com AFF mostraram menor
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intensidade da inflamacdo folicular e maior nimero de células apoptoticas do que as
de pacientes com LPP. Em alguns casos de LPP, o infiltrado inflamatério agredia a
epiderme interfolicular, o que ndo foi observado nos casos de FFA.2 Os achados de
imunofluorescéncia direta sdo inespecificos mostrando depdsito de IgM e menos
frequentemente de IgA, 1gG e C3 dentro de corpos citoides ao redor da porgéo
superior do foliculo.?® O padrdo mais comum de IFD no LPP sdo depdsitos imunes
de interface ao longo do infundibulo e do istmo do foliculo. Menos frequente, séo
vistos depositos mistos ou apenas na juncao dermo-epidérmica. Depdsitos de IgM e
IgA e, raramente, de C3 nos corpos citoides estdo presentes, particularmente, ao
longo da membrana basal folicular ao nivel do infundibulo e do istmo. Na metade
dos casos pode-se observar um padrdo desordenado de deposito de fibrinogénio na

zona de membrana basal ao longo da bainha externa.**

3.8 Imunologia do foliculo

O canal folicular é uma das principais portas de entrada para organismos
infecciosos, contudo, em individuos imunocompetentes, sinais de infeccdo sao
excepcionalmente raros, se considerarmos o vasto nimero de tais portas de entrada.
Isto se deve a um sistema de defesa anti-infeccdo eficiente na bainha radicular
externa (BE), constituido por uma densa trama de CL e células dendriticas, em forma
de anel, no epitélio folicular distal, e a um grande ndimero de mastécitos e
macrofagos perifoliculares. Como parte deste sistema, o epitélio folicular humano
também expressa uma variedade de B-defensinas, que compdem parte do elaborado e
evolucionario sistema imune ndo-especifico do foliculo piloso. O canal folicular €
uma importante porta de entrada para invasdo microbiana no organismo dos
mamiferos. Portanto, é razoavel assumir que a BE folicular é especializada no
reconhecimento do antigeno microbiano e na sua apresentacdo. Esta nogéo € baseada
nos resultados que mostram que a BE do foliculo humano contem mais células CD4
+ e CD8+ predominantemente ativadas do que a epiderme interfolicular.*>*

Embora o sistema imune do foliculo (SIF) seja componente integral do sistema

imune da pele (SIP), ele difere do ultimo, pelo menos, em trés aspectos: (1) a BE
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distal dos foliculos humanos abriga um MHC classe Il relativamente imaturo e
deficiente, uma populacdo funcionalmente “danificada” de CL que serve
supostamente como um reservatorio intermediario entre a medula Ossea e a
epiderme; (2) as CL e os receptores y/6 ou o/ de linfocitos intra-epitérmicos nao séo
distribuidos homogeneamente em todas as camadas do epitélio folicular, reduzindo
em numero conforme se afastam da superficie epidérmica e, (3) ao contrario, de
todos os outros compartimentos da pele, a matriz do foliculo, estabelece uma area de
relativo “imunoprivilégio (IP) ” (que sdo locais isolados do sistema imunoldgico nos
quais os antigenos contidos nesses compartimentos sdao protegidos dos elementos do
ataque do sistema imune) durante a fase anagena.*’

Enquanto mastdcitos e macrofagos parecerem influenciar pouco, na funcao da
epiderme normal, estes elementos celulares do SIF estdo integrados no controle do
crescimento do cabelo, com propriedades significativas e moduladoras, mais,
notavelmente nos ratos, mas possivelmente também no couro cabeludo humano. O
SIF é recrutado mesmo sob circunstancias fisioldgicas para eliminar foliculos mal
funcionantes em um processo ‘micro-imunecirirgico’ de ‘delegdo programada do
orgdo’ onde um infiltrado macico perifolicular de macréfagos ativados e algumas
células T atacam a regido do bulge folicular, a qual apresenta capacidade de
regeneracdo devida seu reservatorio chave de células-tronco. Em circunstancias
patoldgicas, esta condi¢do de delecdo ocorre de maneira exagerada, resultando em
uma alopecia cicatricial como a que ocorre, por exemplo, no LPP.*

As CL epidérmicas, correspondem a um dos trés tipos de células dendriticas
encontrado na epiderme, € derivada da medula déssea e faz parte do sistema
mondcito/ macréfagos. O seu papel dentro da epiderme € o de vigilancia imune, em
sua funcdo principal como células apresentadoras de antigeno, as CL epidérmicas
sdo um gatilho nos processos imunolégicos mediados por células T cutaneas.
Estudos imuno-histoquimicos para MHC de classe Il, antigenos 1A e IE mostram
que populacédo de células dendriticas do foliculo piloso esta limitada ao infundibulo,
porém sua presenca dentro do aparato pilossebaceo (APS) e, em particular, no
epitélio folicular, sugere que as CL desempenham um papel crucial em certas

condicées inflamatérias do couro cabeludo.*
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Apo6s 0 mapeamento quantitativo com CD-la positiva (marcador imuno-
histoquimico para células dendriticas/Langerhans) no foliculo piloso normal, uma
concentracdo impressionante das CL foram encontradas dentro do segmento
infundibular do epitélio folicular e um generoso numero ao longo do epitélio sebaceo
germinativo e do bulge. J& no segmento inferior e no bulbo o nimero destas células
estava reduzido. A correlagdo se faz necessaria quando analisados os padrdes
normais com o de doencas inflamatdrias do couro cabeludo como o LED e o LPP,
em ambas o padrdo de inflamagdo linfocitica concentra-se em torno da porcéo
infundibular do APS, com achados associados a dermatite de interface. A presenca
de CL dentro do bulge e do epitélio sebaceo prestam apoio suplementar no seu papel
de iniciar uma resposta inflamatéria que culmina em uma doenca de padrdo
cicatricial.*®

O fato de que a inflamacdo no LPP é predominantemente centrada na regido
infundibulo-istmica pode ser explicada, em parte, pelos estudos que mostraram 0
padrdo de distribuicdo normal de células T e CL em foliculos de cabelos normais.
Estes estudos demonstraram que foliculos pilosos humanos normais anagenos tém o
seu préprio sistema imunitario com as CL e células T (CD4+ e CD8+) concentradas
principalmente no infundibulo. Nas lesdes tardias de LPP, as células T citotoxicas
(CD8+) predominaram, sugerindo um papel modulador dessas células na reagdo
inflamatoria final das lesGes. Nesta fase, os o&stios foliculares sdo perdidos
clinicamente na superficie da pele e ha atrofia e depressdo da area. Como as células
tronco foliculares na protuberancia, presumivelmente, podem dar origem a epiderme
sobrejacente, estes resultados podem corresponder ao dano das células tronco
associada a pela perda de fibras elasticas.™

Para melhor entendimento da imunopatologia folicular, um estudo imuno-
histoquimico para investigacdao do bulge do foliculo comprovou ser este um local de
imunoprivilégio, neste local, os niveis de MHC classe I e f2-microglobulina, bem
como o0s niveis de MHC classe Il estariam drasticamente reduzidos, enquanto a
imunorreatividade para imunossupressores gerados localmente, como o fator TGF-f2
e fatores inibitérios de migracdo de macréfagos estaria aumentada.” A funcéo das
células T pode ser inibida pela expressdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase

(IDO), por células natural killer (NK) e pela expressdo de antigeno leucocitario
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humano tipo E (HLA-E). Estes dados sugerem que o bulge do FP representa um
local anteriormente ndo reconhecido de IP relativo na pele humana, assim como
apresentam a primeira evidéncia da 1DO no foliculo piloso humano.>® Desta forma, o
bulge supostamente protegeria o reservatorio de células-tronco-foliculares do ataque
imunolégico enquanto que uma perda do IP no bulge poderia desempenhar um papel
central na patogénese das alopecias cicatriciais.

Resultados de estudos sugerem que uma reexame critico da patologia e da
cinética das células foliculares com atencdo a regido da protuberancia ira além de
refinar a compreensdo da imunopatologia de, pelo menos, algumas das alopecias
cicatriciais primarias, conduzir a uma classificacdo melhorada tendo como parametro
um reflexo da patologia subjacente. Talvez, o monitoramento da populacdo de
células da protuberéncia folicular com a progressdo da doenca pode ser uma maneira
de lidar com isso. Nesse trabalho os autores utilizaram um painel de anticorpos para
caracterizar o infiltrado inflamatério, que incluia citoqueratina (CK) 15, CD4, CD8,
CDlae HLA-DR.*®

O LPP é uma doenca inflamatoria cronica e pode ser considerado o prototipo
das AC em que o infiltrado inflamatorio agride principalmente a regido da
protuberancia do foliculo piloso (bulge) local de residéncia das células-tronco
foliculares e parece que a destruicdo dessa regido seja um fator decisivo na
patogénese desta doenca.” Com objetivo verificar o alvo da inflamagdo e mais
precisamente caracterizar o infiltrado inflamatdrio em varios estagios de cicatrizacdo
das AC, demonstrou-se a CK 15 (marcador de queratindcitos no bulge) diminuida ou
ausente na regido do bulge no LPP.>* Essa alteracio foi observada
predominantemente em amostras de LPP com um denso infiltrado inflamatério,
sugerindo que o processo inflamatério pode tanto destruir as células-tronco
foliculares quanto direcionar essas células para a diferenciacdo como parte de uma
resposta de reparo do FP. Assim, mesmo que o estoque de células tronco-foliculares
ndo seja diretamente destruido pelo processo inflamatério (por exemplo, se essas
células ndo forem o alvo principal do ataque pelo sistema imunoldgico), se um
insulto suficiente neste local ocorrer, o potencial regenerativo das células tronco-
foliculares pode tornar-se oprimido, (“escape de células-tronco™) resultando também

na perda permanente do FP.
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Um estudo recente foi realizado para melhor definir o possivel papel
patogenético da regido do bulge no LPP.*® Trinta e cinco casos de LPP foram
estudados por meio de cortes seriados de espécimes de bidpsia corados com
hematoxilina e eosina (HE), &cido periddico Schiff-diastase (PAS-D) e técnica de
coloracdo para fibras elésticas, além de estudo imuno-histoquimico com o0s
marcadores CD3, CD4, CD8, CD1a, e Ki-67. Todos os casos exibiam infiltrado
linfocitico de padrdo liquenoide, entretanto, poupando a area do bulbo folicular. O
numero de células T CD8 (+) estava aumentado em comparacdo com o de células T
CD4 (+). Essas observacdes também demonstram que no LPP o infiltrado
inflamatorio envolve principalmente a regido onde as células-tronco residem.

Fas ligante (FasL) é uma proteina tipo 1l de membrana, que pertence a familia
de fator de necrose tumoral. A ligacdo do seu receptor (Fas/APO-1/CD95) pelo FasL
induz a apoptose das células que expressam o Fas. No entanto, a fungdo in vivo
destas moléculas na imunidade cutanea é, atualmente, desconhecida. Foi investigado
o envolvimento do Fas e do FasL na patogénese do ltpus cutaneo.’® Na pele normal,
a expressao do Fas foi observada em queratindcitos da camada basal até a camada
granular e o FasL foi expresso em histiécitos na derme. Em amostras de IUpus
cutaneo, o Fas foi expresso no infiltrado de linfocitos, bem como nos queratindcitos,
como observado na pele normal e o FasL foi expresso no infiltrado de células T
(CD4 +) e histiocitos com mais frequéncia do que na pele normal. A técnica de
dupla marcacdo revelou que as células que expressavam FasL eram macrofagos
(CD68+), especialmente, distribuidos em torno de apéndices cutaneos, como o FP.
Estes resultados sugerem que a interacdo Fas / FasL pode estar envolvida na
destruicdo dos foliculos pilosos no ldpus cutdneo. N&o encontramos estudos

semelhantes a estes no LPP.
3.9 Implicagdes clinicas
Na maioria dos casos de alopecia cicatricial primaria, 0 exame histopatolégico

revela processo inflamatério que afeta a porcdo superior do foliculo onde os

componentes vitais estdo alojados. Em algumas condicdes, a localizacdo desta
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resposta inflamatdria pode resultar na estimulacdo antigénica das CL que estdo
posicionadas na unidade pilossebaceas. Qualquer que seja o evento inicial, a
obliteracdo ou perturbacdo funcional permanente dos elementos criticos necessarios
para reconstituicdo folicular pode resultar em alopecia permanente. Implicitamente, a
capacidade de restauracdo das glandulas sebaceas e da epiderme também é perdida, o
que poderia explicar a observacdo comum de atrofia e a destruicdo epidérmica e da
glandula sebacea vista em alguns tipos de alopecia cicatricial primaria. Em contraste,
quando a inflamagdo esta limitada a por¢do inferior do foliculo, como ocorre nas
alopecias ndo cicatriciais, como a alopecia areata, esses elementos criticos dentro do

foliculo se preservam e o potencial de recrescimento do cabelo permanece intacto.

3.10 Terapéutica

O LPP pode ser uma condicdo particularmente recalcitrante ao tratamento. As
recomendacdes de tratamento incluem antimalaricos como a hidroxicloroquina e
corticosteroides topicos, intralesionais e sistémicos. Varios estudos relatam que a
ciclosporina oral (300mg/dia por mais de 3-5 meses), o micofenolato de mofetil oral,
retinoides sisttmicos (como a isotretinoina 10mg/dia ou a acitretina 30mg/dia) e
metotrexate oral, em baixas doses semanais, podem ser eficazes em alguns pacientes.
Esses Gltimos devem ser usados com cautela, ja que podem ser causar algum grau de
alopecia.®’

Na AFF ainda ndo existe uma terapia corrente estabelecida, mas alguns
tratamentos incluindo hidroxicloroquina e corticoides topicos e/ou uma dose baixa de
acetonido de triancinolona intralesional (2,5 a 5mg/ml) assim como o uso de
minoxidil topico devem ser considerados, apesar de resultados efetivos ndo terem
sido reportados. O tratamento da sindrome de Graham Little é tipicamente similar ao
do LPP. Um tratamento efetivo para as sobrancelhas até o momento ndo foi

identificado.®
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4  CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Foram selecionados para o estudo retrospectivo vinte prontuarios e laminas de
pacientes acompanhados no grupo de alopecias do ambulatorio da divisao de clinica
dermatoldgica do HC-FMUSP no periodo de 2009 a 2013. Foram incluidos 10
pacientes diagnosticadas clinicamente com LPP e 10 pacientes com AFF, cujos
achados histopatoldgico na fase ativa inflamatdria eram semelhantes para ambas as
doencas. Todos os pacientes selecionados eram do sexo feminino e sem historia de
tratamento prévio. Os dados coletados dos prontuérios incluiram idade e tempo de
doenca, local de acometimento do couro cabeludo, sintomatologia e comorbidades
associadas.

Para avaliacdo dos sinais e sintomas, foi utilizada uma adaptacdo dos indices
considerados pelo centro de cabelos da Universidade da California em S&o Francisco
para acompanhamento das alopecias cicatriciais e resposta ao tratamento o qual
considera: prurido, dor, queimacdo, eritema, eritema perifolicular e descamacéo
perifolicular.>” Esta avaliacao é realizada rotineiramente no ambulatério de tricologia

do HC-FMUSP para os casos de alopecia cicatricial (Anexo A).

4.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes do sexo feminino com diagndstico de LPP e AFF acompanhados no

grupo de alopecias do ambulatério da Divisdo de Clinica Dermatol6gica do Hospital
de Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP).
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4.1.2 Critérios de exclusdo

1. Doentes que ndo apresentassem alopecia de padrdo cicatricial ou que
apresentassem quadro clinico e histologico de outra alopecia cicatricial
ndo LPP e ndo AFF.

2. Pacientes com idade inferior a 18 anos.
3. Pacientes imunossuprimidos.

4. Uso de medicacbes sisttmicas de acdo imunossupressora ou

imunomoduladora nas ultimas oito semanas antecedendo a biopsia.

5. Uso de medicacBes anti-inflamatorias, antibidticas ou antimaléaricos nas

ultimas oito semanas que antecediam a bidpsia.

4.2 Analise histopatoldgica e morfometrica

Todos os blocos e laminas utilizados foram confeccionados a partir de
fragmentos de couro cabeludo obtidos por biépsia com punch de quatro mm com
representacdo da hipoderme, ap6s anestesia local com lidocaina a 2% inseridos de
forma paralela ao crescimento do pelo. O espécime assim obtido era imediatamente
bissecionado, sendo um deles imerso em formol tamponado a 10% para posterior
processamento de rotina para blocagem em parafina e feitura de laminas histolégicas
corada por HE, PAS e Weigert com oxidacdo prévia pelo &cido peracético. A outra
metade do espécime de bidpsia foi colocado no meio de transporte para
imunofluorescéncia direta.

A revisdo dos preparados histoldgicos foi feita de modo cego, pela autora da
pesquisa e por dermatopatologista do laboratério de dermatopatologia do HC-
FMUSP, tendo sido verificada a presenca, a qualidade e a intensidade (quando
indicado) dos seguintes achados: infiltrado linfocitario perifolicular (IF), fibrose
perifolicular (FI), apoptose nos foliculos pilosos (AP), dilatacdo infundibular (DI),
infiltrado linfocitario liquenoide na interface entre a epiderme interfolicular e a

derme (IL) e reacdo granulomatosa tipo corpo estranho perifolicular (CE). Esta
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analise semiquantitativa dos sinais histologicos foi graduada em intensidade, de

negativo (-), leve (1+), moderado (2+) e severo (3+).

4.3 Imunofluorescéncia direta

Meio punch coletado na bidpsia de couro cabeludo foi também encaminhado
para estudo de imunofluorescéncia direta (IFD) para IgA, 1gG, IgM e C3, realizada
em todos os pacientes em estudo. As amostras separadas para IFD foram
transportadas acondicionadas em meio de Michel, armazenadas com crioprotetor e
colocada em freezer -200C. Em criostato, a -200C, os fragmentos de bidpsia foram
cortados a 4u de espessura e, colocados em lamina silanizada (3 cortes por lamina).
Para a reacdo, 0s cortes receberam 0 conjugado (anti-imunoglobulina humana
produzida em animal imunizado e associada a um fluorocromo = conjugado FITC)
diluido em azul de Evans.

Os conjugados anti-humanos utilizados foram: anti- IgG, anti- IgA, anti- IgM e

anti- C3. Os cortes permaneceram com 0 conjugado por 30 minutos, em camara

umida, sob temperatura ambiente, no escuro, para formacgdo do imunocomplexo.

A seguir, as laminas foram lavadas em TBS (tamp&o trizma base com cloreto
de calcio) pH 7,5 por dois periodos de 10 minutos cada ou por um periodo de 20
minutos. Em seguida, as laminas foram montadas com glicerina tamponada (pH 8,5)
e laminula de vidro, mantidas no escuro e, sob refrigeracéo até o0 momento da leitura.

A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia HBO 50w (filtro
CB12) marca Carl Zeiss, com oculares de 10x e objetivas de 16x e 40x, acoplado a
camera fotografica para registro dos resultados.

O resultado foi descrito observando-se o padréo e localizacdo da fluorescéncia.
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4.4 Imuno-histoquimica

Para a demonstracdo da expressdo de CDla, CD3, CD4, CD8, CD68 e IDO
(INDOLEAMINE 2,3-DIOXYGENASE) nos espéecimes de pele foi utilizada a

técnica de imuno-histoquimica.

Top of Form
Bottom of Form

Cortes histoldgicos de quatro um de espessura foram obtidos a partir de
material embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com
solugéo adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MOJ/USA, cbéd. A3648) a 2%. A seguir, os cortes histologicos foram
desparafinizados em dois banhos de xilol de 20 e 10 minutos, respectivamente, a
temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes foram hidratados em bateria
decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e lavagem em &gua corrente por cinco
minutos.

O bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em cémara escura com trés
incubagdes em &gua oxigenada 3% por 10 minutos cada.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente durante cinco
minutos e submetidas a tratamento para exposicdo dos sitios antigénicos em calor
umido, em banho maria a 95°C, nos quais as laminas foram colocadas na solugéo
Target Retrieval Solution pH 9,0 (cdd. S2367, DakoCytomation, Carpinteria, CA,
USA) ou na solucdo Target Retrieval Solution (c6d. S1699, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA), conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Recuperacao antigénica por calor imido

Anticorpo Tampao Tempo de exposi¢ao (minutos)
CD1la Target Retrieval Solution pH 9,0 20
CDs3 Target Retrieval Solution pH 9,0 25
CD4 Target Retrieval Solution pH 9,0 20
CDs8 Target Retrieval Solution pH 9,0 25
CD68 Target Retrieval Solution pH 9,0 20

IDO Target Retrieval Solution 25
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As laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada por cinco minutos
cada e submersas em solucdo salina tamponada (PBS) pH 7.4.

A seguir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com
incubacdo em solucdo de leite desnatado (Molico, Nestlé®) a 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos em BSA
fracdo V (SERVA. 1930) 1%, acrescida de azida sodica 0,1% em tampdo PBS pH
7.4, “over-night” a 4°C (Tabela 3).

Tabela 3 - Dilui¢Bes dos anticorpos

Anticorpo Clone Cadigo Marca Diluicéo
CDla 010 M3571 DakoCytomation 1:200
CD3 F7.2.38 M7254 DakoCytomation 1:200
CD4 SP35 104R-15 Cell Marque 1:50
CD8 C8/144B M7103 DakoCytomation 1:100
CD68 KP-1 168M-96 Cell Marque 1:150
IDO 4D2 MCA5433Z AbD Serotec 1:4000

Apos o procedimento de lavagem das ldminas por duas vezes em tampdo PBS
pH 7.4 durante cinco minutos cada, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo pés-
primario (Novolink Max Polymer Detection System, co6d. KO0690, Leica
Microsystems, Newcastle Upon Tine, UK) pronto para uso, em camara Umida
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampédo PBS pH 7.4, por duas
vezes, durante cinco minutos cada e incubadas com o polimero (Novolink Max
Polymer Detection System, cd6d. RE7280-K, Leica Microsystems, Newcastle Upon
Tine, UK) pronto para uso, em cdmara umida durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

A seguir, os sitios de ligacbes foram revelados com solugdo cromdgena de
diaminobenzidina (3,3'-diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
MO/USA, co6d. D5637) 0,03% acrescida de 1,2 ml de &gua oxigenada 3%.

As laminas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos, contracoradas
com Hematoxilina de Carazzi por 20 segundos. A seguir, foram lavadas em agua

corrente, e secas a temperatura ambiente.
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A montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific,
Fair Lawn, NJ/USA, cdd. SP15-100).

As reacdes foram avaliadas quantitativamente por observador unico. Optou-se
pelo método de aferi¢do das células CD1a positivas para a contagem das células de
Langerhans, onde foi realizada a medida de CD1a e IDO positivo em todo o foliculo
acometido. Para a contagem de linfocitos T (CD3, CD4, CD8) e macrofagos (CD68),
optou-se pela afericdo por meio da contagem aleatoria de trés campos de infiltrado
inflamatdrio ao redor do foliculo. A medida foi padronizada pela razdo do nimero de

anticorpos por area.

4.5 Aspectos éticos

Esse estudo foi desenvolvido de acordo com os principios emanados da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. O protocolo foi enviado para a
analise do Comité de Etica em Pesquisa (CAPPesq) HC- FMUSP e foi aprovado
(Anexo B).

4.6 Estatistica

Para a analise de associacdo entre as variaveis doenca e avaliagdo histolégica
foram feitos os seguintes testes : teste t-student para amostras independentes, teste G
para as amostras cujas proporcdes observadas nas diferentes categorias sdo
independentes ou estdo associadas, e teste exato de Fisher, para duas amostras
independentes quando os valores observados sdo pequenos, inclusive com
proporcdes cujos escores sdo iguais a zero (0). Em todos os testes, utilizou-se o nivel

de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Anadlise clinico-epidemiolégica

Todas as pacientes eram do sexo feminino (como previamente estabelecido). A
idade de inicio da doenga variou de 42 a 67 anos (media 55 anos) (Tabela 4). Em
relagdo a raca, nos casos de LPP seis eram mulatas (60%), e quatro eram brancas
(40%). No grupo de AFF sete eram brancas (70%), e trés eram mulatas (30%).

Quanto ao tempo de duracdo da doenca (Grafico 1) variou de um a 17 anos
(media 4,5 anos): um a 17 anos (média 4,5 anos) nos casos de LPP e um a 10 anos
(média de 4 anos) nos casos de AFF (Tabela 5). Nove do total de pacientes tinham

mais que cinco anos de duragao de doenca (50% das LPP e 40% das AFF).

Tabela 4 — Resumo descritivo da idade de inicio da doenga (anos) por tipo de doenca
Média + Desvio

Doenca Mediana Minimo Maximo

Padréo
LPP 58,80+7,21 59,50 42,00 67,00
AFF 50,90+7,52 48,50 42,00 66,00
Total 54,85+8,24 56,00 42,00 67,00

Teste de t-student para amostras independentes — Comparagdo de média

Tabela 5 — Resumo descritivo do tempo de doenca (anos) por tipo de doenca
Média + Desvio

Doenca Padrio Mediana Minimo Maximo
LPP 4,90+4,89 4,50 1,00 17,00
AFF 4,50+2,88 4,00 1,00 10,00
Total 4,70+£3,91 4,50 1,00 17,00

Teste de t-student para amostras independentes — Comparagdo de média
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Grafico 1 — Box-Plot para tempo de vida e tempo de doenca, por tipo de doenca
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A anamnese e 0s exames laboratoriais revelaram as seguintes comorbidades
das doencas em analise: hipertensdo arterial primaria, hipotiroidismo, diabetes e

poliarterite nodosa (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Presenca de doencas associadas AFF x LPP
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Quanto ao local do acometimento no couro cabeludo, no caso do LPP houve
uma predominéancia do padrdo de acometimento difuso em 50% dos pacientes, 30%
tiveram acometimento frontal e parietal e 20% acometimento de vertex. A AFF teve

um predominio frontotemporal em todos os casos (100%).
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A perda de pelo nos supercilios parcial ou total ocorreu em todas as nossas
pacientes com AFF (100%), perda esta, ndo apresentada por nenhuma paciente com
LPP (Figura 1). As papulas da face ocorreram em quatro paciente com AFF (40%) e

néo foi detectada em nenhuma paciente com LPP.

7 A & n " B
Figura 1- Aspecto clinico das lesdes de LPP e AFF quanto ao acometimento do
couro cabeludo; A: AFF com énfase na perda de supercilios , recesso frontotemporal
e seta apontando para papula da face; B: LPP, com acometimento difuso do couro
cabeludo.

Em relacdo a sintomatologia, 60% dos casos de AFF e 50% dos casos de LPP
eram sintomaticos. Os principais sinais e sintomas avaliados estdo distribuidos no
Gréfico 3. O principal sintoma foi o prurido (60% AFF e 30% LPP) e principal sinal

associado em ambas as doencas foi a descamacao peripilar (65 % casos).
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Grafico 3 — Principais sinais e sintomas associados LPP x AFF
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5.2 Anélise histologica

Os principais achados histologicos (Figura 2) observados incluiram infiltrado
inflamatdrio linfocito de interface entre o epitélio folicular e derme envolvendo o
istmo e o infundibulo folicular com padrdo liquenoide, fibrose perifolicular,
ceratindcitos apoptoticos na bainha radicular externa e destruigdo do foliculo piloso.
Os achados histologicos comparativos e de IFD sdo apresentados na Tabela 6.

st . e 2 7T
rio no corte longitudinal: A:

'. ., \» ~ . .
Figura 2 - Achados histologicos do infiltrado inflamato
LPP e B: AFF. Na coloracdo HE (A, B) (20x)
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Tabela 6 — Analise comparativa histologica LPP x AFF

CASOS IF Fl AP DI IL CE IFD
Corpos citoides de
LPP1 2+ 1+ - N N - IgA, IgG na derme
papilar
LPP 2 1+ 2+ - NA N - -
LPP 3 3+ 1+ 1+ S S - -
IgM na ZMB e
LPP 4 2+ 1+ - N N - corpos citoides na
derme papilar
LPP5 2+ 1+ 1+ N N - -
LPP 6 1+ 1+ 1+ N N - -
IgM na ZMB e
LPP 7 1+ 1+ - S N - corpos citoides na
derme papilar
LPP 8 2+ 1+ - N N - -
LPP 9 2+ 1+ 1+ S N - -
IgM na ZMB e
LPP 10 1+ 1+ - N N - corpos citoides na
derme papilar
AFF 1 2+ 1+ 1+ N N - -
IgM na ZMB e
AFF 2 3+ 1+ - N N - corpos citoides na
derme papilar
AFF 3 2+ 1+ 2+ N N - -
IgM na ZMB e
AFF 4 1+ 1+ NA S N - corpos citoides na
derme papilar
AFF 5 2+ 1+ 2+ N N - -
IgM na ZMB e
AFF 6 1+ 2+ - N N - corpos citoides na
derme papilar
AFF 7 3+ 2+ 1+ S N - -
IgM na ZMB e
AFF 8 2+ 1+ 1+ NA N 1+ corpos citoides na
derme papilar
AFF 9 2+ 1+ - S N - -

IgA, e IgM na ZMB
AFF 10 1+ 1+ - S N - e corpos citoides na
derme papilar

LPP, liquen plano pilar; AFF , alopecia frontal fibrosante; IF, infiltrado linfocitario perifolicular; Fl,
fibrose; A, apoptose; DI, dilatacdo infundibular; IL, infiltrado liquenoide interfolicular e CE, reacdo
granulomatosa tipo corpo estranho perifolicular., IFD, imunofluorescéncia direta. S, presente; N,
ausente e NA, ndo avaliado
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De modo a verificar se houve relagdo significativa entre as doencas (AFF /
LPP) em relacéo niveis de intensidade do infiltrado (IF / FI / AP / DI / IL), realizou-
se 0 teste de associacdo entre as mesmas, o qual ndo mostrou relacdo estatistica

significativa entre elas.

5.3 Analise da imunofluorescéncia direta

A IFD foi realizada nos vinte espécimes de biopsias de couro cabeludo em
estudo. No LPP trés dos dez pacientes (30%) apresentaram presenca de
imunofluorescéncia moderada, granulosa e continua de IgM na zona de membrana
basal epidérmica e folicular e quatro (40%) apresentavam corpos citoides na derme
papilar com IgM, IgG, IgA. Entre os pacientes com AFF, cinco (50%) apresentaram
presenca de imunofluorescéncia moderada, granulosa e continua de IgM e IgA na
zona de membrana basal epidérmica e folicular além de corpos citoides na derme

papilar com IgM e IgA, sem diferenca estatistica em ambos 0s grupos.

5.4 Andlise imuno-histoquimica

A avaliacdo das células CD1a e IDO positivas foi realizada em todo o foliculo
piloso e a das células CD3, CD4, CD8 e CD68 positivas foi feita pela leitura de pelo
menos trés campos acometidos por infiltrado inflamatério. Onde ndo existia
infiltrado inflamatério nenhuma contagem foi realizada (Figuras 3 a 6).

Os achados imuno-histoquimicos que avaliaram o CDla, CD3, CD4, CDS8,
CD68, e IDO dos espécimes de bidpsia coletados das 20 pacientes (10 LPP e 10
AFF) sdo demonstrados nas Tabelas 7 e 8 e nos Gréaficos 4 e 5. A analise
comparativa foi feita por meio das propor¢gdes quanto a &rea imunomarcada/area

total.
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o

Figura.3 - Achados. imuno-histoquimicos no LPP. A: Imunorreatividade do CDla
(40x). B: Imunorreatividade da IDO. (20x)

(x40). B: Imunorreatividade da IDO (x40).
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Figura 5 - Achados imuno-histoquimicos no LPP. A: Imunorreatividade do CD3
(40x). B: Imunorreatividade do CD4 (40x). C: Imunorreatividade do CD8 (40x). D:
Imunorreatividade do CD68 (40x).
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Figura 6 - Achados imuno-histoquimicos na AFF. A: Imunorreatividade do CD3
(40x). B: Imunorreatividade do CD4 (20x). C: Imunorreatividade do CD8 (20x). D:
Imunorreatividade do CD68 (20x).

Tabela 7 - Imuno-histoquimica com anticorpo CDla e CD3: area
imunomarcada/area total
. Doenca
Anticorpos p-value
LPP AFF
CDla 4,49% + 10,02% 5,36 + 4,61% 0,805
CD3 8,04% + 4,74%  14,52% + 26,58% 0,457

Dados expressos em percentagem (média + desvio padréo).
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Grafico 4 — Box - Plot para comparacdo da média de distribuicdo do CDl1a e CD3
quanto a &rea imunomarcada/area total
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Gréfico 5 — Box —Plot para comparacdo da média de distribuicdo do CD4, CDS8,
CD68 e IDO quanto a area imunomarcada/area total
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Para a analise comparativa dos niveis de anticorpos CD1a e CD3 em relacao a
area de estudo, entre os grupos de doenca AFF e LPP, foi utilizado teste t-student de
amostras independentes. Constatou-se que ndo houve diferenca significativa
(p > 0,05) nos niveis de CD1a e CD3 em relacdo a area de estudo para o LPP e a
AFF, considerando 95% de confianca e nivel de significancia de 5%.

Para a analise comparativa dos niveis de anticorpos CD4, CD8, CD68 e IDO,
entre os grupos de doenca AFF e LPP, foi utilizado teste t-student de amostras
independentes e os resultados mostraram que nao ha diferenca significativa
(p > 0,05) nos niveis de CD4, CD8, CD68 e IDO, quanto ao tipo de doenca,
considerando 95% de confianca e nivel de significancia de 5%, como se pode

observar nos Box-plots do Gréafico 5

Tabela 8 — Imuno-histoquimica no LPP e AFF. Fracdo imunomarcada elos
anticorpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 e IDO quanto a &rea imunomarcada/area
total

. Doenca
Anticorpos p-value
LPP AFF
CD4 9,51% + 7,82% 11,20% * 8,96% 0,658
CD8 3,88% + 3,27% 4,14% * 3,82% 0,873
CD68 3,84% + 1,51% 3,75% + 1,70% 0,908
IDO 0,53% + 0,58% 0,68% + 0,59% 0,591

Dados expressos em valores absolutos (média + desvio padréo).
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6 DISCUSSAO

A AFF é uma entidade clinica recentemente caracterizada (1994) e que tem
sido considerada por alguns uma variante do LPP de acordo com a classificacéo atual
da NAHRS, a qual considera a classificacdo das alopecias cicatriciais primarias
conforme o padréo histolégico inflamatério.®

Embora o LPP e a AFF tenham histopatologia semelhantes, os achados clinicos
e alguns dados imunolégicos distintos deixam duvidas quanto a considera-las
entidade tnica.*

Poblet et al. (2004) defendem a hipotese de que, embora a AFF seja
considerada uma variante do LPP, esta classificagdo atual, supostamente “erronea”,
seria baseada apenas em critérios histoldgicos. Deste modo estes autores entendem
que a AFF seria apenas uma das diferentes alopecias cicatriciais de padrdo
linfocitico.?

Estudos comparativos das CL e linfocitos T em alopecias cicatriciais,
defendem que cada tipo de alopecia cicatricial deve ser avaliada, cuidadosamente, a
partir de parametros clinicos e de duracdo da doenca, bem como do estudo de como o
infiltrado celular atua nas células tronco da regido do bulge, para que seja assim
classificada, diferente do que propde a NAHRS que utiliza apenas critérios de tipo
celular do infiltrado inflamatério.®

A AFF foi mais comumente reportada em pacientes do sexo feminino apos
menopausa precoce, pds histecterectomia ou ap6s menopausa natural. A falta de
estrogenos poderia regular o ciclo folicular favorecendo o afinamento do pelo e a
passagem da fase catdgena para a teldgena. Teorias apontam que a diminuicao
desses estrogenos associada a menopausa poderia predispor o desenvolvimento da
AFF*. Por outro lado, existem relatos esparsos de AFF em homens e em mulheres
na fase reprodutiva, representando cerca de 5% dos casos.*®

Quando comparadas com os casos de LPP, as pacientes com AFF s&o

significativamente mais velhas.®® Todas as nossas pacientes, por ocasido da primeira
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consulta, ja estavam menopausadas e ndo havia diferengas significativas quanto a
faixa etaria daquelas com LPP e AFF.

Os principais sinais clinicos verificados nas paciente estudadas com AFF sdo
tipicos e similares aos comumente descritos na literatura: recesso frontotemporal
simétrico e progressivo, denominado alopecia “em banda”, ceratose e eritema
folicular, pele atrofica e palida desprovida de orificios foliculares, contrastando com
a pele hipercrémica da fronte danificada previamente pelo sol, rarefacdo ou perda
total dos supercilios e auséncia de pelos velus na linha de implantacdo capilar.® Este
padrdo de acometimento clinico ocorreu em todos os casos do estudo, classificados
clinicamente, com este tipo de doenca. Por outro lado, as pacientes avaliadas com
LPP apresentaram, padrdo de alopecia multifocal, localizadas principalmente na
regido frontoparietal e vertex e na maioria das vezes areas de alopecia que
progressivamente coalesciam produzindo grandes areas de alopecia difusa
semelhante as observacdes clinicas ja realizadas na literatura.*® Essas diferencas
intrigam e suportam as hipdteses sobre a AFF ser uma entidade clinica distinta do
LPP.*

O LPP apresenta-se sintomatico em torno de 60% dos casos, estando mais
frequentemente presentes a sensibilidade local, a dor, o prurido, a ardéncia e a
queimac&o.** Nosso estudo mostrou 50% dos pacientes sintoméaticos, destacando em
ordem de frequéncia o prurido (30%), a queimacdo (30%) e a dor (20%) e como
principal sinal a descamacéo peripilar (80%). Um recente estudo retrospectivo
realizado por Banka et al. (2014)% sobre a variante AFF, demonstrou 35% dos
pacientes assintomaticos e 65% sintomaticos tendo como principais sintomas
prurido, dor ou queimacdo e como principais sinais o erittema e a hiperceratose
folicular. Nossas pacientes com AFF apresentaram como principal sinal o prurido
(60%) e principal sintoma a descamacao peripilar (50% casos).

O acometimento fora do couro cabeludo pela doenca liquen plano néo foi visto
em nenhum caso de AFF. Tal associacdo também é incomum em outros relatos na
literatura.** No nosso estudo, dois pacientes com LPP apresentavam liquen plano oral
(20%), frequéncia um pouco menor que a apresentada na literatura (28-50% de

leses cutaneo-mucosas).**



6 Discussdo 49

A perda de pelo em supercilio, parcial ou total, foi vista em todos 0s nossos
pacientes com AFF, porém a perda dos pelos em demais areas do corpo ocorreu em
dois pacientes do nosso estudo, uma com perda de pelo axilar e vulvar, e outra com
perda de pelo adicional nos membros superiores. A frequéncia para esse dado na
literatura variou de 0 a 37%. As papulas na face ocorreram em 40% das nossas
pacientes com AFF. A perda de pelo em outras partes do corpo e supercilios assim
como a presenca de papulas faciais esta relacionada supostamente a formas mais
graves de apresentacio da AFF.>

As comorbidades mais comumente verificadas nos nossos casos de LPP foram
0 hipotireoidismo (30%) e o diabetes tipo 2 (20%) e na AFF foi o hipotiroidismo
(10%). Esta casuistica mostra um predominio do hipotireoidismo em quatro
pacientes do total de pacientes com LPP e AFF, que representou a principal
comorbidade associada. A literatura registra valores de 16,5 a 30% para a associagdo
com o hipotireoidismo.*® Esta associacdo assim como a associagdo também descrita
com o vitiligo, sugere um mecanismo autoimune na patogénese dessas AC.*° Ha
diferencas significativas nas porcentagens de comorbidades associadas ao LPP
comparativamente a AFF (90% x 30%) sem dados comparativos similares na
literatura.

Histologicamente, ambas as doencas apresentam infiltrado linfocitico de
interface entre o epitélio folicular e a derme e envolvendo o istmo e o infundibulo
folicular, fibrose perifolicular, ceratindcitos apopt6ticos na bainha radicular externa e
destruicdo do foliculo piloso. O que diferenciaria a AFF do LPP é a forma com que o
infiltrado linfocitico e a fibrose afetam seletivamente os foliculos intermediarios e 0s
pelos velus da regido frontal e supercilios na AFF.*> Um estudo comparativo da
histopatologia do LPP e da AFF, mostrou nesta mais apoptose e menos infiltrado
inflamatério.®> Na presente analise comparando-se a presenca, a qualidade do
infiltrado o que incluia a apoptose e a intensidade do infiltrado, podemos afirmar
estatisticamente que ndo houve diferenca significativa na histopatologia entre as duas

doencas (p > 0,05).
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Os achados de imunofluorescéncia direta sdo inespecificos, mostrando
depdsitos de IgM e menos frequentemente de IgA, IgG e C3, representando 0s
corpos citoides ao redor do foliculo.?® Na nossa casuistica 40% dos casos de LPP e
50% dos casos de AFF apresentaram IFD positiva para alguma imunoglobulina e/ou
complemento. Os achados mais comuns de imunofluorescéncia nos 20 pacientes
avaliados foi a presenca de imunofluorescéncia granulosa moderada e continua na
zona de membrana basal folicular e epidérmica e corpos citoides fluorescentes na
derme papilar, principalmente com IgM. Na nossa amostra, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas relativas a IFD em ambas as doengas. Em um Unico estudo
histolégico comparativo de oito casos com LPP e oito com AFF realizados por
Poblet et al., em 2006, em apenas dois casos de ambas as doencas cuja a IFD foi
feita, os dois casos de AFF foram negativos para imunoglobulinas, complemento e
fibrinogénio e os dois casos de LPP mostraram deposito granular de 1gG ao longo da
zona de membrana basal folicular e epiderme e um deles mostrou também corpos
citoides com IgA e IgM.2

As CL sdo responsaveis pela apresentacdo de antigenos para reacdo mediada
por linfocitos T. Estudos demonstram a presenca de CL (CD1a positivo) no foliculo
normal, predominantemente na regido do infundibulo.”® Alguns autores
demonstraram um aumento dessas células no infundibulo e no bulge no LPP.*°0
fato da inflamacdo no LPP ser predominantemente localizada ao redor do
infundibulo e istmo folicular, area onde se localizam as células tronco foliculares
poderia explicar a atrofia e a cicatriz como resultantes do dano dessas células.”

A presenca de células de CL, tanto em alopecias cicatriciais como nas nao
cicatriciais, pode sugerir que ambas as categorias de alopecia possuem mecanismos
semelhantes de inflamacéo até certo ponto, mas devem divergir em algum momento
na sua patogénese. Estudos prévios de imuno-histoquimica, quanto a distribui¢do do
infiltrado inflamatério no foliculo piloso, mostraram niveis aumentados de linfocitos
CD8 e das CL (CD1a) no bulge folicular no LPP, sugerindo, um mecanismo de dano

folicular primério nesta regido, baseado em células T.*
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De fato, mecanismos envolvendo linfocitos e macrofagos podem estar
relacionados as diversas manifestacGes de alopecias cicatriciais. Estudos iniciais
falharam em demostrar diferencas significativas no LPP e na AFF por meio do
namero de linfécitos e macrofagos utilizando como marcadores CD20, CD8, CD4 e
Mac 387. No nosso estudo, também ndo detectamos diferengas significativas das
quantidades de células de CL no foliculo piloso, e de células CD3, CD4, CD8 e
CD68 no infiltrado inflamatdério no LPP e na AFF.

O papel da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) foi demonstrado ao
inibir a funcdo das células T.>* Nosso estudo, inédito com a IDO para diferenciacdo
das entidades AFF e LPP, ndo demonstrou diferencas significativas em relacédo a esta
enzima. Ainda faltam evidéncias e mais estudos para caracterizar aspectos que

realmente diferenciem o comportamento imunoldgico de ambas as doencas.
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7  CONCLUSAO

1. O LPP e a AFF apresentam caracteristicas clinicas que permitem sua nitida
distincéo;

2. N&o foi possivel diferenciar o LPP e a AFF pela histopatologia,
imunofluorescéncia direta com conjugados anti-lgM, anti-lgG, anti-IgA,

anti-complemento e imuno-histoquimica com anticorpos anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD8, anti-CD68, anti-CD1a e anti-1DO.



8 Anexos




8 Anexos

55

8

ANEXOS

Anexo A — Controle de tratamento adaptado da Universidade da Califérnia em Séo

Francisco para acompanhamento das alopecias cicatriciais

Diagnosis

Affix pt label here

Date of visit

LPPAI (see below)

SCALE: 0-3
A Pruritus

B Pain

C Burning

D Erythema

E Perifollic erythema

F Perifollicular scale

Crusting

Pustules

Pull test: Anagen/Total
(0=-, 1=+)

Spreading?
no (0) ? (1) yes (2)

Dimensions / Extent

Loss follicular mark

Tufting

Telangiectasia

Atrophy

Pigment change

Other skin, nail,
mucous membrane

Labs
CBC

AST/ALT/Alk Phos

G6PD

Eye exam

BUN/CR

Blood Pressure

Culture &
Sensitivities

Treatment/
Comments

Biopsy

Photographs

F/u visit:

LPPAI (0-10) = (A+B+C+D+E+F)/3 + 2.5(pull test) + 1.5(spread/2)

Scale: 0 = negative
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Anexo B — Parecer do Comité de Etica Médica

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA W
USP - HCFMUSP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesguisa: ESTUDD COMPARATIVG DA RESPOSTA TECIDUAL E DA APSPFTOSE NO LIGUEN
PLAND E NA ALOPECIA FROMTAL FIBROSANTE ., COMO FATORES
AELACIONADOS A ETIOPATOGENIA DESTAS DOENGAS

Pesquisador: RICARDD ROMITI

Area Temética:

Versdo: 1

CAME: 04B02312,1.0000.0068

institulgéo Propanente: Hospital das Clinicas da Feeuldade de Medicona da USF

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 120,981
Data da Aelatoria: 1880802012

Apresentagio do Projelo:

Oe autores pratendem reallzar estudo retrospectiva, atraves da analise de prontuancs @ laminas histologicas
de pacientes portadores de alopecia por kguen plano pilar & alopecia libroseante

Objetivo da Pesqulsa:

Ceracterizar  dilerenciar o infilirads inflamaterio observada nos casos de liguen plano pllar e alopecia
frontal fibroaanie

Avallagio dos Riscos & Beneficlos:

néo ha riscos envolvidos pols trata-se de esbudo retraspectivo

Comentdrios & Conslderagbes sobre a Pesquisa:

asiudo bem delineado, nio apresentanda guestionamenios de nabureze ética

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

8s81a~de SC0rdo Com & pesquisa

Fecomendagbes:

aprovada

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Insdequagbes:

aprovada sam pandencias

Situagho do Parecer:

Aprovada

Emdarego:  Fua Ohigio Fires de Campos, 355 §° ancar

Bairra: Corguoeira Cosar CEP: 05.&03-010

UF: & Murmilgiplo: SA0 PALLD

Talalann: |1 1 60 -EA Fax: {11)2861-6442 E-mall; rrEncincarsalha @ he irs usp be
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DA W

USP - HCFMUSP

Hecessita Apreciagio da COMEP:
=1

Consideregbes Finals a critério do CEP:
Aprovada

Sa0 PAULD, 11 de Ouiubro os 2012

Agalnador por:
Luiz Eugénio Garcez Leme
(Coordenador)
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